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生物技术与方法                                                              

表达大肠杆菌谷氨酸-1-半醛氨基转移酶对红色荧光报

告蛋白尿卟啉原Ⅲ甲基化酶的影响 

叶爱华 2，张宽亮 1,2，陈宗梅 1,2，荣亮 1,2，汪苗 1,2，范军 1,2 
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摘  要: 谷氨酸 -1-半醛氨基转移酶  (Glutamate-1-semiadhyde aminotransferase，GSAT) 是尿卟啉原Ⅲ生物合成上游

途径的一个酶，尿卟啉原Ⅲ是红色荧光报告蛋白尿卟啉原Ⅲ甲基化酶  (Uroporphyrinogen  methyltransferaseⅢ ，

UPMT) 的底物。为了探明大肠杆菌共表达 GSAT 对 UPMT 荧光强度的影响，通过 PCR 扩增玉米 upmt 基因，将其插

入 pET Duet-1 质粒中第 2 个顺反子中，构建的载体命名为 pETU，表达 UPMT 的 N 端含有组氨酸标签；通过 PCR 扩增

大肠杆菌编码 GSAT 的 hemL 基因，定点突变去除 hemL 基因中 NcoⅠ序列，亚克隆至 pET-51b 质粒，再将获得的 hemL

基因插入 pETU 质粒的第一个顺反子中，构建 pETeGU 载体。表达 GSAT 的 N 端含有 Strep 标签。和单独表达 upmt 基

因相比，表达 2 个基因后，蛋白印迹分析表明没有明显改变 UPMT 表达量，光谱扫描分析显示没有改变荧光物质

的组成，但是增强了重组细胞的红色荧光物质三甲基咕啉的含量，该物质在 354 nm 有特异吸收。用 2 mmol/L

的 GSAT 抑制剂 3-氨基-2,3 二羟基苯甲酸处理后，表达两种酶的菌落荧光消失，表明重组 GSAT 可能增加内源尿

卟啉原Ⅲ水平，从而增强重组 UPMT 催化产生的红色荧光。  

关键词 : 尿卟啉原Ⅲ甲基化酶，红色荧光报告蛋白，谷氨酸 -1-半醛氨基转移酶，共同表达，大肠杆菌  
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Abstract:  Glutamate-1-semiadhyde aminotransferase (GSAT) is an enzyme in the upstream biosynthetic pathway of 
uroporphyrinogen III that is the substrate of uroporphyrinogen III methyltransferase (UPMT), a novel red fluorescent protein. In 
order to detect the effect of overexpression of GSAT with UPMT on the fluorescent intensity in Escherichia coli, we amplified maize 
upmt gene by PCR and inserted into the first cistron of pET Duet-1 plasmid to create the vector pETU. The expressed UPMT was 
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fused histidine tag at N terminus. We also amplified E. coli hemL gene encoding GSAT by PCR reaction, eliminated Nco I site within 
the hemL gene by site-directed mutagenesis and subcloned into pET-51b plasmid. The resultant hemL gene was inserted the second 
cistron of pETU plasmid to produce the vector pETeGU. The expressed GSAT has the extra Strep·TagII at N terminus. Compared to 
overexpression upmt gene alone, coexpression both genes did not resulted in the remarkable change in either the amount of the 
UPMT, as estimated by western blot analysis, or the constitution of red fluorescent materials, as shown by UV/visible light scanning 
analysis, but increased cellular level of the fluorescent material trimethylpyrrocorphin with the specific absorption at 354 nm. The red 
fluorescence emitted by the colonies cooverexpressing both enzymes completely disappeared after treated by 2 mmol/L gabaculine, 
the GSAT inhibitor, suggested that the recombinant GSAT may increase the cellular level of uroporphyrinogen III, and thus enhanced 
the red fluorescence of the E. coli cells conferred by the recombinant UPMT. 

Keywords:  uroporphyrinogen III methyltransferase, red fluorescent protein, glutamate-1-semiadhyde aminotransferase, 
coexpression, Escherichia coli 

生物四吡咯分子，如血红素、叶绿素、维生素

B12 和西罗血红素，合成的共有途径中第一个中间物

是 5-氨基乙酰丙酸 (5-Aminolevulinic acid，ALA)。

在动物、真菌和光合细菌中，ALA 由 ALA 合酶催

化；在植物和大部分微生物中，ALA 来自谷氨酸的

碳骨架。首先合成谷氨酰 tRNA，随后，它被还原酶

催化生成谷氨酸-1-半醛 (Glutamate-1-semiadhyde，

GSA) ， 谷 氨 酸 -1- 半 醛 氨 基 转 移 酶  (GSA 

aminotransferase，GSAT) 催化 GSA 分子内转氨合成

ALA。从 ALA 到尿卟啉原Ⅲ是所有生物合成四吡咯

分子的共有途径，尿卟啉原Ⅲ的转化有 2 个分支反

应，一条途径最终合成血红素和叶绿素等卟啉类化

合 物 ； 另 一 条 途 径 由 尿 卟 啉 原 甲 基 化 酶 

(Uroporphyrinogen  methyltransferaseⅢ ，UPMT) 催

化，最终合成西罗血红素和维生素 B12 等卟吩烷化合

物。其中，ALA 合成和 UPMT 催化的反应是四吡咯

分子合成关键调节位点[1]。 

大肠杆菌 GSAT 由 hemL 基因编码，一旦突变导

致功能丧失，细菌的生长依赖于体外添加 ALA，否

则细胞死亡[2]。重组纯化的大肠杆菌 GSAT 活性被

3-氨基-2,3 二羟基苯甲酸抑制[3]。谷氨酰 tRNA 还原

酶是 ALA 合成的关键酶，受血红素的反馈抑制，它

和 GSAT 相互作用，调节 ALA 合成 [4]。聚胞藻

Synechococcus GSAT 突变蛋白对抑制剂不敏感[5]，

其编码基因作为植物转基因的筛选标记[6-7]。 

细菌 UPMT 的基因命名较多，主要有 cobA 和

CysGA 等。大肠杆菌重组表达 cobA 基因，细胞积

累催化产物，菌落在紫外光照射下显示强烈红色荧

光[8]，这种特性用于克隆细菌 cobA 基因以及合成尿

卟啉原Ⅲ的基因簇[9-10]。cobA 及其下游维生素 B12 合

成基因在大肠杆菌共同表达，用于分析酶活性[11-12]。

作为报告基因，cobA 用于分析细菌、酵母和哺乳动

物细胞中的转录水平[13]，根据插入失活筛选克隆外

源基因的重组子[14]，以及分析细菌的基因启动子效

应[15]。最近发现，表达 cobA 基因可以增加大肠杆菌

对碲酸盐毒性的抵抗力[16]。 

大肠杆菌表达 cobA 基因产生的红色荧光存在

荧光滞后和均一性差等缺点[14,17]，添加 ALA 能提高

胞内 UPMT 的活性，缩短荧光滞后时间，提高细胞

的荧光强度[16,18]，但是会导致大肠杆菌积累血红素

合成的中间物，对照菌落也产生红色荧光[13]，此外，

ALA 在溶液中不稳定[19]。目前，cobA 作为报告基因

的影响因子研究报道较少。由于 GSAT 和 UPMT 两

个都是标记蛋白，分别位于西罗血红素合成的关键

调节酶，因此，它们之间的协调作用需要深入研究。 

大肠杆菌仅含有血红素和西罗血红素，表达

ALA 合成相关的酶，增加细胞内 ALA 以及尿卟啉

原Ⅲ含量[20-21]，但表达 GSAT 的胞内效应未见报道。

此前，笔者发现纯化的玉米 UPMT 结合其催化的红

色荧光产物，而纯化的一些细菌 UPMT 不结合，表

明玉米 UPMT 更适合作为报告蛋白，用于体外分

析[22]。本研究中，将大肠杆菌 GSAT 和玉米 UPMT

共同表达，研究 GSAT 对报告蛋白 UPMT 的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒、菌株和试剂 

本研究保存的质粒见表 1，大肠杆菌菌株
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XL-Blue 和 BL21 (DE3) 感受态细胞购自北京全式

金生物技术公司，酵母浸出物和胰蛋白胨是英国

Oxoid 公司产品，异丙基硫代-β-D-半乳糖苷 (IPTG) 

购自美国 Promega 公司，3-氨基-2,3 二羟基苯甲酸 

(Gabaculine)、DEAE-Sepharose CL-6B 和 Ni-NTA 是

美国 Sigma-Aldrich 公司产品，Strep-tag 抗体和

His-tag 抗体是美国 Novagen 公司产品，其他分子生

物学试剂为大连宝生物公司生产。 

1.1.2  仪器 

紫外可见分光光度仪 U-2001 和高速冷冻离心

机 SCR20BC 是日本 Hitachi 公司产品，凝胶成像系

统由日本 Kodark 公司生产，蛋白质电泳和转移装置

购自美国 Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  基因克隆 

CTAB 法提取大肠杆菌基因组 DNA，以此为模

板，扩增 hemL 基因，引物见表 1，扩增产物插入

pUC-18T 载体，测序。采用同义突变去除 hemL 基

因内 Nco I 作用序列，PCR 扩增，电泳检测扩增产

物，用限制性内切酶 DpnⅠ消化 12 h，除去模板，

然后转化大肠杆菌 XL-Blue，挑选克隆，测序。PCR

扩增玉米 upmt 基因，产物琼脂糖电泳检测后纯化，

用相应的限制性内切酶作用，再纯化。 

1.2.2  表达载体构建 

构建的载体及命名见表 2。将扩增的玉米 upmt

基因插入 pET Duet-1 质粒第 2 个顺反子，构建 pETU

载体；将大肠杆菌 hemL 基因插入 pET-51b 质粒，构

建 p51eG 载体；NcoⅠ和 Hind Ⅲ酶切 p51eG 质粒的

hemL 基因，插入 pETU 质粒第 1 个顺反子，构建

pETeGU 载体。 

1.2.3  重组菌株诱导表达 

不同表达载体转化到大肠杆菌 BL21(DE3)，在

LB 培养基中加入 100 µg/mL 的氨苄青霉素，37℃培

养 12 h，按照 1 200∶ 稀释，待菌体浓度生长至 OD600

约为 0.5 时，加入 IPTG，终浓度为 0.4 mmol/L，37℃

诱导 5 h，6 000×g 离心 10 min 收集菌体，超声破碎，

加入裂解缓冲液 (100 mmol/L 的 Tris-HCl，pH 8.0)，

超声破碎，15 000×g 离心 30 min，弃沉淀，上清液备用。 
 

表 1  PCR 扩增引物及序列 
Table 1  PCR primers used in this study 

Gene name Primer sequence (5′−3′) Template Size (bp) 

E. coli hemL  Forward: GGTACCGAGTAAGTCGAAAATCTTTAC 
Reverse: AAGCTTACAACTTCGCAAACACCCGACGTG Genomic DNA 1 291 

E. coli hemL mutation Forward: GAACTGGTCCCGACGATGGATATGGTGCGCATG 
Reverse: CATGCGGCACCATATCCATCGTCGGGACCAGTTC p18eG1 plasmid 3 983 

Maize upmt  Forward: ATGCTGCATATGAGAGGATCGCATCATC 
Reverse: ATGCTCGAGTTAAGATGAATCAACCCAG p31S plasmid 880 

The full length of the plasmid with the mutated hemL gene inserted into pUC18-T vector. 
 

表 2  本研究所用载体 
Table 2  Plasmids used in this study 

Plasmid Relevant properties Reference or source 

p18eG1 
p18eG2 
pET-51b 

E. coli hemL gene was cloned into pUC18-T vector 
Elimination of Nco I site within the hemL gene 
ColE replicon, bla, Strep·Tag  fusion taⅡ g (N terminus) 

This study 
This study 
Novagen 

pET Duet-1 ColE replicon, bla, two expression units Novagen 
p31S1 
pETU 
 
p51eG 
pETeGU 
 

Maize upmt gene was inserted into pQE 31 plasmid 
Maize upmt gene was inserted into the second expression unit of 
pET Duet-1 plasmid. The UPMT was fused with His6-tag at N terminus 
E. coli hemL gene was inserted into pET-51b plasmid 
E. coli hemL gene from p51eG plasmid was inserted into the first expression 
unit of pETU plasmid. The HemL was fused Strep·Tag  tag at N terminusⅡ  

[22] 
This study 
 
This study 
This study 
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1.2.4  蛋白分析 

蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝 G-250 方法，以

BSA 作对照。蛋白 SDS-PAGE 分析，分离胶为

12.5％，电泳完毕后转移到 PVDF 膜，转移效果用

丽春红显示，1×TBS/0.2％ 戊二醛固定 40 min，加

10 mL 封闭液封闭 1 h 阻断非特异性结合部位，分别

加入 10 μL 按 1 2∶  000 稀释的 Strep·TagⅡ或者组氨

酸标签的单克隆抗体，室温孵育过夜。Western 漂洗

液漂洗 3 次，加 10 mL 封闭液及按 1 2 000∶ 稀释的

HRP 标记第二抗体 10 μL，孵育 1 h 后漂洗 3 次，加

1 mL 化学发光剂，置入暗室用 X 光胶片曝光，然后

显影，定影。 

1.2.5  重组细胞的荧光色素分析[22] 

不同表达载体转化大肠杆菌 BL21 (DE3)，在

LB 固体培养基上 37℃生长 15 h，长紫外光下观察

菌落荧光。pETeGU 质粒转化大肠杆菌，在 1 L LB

培养基中诱导表达后，收集菌体，破碎细胞，上清

液用 DEAE-Sepharose CL-6B (3 cm×3 cm) 吸附，裂

解缓冲液冲洗 5 个柱体积，加入 20 mL 的洗脱缓冲

液 (20 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，3 mol/L NaCl) 洗

脱，立即进行 300~700 nm 光谱扫描。 

2  结果 

2.1  基因扩增及突变 
利用 NEBcutter V2.0 软件预测基因的限制性内

切酶作用序列，设计不同引物 (表 1)，分别扩增不

同基因。根据 Expasy 中 Translate tool 软件分析大肠

杆菌 hemL 基因编码的氨基酸序列，采用同义突变技

术去除 hemL 基因的 Nco I 序列，引物突变序列不改

变大肠杆菌密码子的偏爱性。 

利用 PCR 技术，从大肠杆菌基因组 DNA 中扩

增出 hemL 基因，约 1.3 kb (图 1)，测序结果和公布

的序列一致，由于在 pET-51b 质粒表达的蛋白 N 端

含有 Strep·TagⅡ标签，所以表达的 GSAT 删除第 1

个 Met 残基。 

以本实验室已构建的含有玉米 upmt 基因 p31S1

载体为模板 (表 2) 进行 PCR 扩增，产物约为 880 bp 

(图 2)，编码 N 端组氨酸标签和玉米 UPMT 的 Leu91- 

Ser363。玉米 UPMT 前体含有叶绿体导肽，删除 N

端和 C 端一段氨基酸序列，对其功能影响不大[22]。 

 

图 1  大肠杆菌 hemL 的 PCR 扩增 
Fig. 1  Escherchia coli hemL gene obtained by PCR. 1: 
DL5000 DNA marker; 2: E. coli hemL gene. 

 

图 2  玉米 upmt 基因的 PCR 扩增 
Fig. 2  PCR analysis of maize upmt gene encoding 
Leu91-Ser363 amino acid sequence with His6-tag at N 
terminus. 1: DL2000 DNA marker; 2: maize upmt gene. 
 
2.2  载体构建 

本研究构建数个载体 (表 2) 用于基因克隆和

表达。分别把大肠杆菌 hemL 基因和玉米 upmt 基因

插入 pET Duet -1 质粒的第 1 和第 2 个顺反子，表达

重组蛋白分别含有 Strep·TagⅡ和组氨酸标签。N 端

组氨酸标签对大肠杆菌 GSAT 和玉米 UPMT 的活性

没有影响[4,22]。 

2.3  GSAT 和 UPMT 蛋白在大肠杆菌的表达水平 
分别转化 pETU 质粒和 pETeGU 质粒，重组

UPMT 的表达水平没有显著变化 (图 3)，同时检测

发现大肠杆菌 GSAT 也能高效表达，表明 pETDuet-1

质粒的 2 个表达单元中每个启动子对下游基因的表

达都起作用。 
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图 3  UPMT 和 GSAT 的可溶性蛋白印迹分析 
Fig. 3  Western blotting analysis of the soluble UPMT and GSAT. 
Lane 1 and 2 represented the expression of UPMT extracted from 
the induced E. coli BL21 (DE3) cells carrying pETU plasmid or 
pETeGU plasmid. Lane 3 represented the expression of GSAT from 
the induced cells carrying pETeGU plasmid. 
 
2.4  表达 GSAT 和 UPMT 对菌落荧光的影响  

将 pETU 质粒转化大肠杆菌，没有 IPTG 诱导，

菌落不显示红色荧光，但是诱导后菌落显示红色荧

光 (表 3)。无论重组 pUC18 质粒中 Lac 启动子下的

细菌 cobA 基因，还是重组 pQE31 质粒中 T5 启动子

下的玉米 upmt 基因，其本底表达导致菌落显示红色

荧光 [13,22]，表明菌株和质粒的不同启动子导致

UPMT 的表达存在差异。 

含有 pETeGU 质粒的大肠杆菌依赖 UPMT 的本

底表达，菌落显示红色荧光。诱导后，细胞荧光强

度高于转化 pETU 质粒细胞的强度 (表 3)，由于两

种重组细胞中 UPMT 的表达水平接近 (图 3)，推测

表达 GSAT 促进 ALA 的合成，提高细胞内尿卟啉原

Ⅲ水平。 

 
表 3  转化不同载体的重组大肠杆菌荧光展示 
Table 3  Fluorescent display from the recombinant E. coli 
carrying the different plasmid respectively 

Colonies fluorescence 
Plasmid 

-IPTG +IPTG 
Pigment production

(A354/g cells) 

pETU – +  6.318±1.224 

pETeGU + + 10.224±1.683 

 

2.5  GSAT 的抑制剂对诱导的重组菌落荧光的

影响  
添加 2 mmol/L 的 GSAT 抑制剂 3-氨基-2,3 二羟

基苯甲酸，表达 GSAT 和 UPMT 的重组菌落荧光消

失  (图 4)。该抑制剂能穿过大肠杆菌细胞，抑制

ALA 合成，同时对重组聚胞藻 GSAT 和橙色绿屈挠

菌 Chloroflexus aurantiacus 蛋白的表达基本没有影

响[5,23]，可能 ALA 合成被抑制，尿卟啉原Ⅲ的含量

降低，导致荧光消失，不加抑制剂的菌落显示强烈

红色荧光，表明增强胞内 ALA 的合成比在体外添加

ALA 对 UPMT 的荧光效果好。大肠杆菌 hemB-突变

体不能合成尿卟啉原Ⅲ，表达 UPMT 后，菌落不显

示红色荧光[24]，表明 UPMT 的荧光依赖内源底物尿

卟啉原Ⅲ的含量。 

2.6  重组细胞的荧光物质分析 
转化 pETeGU 质粒的重组细胞呈红色，光谱扫

描纯化的上清液，显示在 354 nm 和 378 nm 有 2 个

吸收峰 (图 5)，分别是三甲基咕啉和西罗双氢叶绿

三酸的特异光吸收，是重组 UPMT 催化产生的主要

荧光物质[8]，这和表达玉米 UPMT 的结果一致[22]。

体外添加 ALA 能增加血红素合成中间物卟啉原的

含量，它们容易氧化产生尿卟啉和粪卟啉等化合物，  

+Gabaculine                −Gabaculine 

  

图 4  浓度为 2 mmol/L 的 3-氨基-2,3 二羟基苯甲酸对诱

导含有 pETeGU 质粒的大肠杆菌菌落荧光的影响 
Fig. 4  The effect of gabaculine at the concentration of 2 mmol/L 
on the red fluorescence from the induced colonies harboring 
pETeGU plasmid on LB agar plate upon UV light illumination. 

 

图 5  转化不同质粒的大肠杆菌诱导细胞破碎上清液的

光谱扫描，图上标注为转化的质粒名称 
Fig. 5  UV-visible spectra of the extracts from the induced 
E. coli cells carrying the different plasmids (denoted on the 
figure). The specific absorption at 354 nm and 378 nm represent 
trimethylpyrrocophin and sirohydrochlorin respectively. 
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在 405 nm 有吸收峰[21]，本研究并未检测到，可能是

重组 GSAT 对提高 ALA 合成的能力有限，以及重组

表达 UPMT 导致大肠杆菌尿卟啉原Ⅲ的代谢流向发

生改变。 

3  讨论 

本研究中，我们选择了具有双顺反子的载体，

每个顺反子都有自己独立的启动子和核糖体结合位

点，选择表达的蛋白标签序列较短，避免抑制酶活

性，便于检测。由于 GSAT 活性测定误差较大[25]；

以及尿卟啉原Ⅲ和 UPMT 的催化产物难以区分[24]，

我们没有分析重组 GSAT 的比活和胞内尿卟啉原Ⅲ

的含量。 

UPMT 作为指示蛋白，从理论上推测，其荧光

强度可能与蛋白表达水平、内源底物浓度、荧光产

物的稳定性以及表达系统有关[13]，表达 UPMT 导致

代谢流向改变，可能降低大肠杆菌血红素含量，解

除了它对谷氨酰 tRNA 还原酶的反馈抑制[14]。本研

究中，表达大肠杆菌 GSAT，可能提高 ALA 合成能

力，ALA 被大肠杆菌基因组编码的合成血红素一些

酶转化成尿卟啉原Ⅲ[21]，它被重组表达的 UPMT 催

化，从而提高转化细胞的荧光强度。 

血红素合成的一些卟啉类中间物，例如尿卟啉

原Ⅲ，可以作为治疗癌症的药物[21]。大肠杆菌高效

合成尿卟啉原Ⅲ，需要重组表达 4 个酶，不同蛋白

的表达水平差异导致细胞的尿卟啉原Ⅲ浓度不同，

需要重组细菌长时间培养和 HPLC 技术分析才能确

定[21]，已发现，体外添加 ALA 浓度和大肠杆菌表达

UPMT 产生的荧光强度成正相关[15]，UPMT 能否检

测细胞内尿卟啉原Ⅲ的含量，有待进一步研究。 

植物质体转化中，氨基糖苷-3′-腺苷酸转移酶

的 aadA 基因和绿色荧光蛋白的基因位于一个双顺

反子，作为双功能标记用于转基因后代的筛选和检

测 [26]。甜菜碱醛脱氢酶基因不仅作为质体转化筛选

标记，还提高转基因植物的抗旱性[27]。植物在叶绿

体中不但合成四吡咯分子，而且合成类胡萝卜素。

研究发现，转基因玉米的类胡萝卜素含量随着转化

基因数目增加而升高[28]。西罗血红素作为植物亚硝

酸还原酶和亚硫酸还原酶的辅基，参与植物氮和硫

的同化，亚硝酸盐诱导玉米幼苗中 upmt 基因的表

达[29]。GSAT 和 UPMT 作为西罗血红素合成 2 个关

键蛋白，它们的编码基因能否在转基因植株中作为

标记并增加西罗血红素的产量，正在深入研究。 
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