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大肠杆菌高效表达屎肠球菌纤维素结合域

谷氨酸脱羧酶的条件优化
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关键词!纤维素结合域'谷氨酸脱羧酶'表达'屎肠球菌'

大肠杆菌'培养条件
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酶易受杂蛋白干扰'不能回收利用'是造成应用成本居高

不下的重要原因(固定化酶可克服游离酶的缺点'但固定

化酶制备方法的实用性-酶活回收率-稳定性和成本等问

题也严重制约着固定化酶的应用(因此'通过基因工程技

术构建工程菌高效表达
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'特别是在
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中引入对特

定载体具有特异吸附的亲和标签'实现低成本固定化酶生
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丰富'价格低廉'化学惰性'对大多数蛋白质非特异性亲

和力低'是一种优质的载体(大多数纤维素降解酶包含
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效表达条件'尚鲜见报道(田口试验设计法是日本田口

玄一在费歇尔多元配制法试验设计的基础上开发的试验

技术'通过对两批次试验结果的均值分析和信噪比分析'

能较好地预测和优化工程条件(本试验拟以固定化酶特

异性评价
*̀ '.F+'

酶活的方法'采用田口试验设计法对

大肠杆菌高效表达屎肠球菌
*̀ '.F+'

条件进行探讨'以

期为相关酶工程研究提供借鉴和理论依据(

#

!

材料与方法

#;#

!

材料与试剂

AB712*F'Y**2"((0

$本试验自行构建的可表达屎

肠球菌
*̀ '.F+'

融合酶的工程菌株'作为专利菌种保藏

于广东省微生物菌种保藏中心&

#

.

氨基丁酸#质量分数
'

11O

%-异硫氰酸苯酯#

>

:?.

L

G

76K<C:6<9

G

5L5C?

'

IJP*

%和
0p.

磷 酸 吡 哆 醛 #

>G

@6A<B57

0p.

>

:<K

>

:5C?

'

IHI

%$美国
-6

V

45

公司&

乙腈-乙酸-三乙胺$色谱纯'美国
P3'J+

公司&

氨苄青霉素#

+4

>

696776L

'

+4

>

%$钠盐'美国药典级'

生工生物工程#上海%有限公司&

其他试剂$生化试剂或分析纯试剂'市售&

再 生 无 定 形 纤 维 素 #

@?

V

?L?@5C?A 54<@

>

:<=K

9?77=7<K?

'

,+*

%$参照文献+

!E

,制备&

H̀

培养基#

H=@65.̀?@C5L6

%$参照文献+

!$

,配制'略有改

变'配方为胰蛋白胨
#"

V

*

H

-酵母膏
0

V

*

H

-

M5*7#"

V

*

H

-

G.

谷氨酸一钠#

4<L<K<A6=4

V

7=C545C?

'

Y-F

%

#"

V

*

H

-

+4

>

";#

V

*

H

'

>

UE;"

&

M̀

#

L=C@6?LCQ@<C:

'营养肉汤%培养基$参照文献+

!$

,

配制'略有改变'配方为牛肉膏
)

V

*

H

-蛋白胨
#"

V

*

H

-

M5*70

V

*

H

-

Y-F#"

V

*

H

-

+4

>

";#

V

*

H

'

>

UE;"

&

P%F

#

P@

G>

C<L?.%?5KC?BC@59C.F7=9<K?

%培养基$参照

文献+

!1

,配制'略有改变'配方为胰蛋白胨
0

V

*

H

-酵母膏

0

V

*

H

-葡萄糖
#"

V

*

H

-

Y-F#"

V

*

H

-

+4

>

";#

V

*

H

'

>

UE;"

&

I-̀

#

>

?

>

C<L?.K=9@<K?.Q??S?BC@59C

%培养基$参照文献

+

#"

,配制'略有改变'配方为蛋白胨
#0

V

*

H

-牛肉膏

#"

V

*

H

-蔗糖
#!;0

V

*

H

-乙酸钠
2

V

*

H

-

Y-F#"

V

*

H

-吐温

$"#;"

V

*

H

-

+4

>

";#

V

*

H

'

>

UE;"

&

上述培养基按照配方配制'分装于规格
!0"4H

三角

瓶'每瓶
#!"4H

'

#!#a

灭菌
!"46L

'冷却并于临用前加

入
+4

>

(

#;!

!

仪器与设备

高效液相色谱仪$

#!""-?@6?K

型'配置
F#)0(+

四元

梯度泵-

F#)#2+

柱温箱-

F#)#(̀

可变波长紫外检测器-

*:?4KC5C6<L

工作站'美国安捷伦公司&

恒温震荡培养箱$

UgN.&#""

型'金坛市精达仪器制

造有限公司&

台式高速冷冻离心机$

PFH#2Y

型'盐城市凯特实验

仪器有限公司&

冷冻水浴恒温振荡器$

-U+.!

型'江苏省金坛市三和

仪器有限公司&

电子分析天平$

+\h#!"

型'日本
-:645AX=

公司(

#;)

!

方法

#;);#

!

粗酶液提取与
,+*.*̀ '.F+'

制备
!

将
AB712*

F'Y**2"((0

发酵液
#!"4H

于
(a

-

$0""@

*

46L

离心

#046L

'收集菌体'加入
)"4H

生理盐水'搅拌分散洗涤

菌体'再次离心收集菌体'然后加入
>

U$;"

-

0"44<7

*

H

P@6K.U*7

缓冲液
#"4H

'冰水浴中
(""h

超声波破碎细

胞#工作
0K

'冷却
0K

'全程
0"46L

%(将细胞破碎液于

$0""@

*

46L

-

(a

离心
#046L

'上清液即为粗酶提取液(

取
$ 4H

粗酶提取液与
";2

V

湿
,+*

混合'

)" a

-

0"@

*

46L

振荡
#046L

'滤出液体'即可获得
,+*

固定化

*̀ '.F+'

#表示为
,+*.*̀ '.F+'

%'然后采用
>

U$;"

-

0"44<7

*

HP@6K.U*7

缓冲液
("4H

分
0

次洗涤
,+*.

*̀ '.F+'

'再采用生理盐水
(" 4H

分
0

次洗涤
,+*.

*̀ '.F+'

'抽滤去除洗涤液'即为纯
,+*.*̀ '.F+'

(

"#

基础研究
&\M'+Y3MP+H,3-3+,*U

总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



#;);!

!

F+'

活力测定
!

为了减少
*̀ '.F+'

制备过程的

损失和宿主菌
AB712*

自身基因组表达的
F+'

的影响所

造成的误差'本试验通过测定
,+*.*̀ '.F+'

活力评价

*̀ '.F+'

融合酶的表达情况(

将
,+*.*̀ '.F+'";!

V

与
>

U (;$

-

";!0 4<7

*

H

G.F7=

溶液#溶于
";!4<7

*

H

乙酸盐缓冲液'含
";!44<7

*

H

IHI

%

#"4H

混合'

("a

-

$"@

*

46L

水浴振荡反应
)"46L

'

立即吸取反应液
";04H

与无水乙醇
";04H

混合终止反

应'

$0""@

*

46L

离心
#046L

'取上清液采用
UIH*

测定

F+̀ +

(

F+'

活力单位定义为$在上述测定条件下
#46L

生

成
#

#

4<7F+̀ +

所需要的酶量为
#

个酶活单位#

\

%(以

单位质量
,+*.*̀ '.F+'

所具有的
F+'

酶活#

\

*

V

%或

以
F+'

酶活最高的试验组
,+*.*̀ '.F+'

平均酶活为

#""O

计算相对酶活#

O

%表示(

#;);)

!

UIH*

测定
F+̀ +

!

参照文献+

!1

,进行测定(

UIH*

色谱条件为$

gZ,̀ +_3976

>

K?_'̀ *

#$

#

(;244c

!0"44

'

0

#

4

%色谱柱&检测波长
!0(L4

&进样量
!"

#

H

'

柱温
!0a

(

#;);(

!

种子液的制备
!

吸取
b!0 a

甘油保藏
AB712*

F'Y**2"((0

菌 种
# 4H

'接 入
H̀

培 养 基'

)E a

-

#!"@

*

46L

振荡培养
#!:

(

#;);0

!

,+*

添加量对
*̀ '.F+'

固定化的影响
!

将粗酶

提取液
$4H

分别与
";!

'

";(

'

";2

'

";$

'

#;"

V

,+*

进行固

定化制备
,+*.*̀ '.F+'

'并测定其活力(根据
,+*.

*̀ '.F+'

最大总酶活对应的
,+*

用量乘以安全系数
)

确定试验所需
,+*

用量'以保证吸附载体充裕'最大限

度吸附回收
*̀ '.F+'

(

#;);2

!

不同培养基对
*̀ '.F+'

表达的影响
!

分别取

AB712*F'Y**2"((0

种子液
!4H

接入
#!"4HH̀

培养

基-

M̀

培养基-

P%F

培养基-

I-̀

培养基'

)Ea

-

#!"@

*

46L

振荡培养
!(:

(收集细胞'制备
,+*.*̀ '.F+'

并测定

其活力(

#;);E

!

Y-F

添加量对
*̀ '.F+'

表达的影响
!

分别取

AB712*F'Y**2"((0

种子液
!4H

接入
Y-F

添加量分

别为
";"

'

!;0

'

0;"

'

E;0

'

#";"

'

#!;0

V

*

H

的
#!"4H

-

>

U0;0

的
H̀

培养基'

)Ea

-

#!"@

*

46L

振荡培养
!(:

(收集细

胞'制备
,+*.*̀ '.F+'

并测定其活力(

#;);$

!

+4

>

对
*̀ '.F+'

表达的影响
!

按种子液制备方

法'将
AB712*F'Y**2"((0

在不含
+4

>

的
H̀

培养基

中连续转接
0

批次作为种子液'然后吸取
! 4H

接入

#!"4H

不含
+4

>

的
H̀

培养基'

)Ea

-

#!"@

*

46L

振荡

培养
!(:

(收集细胞'制备
,+*.*̀ '.F+'

并测定其活

力(以含
";#

V

*

H+4

>

的
H̀

培养基按照同样操作作为

对照(

#;);1

!

培养基初始
>

U

值对
*̀ '.F+'

表达的影响
!

分

别取
AB712*F'Y**2"((0

种子液
!4H

接入
#!"4H

初

始
>

U

分别为
0;"

'

0;0

'

2;"

'

2;0

'

E;"

'

E;0

'

$;"

的
H̀

培养

基'

)E a

-

#!"@

*

46L

振荡培养
!(:

(收集细胞'制备

,+*.*̀ '.F+'

并测定其活力(

#;);#"

!

培养温度对
*̀ '.F+'

表达的影响
!

分别取

AB712*F'Y**2"((0

种子液
!4H

接入
#!"4HH̀

培

养基'分别于
)#

'

)(

'

)E

'

("

'

() a

'

#!"@

*

46L

振荡培养

!(:

(收集细胞'制备
,+*.*̀ '.F+'

并测定其活力(

#;);##

!

转速对
*̀ '.F+'

表达的影响
!

分别取
AB712*

F'Y**2"((0

种子液
!4H

接入
#!"4HH̀

培养基'在

)Ea

分别于
"

'

$"

'

#""

'

#!"

'

#("@

*

46L

振荡培养
!(:

(

收集细胞'制备
,+*.*̀ '.F+'

并测定其活力(

#;);#!

!

发酵时间对
*̀ '.F+'

表达的影响
!

分别取

AB712*F'Y**2"((0

种子液
!4H

接入
#!"4HH̀

培

养基'

)Ea

-

#!"@

*

46L

分别振荡培养
#!

'

!(

'

)2

'

($

'

2":

(

收集细胞'制备
,+*.*̀ '.F+'

并测定其活力(

#;);#)

!

田口试验设计
!

结合单因素试验结果选择
H̀

培

养基'以
>

U

-胰蛋白胨和酵母膏为考察因素'采用

Y6L6C5Q#0

软件选择田口试验设计法进行优化(以两批

次重复试验的结果作为响应值'采用田口试验分析的望

大法分析均值和信噪比'从而确定各因素的最优水平(

根据单因素试验结果'各组试验培养基中均未添加
Y-F

和
+4

>

'

M5*7

添加量均为
#"

V

*

H

(规格为
!0"4H

三角

瓶装液量
#!"4H

'

#!#a

灭菌
!"46L

(

#;);#(

!

数据处理与分析
!

利用
J̀ Y-I---C5C6KC69K#1;"

软件采用单因素方差分析#

+MẐ +

%的最小显著差数法

#

H-'

%进行统计分析(图表中英文字母相同表示两组间

差异不显著#

I

"

";"0

%'英文字母不同表示两组间差异显

著#

I

$

";"0

%(

!

!

结果与分析
!;#

!

,+*

添加量对
*̀ '.F+'

固定化的影响

当大肠杆菌存在外源酶的同工酶时'由于酶活测定

无法区分同工酶的各自活力'对外源酶的高效表达条件

研究造成非常大的困扰'无从确定优化的结果是有利于

自身的天然酶表达还是有利于外源酶的表达(虽然在理

论上'可采用宿主菌作为对照'以工程菌表达的同工酶的

总酶活扣除宿主菌表达的天然酶的酶活'作为工程菌表

达的外源酶的酶活'但是转化了外源酶的重组质粒后'质

粒对宿主菌天然酶基因的表达是否具有影响尚未知'因

此以宿主菌作为对照'研究外源酶的表达条件并不可取(

由于
,+*

对含有
*̀ '

的融合酶具有很强的特异性吸附

性能'因此本试验先采用
,+*

将
*̀ '.F+'

与大肠杆菌

自身的
F+'

天然酶和其他杂蛋白分离'再通过测定固定

化酶
,+*.*̀ '.F+'

活性'可解决
AB712*

的
F+'

天然

酶对酶活力测定的干扰(但是'由于表达条件优化中不

##

#

<̂7;)0

"

M<;E

杨胜远等!大肠杆菌高效表达屎肠球菌纤维素结合域谷氨酸脱羧酶的条件优化



同条件下
*̀ '.F+'

的量存在差异'因此必须具有充足的

,+*

以保证能最大限度地将不同批次的粗酶液
*̀ '.

F+'

完全吸附(

从图
#

可见'当
";!

V

,+*

与
$4H*̀ '.F+'

粗酶

液混合'

,+*.*̀ '.F+'

总酶活已达最大值'继续增加

,+*

'

,+*.*̀ '.F+'

总酶活基本恒定'与
";#

V

,+*

试

验组差异显著#

I

$

";"0

%'而与其他各组差异不显著#

I

"

";"0

%(结果说明
";!

V

,+*

已能将
$4H*̀ '.F+'

粗

酶液的
*̀ '.F+'

完全吸附(为了能保证
,+*

充足'试

验预设安全系数为
)

'即选择
";2

V

,+*

用于
$4H

粗酶

液
*̀ '.F+'

的固定化(

图
#

!

,+*

添加量对
*̀ '.F+'

固定化的影响

&6

V

=@?#

!

3SS?9C<S54<=LC<S,+*<LC:?

644<Q676X5C6<L<S*̀ '.F+'

!;!

!

培养基对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

从图
!

可知'以
H̀

-

M̀

-

P%F

-

I-̀

培养基发酵的

AB712*F'Y**2"((0

均可表达
*̀ '.F+'

融合酶'其中

以
H̀

培养基发酵表达
*̀ '.F+'

最高'与其他试验组差

异极显著#

I

$

";"#

%&与
H̀

培养基相比'

M̀

-

P%F

-

I-̀

培养 基 获 得 的
,+*.*̀ '.F+'

相 对 酶 活 仅 分 别 为

#

E(;#(D!;(2

%

O

'#

";10D";!!

%

O

'#

E$;"(D2;E(

%

O

(结

果表明'

H̀

培养基更适宜
AB712* F'Y**2"((0

表达

*̀ '.F+'

(

!;)

!

Y-F

添加量对
*̀ '.F+'

表达的影响

由图
)

可见'

Y-F

添加量为
";"

"

#!;0

V

*

H

时
,+*.

*̀ '.F+'

活力基本一致'无显著性差异#

I

"

";"0

%'说明

图
!

!

不同培养基对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

&6

V

=@?!

!

3SS?9C<SA6SS?@?LC4?A6=4<LC:??B

>

@?KK6<L

<SS=K6<L*̀ '.F+'

图
)

!

G.

谷氨酸钠对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

&6

V

=@?)

!

3SS?9C<S5AA6C6<L54<=LC<SY-F<LC:?

?B

>

@?KK6<L<SS=K6<L*̀ '.F+'

Y-F

对
AB712*F'Y**2"((0

表达
*̀ '.F+'

融合酶无

影响(因此'选择不添加
Y-F

(

Y-F

是
F+'

催化反应底物'可以在
F+'

催化下发

生脱羧作用而减轻质子对细胞的危害'因此为了通过

Y-F

的诱导或抗酸作用而提高
F+'

的表达'常在培养

基中添加
Y-F

+

#"

'

)"b)#

,

(本试验表明
Y-F

对
AB712*

F'Y**2"((0

工程菌产
*̀ '.F+'

无影响'其原因可能

是本试验构建的
AB712*F'Y**2"((0

工程菌采用胁迫

诱导型启动子
N

8

M

16

'

Y-F

对其无诱导作用'同时培养条

件为弱酸环境'对
AB712*

细胞影响不大'通过
Y-F

脱羧

抗酸的生理效应不显著(

!;(

!

+4

>

对
*̀ '.F+'

表达的影响

基因工程菌容易丢失质粒'通常需要在培养基中添

加与工程菌抗性标记相对应的抗生素以防止质粒丢

失+

!0

'

)#b))

,

(然而抗生素价格昂贵'应用成本高'风险大'

不利于工业应用(

AB712* F'Y**2"((0

工程菌携带

#C

M

P

抗性标记'图
(

对
AB712*F'Y**2"((0

工程菌是

否需要在培养基中添加
+4

>

以确保
*̀ '.F+'

正常表

达进行了考察(结果显示
AB712*F'Y**2"((0

工程菌

连续在无
+4

>

的种子培养基中连续转接
0

批次'并在无

+4

>

的培养基中发酵'其表达
*̀ '.F+'

的能力与添加

+4

>

的对照组一致'无显著性差异#

I

"

";"0

%(结果表

明'

AB712*'U0

&

.HM-&"!

工程菌性能稳定'培养基不需

添加氨苄青霉素(

图
(

!

氨苄青霉素对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

&6

V

=@?(

!

3SS?9C<S54

>

696776L<LC:??B

>

@?KK6<L<S

S=K6<L*̀ '.F+'

$#

基础研究
&\M'+Y3MP+H,3-3+,*U

总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



!;0

!

培养基初始
>

U

值对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

图
0

显示'培养基的初始
>

U

对
*̀ '.F+'

的表达影

响较大(培养基初始
>

U

为
0;0

和
2;"

时'

,+*.*̀ '.

F+'

相对酶活较大'随着培养基初始
>

U

降低或增高'

,+*.*̀ '.F+'

相对酶活均逐渐下降(虽然统计分析结

果表明'

>

U0;0

试验组与
>

U2;"

试验组之间无显著性差

异#

I

"

";"0

%'但
,+*.*̀ '.F+'

相对酶活的平均值最

高'因此选择培养基的初始
>

U

为
0;0

(

图
0

!

初始
>

U

对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

&6

V

=@?0

!

3SS?9C<S6L6C657

>

UR57=?<LC:??B

>

@?KK6<L<S

S=K6<L*̀ '.F+'

!!

AB712*

通常在中性环境生长较好'但本试验表明培

养基的初始
>

U

为
0;0

时更有利于
*̀ '.F+'

的表达'说

明
*̀ '.F+'

的表达与宿主菌的生长并不协同'在偏酸性

条件下更利于胁迫诱导型启动子
N

8

M

16

发挥作用'启动

*̀ '.F+'

的表达(

!;2

!

培养温度对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

由图
2

可见'培养温度低于
)Ea

时'

,+*.*̀ '.F+'

的相对酶活随着温度的升高而增大'当超过
)Ea

'活力

迅速下降'各试验组间差异极显著#

I

$

";"#

%(结果表

明'

AB712*F'Y**2"((0

表达
*̀ '.F+'

融合酶的最适

培养温度为
)Ea

'与
AB712*

适宜生长温度一致(因此'

选择培养温度为
)Ea

(

!;E

!

摇床转速对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

从图
E

可见'随着摇床转速的增加'

,+*.*̀ '.F+'

相对酶活逐渐增加'当超过
#!"@

*

46L

时'继续提高转速'

图
2

!

培养温度对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

&6

V

=@?2

!

3SS?9C<S9=7C=@?C?4

>

?@5C=@?<LC:?

?B

>

@?KK6<L<SS=K6<L*̀ '.F+'

图
E

!

摇床转速对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

&6

V

=@?E

!

3SS?9C<S@<C5C6<LK

>

??A<LC:??B

>

@?KK6<L<S

S=K6<L*̀ '.F+'

,+*.*̀ '.F+'

活力趋于平 稳'

#!"@

*

46L

试 验 组 与

#("@

*

46L

试验组差异不显著#

I

"

";"0

%(因此'选择摇

床转速为
#!"@

*

46L

(

!;$

!

发酵时间对
*̀ '.F+'

表达的影响

图
$

显示'发酵
!(:

'

,+*.*̀ '.F+'

活力最大'继

续延长发酵时间'

,+*.*̀ '.F+'

活力略有下降&

)2

"

2":

内趋于平稳'各试验组差异不显著#

I

"

";"0

%(由于

发酵培养不是同步培养'部分菌体因进入衰亡期而自溶'

而
*̀ '.F+'

融合酶为胞内酶'试验中只收集细胞进行提

取酶'从而造成细胞自溶释放到发酵液中的
*̀ '.F+'

未

被收集'可能是发酵
!(:

后检测的
,+*.*̀ '.F+'

活力

略有下降的原因(选择发酵时间为
!(:

(

图
$

!

发酵时间对
*̀ '.F+'

融合酶表达的影响

&6

V

=@?$

!

3SS?9C<SS?@4?LC5C6<LC64?<LC:??B

>

@?KK6<L

<SS=K6<L*̀ '.F+'

!;1

!

田口试验结果

因素和水平选择详见表
#

'试验设计和试验结果详见

表
!

(因素水平的均值和信噪比分析结果详见图
1

"

#!

和表
(

"

2

(

表
#

!

试验因素与水平

P5Q7?#

!

&59C<@K5LA7?R?7KC5Q7?

水平
+

初始
>

U

`

胰蛋白胨*

#

V

0

H

b#

%

*

酵母膏*

#

V

0

H

b#

%

# 0;" $ (

! 0;0 #" 0

) 2;" #! 2

%#

#

<̂7;)0

"

M<;E

杨胜远等!大肠杆菌高效表达屎肠球菌纤维素结合域谷氨酸脱羧酶的条件优化



表
!

!

田口试验设计及结果

P5Q7?!

!

P5

V

=9:6A?K6

V

L 45C@6BT6C:C:??B

>

?@64?LC57

R57=?K<S,+*.*̀ '.F+'59C6R6C

G

试验号
+ ` *

平均酶活*#

\

0

V

b#

%

试验
#

试验
!

# # # # !E#;() !$!;!)

! # ! ! !$E;#E !1#;##
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