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特异腐质霉角质酶在大肠杆菌中的表达和发酵优化
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摘要!应用大肠杆菌!
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#表

达系统实现特异腐质霉!

G?H%9(</%)>(<2)>

"

G0%)>(<2)>

#来

源角质酶的重组表达$对重组角质酶进行酶学性质研究"发

现其最适
=

B

为
84%

%最适温度为
8&C

"并有良好的
=

B

稳定

性和温度稳定性$经
!@

发酵罐中扩大培养并进行发酵条

件优化"其最佳发酵条件&发酵前期控制菌体生长
=

BD4&

%温

度
!DC

"培养时间
"$

"

"#E

'菌体浓度
IJ

(&&

达到
%&

时进入

诱导期"调节温度降至
!&C

"恒速流加
&4$

1

(!

@

)

E

#的乳糖

溶液进行诱导"总发酵周期为
!(E

"最高酶活
$$!!F

(

+@

"

是摇瓶水平酶活的
"!

倍$

关键词!特异腐质霉'角质酶'重组大肠杆菌'发酵优化
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角质酶是一种多功能水解酶$可用于水解短链或长链脂

肪酸酯类和甘油三酯$也可用于降解植物的多聚体角

质)

"V$

*

%相较于普通的脂肪酶$角质酶缺少了盖子结构$更

易于降解聚酯%基于以上功能特点$角质酶在食品加工和纺

织工业等方面具有广泛的应用前景)

!V(

*

$尤其在棉织物的生

物精炼和人造纤维的表面改性中$角质酶有望替代传统的化

学碱处理$对环境保护有重要意义%

目前角质酶的主要来源包括微生物和花粉
$

种$其中微

生物来源又可细分为致病真菌+部分细菌和少数放线菌三部

分)

D
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%国内外的研究早期集中在植物病原真菌
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*来源的角质酶上$后

续又筛选得到放线菌
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*等产角质酶菌

株%绝大多数角质酶$诸如
:;2'H(5%

6

%8/7?>9/

角质酶$适

用温度 范 围 为
!&

"

(& C

%而 特 异 腐 质 霉 !

G?H%9(</

%)>(<2)>
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#角质酶最适温度为
8&C

$并有良好的

耐热性%在此应用温度下$棉纤维表层的蜡质会因高温融

化$有利于角质酶与角质的结合$提升酶应用效能%因此$特

异腐质霉来源的角质酶具有更好的应用前景%为了更好地

"



生产角质酶$构建工程菌生产重组蛋白是目前研究的主要方

式%因而选择合适的表达宿主显得尤为重要%大肠杆菌表

达系统作为目前研究最深入+开发最成熟的一种表达系统$

具有培养周期短+表达效率高+遗传相对稳定+操作相对简便

的特点)
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$是生产异源蛋白最常用的系统之一%

本试验拟将
G?H%9(</%)>(<2)>

来源的角质酶基因在大

肠杆菌中进行克隆表达$测定其酶学性质$并在
!@

发酵罐

的水平上进行扩大培养及条件优化$为
G0%)>(<2)>

角质酶在

工业中的应用及后续的研究提供依据%
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材料与方法
"4"

!

试验材料

"4"4"

!

菌株与质粒

G0%)>(<2)>

角质酶基因+克隆宿主
E09(<%WX"&'

+表达

宿主
E09(<%?@$"
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#+表达载体
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#"作者所在

实验室保藏(

克隆载体
=

XA"8*OI-+

=

.5M57H:>

"宝生物工程!大连#有

限公司(

ZGS

引物"生工生物工程!上海#有限公司%

"4"4$
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主要试剂

A;< X,>J5>

+琼脂糖+

O#A;<

连接酶+限制性内切酶

#9(R

和
G%)6RRR

+碱性磷酸酶!

GR<Z

#及
ZGS

聚合酶
Z>-+*

5[O<S

"宝生物!大连#工程有限公司(

氨苄青霉素!

<+

=

#"分析纯$生工生物!上海#工程有限

公司(

异丙基硫代半乳糖苷!

RZO\

#"分析纯$阿拉丁生化!上

海#科技有限公司(

普通
A;<

产物纯化试剂盒+琼脂糖凝胶
A;<

回收试

剂盒+质粒小提试剂盒"天根生化!上海#科技有限公司(

分子级胰蛋白胨和酵母粉"英国
UN:-6

公司(

蛋白分子量标准品+蛋白质凝胶电泳试剂盒"碧云天!上

海#生物科技有限公司(

其它试剂"分析纯$国药集团!上海#化学试剂有限公司%
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试验方法

"4$4"
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大肠杆菌表达质粒的构建
!

设计带有酶切位点
#9(R

和
G%)6RRR

的引物$使用
ZGS

仪扩增特异腐质霉角质酶对

=

)O$&P

!

Y

#载体使用
#9(R

+

G%)6RRR

双酶切$

GR<Z

处理防

止载体自连$胶回收后获得线性化的载体%在
O#.-

1

,I5

体

系下将基因同载体连接过夜$转化
WX"&'

感受态细胞$经氨

苄青霉素抗性平板筛选$获得阳性转化子%对获得的转化子

提质粒$经
#9(R

+

G%)6RRR

双酶切验证正确$即质粒
=

)O$&P

!

Y
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GCA

%质粒由生工生物工程!上海#有限公司测序%将

验证正确的质粒
=
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转化
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#

感受态细胞$经氨苄青霉素抗性平板筛选和
@?
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<XZ

培养

基培养后$使用浓度为
"%_

的甘油管保藏菌种$于
V8&C

冷

冻保藏%

"4$4$
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重组菌诱导表达
!

取保藏的特异腐质霉角质酶重组

菌接种于
@?

'

<XZ

培养基中$

!DC

+

"%&>

'

+-0

震荡培养
8E

后$转接至
O?

培养基中$接种体积分数
%_

(

!DC

+

"%&>
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培养至
IJ

(&&

约为
"4%

时$加入终浓度为
&4&%++:.
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的

RZO\

$于
$%C
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条件下培养
$#E

左右$直至发酵

液中的角质酶酶活不再增高%

"4$4!
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[A[*Z<\)

凝胶电泳检测
!

洗净并组装制胶装置$用

水检漏$确保装置不漏水%依据试剂盒配方配置分离胶$混

匀后加入到装置内$用水液封%于
!DC

烘箱静置
!&+-0

$待

分离胶凝固后用滤纸除去装置中残留的水%配置浓缩胶$加

入到槽内$插入梳子$室温下等待浓缩胶凝固%取
"+@

发酵

液
"$&&&>

'

+-0

离心
"&+-0

$取上清液
$&

#

@

和
%

#

@

的上

样缓冲液混匀$沸水浴
"&+-0

$上样
8

#

@

%设置电泳仪电压

!&&9

$电流
(&+<

$运行
$&+-0

左右$当蓝色条带到达凝胶

底部时停止%轻轻地将凝胶与制胶板分开$剥下的胶用考马

斯亮蓝染液染色
#%+-0

左右%按照水+乙醇+冰乙酸
"(

"

"
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!

的比例配置脱色液$用于蛋白胶脱色$约
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可脱

色完全%
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酶活力测定方法
!

!

;Z?

水解酶活性"在
!DC

下$使

用连续分光光度法测定酶活力%反应总体积为
"4%+@

$包括
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对硝基苯丁酸酯!

!
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#的底物$
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酶

液$和
"##&

#

@O>-I*BG.

缓冲液!
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B84&

#%在
#&%0+

波长

下$记录对硝基酚的增长速率$反应时间
"+-0

%酶活定义"

!DC

下$每分钟将对硝基苯丁酸酯!
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#催化水解生成
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对硝基酚的酶量$即为一个酶活力单位!

F

#%

"4$4%

!

重组菌最适温度及最适
=

B

测定

!

"

#最适温度"分别在不同温度条件下测定同等量的角

质酶活力$最高酶活力定义为
"&&_

$计算不同温度条件下的

相对酶活$探究最适温度%

!

$

#最适
=

B

"在不同
=

B

条件下!
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B%4&
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#测定等

量酶液的酶活$定义最高酶活为
"&&_

$计算不同条件下角质

酶的相对酶活$探究最适
=
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#缓冲体系为"
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重组菌温度稳定性及
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B

稳定性测定
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#温度稳定性"取同等量的酶液$分别置于
(&

$

8&C

的水浴锅中保温处理$

(& C

样品间隔
"$&+-0

取样一次$

$

基础研究
!

$&"8

年第
#

期



8&C

样品间隔
%+-0

取样一次$测定样品酶活力%定义
&E

样品的酶活为最高酶活
"&&_

$计算角质酶残留酶活在不同

温度下随时间的变化情况$探究该酶的温度稳定性%

!

$

#

=

B

稳定性"取不同
=

B

值!

=

B%4&

"

"&4&

#条件下的

酶液$于室温静置
#8E

$取等量酶液测定酶活$最高酶活定义

为
"&&_

$计算不同
=

B

条件下的角质酶残留酶活变化情况$

探究角质酶的
=

B

稳定性%缓冲体系同
"4$4%

!

!

#%

"4$4D

!

!@

发酵罐扩大培养
!

将保藏的甘油管$以
$_

的接

种体积分数转接至
%&+@

工业级
@?

培养基中$并添加终浓

度为
&4"

1

'

@

的氨苄青霉素$

!DC

+

$&&>

'

+-0

培养
8E

%取

上述种子以
"&_

的接种体积分数$转接至
!@;?[?-:T.:*

""%

型发酵罐中$起始装液量为
"@

!包括
'&&+@

的
!@

罐

发酵培养基和
"&&+@

种子#%维持生长温度
!D C

+溶氧

!&_

$通过补加氨水的方式维持
=

BD4&

%培养
%

"

DE

后$上

罐培养基中的碳源耗尽$溶氧反弹%此后以指数流加的方式

向发酵罐中加入补料培养基至发酵结束$比生长速率控制在

"

&̀4"8E

V"

%补料阶段
(

"

8E

$在菌体生长至特定
IJ

后进

入乳糖诱导阶段$恒速流加
&4$

1

'!

@

,

E

#的乳糖溶液$诱导

时间+诱导温度由对应的发酵策略决定%诱导后$间隔一定

时间取样$测定样品的菌浓!

IJ

(&&

#和酶活$当酶活出现显著

下降趋势后结束发酵%

$

!

结果与分析
$4"

!

重组表达质粒的构建

设计带有酶切位点
#9(R

和
G%)6RRR

的引物$使用
ZGS

仪克隆并扩增目的基因
GCA

%同
=

)O$&P

!

Y

#载体连接后$

转入
WX"&'

感受态细胞$经氨苄青霉素抗性平板筛选$获得

阳性转化子%对获得的转化子提质粒$

#9(R

+

G%)6RRR

双酶

切验证$结果见图
"

%从图
"

可知$

(&&P

=

处出现目的条带$

与
G0%)>(<2)>

角质酶基因的理论大小相符$重组质粒

=

)O$&P

!

Y

#'

GCA

构建完成%

$4$

!

重组角质酶在大肠杆菌中的表达

将构 建完成的重组质粒
=

)O$&P

!

Y

#'

GCA

转入
?@$"

X4A;< X,>J5>

!

"4

质粒
=

)O$&P

!

Y

#'

GCA

经
#9(R

'

G%)6RRR

双酶

切后的条带

图
"

!

重组质粒
=

)O$&P

!

Y

#(

GCA#9(R

%

G%)6RRR

双酶切电泳图
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3>5"
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S5IH>-7H-:050Q

L
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5IH-:0,0,.
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I-I:K
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)O$&P

!

Y

#(

GCA

!

A)!

#感受态细胞$经氨苄青霉素抗性平板筛选$获得阳性

转化子%将转化子转接至摇瓶中$依据
"4$4$

所述方法进行

诱导表达$

$#E

酶活达到最大值$此后保持稳定$据此结束发

酵%发酵液中的胞外酶活为
"D&F

'

+@

+胞内酶活
#

"F

'

+@

$

总酶活
"D&F

'

+@

%发酵上清液的蛋白电泳图见图
$

%从

图
$

可知$

$&JA,

处有明显的条带$与
GCA

的理论相对分子

质量一致$表明
G0%)>(<2)>

来源的角质酶基因
GCA

已在大

肠杆菌中正确表达%

X4

蛋白质分子量标准!高#

!

"4G0%)>(<2)>

角质酶重组菌发酵培养

基上清液组分

图
$

!

重组菌摇瓶发酵胞外上清液
[A[*Z<\)

分析

T-
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3>5$

!
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L

I-I:K73.H3>5I3

=

5>0,H,0H:K

>57:+P-0,0HIH>,-0I

$4!

!

重组角质酶的酶学性质

$4!4"

!

最适
=

B

和
=

B

稳定性
!

从图
!

!

,

#可知$伴随
=

B

值

的改变$重组角质酶酶活出现明显变化$

=

B

处于
%4&

"

84%

时$相对酶活逐渐上升(

=

B

处于
84%

"

"&4&

时$相对酶活逐渐

降低(说明重组酶最适
=

B

值为
84%

%从图
!

!

P

#可知$

=

B%4&

"

"&4&

时$放置
#8E

酶活几乎无变化%

$4!4$

!

最适温度和温度稳定性
!

从图
#

!

,

#可知$

!&

"

8&C

时$相对酶活呈逐渐上升趋势(

8&

"

8%C

时$相对酶活逐渐

下降$说明重组酶的最适反应温度为
8&C

%从图
#

!

P

#+!

7

#

可知$重组角质酶
8& C

条件下的温度半衰期为
"" +-0

$

(&C

条件下温度半衰期为
"#E

%

$4#

!

重组角质酶在
!@

发酵罐中的发酵优化

$4#4"

!

诱导时间对高密度发酵的影响
!

重组菌于
!@

罐发

酵过程中$诱导时间会显著地影响到菌体浓度和异源蛋白的

表达量%诱导时间过早$会对宿主菌的生长造成负担$降低

细胞生长速率$影响到异源蛋白的正常表达%诱导时间过

晚$会导致诱导强度不足$最终影响到蛋白表达量)

"$

*

%为探

求最佳的诱导时间$获得最高的重组角质酶蛋白表达量$本

研究中统一控制发酵罐诱导温度为
!& C

+乳糖浓度为

&4$

1

'!

@

,

E

#$分别在菌浓
IJ

(&&

为
!&

$

#&

$

%&

$

(%

时开始恒

速流加乳糖溶液$测定各诱导阶段的菌体生长情况和蛋白表

达情况$结果见图
%

%

!

第
!#

卷第
#

期 孙益荣等"特异腐质霉角质酶在大肠杆菌中的表达和发酵优化
!



图
!

!

重组角质酶的最适
=
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和
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B

稳定性
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图
#

!

重组角质酶的最适温度和温度稳定性
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图
%

!

诱导时间对重组菌生长和产酶的影响
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从图
%

可知$当菌体浓度
IJ

(&&

为
!&

时开始乳糖诱导$

菌体生长和蛋白表达受到显著影响$最终导致重组菌于

IJ

(&&

为
8$

时即停止生长$其最高酶活仅为
"D((F

'

+@

(当

菌体浓度
IJ

(&&

为
#&

时开始乳糖诱导$菌体最终生物量

!

IJ

(&&

#和蛋白表达情况亦受到一定影响$重组菌
E09(<%

?@$"

!

A)!

#'

=

)O$&P

!

Y

#

*GCA

的最高酶活为
$"%&F

'

+@

(

当菌体浓度
IJ

(&&

为
%&

时开始乳糖诱导$菌体生长状况良

好$蛋白正常表达$重组菌
E09(<%?@$"

!

A)!

#'

=

)O$&P

!

Y

#

*

GCA

的最高酶活为
$$!!F

'

+@

(当菌体浓度
IJ

(&&

为
(%

时

开始乳糖诱导$

IJ

(&&

为
"&&

后菌体生物量达到最高$此后逐

渐下降$重组菌
E09(<%?@$"

!

A)!

#'

=

)O$&P

!

Y

#

*GCA

的最

高酶活为
"'!#F

'

+@

%

IJ

(&&

为
%&

时诱导的菌体生长及蛋

白表达情况均优于
IJ

(&&

为
!&

$

#&

$

(%

时诱导的$故本研究认

为
IJ

(&&

为
%&

时进行诱导为最佳诱导时间%

$4#4$

!

诱导温度对高密度发酵的影响
!

诱导温度是影响菌

体生长和重组蛋白产量的因素之一%温度较低时菌体生长

速率降低$菌体浓度低$进而影响重组蛋白的表达(温度过

高$细胞内多肽链合成速度加快$当合成速率大于折叠速率

后$会造成多肽链聚集而无法正确折叠$最终以不溶性包涵

体的形式沉积%故选择最合适的诱导温度$对提高重组菌株

在
!@

发酵罐中的产酶量有重要意义%

依据
$4#4"

的试验结果$当菌体浓度
IJ

(&&

达到
%&

后进

入诱导阶段$此时分别选择
!

种不同的温度!

$%

$

!&

$

!%C

#$

统一恒速流加)

&4$

1

'!

@

,

E

#*乳糖溶液进行诱导$以测定不

同诱导温度对重组蛋白表达的影响$结果见图
(

%从图
(

可

知$当诱导温度为
$%C

时$菌体生长缓慢$菌体生物量
IJ

(&&

为
8#

时即停止生长$蛋白表达亦受到抑制$重组菌
E09(<%

#
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!

A)!

#'
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)O$&P

!

Y

#

*GCA

最高酶活为
"%(%F

'

+@

$为
!

种温度下的最低值%当诱导温度为
!& C

时$菌体生物量

IJ

(&&

最高为
"&#

$重组菌
E09(<%?@$"

!

A)!

#'

=

)O$&P

!

Y

#

*

GCA

最高酶活为
$$!!F

'

+@

%当诱导温度为
!%C

时$菌

体生长情况最好$菌体生物量
IJ

(&&

最高达到
""#

$但是重组

菌
E09(<%?@$"

!

A)!

#'

=

)O$&P

!

Y

#

*GCA

最高酶活仅为

"DD$F

'

+@

$明显低于
!&C

时的$其原因可能是过高的温

度和过快的菌体生长速度$导致蛋白不正常折叠形成大量没

有活性的包涵体$故认为
!&C

为最佳诱导温度%

图
(

!

诱导温度对重组菌生长和产酶的影响

T-
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3>5(
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!

!

结论
角质酶可有效降解棉纤维表层角质$增强纤维润湿性$

在纺织工业中有很好的应用前景%但是$工业中处理棉纤维

的常用方法$均需在高温环境下进行才能保证处理效果%而

目前已报到的角质酶基因来源$催化温度偏低$在实际使用

时需多次改变温度+工艺复杂$工业化应用受到了明显的限

制%本试验为解决上述问题$尝试在
E09(<%

中重组表达了

G0%)>(<2)>

来源的角质酶基因$重组后的角质酶最适温度高

达
8&C

$在高温应用环境下可保持一段时间的稳定%进一

步将重组酶在
!@

罐中进行发酵优化$确定了重组酶的最佳

诱导温度为
!&C

$菌体浓度
IJ

(&&

为
%&

时进行诱导为最佳

诱导时间$获得的最高酶活可达
$$!!F

'

+@

%本研究可为

角质酶在棉织物精练工业中的应用提供新的研究思路$而且

简化工艺流程+降低生产成本%

但由于本试验在
!@

罐中的发酵罐数较少$存在优化不

彻底的问题$重组酶的表达仍处于较低水平%因此$在后续

研究中$应围绕诱导强度和重组蛋白表达量之间的关系进一

步优化发酵工艺%其次$在优化过程中$还应考虑到该角质

酶具有磷脂水解活性的特点$在重组菌发酵过程中可能会对

宿主细胞膜造成损伤$因而发酵过程中平衡诱导强度+菌体

浓度及蛋白表达量之间的关系也是十分关键的%如果能很

好地解决上述问题$获得更好的蛋白表达及更短的发酵周

期$将会对降低角质酶生产成本有重要的意义%
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共表达磷脂酶
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促进葡萄糖异构酶

在大肠杆菌中的胞外表达)
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期 孙益荣等"特异腐质霉角质酶在大肠杆菌中的表达和发酵优化
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