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摘要:
 

【目的】提高全细胞催化反应体系中菌株对 O2 的利用率,高效催化苯丙氨酸(Phenylalanine,PHE)合

成苯乳酸(Phenyllactic
 

Acid,PLA)。 【方法】基于异源表达透明颤菌血红蛋白(Vitreoscilla
 

Hemoglobin,VHb)
对宿主大肠杆菌生长情况的影响,采用基因工程技术构建包括 VHb、氨基酸脱氨酶 ( L-amino

 

Acid
 

Deaminase,L-AAD)和乳酸脱氢酶(Lactate
 

Dehydrogenase,LDH)的多酶偶联表达体系,优化关键酶的表达调

控策略,并通过连续传代实验评价重组菌株的遗传稳定性。 【结果】异源表达 VHb 能提高菌株对 O2 的利用

率,明显促进宿主大肠杆菌的生长速度和最大生物量。 在摇瓶培养中,菌株在扩大培养阶段进入对数生长

期的时间缩短了 1. 5
 

h,且在单独诱导表达 VHb 时最大生物量提高了 46%。 经 VHb 表达调控策略优化,获
得优势重组菌株大肠杆菌 BL21(pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-2vhb);进一步优化全细胞催化反应体系,确定最

优反应条件为 PBS 缓冲液浓度 0. 010
 

mol / L、pH 值 7. 0、温度 37
 

℃、转速 250
 

r / min,在此条件下,优势重组菌

株的 PLA 最大产量为 53. 7
 

g / L;优势重组菌株稳定性良好,连续传代 10 次,每一代菌株 PLA 产量的变化率

均小于 5%,具有成为工业化菌株的潜力。 【结论】异源共表达 VHb 可促进大肠杆菌的生长,提高全细胞催

化合成 PLA 的产量。
关键词:多酶偶联;全细胞催化;透明颤菌血红蛋白;苯乳酸;重组菌株

中图分类号:TS201;Q789　 　 文献标识码:A
 

　 　 文章编号:2096-1553(2026)01-0069-12

0　 引言

苯乳酸(Phenyllactic
 

Acid,PLA)是一种由乳酸

菌等微生物代谢产生的具有较高应用价值的天然

有机酸,其相对分子质量为 166. 17[1] ,化学式为

C9H10O3
[2] ,结构相对稳定,亲水性优良,能够均匀

扩散在食品体系中[3] 。 PLA 具有广谱抑菌特性[4] ,
对人与动物细胞均无毒副作用[5] ,是一种新型安全的

生物防腐剂,虽暂未纳入《食品安全国家标准　 食品

添加剂使用标准》(GB
 

2760—2024) [6]杀菌剂范畴,
但在食品、饲料、医药、化妆品等领域展现出良好

的应用前景 [ 7] 。 目前,PLA 的合成方法主要为化
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学合成 法 和 生 物 合 成 法, 前 者 易 造 成 环 境 污

染 [ 8] ,后者因绿色安全逐渐成为研究热点。
透明颤菌血红蛋白 ( Vitreoscilla

 

Hemoglobin,
VHb)是由透明颤菌在好氧条件下诱导合成的一种

可溶性血红素蛋白[9] ,其结构、光谱、氧结合动力

学、输送氧气等特性与真核生物的血红蛋白具有同

源性和相似性[10] 。 VHb 与氧结合能力强,能降低透

明颤菌的需氧量,是一种氧调节结合蛋白[11] 。 将

VHb 导入宿主并实现异源表达后,能有效提高宿主

对 O2 的利用率,促进细胞生长[12] 。 目前,编码 VHb
的透明颤菌血红蛋白基因 ( Vitreoscilla

 

Hemoglobin
 

Gene,vgb)已被克隆和测序[13] ,并在多种异源宿主

中被成功表达[14] 。 VHb 的异源表达可显著增加抗

生素、 酶、 有 机 酸、 多 糖 等 多 种 目 标 产 物 的 产

量[15-22] 。 由于给氧条件对菌株生长和产物合成都

会产生影响,因此,VHb 的表达水平常需根据不同

微生物宿主进行调整[23] 。 目前,对 VHb 表达的优

化策略包括调整基因拷贝数、载体拷贝数和启动子

强度[24] 。
多酶偶联生物催化中的关键问题是如何精准

调控不同酶的表达水平,以避免多种酶之间表达水

平的差异导致总反应失衡[25] 。 目前,在构建多酶偶

联全细胞催化剂时,可采用多种策略协调酶的表

达, 例 如, 优 化 启 动 子 与 核 糖 体 的 结 合 位 点

(Ribosome
 

Binding
 

Site,RBS)、调整基因拷贝数、改
变基因排列顺序、进行稀有密码子的替换等[26] 。 本

研究团队[27]前期已成功利用全细胞催化技术催化

苯丙氨酸(Phenylalanine,PHE)合成了 PLA,但该技

术对 O2 的高需求量严重限制了 PLA 的合成效率。

也有研究[28-29] 表明,O2 供应不足是影响 PLA 生物

合成的重要因素。
基于此,本研究拟考查异源表达 VHb 对宿主大

肠杆菌生长情况的影响,并在研究团队前期已筛选

出的共表达双基因氨基酸脱氨酶 ( L-amino
 

Acid
 

Deaminase,L-AAD)和乳酸脱氢酶(Lactate
 

Dehydrogenase,
LDH) 合成 PLA 菌株的基础上[30] ,共表达多基因

VHb、L-AAD 和 LDH,以提高菌株对 O2 的利用率及

催化合成 PLA 的产量;针对多酶偶联体系中 VHb
的表达(包括 VHb 的表达顺序、RBS 翻译强度和拷

贝数)进行重点优化,通过 PLA 的产量筛选构建一

种新型高效多酶偶联全细胞催化剂,并优化相应的

全细胞催化反应体系,以进一步提高催化合成 PLA
的产量;此外,验证重组菌种的稳定性,以判断其是

否具有成为工业化菌株的潜力,以期为构建多酶偶

联全细胞催化剂以催化合成 PLA 及其衍生物提供

参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

L-PLA(纯度≥99%)、苯丙酮酸( PPA,纯度≥
99%)、三氟乙酸(色谱级)、甲醇(色谱级),上海阿

拉丁生化科技股份有限公司;L-PHE(纯度≥99%)、
异丙基- β - D - 硫代半乳糖苷 ( IPTG)、卡那霉素

(Kana)、琼脂粉、
 

AvrII 快切酶、SanTaq
 

PCR
 

Mix 预

混液、高保真 PCR
 

Mix 预混液、即用型无缝克隆试

剂盒,上海生工生物工程股份有限公司;PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

Kit 试剂盒,北京宝日医生物技术有限公

司;Plasmid
 

Mini
 

Kit 试剂盒、Cycle
 

Pure
 

Kit 试剂盒、
Gel

 

Extraction
 

Kit 试剂盒、Bacterial
 

RNA
 

Kit 试剂盒,
美国 Omega

 

Bio-Tek 公司;胰蛋白胨、酵母提取物、
琼脂糖,英国 Oxoid 公司;NaCl、甘油,天津市江天化

工技术股份有限公司;K2HPO4、KH2PO4、Na2HPO4、
KCl,北京奥博星生物技术有限公司。 如无特殊注

明,其他试剂均为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

SPX-1000 型生化培养箱,上海精若科学仪器

有限公司;L1T 型全温振荡微生物培养摇床,江苏晶

创生物科技有限公司;HH-6 型电热数显恒温水浴

锅,常州天瑞仪器有限公司;120
 

L 型立式压力蒸汽

灭菌器,济南爱来宝医疗科技有限公司; Minispin
 

Plus 微量高速离心机,德国 Eppendorf 公司;321 型

电子分析天平,上海艾飞思精密仪器有限公司;
Thermo

 

VeritiPro
 

96 型基因扩增仪,NanoDrop
 

One 型

微量 UV-Vis 分光光度计,美国 Thermo
 

Fisher 公司;
Sub- Cell

 

GT 型水平核酸电泳槽、SYSTEM
 

GelDoc
 

XR 型凝胶成像系统, 美国 Bio-Rad 公司; Agilent
 

1260
 

Infinity 型高效液相色谱 ( HPLC ) 仪, 美国

Agilent 公司。
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1. 3　 菌株、质粒和引物序列

实验所用大肠杆菌(Escherichia
 

coli)菌株与质

粒见表 1,引物序列见表 2。

1. 4　 主要培养基

1)LB 培养基(1
 

L)。 胰蛋白胨 10
 

g、酵母提取

物 5
 

g、NaCl
 

10
 

g,121
 

℃高温灭菌 20
 

min。 LB 固体

　 　表 1　 菌株与质粒
Table

 

1　 Strains
 

and
 

plasmids
类别 名称 特征 来源

菌株

大肠杆菌 DH5α 克隆宿主 实验室保藏

大肠杆菌 BL21(DE3) 表达宿主 实验室保藏

大肠杆菌 BL21(pRSFDuet-1) 含空载质粒 pRSFDuet,KanR 实验室保藏

大肠杆菌 BL21(pRSFDuet-aad-ldh) 质粒 pRSFDuet 携带 aad 和 ldh 基因,KanR 实验室保藏

大肠杆菌 BL21(pRSFDuet-vhb) 质粒 pRSFDuet 携带 vhb 基因,KanR 实验室保藏

质粒

pRSFDuet-aad-vhb-ldh vhb 与 aad 共用 T7 启动子 本研究构建

pRSFDuet-aad-ldh-vhb vhb 与 ldh 共用 T7 启动子 本研究构建

pRSFDuet-aad-ldh-T7-vhb vhb 具有单独 T7 启动子 本研究构建

pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs1-vhb rbs1 调控 本研究构建

pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-vhb rbs2 调控 本研究构建

pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs3-vhb rbs3 调控 本研究构建

pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-2vhb vhb 拷贝数为 2 本研究构建

pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-3vhb vhb 拷贝数为 3 本研究构建

表 2　 引物序列
Table

 

2　 Primer
 

sequences
引物 序列

D-A-R CCGCAAGCTTTTACTTCTTAAAACGATCCAAACTAAACGGCG
D-A-F CCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGG
F-A-V AGTAAAAGCTTGCGGCCTAGGATGCTGGATCAGCAGACCATC
R-A-V TTAAGCATTATGCGGCCTAGGTTATTCAACGGCCTGGGCG
D-L-R CCTAGGTTAATTAAGCTGCGCTAGTAGACGAGTCCATGTG
D-L-F CTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCAT
F-L-V AGCTTAATTAACCTAGGATGCTGGATCAGCAGACCATC
R-L-V TCAGCGGTGGCAGCAGCCTAGGTTATTCAACGGCCTGGGCG
F-T7 AACCTAGGAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCC
R-T7 CATTGTTTAGATGTGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATT
F-V CACATCTAAACAATGGAATTCATGCTGGATCAGCAGACCATC
R-V TCAGTAACGTTAAGTGGATCCTTATTCAACGGCCTGGGC

D-R-R GGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTCCTAG
D-R-F CCTAGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAA
F-r1-V GCGGATAACAATTCCTCAAAAACCAACTAGGACCTCAGTACCATGCTGGATCAGCAGACCATC
F-r2-V GCGGATAACAATTCCTTCAATAAGAGAGCAATTACATGCTGGATCAGCAGACCATC
F-r3-V GCGGATAACAATTCCAAGGAGATATACATATGCATGCTGGATCAGCAGACCATC
R-r-V TGGCAGCAGCCTAGGTTATTCAACGGCCTGGGCGT
F-1V GCTTAATTAACCTAGGAATACGACTCACTATAGGGGAA
R-1V GATCCAGCATAGGGGTTCCGTTATTCAAC
F-2V GCCGTTGAATAACGGAACCCCTATGCTGGATCAGCAGACCA
R-2V GTGGCAGCAGCCTAGGTTATTCAACGGCCTGGGC

D-V-R AGCGGTGGCAGCAGCCTAGGTTATTCAA
D-V-F GAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCT
F-2v CCTAGGCTGCTGCCACCGCTATGCTGGATCAGCAGACCATC
R-2v CCAGCATAGCCGCTTATTTATTCAACGGCCTGGGCGTACAGATCGG
F-3v CAGGCCGTTGAATAAATAAGCGGCTATGCTGGATCAGCAGACCATC
R-3v GGGGTTATGCTAGTTATTGCTCCCTAGGTTATTCAACGGCCTGGGC
vhb-F CACATCTAAACAATGGAATTCATGCTGGATCAGCAGACCATC
vhb-R TCAGTAACGTTAAGTGGATCCTTATTCAACGGCCTGGGC

　 注:下划线为不同翻译强度的 RBS 序列。
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培养基仅需在 LB 培养基中添加 15
 

g / L 的琼脂粉

后,121
 

℃高温灭菌 20
 

min。
2)TB 培养基(1

 

L)。 A:胰蛋白胨 12
 

g、酵母提

取物 24
 

g、 甘油 5
 

g, 定容至 900
 

mL; B: KH2PO4
 

2. 31
 

g、 K2HPO4
 12. 54

 

g, 定 容 至 100
 

mL; 均 经

121
 

℃高温灭菌 20
 

min。 无菌条件下将 A 与 B 按体

积比 9 ∶ 1 混合后使用。
3)PBS 缓冲液 ( 1

 

L)。 NaCl
 

8
 

g、 KCl
 

0. 2
 

g、
Na2HPO4

 1. 44
 

g、KH2PO4
 0. 24

 

g,调 pH 值至 7. 4,
121

 

℃高温灭菌 20
 

min。

1. 5　 实验方法

1. 5. 1　 菌株培养与预处理　 1)种子液制备:取冻

存于-80
 

℃ 条件下的菌株,解冻后,在 LB 固体培

养基中划线,于 37
 

℃ 条件下培养 16
 

h;挑取单菌

落,接 种 于 装 有 LB 培 养 基 ( 含 质 量 浓 度 为

50
 

μg / mL 的 Kana) 的 5
 

mL 摇菌管中,于 37
 

℃ 、
220

 

r / min 条件下培养 12
 

h。 根据实验所需,调整

摇菌管数量。
2)扩大培养:将种子液以 2%的接种量接种于

装有 100
 

mL
 

TB 培养基的锥形瓶中,添加 Kana 至终

质量浓度为 50
 

μg / mL,于 37
 

℃ 、220
 

r / min 条件下

培养,实时检测 OD600。

3)诱导培养:当 OD600 达到 0. 4 ~ 0. 6 时,添加

IPTG 至终浓度为 1
 

mmol / L,于 30
 

℃ 、220
 

r / min 条

件下诱导表达培养 12
 

h 后,离心弃上清液,再用

PBS 缓冲液重悬浮沉淀,离心弃上清液,清洗 3 次

后,根据全细胞催化反应的需求重悬浮沉淀,并调

整其 OD600。
1. 5. 2　 质粒和重组菌株构建 　 1) 质粒 pRSFDuet-
aad-vhb-ldh 和 pRSFDuet-aad-ldh-vhb 构建。 以质粒

pRSFDuet-aad-ldh 为模版,分别以引物 D-A-R、D-A-F
和 D-L-R、D-L-F 为上、下游引物进行反向 PCR 扩

增,得到线性化质粒;以质粒 pRSFDuet-vhb 为模版,
分别以引物 F-A-V、R-A-V 和 F-L-V、R-L-V 为上、下
游引物进行 PCR 扩增,纯化回收得到基因 vgb 上、
下游同源片段,同源重组后,获得对应质粒。

2) 质粒 pRSFDuet-aad-ldh-T7-vhb 构建。 分别

以引物 F-T7、R-T7 为上、下游引物进行 PCR 扩增

自连,得到含 T7 启动子的上、下游同源片段;以质

粒 pRSFDuet-vhb 为模版,分别以引物 F-V、R-V 为

上、下游引物进行 PCR 扩增,纯化回收得到基因

vgb 上、下游同源片段;利用 OE-PCR 扩增将 2 次

PCR 产物进行连接,纯化回收得到 T7-vhb 基因片

段;利用 AvrII 快切酶将质粒 pRSFDuet-aad-ldh 单

酶切,纯化回收得到线性化质粒;将 T7-vhb 基因

片段和 线 性 化 质 粒 进 行 同 源 重 组, 获 得 对 应

质粒。
3)质粒 pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs1-vhb、pRSFDuet-

aad-ldh-T7-rbs2-vhb 和 pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs3-vhb
构建。 以质粒 pRSFDuet-aad-ldh-T7-vhb 为模版,分
别以引物 D-R-R、D-R-F 为上、下游引物进行反向

PCR 扩增, 纯化回收得到线性化质粒; 以质粒

pRSFDuet-vhb 为模版,分别以引物 F-r1-V、F-r2-V、
F-r3-V 为上游引物,均以引物 R-r-V 为下游引物,
PCR 扩增纯化回收得到基因 vgb 上、下游同源片段,
同源重组后,获得对应质粒。

4) 质粒 pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-2vhb 构建。
以 T7-vhb 基因片段为模版,分别以引物 F-1V、R-1V
和 F-2V、R-2V 为上、下游引物进行 2 次 PCR 扩增,
纯化回收得到基因 vgb 上、下游同源片段;利用 OE-
PCR 扩增将 2 次 PCR 产物进行连接,纯化回收得到

双拷贝基因 vgb 片段; 利用 AvrII 快切酶将质粒

pRSFDuet-aad-ldh 单酶切,纯化回收得到线性化质

粒;将双拷贝基因 vgb 片段和线性化质粒进行同源

重组,获得对应质粒。
5) 质粒 pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-3vhb 构建。

以质粒 pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-vhb 为模版,分别

以引物 D-V-R、D-V-F 为上、下游引物进行反向 PCR
扩增,纯化回收得到线性化质粒;以 T7-vhb 基因片

段为模版,分别以引物 F-2v、R-2v 和 F-3v、R-3v 为

上、下游引物进行 2 次 PCR 扩增,纯化回收得到基

因 vgb 上、下游同源片段;利用 OE-PCR 扩增将 2 次

PCR 产物进行连接,纯化回收得到双拷贝基因 vgb
片段;将线性化质粒和双拷贝基因 vgb 片段进行同

源重组,获得对应质粒。
6)重组菌株构建。 将重组质粒电转化至大肠

杆菌 DH5α 感受态细胞中,通过 Kana 抗性平板和菌

落 PCR 筛选阳性转化子,挑取阳性转化子进行摇菌
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培养并提取质粒,通过质粒单酶切进行 2 次验证后

送检,将序列比对正确的质粒电转化至大肠杆菌

BL21(DE3)感受态细胞中;同样,通过 Kana 抗性平

板、菌落 PCR、质粒单酶切进行双重验证后送检,获
得目标重组菌株。
1. 5. 3 　 半定量逆转录聚合酶链式反应 (Reverse

 

Transcription
 

Polymerase
 

Chain
 

Reaction,RT-PCR) 　
使用 Bacterial

 

RNA
 

Kit 试剂盒提取 RNA 基因,使用

PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

Kit 试剂盒进行 RNA 逆转录。
以 1

 

μg
 

cDNA 为模版进行 PCR 扩增,引物为 vhb-F
和 vhb-R;PCR 产物在 1%琼脂糖凝胶中进行电泳分

析,使用凝胶成像系统进行量化分析。
1. 5. 4　 VHb 表达优化 　 通过比较大肠杆菌 BL21
(pRSFDuet-aad-ldh)、BL21( pRSFDuet-aad-vhb-ldh)、
BL21 ( pRSFDuet-aad-ldh-vhb) 和 BL21 ( pRSFDuet-
aad-ldh-T7-vhb) 经全细胞催化反应合成 PLA 的产

量,优化表达顺序。 在此基础上,进一步改变菌株

为大肠杆菌 BL21( pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs1-vhb)、
BL21(pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-vhb)和 BL21(pRSFDuet-
aad-ldh-T7-rbs3-vhb),在保持其他操作条件不变的

情况下,优化 RBS 翻译强度。 随后,改变菌株为大

肠杆菌 BL21(pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-vhb)、BL21
(pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-2vhb)和 BL21(pRSFDuet-
aad-ldh-T7-rbs2-3vhb),在其他操作条件不变的情况

下,优化拷贝数。
1. 5. 5　 全细胞催化反应条件优化　 全细胞催化反

应体系为 50
 

mL,全细胞催化剂质量浓度为 20
 

g / L,
底物 PHE 质量浓度为 60

 

g / L。 其中,全细胞催化剂

质量浓度通过细胞干重( Dry
 

Cell
 

Weight,DCW) 进

行计 算, 公 式 为 DCW = 0. 388
 

9X - 0. 610
 

0, X
为 OD600。

全细胞催化反应在装有 PBS 缓冲液的 250
 

mL
锥形瓶中进行, 反应条件为: PBS 缓冲液浓度

0. 01
 

mol / L、pH 值 7、温度 35
 

℃ 、转速 220
 

r / min。
反应启动后,每间隔 2

 

h 取样 1 次,反应持续 12
 

h 后

停止。 所有样品离心后取上清液,使用超纯水稀

释,过 0. 22
 

μm 水系滤膜后,利用 HPLC 仪进行样品

检测与分析。
采用单因素试验逐次进行条件优化,每次试验

仅改变 PBS 缓冲液浓度、pH 值、温度和转速中的 1
个变量,其他操作条件不变。
1. 5. 6　 PLA、PPA 和 PHE 含量检测 　 参照 Y. Hou
等[31]的方法,并作适当修改。 使用 HPLC 仪检测

PLA、PPA 和 PHE 的含量。 色谱分析使用 Agilent
 

SB-C18 色谱柱,柱温为 30
 

℃ ,进样量为 10
 

μL,流
速为 1

 

mL / min,检测器为 VWD,波长为 210
 

nm。 流

动相由 A(三氟乙酸 / 超纯水 = 0. 5
 

g / L)和 B(三氟

乙酸 / 甲醇 = 0. 5
 

g / L) 组成, 洗脱程序如下: 0 ~
20

 

min,流动相 B 占比由 10% 升至 100%; 20 ~
23

 

min,流动相 B 占比为 100%;23 ~ 25
 

min,流动相

B 占比由 100%降至 10%。
1. 5. 7　 重组菌株稳定性检测　 将构建的重组菌株

活化并扩大培养后,与甘油按体积比 1 ∶ 1 混合,
分装冻存,此即为第 1 代菌株。 将该代菌株活化

和扩大培养后,再与甘油按体积比 1 ∶ 1 混合冻

存,获得第 2 代菌株。 依此类推,连续传代至第

10 代。 将各代菌株在最优条件下进行全细胞催

化反应,利用 HPLC 仪检测并记录各代菌株合成

PLA 的产量变化,以确保每一代菌株合成能力的

差异。

1. 6　 数据处理

所有实验均重复 3 次。 采用 SnapGene
 

4. 2. 4
进行引物设计和序列测序比对,利用 Excel

 

2019 进

行数据处理与统计分析, 使用 Origin
 

2021 进行

作图。

2　 结果与分析

2. 1　 VHb 对宿主大肠杆菌生长情况的影响

分析

宿主大肠杆菌的生长情况如图 1 所示。 由图

1a)可知,大肠杆菌 BL21(pRSFDuet-1)在培养 4. 5
 

h 后

才进入对数生长期,而大肠杆菌 BL21(pRSFDuet-vhb)
在培养 3

 

h 后即进入对数生长期,表明 VHb 能加快

大肠杆菌的生长速度;大肠杆菌 BL21(pRSFDuet-1)
在 10

 

h 时 OD600 达到最大值,为 1. 513,而大肠杆菌

BL21(pRSFDuet-vhb)在 12
 

h 时 OD600 达到最大值,
为 2. 508,表明 VHb 能提高大肠杆菌的最大生物量。
由图 1b)可知,在诱导不同时间点,大肠杆菌 BL21
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图 1　 宿主大肠杆菌的生长情况
Fig. 1　 Growth

 

status
 

of
 

host
 

E. coli

(pRSFDuet-vhb)的 OD600 均明显高于大肠杆菌 BL21
(pRSFDuet-1);在诱导 12

 

h 后,两菌株的 OD600 均

达到最大值,且此时大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-
vhb)的 OD600 是大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-1) 的

1. 46 倍。 以上结果表明,单独表达 VHb 能提高

大肠杆菌对 O2 的利用率,并改善其生长速率与

最大生物量。 该结果与邓发军等 [ 32] 的报道较一

致,其研究也表明无论在高溶氧或低溶氧条件

下,在 TB 培养基中诱导表达 VHb 均能提高菌体

的生物量。 基于上述结果初步判断,VHb 能通过

改善大肠杆菌的生长,提高全细胞催化合成 PLA
的产量。

2. 2　 重组菌株构建及 VHb 表达验证结果分析

以构建大肠杆菌 BL21( pRSFDuet-aad-vhb-ldh)
为例,其他菌株的构建及验证过程与之类似,故不

再赘述。 质粒 pRSFDuet-aad-vhb-ldh 构建及在大肠

杆菌中的表达如图 2 所示,其中泳道 M 为 Marker,
泳道 1 和 2 为阴性对照,泳道 3 和 4 为阳性对照。
由图 2a)可知,目的条带大小正确,为 441

 

bp。 由图

2b)可知,vgb 基因在大肠杆菌 BL21 中成功表达。

2. 3　 VHb 表达优化结果分析

2. 3. 1　 VHb 的表达顺序　 VHb 的顺序优化示意图

如图 3 所示, 其中 a) 为 pRSFDuet-aad-ldh, b) 为

pRSFDuet-aad-vhb-ldh,c) 为 pRSFDuet-aad-ldh-vhb,
d) 为 pRSFDuet-aad-ldh-T7-vhb。 顺序优化后 PLA

图 2　 质粒 pRSFDuet-aad-vhb-ldh 构建
及在大肠杆菌中的表达

Fig. 2　 Construction
 

of
 

plasmid
 

pRSFDuet-aad-vhb-ldh
 

and
 

its
 

expression
 

in
 

E. coli

的产量及 PLA 的生物合成途径分别如图 4 和图 5

所示。 由图 3—图 5 可知,当 VHb 与 L-AAD、LDH

共用 T7 启动子,或具有单独 T7 启动子,进行多基

因共表达时,相比大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-aad-

ldh)的 PLA 产量,共表达 VHb 均可有效提升全细胞

催化合成 PLA 的产量。 大肠杆菌 BL21( pRSFDuet-

aad-vhb-ldh) 与大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-aad-ldh-

vhb)的 PLA 产量差异较小,最大 PLA 产量分别为

36. 7
 

g / L 和 37. 5
 

g / L,表明二者的催化能力较接近,

且均出现了中间产物 PPA 的累积,推测为两步催化

反应失衡所致。 类似的现象在邵宇等[33] 的研究中

也有报道,他们在构建多酶级联催化反应体系时发

现,由于 LaPPR 和 GDH 这 2 个关键酶之间的转化
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过程不平衡,导致中间产物 PPA 大量累积,这一限

速步骤极大影响了 L-PLA 的催化合成。 相比之下,
大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-aad-ldh-T7-vhb) 的最大

PLA 产量为 40. 7
 

g / L,且未出现中间产物 PPA 的累

积,表明该菌株的反应较平衡,将在此基础上继续

优化。
2. 3. 2　 VHb 的 RBS 翻译强度 　 VHb 的 RBS 优化

示意图如图 6 所示,其中 a) 为 pRSFDuet-aad-ldh-
T7-vhb, b ) 为 pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs1-vhb, c ) 为

图 3　 VHb 的顺序优化示意图
Fig. 3　 Schematic

 

diagram
 

of
 

VHb
 

sequence
 

optimization

图 4　 顺序优化后 PLA 的产量
Fig. 4　 Yield

 

of
 

PLA
 

after
 

sequence
 

optimization

图 5　 PLA 的生物合成途径
Fig. 5　 Biosynthetic

 

pathway
 

of
 

PLA

　 　pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-vhb,d) 为 pRSFDuet-aad-
ldh-T7-rbs3-vhb。 由图 6 可知,不同质粒的翻译强度

为:rbs1<RBS<rbs2<rbs3。 RBS 优化后的 PLA 产量

如图 7 所示。 由图 7 可知,整体上,优化 RBS 的翻

译强度可对催化合成 PLA 的产量进行微调。 大肠

杆菌 BL21 ( pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs1-vhb) 在各个

时段中合成 PLA 的产量均下降,表明随着 RBS 翻译

强度的减小,酶的表达水平也随之降低;大肠杆菌

BL21 ( pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs3-vhb) 合成 PLA 的

最 大 产 量 为 42. 0
 

g / L, 而 大 肠 杆 菌 BL21
( pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-vhb)的催化能力最强,
合成 PLA 的最大产量为 42. 7

 

g / L,表明酶的表达

并不与 RBS 的翻译强度成正比,其中 rbs2 的调控

作用最优,将在此基础上继续优化。
2. 3. 3　 VHb 的拷贝数　 VHb 的拷贝数优化示意图

图 6　 VHb 的 RBS 优化示意图
Fig. 6　 Schematic

 

diagram
 

of
 

RBS
 

optimization
 

of
 

VHb

图 7　 RBS 优化后的 PLA 产量
Fig. 7　 Yield

 

of
 

PLA
 

after
 

RBS
 

optimization
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　 　如图 8 所示,其中 a) 为 pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-

vhb, b ) 为 pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-2vhb, c ) 为

pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-3vhb。 拷贝数优化后 PLA

的产量如图 9 所示。 由图 8 和图 9 可知,整体上,优

化 VHb 拷贝数对催化合成 PLA 产量的影响更明

显。 大 肠 杆 菌 BL21 ( pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-

2vhb)催化合成 PLA 的产量随着反应时间增加显著

上升,在反应 2 ~ 10
 

h 时,PLA 的合成速率高达每小

时 1. 32
 

g / L,当反应至 12
 

h 时, PLA 最大产量达

49. 4
 

g / L, 相较于大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-aad-

ldh-T7-rbs2-vhb),其 PLA 最大产量提升了 6. 7
 

g / L,

增长率为 13. 6%,表明拷贝数为 2 时,能明显提升菌

株的催化能力。 对于大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-

aad-ldh-T7-rbs2-3vhb),在 2 ~ 4
 

h 内,PLA 最大产量

为 45. 9
 

g / L,合成速率高达每小时 3. 45
 

g / L;但在

4 ~ 6
 

h 时,PLA 合成量下降至 40. 0
 

g / L;在 6 ~ 12
 

h

　 　 　 　

图 8　 VHb 的拷贝数优化示意图
Fig. 8　 Schematic

 

diagram
 

of
 

copy
 

number
 

optimization
 

of
 

VHb

图 9　 拷贝数优化后 PLA 的产量
Fig. 9　 Yield

 

of
 

PLA
 

after
 

copy
 

number
 

optimization

时,PLA 产量先回升至 44. 4
 

g / L 后又急速下降至

39. 9
 

g / L,表明拷贝数为 3 时,可能菌株的代谢负荷

过重,造成质粒不稳定,进而影响 PLA 的合成效

率。 类似现象在王亚丽等[34] 的研究中也有报道,

他们在进行多拷贝表达优化时发现,当拷贝数为 7

时,菌株中 Rhv3 的表达量下降,推测可能是过多

的重复序列导致其互相之间发生了同源重组,也

可能是因为过多相同基因的合成消耗了过量核

糖体,加重了宿主代谢负担,导致菌株生长状态

恶化。 至此,本研究成功构建了一种新型的多酶

偶联全细胞催化剂大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-

aad-ldh-T7-rbs2-2vhb) 。

2. 4　 全细胞催化反应条件优化结果分析

全细胞催化反应条件优化结果如图 10 所示,其

中不同小写字母表示有显著性差异(P<0. 05)。 由

图 10a)可知,全细胞催化体系的最适 PBS 缓冲液浓

度为 0. 010
 

mol / L; 当 PBS 缓 冲 液 浓 度 升 高 至

0. 020
 

mol / L 时,PLA 产量显著下降,这可能是由过

高的 PBS 缓冲液浓度会造成菌株细胞盐失衡所致。

由图 10b)可知,pH 值为 7. 0 时,PLA 产量最大,表

明多酶偶联催化效果在中性环境中最佳;pH 值为

6. 0 或 8. 0 时,PLA 产量下降,这可能是由过酸或过

碱的环境会降低酶的催化活性所致。 由图 10c)可

知,全细胞催化体系的最适温度为 37
 

℃ ,进一步升

温至 39
 

℃ ,PLA 产量显著下降,这可能是由高温会

破坏多酶偶联催化中某一种酶的稳定性所致。 全

细胞催化需要大量的 O2,转速与溶氧量相关,转速

过低会导致氧传质效率降低,菌体获得的溶氧不充

分,最终导致菌体密度偏低[35] 。 由图 10d)可知,随

着转速的增加,PLA 的产量也随之增加,当转速为

250
 

r / min 时,PLA 产量最高,为 53. 7
 

g / L;而当转速

继续提高至 280
 

r / min 时,PLA 产量基本持平,表明

全细胞催化体系的最适转速为 250
 

r / min,此时已达

该锥形瓶的溶氧上限。

2. 5　 重组菌株稳定性分析

不同传代次数后全细胞催化合成 PLA 的产量

如图 11 所示, 其中 W 为初代菌株的 PLA 产量

(53. 7
 

g / L)。 由图 11 可知,连续传代 3 次后,优势
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图 10　 全细胞催化反应条件优化结果
Fig. 10　 Optimization

 

results
 

of
 

the
 

whole-cell
 

catalytic
 

reaction
 

conditions

图 11　 不同传代次数后全细胞催化合成 PLA 的产量
Fig. 11　 Yield

 

of
  

PLA
 

production
 

via
 

whole-cell
 

catalsis
 

after
 

different
 

passages
重组菌株大肠杆菌 BL21 ( pRSFDuet-aad-ldh-T7-
rbs2-2vhb)的 PLA 产量与初代菌株无明显差异。 连

续传代至第 6 次时,PLA 产量出现相对提升,这可能

是由菌株在传代过程中适应性增强所致。 连续传

代 10 次,整体 PLA 产量的变化率均小于 5%,这表

明该优势重组菌株的稳定性良好,具有成为工业化

菌株的潜力[36] 。

3　 结论

本研究探究了异源表达 VHb 对宿主大肠杆菌

生长情况的影响,初步评估了 VHb 在全细胞催化合

成中的作用,利用基因工程手段共表达了 VHb、

L-AAD 和 LDH,采用两步法催化 PHE 合成了 PLA,

通过优化关键酶的表达调控策略构建了一种新型

多酶偶联全细胞催化剂大肠杆菌 BL21( pRSFDuet-

aad-ldh-T7-rbs2-2vhb),打破了全细胞催化体系因高

需氧量导致 PLA 产量受限的问题。 进一步通过单

因素试验优化了全细胞催化反应条件,构建了高效

的全 细 胞 催 化 反 应 体 系: PBS 缓 冲 液 浓 度

0. 010
 

mol / L、pH 值 7. 0、温度 37
 

℃、转速 250
 

r / min。

在此 条 件 下, 优 势 重 组 菌 株 大 肠 杆 菌 BL21

(pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-2vhb) 的 PLA 最大产量

为 53. 7
 

g / L。 此外,连续传代实验验证了该重组菌

株的稳定性良好,连续传代 10 次,每一代菌株 PLA
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　 2026 年 2 月
 

第 41 卷
 

第 1 期　

产量的变化率均小于 5%,具有成为工业化菌株的

潜力。 未来将进一步研究重组菌株表达 VHb 提高

催化合成 PLA 的作用机制,例如氧参与合成的代谢

途径;研究重组菌株合成 PLA 的中试放大实验,优

化相关发酵工艺条件,以期为多酶偶联全细胞催化

剂的构建、PLA 及其衍生物的催化合成提供参考。
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Study
 

on
 

improving
 

the
 

yield
 

of
 

whole-cell
 

catalytic
 

production
 

of
 

phenyllactic
 

acid
 

by
 

heterologous
 

expression
 

of
 

Vitreoscilla
 

hemoglobin
 

combined
 

with
 

regulation
 

strategy
DING

  

Xincheng,SUN
  

Ruijie,JIA
  

Shiru,HOU
  

Ying
School

 

of
 

Biological
 

Engineering,Tianjin
 

University
 

of
 

Science
 

and
 

Technology,Tianjin
 

300457,China

Abstract:【Objective】 This
 

study
 

aims
 

to
 

improve
 

the
 

oxygen
 

( O2 )
 

utilization
 

rate
 

of
 

strains
 

in
 

the
 

whole-cell
 

catalytic
 

reaction
 

system
 

and
 

efficiently
 

catalyze
 

the
 

synthesis
 

of
 

phenyllactic
 

acid
 

( PLA)
 

from
 

phenylalanine
 

(PHE). 【Methods】Based
 

on
 

the
 

effect
 

of
 

heterologous
 

expression
 

of
 

Vitreoscilla
 

hemoglobin
 

(VHb)
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

host
 

Escherichia
 

coli,
 

genetic
 

engineering
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

a
 

multi-enzyme
 

coupled
 

expression
 

system
 

including
 

VHb,
 

L-amino
 

acid
 

deaminase
 

(L-AAD)
 

and
 

lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH).
 

Subsequently,
 

the
 

expression
 

regulation
 

strategies
 

of
 

key
 

enzymes
 

were
 

optimized,
 

and
 

the
 

genetic
 

stability
 

of
 

recombinant
 

strains
 

was
 

evaluated
 

by
 

continuous
 

passage
 

experiments. 【Results】Heterologous
 

expression
 

of
 

VHb
 

could
 

improve
 

the
 

oxygen
 

utilization
 

rate
 

of
 

strains
 

and
 

significantly
 

promote
 

the
 

growth
 

rate
 

and
 

maximum
 

biomass
 

of
 

host
 

E. coli.
 

In
 

shake
 

flask
 

culture,
 

the
 

time
 

for
 

the
 

strain
 

to
 

enter
 

the
 

logarithmic
 

growth
 

phase
 

during
 

the
 

scale-up
 

culture
 

stage
 

was
 

shortened
 

by
 

1. 5
 

h,
 

and
 

the
 

maximum
 

biomass
 

was
 

increased
 

by
 

46%
 

when
 

VHb
 

expression
 

was
 

induced
 

alone.
 

The
 

dominant
 

recombinant
 

strain
 

E. coli
 

BL21
 

( pRSFDuet-aad-ldh-T7-rbs2-2vhb)
 

was
 

obtained
 

by
 

optimizing
 

the
 

VHb
 

expression
 

regulation
 

strategy.
 

Furthermore,
 

the
 

whole-cell
 

catalytic
 

reaction
 

system
 

was
 

optimized,
 

and
 

the
 

optimal
 

reaction
 

conditions
 

were
 

determined
 

as
 

follows:
 

0. 010
 

mol / L
 

PBS
 

buffer,
 

pH
 

7. 0,
 

temperature
 

37
 

℃ ,
 

and
 

rotation
 

speed
 

250
 

r / min.
 

Under
 

these
 

conditions,
 

the
 

maximum
 

PLA
 

yield
 

of
 

the
 

dominant
 

recombinant
 

strain
 

was
 

53. 7
 

g / L;
 

The
 

dominant
 

recombinant
 

strain
 

had
 

good
 

stability;
 

after
 

10
 

consecutive
 

passages,
 

the
 

change
 

rate
 

of
 

PLA
 

yield
 

in
 

each
 

generation
 

was
 

less
 

than
 

5%,
 

showing
 

potential
 

to
 

become
 

an
 

industrial
 

strain. 【Conclusion】
Heterologous

 

co-expression
 

of
 

VHb
 

can
 

promote
 

the
 

growth
 

of
 

E. coli
 

and
 

improve
 

the
 

yield
 

of
 

PLA
 

via
 

whole-cell
 

catalysis.
Key

 

words:multi-enzyme
 

conjugation;whole-cell
 

catalysis;Vitreoscilla
 

hemoglobin;phenyllactic
 

acid;recombinant
 

strain　
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