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基因 atpA、purHD 和 ndh 的过量表达对 
大肠杆菌 DH5α生长的影响 

张艳军, 张晓云, 李志敏, 叶勤* 
(华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海 200237) 

摘要：【目的】理解大肠杆菌 DH5α及其耐乙酸突变株 DA19在基本培养基中生长和乙酸积累差异的

机理。【方法】根据前期针对两个菌株蛋白质组和培养中物料及能量平衡的分析，通过 PCR 分别扩

增大肠杆菌 DH5α及 DA19 的 atpIBEFHAGDC 基因、purHD 基因和与 NADH 氧化代谢相关 ndh 基

因及其各自的调节区，以及 NADH 脱氢酶Ⅰ基因（nuoA-N）的调节区。将 atpA、purHD 和 ndh 基

因分别克隆到载体 pTrc99a中，转化 DH5α，研究基因过量表达对生长的影响。【结果】测序结果表

明两个菌株的这些 DNA 序列与公布的大肠杆菌 K-12 的相应序列完全一致，在 DH5α菌株中分别过

量表达 atpA、purHD或 ndh基因可以在一定程度上改善菌体的生长。【结论】过量表达 purHD或 ndh

基因比过量表达 atpA基因的效果更好，但与 DA19的生长相比仍然存在较大差距，反映了代谢全局

调节的重要性。 

关键词：大肠杆菌；表达；atpA；purH；ndh 
中图分类号：Q935    文献标识码：A   文章编号：0001-6209 (2008) 08-1042-06 
 
 
大肠杆菌（Escherichia coli）生长快，营养要求

简单，遗传背景清楚，广泛用于合成外源蛋白，但也

存在一些不足之处，特别是发酵过程中会产生乙酸，

严重抑制细胞的生长和外源蛋白的表达[1]。大肠杆菌

DH5α是常用的宿主菌，但在基本培养基中生长差，

产乙酸多。本实验室通过以乙酸为选择压力的连续培

养，筛选得到了耐乙酸突变株 DA19，不但提高了对
乙酸的耐受性，而且减少了发酵过程中乙酸的生   
成[2]。以 DA19 为宿主，在基本培养基中进行补料分
批培养时，即使乙酸浓度高于 7 g/L仍可分泌表达人
表等生长因子(hEGF)[3]。 

我们对基本培养基中分批培养的物料衡算显示：

DH5α通过三羧酸循环(tricarboxylic acid cycle，TCA
循环)和呼吸链提供能量所消耗的葡萄糖低于 DA19，
因而 DH5α通过形成更多的乙酸来提供能量[4]。我们

也考察了 DA19 和 DH5α在相同比生长速率下蛋白质

组的差异，双向电泳显示 DH5α ATP合成酶的 AtpA
水平只有 DA19 的 1/30，同时由 yahK 编码的醇脱氢
酶的表达水平是 DA19的 7倍左右[5]，该酶具有与 adh
基因产物类似的功能[6]，参与 NADH的周转，同时产
生醇类物质。由此推测 DH5α有限的呼吸链容量无法

有效地将 NADH转化为 NAD+，从而造成了乙醇的产

生。因此在本研究中将大肠杆菌 ATP 合成酶以及与
NADH氧化代谢相关的两个脱氢酶—NADH脱氢酶 I
（由 nuoA-N编码）和 NADH脱氢酶Ⅱ（由 ndh编码）
作为考察的对象。此外，在基本培养基中 DH5α嘌呤
核苷酸从头合成途径的 purH 编码的磷酸核糖氨基咪
唑羧基酰胺转甲基酶水平明显低于 DA19[5,7]，而且在

基本培养基中添加腺嘌呤可以显著改善 DH5α的生

长，表明 DH5α嘌呤核苷酸从头合成能力较弱。根据
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NCBI 公布的大肠杆菌 K-12 的基因序列， purH 和
purD由同一个启动子控制，因此在本研究中将 purHD 
基因一起作为考察的对象。 

基于以上分析，我们考察了大肠杆菌 DH5α和

DA19 中这些选定基因的序列是否存在差异，并进一
步考察了在 DH5α中过量表达 atpA、ndh和 purHD等
基因对其生长和代谢的影响。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种：本研究使用的菌株为大肠杆菌 DH5α 
[supE44 Δ lacU169 (80lacZ Δ M15)hsdR17 recA1 
endA1 gyrA96 thi-1 relA1]及其耐乙酸突变株 DA19[2]。采

用的原核表达载体为 pTrc99a。 
1.1.2  培养基：LB 培养基(1L 含 g)：胰蛋白胨（英
国 Oxiod 公司）10，酵母抽提物（Oxiod 公司）5，
NaCl 10， pH 7.2。M培养基(1L含 g)：Na2HPO4·12H2O 
15.12，KH2PO4 3，NaCl 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，CaCl2 

0.011，葡萄糖 6，NH4Cl 2，1% (W/V)维生素 B1 0.2 
mL，微量元素混合液[8]0.2 mL，pH 7.0。 
1.1.3 主要试剂和仪器：PCR 引物由上海生工生物工
程有限公司合成纯化，Taq plus酶购自上海博彩生物
有限公司，DNA限制性内切酶购自 TaKaRa公司。细
菌基因组 DNA 抽提试剂盒、质粒提取试剂盒和凝胶
回收试剂盒均购自上海生工生物工程有限公司。PCR
仪为杭州博日科技有限公司的基因扩增仪 TC-25/H。 
1.2 基因扩增及序列测定  

采用细菌基因组 DNA 抽提试剂盒分别提取大肠
杆菌 DA19和 DH5α的染色体 DNA，并以此作为模板，
利用 PCR 技术分别扩增大肠杆菌 DA19 和 DH5α的

ATP 合成酶基因（atpIBEFHAGDC）、ndh 基因和
purHD 基因及其各自的调节区，以及两个菌株

nuoA-N 的基因调节区。根据 NCBI 公布的大肠杆菌
K-12 的基因序列设计 PCR 引物，见表 1。其中 ATP
合成酶基因的长度在 7 kb 以上，为了测序方便，将
其分成四部分进行 PCR扩增。 

 
表 1  扩增 4 个基因的引物序列 

Table 1  the primer sequences for PCR amplification of the four genes 

Gene Primer sequence(5′→3′) Elongation time/min 
sense strand: TTTCCCTATAGCTCATTAGCTGCCT  nuo 
antisense strand: TTACAGCCAATGCTAGAGGACGAA  

1 
 

 
 

sense strand: TTATTACGAGATTGTCTGGGACGAAG′  ndh 
antisense strand: TATATGCCAACATGCAAGCGAAGGAG 

2 
 

 
 

sense strand: TATTTTGCCCACGGTAACCACAGTC purHD 
antisense strand: TCGTAATCGCAAGGCGGTAAAAGGT 

3 
 

 
 

sense strand: TGAGAAATTGACCGGTTAGACTGTT 1 antisense strand: AGCCATGTACAGCAGATCCATATTC 
2 

  
 

sense strand: AGCCATGTACAGCAGATCCATATTC  2 antisense strand: GCGATGGCGTCTGAAGAACATTA 
2 

  
 

sense strand: GGTCTAGACATGCAACTGAATTCCAC  3 antisense strand: CTTAA GCTTGTTACCAGGATTGGGT 
2 

  
 

sense strand: TAAGATCGCAAGCGTCCAGAACA  

atp 

4 antisense strand: CAAGCCGGTGTTACATCGCTTTT 
3 

 
分子生物学相关实验按常规实验方法进行 [9]。

PCR反应条件：94℃ 10 min， 30个循环（94℃ 1min，
55℃ 1 min，72℃ 1～3 min，见表 1）， 72℃ 10 min。
得到的 PCR 产物，经 0.8% 琼脂糖凝胶电泳，采用
DNA 凝胶回收试剂盒回收目的片段，然后由上海生
工生物工程有限公司测序。 

1.3  表达质粒的构建 
根据 NCBI 公布的大肠杆菌 K-12 的 atpA、ndh

和 purHD 基因序列设计引物（见表 2），分别在其 5′
和 3′末端加入合适的限制性内切酶位点，以便与表达

载体 pTrc99a连接。 
以大肠杆菌 DA19 染色体 DNA 为模板， PCR

扩增目的基因，采用凝胶回收试剂盒回收目的片段。

用两种相应的限制性内切酶将纯化后的 PCR 产物以
及 pTrc99a质粒分别于 37℃双酶切过夜，经 DNA琼
脂凝胶纯化后，于 16℃连接过夜。将连接产物转化感
受态大肠杆菌 DH5α，涂布到含有氨苄青霉素的 LB
平板培养基，于 37℃培养过夜，挑取单菌落。抽取转
化子质粒，进行双酶切验证。所得阳性重组子送上海

英俊生物技术有限公司测序。 
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表 2  扩增 atpA、ndh 和 purHD 基因的引物序列 
Table 2  the primer sequences for PCR amplification of atpA, ndh and purHD 

Gene Primer sequencea(5′→3′) Restriction enzyme 
sense strand: GGTCTAGACATGCAACTGAATTCCAC XbaⅠ  

atpA 
antisense strand: CTTAAGCTTGTTACCAGGATTGGGT HindⅢ  
sense strand: TTTAAGGGGAATTCGTTGACTACGC EcoRⅠ  

ndh 
antisense strand: GCCAGTGTACGAAGCTTAATGCAAC HindⅢ  
sense strand: TAATCCAGGATCCTTACCATGCAACAAC BamHⅠ  

purHD 
antisense strand: GTTAAGAAGCTTGTCAGTTAGGGATCAC HindⅢ  

A: The underlined letters represent the sites of restriction enzymes 
 
1.4  重组基因的表达 

一、二级种子均采用 LB培养基，培养时间分别
为 12 h和 10 h，接种量为 3%。为了避免因接种带入
LB 培养基中所残留的有机氮源，将二级种子培养液
进行离心，用无菌生理盐水洗涤菌体 2次，悬浮于 130 
mL M培养基，分装于 250 mL摇瓶（每瓶 25 mL），
进行摇瓶培养。二级种子和M培养基均加入 0.1 mol/L 
的 IPTG。每隔一定时间取下摇瓶测定菌体浓度、pH
以及葡萄糖和乙酸的浓度。收集等量的诱导后的菌

体，进行 SDS-PAGE电泳分离，考马斯亮蓝染色后扫
描，分析各条带的含量。 

2  结果 

2.1  基因的扩增及序列测定 
以大肠杆菌 DA19 和 DH5α的染色体 DNA 作为

模板，PCR扩增表 1中 ATP合成酶第三部分（含 atpA
基因），获得约 1.6 kb的基因片段，与预期扩增片段
大小相符。割胶回收得到的扩增片段进行测序，结果表

明两个菌株的该部分序列与大肠杆菌 K-12 完全一致。 
采用同样方法，对 atpIBEFHAGDC 的其余 3 部

分、purHD、ndh和 nuo调节区进行 PCR扩增及测序，
出乎意料，测序结果表明 2个菌株的这些基因及其调
节区序列与大肠杆菌 K-12 相应基因的序列也完全一
致。因此 DA19生长明显改善可能是其调节这些基因
转录的全局因子发生了变化，有待进一步的考察。 

2.2  大肠杆菌 DH5α中过量表达不同基因 
DH5α和 DA19 的这些基因的结构基因和调节区

域都相同，但 DA19 的生长大大改善，并且 2D 电泳
表明 atpA和 purH表达量明显高于出发菌株 DH5α[5]，

因此考察在 DH5α中过量表达 atpA 和 purHD 基因对
菌体生长的影响。此外，DH5α在氮源限制的连续培

养中产生了乙醇 [10]，推测是其呼吸链容量的限制造

成，而过量表达 ndh 基因可望改善 NADH 氧化为
NAD+的反应，因此也考察了在 DH5α中过量表达 ndh

基因对其生长的影响。 
2.2.1  表达质粒的构建：以大肠杆菌 DA19的染色体
DNA 作为模板，利用 PCR 扩增 atpA 基因，酶切后
的 PCR产物与表达质粒载体 pTrc99a进行连接、转化
DH5α，抽取转化子的质粒进行双酶切验证，电泳图

中发现一条与 atpA 基因片段理论大小一致的基因条
带，说明 atpA 基因已成功克隆到 pTrc99a 载体中。
按照同样方法构建带有 purHD基因的 pTrc99a-purHD
和带有 ndh 基因的 pTrc99a-ndh。将得到的重组质粒
pTrc99a-atpA、pTrc99a-purHD和 pTrc99a-ndh送上海
英俊生物技术有限公司测序，结果表明质粒中插入的各

基因序列与大肠杆菌 K-12的相应的基因序列完全一致。 
2.2.2  基因 atpA、purHD 和 ndh 在 DH5α的过量表

达：将得到的 DH5α (pTrc99a-ndh)、DH5α (pTrc99a- 
purHD)和 DH5α(pTrc99a-atpA)3 个重组子以及对照
菌株 DH5α(pTrc99a)和 DH5α分别进行摇瓶培养，结

果见图 1。 
DH5α在基本培养基中生长缓慢，延迟期很长，

而且培养结束时菌体浓度增加极少，同时在培养过程

中产生了较多的乙酸。转入质粒 pTrc99a后，菌体生
长无明显变化，但其葡萄糖消耗明显减少，结束时尚

有 4.16 g/L 葡萄糖剩余，pH 变化不大，说明转入
pTrc99a 对菌体的代谢造成了不利的影响。在 DH5α

菌株中分别过量表达 atpA、ndh 或 purHD 基因可以
在一定程度上改善菌体的生长，并缩短延迟期。过量

表达 purHD和 ndh基因的 DH5α的菌体浓度明显高于

其它 3个菌株，而且没有乙酸积累。将 purHD与 ndh
基因共表达可以进一步改善 DH5α的生长（数据未显

示），但与 DA19相比，生长仍然有很大的差距。这也表
明 DA19生长改善是由多基因表达改变所造成的。 

耐乙酸菌株 DA19 的 atpA 的表达量是 DH5α的

30倍[5]，在培养过程中仅产少量乙酸，而在 DH5α中

过量表达 atpA 基因却使其乙酸生成量有所提高，这
是因为质粒复制和质粒上基因表达需要消耗更多的 
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图 1  过量表达 atpA、purHD 和 ndh 基因对 DH5α生长的影响 
Fig. 1  Effect of overexpression of atpA, purHD and ndh on the growth of DH5α. A, cell; B, glucose; C, pH; D, acetic acid. 

 
能量和物质，因此代谢负担比 DH5α大，从而会造成

乙酸生产的增加。 
诱导后的菌体蛋白进行 SDS-PAGE电泳，结果见

图 2，在 44.3 kDa和 66.4 kDa之间的蛋白存在明显差
异，其分子量与各表达蛋白的理论大小相符。 
 

 
 
图 2  重组大肠杆菌中胞浆蛋白的 SDS-PAGE 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of cell extract of recombinant E.coli. 
M. protein molecular weight marker; 1. DH5α; 2. DH5α(pTrc99a- 
purHD); 3. DH5α(pTrc99a-atpA) ; 4. DH5α(pTrc99a); 5. DH5α  
(pTrc99a-ndh). 

3  讨论 

大肠杆菌代谢网络由大量代谢反应组成，其流量

分布受多种方式的调节，其中转录调节被认为是最主

要的调节方式。大肠杆菌中存在 ArcA、Crp、Fis、
Fnr、Ihf、Lrp和 NarL等多个全局调节因子，它们可
以调节胞内约半数基因的表达[11]。全局调节因子具有

多向性的特征，能够调节不同功能团的操纵子，比如

ArcAB因子可以调节 gltA、acnA、mdh，sdhCDAB 以
及 aceEF 等基因的表达[12]。测序结果表明大肠杆菌

DH5α及其耐乙酸突变株 DA19 中所考察的这些基因
序列与大肠杆菌 K12相应基因的序列完全一致，因此
二者在代谢和蛋白质组上的差异应归因于全局调控

的差异。 
在基本培养基中添加腺嘌呤后，DH5α通过补救

合成途径利用外源腺嘌呤合成嘌呤核苷酸以满足细

胞合成需要，弥补了其嘌呤核苷酸从头合成能力低的

问题，从而使得其生长显著改善，其 μm增大为原来

的 2.2 倍[7]，而且明显改变了胞内某些关键酶活[10]。

在没有外源嘌呤和嘌呤核苷酸时，细胞利用磷酸核糖

焦磷酸（PRPP）通过从头合成途径合成嘌呤核苷   
酸[13]，purH和 purD分别编码了磷酸核糖氨基咪唑羧
基酰胺转甲基酶(AICAR 转甲酰基酶)和磷酸核糖基
甘氨酰胺合成酶[14]，是嘌呤核苷酸从头合成途径的两

个酶，过量表达 purHD改善了 DH5α的生长（图 1）。 
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氧化磷酸化途径的产能效率大大高于基质水平

磷酸化途径，是 ATP 的主要来源。大肠杆菌 F0F1型

ATP合成酶结合在膜上，在代谢的能量转换中起着重
要的作用。Von Meyenburg 等[15]发现缺乏完整的 ATP
合成酶的大肠杆菌在以葡萄糖为碳源的基本培养基

中有氧生长时，生长速率和菌体得率只有野生菌的

75%和 55%。理论上，缺乏氧化磷酸化的细胞会提高
酵解速率和 /或降低生长速率来维持能量代谢的平
衡，因此最终的结果是细胞可能将代谢流转向其它可

以产生 ATP 的途径，例如乙酸生成途径。双向电泳
表明 DH5α的 atpA表达水平只有 DA19的 1/30，显
著低于 DA19[5]。过量表达 atpA基因可以在一定程度
上改善 DH5α的生长（图 1）。 

DH5α在氮源限制的连续培养中检测到了乙醇[10]，

这在有氧培养过程中是很少见的。Berrios-Rivera等[16]

认为，即使在有氧条件下，过量的 NADH 也会激活
本来无活性的途径，使得菌体倾向于形成多消耗

NADH的产物，如乙醇。大肠杆菌呼吸链中由 ndh编
码的 NADH 脱氢酶Ⅱ可以催化 NADH 氧化，但不产
生能量 [17]。过量表达 ndh 基因可以比较明显的改善
DH5α的生长（图 1），反映 DH5α有限的呼吸链容量

无法有效地将 NADH转化为 NAD+，从而造成了乙醇

的产生。 
本研究表明，两个菌株的这些基因及其调控区序

列完全一致，分别过量表达 purHD、ndh 或 atpA 基
因都可以在一定程度上改善 DH5α在基本培养基中的

生长，但与 DA19的生长情况相比仍然存在较大差距，
反应了代谢全局调节的重要性，同时也说明大肠杆菌

代谢调节的复杂性，改变个别基因的表达水平并不能

有效改变大肠杆菌的代谢效率。 
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Effects of overexpression of atpA, purHD and ndh on the growth of 
Escherichia coli DH5α  
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Abstract: [Objective] To study the mechanism of the differences in cell growth and acetate production between Es-
cherichia coli DH5α and its acetate-tolerant mutant DA19. [Methods] Based on our previous analysis of the proteome and 
mass and energy balances for both strains, we first amplified the genes of atpIBEFHAGDC, purHD, and ndh, their regu-
lation regions, as well as the regulation region of nuoA-N in both strains by PCR, and compared the sequences. Then, we 
constructed the recombinant strains DH5α (pTrc99a-atpA), DH5α (pTrc99a-purHD) and DH5α (pTrc99a-ndh) to study the 
effect of overexpression of atpA, purHD and ndh in DH5α on growth. [Results] The sequences of the structural genes and 
the regulation regions in the two strains were completely identical with those of E. coli K-12. Overexpression of atpA, 
purHD and ndh separately in DH5α improved cell growth to some extent. [Conclusion] Overexpression of ndh, purHD 
and atpA resulted in improved growth of DH5α, but the growth of these recombinant strains was still lower than that of 
DA19, indicating the importance of global regulation to the cellular metabolism. 
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