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研究报告                                                               

D-氨基酸氧化酶与麦芽糖结合蛋白和透明颤菌血红蛋白

的融合表达 

于慧敏 1, 马现锋 1, 罗晖 2, 文程 1, 沈忠耀 1 
1 清华大学化工系 生物化工研究所, 北京 100084 
2 北京科技大学 生物科学与技术系, 北京 100083 

摘  要: D-氨基酸氧化酶(DAAO)是一种重要的工业酶。为了进一步提高 DAAO 在大肠杆菌中的可溶性和活性表达, 分

别构建了麦芽糖结合蛋白(MBP)和透明颤菌血红蛋白与三角酵母 DAAO (TvDAAO) 的 N-端融合蛋白。其中, MBP 融合

蛋白 MBP-TvDAAO 在组成型(JM105/pMKC-DAAO)和诱导型菌株(JM105/pMKL-DAAO)中表达时, 目标蛋白的可溶性

表达量分别达到全细胞蛋白表达量的 28%以上和 17%左右, 比无 MBP 融合的对照菌株 BL21(DE3)/pET-DAAO 分别提

高 3.7 和 1.8 倍; 但其酶活水平显著下降。VHb 融合蛋白 VHb-TvDAAO 在重组菌 BL21(DE3)/pET-VDAAO 中摇瓶诱导

表达时, DAAO 酶活达到了 3.24 u/mL, 比对照菌株 BL21(DE3)/pET-DAAO 提高了约 90%。 

关键词 : D-氨基酸氧化酶 , 大肠杆菌麦芽糖结合蛋白 , 透明颤菌血红蛋白 , 融合表达  

Fusion Expression of D-amino Acid Oxidase from Trignoposis 
variabilis with Maltose Binding Protein and Vitreoscilla 
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Abstract: D-amino acid oxidase (DAAO) is one of important industrial enzymes. To increase the solubility and activity of the 
TvDAAO from Trignoposis variabilis expressed in recombinant Escherichia coli (E. coli), a maltose binding protein (MBP) and 
Vitreoscilla hemoglobin (VHb) was introduced to fuse with N-terminal of the TvDAAO, respectively. Fusion protein of 
MBP-TvDAAO was constitutively expressed in JM105/pMKC-DAAO and inductively expressed in JM105/pMKL-DAAO. With 
respect to the control strain of BL21 (DE3)/pET-DAAO without MBP fusion, the constitutive fusion expression obtained 28% of 
soluble protein with 3.7 folds of solubility improvement. As for the inductive fusion expression, corresponding results changed to 
17% and 1.8 folds, respectively. However, the DAAO activity significantly decreased in the MBP-fusing expression. Fusion protein 
of VHb-TvDAAO was constructed and inductively expressed in BL21 (DE3)/pET-VDAAO. Its DAAO activity highly reached 3.24 
u/mL in flask culture, about 90% increase in contrast to the control without VHb. 

Keywords: D-amino acid oxidase (DAAO), maltose binding protein (MBP), Vitreoscilla Hemoglobin (VHb), fusion expression 
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D-氨基酸氧化酶(D-amino acid oxidase, DAAO, 

EC1.4.3.3)是一种以黄素腺嘌呤(FAD)为辅酶的黄素

蛋白, 它对催化反应底物有高度的立体异构选择性

和广谱性, 被广泛用于 D-氨基酸定性定量分析、生

物传感器、L-氨基酸和α-酮酸生产等。它在工业上

的重要应用之一即为两步酶法生产 7-氨基头孢烷酸

(7-ACA)[1−3]。DAAO 广泛存在于哺乳动物的内脏、

藻类、真菌和细菌中 [4]。其中 , 红酵母(Rhodotorula 

gracilis) 和 三 角 酵 母 (Trigonopsis variabilis) 的

RgDAAO 和 TvDAAO 在工业上的应用 为广泛, 其

cDNA 序列同源性为 26%[5] 。根据已经解析的

RgDAAO 三维结构, 可以预测 TvDAAO 的结构模

型 [1,6], 从而为其高活性外源表达提供依据。研究

人员对 DAAO 基因进行了一系列克隆、测序和重组

表达研究[7−9], 以实现其高效表达和酶的有效生产。 

其中, 通过融合表达策略引入一些具有特异功

能的蛋白或多肽, 有可能改善表达宿主细胞的生长

状况、提高目的蛋白的可溶性表达水平、改进目的

蛋白的提取纯化方法以及从分子水平上提高酶的催

化活性和稳定性等。常见的用于构建融合蛋白的特

异性功能蛋白有大肠杆菌麦芽糖结合蛋白(Maltose 

binding protein, MBP)[10−13] 和透明颤菌血红蛋白

(Vitreoscilla hemoglobin, VHb) [14−18], 等等。 

本研究采用来自三角酵母的 TvDAAO 为对象, 

通过 MBP 与 TvDAAO 的融合表达, 考察了 MBP 对

提高 TvDAAO 的可溶性和活性的影响。通过 VHb

与 TvDAAO 的融合表达, 考察了 VHb 的引入对重组

细胞的生长和 TvDAAO 表达活性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  工具酶和试剂 
各种工具酶均购自 TaKaRa(大连)公司; 质粒提

取、PCR 产物纯化试剂盒购自北京百泰克生物技术

有限公司; 引物由北京赛百盛基因技术有限公司合

成。基因扩增、酶切、连接、转化、质粒提取、琼

脂糖凝胶电泳、十二烷基璜酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳 (SDS-PAGE)等基因工程操作均按照常规方法进

行[19]。 

1.2  菌株和质粒 
克隆菌株 E. coli TOP-10F’从 Invitrogen 公司购

买; 表达菌株 E. coli BL21(DE3) 从 Promega 公司

购买, E. coli JM105 由本实验室保藏。DAAO 基因是

采用 RT-PCR 方法克隆自本实验室保藏的一株

Trigonopsis variabilis[20]。质粒 pMKL-DAAO(Kanr)

是诱导型, pMKC-DAAO(Kanr)是组成型。VHb 在诱

导型质粒 pET-VDAAO 中表达。使用到的各种质粒

及其相关基因特性见表 1。 

表 1  本研究中所用的质粒 
Table 1  Plasmids used in this study 

Plasmids Relevant genotype Source or reference

pET-28a 5.4 kb, T7 promoter, Kanr Novagen 

pET-DAAO 6.4 kb, T7 promoter, 
TvDAAO, Kanr This group, [20] 

pMAL-p2x 6.7 kb, Tac promoter, 
malE, Ampr NEB 

pMKL-DAAO 8.4 kb, Tac promoter, 
malE, TvDAAO, Kanr This study 

pMKC-Acy 6.3 kb, Tac promoter, 
malE, lac-, Kanr This group, [12] 

pMKC-DAAO 7.4 kb, Tac promoter, 
malE, TvDAAO, lac-, Kanr This study 

pBR322-vgb 5.8 kb, vgb, Ampr [21] 

pET-VDAAO 6.9 kb, T7 promoter, vgb, 
TvDAAO, Kanr This study 

 
1.3  引物 

在质粒 pMKL-DAAO 的构建过程中, TvDAAO

基因的扩增采用质粒 pET-DAAO[20] 为模板 , 以

PDAOI-1/PDAOI-2 为引物。其中, PDAOI-1: CGCGGATCCA 

TGGCTAAAATCGTT(下划线处为 BamH I 位点 ); 

PDAOI-2: CCCAAGCTTCTAGTGGTGGTGGTG(下划

线处为 Hind III 位点)。氨苄青霉素抗性基因(Ampr)

的 去 除 采 用 质 粒 pMAL-p2x(NEB) 为 模 板 , 以

Ppmal-1/Ppmal-2 为引物。其中, Ppmal-1: CATCCTCGAG 

ACCAAGTTTACTCATATA(下划线处为 Xho I 位点); 

Ppmal-2: TAGGTACCATGAGCGGATACATATTT(下划

线处为 Kpn I 位点)。卡那霉素抗性基因(Kanr)的扩增

采用质粒 pET-28a(+)为模板, 以 PKan-1/PKan-2 为引物。

PKan-1: TACGGTACCAAGCTGGGCTGTGTGCA (下

划线处为 Kpn I 位点 ); PKan-2: TAGCACTCGAGA 

ACAACACTCAACCCTATC(下划线处为 Xho I 位

点 ) 。 融 合 蛋 白 VHb-TvDAAO 的 构 建 采 用

overlap-PCR 方法 , 分别使用引物 PVgbI-1/PVgbI-2、

PDAOII-1/PDAOII-2 和 PVgbII-1/PDAOIII-2 为引物。其中 , P 

VgbI-1: CATGCCATGGGCATGTTAGACCAGCAAAC 
C (下划线处为 Nco I 位点); PVgbI-2: AACGATTTTAG 
CCATTTCAACCGCTTGAGC;  PDAOII-1: GCTCAA 
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GCGGTTGAAATGGCTAAAATCGTT; P DAOII-2: CCC 
CAAGCTTCTAAAGGTTTGGACGAGTAAG(下划线

处为 Hind III 位点 ); PVgbII-1: TACGGTACCGCAT 

GTTAGACCAGCAAACC(下划线处为 Kpn I 位点); 
PDAOIII-2: GGGAATTCCATATGCTAAAGGTTTGGA 
CG(下划线处为 Nde I 位点)。 

1.4  培养基和培养条件 
重组菌株的培养使用 LB 液体培养基, 含卡那霉

素 50 mg/L。在进行诱导型表达时, 以 1%接种量转接

至 50 mL LB 培养基中(300 mL 摇瓶), 37oC, 200 r/min

摇床培养 2~2.5 h, 至 OD600 为 0.6~0.8; 加入 1 mmol/L

诱导剂异丙基-β-D 硫代半乳糖苷(IPTG), 28oC继续培

养 20 h 左右。在进行组成型表达时, 以 1%接种量转接

至 LB 培养基中(300 mL 摇瓶), 28oC 培养 20 h 左右。 

1.5  DAAO 酶活测定 
本研究中 TvDAAO 及融合蛋白 MBP-DAAO 和

VHb-DAAO 的酶活测定采用比色法。取 5 mL 菌液

8000 r/min 离心 2 min, 以 5 mL 0.1 mol/L 的磷酸盐缓

冲液(pH8.0)重悬沉淀; 在功率为 200 W、占空比 3/3

的条件下超声破碎 90 个循环; 13000 r/min 离心 2 min, 

分别取上清液和沉淀, 4oC 保存用于测定酶活[20]或进

行 SDS-PAGE 电泳[19]。每分钟生成 1 μmol 丙酮酸所

需的酶量定义为 1 个酶活单位, 用 u 表示。 

2  结果和讨论 

2.1  MBP-TvDAAO 融合蛋白的构建 
MBP 是一种细胞质内可溶性蛋白。很多研究表

明外源蛋白与 MBP 在大肠杆菌中融合表达时有助

于提高目的蛋白的可溶性表达水平[10−12]。其原因可

能是辅助蛋白 MBP 从核糖体上释放后能够迅速有

效地正确折叠, 并促进下游目标蛋白肽段的正确折

叠[13]。因此, 本研究分别构建了 MBP-TvDAAO 融合

蛋白的诱导型和组成型表达载体, 考察 MBP 基因

(malE)与 TvDAAO 的融合表达, 对 TvDAAO 的可溶

性和活性的影响。 
诱导型表达载体以质粒 pMAL-p2x 为基础构

建。由于 pMAL-p2x 含有 Ampr 抗性基因, 其表达产

物β-内酰胺酶在降解氨苄青霉素的同时也能降解

DAAO 酶的催化产物 , 因此需要将其去除替换成

Kanr 抗性基因。插入扩增自质粒 pET-DAAO[20]的

TvDAAO 基因, 即获得 MBP-TvDAAO 的诱导型表

达质粒 pMKL-DAAO, 如图 1 所示。 

 

图 1  表达 MBP-TvDAAO 融合蛋白的诱导型质粒 pMKL-DAAO 的构建示意图 
Fig. 1  Construction of the inducible plasmid of pMKL-DAAO expressing MBP-TvDAAO 
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组成型表达载体的构建以质粒 pMKC-Acy[12]和

pMKL-DAAO 为基础。从质粒 pMKC-Acy 中酶切获

得质粒骨架 pMKC, 插入从 pMKL-DAAO 中获得的

融合蛋白基因 malE-DAAO, 即可获得 MBP-TvDAAO

的组成型表达质粒 pMKC-DAAO。 

2.2  MBP 融合蛋白对 TvDAAO 的可溶性和表达

活性的影响 
将重组质粒 pMKL-DAAO 和 pMKC-DAAO 分别

转化到优选的大肠杆菌 JM105 宿主 , 得到表达

MBP-TvDAAO 融合蛋白的重组大肠杆菌 JM105/ 

pMKL-DAAO 和 JM105/pMKC-DAAO。以优选的

TvDAAO 单表达重组菌株 E. coli BL21(DE3)/pET- 

DAAO 为对照, 对三株菌株分别进行培养和诱导型、

组成型表达。20 h 后收集菌体, 取相同菌浓的菌体进

行超声破碎, 离心收集上清液, 进行 SDS-PAGE 电泳, 

结果如图 2。 

 

图 2  重组菌 28oC 培养表达的可溶目标蛋白的

SDS-PAGE 电泳 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of soluble target proteins 

expressed in recombinant strains at 28oC 
M: protein marker; 2: control strain of BL21(DE3)/pET-DAAO, no 
induction; 3: control strain of BL21(DE3)/pET-DAAO, TvDAAO; 4: 
constitutive strain of JM105/pMKC-DAAO, MBP-TvDAAO; 5: 
inducible strain of JM105/pMKL-DAAO, no induction; 6: inducible 
strain of JM105/pMKL-DAAO, MBP-TvDAAO 
Electrophoresis was performed as protocol[19]. Photographing and 
quantification of the gel bands achieved by Image-Master VDS 
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) with Total Lab 
1.0 software 
 

TvDAAO 的分子量为 39 kD, 与分子量为 43 kD

的 MBP 融合后得到分子量为 82 kD 的融合蛋白。由图

2 可见, 蛋白条带大小与预期相符。对图 2 分析发现, 

在 28oC 条件下表达时, 对照菌株(lane 3)中目的蛋白

TvDAAO 的可溶性表达量只占全细胞总蛋白表达量的

6%左右, 而组成型菌株 JM105/pMKC-DAAO (lane 4)

中融合蛋白 MBP-TvDAA 的可溶性表达占全细胞蛋白

表达量的28%, 诱导型菌株 JM105/pMKL-DAAO (lane 

6)中融合蛋白 MBP-TvDAA 的可溶性表达量为 17%。

因此, 在 28oC 条件下表达时, 组成型和诱导型表达的

MBP-TvDAAO 融合蛋白的可溶性比单表达 TvDAAO

分别提高了 3.7 和 1.8 倍, 说明 MBP 的引入确实可以

显著提高 TvDAAO 的可溶性表达水平。 

进一步测量三株重组菌中目的蛋白的总酶活, 结

果如表 2 所示。 

对图 2 和表 2 进行对比分析发现, 虽然 JM105/ 

pMKC-DAAO 和 JM105/pMKL-DAAO 中表达的 MBP- 

TvDAAO 融合蛋白的可溶性比单表达 TvDAAO 的

BL21(DE3)/pET-DAAO 显著提高, 但其总酶活反而显

著下降。结合对 TvDAAO 三维结构的预测和催化机理

分析 [1], 可以认为当分子量(43 kD)较大的 MBP 在

TvDAAO 的 N 端进行融合表达时 , 应该正好处于

TvDAAO 催化活性中心的“开口”部位, 对底物和酶

分子的接近造成一定的空间阻遏, 从而导致了其酶活

的下降。 

表 2  TvDAAO和MBP-TvDAAO在重组菌中表达的总酶活 
Table 2  Total activity of TvDAAO and MBP-TvDAAO in 

recombinant strains 

Strains Conditions Activity 
(u/mL) 

JM105/pMKL-DAAO MBP-DAAO, 
inducible 0.76 

JM105/pMKC-DAAO MBP-DAAO, 
constitutive 1.08 

BL21(DE3)/pET-DAAO DAAO, inducible 1.62 
 
 

2.3  VHb-DAAO 融合蛋白的构建 
VHb 是透明颤菌在贫氧条件下合成的一种可溶

性血红素蛋白分子[14], 它的一个重要生理功能是从

分子水平上提高细胞对氧气的利用能力, 协助细胞

在贫氧环境中生长[15]。它还可以降低外源蛋白对细

胞的毒性[16]、提高目标蛋白重组表达的活性和稳定

性 [17]以及增加目标产品在重组细胞内的产率 [18]。

VHb 的开放阅读框有 441 bp (包括终止密码子), 编

码 146 个氨基酸残基, 其分子量远远小于 MBP。因

此, 理论上可以消除 MBP 在 TvDAAO 的 N 端融合所

产生的空间位阻效应。 

通过 Overlap-PCR 方法构建 VHb-TvDAAO 融合

蛋白, 并插入质粒 pET-28a(+), 即获得 VHb-TvDAAO

诱导型表达的重组质粒 pET-VDAAO, 具体构建过程

如图 3 所示。 
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2.4  VHb 的融合表达对重组菌生长和 DAAO 表

达的影响 
将重组质粒 pET-VDAAO 转化到大肠杆菌

BL21(DE3)宿主, 得到表达 VHb-TvDAAO 融合蛋白的

重组大肠杆菌 E. coli BL21(DE3)/pET-VDAAO。对该

菌株和对照菌株 BL21(DE3)/pET-DAAO 进行平行培

养和诱导表达, 考察其细胞生长和酶活表达特性, 结

果如图 4 所示。 

 
图 3  表达 VHb-TvDAAO 融合蛋白的诱导型质粒 pET-VDAAO 的构建示意图 

Fig. 3  Construction of the inducible plasmid of pET-VDAAO expressing VHb-TvDAAO 
 

 

图 4  融合蛋白 VHb-TvDAAO 中 VHb 对细胞生长和

DAAO 酶活的影响 
Fig. 4  Effect of VHb in fusion protein of VHb-TvDAAO to 

cell growth and DAAO activity 
1: BL21 (DE3)/pET-DAAO without VHb; 2: BL21 (DE3)/pET- 
VDAAO with VHb; ●: cell growth of OD600 of BL21 (DE3)/pET- 
VDAAO with VHb; ■: OD600 of BL21(DE3)/pET-DAAO without VHb 

 
由图可见, VHb 的引入可以促进重组细胞的生

长。在实验条件下的摇瓶培养中, 携带 VHb 融合蛋白

的重组菌的 OD600 相对于对照菌株提高了 12%左右。

酶活分析结果进一步表明 , 重组菌 BL21(DE3) 

/pET-VDAAO 表达的 VHb-TvDAAO 融合蛋白的总酶

活达到 3.24 u/mL, 比对照菌株提高了约 90%。 

综上所述 , 本研究分别成功构建了三角酵母

DAAO 与大肠杆菌麦芽糖结合蛋白 MBP 和透明颤菌

血红蛋白 VHb 的融合蛋白。结果表明 , MBP 与

TvDAAO 的融合表达可以提高 TvDAAO 的可溶性, 但

却降低了活性。而 VHb 的引入不仅可以促进重组菌株

的生长, 同时还可以显著提高 TvDAAO 的酶活。上述

结果为 MBP 和 VHb 等功能蛋白与不同目标蛋白进行

融合表达策略的普遍应用提供了依据。 
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