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摘要：为了实现米黑霉脂肪酶（Rhizomucor miehei Lipase，RML）基因在大肠杆菌中的高效表达，并
得到大量的具有生物活性的脂肪酶，首先通过 3种方式提高 RML 在大肠杆菌中可溶性蛋白的表
达量：1） 低温诱导 （16 ℃）RML 表达；2） 新型分子伴侣 （Skp） 与 RML N 端融合表达；3） 载体
pET32a 上的 Trx·tag 与 RML N 端融合表达。 其次对各蛋白质进行纯化及活性测定，各种条件得
到的 RML比活在（226±10~247±10） U/mg。 蛋白质表达结果显示：经低温诱导 RML 的效果最好，
纯蛋白质量浓度为 0.86 mg/mL，表明诱导温度是影响可溶性蛋白质表达量的关键因素；活性测定
结果表明，Skp 和 Trx·tag 与目的基因 N 端的融合没有影响 RML 活性中心（C 末端）对底物的结
合和催化能力。 因此，RML 不仅在大肠杆菌中得到高效表达，并且保持原有生物学活性，在工业
生产中有应用价值。
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Abstract： In order to overexpress the Rhizomucor miehei Lipase （RML） gene and obtain a large
number of bioactive proteins in Escherichia coli. Firstly，the research improved the amount of the
soluble protein through three methods：1） RML was introduced at 16 ℃. 2） RML was fused with a
new chaperone （Skp） which was located at the N terminal of RML；3） RML was fused with the Trx.
tag in pET32a and the tag was located at the N terminal of RML. Secondly，the specific activity of
purified RML derived from different methods was detected as （226±10~247±10） U/mg. The expression
result showed that the low-temperature inducing was best method and the concentration of RML was
0.86 mg/mL. It was proposed that the temperature was the key factor of controling the amount of soluble
protein. The activity test showed that fusion of Skp/Trx·tag and the N terminal of RML did not change
the activity center （C terminal） and the catalytic ability of RML. Therefore，the strategy for
overexpression of RML in E.coli kept the biologycal activity and was valuble in the practice.
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米黑霉脂肪酶 （Rhizomucor miehei Lipase，
RML，Genebank accession no.A34959）是一种具有专
一性水解三酰基甘油酯 1，3 位酯键性质的脂肪酶
（E.C.3.1.1.3）， 反应得到的二酯和单酯在食品和商
品中都具有广泛的应用价值[1]。 RML 来源于真核生
物， 目前关于 RML 的表达多集中于研究酵母等真
核表达体系，但无论分泌表达体系还是表面展示技
术，得到的目标蛋白质量都很少，并且操作复杂，培
养周期长 [2-5]。 而大肠杆菌则操作简便，表达高效且
遗传背景清楚，但往往因缺少蛋白质修饰等功能而
使来源于真核的外源基因表达后以不溶的包涵体

形式存在[6]。 目前还没有研究报道 RML在大肠杆菌
中的表达情况，因此克服原核表达体系缺点，在大
肠杆菌中建立使 RML 正确表达的体系， 有利于
RML的纯化及下游的催化反应，而以简单经济的方
式获得大量目的蛋白质对工业生产具有重要意义。
作者选择大肠杆菌表达体系克隆表达 RML，并

在大肠杆菌中建立提高 RML 可溶性表达的策略，
以期获得大量具有活性的目标蛋白。 建立外源基因
在原核系统中可溶性表达的方法包括：优化表达条
件、选择合适的菌株、利用融合蛋白、使用分子伴侣
等[7]。 作者通过 3 种方式对蛋白质的可溶性表达条
件进行优化：1）低温诱导蛋白质表达；2）选择新型
的分子伴侣与目的基因融合表达；3）选择不同的大
肠杆菌载体表达目的基因。 以期利用简单的方式在
大肠杆菌中建立高效表达 RML 基因的策略， 并获
得大量的具有生物活性的蛋白质， 这对 RML 的工
业应用具有很大意义，同时这些提高外源基因在原
核表达体系中蛋白质表达量的策略，对于其他源于

真核生物的外源基因在大肠杆菌中的表达有一定

的借鉴作用。

1.1 实验材料
RML 基因（包括编码前导肽部分）：由上海闪晶

分子生物科技有限公司合成，分子伴侣 Skp 基因来
源于大肠杆菌 K12基因组；菌株 Escherichia coli K-
12：购于中国普通微生物菌种保藏管理中心；克隆
及表达质粒 pET -30a，pET -32a， 宿主菌 E.coli
BL21：购于 Novagen （WI）公司 （Wisconsin，USA）。
PrimeSTARTM HS DNA Polymerase： 购于 Takara 公
司；限制性内切酶 NcoI、BamHI、EcoRI、HindIII 以及
T4DNA快速连接酶：均购于生工生物工程（上海）有
限公司；PCR 引物：由上海英俊生物公司合成；基因
组提取试剂盒、PCR Cleanup 试剂盒、质粒提取试剂
盒、 凝胶纯化试剂盒： 购于 axygen 公司；Ni2+交换
HisTrap 亲和层析柱（用于纯化蛋白）：购于通用电
气医疗集团；其他试剂均为国产分析纯。
1.2 实验方法
1.2.1 目的基因的克隆 RML 由 70 个前导肽氨基
酸和 339个成熟区氨基酸构成，全长 1 020 bp（包括
终止密码子），蛋白质相对分子质量大小 37 000。 分
子伴侣 Skp 由 161 个氨基酸构成，全长 483 bp（不
包括终止密码子），蛋白质相对分子质量 17 000。 分
别用大肠杆菌表达载体 pET-30a 和 pET-32a 克隆
目的基因，利用载体上多克隆位点，选择合适的酶
切位点，用 Primer软件设计引物，见表 1。

材料与方法1

表 1 用于目的基因克隆的引物序列
Tab.1 Primer for gene cloning

目的基因 引物序列 酶切位点 目的克隆

RML 5’-CGCGCCATGGTGCCAATCAAGAGACAATC-3’ NcoI pET30a-RML

5’- GCCGAAGCTTAAGTACAGAGGCCTGTGT-3’ HindIII

Skp 5’-CGCGGATCCGATGAAAAAGTGGTTATTAGC-3’ BamHI pET30a-Skp

5’-GCGGAATTCTTTAACCTGTTTCAGTACCGG-3’ EcoRI

RML 5’-GCGGAATTCTGCCAATCAAGAGACAATC-3’ EcoRI pET30a-Skp-RML

5’- GCCGAAGCTTAAGTACAGAGGCCTGTGT-3’ HindIII

RML 5’-CGCGCCATGGTGCCAATCAAGAGACAATC-3’ NcoI pET32a-RML

5’- GCCGAAGCTTAAGTACAGAGGCCTGTGT-3’ HindIII
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PCR 体 系 ：0.1 μg 模 板 ，10 μL 5 ×Primer
STARTM缓冲液 （包括 Mg2+ puls），4 μL dNTP （每种
浓度均为 2.5 mmol/L）， 引物终浓度为 0.2 μmol/L，
高保真酶 Primer STARTM HS DNA polymerase 1.25
U，加水补足 50 μL。 扩增目的基因 PCR程序：98 ℃
变性 10 s，55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 1 min，30 个循
环结束后，72 ℃延伸 10 min，4 ℃保温 30 min。 将
PCR 产物以 1 g/dL 的琼脂糖凝胶电泳， 用 PCR 纯
化回收试剂盒进行纯化回收。纯化后的 PCR产物用
相应的限制性内切酶进行 3~4 h 的 37 ℃的酶切，后
与同样经过酶切的载体进行连接。 然后将连接产物
转化大肠杆菌 BL21感受态细胞中，涂布于 LB 平板
（1 g/dL 蛋白胨，0.5 g/dL 酵母粉，1 g/dL NaCl，1.5 g/dL
琼脂粉，含与载体相对应抗生素），37 ℃培养 16~20
h。挑取单克隆鉴定并测序，确定目标克隆。其中，克
隆 pET30a-Skp-RML的构建见图 1。

图 1 目的克隆 pET30a-Skp-RML 的构建过程
Fig.1 Construction of plasmid pET30a-Skp-RML

1.2.2 蛋白质的诱导、纯化及活性测定 将目标克
隆于 5 mL LB 液体培养基中于 37 ℃培养 12~16 h，
以体积分数 2%的接种量将菌种转接于 50 mL LB
培养基中，37 ℃培养至 OD600 达到 0.5~0.6， 加入
IPTG，至终浓度达 0.1 mmol/L，然后于 37 ℃培养 4
h或 16 ℃培养 16~20 h诱导蛋白质表达。离心收集
菌体沉淀，用磷酸缓冲液清洗菌体。 然后将菌体重
悬于 4 mL Tris-HCl（50 mmol/L，pH 8.0）中，超声破
碎菌体细胞，将破碎液离心，分别收集上清液和沉
淀，用 SDS-PAGE检测蛋白质表达情况。利用 Ni2+交
换 HisTrap 亲和层析柱纯化目标蛋白质 [8]， 并用

SDS-PAGE 检测。 纯化后的蛋白质溶液于 595 nm
测定紫外吸收值，并通过蛋白质质量浓度标准曲线
计算（蛋白浓度标准曲线用 BSA 试剂盒测定）实际
蛋白质质量浓度。 用碱式滴定法测定酶活性，反应
体系为：底物橄榄油乳化液 4 mL，磷酸盐缓冲液 5
mL，混合均匀后于 37 ℃预热 5 min，加入 10 uL 纯
化后的酶液（保证蛋白质量远远小于底物量）开始
反应，反应 15 min后加入 10 mL乙醇终止反应。 加
入 2~3 滴酚酞，用事先配好的 NaOH 溶液滴定。 所
有实验重复 3 次，根据蛋白质质量浓度计算酶的比
活，最终结果为平均值，并计算标准偏差。 酶活定
义： 每分钟催化底物释放出 1 μmol 脂肪酸的酶量
为 1个脂肪酶活力单位（U）。

2.1 重组子的克隆
扩增编码脂肪酶 RML 和分子伴侣 Skp 基因的

PCR结果见图 2。分别于 1 020 bp和 483 bp位置有
条带； 鉴定阳性克隆 pET30a-RML，pET30a-Skp-
RML 及 pET32a-RML 的结果见图 3，表明实验得到
了阳性克隆。

图 2 RML、Skp 基因扩增产物鉴定图谱
Fig.2 Identification of PCR for Skp

结果与讨论2

M: DNA Marker, Lane 1:RML 基因扩增结果

M: DNA Marker, Lane 1:Skp 基因扩增结果
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图 3 重组子 pET30a-Skp-RML、重组子 pET30a-RML
Fig.3 Identification of recombinant：pET30a-Skp-RML，
Identification of recombinants：pET30a -RML and
pET32a-RML

2.2 pET30a-RML的常温诱导及低温诱导表达
RML克隆于载体 pET30a上，于 37 ℃诱导 4 h，

蛋白质表达结果见图 4中第 1~3泳道所示。 其中第
1 泳道为重组子 pET30a-RML 于 37 ℃培养未诱导
的样品，用于做对照；第 2 泳道为菌体经诱导破碎
后得到的可溶性蛋白质样品；第 3 泳道为菌体经诱
导破碎后存在于沉淀物中的蛋白质样品，均在 42 000
的位置有条带，如图中亮点标记所示。 结果显示，可
溶性 RML 的表达量远远小于包涵体部分， 表达效
果不理想。
改变诱导条件，于 16 ℃诱导蛋白质 20 h 以上，

SDS-PAGE 检测蛋白质表达结果见图 4 中第 4~6
泳道所示。 第 4 泳道为重组子 pET30a-RML 于 16
℃培养未诱导对照，RML 经低温诱导后可溶性蛋白
质量（第 5 泳道）得到了明显提高，同时，包涵体量
（第 6 泳道）相应减少，说明低温诱导可以明显提高
RML在大肠杆菌中的可溶性蛋白质的表达量。随着
诱导温度的降低，可溶性蛋白质量占总蛋白质量的

比例可达到约 50%。

图 4 SDS-PAGE 检测 pET30a-RML（37 ℃）和 pET30a-
RML（16 ℃）蛋白质表达情况

Fig.4 SDS -PAGE for expression of pET30a -RML （37
℃） and pET30a-RML （16 ℃）

2.3 pET30a-Skp-RML 和 pET32a-RML 的常温
诱导表达

低温诱导可以明显提高 RML 在大肠杆菌中可
溶蛋白的表达量，然而低温诱导的时间是常温诱导
的 5 倍左右，在工业应用中，诱导周期过长会造成
更多能量的消耗，因此，若能在保证常温诱导的条
件下，提高 RML 可溶性蛋白质表达量是有意义的。
作者通过分子伴侣的使用和改变表达载体两种方

式来达到预期目的。 图 5 显示出分子伴侣 Skp 与
RML 融合表达并于 37 ℃诱导后得到的可溶性蛋白
质表达量（泳道 4 所示：分子伴侣 Skp 大小 17 000，
与 RML 在 pET30a 上融合表达后大小约为 59 000；
泳道 3 为重组子 pET30a-Skp-RML 经培养未诱导
的对照）和 RML构建于载体 pET32a，与其自带标签
Trx·tag 融合表达后， 于 37 ℃诱导得到的可溶性蛋
白质表达量 （泳道 6 所示：Trx·tag 大小 12 000，与
RML 在 pET32a 上融合表达后大小约为 55 000；泳
道 5 为重组子 pET32a- RML 经培养未诱导的对
照） 均大于第 2泳道所显示的重组子 pET30a-RML
在同样诱导条件下的表达量（泳道 2 所示：蛋白质
相对分子质量为 42 000；泳道 1 为重组子 pET30a-
RML 经培养未诱导的对照）， 蛋白质条带如图中亮
点所示。 这一结果说明，在克隆过程中，引入合适的
辅助蛋白质可以提高目的蛋白质正确折叠的效率，
进而提高可溶蛋白质的表达量，尽管这一途经得到
的效果低于低温诱导得到的效果，但是构建克隆表
达 RML 的不同载体可以保证一个相对短周期的菌
株培养诱导时间，这在工业应用中可以节省能量的
消耗。

M：DNA Marker，Lane 1：PCR 扩增全基因 Skp -RML 结果 ;
Lane 2：质粒 pET30a; Lane 3，4：重组子 pET30a-Skp-RML 酶
切验证（BamH I/Hind IIII）

M：DNA Marker，Lane 1：PCR 扩增全基因 RML 结果; Lane 2：
质粒 pET30a; Lane 3：质粒 pET32a; Lane 4：重组子 pET30a-
RML 酶切验证（NcoI/HindIIII）；Lane 5：重组子 pET32a-RML
酶切验证（Nco I /Hind IIII）
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目标克隆 纯化后质量浓度/（mg/mL） 稀释后质量浓度/（mg/mL）
脂肪酸释放量/
（μmol /15 min）

蛋白质比活/
（U/mg）

pET30a-RML（37 ℃） 0.130 0.095 3.22 226±10

pET30a-RML（16 ℃） 0.860 0.095 3.34 235±10

pET30a-Skp-RML（37 ℃） 0.280 0.100 3.55 237±10

pET32a-RML（37 ℃） 0.340 0.083 3.08 247±10

图 5 SDS-PAGE 检测 pET30a-RML、pET30a-Skp-RML
及 pET32a-RML 常温诱导表达情况

Fig.5 SDS -PAGE for expression of pET30a -RML、

pET30a-Skp-RML and pET32a-RML（37 ℃）

2.4 蛋白质的纯化及比活测定
利用 Ni2+交换 HisTrap 亲和层析柱纯化各种条

件下得到的蛋白质， 然后用 SDS-PAGE 进行检测，
见图 6。各蛋白质纯化条带见亮点标记：泳道 1为重
组子 pET30a-RML 于 37 ℃诱导表达的纯蛋白质，
泳道 2 为重组子 pET30a-RML 于 16 ℃诱导表达的
纯蛋白质， 泳道 3 为重组子 pET30a-Skp-RML 于
37 ℃诱导表达的纯蛋白质 ， 泳道 4 为重组子
pET32a-RML 于 37 ℃诱导表达的纯蛋白质。图 6显
示， 优化 RML 在大肠杆菌中的表达条件对提高
RML 可溶性蛋白质表达量有明显提高，尤其以第 2
泳道代表的低温诱导的 RML 纯蛋白质表达量的提
高程度最为显著。 此外，研究测定各蛋白质质量浓
度，将其分别稀释至 0.1 mg/mL 左右，利用碱式滴定
法测定比活，结果见表 2。

图 6 SDS-PAGE 检测 pET30a-RML （37 ℃）、pET30a-
RML （16 ℃ ）、pET30a -Skp -RML （37 ℃ ） 及

pET32a-RML（37 ℃）目标蛋白的纯化结果

Fig.6 SDS-PAGE for the expression of pET30a-RML（37
℃），pET30a-RML （16 ℃），pET30a-Skp-RML（37
℃） and pET32a-RML（37 ℃）after the purification

由表 2 数据可知，3 种提高 RML 在大肠杆菌中
可溶性蛋白表达量的方法都行之有效，在蛋白质纯
化前后， 用 SDS-PAGE 检测可溶性蛋白质表达量，
都可以看到明显的变化。 并且通过目标蛋白质质量
浓度的测定， 与 37 ℃诱导 pET30a-RML 表达得到
的可溶蛋白质量相比，16 ℃诱导 RML 表达可溶性
蛋白质量提高了 5.6 倍；37 ℃诱导 pET32a-RML 表
达的可溶 RML 提高了 1.6 倍；37 ℃诱导 pET30a-
Skp-RML表达可溶性蛋白量提高了 1.15倍。 此外，
不同条件下得到的 RML 比活相差不大， 范围在
（226±10~247±10） U/mg 之间，这一结果说明：各种
条件下得到的 RML 保留了相对独立的空间构象和
生物活性。

表 2 目标蛋白比活测定
Tab.2 Specific activity of target protein

大肠杆菌表达体系具有生长快， 操作简便，遗
传背景清楚的优点，但其缺少源于真核生物的外源
蛋白质表达所需的翻译后修饰、 糖基化等过程，使

很多外源蛋白质于大肠杆菌中表达时，常常会形成
不溶性的包涵体， 而有活性的可溶蛋白质量却极
少，从而限制了大肠杆菌表达体系的应用[9]。 作者以
源于米黑霉的脂肪酶 RML 作为研究对象， 首次检
测并报道其在大肠杆菌中的蛋白质表达情况，并建

结 语3
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立提高 RML 于大肠杆菌中可溶性蛋白质表达量的
策略。 研究从控制菌株代谢和构建不同表达载体两
条途径着手，通过 3 种方式不同程度的提高了 RML
在大肠杆菌中可溶蛋白表达量。 其中降低诱导温
度，延长诱导时间，控制菌体代谢的方式作用效果
最明显，可溶性蛋白质表达量提高 5.6倍。因为常温
诱导条件下，大肠杆菌中表达的蛋白质会折叠成对
热不稳定的中间体，就会促成包涵体的形成，而低
温的条件下，菌体生长速度、代谢速度都会减慢，使
其有更充足的时间进行蛋白质的组装，帮助外源蛋
白质正确折叠 [10-11]，说明诱导温度的是决定外源蛋
白表达效果的重要因素。
另一方面，考虑到低温诱导会延迟菌株生长时

间 5 倍左右，某种程度上对实验流程及工业应用造
成不便。 因此，作者建立的 RML于大肠杆菌中可溶
性表达策略还包括以常温诱导为基础，构建不同的
克隆表达载体。 首先，分子伴侣是一类辅助蛋白质，
其帮助相作用的目标蛋白质正确折叠和组装[12]，其中
Skp 源于大肠杆菌 K12，与多数分子伴侣相比，蛋白
质相对分子质量较小， 不会对载体造成太大负担，
是近两年新发现的一种能够帮助目的蛋白质正确

折叠及可溶性表达的一种新的标签。 而本研究选择
分子伴侣 Skp 与 RML 于载体 pET30a 中融合表达
不同于文献[13]报道的双质粒的共表达，融合表达
操作简单，也使得外源蛋白质可溶性表达量在同样
条件下提高了 1.15 倍。 此外，许多蛋白质要求形成
稳定的二硫键才能形成天然空间结构，否则这些蛋
白质可能被降解或者会形成包涵体，RML 也需要 3
对二硫键才可构成稳定的构象 [5]，但大肠杆菌细胞

质中的氧化还原势不利于形成稳定的二硫键 [14]，而
载体 pET32a 上的 Trx·Tag 可以催化目的蛋白质中
的二硫键在大肠杆菌细胞质中的生成，并且本身就
是一种溶解性高的多肽序列。有学者证明，在 E.coli
中以不溶形式存在的蛋白质与硫氧还蛋白 （Trx·
Tag）融合后，可增加蛋白质可溶性 [15]。 因此作者将
RML构建于载体 pET32a， 与 Trx·Tag 融合表达，常
温诱导后发现，目标蛋白质可溶量提高 1.6 倍，效果
更甚于使用分子伴侣的研究， 说明选择一些成熟
的，功能明确的辅助蛋白，对外源蛋白质的折叠表
达更为有效。
维持蛋白质的活性是保证酶生产成本的重要

条件之一， 而目的蛋白质与其他片段的融合表达，
可能会影响目的蛋白质活性中心对底物的结合及

催化能力。 而本研究所涉及的提高 RML 在大肠杆
菌中可溶性蛋白质表达量的方式都没有影响 RML
对油脂的催化作用， 原因是 RML 的活性催化中心
位于三级结构的 C 末端 [16]，而在与辅助蛋白质融合
表达时，是以其 N 末端进行融合表达，所以避免了
融合片段对 RML 活性中心的影响， 从而保证 RML
的催化能力。 由此可见，在建立源于真核生物的外
源基因在大肠杆菌中可溶性表达的体系时，不仅要
从多条途径着手（诱导条件的优化、载体构建手段
等）， 还要适当规避一切有可能影响目的蛋白质本
身性质的因素，才能建立合理的体系以达到研究预
期的目的并赋有价值。 本研究一方面为 RML 更广
泛的工业应用奠定基础，更一方面对于其他源于真
核生物的外源基因在大肠杆菌中的表达提供理论

依据，具有借鉴意义。
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http://www.foodmate.net/news/yujing/2012/11/218591.html
美国农业部公布 2011 年有机产品调查结果

10 月 4 日，美国农业部（USDA）公布了 2011 年有机产品的调查结果。 该调查（COPS）由美国农业部统计局
（NASS）和美国农业部风险管理局（RMA）共同实施，涉及美国 50 个州，涵盖了生产认证有机农作物和牲畜的所有经
营者。

2011 年获认证有机产品调查内容包括：有机农作物的种植面积、产量和销售数据，有机牲畜产品的库存量和
销售数据，此外还包括：农场土地数据、联邦农业项目、认证有机农场的市场操作等。

与传统作物相比，玉米在销售上引领有机农田作物，2011 年超过 1.015 亿美元，其他超过 5000 万美元的销售
额的只有苜蓿干草和冬小麦， 分别为 6950 万美元和 5400 万美元的销售额。 有机奶是销售额最高的牲畜商品，为
7.65 亿美元，其他重要的有机畜产品为鸡蛋和肉鸡，分别是 2.76 亿美元美元和 1.15 亿美元的销售额。

2000 年美国农业部有机标准委员会针对“有机”概念制定了国家标准，标准规定有机食品在生产过程中不允
许使用常规农药、有机肥料、污水污泥类肥料、除草剂、杀虫剂、基因工程（生物技术）、抗生素、生长调节剂和辐照；有

机动物的饲养必须使用有机饲料并给予室外活动空间；在有机农作物收获前，土壤中未使用违禁物质的时间至少为

3 年。
［信息来源 ］United States Department of Agriculture. USDA Releases Results of the 2011 Certified Organic

Production Survey [EB/OL]. (2012-10-4).
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