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多基因在大肠杆菌中的共表达策略 
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综 述 

[摘要] 多基因共表达在多领域有重要的应用价值，大肠杆菌共表达系统包括多顺反子系统和双质粒系统，两者各有优缺 

点。多顺反子系统不需外界2种抗生素的同时存在，但操作较为复杂。通常认为，具有相同复制子的质粒是不相容的，但近 

来的实验表明，在双抗生素的选择压力下，不相容的双质粒系统也能稳定传代，且操作简单，周期较短。双质粒系统已经应 

用于生产 、医学等各个领域。 

[关键词] 共表达；大肠杆菌；多顺反子；双质粒 

[中图分类号] Q786 [文献标识码] A 

The Strategy of Coexpression in Escherichia coli 

GENG Feng-ting,ZHA0 Xiao-yu．GA0 5̂ 吼 

College of Life Scinece，Hebei University，Baoding 071002，China 

[Abstract] Coexpression of genes has showed its important value in many domains． There are mainly two strategies to 

coexpress proteins in E．coli． One is to use a bicistronic vector， which is generated by cloning two target genes into one 

plasmid、Th e other strategy relies on the two-plasmid coexpression system in which foreign genes are cloned in two differ— 

ent vectors．Th e first strategy is no need for existence of two antibiotics，but it is more complex than the second one．It 

has been considered that the two plasmids having the same replicon are incompatibility， but the resent experiments show 

that two plasmids carrying the same replicon can still coexist in E．coli， if under the selection pressure of two antibiotics， 

SO the second one is more simple and convenient than the first one． Now the two-plasmid coexpression system is applied 

to many domains，such as production，the science of diagnosing，treating，or preventing disease． 
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1 共表达的应用 

从 20世纪 70年代初期基因克隆技术建立至今 ，短短几十 

年的时间，基因克隆技术发展十分迅猛 ，迄今已有很多外源基因 

被克隆到不同的表达载体中，进行各种研究，以期为人类造福。 

但是，很多生物学功能并不是由一个基因或一种蛋白来控 

制和完成的，它需要多个相关基因或蛋白的共同作用。近几年 ， 

越来越多的科学家开始把目光转移到将多个外源基因在同一细 

胞内共同表达的研究上来。 

同时转移并表达多个外源基因在各个领域都有重要的应用 

价值。比如，在基因治疗领域_lI，尤其在针对疾病发展的各个环节 

设计的联合基因治疗方案中，获得多个外源基因的高效转移与 

表达具有重要意义 ；在化工生产领域 ，多个外 源基因的共表达可 

以有效地节约生产成本、提高产量，是生物技术在重要化工原料 

生产中应用的又一新尝试，具有重大的经济效益和社会效益；在 

农业生产与病虫害防治[21、环境治理 、毒理学等其他方面，多基因 

共表达也有很大的应用前景。 

那么，多基因共表达具体有什么作用呢?概括来说，它常常 

用来解决 4类问题 ：①酶与辅酶共表达获得活性蛋白质；②生物 

功能相关蛋白质的共表达；⑧增加外源蛋白质的可溶性，如与伴 

侣分子共表达 ；④增加外源蛋白的产量。 

1．1 酶与辅酶的共表达 

有的酶在单独存在的情况下不具有催化活性 ，只有与辅酶 

结合时，才能表现出催化能力 ，因此通过酶与辅酶的共表达，可 

以实现二者的有效结合，共同作用 ，催化酶促反应。 

例如肉碱脱水酶及其辅因子的共表达。肉碱(肉毒碱，维生 

素 BT)目前已经广泛应用于食品、医疗保健等领域，而制备肉碱 

的方法中以用肉碱脱水酶对巴豆甜菜碱的转化最为常用。但是 

单独的肉碱脱水酶没有活性，需要一个低分子量辅因子，该辅因 

子的加入能再现无活性脱辅基肉碱脱水酶的活性，目前已经克 

隆得到编码脱辅基肉碱脱水酶的基因ca／B和编码该酶的辅因子 

合成酶的基因ca／E，采取在同一细胞中将 2个基因共表达的方 

法 ，可 以得 到高活性 的重组 肉碱脱水酶 。 

1．2 生物功能相 关蛋 白质 的共表达 

有些蛋白之间的功能是相互关联的，例如催化一个反应体 

系不同步骤的各个酶，前一个反应的产物是后一个反应的底物。 

杜丽琴等[51利用多顺反子手段，将 3一磷酸甘油脱氢酶基因 

(g1)d1)和 3一磷酸甘油酯酶基因(hor2)串连到启动子下游，实现 
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了2个基因的共表达，从而在大肠杆菌中构建了一条由葡萄糖 

经糖酵解途径生成磷酸二羟丙酮(DHAP)，再经 3一磷酸甘油脱氢 

酶和 3一磷酸甘油酯酶共同作用生成甘油的代谢途径，使本不产 

甘油的大肠杆菌能发酵生成甘油。 

1．3 增加外源蛋 白质的可溶性 

外源蛋白在大肠杆菌中高表达时往往形成无活性的包涵 

体，包涵体大多是蛋白质在过量表达过程中不正确折叠产生的， 

正确构象的形 成往往需要在体外进行变性和复性 ，而蛋 白质的 

复性过程十分复杂，在方法上缺少一定的规律可循，特别是分子 

较大 以及二硫键较多 的分子 ，复性更加 困难 ，有 的甚 至难 以复 

性。分子伴侣可以促进其他蛋白质的正确折叠，如果将分子伴侣 

基因与外源蛋白基因共存表达，可能会有效地促进外源蛋白形 

成正确的构象 ，提高其活性 ，减少包涵体的形成，为基因工程下 

游的处理带来很大方便。周颖等 实现了分子伴侣 SecB基因与 

人淋 巴毒素 (1ymphotoxin，LT)基因在大肠杆菌 中的共表达 ，提高 

了 I 基因在大肠杆菌 中的可溶性表达。 

1．4 增加外源蛋 白的产量 

通过 q-某些酶或蛋白共表达，从而可以提高外源蛋白本身 

的表达量 。Sanchez等 通过将吡啶核苷酸转氢酶 (UdhA)与聚一 

B一羟基丁酸酶 (PHB)共表达 ，使得 PHB的产量显著提高 。 

2 大肠杆菌中外源基因共表达的策略 

现有 的大肠杆菌共表达系统主要分为 2类 ，一类是多顺反 

子表达系统 ，另一 类是双质粒 表达系统。 

2．1 多顺反子表达 系统 

多顺反子表达系统就是将多个目的基因克隆于同一表达载 

体阎，包括多启动子表达系统和单启动子表达系统。 

2．1．1 多启动子表达系统 将带有各 自独立 启动子的多个表达 

盒构建于一个载体上，转录出多种不同的mRNA，并翻译出不同 

的蛋白质。这种共表达的方法简单，但容易出现启动子之间的干 

扰现象，一个外源基因的表达经常会影响到另一个基因的表达。 

2．1_2 单启动子表达系统 构建由单个启动子启动不同基因表 

达的多顺反子，在多顺反子中，外源基 因含有各 自的 RBS序列及 

翻译起始 、终止信号，能独立翻译出外源基凶。比如 ，可以将第一 

个基因的终止密码突变或者删除，使其读码框与第二个基因的 

起始密码相连 ，或通过连接子相连 ，并能正确通读 ，连接子 多为 

中性疏水氨基酸 ，适 当的连接子有利于蛋白的正确折 叠及产生 

各 自独立的功能 。 

但该方法也存在一些 问题 ，如果一个基因的构象发生改变 ， 

则会使另一个基因的功能受到影响。另外，如果 2个基因产物的 

细胞定位不 同，也会影响基因的正常功能 。 

2．2 双质粒共表达 系统 

双质粒共表达 系统是将 2个外源基因分 别构 建到不同的载 

体中去，然后通过 2个载体在大肠杆菌中的共同表达来实现 2 

个外源基因的共表达。根据载体选择 的不同 ，双质粒共表达系统 

可以分为复制子不同的相容性双质粒和复制子相同的不相容性 

双质粒。 

2 2．1 相吝性双质粒共表达 系统 相 容质粒 是指 复制子(repli— 

con)不同的2种质粒 ，由于 2个载体各自复制子不同，因此在大 

肠杆菌中可以共存。Johnston等[91存构建 pRSET／pRM1相容性双 

质粒共表达体系的研究中提出，2个载体都要带有 1v7启动子，并 

且还要带有不同的抗 性 ；最重要的一点 ，就是 2个载体 的复制子 

不能相同，这样才能保证在传代过程中不会发生质粒的丢失。 

但是目前大部分商品化表达载体均为ColE1／pMB1复制子， 

所以不同复制子的 2种载体不容易得到，这会给研究工作带来 

一 些麻烦 。 

2-2．2 不相容性双质粒共表达系 在传统概念中，复制子相同 

的 2种质粒在宿主菌内使用相同的复制系统，属于不相容质粒， 

当它们被导人同一细胞 时 ，会在复制及随后分配到子细胞的过 

程中彼此竞争，发生质粒复制的不均等分配，导致 2种质粒拷贝 

数的严重失衡【101，几代之后其中一种质粒就可能丢失，因此这样 

的 2种质粒不能在同一菌株 中共存 ，所 以在最初研究双质粒共 

表达的时候都是选择复制子不同的2种质粒。 

但足上述观点并未考虑到外界选择 压力 (如抗生素 )对 质粒 

拷贝数的影响。在2种抗生素选择压力同时存在的情况下，只有 

具有这 2种质粒的子代细菌能够存活，丢失其中任何一种质粒 

的子代 细菌都会 因为失去该质粒所携带的抗性而被相应的抗生 

素杀死，因此，虽经反复传代 ，在存活下来的细菌中大多数也应 

同时含有 2种质粒，并均能有效表达所携带 的外源基因⋯】。 

日前也有研究支持这一观点。杨巍等【 21利用不相容双质粒系 

统 ，将 DNA撕 裂因子 (DNA fragmen~tion factor，DFF)的 2个 亚 

基 DFF45和 DFF40的基因分别克隆到卡那霉素抗性表达载体 

pET一28a(+)和氨苄青霉素抗性表达载体 pET一21a(+)中，得到了 

pET28a—DFF40和 pET21a-DFF40，利用其不同抗性，将两者共同 

转化大肠杆菌 BL21(DE3)，工程菌经 IFrrG诱导实现了DFF45 

和DFF40的共表达；将共转化子在同时含有卡那霉素和氨苄青 

霉素的液体培养基中连续培养 14 h，仍有75％以上的细菌可以 

同时耐受 2种抗 生素 ，即同时含有 pET28a—DFF40和 pET21a— 

DFF40，说明利用2个具有不问抗性的不相容载体进行蛋白表达 

的方法足可行的。 

另外，范立强等H 在关于大肠杆菌肉碱脱水酶基因caiB及其 

辅酶合成 因子基 因 caiE的共表达研究中 ，对相容和不相容这 2 

种 双质粒系统进行 了比较 ，用 ColE1复制子 、 那 霉素抗性质粒 

pET28a(+)和 ColE1复制子 、氨苄青霉素抗性 质粒 pET22b(+)分 

别构建表达质粒 pET28一caiB和pET22一caiE，用 p15A复制子的 

质粒 pACYC184构建四环素抗性表达质粒 pl5A—caiE，验证了在 

2种 抗生素并存 的选 择压 力下 ，2种相容 质粒 (pET28一caiB和 

pl5A—caiE)和 2种不相容质粒(pET28一caiB和 pET22一caiE)在 

细胞 内共存及其携带 的基 因 caiB和 caiE共 表达的情 况 ，证明 r 

2种相容质粒和 2种不相容质粒确实都能在宿主菌中共存，且两 

者转化得到的共转化子的数 目相近 ；并且证 明了含相容质粒 菌 

体的存活率 (同时含双质粒的菌占后代活菌的比例)不是恒定 

的，与含不相容质粒的共转化子一样，两者的存活率都随培养时 

间的延长而降低 ，说明相容性双质粒在传代过程中也存在分配 

的不均一性，隔时转换培养基培养的双质粒稳定性远高于连续 

培养的双质粒稳定性，进一步说明新鲜培养基中相对高的抗生 

素能杀死细菌传代中那些丢失了 1种或 2种抗性质粒的菌，双 

抗生素持续筛选可保证相容性或(和)不相容性双质粒在大肠杆 

菌 中的共存 。 

综 上所 述，由于 目前很难找到复制 子不 同的 2种载体 ，因此 

比较 2种双质粒表达系统 ，不相容双质粒系统更具有简便性与 
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实用性。 

3 不相容双质粒 系统的影响因素 

3．1 质粒的选择 

虽然不管 2种质粒 的复制子是否相 同，只要带有不 同的抗 

性，就有可能在双抗生素环境压力下共存，但是除了考虑不同的 

抗性外，2个质粒还要保证外源基因的高效表达，表达量不高则 

实验意义不大；另外要避免2个基因表达时出现包涵体 ，如果表 

达的蛋白一个是融合的，而另外一个则形成了包涵体 ，那么就会 

给后续 的实验带来很多不便。因此 ，在质粒 的选择 上，不能只考 

虑抗性不同就能在大肠杆菌中共存，还要为基因工程下游研究 

做好准备。 

3．2 转 化 

双质粒共转化有 2种方 法，一种是将 2种携带外源基 因的 

质粒同时转化大肠杆菌感受态细胞 ，转化时 ，2种质粒的量不能 

相差太多，最好是等量转化。另一种是先将其中的一个质粒转到 

大肠杆菌感受态细胞中，然后再将这个重组菌制备成感受态细 

胞，将另外一个质粒转进来 ，这种方法的周期较第一种方法要 

长，但是转化效率较高。 

3_3 培养时间 

虽然在外界抗生素压力的存在下 2种不相容质粒能 够在 大 

肠杆菌中共存 ，但是，由于抗生素会随着时间的延长慢慢失效， 

所以，在转化过程中，重组菌在双抗性固体培养基上或液体培养 

基中的培养时间不能太长，一般不超过 14 ht ，否则随着抗生素 

量的逐渐减少 ，会出现质粒丢失的现象，但 14 h对于细菌的正 

常生长、传代、诱导、表达来说都已足够。另有研究证明，如果将 

重组菌每隔 12 h按 1：100的接种量在双抗性液体培养基中传代 

1次，那么48 h后仍有大部分细菌为双抗性，说明丢失质粒的细 

菌会被新鲜培养基中相对高浓度的抗生素杀死，从而保证数次 

传代后大多数后代菌仍为共转化子。 

4 共表达系统的选用 

大肠杆菌中的共表达系统有多顺反子和双质粒 2种，其中， 

多顺反子表达系统，尤其是单启动子表达系统 ，操作过程比较复 

杂，需要考虑到外源基因连接时不能出现读码框的移位。另外， 

要将 2种重组蛋白质分别表达时还须重新构建表达载体，如 

Henricksen等㈣为 了研究 复制蛋 白 A的 3个亚基 在大肠杆菌 中 

表达时的相互关 系，构 建了 7个表达载体 ，包括 3个单顺反子 、3 

个 双顺反子和 1个三顺 反子。但是 多顺 反子表达系统也有它 的 

优点，那就是只要把外源基因成功地连接到表达载体中就能稳 

定 传代 ，不需 要 2种抗生素 的同时存在 ，并且 在蛋 白表达过程 中 

不须考虑太多 因素。 

相对于多顺反子表达载体来说，双质粒系统虽然需要外界 2 

种抗生素的存在，但是操作简单易为，周期较短。另外，由于已有 

研究证明了相容质粒和不相容质粒都能在大肠杆菌中共存，不 

需要考虑目前商品化表达载体复制子的单一性，所以双质粒系 

统是大肠杆菌中共表达最常用的系统 。 

但还是应该根据具体的实验情况来选择合适的共表达策 

略 ，而且不一定只局限于一种方法 的应用 。有研究表 明，多顺 反 

子和双质粒共表达系统可 以同时应用。Hannemann等㈣在研 究 

15B一羟化 酶(CY106A2)时提出 ，该酶的活性 在肾上腺铁 氧还 蛋 

白(Adx)和肾上腺铁氧还蛋白还原酶(AdR)的共同作用下能获 

得提高 。Hannemann等构建了一个 Adx和 AdR共表达的多顺 反 

子表达载体，将 CY106A2构建到另一表达载体中，利用 2个表 

达载体抗性的不 同，实现 了三者在大肠杆菌中的共表达。 
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