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　 　 摘要:　 为提高大肠杆菌异源表达 β￣葡萄糖苷酶的底物可及性ꎬ本研究以大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)为宿主细胞ꎬ使用信

号肽 ＯｐｒＩ、ＯｓｍＹ、ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ 将纳豆芽孢杆菌的 β￣葡萄糖苷酶基因 ｂｇｌＨ锚定到大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)外膜和周质上ꎮ 然

后使用启动子 Ｔ７、Ｔｒｃ、ＬａｃＵＶ５诱导表达Ⅱ型分泌途径的 ＳｅｃＢ 伴侣蛋白ꎬ进而实现全细胞催化糖苷型底物水解ꎮ 本研究通

过表征不同细胞定位的 β￣葡萄糖苷酶活性ꎬ发现信号肽 ＰｅｌＢ 分泌效果明显高于其他信号肽ꎬＬａｃＵＶ５ 启动子与 ＳｅｃＢ 伴侣

蛋白组合表达 ｂｇｌＨ的重组菌株全细胞催化酶活性最高ꎮ 此外ꎬ添加甘氨酸至质量分数为 １􀆰 ０％时ꎬ全细胞催化 β￣葡萄糖

苷酶活性最高ꎮ 并且通过优化诱导条件确定了 β￣葡萄糖苷酶的最优发酵条件:初始细胞密度(ＯＤ６００)为 １.０ꎬ发酵温度为

２５ ℃ꎬ发酵时间为 ２４ ｈꎬ发酵 ｐＨ 为 ６􀆰 ５ꎬ最终全细胞催化 β￣葡萄糖苷酶活性可达 ２􀆰 ５５ Ｕ/ ｍｌꎮ
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　 　 糖苷是天然产物的重要组成成分ꎬ具有多种重

要的生理活性ꎬ有些糖苷通过水解生成苷元(如槲

皮素、京尼平和稀有人生皂苷等[１￣２] )ꎬ可以产生更

好的药理活性ꎮ β￣葡萄糖苷酶(ＢＧＬ)是纤维素类水

解酶ꎬ可水解末端、非还原性的烃基￣β￣葡萄糖苷或

３２２



芳香基￣β￣葡萄糖苷的 β￣Ｄ￣糖苷键ꎬ释放出 β￣葡萄糖

和相应的配基[３]ꎮ β￣葡萄糖苷酶对糖苷的水解有关

键作用ꎬ工业上通过向糖苷水解系统中添加 β￣葡萄

糖苷酶来提高糖苷的水解效率[４]ꎮ 糖苷类化合物

转化方法包含商品酶催化、微生物转化和酸水解ꎮ
目前ꎬ从植物中很难直接纯化得到大量的 β￣葡萄糖

苷酶ꎬ并且纯化蛋白质生产成本高[５]ꎬ产生 β￣葡萄

糖苷酶能力强的野生型菌株不易获取ꎬ而异源表达

系统的建立能够有效解决这个问题ꎬ该系统反应条

件温和、操作简单、成本低、污染少ꎬ因此常用基因工

程手段进行异源表达ꎬ实现外源蛋白质的高效表达ꎬ
有利于降低生产成本[６]ꎮ 由于全细胞可保护酶免

受外界环境的影响ꎬ且无需添加任何辅因子或酶ꎬ因
此全细胞催化已经逐渐替代粗酶或纯酶广泛应用于

目标产物的生物合成中[７]ꎮ 大肠杆菌具有遗传背

景清楚、表达周期短、操作简单、转化效率高等优点ꎬ
常用于外源蛋白质的表达[８]ꎮ 但是ꎬ由于大肠杆菌

缺乏有效的分泌系统、细胞质空间有限ꎬ外源蛋白质

的大量表达会聚集形成包涵体ꎬ而且胞内蛋白质种

类多ꎬ含量大ꎬ破碎后的纯化步骤极易造成目的蛋白

质的损失[９￣１０]ꎮ 研究结果表明ꎬ胞外蛋白质种类和

蛋白酶较少ꎬ一般情况下可直接纯化得到高纯度、稳
定的目的蛋白质[１１]ꎮ 卢俊文[１２] 将丙酮酸氧化酶基

因在大肠杆菌中分别进行胞内和分泌表达ꎬ发现丙

酮酸氧化酶分泌表达酶活性比胞内表达提高了

６１％ꎮ 细胞循环发酵已被证明可以提高菌株生产效

率ꎬ降低生产成本ꎬ通过向发酵罐中连续添加底物可

使目标蛋白质分泌表达菌株连续生产[１３]ꎮ 目前工

程菌表达的糖苷酶多是胞质酶ꎬ但糖苷型底物难以

进入胞内与酶结合ꎬ因此糖苷酶的可及性差ꎬ难以实

现全细胞高效催化[１４￣１６]ꎮ 因此ꎬ研究 β￣葡萄糖苷酶

的胞外分泌表达ꎬ有利于提高酶和糖苷型底物的可

及性ꎬ提高全细胞催化效率ꎮ
Ⅱ型分泌系统是分泌表达外源蛋白质的常用方

法ꎬ该系统利用信号肽介导外源蛋白质至周质空间ꎬ
再透过外膜至培养基中实现分泌[１７]ꎮ ＳｅｃＢ 途径是

Ⅱ 型分泌途径的一种亚途径ꎬＳｅｃＢ 途径通过转运

信号肽 ( ＰｅｌＢ、 ＯｍｐＡ 等) 帮助蛋白质定位[１８￣１９]ꎮ
ＳｅｃＢ 是一种特殊的伴侣蛋白质ꎬ当前体蛋白质被翻

译后ꎬ含有信号肽的蛋白质前体跨过内膜之前与

ＳｅｃＢ 蛋白结合ꎬ阻止前体蛋白质自我折叠ꎬ使其转

移至周质空间后进行折叠[２０]ꎮ 本研究选用来自枯

草纳豆芽孢杆菌 Ｂ.Ｎ.Ｋ 的具有高异黄酮糖苷水解

活性的 ２ 个 β￣葡萄糖苷酶基因 ｂｇｌＨ (基因 ＩＤ:
６４３０５７２１)和 ｙｃｋＥ(基因 ＩＤ:１７１３９０９２)为研究对象ꎬ
将大肠杆菌Ⅱ型分泌途径中的信号肽序列添加到

β￣葡萄糖苷酶 Ｎ 端ꎬ通过测定全细胞蛋白质、胞内蛋

白质、周质空间蛋白质的表达量和酶活性衡量 β￣葡
萄糖苷酶跨膜表达效果ꎬ除此之外ꎬ考察伴侣分子

ＳｅｃＢ 的表达对蛋白质内膜转运的影响ꎬ通过添加甘

氨酸及优化发酵条件提高 β￣葡萄糖苷酶的分泌表

达ꎬ提高 β￣葡萄糖苷酶与糖苷型底物的可及性ꎬ进
而实现糖苷型异黄酮向苷元型异黄酮的高效转化ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本试验所用的枯草纳豆芽孢杆菌 Ｂ.Ｎ.Ｋ 菌株

由本实验室保存ꎮ
１.２　 试剂与仪器

试剂:胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂、氯化钠、氯
霉素、氨苄青霉素、链霉素、丙三醇由南京寿德有限

公司生产ꎬ基因组提取试剂盒由天根生化科技(北
京)有限公司生产ꎻＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒 ＤＮＡ 小量抽

提试剂盒、ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒、ＰＣＲ
引物由生工生物工程(上海)股份有限公司生产ꎻ
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎬ琼脂糖ꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶(ＴａＫａＲａ 公

司产品)ꎻＧｏｌｄｖｉｅｗ Ｉ 型核酸染色剂由北京索莱宝科

技有限公司生产ꎮ
仪器:ＤＳＸ－２８０Ｂ 型压力蒸汽灭菌器由上海申

安医疗器械厂生产ꎻ Ｗ￣ＣＪ￣２Ｇ 型超净工作台、ＬＲＨ￣
１５０ 型生化培养箱由德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 生产ꎻ３Ｋ１５ 型高

速冷冻离心机由美国 Ｓｉｇｍａ 生产ꎻ ＷＨ￣３ 型漩涡混

合仪由上海跃进医疗器械有限公司生产ꎻＰＣＲ 仪、
ＧｅｌＤｏｃＥＱ 型凝胶成像仪和蛋白质电泳仪由 ＢＩＯ￣
ＲＡＤ 公司生产ꎻ恒温水浴锅由常州国华电器有限公

司生产ꎻＯｎｅ Ｄｒｏｐ ＯＤ￣２０００ 分光光度计由南京五义

科技有限公司生产ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 β￣葡萄糖苷酶的表达与发酵

１.３.１.１　 β￣葡萄糖苷酶基因重组质粒的构建　 以枯草

纳豆芽孢杆菌 Ｂ.Ｎ.Ｋ 菌株的基因组 ＤＮＡ 作为模板ꎬ
通过同源臂引物 ｂｇｌＨ￣Ｆ 和 ｂｇｌＨ￣Ｒ 扩增 ｂｇｌＨ 基因ꎬ通
过 ｙｃｋＥ￣Ｆ 和 ｙｃｋＥ￣Ｒ 扩增 ｙｃｋＥ 基因ꎬ引物序列见表 １ꎮ
使用同源重组酶将扩增产物与经 Ｂａｍ ＨⅠ和 ＮｃｏⅠ酶切
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的载体 ＰＡＣＹＣＤｕｅｔ￣１ 连接ꎬ得到重组质粒 Ａ￣ｂｇｌＨ、Ａ￣
ｙｃｋＥꎬ将重组质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)获得重

组菌株ꎬ分别命名为 ＢｇｌＨ、ＹｃｋＥꎮ
１.３.１.２　 纳豆芽孢杆菌来源的 β￣葡萄糖苷酶的定位

研究　 将 ５０ μｌ 的样品与 ５０ μｌ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＮＰＧ 在

１００ ｍｍｏｌ / Ｌ的磷酸钠缓冲液(ｐＨ ６􀆰 ０)中混合ꎬ３７ °Ｃ
下孵育 １０ ｍｉｎꎬ用 Ｎａ２ＣＯ３终止反应ꎬ测量 ４０５ ｎｍ 处

的吸光度ꎮ １ 个酶活性的单位定义为 １ ｍｉｎ 释放 １
μｍｏｌ 对硝基苯酚的酶量ꎮ 直接测定得到的发酵液

上清液 β￣葡萄糖苷酶酶活性即为胞外 β￣葡萄糖苷

酶酶活性ꎻ将细胞悬浮于 ２００ μｌ ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ
溶液中ꎬ冰浴 ３０ ｍｉｎ 后离心ꎬ上清液即为周质空间

组分ꎻ 将离心得到的细胞悬浮于 ４００ μｌ 的 ２５
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 和 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 缓冲液中进行

超声破碎ꎬ离心取上清液即为细胞质组分ꎻ离心得到

的不溶物质即为细胞沉淀组分ꎮ
１.３.１.３　 重组 β￣葡萄糖苷酶的十二烷基硫酸钠￣聚
丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)检测　 按照方法 １.
３.１.２ 的方法制备不同组分的样品ꎬ分别取 ２００ μｌ 的
样品ꎬ加入等体积的２×ＳＤＳ 上样缓冲液ꎬ沸水浴处理

１０ ｍｉｎꎬ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎮ
１.３.２　 不同的信号肽与 ＢｇｌＨ 的融合表达 　 以 Ａ￣
ＢｇｌＨ 为模板ꎬ用表 １ 中的引物通过 ＰＣＲ 的方法将

信号肽 ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ、ＯｐｒＩ 和 ＯｓｍＹ 融合到 ＢｇｌＨ 的 Ｎ
端ꎬＰＣＲ 扩增产物使用限制性核酸内切酶(Ｄｐｎ Ⅰ)
处理 １ ｈ 后ꎬ将胶回收产物进行末端磷酸化ꎬ磷酸化

产物使用 Ｓｏｕｔｉｏｎ Ⅰ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ获得重组质

粒 Ａ￣ｏｍｐＡ￣ｂｇｌＨ、 Ａ￣ｏｐｒＩ￣ｂｇｌＨ、 Ａ￣ｏｓｍＹ￣ｂｇｌＨ 和 Ａ￣
ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨꎬ转化至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)即得重组菌

株ꎬ分别命名为 ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ、ＯｍｐＡ￣ＢｇｌＨ、ＯｐｒＩ￣ＢｇｌＨ、
ＯｓｍＹ￣ＢｇｌＨꎮ 按照 １.３.１.２ 和 １.３.１.３ 的方法对其进

行酶活性测定以及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎮ
１.３.３　 ＳｅｃＢ 伴侣蛋白在不同启动子质粒下的表达

　 将 Ａ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ 片段和线性化的 ＰＡＣＹＣＤｕｅｔ￣１ 载

体在 １６ ℃ 用 Ｔ４ 连接酶连接过夜ꎬ以获得 Ａ￣Ｔ７￣
ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨꎬ通过 ＰＣＲ 获得 Ｔｒｃ 启动子ꎬ与线性化的

Ａ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ 连接获得 Ａ￣Ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨꎮ 以大肠杆菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)基因组作为模板ꎬ扩增得到 ｓｅｃＢ 基因ꎬ
将其与线性化 Ａ￣Ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ 质粒在 １６ ℃下用 Ｔ４
连接酶连接过夜ꎬ以获得 Ａ￣Ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ￣Ｔ７￣ｓｅｃＢꎮ
将 ＰＣＲ 获得的 Ｔｒｃ 启动子与线性化 Ａ￣Ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ

连接获得重组质粒 Ａ￣Ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ￣Ｔｒｃ￣ｓｅｃＢꎬ用同样

的方法构建重组质粒 Ａ￣Ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ｓｅｃＢꎮ
将重组质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)即得重组

菌 株 Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ、 Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣Ｔ７￣ＳｅｃＢ、 Ｔｒｃ￣
ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣Ｔｒｃ￣ＳｅｃＢ、 Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢꎮ
按照 １.３.１.２ 的方法对其进行酶活性测定ꎮ
１.３.４　 甘氨酸对分泌表达的影响　 在方法 １.３.３ 的基

础上ꎬ挑取含有重组 Ａ￣Ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ｓｅｃＢ 单

菌落接种于 ＬＢ 培养基(含 ５０ μｇ / ｍｌ氯霉素抗生素)
中ꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ培养过夜ꎮ 将种子液以 １％接种

量接种于含氯霉素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ在 ３７ ℃ ２００
ｒ / ｍｉｎ的条件下ꎬ培养至初始细胞密度(ＯＤ６００)达到

０.４５~０􀆰 ５５ 时ꎬ加入 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳

糖苷(ＩＰＴＧ)进行诱导表达ꎬ同时加入甘氨酸至最终

质量分数分别为 ０􀆰 ５％、１􀆰 ０％、１􀆰 ５％、２􀆰 ０％ꎮ 在 ２５
℃、１００ ｒ / ｍｉｎ的条件下诱导 ２４ ｈ 后测定全细胞酶活

性、全细胞破碎上清液酶活性以及 ＯＤ６００ꎮ

表 １　 本研究中使用的基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

名称　 序列(５′→３′)

ｂｇｌＨ￣Ｆ ＴＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＣＡＴＧＧＡＴＡＴＧＡＧＴＴＣＡＡＡＴＧＡＡＡＡＡＣＧ

ｂｇｌＨ￣Ｒ ＴＧＡＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＣＣＡＴＧＧＴＣＡＧＡＧＡＣＴＣＴＣＴＣＣＧＴＴＴＧ

ｙｃｋＥ￣Ｆ ＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＣＡＴＧＧＡＴＡＴＧＡＴＣＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＣＡＧ

ｙｃｋＥ￣Ｒ ＴＧＡＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣＣＣＡＴＧＧＴＴＡＴＡＡＡＣＴＴＴＣＴＣＣＧＴＴＴＧＴＣ

ｐｅｌＢ￣Ｆ ＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＡＡＴＡＣＣＴＧＣＴＧＣＣＧＡ

ｐｅｌＢ￣Ｒ ＣＣＡＧＡＣＴＣＧＡＧＧＧＴＡＣＣＴＣＡＧＡＧＡＣＴＣＴＣＴＣＣＧ

ｏｍｐＡ￣Ｆ ＧＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＡＡＡＡＡＡＣＣＧＣＧＡＴＴＧＣＧＡＴＴＧＣＧＧ

ｏｍｐＡ￣Ｒ ＴＴＴＡＣＣＡＧＡＣＴＣＧＡＧＧＧＴＡＣＣＴＣＡＧＡＧＡＣＴＣＴＣＴＣＣＧ

ｏｐｒＩ￣Ｆ ＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＡＣＡＡＣＧＴＴＣＴＧＡＡＡＴＴ

ｏｐｒＩ￣Ｒ ＣＣＡＧＡＣＴＣＧＡＧＧＧＴＡＣＣＴＣＡＧＡＧＡＣＴＣＴＣＴＣＣＧＴ

ｏｓｍＹ￣Ｆ ＣＣＡＴＡＴＧＡＣＴＡＴＧＡＣＡＡＧＡＣＴＧＡＡＧ
ｏｓｍＹ￣Ｒ ＣＧＧＡＴＣＣＣＣＧＣＧＡＣＣＣＴＣＡＡＴＴＣＣＡＧＣＡＣＣＴＧＣＣＴＴＡＧＴＴＴＴ￣

ＣＡＧＡＴＣＡＴＴＴＴＴＡＡＣＧＣ

Ｔｒｃ￣Ｆ ＴＴＧＣＧＣＣＡＴＴＣＧＡＴＧＧＴＧＴＣ

Ｔｒｃ￣Ｒ ＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡ

ＬａｃＵＶ５￣Ｆ ＧＣＴＴＴＡＣＡＣＴＴＴＡＴＧＣＴＴＣＣＧＧＣＴＣＧＴＡＴＡＡＴＧＴＧＴＧＧ

ＬａｃＵＶ５￣Ｒ ＡＡＧＣＡＴＡＡＡＧＴＧＴＡＡＡＧＣＡＴＴＴＴＣＣＣＧＧＡＣＡＣＣＡＴＣＧ

ｓｅｃＢ￣Ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＡＴＧＴＣＡＧＡＡＣＡＡＡＡＣＡＡＣＡＣＴＧＡＡＡＴＧ

ｓｅｃＢ￣Ｒ ＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＧＧＣＡＴＣＣＴＧＡＴＧＴＴＣＴＴＣＡＧＴＡ

１.３.５　 发酵条件优化　 在方法 １􀆰 ３􀆰 ４ 的基础上ꎬ研
究诱导时初始细胞密度 ＯＤ６００(０􀆰 ５、０􀆰 ８、１􀆰 ０、１􀆰 ５、
２􀆰 ０)、诱导时间(１２ ｈ、１８ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈꎬ添加诱导剂

ＩＰＴＧ 时为 ０ ｈ)、诱导温度(１５ ℃、２０ ℃、２５ ℃、３０
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℃、３５ ℃)以及初始 ｐＨ(５􀆰 ５、６􀆰 ０、６􀆰 ５、７􀆰 ０、７􀆰 ５)对
β￣葡萄糖苷酶分泌表达的影响ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 β￣葡萄糖苷酶工程菌的表达

２ 株重组菌的全细胞蛋白质以及胞外蛋白质的

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果如图 １Ａ 所示ꎬ重组大肠杆菌 ＢｇｌＨ 和

ＹｃｋＥ 中 β￣葡萄糖苷酶主要存在于细胞质中ꎬ胞外组

分中几乎观察不到目标蛋白质ꎮ 如图 １Ｂ 所示ꎬ在细

胞质组分中ꎬ重组大肠杆菌 ＢｇｌＨ 和 ＹｃｋＥ 的 β￣葡萄

糖苷酶酶活性分别可达到 ５􀆰 ３３ Ｕ / ｍｌ和 ４􀆰 １７ Ｕ / ｍｌꎮ
而在发酵液上清液中并未检测到葡萄糖苷酶活性ꎮ
这一结果表明ꎬ重组大肠杆菌 ＢｇｌＨ、ＹｃｋＥ 中 β￣葡萄

糖苷酶主要存在于细胞内部ꎬ属于胞质酶ꎬ并没有分

泌到细胞外与糖苷型底物充分结合ꎮ 对重组大肠杆

菌 ＢｇｌＨ 和 ＹｃｋＥ 的破胞粗酶液进行比较ꎬ发现重组

大肠杆菌 ＢｇｌＨ 的 β￣葡萄糖苷酶酶活性略高于 ＹｃｋＥꎬ
可达到 １２ Ｕ / ｍｌꎬ说明重组大肠杆菌 ＢｇｌＨ 的水解糖苷

能力高于 ＹｃｋＥꎮ Ｋｕｏ 等[２１] 也发现 ＢｇｌＨ 在水解糖苷

型异黄酮方面比 ＹｃＫＥ 更加有效ꎬＢｇｌＨ 更适用于异黄

酮去糖基化ꎮ 此外ꎬ利用上述菌株的粗提液进行全细

胞催化ꎬ在重组大肠杆菌 ＢｇｌＨ 和 ＹｃｋＥ 中均检测到

少量的 β￣葡萄糖苷酶活力ꎬ但是重组大肠杆菌 ＢｇｌＨ
的 β￣葡萄糖苷酶酶活性略高于 ＹｃｋＥꎬ说明重组大肠

杆菌 ＢｇｌＨ 更能有效地进行全细胞催化ꎬ因此选用

ＢｇｌＨ 进行后续研究ꎮ

Ａ:目的蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳结果ꎻＢ:重组菌 β￣葡萄糖苷酶活性ꎮ
图 １　 重组菌 β￣葡萄糖苷酶十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胺电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)结果与酶活性

Ｆｉｇ.１　 Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ) ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍ￣
ｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

２.２　 不同信号肽对 β￣葡萄糖苷酶分泌表达的影响

　 　 信号肽是辅助前体蛋白质折叠以及前体蛋白质

跨膜的重要元件ꎬ对于异源蛋白质的分泌表达效率

及产量具有重要影响ꎬ筛选信号肽可以实现异源蛋

白质的高效表达以及提高目的蛋白质的产量[２２]ꎮ
本研究从信号肽 ＯｐｒＩ、ＯｓｍＹ、ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ 中进

行筛选ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ融合蛋白 ＯｐｒＩ￣ＢｇｌＨ、ＯｓｍＹ￣
ＢｇｌＨ 绝大部分在胞内以沉淀的形式存在ꎬ泳道 ２、泳
道 ５ 的沉淀中大部分为目标蛋白质ꎮ 这是因为 β￣葡
萄糖苷酶在大肠杆菌中高水平表达时ꎬ其表达蛋白会

折叠不正确而形成无天然活性的包涵体ꎬ从而导致蛋

白质无法利用ꎬ降低了该酶的产量和利用率[２３￣２４]ꎮ 而

泳道 １、泳道 ４ 细胞周质组分和泳道 ３、泳道 ６ 细胞质

组分中几乎无目标蛋白质ꎮ 融合蛋白 ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ、
ＯｍｐＡ￣ＢｇｌＨ 多以可溶状态存在ꎬ主要存在于细胞质组

分中ꎬ在细胞周质中观察到少量目标蛋白质ꎮ

１、４、７、１０:细胞周质组分ꎻ２、５、８、１１: 沉淀组分ꎻ３、６、９、１２ :细胞

质组分ꎮ
图 ２　 信号肽与葡萄糖苷酶融合蛋白在大肠杆菌细胞中的定位

Ｆｉｇ.２　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ
ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｃｅｌｌｓ

　 　 以未与信号肽融合表达的 ＢｇｌＨ 菌株作为对照ꎬ
对不同的信号肽 ＯｐｒＩ、ＯｓｍＹ、ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ 与 ＢｇｌＨ 共

表达的重组菌株各组分的酶活性进行测定ꎬ如图 ３Ａ
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所示ꎬ信号肽 ＯｐｒＩ、ＯｓｍＹ 表达后在细胞周质和发酵

液上清液中未检测到葡萄糖苷酶活性ꎬ说明 ＯｐｒＩ、Ｏｓ￣
ｍＹ 的表达并未将葡萄糖苷酶锚定到膜上与底物之间

进行充分结合ꎮ 沙冲[２５] 将 ＯｓｍＹ 与脂肪酶融合表

达ꎬ经过细胞定位分析ꎬ发现该融合蛋白存在于细胞

质中ꎬ而非定位于细胞表面或分泌到细胞外ꎬ说明 Ｏｓ￣
ｍＹ 信号肽的适用蛋白需要进一步甄别ꎮ 如图 ３Ｂ 所

示ꎬ由 ＯｐｒＩ、ＯｓｍＹ 与 ＢｇｌＨ 共表达后的全细胞催化酶

活性远低于对照组ꎬ根据图 ２ 的电泳结果推测这 ２ 个

信号肽形成了包涵体ꎬ从而导致酶活性下降ꎮ 对于信

号肽 ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ 与 ＢｇｌＨ 共表达的重组菌株ꎬ细胞质

组分中的酶活性均有下降ꎬ且在细胞周质和发酵液上

清液中都检测到了较低的葡萄糖苷酶活性ꎬ这说明

ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ 的表达能使 β￣葡萄糖苷酶分泌到细胞周

质中ꎬ进一步分泌到细胞外ꎮ 如图 ３Ｂ 所示ꎬ全细胞催

化的结果与对照组相比ꎬ信号肽 ＰｅｌＢ 和 ＯｍｐＡ 与

ＢｇｌＨ 共表达的菌株进行全细胞催化后酶活性明显提

高ꎮ Ｗａｎｇ 等[２６]利用 ＰｅｌＢ 天然信号肽分泌表达内切

菊糖酶ꎬ其酶活性可达到 ７５􀆰 ２２ Ｕ / ｍｇꎮ Ｙａｍａｂｈａｉ
等[２７]发现大肠杆菌外膜蛋白 ＯｍｐＡ 能够提高重组蛋

白在大肠杆菌表达系统中的分泌效率ꎬ实现了 α￣淀粉

酶、甘露聚糖酶以及壳多糖酶的胞外分泌表达量ꎮ 李

琦等[２８]同样发现信号肽 ＰｅｌＢ 和 ＯｍｐＡ 的表达可提

高重组蛋白的可溶性表达量ꎮ 图 ３Ａ 显示ꎬＰｅｌＢ 表达

的菌株细胞周质中酶活性明显高于 ＯｍｐＡꎮ 如图 ３Ｂ
所示ꎬ ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ 对于底物 ｐＮＰＧ 的催化效率最高ꎬ
发酵 ２４ ｈ 后酶活性可达 ０􀆰 ９８ Ｕ / ｍｌꎬ因此信号肽 ＰｅｌＢ
的共表达能够使酶更高效地分泌表达ꎮ

Ａ:不同信号肽重组菌株在大肠杆菌不同组分中的酶活性ꎻＢ:不同信号肽重组菌株全细胞催化酶活性ꎮ
图 ３　 不同信号肽对 β￣葡萄糖苷酶 ＢｇｌＨ 表达分泌的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ＢｇｌＨ

２.３　 不同启动子表达伴侣蛋白 ＳｅｃＢ 对 ＢｇｌＨ 分泌

表达的影响

　 　 启动子是基因转录调控的重要表达元件ꎬ筛
选强启动子能够明显提高异源基因的转录水

平[２９] ꎮ 如图 ４Ａ 所示ꎬ使用 Ｔｒｃ 启动子的重组菌株

在细胞周质中 β￣葡萄糖苷酶活性稍高ꎬ全细胞催

化的 β￣葡萄糖苷酶活性能达到 １􀆰 ２３ Ｕ / ｍｌꎮ 因此

选用 Ｔｒｃ 启动子实现信号肽 ＰｅｌＢ 与 ＢｇｌＨ 融合表

达进行下一步试验ꎮ 据报道 ＳｅｃＢ 伴侣蛋白有利

于Ⅱ型分泌系统信号肽的分泌表达[３０] ꎬ由于 Ｔｒｃ
启动子表达的 ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ 菌株全细胞催化酶活性

仍然低于细胞质组分ꎬ考虑通过伴侣蛋白 ＳｅｃＢ 提

高外源蛋白质的分泌效率ꎮ
为了进一步提高伴侣蛋白 ＳｅｃＢ 的表达效率ꎬ

本研究选用 Ｔ７、Ｔｒｃ、ＬａｃＵＶ５ 启动子表达伴侣蛋白

ＳｅｃＢꎮ 如图 ４Ｂ 所示ꎬＴ７ 启动子与伴侣蛋白 ＳｅｃＢ

共表达后的重组菌株中各组分的糖苷酶活性均比

对照组低ꎮ 这可能是因为伴侣蛋白 ＳｅｃＢ 的过量

表达是大肠杆菌细胞的负担ꎬ导致包涵体形成的

增加ꎬ降低 β￣葡萄糖苷酶活性[３１] ꎮ 而 Ｔｒｃ 启动子

和 ＬａｃＵＶ５ 启动子与伴侣蛋白 ＳｅｃＢ 共表达的菌株

细胞质酶活性均有一定程度的降低ꎬ细胞周质中

β￣葡萄糖苷酶活性有所提升ꎬ这表明 Ｔｒｃ 启动子和

ＬａｃＵＶ５ 启动子与伴侣蛋白 ＳｅｃＢ 共表达使得 β￣葡
萄糖苷酶能更好地从胞内向胞外转移ꎬ与糖苷型

底物更充分地结合ꎮ 将上述菌株进行全细胞催

化ꎬＬａｃＵＶ５ 启动子与 ＳｅｃＢ 的组合表达后全细胞催

化酶活性最高ꎬ可达 ２􀆰 ０２ Ｕ / ｍｌꎬ因此选用 Ａ￣Ｔｒｃ￣
ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢ 可进行下一步的表达优

化ꎮ 由于伴侣蛋白有利于异源蛋白质分泌ꎬ但是

伴侣蛋白的过量表达会对重组大肠杆菌造成负

担ꎬ因此有必要对不同的异源蛋白质和伴侣蛋白
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进行分析研究ꎮ Ｌｕ 等[３２] 选用 ３ 个启动子 ( Ｔ７、
ｌａｃ、ｂｌａ)共表达伴侣蛋白 ＳｅｃＢ 来实现丙酮酸氧化

酶的细胞外表达ꎬ与 Ｔ７ 和 Ｌａｃ 启动子相比ꎬ弱启动

子 ｂｌａ 提供了最佳的细胞外丙酮酸氧化酶活性ꎮ

Ａ:不同启动子表达 ＰｅｌＢꎻＢ:不同启动子表达 ＳｅｃＢꎮ ａ:Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨꎻｂ:Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣Ｔ７￣ＳｅｃＢꎻｃ:Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣Ｔｒｃ￣ＳｅｃＢꎻｄ:Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣
ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢꎮ
图 ４　 用不同启动子(Ｔ７、Ｔｒｃ、ＬａｃＵＶ５)表达 ＳｅｃＢ 对 β￣葡萄糖苷酶 ＢｇｌＨ 表达分泌的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳｅｃＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ (Ｔ７ꎬ Ｔｒｃꎬ ＬａｃＵＶ５) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ＢｇｌＨ

２.４　 甘氨酸对 β￣葡萄糖苷酶表达分泌的影响

酶的分泌表达不仅受酶的表达效率的影响ꎬ还
与细胞膜的通透性有关ꎬ若不能及时分泌到胞外ꎬ就
会造成累积ꎬ从而堵塞分泌通道[３３]ꎮ 通过添加甘氨

酸破坏重组大肠杆菌细胞壁和 Ｃｕ２＋作为 ｂｇｌＨ 稳定

剂ꎬ使周质空间的外膜蛋白渗透至胞外ꎬ可以进一步

提高重组蛋白质分泌表达量[３４]ꎮ
添加甘氨酸对大肠杆菌 Ａ￣ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ￣ｌａｃＵＶ５￣

ｓｅｃＢ 细胞密度和 β￣葡萄糖苷酶活性的影响如图 ５ 所

示ꎮ 由图 ５Ａ 可知ꎬ甘氨酸对细胞生长具有显著的负

面影响ꎬ随着甘氨酸含量的增加ꎬ菌体浓度降低ꎬ这可

能是因为甘氨酸对细胞生长具有一定的毒害作

用[３４]ꎮ 从图 ５Ｂ 可知ꎬ甘氨酸的添加对细胞质中 β￣葡
萄糖苷酶活性也有负面影响ꎬ细胞质的酶活性随着甘

氨酸质量分数的增加呈现下降的趋势ꎮ 而全细胞催

化酶活性随着甘氨酸质量分数的增加呈现先上升后

下降的趋势ꎬ甘氨酸质量分数为 １％时酶活性最高ꎬ可
达到 ２􀆰 ２４ Ｕ / ｍｌꎮ 细胞外的 β￣葡萄糖苷酶活性的提

高证明了甘氨酸对蛋白质渗漏的影响ꎬ与前期优化甘

氨酸以实现蛋白质渗漏的研究结果类似[３５]ꎮ

Ａ:甘氨酸对细胞生长的影响ꎻＢ:甘氨酸对重组菌 Ａ￣Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢ 的 β￣葡萄糖苷酶活性的影响ꎮ
图 ５　 甘氨酸质量分数对重组菌 Ａ￣Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢ 各组分 β￣葡萄糖苷酶活性、胞外相对 β￣葡萄糖苷酶活性以及重组菌的终

细胞密度(ＯＤ６００)的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｉｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅꎬ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ａｎｄ ｆｉｎａｌ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ
(ＯＤ６００) ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ａ￣Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢ

２.５　 重组表达菌株培养条件优化

分子水平的操作可以提高 β￣葡萄糖苷酶的细

胞外分泌表达产量ꎬ优化培养条件也可以提高 β￣葡

萄糖苷酶的胞外分泌量[３５]ꎮ 本研究通过对诱导表

达过程中初始菌体密度、诱导时间、诱导温度以及初

始 ｐＨ 进行优化ꎬ进一步提高胞外分泌量ꎮ
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大肠杆菌 Ａ￣ｔｒｃ￣ｐｅｌＢ￣ｂｇｌＨ￣ｌａｃＵＶ５￣ｓｅｃＢ 在不同

初始细胞密度(ＯＤ６００)下诱导后的生长曲线以及全

细胞 β￣葡萄糖苷酶活性变化如图 ６Ａ 所示ꎬ细胞初

始密度(ＯＤ６００)为０.４~ １􀆰 ６ 时ꎬβ￣葡萄糖苷酶酶活性

显著增加ꎬ而在细胞初始密度大于 １􀆰 ５ 后 β￣葡萄糖

苷酶酶活性保持相对稳定ꎮ 随着初始细胞密度的增

加ꎬ全细胞酶活性整体表现为先缓慢上升后迅速下

降ꎬ在初始细胞密度(ＯＤ６００)为 １􀆰 ０ 时进行诱导ꎬ发
酵 ２４ ｈ 后全细胞酶活性最高ꎬ达到 ２􀆰 ３１ Ｕ / ｍｌꎬ初始

细胞密度大于 １􀆰 ０ 之后进行诱导不利于 β￣葡萄糖苷

酶的分泌表达ꎬ说明诱导时机过晚比过早对表达的

影响更大[３６]ꎮ 杨涛等[３３] 也发现诱导时菌体生长时

期会对蛋白质的表达和分泌造成影响ꎬ他们考察了

诱导时菌体 ＯＤ６００对多铜氧化酶在大肠杆菌中分泌

的影响ꎬ结果表明当 ＯＤ６００ ＝ １ 时ꎬ多铜氧化酶胞内、
胞外酶活性均为最高ꎮ 由图 ６Ｂ 可知ꎬ发酵 ２４ ｈ 后

重组大肠杆菌 Ａ￣Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢ 的终

细胞密度随着诱导时间的增加上升ꎬ而全细胞催化

酶活性随着诱导时间的延长呈现先上升后下降的趋

势ꎬ诱导时间为 ２４ ｈ 时ꎬ全细胞 β￣葡萄糖苷酶活性

最高ꎬ可达 ２􀆰 ５２ Ｕ / ｍｌꎮ 图 ６Ｃ 显示了诱导温度对重

组大肠杆菌 Ａ￣Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣ＢｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢ 的细胞

密度以及 β￣葡萄糖苷酶活性的影响ꎬ总体而言ꎬ在
２０~３５ ℃获得高细胞密度ꎬ诱导温度为 ２５ ℃时ꎬβ￣
葡萄糖苷酶活性最高ꎬ且较高温度和较低温度均不

利于 β￣葡萄糖苷酶的胞外表达ꎮ 这是因为诱导温

度是影响蛋白质表达的一个重要因素ꎬ温度过高会

形成包涵体ꎬ温度过低会造成外源基因表达不

足[３７]ꎮ 诱导期的初始 ｐＨ 对大肠杆菌 Ａ￣Ｔｒｃ￣ＰｅｌＢ￣
ＢｇｌＨ￣ＬａｃＵＶ５￣ＳｅｃＢ 的细胞密度和 β￣葡萄糖苷酶活

性有显著影响(图 ６Ｄ)ꎮ 在 ｐＨ 为５􀆰 ５~ ７􀆰 ５ 时 β￣葡
萄糖苷酶的全细胞催化酶活性先上升后下降ꎬ初始

ｐＨ 为 ６􀆰 ５ 时ꎬ全细胞催化酶活性最高ꎬ达到 ２􀆰 ５５
Ｕ / ｍｌꎬ 且 ｐＨ 为６􀆰 ０~ ７􀆰 ５ 时能够保持较高酶活性ꎬ
这与何成等[３８] 的研究结果一致ꎮ 因此通过优化诱

导条件确定 β￣葡萄糖苷酶的最优发酵条件为ꎬ初始

细胞密度(ＯＤ６００)＝ １􀆰 ０ꎬ诱导时间为 ４ ｈꎬ初始 ｐＨ 为

６􀆰 ５ꎬ诱导温度为 ２５ ℃ꎮ

Ａ:初始细胞密度(ＯＤ６００)ꎻＢ:诱导时间ꎻＣ:诱导温度ꎻＤ:初始 ｐＨꎮ

图 ６　 重组大肠杆菌菌株表达条件优化

Ｆｉｇ.６　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎｓ

３　 结 论

本研究以 β￣葡萄糖苷酶 ＢｇｌＨ 为模式酶ꎬ结合

信号肽结构特点对大肠杆菌Ⅱ型分泌系统中 ４ 种信

号肽进行筛选ꎬ发现在 Ｎ 端融合 ＰｅｌＢ 实现了 β￣葡
萄糖苷酶 ＢｇｌＨ 在大肠杆菌中的胞外分泌表达ꎮ 并

９２２李晓楠等:基于信号肽的 β￣葡萄糖苷酶的分泌表达



使用 ４ 种不同的启动子调控伴侣蛋白 ＳｅｃＢ 的表达ꎬ
提高信号肽 ＰｅｌＢ 对 β￣葡萄糖苷酶 ＢｇｌＨ 的分泌效

率ꎮ 此外ꎬ通过添加甘氨酸以及优化培养条件ꎬ进一

步提高 β￣葡萄糖苷酶全细胞催化活性ꎬ进而提高其

与糖苷型底物的可及性ꎬ使其转化为具有更高利用

效率的苷元型物质ꎮ
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