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嗜酸芽孢杆菌普鲁兰酶在大肠杆菌中的

表达及发酵优化
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摘要!为了在
,P

发酵罐水平上提高重组菌
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的普鲁兰酶的表达量和胞外分

泌!将嗜酸芽孢杆菌普鲁兰酶&

S0/&EE4G0/&()

W

4EE4E

@

>&/4G

'

在大肠杆菌中进行重组表达!并在
,P

发酵罐水平上对重组

菌进行发酵优化!考察了发酵条件对重组酶表达的影响#重

组菌发酵的最佳条件为%发酵前期菌体生长温度和
J

W

分别为

,)Y

和
<:)

!当菌体浓度
"X

-))

达到
')

时!发酵温度降低至

('Y

!此时调节
J

W

为
-:(

!同时开始流加乳糖)

):&

H

(&

P

*

C

'+

进行诱导$在发酵过程中!当菌体浓度
"X

-))

依次达到
*'

!

&'

!

<'

时!分别加入浓度为
*:'

H

(

P

的甘氨酸!当菌体
"X

-))

为
*)'

时!再加入浓度为
,

H

(

P

的甘氨酸#发酵结束后普鲁兰酶的

胞外酶活达
-'.:)[

(

0P

!最高总酶活达
*.*):*[

(

0P

!与摇

瓶的初始总酶活&

&*:*[

(

0P

'和胞外酶活&

-:'[

(

0P

'相比!

分别提高了
&':&

倍和
*))

倍#

关键词!普鲁兰酶$重组表达$发酵优化$
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普鲁兰酶是一种脱支酶%能够专一地水解支链淀粉!或

普鲁兰多糖等相关聚合物#中
!

%*

%

-%

糖苷键+

*

,

%所以普鲁兰

酶在淀粉加工工业得到了广泛的应用&普鲁兰酶与淀粉水

解酶!

!

%

淀粉酶*

"

%

淀粉酶#复配使用时%淀粉质原料的利用率

明显提高%对节约成本和提高产物转化率有重要意义%因此

普鲁兰酶是淀粉加工中不可或缺的非大宗关键酶制剂+

(\,

,

&

早期国内外有关普鲁兰酶的研究主要集中在菌株的筛

选上+

&\-

,

%许多产普鲁兰酶的微生物被发现%但由于多数的

野生菌株发酵产普鲁兰酶的酶活较低%限制了其在工业上的

应用&因此%对野生菌来源的普鲁兰酶在工程菌中进行异源

表达%以提高蛋白表达量%成为目前研究主流&至今已从多

)(



种微生物中克隆出普鲁兰酶基因并对其进行异源表达+

<\=

,

%

但重组后的普鲁兰酶表达仍存在产量低或不能有效分泌的

问题&为解决此类问题%

V519

等+

.

,通过分阶段控制发酵温

度和添加甜菜碱的方法%使普鲁兰酶的可溶性表达量和胞外

分泌得到显著提高&

a;5

等+

*)

,通过流加甘氨酸使普鲁兰酶

的胞外酶活提高了
((:-

倍&来源于
S0/&EE4G0/&()

W
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>&/4G

的普鲁兰酶具有良好的酶学性质!耐酸%耐热#%最适

温度
-)Y

%最适
J

W':)

%可以和多种淀粉水解酶复配使用%

能够满足淀粉工业应用的要求&大肠杆菌表达系统具有蛋

白表达水平高*易于高密度发酵等众多优点+

**

,

%已有多达

-)R

的重组蛋白在大肠杆菌系统中进行表达+

*(

,

&
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等+
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,在大肠杆菌中重组表达来源于
S0/&EE4G0/&'
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的普鲁兰酶%并在
'P

发酵罐水平进行发酵%

在发酵温度
()Y

条件下酶活达
**'-[

)

0P

$其诱导温度过

低无法在工业上实现大规模生产$针对此问题%本研究拟将

S0/&EE4G0/&()

W
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@

>&/4G

普鲁兰酶在大肠杆菌中进行重组表

达%并对重组菌进行
,P

发酵罐发酵优化%在本研究中采用工

业生产上可实现的发酵温度
('Y

%大幅度提高了普鲁兰酶的

表达量和胞外酶活%以期为普鲁兰酶的工业应用提供参考&

*
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材料与方法
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材料
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菌株和质粒

大肠杆菌
P=/)E&_@*).

和
+P(*

!
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#"本实验室保藏$

带有
#/)

*

和
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+

酶切位点的重组质粒
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"由上海捷瑞公司合成%其中普鲁兰酶基因
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培养基

摇瓶
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培养基"
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%甜菜碱
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%工

业酵母粉
(
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)
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%工业蛋白胨
*

H

)

P

%甘油
=

H

)

P

%微量金属液

*)0P

%甜菜碱
'
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P

$

发酵罐补料培养基"

@

H

$U

&

-
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)

P

%工业酵

母粉
&:=

H

)

P

%甘油
-))

H

)

P

%工业蛋白胨
(:&

H

)

P

&

*:*:,

!

主要试剂

#/)

*

和
3&*K

+

"分子级%宝生物工程!大连#有限公司$

普鲁兰多糖"分析纯%东京化成工业株式会社$

甘氨酸"分析纯%国药化学试剂有限公司&

*:*:&

!

主要仪器

发酵罐"

+2;X3;

)

7D332SD9**'

型%德国
/

JJ

D9K;EO?+$

公司$

高效液相色谱系统"安捷伦
*())

型%美国
"

H

23D94

公司&

*:(

!

试验方法

*:(:*

!

摇瓶培养
!

将菌株从甘油管中接种于
P+

培养基中%

在
,< Y

%

())E

)

029

下培养
=C

&以
'R

的接种量转接至

')0PB+

培养基内%在
())E

)

029

%

,<Y

下%

"X

-))

为
*:)

#

*:(

时%加入
):)'00;3

)

P

的
QTBS

诱导%

('Y

培养
&=C

&

*:(:(

!

发酵罐培养
!

!

*

#种子培养"将菌株从甘油管中接种至
*))0PP+

培

养基中%

,<Y

%

())E

)

029

下培养
=

#

.C

&

!

(

#

,P

发酵罐培养"将种子培养液按
*)R

接种量接种

至发酵罐中%加入终浓度为
*))

"

H

)

0P

的氨苄霉素%初始温

度设定为
,)Y

或
,<Y

%维持溶氧
,)R

%通过补加氨水来维

持
J

W

为
<:)

&当发酵罐中甘油耗尽%溶氧快速反弹时%开始

流加补料培养基&当
"X

-))

分别达到
('

%

')

%

<'

时%降温至

('Y

%此时调节
J

W

到
-:(

%同时以一定流速流加乳糖进行诱

导%期间用
()R

的磷酸和氨水控制
J

W

为
-:(

&在发酵过程

中%当
"X

-))

达到
*'

%

&'

%

<'

%

*)'

时%根据试验需要补加一定

量的甘氨酸&

*:,

!

分析方法

*:,:*

!

普鲁兰酶酶活力的测定
!

将
):*0P

稀释一定倍数的

普鲁兰酶液!空白加高温灭活的普鲁兰酶#加入到
*:.0P

的

普鲁兰多糖溶液中%

-)Y

反应
*)029

%加入
,0P

的
V?$

溶液

终止反应后%在沸水中反应
<029

%加去离子水补足
*'0P

&在

'&)90

波长处测吸光值&普鲁兰酶酶活定义为"每分钟生成

*

"

0;3

还原糖的酶量定义为一个酶活力单位&

*:,:(

!

甘氨酸含量的测定
!

将待测发酵液在
*()))E

)

029

离心
' 029

%弃沉淀%在上清液中按
*

"

*

的体积比加入

*))

H

)

P

的三氯乙酸&充分混匀后%在室温下静置
(C

%

*()))E

)

029

下离心
&)029

%将离心后的上清液过滤%所得

样品即可用于高效液相!

WTP!

#检测&

色谱条件"色谱柱
"

H

23D94/732

J

LDbV+%!

*=

!

(')00 l

&:-00

#%柱温
&)Y

%流速
):=0P

)

029

%检测器为紫外检测

器%检测波长
,,=90

%洗脱方式为梯度洗脱&

(

!

结果与分析
(:*

!

重组菌株的构建与发酵

将质粒
J

/B()G

!

c

#

%S0

W

4E"

热激转化
P=/)E&+P(*

!

V/,

#感受态%涂布于带有氨苄霉素抗性的平板%挑选单菌

落至
*)0PP+

培养基中%培养
=C

提取质粒%并用
#/)

*

和

3&*K

+

进行双酶切验证%结果见图
*

&从图
*

!

1

#可知%电泳

@:

蛋白
@1EMDE

!

())MV1

#

!

*:

胞外上清
!

(:

胞内上清

图
*

!

重组大肠杆菌的构建和重组普鲁兰酶的
$V$%T"S/

X2

H
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!
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条带与理论值一致%表明重组质粒转化宿主菌成功%得到重

组菌
P=/)E&+P(*

!

V/,

#)

J

/B()G

!

c

#

%S0

W

4E"

&将该菌株

进行摇瓶发酵%培养
&=C

后取发酵液进行离心*破壁&胞外

上清和胞内上清中的最高酶活分别为
-:'

%

,':-[

)

0P

%最高

总酶活为
&*:*[

)

0P

&将胞外上清*胞内上清进行蛋白电泳

检测+见图
*

!

G

#,%条带大小均与重组蛋白理论分子量!约

*)(MV1

#一致%表明来源于
S0/&EE4G0/&()

W

4EE4E

@

>&/4G

的普

鲁兰酶在大肠杆菌中成功表达&

(:(

!

生长阶段温度对重组菌生长和产酶的影响

在
,P

发酵罐高密度发酵生产重组普鲁兰酶的过程中%

本研究对重组菌生长阶段分别采取不同的培养温度以探究

温度对重组菌生长及产酶的影响%结果见图
(

&重组菌生长

阶段的温度分别为
,)

%

,<Y

%诱导温度均为
('Y

&与起始

发酵温度
,<Y

相比%起始发酵温度在
,)Y

条件下最终菌体

生物量!

"X

-))

#略低%见图
(

!

1

#&从图
(

!

G

#

#

!

K

#可知%与生

长阶段温度为
,<Y

相比%在生长阶段温度为
,)Y

条件下更

有利于产酶%该条件下普鲁兰酶的最高胞内酶活和胞外酶活

分别达
-=&:*

%

(&):*[

)

0P

%最高总酶活为
=.):-[

)

0P

&据

报道%

J

/B%()G

!

c

#质粒在表达外源蛋白时往往伴随着目的

蛋白的本底表达+

**

,

%重组大肠杆菌在较低温度下的生长会

通过减少形成无活性的包涵体来提高可溶性蛋白的比

例+

*&

,

%而在较高的生长温度下目的蛋白的本底表达会引起

宿主细胞的应激反应%这种应激反应最终导致目的蛋白形成

聚集体并在细胞内积累%这对发酵后期菌体的产酶不利+

**

,

&

因此%在发酵过程中控制菌体的生长阶段温度为
,)Y

&

(:,

!

诱导阶段
J

W

对重组菌生长和产酶的影响

大肠杆菌生长过程中%

J

W

过高或者过低%都会导致菌体

生长异常%需要控制
J

W

范围以保证菌体正常生长和产酶&

因此%本研究在分别控制诱导阶段
J

W

为
-:(

%

<:)

的条件下%

考察了
J

W

对重组菌生长和产酶的影响%结果见图
,

&

在重组菌的摇瓶发酵过程中%当发酵液的
J

W

%

<:)

时%

普鲁兰酶的酶活力迅速下降%在
&=C

发酵结束后%酶活仅为

,:([

)

0P

+见图
,

!

1

#,&若在发酵过程中%每隔一段时间%通

过添加
()R

磷酸以维持发酵液的
J

W

在
-:(

#

<:)

%普鲁兰酶

的活力会随着发酵时间的延长而增加%普鲁兰酶的酶活最高

达
()*:)[

)

0P

&重组普鲁兰酶的最适
J

W

为
':)

%当
J

W

过

高时%重组酶酶活显著下降+

*'

,

&从图
,

!

G

#中可以看出%重组

酶在室温放置
&=C

后%

J

W-:(

下的该酶残余酶活显著高于

J

W<:)

的&综上%发酵液
J

W

维持在
-:(

最佳&

从摇瓶发酵结果可以看出%诱导阶段发酵液的
J

W

显著

影响重组菌产酶%因此在重组菌
,P

发酵罐发酵过程中需对

诱导阶段的
J

W

进行优化&与诱导阶段发酵液
J

W

为
<:)

时

相比%

J

W

为
-:(

%尽管菌体生物量有所降低+见图
,

!

7

#,%但是

在该条件下普鲁兰酶最高胞内酶活+见图
,

!

K

#,*胞外酶活

+见图
,

!

D

#,和总酶活+见图
,

!

O

#,分别是
J

W<:)

条件下的

*:*(

%

*<:-'

%

*:&)

倍&

(:&

!

乳糖流加速率对重组菌生长和产酶的影响

鉴于乳糖诱导强度对目的蛋白表达有重要影响%本研究

对乳糖流加速率进行了优化%结果见图
&

&从图
&

!

1

#可知%

当乳糖流加速度为
):(

%

):&

H

)!

P

-

C

#时%最高菌体浓度

图
(

!

生长阶段温度对重组菌生长和产酶的影响
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图
,

!J

W

对重组菌生长和产酶的影响以及室温下重组普鲁兰酶的
J

W

稳定性

X2

H

5ED,

!

/OOD74;O

J

W;9"X

-))

19K

J

53353191LD

J

E;K5742;92929K5742;9L41

H

D19K

J

WL41G2324

8

;O

ED7;0G29194

J

53353191LD14E;;04D0

J

DE145ED

!

"X

-))

#分别为
*(.

%

*()

$而当乳糖流加速率为
):-

H

)!

P

-

C

#

时%菌体浓度!

"X

-))

#显著降低%说明低诱导强度对重组菌生

长影响较小%而较高的诱导强度则可能由于代谢压力大而导

致菌体浓度降低&由图
&

!

G

#

#

!

K

#可以看出%乳糖的流加速

率对重组菌产酶也有显著影响%诱导强度过低或过高都不利

于产酶%最佳的乳糖流加速率是
):&

H

)!

P

-

C

#%在此条件下%

普鲁兰酶的最高胞内酶活和胞外酶活分别达到
-=&:*

%

(&):*[

)

0P

%总酶活达到
=.):-[

)

0P

&

(:'

!

诱导时间对重组菌生长和产酶的影响

诱导时间也是影响大肠杆菌表达重组蛋白的条件之一%

合适的诱导时间既可使菌体高效生长%又不影响目的蛋白的

产量+

*-

,

&本研究发现%尽管在菌体
"X

-))

为
*'

时%向发酵液

中加入
<:'

H

)

P

甘氨酸%但是胞外分泌效率依然较低&因此%

分别在菌体浓度
"X

-))

达到
('

%

')

%

<'

时开始诱导%考察了诱

导时间对重组菌生长和产酶的影响%结果见图
'

&

从图
'

可知%当诱导
"X

-))

为
('

%

')

时%重组菌最终生物

量均较低%而当诱导
"X

-))

为
<'

时%菌体浓度显著提高&在

重组菌产酶过程中%诱导
"X

-))

为
('

时%菌体产酶最低%可能

是菌体浓度较低时诱导易导致菌体过早产酶%因而不利于菌

体的良好生长%最终影响产酶%重组酶酶活偏低&当诱导

"X

-))

为
')

时%重组普鲁兰酶的最高胞内酶活和胞外酶活分

别为
-=&:*

%

(&):*[

)

0P

%总酶活达到
=.):-[

)

0P

$在诱导

"X

-))

为
<'

时%重组酶酶活下降%可能是在菌体浓度过高时

诱导%菌体的细胞膜通透性变差%不利于目的蛋白的转运&

综合菌体生长和产酶情况%最佳诱导时间为
"X

-))

达到

')

时&

(:-

!

分批加入甘氨酸对重组菌生长和产酶的影响

虽然通过以上多个条件的优化%普鲁兰酶的表达量得到

了大幅度提高%但是大部分蛋白都位于周质空间%并未分泌

到胞外&可能是由于
J

/B%()G

!

c

#载体上的
TD3+

信号肽主

,(
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要用于外源蛋白在周质空间的积累%难以到达胞外$或者所

用条件不利于重组酶分泌+

<

,

&为了提高胞外表达水平%需要

研究增强胞外分泌的方法%本研究尝试加入甘氨酸以提高胞

外酶活&文献+

*<

,报道%在培养基中添加一定浓度甘氨酸有

助于普鲁兰酶的胞外分泌%而高浓度!

%

'

H

)

P

#的甘氨酸则

会抑制菌体生长&因此%通过分批加入适量的甘氨酸以维持

图
&

!

乳糖流加速度对重组菌生长和产酶的影响
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发酵液中的甘氨酸浓度在
*

#

'

H

)

P

%可能达到既不影响菌体

生长%又能促进目的蛋白胞外分泌的目的&甘氨酸优化的具

体策略如下"

$

在菌体浓度
"X

-))

依次达到
*'

%

&'

%

<'

时分

别加入浓度为
*:'

H

)

P

的甘氨酸%菌体浓度
"X

-))

达到
*)'

时%再加入浓度为
,

H

)

P

的甘氨酸$

%

在菌体浓度
"X

-))

依

次达到
*'

%

&'

%

<'

时分别加入浓度为
(:'

H

)

P

的甘氨酸%菌体

浓度
"X

-))

达到
*)'

时%再加入浓度为
'

H

)

P

的甘氨酸$

&

在菌体浓度
"X

-))

依次达到
*'

%

&'

%

<'

时分别加入浓度为

&

H

)

P

的甘氨酸%菌体浓度
"X

-))

达到
*)'

时%再加入浓度为

=

H

)

P

的甘氨酸%结果见图
-

&

从图
-

可知%与策略
%

和策略
&

相比%在策略
$

的条件

下%菌体浓度和胞内酶活*胞外酶活以及总酶活均为最高&

在此策略下加入到发酵液中的甘氨酸浓度较低%在之后的短

时间内甘氨酸即被耗尽+见图
-

!

D

#,%表明加入低浓度的甘氨

酸可在不影响重组菌生长的同时促进重组酶的胞外分泌$最

终最高胞外酶活和胞内酶活分别达到
-'.:)

%

*,,*:([

)

0P

%

最高总酶活为
*.*):*[

)

0P

&甘氨酸能使细胞膜的通透性

增强%有效促进目的蛋白分泌%但较高浓度的甘氨酸易导致

菌体生长受到抑制%菌体浓度和产酶也随之降低&研究结果

表明%分批加入适宜浓度的甘氨酸可有效促进普鲁兰酶的胞

外分泌%从而提高普鲁兰酶的可溶性表达%因此%采用策略
$

来提高重组普鲁兰酶可溶性表达和胞外分泌是可行的&

,

!

结论
本研究的目的是在

,P

发酵罐水平上提高重组菌
P=

/)E&+P(*

!

V/,

#)

J

/B()G

!

c

#

%S0

W

4E"

的普鲁兰酶的表达

量和胞外分泌&重组蛋白在大肠杆菌中的表达会受到多因素

的影响%如发酵过程中的温度*

J

W

和诱导浓度等&经过以上

策略的优化%重组普鲁兰酶的最高总酶活达到
*.*):*[

)

0P

%

与摇瓶最高总酶活相比%提高了
.:'

倍&在后续研究中%还

图
-

!

甘氨酸浓度对重组菌生长产酶的影响以及发酵液中甘氨酸残余浓度
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可通过选择其他表达载体%以减少重组酶本底表达$或者优

化信号肽%以期获得高效的重组蛋白胞外分泌效率%为普鲁

兰酶的工业应用提供依据&
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