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淀粉

酶在高温酸性条件下的稳定性! 同时改良了催化效率$ 为了实现
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淀粉酶在大肠杆菌
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%中的胞外高效表达!作者尝试采用共表达嗜热放线菌#

<$8:;,=.9.>1 9%751

$角质酶来增强

大肠杆菌膜透性!同时优化诱导策略以提高重组
!!

淀粉酶的胞外表达$首先构建了能同时表达

角质酶和
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淀粉酶的工程菌
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!并将此菌株与能单独表达
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淀粉酶的工程菌
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进行摇瓶和
) &

发酵罐的产酶发酵对比$结果显示!

共表达菌株在胞外产酶方面具有明显的优势$进一步对共表达菌株的诱导条件进行优化!在
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&诱导剂为
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与
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%乳糖条件下!发酵
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后胞外
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淀粉酶最高酶

活力可达
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!是单表达菌株摇瓶发酵水平的
#?2)

倍$ 此时胞外重组
!!

淀粉酶质量

浓度为
?2@# : # &

!重组蛋白质的分泌效率为
@)2#A
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淀粉酶由于其优良的热稳定性而被

广泛的应用于啤酒&酒精&氨基酸及淀粉等工业领

域"#$

'地衣芽孢杆菌"

%&!$''() '$*+,-$."/0$)

$

!%

淀粉酶

"

&'(

$ 在
)* +,-

之间具有较好的热稳定性! 而当

)*

在
+

以下时!

&'(

的热稳定性将明显降低!并且

催化效率也将受到抑制!不能满足酸性条件下淀粉

原料深加工工艺的要求( 在前期工作中!我们通过

分子改造的手段提高了
&'(

在
./ "

&

)* /0/

条件

下的热稳定性! 同时突变体的催化效率也得到提

升!该突变体具有潜在的应用价值"1$

(

大肠杆菌由于遗传背景清晰& 培养成本低廉&

能进行高密度发酵等优势!已被广泛应用于重组蛋

白质的表达及生产"2$

( 相较于胞内表达!胞外表达重

组蛋白质具有很多优势!例如%胞外表达可以提高

重组蛋白质的稳定性和生物活性!并且胞外表达更

加适合工业生产"3%/$

( 作者所在实验室的前期工作中

发现!来源于嗜热放线菌"

123/0"4$.$5& .()*&

$角质

酶具有一定的磷脂酶水解活力!可以适量水解大肠

杆菌细胞膜上的磷脂成分!从而增强大肠杆菌细胞

膜透性!进而提高重组蛋白质的胞外表达效率"/$

( 在

前期工作中!重组大肠杆菌表达
&'(

的
2 '

罐发酵

研究表明!发酵上清液中重组
&'(

的分泌比例仅为

/24

!大量的重组蛋白质仍然残留在细胞内(为了实

现
&'(

的胞外高效表达!作者尝试采用在大肠杆菌

中同时表达角质酶与
&'(

的方式来提高大肠杆菌

细胞膜透性!从而提高
&'(

胞外分泌效率( 随后对

影响大肠杆菌产酶的诱导条件进行优化! 以提高

&'(

的产量(

)56789:%;

载体被设计用来在大肠杆菌中同时

表达两个外源基因! 该载体含有两个多克隆位点!

并且每个多克隆位点是通过
6-

启动子&

'<=

操纵子

和一个核糖体结合位点组成( 因此本研究将采用该

载体在大肠杆菌中同时表达
&'(

和角质酶基因(

)*)

菌株与质粒

含有突变后
%&*$''() '$*2,-$."/0$) !%

淀粉酶基

因的
6)*2,/$*2$& *"'$ &'1;

"

752

$
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菌

株% 由作者所在实验室构建并保藏)

68 *"'$ BC;?.

&

68 *"'$ &'1;

"

752

$菌株及含有角质酶基因的共表达

载体
)56789:%=8:DE<F9

%均由作者所在实验室保藏(
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试剂与培养基

限制性内切酶
G=HI

和
*DEJIII

& 碱性磷酸酶

"

KI(L

$&琼脂糖和标准核酸相对分子质量%均购自

大连宝生物工程有限公司)质粒小提试剂盒和
7G(

回收试剂盒%购自田根生化科技有限公司)蛋白质

标准相对分子质量和蛋白质电泳试剂盒%购自上海

碧云天生物科技有限公司) 异丙基
M#%7%

硫代半乳
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司)酵母粉和蛋白胨%均购自英国
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公司)其他

试剂%均为国产分析纯!购自上海国药集团化学试
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/
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培养条件

!"#"!

摇瓶培养 将重组菌接种至含有相应抗性

的种子培养基中! 在
)/ !

)

$22 B53C<

条件下培养
1

D

!以
+E

的接种体积分数接种至含有相应抗性的摇

瓶发酵培养基中!

)/ !

)

$22 B53C<

下培养至菌体浓

度
&F

622

达
(G2

时 ! 加入终浓度为
2*2$ 338;54

H%IJ

!随后将摇瓶至于
$+ !

)

$22 B53C<

条件下继续

培养
'2 D

至发酵结束(

!"#"$ ) 4

罐培养 将培养好的种子培养基以
(2E

的接种体积分数接种至
) 4

发酵罐中 '

4:KL8BM +

!

H<L8BMN0I 98*

!

4OP

%( 在
) 4

罐上的发酵周期可分为

)

个阶段(在第一阶段中!控制发酵温度为
)/ "9

!随

着发酵时间的进行! 发酵液中的甘油质量浓度和

Q0

会逐步降低! 当发酵液中的
Q0

和溶解氧'

F&

%

突然升高时!此时培养基中的甘油耗尽!发酵进入

第二阶段( 在此阶段中!需将补料培养基逐步加入

至
) 4

罐中!以满足菌体的生长需求( 当
&F

622

达到

(+

时! 一次性加入终质量浓度为
(2 -54

的甘氨酸(

当
&F

622

为
+2

时!降低发酵温度至
)$ !

!同时加入

诱导培养基以诱导重组蛋白质的表达!此时发酵进

入第三阶段!即诱导阶段( 在此阶段中!随着诱导剂

的添加!发酵液中重组蛋白质逐渐积累( 整个发酵

过程中! 通过转速和通气量控制发酵液中的
F&

为

)2R

!通过氨水的添加控制发酵液中的
Q0

为
/*2

(

!"%

方法

!"%"!

共表达
A4S

和角质酶载体和菌株的构建

分别用限制性内切酶
7T8H

和
0C<PHHH

同时对质粒

QUI$2K!:3V

和
QUIF?>ONT?OC<:M>

进行双酶切 !用

F7S

胶回收试剂盒回收相应的基因片段!然后将淀

粉酶基因
:3V

和含有角质酶基因的共表达载体

QUIF?>ONT?OC<:M>

用
I'

连接酶在
(6 !

连接过夜(

将连接产物转化
!" #$%& W,(2X

并涂布至含有
":<

抗性的
4A

平板上! 挑取阳性克隆至含有
":<

抗性

的
4A

液体培养基中!抽提质粒!经
7T8H

和
0C<PHHH

双酶切验证正确的重组质粒送至测序公司进行基

因测序( 将测序正确的质粒转化表达宿主
!" #$%&

A4$(

'

FU)

%!构建能共表达
A4S

和角质酶的重组菌

株
!" #$%& A4$(

'

FU)

%

5 QUIF?>ONT?OC<:M>N:3V

(

!"%"$

菌体浓度的测定 吸取一定量的发酵液!将

发酵液用去离子水稀释至适当的倍数!使得稀释液

在
622 <3

下的吸光值在
2*$Y2*1

之间! 菌体浓度

&F

622

则为吸光值乘以稀释倍数(

!"%"#

酶活力的测定 吸取一定量的发酵液! 在

($ 222 B53C<

)

' !

下离心
+ 3C<

! 吸取离心后的上清

液! 测量上清液中的重组
!N

淀粉酶活力即为胞外

!N

淀粉酶活力( 吸取一定量的发酵液! 将发酵液

用
$2 338;54

)

Q0 6*2

的磷酸缓冲液稀释菌体浓度

&F

622

至
+*2

! 将稀释后的发酵液采用超声破壁的方

法破碎细胞 ! 随后将经过超声破壁的发酵液在

($ 222 B53C<

)

' !

条件下离心
+ 3C<

!吸取离心后的

上清液! 此上清液中所含的
!N

淀粉酶活力即为总

!N

淀粉酶活力(

!N

淀粉酶酶活力测定的条件为&底物为
( 34 (E

的可溶性淀粉!加入
2*X 34

的磷酸缓冲液'

Q0 6*2

)

$2 338;54

% 混匀! 置于
/2 !

恒温水浴锅中预热
)

3C<

!加入
(22 "4

稀释好的酶液!在
/2 !

下反应
+

3C<

!之后向反应体系中加入
) 34 F7.

溶液终止反

应(将反应体系置于
(22 !

下处理
/ 3C<

后!立刻将

反应体系放入冰水中降温( 随后将体系定容至
(+

34

!在
+'2 <3

下测定吸光值!计算酶活力( 用
F7.

法Z6[制作标准曲线时所用的还原糖为葡萄糖( 在分

析条件下!

!N

淀粉酶每分钟降解淀粉生成
( "38;

的还原糖所需的酶量定义为一个酶活力单位( 角质

酶活力的测定参照文献
Z+[

(

!"%"%

蛋白质浓度的测定和
.F.N%SJU

分析 以

牛血清蛋白质为标准蛋白样品制作标准曲线!采用

AB:PL8BP

方法测定样品中蛋白质质量浓度Z/[

(聚丙烯

酰胺凝胶电泳胶的制备采用碧云天蛋白电泳试剂

盒进行操作!分离胶质量浓度
($ -5P4

!浓缩胶质量

浓度
+ -5P4

(

$"!

重组质粒的构建

将含有
!N

淀粉酶基因的重组质粒
QUI$2KN

'()

和含有角质酶基因的重组质粒
QUIF?>O N

#*+&,'-.

用
7T8H

和
0C<PHHH

进行双酶切!胶回收相应

的目的基因并将其进行连接! 连接产物转化
!" #$%&

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

''
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!"#$%

!挑取单克隆提取质粒用
&'( )

和
*+,- )))

双

酶切验证!结果见图
#

" 琼脂糖凝胶电泳显示约为

. $/0 12

和
# 003 12

的两条片段! 说明同时含有

!4

淀粉酶基因和角质酶基因的重组质粒构建成功!

命名为
256789:4!"#$%&'()*+,

"

"

#

7&;

相对分子质量标准 $

#

#

256789:4-".$%/'0)/+, &'()

和
*+,-)))

双酶切产物

图
! "#$%&'()!"#$%&'()*+,

双酶切琼脂糖凝胶电泳图

*+,- . /,0123' ,'4 '4'5(12"621'3+3 27"#$%&'()-".$%/'0)

/+, 8+,'3('8 9: ;52< 0=8 >+=8<<<

?-@

共表达菌株和单表达菌株的发酵对比

将构建好的重组质粒
256789:4-".$%/'0)/+,

转化
12 !34$ <=>#

%

753

& 构建共表达菌株
12 534$

<=>#

%

753

&

?256789:4!".$%/'0)/+,

" 首先在摇瓶水

平上对共表达菌株和单表达菌株的发酵产酶情况

进行对比!结果见图
>

" 从图
>

%

@

&可以看出!在相同

的培养条件下!两种菌株的菌体生长趋势相似" 随

着发酵的进行!两种菌株的胞外
!4

淀粉酶活力逐渐

升高"当发酵至
>/ A

时!共表达菌株的胞外
!4

淀粉

酶活力达到最高!为
>B>#!#$

3

CDE=

" 而单表达菌株

的胞外
!4

淀粉酶活力在
0$ A

达到最大! 为
>B#0!

#$

3

CDE=

"尽管两种菌株所产胞外
!4

淀粉酶活力相

差不大! 但共表达菌株在单位时间内产酶量更大!

生产强度更高!具有一定的优势"

进一步在
3 =

发酵罐水平上对比两种菌株的生

长和产酶情况!采用
3F "

生长'

3> "

诱导!乳糖的

诱导强度为
$B> GD

%

=

(

A

&!结果见图
3

"共表达菌株和

单表达菌株在
3 =

罐中的生长趋势相似! 可能由于

同时表达两种外源蛋白质对菌体代谢有细微影响!

共表达菌株的最高菌浓比单表达菌株的稍低 %图
3

%

@

&&" 尽管如此!共表达菌株和单表达菌株的胞外

酶活力有着较大的区别" 从图
3

%

1

&可以看出!共表

达菌株的胞外
!4

淀粉酶活力在
00 A

达到最高!为

>B/F!#$

0

CDE=

" 而单表达菌株的最高胞外
!4

淀粉

酶活力为
#B.%!#$

0

CDE=

%

0F A

&" 共表达菌株胞外

最高
!4

淀粉酶活力为单表达菌株的
#BF

倍" 从发酵

总酶活的数据可知!共表达菌株的总酶活也比单表

达菌株的高%图
3

%

'

&&" 因此!共表达菌株在产酶方

面比单表达菌更加具有工业应用前景" 为了更大限

度的提高胞外
!4

淀粉酶的产量!作者对影响大肠杆

菌产酶的因素进行优化"

图
@

共表达菌株与单表达菌株的摇瓶发酵趋势对比图

*+,- @ A2B"01+32= 27 (+B' "127+4'3 721 7'1B'=(0(+2= +=

360C' 7403C 9'(D''= 52 )'E"1'33+2= 3:3('B 0=8

+=8+F+8&04 'E"1'33+2= 3:3('B

?-G

诱导温度对共表达菌株产酶的影响

诱导温度对大肠杆菌表达外源蛋白质有着重

要的影响H/4%I

" 一般来说!较低的诱导温度有利于抑

制包涵体的生成!从而提高具有生物活性外源蛋白

质的产量H#$I

" 为了优化诱导温度!作者在
>J

'

3>

'

3F

"

三种诱导温度条件下检测共表达菌株生长和产酶

的情况"从图
0

可以看出!诱导温度为
3F "

时!菌株

的生长情况最好! 在此条件下菌体浓度
K7

.$$

最高

9:
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!!

淀粉酶及其发酵条件优化

为
""#$"

!然而"在此条件下的最高胞外
!%

淀粉酶和

总
!!

淀粉酶活力均为三个温度条件下的最低值

#

"&'(!"(

)

$

*&+#!"(

)

,-./

%! 当诱导温度为
0* "

时"

此时的胞外和总
!%

淀粉酶活力均为最高 &

*&+1!

"(

)

$

'&)1!"(

)

,-./

%" 分别为在
*' "

诱导时的
"&)0

和
"&))

倍'在
*' "

条件下诱导时"较低的诱导温度

可能导致外源蛋白合成速率降低"从而导致重组
!%

淀粉酶活力减少! 因此"选取
0* "

为共表达菌株的

最适诱导温度!

图
!

共表达菌株和单表达菌株在
! "

罐上的发酵趋势对比图

#$%& ' ()*+,-$.)/ )0 1$*2 +-)0$32. 0)- 02-*2/1,1$)/ $/ 4 "

02-*2/1)- 521622/ 7) 829+-2..$)/ .:.12* ,/;

$/;$<$;=,3 29+-2..$)/ .:.12*

图
>

不同诱导温度条件下共表达菌株的发酵过程曲线图

?$%@ A ()*+,-$.)/ )0 1$*2 +-)0$32. 0)- 02-*2/1,1$)/ )0

7)829+-2..$)/ .:.12* =/;2- ;$002-2/1 12*+2-,1=-2.

B&A

乳糖诱导强度对共表达菌株产酶的影响

充足的诱导强度是大肠杆菌表达过量重组的

必要条件2"(3

!然而"诱导剂的添加必须兼顾菌体的生

长和重组蛋白质的合成"防止生成大量的包涵体2""3

!

作者将对乳糖的诱导强度进行优化"乳糖添加速率

分别在
"$(

$

($'

$

($* 4-

&

/

(

5

%的条件下检测共表达菌

株的生长及产酶的情况"结果见图
'

)当乳糖的诱导

强度为
"$( 4-

&

/

(

5

%时"此时菌体的最终浓度
67

#((

为
8)&#

"随着诱导强度的降低"菌体的最终浓度逐

'%
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渐升高!这可能是由于高诱导强度对菌体的生长代

谢有压力!从而抑制了菌体的生长" 在乳糖诱导强

度为
!"# $%

#

&

$

'

%时!菌体产酶受到明显的抑制!

!(

淀粉酶总酶活及胞外酶活均为最低& 当乳糖的诱导

强度为
#)* $%

'

&

$

'

%时!此时的
!+

淀粉酶活力有着

明显的提升!在此条件下!最高
!(

淀粉酶总活力和胞

外
!(

淀粉酶活力分别达到
,-.#!!#

/

(

*-!.!!#

/

0%1&

!

胞外酶活占总酶活的比例为
*2)23

& 随着诱导强度

的进一步降低!共表达菌株所产
!+

淀粉酶活力有所

下降& 因此!选取乳糖诱导强度为
#-* $%

'

&

$

'

%&

图
!

不同乳糖诱导强度下共表达菌株的发酵过程曲线图

"#$% ! &'()*+#,'- '. /#(0 )+'.#10, .'+ .0+(0-/*/#'- '.

2'+03)+0,,#'- ,4,/0( 5-60+ 6#..0+0-/ 1*2/',0

2'-20-/+*/#'-,

7%! 89:;

和乳糖同时诱导提高共表达菌株胞外

!<

淀粉酶产量

由于稳定期的大肠杆菌细胞膜将变得更加的

刚性 4!56

!并不适合大肠杆菌将重组蛋白质分泌至胞

外& 因此!在稳定期前过量表达角质酶!尽可能多的

水解细胞膜上的磷脂!从而提高膜透性!可能对提

高胞外
!+

淀粉酶活力有促进作用& 诱导剂
789:

相

对于乳糖能更快的进入大肠杆菌细胞内诱导重组

蛋白质的表达4!26

&因此!作者在诱导前期添加不同浓

度的
789:

来加强角质酶的表达!同时持续添加
#)*

$%

'

&

$

'

%乳糖来保证诱导强度&

图
;

显示!在
#)!

(

#)!*

(

#)5 "1<=%& 789:

和
#)*

$%

'

&

$

'

%乳糖诱导时!共表达菌株的最高菌浓分别为

!!5)*

(

!#.)!

(

,;)/ $%&

&在两种诱导剂共同的作用下!

共表达菌株的胞外
!+

淀粉酶活力比单独诱导时有

着明显的增加& 在
#)! "1<=%& 789:

和
#)* $%

'

&

$

'

%

乳糖的诱导条件下!发酵进行
2! '

时!胞外
!+

淀粉

酶活力最高可达
2),.!!#

/

0%1&

& 当
789:

的浓度增

加至
#)!* "1<=%&

时!胞外
!+

淀粉酶活力在发酵
25

'

时达到
;)#*!!#

/

0%1&

!此时目的蛋白质质量浓度

为
>",5 $?&

&随后继续提高
789:

的浓度并不能促进

9U
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!!

淀粉酶及其发酵条件优化

为了验证
"#$%

的添加有助于提高角质酶的表

达! 作者在
&'( )*

"

+

#

,

$ 乳糖诱导和
&'-( "./0*+

"#$%

与
&1( )*

"

+

#

,

$乳糖共同诱导时的角质酶总酶

活进行测定! 结果见图
2

% 从图
2

可以看出! 当在

&1-( "./0*+ "#$%

和
&1( )*

"

+

#

,

$乳糖共同诱导条件

下!角质酶的最高酶活力为
3&& 4*.+

"

35 ,

$% 而在

&1( )*

"

+

#

,

$乳糖诱导时!角质酶在相同发酵时间下

的酶活力为
(3 4*.+

"

35 ,

$!仅为
"#$%

和乳糖共同

诱导时的
-6178

! 并且在此条件下的最高角质酶活

力为
-6& 4*.+

%而角质酶酶活的提高可能更多的水

解大肠杆菌细胞膜上磷脂! 从而增加细胞膜透性!

进而提高
9+:

的分泌效率%

地衣芽孢杆菌来源的耐高温
!!

淀粉酶在大肠

杆菌&枯草芽孢杆菌&毕赤酵母等表达宿主中的重组

表达均有研究!然而国内的大部分研究主要集中在重

组蛋白质的性质研究和重组菌的摇瓶发酵优化;-5!-7<

%

本研究将经过分子改造的来源于地衣芽孢杆菌
!!

淀

粉酶基因与嗜热放线菌角质酶基因在
!"#$%& 9+=-

胞外
!!

淀粉酶活力的提升% 蛋白质电泳显示!随着

发酵的进行!胞外
9+:

逐渐积累!见图
6

% 与总酶活

的数据对比可知!

"#$%

和乳糖共同诱导时!胞外
!!

淀粉酶活力占总酶活的比例有着较大的提升% 在

&1-

&

&1-(

&

&1= "./0*+ "#$%

和
&1( )*

"

+

#

,

$ 乳糖诱导

时的胞外分泌比例分别为
22178

&

>31=8

和
22158

!

见表
-

%

表
!

共表达菌株在不同发酵条件下的发酵数据对比表

"#$%& ! '()*#+,-(. (/ *#+#)&0&+- /(+ +&1()$,.#.0 !2#)3%#-& *+(4510,(. ,. !" #$%& ' ,. /&+)&.0&+

诱导温度
*!

乳糖诱导强度
*

?)*

"

+

#

,@

$

"#$%

浓度
*

A"./0*+@

菌体浓度
BC

7&&

胞外
!!

淀粉酶活力
*

A"-&

5

4*.+@

总
!!

淀粉酶活力
*

A"-&

5

4*.+@

分泌比例
*8

36 &1= & --71-#312 -1(&#&1-= =127#&1=- (=13#-1-

3= &1= & --=1(#51- =126#&1-2 (156#&1=- (=1(#-1=

=( &1= & >517#31( -1>>#&1-- 316>#&1=5 (=12#-1-

3= -1& & >51&#31= &1=>#&1&3 &16=#&1&7 5&13#-1-

3= &1( & -&317#31( (1-6#&1=3 >16&#&15- (313#-1=

3= &1( &1- --=1(#51( 31>6#&1=- 5152#&1-> 2217#-1(

3= &1( &1-( -&61-#316 71&(#&13- 715>#&13= >31=#-17

3= &1( &1= >715#31& (1=&#&1=- (122#&13- 2215#-1(

图
6

不同浓度
78"9

结合
:;< =>

!

?

"

@

# 乳糖诱导条件下的

共表达菌株发酵过程曲线图

A,=; B C()*#+,-(. (/ 0,)& *+(/,%&- /(+ /&+)&.0#0,(. (/

1( D&E*+&--,(. -3-0&) 5.4&+ 4,//&+&.0 78"9

1(.1&.0+#0,(.- #.4 F;G =>

!

?

"

@

#

%#10(-&

+DEF-

'蛋白质标注(

0DEFG =$-&

'发酵
-(

&

-6

&

=&

&

=3

&

=2

&

3&

&

3=

&

36

&

5- ,

样品

图
H

共表达菌株
I ?

发酵罐发酵过程中胞外上清液
JKJD

8L9M

蛋白质电泳图

A,=; H JKJ D8L9M #.#%3-,- (/ &E0+#1&%%5%#+ ! D#)3%#-&

#.4 150,.#-& ,. !" #$%& C ,.451&4 N,0@ FOPG ")(%>?

78"9 #.4 F;G =>Q?

"

@R %#10(-&

讨讨讨讨讨 论论论论论
%%%%

%

'(
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!

!"#

" 中进行共表达# 构建了共表达菌株
!" #$%&

$%&'

!

!"#

"

()"*!+,-./'(&)*+,-*./

#并将共表达菌

株与单独表达
!.

淀粉酶菌株
!+#0,1&#0&* #$%& 0%&'

!

!"#

"

()"*&12.*./

进行摇瓶和
# %

罐的初步发酵

对比$ 结果显示#共表达菌株在胞外表达重组
!.

淀

粉酶具有明显的优势$ 尽管同时表达两种外源蛋白

质对大肠杆菌宿主的代谢产生更高的压力#但是角

质酶的表达可以增加大肠杆菌细胞膜透性#从而使

得重组蛋白质更加高效的分泌至胞外#减少细胞内

重组蛋白质的过量积累$ 这种情况下可能进而减少

包涵体的形成#从而提高具有活性外源蛋白质的产

量345

$因此#大肠杆菌内
0%6

与角质酶的共表达可以

提高
$%7

的产量$ 随后#作者对影响大肠杆菌表达

重组蛋白质的因素进行优化$ 在优化诱导温度的研

究中发现#

89 !

条件下对共表达菌株的生长有益#

然而在此条件下有活性的重组
!.

淀粉酶却很少#这

可能是由于在较高温度时# 重组蛋白质快速表达#

大部分重组蛋白质来不及折叠而生成大量的包涵

体3'95

$ 在
&: !

低温条件下#虽然低温有利于重组蛋

白质的折叠#然而低温不利于重组蛋白质的快速表

达3';5

$

8& !

下可以兼顾重组蛋白质的合成速率和折

叠效率#从而提高有活性重组
!.

淀粉酶的表达量$

合适的诱导强度是过量表达重组蛋白质的必

要条件3'<5

$在乳糖诱导强度的优化中发现#在持续添

加
1=: >(?%

%

@A

乳糖时#共表达菌株发酵产生的总
!.

淀粉酶活力和胞外
!.

淀粉酶活力均最高$尽管在此

条件下的胞外
!.

淀粉酶活力比未优化前有着较大

程度的提高#然而胞外
!.

淀粉酶活力仅占总活力的

B8=8C

#细胞内仍有大量的重组
!.

淀粉酶未分泌至

胞外$

DE*F

和乳糖均可以通过乳糖启动子诱导重组

蛋白质的表达3&15

$

DE*F

可以直接进入大肠杆菌细胞

内#并直接结合到
GH/

阻遏蛋白#使得外源蛋白质表

达3&'5

$ 而乳糖首先需要在
GH/

透性酶的帮助下进入

大肠杆菌细胞内#随后在
".

半乳糖苷酶的作用下转

变成异乳糖# 进而结合
GH/

阻遏蛋白以诱导外源蛋

白质的表达3'&5

$ 因此#相较于乳糖#

DE*F

可以迅速诱

导大肠杆菌外源蛋白质表达$ 当在开始诱导阶段添

加一定浓度的
DE*F

并持续添加乳糖# 共表达菌株

中的重组
!.

淀粉酶和重组角质酶都得到迅速表达$

由于角质酶具有一定的磷脂酶活性#角质酶的快速

表达可以更好的破坏大肠杆菌细胞膜#从而增强大

肠杆菌细胞膜透性#提高胞外
!.

淀粉酶活力$

构建了能同时表达
!.

淀粉酶和角质酶的重组

菌
!" #$%& 0%&'

!

!"8

"

()"*!+,-.#'(&)*+,-*./

#在与

单独表达
!.

淀粉酶的重组菌
!" #$%& 0%&'

!

!"8

"

(

)"*&12.*./

的摇瓶和
8 %

罐的初步发酵对比可

知#共表达菌株在胞外表达重组
!.

淀粉酶有着明显

的优势$ 对共表达菌株的诱导条件进行优化#结果

显示# 在诱导温度为
8& !

# 诱导剂为
1=': #IJG(%

DE*F

和
1=B >(

!

%

%

@

"乳糖共同诱导时#胞外
!.

淀粉

酶活力可达
K=1B"'1

L

M(I%

# 胞外
!.

淀粉酶蛋白质

质量浓度为
N=<& >(%

#胞外分泌比例为
<8=&C

#实现

了重组
!.

淀粉酶的胞外过量表达#在工业生产上具

有较好的应用前景$

图
!

在不同诱导条件下角质酶总活力的对比图
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