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重组大肠杆菌BL2 1(DE3)一pET28a(+)一bgl

诱导表达13一葡聚糖酶的条件优化

李永仙， 郑飞云， 李崎’ ， 顾国贤
(江南大学教育部工业生物技术重点实验室，江苏无锡214122)

摘 要：研究自行构建的产伊葡聚糖酶的工程茵E．coli BL21(DE3)一pET28a(+)-bgl在LB培养

基中的生长特性，考察种子液的菌龄、培养基起始pH、接种量及诱导起始时发酵液茵浓度等对伊

葡聚糖酶产生水平的影响；通过正交试验确定诱导荆IPTG及乳糖添加量、诱导温度及诱导荆作用

时间。结果表明：培养基起始pH 7．0，对数生长中期的种子液(OD6。。为0．35)以接种量(体积分

数)10％接入摇瓶发酵培养，37℃，200 r／min培养约3 h，茵液OD值达到1．0左右，添加终浓度分

别为0．033 6 mmol／L的IPTG及10 mmol／L乳糖，24℃诱导6 h，发酵液清液中酶活达到最高

(336．33 U／mL)，茵体生长量为1．12 g／L，发酵液中总酶活达到459．32 U／mL，是原始菌株在相同

条件下所产酶活的6．62倍。采用优化培养条件及诱导剂作用条件，重组茵在TB培养基中酶活水

平进一步提高，诱导剂作用10 h，发酵清液中酶活为1 090．31 U／mL，总酶活1 570．83 U／mL，是原

始茵在该条件下酶活的19．73倍，显示出重组菌具有广阔的工业化应用前景。
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Optimization of Fermentation Conditions of Recombinant E．coli

BL21(DE3)一pET28a(+)-bgl Producing jq-Giucanase

LI Yong—xian， ZH ENG Fei—yun，LI Qi。， GU Guo—xian

(The Key Laboratory of Industrial Biotechnology，Ministry of Education，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：In this manuscript，the optimum conditions for b——glucanase production from the

recombinant strain E．coli BL21(DE3)一Pet28a(+)一bgl were carefully determine and lists as

follows：10％seed cultures(0D600—0．35)was supplemented to the culture medium(initial PH

7．O)and incubated for 3h when the cell concentration reaching at OD600 1 under 37℃and 200 r／

min．Then 0．0336 mM IPTG and 10 mM lactose were fed as inductor to the E．coli BL2 1(DE3)一

Pet28a(+)一bgl culture broth and the temperature was shifted to 24℃and maintained for 6 h．

the total activity of酽glucanase achieved at 459．3 U／mL，and 336．3 U／mL 3-glucanase was

found in supernatant liquor，was higher 6．62 times than that of the parent strain．In TB
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medium，the values can achieve at 1 9，73(1 090．3 U／mL in supernatant and 1 570．8 U／mL in

total)．The results presented here indicated that the recombinant strain exhibited the potential

application in industrial production．

Key words：recombinant E．coli，fermentation conditions，optimization，inducing，13-glucanase

p1，3-1，4葡聚糖酶(EC3．2．1．73)，简称|3一葡

聚糖酶，能够高效、专一分解植物来源的B一葡聚糖

中p1，3和j3—1，4混合的糖苷键，大分子p葡聚糖

不断降解，因而在以大麦麦芽为原料的啤酒生产及

麦类饲料加工过程中具有非常重要的应用价值及

前景n_2]。B一葡聚糖酶来源于植物及微生物，其中

微生物来源的酶主要利用真菌或芽孢杆菌经传统

通风发酵而生产。近年来，将不同来源的B一葡聚糖

酶基因(b91)在大肠杆菌中克隆表达得到广泛研究

和应用[3--4]。程志敬等口3利用重组E．coli JMl09-

pLF3，经产酶条件优化，培养30 h后p葡聚糖酶酶活

达到297．71 U／mL；而李青青等口1利用基因工程菌

EGs2产伊葡聚糖酶，最高酶活力为321．56 U／mL。

作者所在研究室前期已克隆表达来自Bacillus

amyloliquefaciens SYB-001(本研究室选育保藏的

产p葡聚糖酶酶活的专利菌株)p葡聚糖酶基因，构

建重组大肠杆菌E．coli BI。21(DE3)一pET28a(+)一

bgl，该重组质粒含lacI控制的T7启动子，在IPTG

诱导下实现高效表达伊葡聚糖酶。本研究中结合

乳糖进行协同诱导大肠杆菌表达伊葡聚糖酶，不仅

能使含Tac启动子或T7启动子的表达系统中重组

蛋白表达增加，而且产物可溶性升高[7]。同时为了

提高基因表达目的产物p葡聚糖酶酶活，结合该重

组大肠杆菌表达蛋白的特点，采用单因素试验考察

菌体生长条件及状态诸如培养基起始pH、种子液

菌龄、接种量、诱导起始时发酵液中菌体浓度等对

产酶的影响，在此基础上，采用正交试验的方法确定

诱导剂IPTG及乳糖最适添加量、最适作用温度及作

用时间，为进一步工业化生产试验提供了参考依据。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 茵种 重组大肠杆菌E．coli BL21(DE3)一

pET28a(+)-bgl，作者所在研究室构建。

1．1．2试剂 大麦伊葡聚糖标样(购自美国Sigma

公司)，IPTG(BIO BASIC 1NC)，旷乳糖(上海恒信化

学试剂有限公司提供)，卡那霉素(B10 BASIC INC)。

1．1．3培养基

LB培养基(g／L)：胰蛋白胨lO，酵母浸出物5，

NaCI 10，卡那霉素0．03；pH 7．0，加入20 g琼脂粉

即为固体LB培养基。

TB培养基(g／L)：胰蛋白胨12，酵母提取物

24，甘油6，NaCll0，KH2P04 2．4，K2HPO。·3H20

12．5；培养基接种前加入卡那霉素溶液，终质量浓

度为0．03 g／L。

1．1．4诱导剂溶液(g／L)IPTG 20，a一乳糖180。

1．2方法

1．2．1种子培养方法

一级种子：斜面菌样一环接入装有10 mL液体

LB培养基的100 mL的三角瓶中，37℃，200 r／min

振荡培养11 h，培养液为一级种子液。

二级种子：一级种子液1．0 mL接入装有25 mL

液体LB培养基的250 mL的三角瓶中，37℃，

200 r／min振荡培养2～3 h，培养液为二级种子液。

1．2．2诱导产酶方法 二级种子液在不同的培养

时间，菌液具有不同的光密度值，根据不同的光密

度值可以计算出发酵时的接种量，二级种子液接入

发酵摇瓶后，37℃，200 r／min振荡培养至一定时

间，在每25 mL发酵液中加入5皿L的IPTG溶液

及250“L的a一乳糖溶液，27℃，200 r／min振荡诱

导5 h后，测定发酵液清液中的酶活。

1．2．3 茵体生长量的测定(以茵体干重计) 经

IPTG及乳糖协同诱导5 h的发酵液10 000 r／min

离心2 min，弃去清液，去离子水离心洗涤后再恢复

到原体积，振荡均匀后稀释不同的倍数，以去离子

水为对照，在600 nm波长下测定稀释菌液的OD

值；各取不同稀释倍数的菌液10 mL，10 000 r／min

离心2 min，弃去清液，菌体经真空冷冻干燥后，测

定其干重，以OD值为横坐标，菌体干重为纵坐标绘

制菌体干重与菌液OD值的关系图。

1．2．4 菌株生长曲线的测定 分别向若干装有

25 mL LB培养基的250 mL的三角瓶中接入

1．0 mL的一级种子液，37℃，200 r／min振荡培养，

每隔1 h取出一瓶测定菌液在600 nm下的OD值。

1．2．5 伊葡聚糖酶活力的测定 采用3，5一二硝基

水杨酸(DNS)法。酶活定义：1 mL酶液在40℃和

pH值为6．5的条件下，每分钟水解B一葡聚糖生成

相当于l／-mol的葡萄糖还原物质的量为1个酶活
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力单位，以U／mL表示；发酵清液酶活力测定：发酵

液经过离心后，将上清液稀释适当倍数，测定其酶

活力；发酵液总酶活的测定：将含菌体的发酵液经

过超声波破碎，其破碎条件为冰浴、功率400 W，超

声1 s停止3 s，总超声作用时间为60 s，超声破碎

液经适当稀释后测定其酶活力。

1．2．6诱导剂作用条件的确定方法 采用正交试

验方法，确定诱导剂IPTG、乳糖的最适添加量、最

适作用温度和作用时间，因素及水平见表1，正交试

验设计表为L1。(45)。

表1 正交试验因素及水平

Tab．1 Factors and levels of orthogonal experiment

2结果与分析

2．1菌体生长量的测定

按照1．2．3的方法，测定了菌体生长量与菌液

OD值的关系，如图1所示。结果表明，控制菌液的

OD值在一定的范围内时，每毫升菌液所含菌体的

干重与OD值具有很好的线性相关性。

趔
凸

。
疑
姐

菌体干重／(u g／mL)

图1菌体干重与菌液OD值的关系

Fig．1 Relationship between dry weight of cell and OD

of value

2．2菌株生长曲线的测定

菌株二级培养过程中菌液的OD值随时间的变

化曲线如图2所示。重组大肠杆菌对数生长期在

培养过程中的第2—4小时之间，第0一l小时为延

滞期，第1—2小时为调整期，第2—4小时为对数生

长期，4 h以后达到平衡期。

图2西液OD值及细胞数随培养时间的变化

Fig．2 Curve of cell quantity and OD value

2．3菌体生长条件对产酶的影响

2．3．1发酵培养基起始pH对诱导产酶的影响

调节培养基起始pH值为5．5、6．0、6．5、7．0、7．5、

8．0、8．5，以二级种子液的oD值为0．35，按发酵培

养基体积的5％接人二级种子液，37℃，200 r／min

振荡摇瓶3 h，于每瓶中加入5 ttL IPTG及250弘L

乳糖溶液协同诱导5 h后，10 000 r／min离心

2 min，测定清液中的酶活力，产酶结果如图3所示。

可以看出，当发酵培养基起始pH值为7．0时，经诱

导后发酵液中的酶活最高，表明该pH值有利于大

肠杆菌的繁殖及诱导产酶。

200

一

善150

囊loo
溢

50

0
5．5 6．0 6．5 7．0 7．5 8．0 8．5

pH

图3发酵培养基起始pH值对诱导产酶量的影响

Fig．3 Effect of initial pH on}glncanase activity

2．3．2二级种子接种量对诱导剂作用效果的影响

二级种子液以0．35的OD值为分值，按发酵培养

基体积的2．5％、5．0％、10％、15％、20％、25％接入

二级种子液，经发酵及诱导后其产酶结果如图4所

示。由图4中的结果可知，接种量为培养基体积的

10％时，产酶活最高。

2．4菌体生长状态对产酶的影响

2．4．1二级种子菌龄对诱导产酶的影响 处于对

数生长期内不同时间的二级种子液，控制相同的菌

浓度接入三角瓶摇瓶培养基中，37℃，200 r／min振

荡摇瓶3 h，取下在每瓶中加入5弘L IPTG及
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250 I￡I。乳糖溶液协同诱导5 h后，i0 000 r／rain离

一6,2 rain，测定清液中的酶活力，结果见表2。结果

表明，当处于对数生长中期的二级种子按一定菌浓

度接入摇瓶培养基后，经诱导后发酵液清液中酶活

力最高，由此将二级种子的菌龄确定为对数生长中

期的3 h。

2．5 5．0 10．0 15．0 20．0 25．0

接种量／％

图4接种■对产酶水平的影响

Fig．4 Effect of inoculation volume inoculation on p-

Ou∞nase

表2二级种子菌龄对产酶水平的影响

Tab．2 Effect of secondary seed age on肛gJucanase expressed

2．4．2摇瓶过程中诱导起始时发酵液中茵浓度对

产酶的影响 从二级种子液接入发酵摇瓶后第1

小时开始，每隔l h取出3瓶，每瓶中加入5肛L

IPTG及250“L乳糖溶液协同诱导5 h后，10 000

r／min离心2 rain，测定生物生长量及发酵清液中的

酶活力，结果见表3。可以看出，诱导起始菌浓度对

产酶水平具有显著的影响，菌浓度为OD=1．266

时，产酶水平最高，菌浓度过低或过高，都大幅度减

少产酶量。起始菌浓过低，说明诱导剂添加过早，

会抑制菌体的增殖，生物量减少，进而影响到产酶

量。起始菌浓过高，表明诱导剂添加太晚，菌体处

于生长平衡期，并开始衰老，合成酶蛋白的能力降

低，同时发酵液中可用于合成酶蛋白的物质减少，

从而严重影响发酵液中的酶产量。

表3诱导起始菌浓对产酶水平的影响

Tab．3 Effect of initial cell concentration on p-glucanase UC-

tivity

2．4．3发酵过程中诱导剂作用时间对酶活的影响

发酵过程中，菌液添加诱导剂后每隔I h取出

3瓶，离心测定清液中的酶活力，结果见表4。可以

看出：发酵过程中，酶活随诱导剂作用时间的增加

而增加，但发酵液中菌体生长量到第4小时开始逐

渐下降，而发酵清液的酶活继续增加，这可能是由

于4 h以后菌体出现衰老、死亡及自溶，因而有更多

的胞内葡聚糖酶溶解到胞外，所以清液中的酶活力

增多。

表4诱导剂作用时间对酶活的影响

Tab．4 Effect of additiontime of melucer on p-glucanase UC-

tivity

2．5诱导剂最佳作用条件的确定。

经研究菌株的生长条件和生长状态，取其关键

因素进行正交试验，以确定诱导剂最佳作用条件。

根据以上试验结果，取对数生长中期的二级种子

液，以OD值0．35为分值，按体积分数10％的接种

量接入三角瓶摇瓶培养基中，37℃，200 r／min摇瓶

约3 h，当发酵液的0D值为1．0时加入诱导剂，试

验结果见表5，优化前后产酶水平结果见表6。

由表5中结果得出，根据极差分析，各因素对

菌株产酶水平影响的排序为：诱导剂作用温度>

IPTG添加量>乳糖添加量>诱导剂作用时间，其

最佳的作用条件为：添加终浓度为0．033 6 mmol／L

的IPTG及10 mmol／L的乳糖，作用温度24℃，作

∞∞柏加∞蛐印柏加o

^1Ⅲ，nv、R蜓避
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根据正交试验的结果做验证实验，其结果如表

6所示，诱导剂作用条件优化后，菌株经诱导后，发

酵清液酶活达到336．33 U／mL，较优化前提高

44．3％，发酵液总酶活达到459．32 U／mL，酶活是

原始菌的6．62倍。

2．6优化条件下菌株在TB培养基中的应用表达

结果

LB培养基中的酶活相比，均有大幅度的提高，当诱导

剂作用至10 h，发酵液清液中酶活为

1 093．31 U／mL，总酶活最高，达到1 570．83 U／mL，

是原始菌在该条件下酶活的19．73倍。随着诱导

剂作用时间的增加，清液酶活占总酶活的比例也在

增加，总酶活在减少，这可能与菌体细胞的衰老自

溶有关，细胞裂解自溶会释放出蛋白酶，从而会造

采用优化的培养条件及诱导剂的作用条件，菌 成对目的酶的降解，控制合适的诱导剂作用时间，

株在TB培养基中p葡聚糖酶的表达结果见表7。 在尽可能提高清液中的酶活比例的同时减少总酶

结果表明，在TB培养基中重组菌具有更高的表达水 活的损失，这对简化酶的后提取工艺具有重要

平，当诱导剂作用6 h，发酵清液中的酶活及总酶活与 意义。

表6诱导条件优化前后产酶水平比较

Tab．6 Comparison of[I-glucanase of pro-optimization and optimization

一。 IPTG溶液 乳糖溶液 诱导 诱导剂 菌体干重／ 发酵清液 总酶活／
菌样

体积／pL 体积／肛L 温度／℃ 作用时间／h(g／L) 酶活／(U／mL) (U／ml。)

重组菌(优化前) 5 250 27 5 1．25 233．00±1．169 291．25

重组菌(优化后) 10 500 24 6 1．12 336．33±2．572 459．32

原始菌0 0 24 30 69．35±0．705
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3 结 语

综上所述，当LB培养基的起始pH为7．0，生

长处于对数中期的种子液以OD值为0．35为分值，

按体积分数lo％的接种量接入摇瓶，37℃，200 r／

rain培养约3 h，当菌液的OD值达到1．0时，添加

终浓度为0．033 6 mmol／L的IPTG及10 mmol／L

的乳糖，在24℃诱导作用6 h后，产酶水平最高，发

酵清液中酶活可达336．33 U／rnL，菌体生长量为
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