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理性设计提高末端脱氧核苷酸转移酶在大肠杆菌中的

可溶性表达

吴亚松，  王泽建，  钱江潮

（华东理工大学生物工程学院, 生物反应器工程全国重点实验室, 上海 200237）

摘要：末端脱氧核苷酸转移酶（Terminal deoxynucleotidyl Transferase，TdT）是一种非模板

依赖性的 DNA 聚合酶，可催化 DNA 的从头合成，具有重要的应用价值。为提高重组 TdT 在大

肠杆菌中的可溶性表达水平，采用理性设计策略，以白喉带鹀（Zonotrichia albicollis，Za）来

源的鸟类 TdT（ZaTdT）为研究对象，针对蛋白 N 端线性区域 131~149 位的疏水性氨基酸，选用

酸性、碱性、中性和小侧链 4 类亲水性氨基酸，对其进行定点突变获得突变体。与野生型重组

蛋白 ZaTdT-B 相比，所获得的 8 个突变体的可溶性表达水平均有所提高，其中，以碱性氨基酸

精氨酸（Arg）和赖氨酸（Lys）分别替换疏水性氨基酸的突变体 TdT-RK 和 TdT-KR 效果最佳，最

适诱导温度从 16 ℃ 提高至 23 ℃，且酶活未受影响。在摇瓶中诱导表达时，TdT-KR 的可溶性

蛋白产量最高，达到 283.7 mg/L，较野生型提高了 1.6倍。在 5 L 发酵罐中，基于摇瓶诱导条件

进行验证，TdT-KR 的可溶性蛋白产量达到 2.7 g/L，为野生型产量的 2.3 倍，发酵周期缩短 4 h，
为 TdT 的高效生产奠定了基础。
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末端脱氧核苷酸转移酶（Terminal deoxynucleo-
tidyl Transferase，TdT）属于 DNA聚合酶 X家族，主

要在淋巴细胞发育的早期阶段特异性表达，并参与

V(D)J重组过程 [1-3]。TdT的结构主要由核定位信号

（Nuclear  Localization  Signal， NLS） 、 BRCT结 构 域

（BRCA1 C-Terminal domain）和催化结构域 3部分组

成 ，其中 ，NLS和 BRCT结构域在非模板依赖的

DNA延伸反应中不发挥作用[4]。作为一种独特的非

模板依赖性 DNA聚合酶，TdT能够在无模板的条件

下，催化游离的脱氧核苷三磷酸（dNTPs）随机延伸至

DNA的 3'-羟基末端[5]。这种独特的催化特性使 TdT
成为 DNA从头合成的理想酶，在基因合成[6-7]、数据

存储[8-9] 等领域展现出重要的应用价值。

在大肠杆菌表达系统中，TdT易发生蛋白聚集

形成沉淀，在常规诱导条件下难以获得具有生物活

性的 TdT蛋白。Boule等 [10] 采用过表达 argU tRNA
的策略，在 15 ℃ 低温诱导条件下实现了 TdT的可溶

性表达。Chua等 [11] 通过融合小分子泛素相关修饰

物（Small Ubiquitin-related Modifier，SUMO）促溶标签

的策略，在 15 ℃ 低温诱导条件下成功表达了可溶性

TdT，但未获得理想的可溶性表达水平。Li等 [12] 采

用系统性切除鸟类 TdT（ZaTdT） N端序列的策略，显

著提高了多种来源 TdT的可溶性表达水平，其中，切

除 N端 140个氨基酸序列获得的 N-140-ZaTdT突变

体产量最高，在摇瓶中 16 ℃ 诱导 20 h，可溶性蛋白

产量达到 244.7 mg/L，进一步通过共表达分子伴侣系
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统 groES-groEL (pGro7质粒)，产量提升至 526.7 mg/L。
尽管低温诱导可促进可溶性蛋白表达，但存在需增

加降温成本、发酵周期长等缺点[13-16]。利用促溶标签

的策略则需在蛋白纯化后去除标签，面临纯化过程

复杂、成本高等挑战 [17-18]。因此，开发高效、可工业

化生产的可溶性 TdT制备方法仍是一个亟待解决的

问题。

为了进一步提高 TdT的可溶性表达水平，实现

较高诱导温度的高效表达，并深入探索 N端序列对

TdT可溶性表达的影响机制，本研究选用白喉带鹀

（Zonotrichia  albicollis，Za）来源的 ZaTdT为研究对

象，区别于已报道的 N-140-ZaTdT截断方式，选择切

除 N端 130个氨基酸，保留一段较长的无规卷曲片

段再进行后续优化。通过理性设计，将蛋白 N端线

性区域 131~149位的疏水性氨基酸定点突变为亲水

性氨基酸，成功获得具有高可溶性的突变体 TdT-

KR。与野生型重组蛋白 ZaTdT-B相比，TdT-KR在

5 L发酵罐中的最适诱导温度从 16 ℃ 提高至 23 ℃，

发酵周期缩短 4 h，可溶性蛋白产量为野生型产量的

2.3倍，达到 2.7 g/L。此外，TdT-KR无需标签去除步

骤，显著简化了纯化步骤，为 TdT的工业化生产和实

际应用提供了重要基础。

 1    材料与方法

 1.1    菌株与质粒

本研究所用表达宿主大肠杆菌 BL21(DE3)购自

Thermo Fisher Scientific公司，表达载体 pET28a由本

实验室保存。实验所用引物（表 1）合成和 DNA测

序，由华大基因公司完成。
 
 

表 1    本文使用的引物

Table 1    Primers used in this paper

Primer Sequence (5’ to 3’)

ZaTdT-B-F CGGGATCCTCCCTGCCGCTGAACATG

ZaTdT-B-R CCCTCGAGTTATGCATTACGTTCCCACGGC

TdT-DE-F ACGAAGATGAGGAAGACCCTGAAGACGAAGACACGAAAGAGAGCCAGTACTCCTGCCAGC

TdT-DE-R GGGTCTTCCTCATCTTCGTCGTTCTCAGGGTCGCTGGATCCGCGACCCATTTGC

TdT-ED-F AAGACGAAGACGAAGAGCCGGACGAGGATGAAACTAAGGACAGCCAGTACTCCTGCCAGC

TdT-ED-R GGCTCTTCGTCTTCGTCTTCGTTATCCGGTTCGCTGGATCCGCGACCCATTTGC

TdT-RK-F CGTAAACGCAAAGAACGTCCGAAGCGCAAACGCACCAAAAAGAGCCAGTACTCCTGCCAGC

TdT-RK-R GGACGTTCTTTGCGTTTACGGTTTTTCGGACGAGAGGATCCGCGACCCATTTGC

TdT-KR-F GCGCAAACGCGAGAAACCGCGTAAGCGTAAAACCAAACGTAGCCAGTACTCCTGCCAGC

TdT-KR-R GTTTCTCGCGTTTGCGCTTGTTACGCGGTTTAGAGGATCCGCGACCCATTTGC

TdT-QN-F AGAACCAGAACGAACAGCCGAACCAGAACCAGACCAAGAACAGCCAGTACTCCTGCCAGC

TdT-QN-R GGCTGTTCGTTCTGGTTCTGATTGTTCGGCTGAGAGGATCCGCGACCCATTTGC

TdT-NQ-F ACCAGAACCAGGAAAACCCGCAGAACCAGAATACCAAGCAGAGCCAGTACTCCTGCCAGC

TdT-NQ-R GGGTTTTCCTGGTTCTGGTTGTTCTGCGGGTTGGAGGATCCGCGACCCATTTGC

TdT-ST-F GCACCTCTACTGAATCCCCTACCTCCACCTCCACCAAAACCAGCCAGTACTCCTGCCAGC

TdT-ST-R GGGGATTCAGTAGAGGTGCTGTTGGTCGGAGAGGAGGATCCGCGACCCATTTGC

TdT-TS-F ACTTCCACCTCTGAGACTCCGAGCACTAGCACCACCAAATCCAGCCAGTACTCCTGCCAGC

TdT-TS-R GGAGTCTCAGAGGTGGAAGTGTTGCTCGGGGTGCTGGATCCGCGACCCATTTGC
 

 1.2    主要试剂和培养基

DNA聚合酶购自诺唯赞公司。QuickCut限制

性内切酶、T4 DNA连接酶购自 TaKaRa公司。IPTG
（异丙基-β-D-硫代半乳糖苷）、卡那霉素、dNTPs、镍

柱（HyPur T Ni-NTA 6FF (His-Tag)预装重力柱，1 mL）

均购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

细胞裂解缓冲液：50 mmol/L KH2PO4，100 mmol/L
NaCl， pH  7.2。 平 衡 缓 冲 液 ： 50  mmol/L  KH2PO4，

100 mmol/L NaCl，50 mmol/L咪唑，pH 7.2。洗脱缓冲

液：50 mmol/L KH2PO4，100 mmol/L NaCl，500 mmol/L
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咪唑，pH 7.2。蛋白储存缓冲液：50 mmol/L KH2PO4，

100  mmol/L  NaCl， pH  7.2。酶活测定反应混合液 ：

1 μmol/L  寡核苷酸 、 1  mmol/L  dNTPs、 20  mmol/L
Tris缓冲液、50 mmol/L  C2H3KO2、6 mmol/L  MgCl2、
0.25 mmol/L CoCl2，pH 7.2。

TB（Terrific  Broth）培养基：酵母提取物 24 g/L，
蛋白胨 12 g/L，甘油 4 mL/L，KH2PO4 2.32 g/L，K2HPO4

12.54 g/L。5 L发酵罐中所用初始培养基：KH2PO4

6.67 g/L，酵母提取物 30 g/L，一水合柠檬酸 3.25 g/L，
CaCl2 0.05 g/L，MgSO4·7 H2O 2.5 g/L。
 1.3    实验方法

 1.3.1   重组质粒和菌株的构建　本研究中，ZaTdT基

因序列由南京金斯瑞生物科技有限公司合成，并针

对大肠杆菌进行密码子优化。该公司提供质粒

pET28a-ZaTdT，将其转化至大肠杆菌 BL21(DE3)，获
得表达菌株。

以 pET28a-ZaTdT为模板，通过 PCR（Polymerase
Chain Reaction）扩增获得缺失 BRCT结构域的 TdT
片段 ZaTdT-B，编码 131~513位的氨基酸序列。将扩

增产物与 pET28a质粒分别用 BamHⅠ和 XhoⅠ进行

双酶切，随后利用 T4连接酶连接两种酶切产物，构

建表达载体 pET-ZTB-。经测序验证无误后，将其转

化至大肠杆菌 BL21(DE3)，获得表达菌株，该菌株在

后续实验中作为野生型菌株使用。

以 pET-ZTB-为模板，采用反向 PCR技术构建

ZaTdT-B可溶性突变体。依据大肠杆菌的密码子偏

好性设计突变引物，引入突变位点。经过 PCR反应

获得突变后的核酸序列，随后进行 DpnⅠ消化、转化

及测序验证，获得 TDT-DE、TDT-ED、TDT-RK、TDT-

KR、TDT-QN、TDT-NQ、TDT-ST和 TDT-TS这 8个

突变体。验证无误后，将正确的转化子转化至大肠

杆菌 BL21(DE3)，获得表达菌株。

 1.3.2   诱导表达　摇瓶培养：将培养好的种子液按

1%的接种量接种于装有 50 mL TB培养基的 250 mL
摇瓶中，在 37 ℃、220 r/min的条件下培养，至菌液浓

度（OD600）达到约 0.8时，加入终浓度为 0.4 mmol/L
的 IPTG以启动诱导，并将培养温度调整为诱导温

度。5 L发酵罐培养：将培养好的种子液以 6%的接

种量接入装有 3 L培养基的 5 L发酵罐中。初始培

养条件为 37 ℃、300 r/min，通气量为 1 vvm，并通过

流加 0.65 g/mL葡萄糖进行补料培养，流加氨水控制 pH
为 7.1。当OD600 达到 25时，加入终浓度为 0.4 mmol/L
的 IPTG以启动诱导，并将培养温度调整为诱导温度。

 1.3.3   菌浓的测定　将发酵液稀释适当倍数后，测定

OD600。

 1.3.4   可溶性蛋白表达水平的测定　离心收集菌体

后，加入适量细胞裂解缓冲液重悬，随后使用超声

破碎仪，设定功率 110 W工作 2 s，间隔 2 s，总时长

8 min，进行细胞破碎。将裂解液于 4 ℃、12 000 g 离

心 10 min，分离上清与沉淀，以等体积细胞裂解缓冲

液重悬沉淀。取适量上清和沉淀，加入 5×蛋白上样

缓冲液，沸水浴 10 min后，12 000 g 离心 5 min，取上

清进行 SDS-PAGE（Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacryl-
amide Gel Electrophoresis）分析。电泳初始电压设置

为 80 V，待样品通过浓缩胶与分离胶界面后，将电压

调整为 120 V，直至指示剂迁移至凝胶底部。电泳结

束后，采用考马斯亮蓝 R-250染色液染色 1 h，随后使

用脱色液脱色至背景清晰。使用 ImageJ软件[19] 对目

的蛋白条带进行灰度分析，半定量计算目标蛋白量。

 1.3.5   蛋白纯化　使用 5倍柱体积的平衡缓冲液平

衡镍柱，随后进行菌体裂解液上清上样，待样品全部

流出后，使用平衡缓冲液将未结合在柱子上的杂蛋

白洗出，随后使用洗脱缓冲液洗脱结合在镍柱上的

目的蛋白。收集蛋白洗脱液后，采用 10 kDa截留分

子量的超滤离心管进行浓缩，随后加入 10倍体积的

蛋白储存缓冲液稀释，并再次浓缩至目标体积。最

终将蛋白样品分装后于液氮中速冻，−80 ℃ 保存。

 1.3.6   TdT 酶活性测定　借鉴 Li等[12] 的酶活性测定

方法，在 50 μL酶活测定反应混合液中加入终质量浓

度为 2 mg/mL的纯化蛋白样品，启动反应，37 ℃ 孵

育 15 min后，98 ℃ 加热 5 min终止反应。12 000 g 离

心 5 min，取适量上清，以流动相 A（100 mmol/L三乙

胺醋酸缓冲液，pH 7.0）稀释 5倍后，通过高效液相色

谱分析（HPLC）反应混合液中核苷酸的含量。根据同

样条件所测得的核苷酸标准曲线，计算反应消耗的

核苷酸速率来表征酶活。色谱柱为 Hypersil  BDS
C18（5 μm，4.6 mm×250 mm），流动相 A为 100 mmol/L
三乙胺醋酸缓冲液，pH 7.0，流动相 B为乙腈，按表 2
程序进行梯度洗脱，柱温 40 ℃，进样量 20 μL，流速

1 mL/min。
  

表 2    高效液相色谱洗脱程序

Table 2    Elution procedure of HPLC

t/min
φ(mobile phase)/%

A B

0 90 10

15 90 10

20 40 60

30 40 60

35 90 10

37 90 10
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 2    结果与讨论

 2.1    去除 N 端 BRCT 结构域获得截短型蛋白酶

ZaTdT-B
分子量较小的酶具有合成代谢负担小 [20]、扩散

性强[21]、更适用于纳米限域反应[22] 等优势，鉴于 TdT
N端 BRCT结构域不参与非模板依赖的 DNA延伸

反应 [4]，我们切除 ZaTdT的 BRCT结构域（图 1（a）），
获 得 截 短 型 蛋 白 酶 ZaTdT-B（131~513位 ） 。 以

pET28a为载体，构建 ZaTdT和 ZaTTd-B的重组表达

质粒，转化至大肠杆菌 BL21(DE3)中进行表达。分

析胞内蛋白表达可发现，去除 BRCT结构域对蛋白

表达影响不大，16 ℃ 诱导时，近一半的酶以沉淀形式

存在，随着诱导温度升高至 30 ℃，超过 90%的酶以

包涵体形式存在（图 1（b），（c））。纯化后测定两种酶

的活性（图 1（d）），酶活无明显变化。

 2.2    理性设计 ZaTdT-B 的可溶突变体

研究表明，蛋白的 N端序列对其可溶性表达具

有显著影响[23-24]，通过将 N端序列中的疏水性氨基酸

替换为亲水性氨基酸，有可能提高蛋白酶的可溶性

表达水平[25]。为选择合适的亲水性氨基酸，并避免单

一氨基酸重复对蛋白质正确折叠的潜在影响，基于

氨基酸侧链的电荷特性和空间结构特征，将亲水性

氨基酸分为 4类，从每类中选取亲水性最强的两个代

表性氨基酸进行交替替换：酸性氨基酸（天冬氨酸

（Asp）、谷氨酸（Glu）），碱性氨基酸（精氨酸（Arg）、赖

氨酸（Lys）），中性氨基酸（谷氨酰胺（Gln）、天冬酰胺

（Asn））以及小侧链氨基酸（丝氨酸（Ser）、苏氨酸

（Thr））。ZaTdT-B N端线性区域 131~149位氨基酸

序列为无规卷曲，无需维持稳定构象，且富含疏水性

氨基酸，易引起蛋白聚集。针对该区域的 12个疏水

性氨基酸（图 2），分别采用上述 4类亲水性氨基酸进

行系统性的替换，设计 8个突变体（表 3）。
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图 1    截短型蛋白酶 ZaTdT-B的设计和表达

Fig. 1    Design and expression of the truncated protein ZaTdT-B
 

 2.3    可溶性突变体的筛选及表达

通过 SDS-PAGE分析 16 ℃ 诱导时 8个突变体

的表达（图 3（a）），并采用 ImageJ软件对目标蛋白条带

进行灰度分析，半定量测定可溶性蛋白比例（图 3（b））。
ZaTdT-B的可溶蛋白比例为 52.4%，8个突变体的可

溶性表达水平较野生型均有所提高，达到 65%以

上。其中，以碱性氨基酸 Arg和 Lys 替换 N端线性

区域疏水性氨基酸后，突变体 TdT-RK和 TdT-KR的

可溶性蛋白比例最高，达到 95%左右。经镍柱亲和

层析纯化得到 TdT-RK和 TdT-KR，用于催化 dNTPs
的延伸反应，它们的活性与 ZaTdT-B相比无明显差

异（图 3（c））。实验结果表明，将蛋白 N端疏水性氨

基酸替换为亲水性氨基酸可有效提高其可溶性表达

水平，其中碱性氨基酸替换策略效果最显著，酸性氨
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基酸次之。通过 pymol计算 131~149位序列的净电

荷，ZaTdT-B的净电荷为 0，经酸性氨基酸替换的突

变体 TdT-DE和 TdT-ED净电荷变为−11 e，而碱性氨

基酸替换突变体 TdT-RK和 TdT-KR静电荷变为

+12 e。酸性和碱性氨基酸替换引入的电荷增强了蛋

白分子间的静电排斥作用，可能有助于减少蛋白聚

集，使得蛋白可溶性提高，而碱性氨基酸较长的侧链

更易嵌入疏水核心，可以更有效地抑制蛋白聚集[26]。

进一步考察 TdT-RK和 TdT-KR在不同诱导温

度时的表达，结果如图 4所示。由图 4（a）可得，16 ℃
诱导时，两种蛋白几乎均为可溶性表达，蛋白可溶性

 

Red regions indicate the hydrophobic residues selected for substitution

图 2    ZaTdT-B的三维结构

Fig. 2    Three-dimensional structure of ZaTdT-B
表 3    ZaTdT-B突变体的 N端突变区域氨基酸序列

Table 3    Amino  acid  sequences  in  the  N-terminal  region  of
ZaTdT-B mutants

TdT Amino acid sequence（131—149）

ZaTdT-B SLPLNMPALEMPAFIATKV

TdT-DE SDPENDEDEEDPEDEDTKE

TdT-ED SEPDNEDEDEEPDEDETKD

TdT-RK SRPKNRKRKERPKRKRTKK

TdT-KR SKPRNKRKREKPRKRKTKR

TdT-QN SQPNNQNQNEQPNQNQTKN

TdT-NQ SNPQNNQNQENPQNQNTKQ

TdT-ST SSPTNSTSTESPTSTSTKT

TdT-TS STPSNTSTSETPSTSTTKS
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图 3    可溶性突变体的筛选

Fig. 3    Screening for soluble mutants
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明显高于 ZaTdT-B（图 1（c））。诱导温度提高到 23 ℃
时，TdT-RK和 TdT-KR的可溶性蛋白比例可分别下

降为 71.43%和 75.25%。当诱导温度升高至 30 ℃
时，超过 90%的蛋白以沉淀形式存在。可溶性蛋白

半定量分析表明（图 4（b）），TdT-KR在 23 ℃ 诱导时

产量最高，达到 283.7 mg/L，较野生型提高 1.6倍。此

外，23 ℃ 诱导显著提升了 TdT-KR重组菌的生长速

率，诱导周期较 ZaTdT-B的 16 ℃ 缩短 4 h（图 4（c））。
Li等 [12] 通过切除 ZaTdT N端 140个氨基酸获得

N-140-ZaTdT突变体，在摇瓶培养中 16 ℃ 诱导 20 h，
可溶性蛋白产量达到 244.7  mg/L。相较于 N-140-
ZaTdT，本研究获得的突变体 TdT-KR可在 23 ℃ 的

较高温度条件下实现高效表达，更具应用优势。

ZaTdT-B 较 N-140-ZaTdT多 出 的 131~140位 氨 基

酸序列中富含疏水性氨基酸，易形成聚集位点，导致

ZaTdT-B在 表 达 时 易 形 成 沉 淀 。 而 TdT-KR将

ZaTdT-B N端线性区域 131~149位的疏水性氨基酸

替换为带有正电荷的碱性氨基酸，在减少蛋白表面

聚集位点的基础上，通过静电斥力进一步抑制蛋白

聚集，这一机制可能是 TdT-KR的可溶性表达水平高

于 N-140-ZaTdT的原因[26]。

 2.4    5 L 发酵罐验证 TdT-KR 可溶性表达

基于摇瓶诱导条件，在 5 L发酵罐中验证 TdT-

KR的表达水平，结果如图 5所示。ZaTdT-B只能在

16 ℃ 诱导，随着诱导的进行，在 4 h可观察到目的蛋

白条带，约 50%为沉淀，后续蛋白产量增加，诱导 12 h
达到峰值，但可溶性蛋白比例基本保持不变（图 5（a））。
在 23 ℃ 诱导 4 h时，大部分 TdT-KR均为可溶性蛋

白，随诱导时间延长，蛋白产量显著增加，在 8 h达到

最高水平，这时蛋白沉淀也略有增加（图 5（b））。经

分离纯化后，用于催化 dNTPs的延伸反应，它们的活

性与摇瓶结果相比无明显差异（图 3（d），5（c））。对

电泳结果进行半定量分析，ZaTdT-B经 16 ℃ 诱导 16 h，
可溶性蛋白产量为 1.16 g/L，而 TdT-KR在 23 ℃ 诱

导 12 h后可溶性蛋白产量达到 2.7 g/L，为 ZaTdT-B
产量的 2.3倍（图 5（d））。此外，较高的诱导温度使

TdT-KR重组菌快速生长和合成外源蛋白，发酵周期

较 ZaTdT-B重组菌缩短了 4 h（图 5（e）），显著提高了

可溶性 TdT的生产效率。TdT-KR具有诱导温度高、

发酵周期短、产量高等优势，更适合大规模工业化生

产，通过进一步优化发酵工艺参数、改进分离纯化策

略，有望实现更高的蛋白产量。

 3    结　论

针对 ZaTdT等 TdT可溶性表达水平低的问题，

在去除 N端 BRCT结构域不影响截短型突变体

ZaTdT-B活性的基础上，对其 N端线性区域（131~
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149位）的 12个疏水性氨基酸进行定点突变，分别替

换为酸性、碱性、中性及小侧链 4类亲水性氨基酸，

获得了可溶性提高的 8种突变体。其中，采用碱性氨

基酸（Arg和 Lys）替换疏水氨基酸所得的 TdT-KR突

变体效果最好，在保持原有酶活性的同时，摇瓶培养

中可溶性蛋白产量达到 283.7 mg/L，较 ZaTdT-B提

高 1.6倍；在 5 L发酵罐规模下，产量进一步提升至

2.7 g/L，为 ZaTdT-B最高产量的 2.3倍，发酵周期从

16 h缩短到 12 h。目前所报道的最高水平采用分

子伴侣系统共表达 N-140-ZaTdT[12]，在摇瓶培养中

16 ℃ 诱导 20 h，可溶蛋白产量达到 526.7 mg/L。与

之相比，本研究开发的 TdT-KR突变体在 5 L发酵罐

规模，可溶性蛋白产量达到 2.7 g/L，提高了 3.78倍，

诱导周期缩短了 8 h，具有可溶性表达水平高、发酵

周期短等显著优势，为 TdT的工业化生产奠定了基

础。此外，该策略可进一步拓展应用于其他 TdT酶

的改造，在 DNA从头合成和数据存储等前沿应用领

域具有重要发展潜力。
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Enhanced Soluble Expression of Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase in Escherichia coli via Rational Design

WU Yasong, WANG Zejian, QIAN Jiangchao
(State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, School of Biotechnology, East China University of Science and

Technology, Shanghai 200237, China)

Abstract: Terminal  deoxynucleotidyl  transferase  (TdT)  is  a  unique  DNA  polymerase  that  catalyzes  template-
independent  DNA  synthesis.  This  distinctive  enzymatic  property  makes  TdT  highly  valuable  for  various
biotechnological  applications,  particularly  in  de  novo  gene  synthesis  and  data  storage.  To  enhance  the  soluble
expression of recombinant TdT in Escherichia coli, a rational design approach was employed. Hydrophobic residues in
the  Zonotrichia  albicollis  TdT  N-terminal  region  (positions  131—149)  were  systematically  replaced  with  four
categories  of  hydrophilic  amino  acids  (acidic,  basic,  neutral,  and  small  side  chains)  using  site-directed  mutagenesis.
Comparative analysis revealed that all eight engineered variants exhibited significantly higher soluble expression levels
than  the  wild-type  enzyme.  Notably,  the  TdT-RK  and  TdT-KR  mutants,  in  which  hydrophobic  residues  were
substituted with basic amino acids (arginine and lysine), demonstrated the most substantial improvements. The optimal
induction temperature  was  increased  from  16  ℃ to 23  ℃ while  preserving  full  enzymatic  activity.  In  shake-flask
induction experiments, the TdT-KR variant achieved the highest soluble protein yield at 283.7 mg/L, a 1.6-fold increase
compared to the wild-type.  When scaled up to a  5 L bioreactor  under  optimized conditions derived from shake-flask
experiments,  the  TdT-KR  variant  achieved  a  remarkable  soluble  protein  yield  of  2.7  g/L,  representing  a  2.3-fold
enhancement  over  the  wild-type  protein.  Additionally,  the  fermentation  process  was  more  efficient,  reducing  the
production  cycle  by  4  h.  These  significant  improvements  provide  a  strong  foundation  for  the  large-scale  industrial
production of TdT.

Key words: terminal deoxynucleotidyl transferase； rational design；hydrophobic amino acid；soluble expression；
Escherichia coli
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