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摘! 要：构建重组菌（,4.%/ 5 67890//:0;<)=’）作为极耐热木聚糖酶的生产菌株，研究了 =>7? 诱导

时间、=>7? 浓度、重组菌生长的不同阶段加 =>7? 和温度对重组菌生产极耐热木聚糖酶的影响以及

它的酶学性质* 结果表明，=>7? 诱导 1 @ 后极耐热木聚糖酶的表达量基本维持不变，%* A B A CC() 5
D 浓度的 =>7? 诱导重组菌表达极耐热木聚糖酶的效果基本相同；当重组菌生长到 EF3%%为 .* " 左

右时加 =>7? 诱导最好，诱导温度对极耐热木聚糖酶表达水平的影响不大* 重组耐热木聚糖酶的最

适反应 6G 值为 A* $ B A* 1，重组极耐热木聚糖酶的最适反应温度大于 .%% H，重组极耐热木聚糖酶

在 6G 值 $* " B &* A 都比较稳定，重组极耐热木聚糖酶的温度稳定性好，在 /% H下保温 " @ 后残存

酶活还有 /%I *
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! ! 随着人口的不断增长和资源的进一步消耗，可

再生资源的开发利用已经成为世界性共同关注的

问题" 木质纤维，如秸秆、碎木等作为一种丰富而

又尚未开发的重要资源越来越受到重视" !#$，%#木
聚糖内切酶（$，%#!#木聚糖木糖水解酶 &’(" )" $"
*），简称木聚糖酶，水解木聚糖主干链内部的 $，%#
糖苷键，多数作用于木聚糖的无侧枝区段，产生低

聚糖或带有侧枝的寡聚糖" 木聚糖是半纤维素的主

要部分，因此，木聚糖酶是木聚糖降解过程中最关

键的一个酶［$］" 而热袍菌属的海栖热袍菌所产生的

木聚糖酶 + 的耐热性非常好，其最适反应温度高达

$,- .［)］，它的耐高温及热稳定性是工业化应用中

的理想特征" 但是由于它来源于海栖热袍菌，其密

码子偏好性与大肠杆菌有差别，所以表达量不高"
作者已经通过定向改造和定点突变，大幅度地提高

了海栖热袍菌极耐热木聚糖酶 + 在大肠杆菌中的

表达量（专利申请号：,($($-)%" ,）" 本实验主要是

通过优化诱导条件来进一步提高表达量，并对重组

酶的酶学性质进行研究，为以后应用奠定基础"

!" 材料与方法

!# !" 材料

!" !" ! " 主 要 试 剂 和 设 备 ! 木 聚 糖（ /0123，4567
895:;<66=），>#;0=56/08?3@69: 2:9= ;0=52@9=?（ ABC#
+BC）购于 DEFGB 公司；异丙基#!#H#硫代半乳糖苷

（ EAIF）、氨苄青霉素（B7>）购于申能博彩公司"
JK#),,, 分光光度计：上海龙尼柯仪器有限公

司制造；E&’ 7L1M950 高速冷冻离心机：美国 I;?576
N94? D:9?3:?O N979M?= 公 司 制 造；电 转 化 仪：美 国

+EP#QBH A2:949: NIH 公司制造"
!" !" $" 菌株和质粒! !" #$%& RG$,S 本实验室保存，

重组质粒 >I5:#SSB#/01EK 本实验室保存"
!" !" %" 培养基 ! N+ 培养基（ T U N）：胰蛋白胨 $,，

酵母膏 - ，V2’1 $," 摇瓶培养基（ T U N）：胰蛋白胨

$)，酵母膏 )% ，WC) AP% ," )($，W)CAP% $" )-%，甘

油 % 7N U N"
!# $" 方法

!" $" !" 质粒转化大肠杆菌" 将宿主菌 RG$,S 制成

感受态细胞，取 $,, !N 与质粒混合，按文献［(，%］

的方法进行电转化，然后涂布在含有 $,, !T U 7N 氨

苄青霉素的 N+ 平板上，(X .培养过夜"
!" $" $ " 细胞密度测定" 取发酵液经适当稀释后，

用 JK#),,, 分光光度计在 Y,, 37 处测吸光值"
!" $" %" 木聚糖酶的测定" $,, !N 质量分数 ," -Z
的木聚糖、酶液 ), !N 和 $,, 7761 U N >C -" % 的磷

酸缓冲液 *, !N 反应 - 793 后，加 Y,, !N 终止剂"
显色剂 ABC+BC［配方为：’（ ," - 761 U N V2PC ）[
’（ 溶于 ," - 761 U N C’1 的质量分数为 -Z ABC#
+BC ） \ %[ $ ］煮沸 $, 793，冷却后测 (%$,37值［-］"

酶单位（J）的定义：在该反应条件下，$ 793 内

催化产生 $ !761 产物所需的酶量"
!" $" &" 酶性质的测定

$）最适反应温度：在 Y- ] $,, .范围内，每隔

- .，分别测定酶活" 以酶活最高为 $,,Z 计算相对

酶活"
)）最适反应 >C 值：在不同的 >C 值条件下分

别测定酶活，以酶活最高为 $,,Z，计算相对活性"
反应所用的缓冲液是 ," $ 761 U N 咪唑邻苯二甲酸氢

钾缓冲液，在常温下的范围是 >C 值 (" * ] *" )，使

用时需在 S, . 下校正，校正后的范围 >C 值为 %"
), ] X" -)"

(）温度稳定性：在相对稳定的 >C 值下，使酶

在某个温度下保温不同的时间，再测定相对酶活，

以未保温（% .保存）的酶样活性为 $,,Z，由此确

定酶的稳定性"
%）>C 值稳定性：酶在不同的 >C 值条件下保

温相同的时间，再分别测定残留酶活性与不保温的

酶活比，计算百分比" 缓冲液的选择参见 $" )" %" )）"

$" 结" 果

$# !" 重组菌的生长曲线

重组 菌（ RG$,S U >I5:#SSB#/01EK）生 长 条 件 定

为，$,, 7N 三角瓶装液 (, 7N，(X .，)), 5 U 793 振

荡培养" 生长曲线见图 $" 由图可看出，重组菌生长

至 X ;，菌数可达到最高"

图 !" 重组菌的生长曲线

’()# ! " *+,-./0(1233(.1 !" #$%&（ 456-,778,9:;<= ）

)6.>3? -@6A+

$# $" <B5C 诱导时间对重组木聚糖酶表达水平的

影响

重组菌在菌数达到 PHY,,为 ," Y 时加入 EAIF（
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终浓度为 ! ""#$ % & ）诱导，每隔 ’ ( 取样，以测定

每毫升菌液木聚糖酶酶活来分析重组木聚糖酶的

表达情况（见图 )）* 结果表明，诱导 + ( 后重组木

聚糖酶的表达量基本维持不变，因此诱导可在 + (
左右结束*

图 !" #$%& 诱导时间对木聚糖酶表达水平的影响

’()* !" +,,-./ 0, #$%& (123./(01 2345/(01 01 6785159-
-6:4-99(01

!* ;" #$%& 浓度对重组木聚糖酶表达水平的影响

重组菌在三角瓶摇瓶培养至 ,-.// 为 /* . 时，分

别加入不同量的 0123，终浓度分别为 /* !，’* !，4，!
""#$ % &，诱导 5 ( 后取样，以测定每毫升菌液木聚糖

酶酶活来分析 0123 浓度对重组木聚糖酶表达水平

的影响* 从图 4 可以看出，/* ! 6 !* / ""#$ % & 浓度的

0123 诱导重组菌表达重组木聚糖酶的效果基本相

同，! ""#$ % & 浓度的 0123 比其他浓度诱导的效果略

有提高* 实验表明，/* ! ""#$ % & 浓度的 0123 足以诱

导启动子完全开放而达到较好的诱导效果*

图 ;" #$%& 浓度对木聚糖酶表达水平的影响

’()* ; " +,,-./ 0, .01.-1/45/(01 0, #$%& 01 6785159-
-6:4-99(01

!* <" 重组菌生长的不同阶段加 #$%& 对重组木聚

糖酶表达水平的影响

重组菌在达到 ,-.// 为 /* .，’* )，)* 7 时分别加

入 0123（终浓度为 ! ""#$ % &）诱导，每隔 ’ ( 取样，

以测定每毫升菌液木聚糖酶酶活来分析重组木聚

糖酶的表达情况* 从图 7 可以看出，在 ,-.// 为 ’* )

左右时加 0123 诱导最好，单位体积产生的重组木

聚糖酶最多达到 )74 8 % "&* 诱导 9 ( 后重组木聚糖

酶的表达量基本保持不变*

图 <" 重组菌生长的不同阶段加 #$%& 对木聚糖酶表

达水平的影响

’()* < " +,,-./ 0, 2(,,-4-1/ .01.-1/45/(01 0, =>?@A B
:%4.CAADC678#E F(/G #$%& 01 6785159- -6C
:4-99(01

!* H" 诱导温度对重组木聚糖酶表达水平的影响

重组菌分别在 4/ : 和 49 : 培养，菌数达到

,-.//为 ’* ) 左右时加 0123 诱导，诱导 + (，以测定

每毫升菌液木聚糖酶酶活来分析重组木聚糖酶的

表达情况* 4/ : 培养诱导能够有效地降低本底表

达，但实验中 4/ :和 49 :诱导培养对重组木聚糖

酶的表达基本没有区别* 可以看出，重组木聚糖酶

对宿主菌基本没有毒害*
!* I" 重组木聚糖酶的最适反应 :J 值

在不同的 ;< 值下，其他反应条件相同，测定重

组木聚糖酶的酶活* 从图 ! 可以看出，重组木聚糖

酶的最适反应 ;< 值在 !* 7 6 !* + 之间，海栖热袍菌

起始的木聚糖酶 = 的最适反应 ;< 值是 !* 7，两者

基本一致*

图 H" :J 值对酶活的影响

’()* H" +,,-./ 0, :J 01 -1K7L- 5./(M(/7

!* N" 重组木聚糖酶的最适反应温度

分别在 .! 6 ’// :区间，每隔 ! :测定重组木

聚糖酶的酶活* 从图 . 可以看出，重组木聚糖酶的

最适反应温度大于等于 ’// : *
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图 !" 温度对酶活的影响

#$%& !" ’(()*+ ,( +)-.)/0+1/) ,2 )234-) 0*+$5$+4

6& 7" 重组木聚糖酶 .8 值的稳定性

酶在不同的 !" 值条件下 #$ %保温 & ’，再分

别测定残留酶活性与 ( %保温的酶活相比，计算百

分比) 从图 * 可以看出，重组木聚糖酶在 !" 值 () &
+ *) , 都比较稳定，相对酶活都在 #$-以上)

图 9" .8 值对酶的稳定性的影响

#$%& 9" ’(()*+ ,( .8 ,2 )234-) :+0;$<$+4

6& =" 重组木聚糖酶温度的稳定性

酶在不同的温度下保温 & ’，再分别测定残留

酶活性，以未保温的酶所测酶活为 .$$-，计算相对

酶活) 从图 # 可以看出，重组木聚糖酶的温度稳定

性非常好，在 /$ %下保温 & ’ 后，残存酶活和没保

温酶的酶活相比还有 /$-，在 .$$ %下保温 & ’ 后

还有 0$- )

图 7" 温度对酶的稳定性的影响

#$%& 7" ’(()*+ ,( +)-.)/0+1/) ,2 )234-) :+0;$<$+4

>" 结" 论

利用重组大肠杆菌生产基因工程产品具有极

大的应用价值，然而进行大规模生产必须克服许多

困难，其中主要包括有机酸类代谢副产物的积累抑

制细菌自身生长和外源基因高表达引起宿主细胞

生理负担过重等［0，*］) 这要求必须优化诱导时间、诱

导时期和诱导剂的浓度等，使重组大肠杆菌既能高

密度生长又能高效率表达外源目的蛋白，为以后工

业生产摸索条件)
本实验选用 1234 作为诱导剂，因为 1234 在诱

导强度、诱导时间、诱导持续性上具有优势，而且高

密度培养过程中利用 1234 能有效地提高发酵罐的

使用率和单位体积培养基的使用率) 通过优化表达

条件，得到 560$$ 为 .) & 左右时加 1234 诱导最好，

$) , + ,) $ 7789 : ; 浓度的 1234 诱导重组菌表达极

耐热木聚糖酶的效果基本相同，1234 诱导 # ’ 后极

耐热木聚糖酶的表达量基本维持不变，重组极耐热

木聚糖酶的酶学性质与原始木聚糖酶基本相同，分

别为最佳反应温度大于 .$$ %，在 .$$ %下保温 &
’，酶活还有 0$-，!" 值稳定范围较广)
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