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乳糖诱导重组大肠杆菌表达胆固醇氧化酶的研究
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摘 � 要: 采用乳糖诱导胆固醇氧化酶( COD)基因在大肠杆菌 BL21( DE3)中表达, 研究了培养基成

分、乳糖浓度、诱导时间和诱导温度对胆固醇氧化酶表达的影响。结果显示, 在对诱导条件进行优

化控制的前提下,胆固醇氧化酶酶活达到 15� 2 U / mL。研究结果为乳糖作为诱导剂最终应用于重

组基因工程药物的工业化生产提供了有益的参考和借鉴。
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Expression Cholesterol Oxidase Gene in Recombinant Escherichia coli

Using Lactose as Inducer
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Abstract:Lactose w as used to induce cholesterol ox idase ( COD) expression in Escher ichia col i

BL21 ( DE3) in this manuscript. Effect o f dif ferent nutrient and env ir onm ental condit ions,

including media ing redients, lactose concentrat ion, lactose addit ion t im e, and the cultur e

tem perature on COD expression w ere carefully investig ated. U nder the opt imum induced

conditions, the m ax imal act ivity of COD reached at 15. 2 U / mL. The results conf irmed that

lactose could be used as an inducer in the fer mentat ion pro cess.
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� � IPTG (异丙基���D�巯基半乳糖苷)是一种十分

有效的乳糖操纵子的诱导剂, 但其价格较为昂贵,

且对人体具有潜在的毒性, 限制了它的应用。乳糖

是一种有潜力的 IPT G 替代品, 它价格低廉且没有

毒性, 转化为异乳糖后可诱导 T 7lac启动子, 在基因

工程产品的产业化应用中具有十分重要的意义
[ 1]
。

本文报道了以大肠杆菌 BL21 ( DE3)菌株为宿主细

胞, 以克隆在 pET28 ( a)中的胆固醇氧化酶基因为

目的基因,对乳糖诱导目的蛋白表达的各种基本参

数进行了初步的研究。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌种 � E� col i BL21( DE3) / pET 28a�COD



作者所在的验室构建并保存。构建方法见参考文

献[ 2]。

1� 1� 2 � 培养基 � 发酵培养基中无机盐成分( g/ L ) :

KH2 PO4 2, K 2 H PO 4 4, Na2 H PO 4 � 12H 2 O 7,

( NH 4 ) 2 SO4 1� 2, NH 4 Cl 0� 2, M gSO 4 � 7H 2 O 1, 微

量元素[ 3]。氨苄青霉素 100 mg / L。

1� 2 � 培养方法
种子的制备:从平板挑取单菌落, 接种至装有

50 mL LB培养基的 250 mL 三角瓶中, 37 � , 200

r/ min摇床培养 9 h。

摇瓶发酵培养方法:种子以 5%接种量接到发

酵培养基中, 装液量 20% , 摇瓶转速 200 r/ m in, 温

度 37 � ;培养到 8 h 后添加终浓度 10 g / L 乳糖诱

导 12 h。改变相应的诱导及培养条件进行单因素

分析。

1� 3 � 分析方法
1� 3� 1 � 菌体破碎 � 见参考文献[ 2]。

1�3�2 � SDS�PAGE及蛋白量测定 � 见参考文献[ 2]。

1� 3� 3 � 酶活的测定 � 见参考文献[ 4]。

2 � 结果和分析

2� 1 � 诱导 COD基因表达

用 IPT G 和乳 糖均 能诱 导 E� col i BL21�
pET 28a�COD表达胆固醇氧化酶(见图 1)。全细胞

蛋白电泳可见50 000 左右的目的条带, 这与预期的

胆固醇氧化酶基因编码蛋白的相对分子质量一致。

1:对照未诱导; 2: 5 g/ L 乳糖诱导; 3: 1 mm ol / L IPT G 诱导;

M :标准蛋白分子量

图 1 � 重组菌诱导表达的全菌体蛋白 SDS�PAGE 电泳

Fig. 1 � SDS�PAGE analysis of E� coli BL21 ( DE3 ) /

pET28a/ COD af ter induction

� � 乳糖作为诱导剂时总蛋白浓度和胆固醇氧化

酶酶活均高于 IPT G(见表 1)。单位菌体产酶量为

IPTG 诱导时的 2� 4倍。表明乳糖不仅能作为诱导

剂诱导外源基因表达, 诱导效果也比 IPT G诱导时

好; 可能的原因是: T7启动子是强启动子, 在 IPT G

持续稳定的诱导时, 外源基因过量表达, 外源蛋白

以包涵体的形式存在; 同时菌体代谢负担加重, 加

速质粒丢失速率,不含质粒的菌体在种群中占据优

势, 最终导致菌体退化, 影响酶的产量。

表 1 � 诱导剂对菌体生长和产酶的影响

Tab. 1 � Effect of inducer on cell growth and cholesterol oxi�

dase production

诱导剂
总蛋白
质量浓度

( g / L)

单位体积
产酶量

( U / mL )

表达
百分比

( % )

比酶活
( U / mg)

IPT G 0� 99 0� 19 40 0� 19

乳糖 1� 68 0� 76 36 0� 45

2� 2 � 培养基的正交优化
选择酵母膏、蛋白胨、葡萄糖、甘油、M gSO4 5种

底物作为正交试验的因素, 每个因素选择了 4个浓

度水平,安排 5因素 4水平的正交试验(见表 2) , 无

机盐离子和微量元素同 1� 1� 2中发酵培养基。

表 2� 影响因素及水平分布

Tab. 2 � Selected factors and assigned levels for optimizingme�

dium components and concentration

水平

影响因子

酵母

膏/
( g/ L)

胰蛋

白胨/
( g / L )

葡萄

糖/
( g/ L)

甘油/

( mL /
L)

M aSO 4 /

( mmol/ L )

1 0 5 0 0 0. 1

2 2. 5 10 0. 5 1 0. 2

3 5 15 1 2 0. 3

4 10 20 2 4 0. 4

� � 对于细胞生长, 5种因素的影响均比较明显, 主

要原因是不同的碳氮比造成 pH 值的波动(数据未

给出) ,影响菌体生长。胆固醇氧化酶的表达属于

生长偶联型,各个因素对产酶的影响的相对显著性

与对生长影响的相对显著性完全相同。为获得最

大产酶量,各因素应选择的最优浓度水平(见表 4)。

� � 根据极差直观分析结果,最终确定的种子培养

基组成为: 酵母膏 10 g/ L, 蛋白胨 15 g / L , 葡萄糖

0� 5 g/ L, 甘油 4 mL/ L , M gSO 4 0� 1 m mol/ L。在此

条件下,胆固醇氧化酶的酶活力为 3� 17 U / m L。为

验证此优化结果的稳定性, 结果平均值为 3� 1 U/

mL,为初始酶活的 4倍。
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表 3� L16 ( 45 )正交试验设计

Tab. 3 � L16 ( 45) Orthogonal array of design experiments

序号

水 平

酵母膏/
( g/ L )

胰蛋白胨/
( g / L )

葡萄糖/
( g / L )

甘油/
( mL / L )

M gSO 4 /

( mmo l/ L)

COD
酶活/

( U / mL)
A 600

1 1 1 1 1 1 0. 05 1. 34

2 1 2 2 2 2 0. 18 4. 56

3 1 3 3 3 3 0. 81 10. 59

4 1 4 4 4 4 0. 13 5. 17

5 2 1 2 3 4 1. 23 9. 39

6 2 2 1 4 3 1. 91 9. 84

7 2 3 4 1 2 0. 09 5. 19

8 2 4 3 2 1 0. 96 8. 81

9 3 1 3 4 2 1. 87 9. 78

10 3 2 4 3 1 1. 50 11. 25

11 3 3 1 2 4 0. 36 5. 43

12 3 4 2 1 3 0. 40 4. 8

13 4 1 4 2 3 1. 11 9. 38

14 4 2 3 1 4 0. 19 5. 19

15 4 3 2 4 1 3. 17 11. 06

16 4 4 1 3 2 1. 26 8. 93

CODK 1 0. 29 1. 06 0. 89 0. 18 1. 42

K 2 1. 05 0. 95 1. 24 0. 65 0. 85

K 3 1. 03 1. 11 0. 96 1. 20 1. 06

K 4 1. 43 0. 69 0. 71 1. 77 0. 48

R1 1. 143 0. 422 0. 535 1. 587 0. 942

A 600 K 1 5. 415 7. 473 6. 385 4. 130 8. 115

K 2 8. 308 7. 710 7. 453 7. 045 7. 115

K 3 7. 815 8. 068 8. 592 10. 040 8. 652

K 4 8. 640 6. 928 7. 748 8. 963 6. 295

R2 3. 225 1. 140 2. 207 5. 910 2. 357

表 4� 由直观分析得到各因素影响 COD酶生产的重要性及

优化水平分布

Tab. 4� Relative importance of various factors for COD pro�

duction determined by margin analysis

重要性 主 � 次

因素 甘油 酵母膏 M gSO4 甘油 胰蛋白胨

水平 4 mL / L 10 g / L
0� 1

mmol/ L
0� 5
g / L

15 g/ L

2� 3 � 乳糖浓度的影响
乳糖不仅可以诱导胆固醇氧化酶的表达, 也可

以做为碳源和能源供菌体生长, 乳糖添加量在影响

菌体生长的同时也影响酶的产生。所以考查不同

浓度乳糖对菌体生长及产酶的影响, 以确定最佳的

诱导浓度。结果如图 2( a, b)所示。
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图 2 � 不同乳糖浓度对菌体生长和产酶的影响

Fig. 2 � Effect of lactose concentration on cell growth and

Cholesterol oxidase production

� � 如图 2( a)、( b)所示,菌体密度和产酶量随着乳

糖添加量的增加呈上升趋势, 超过 10 g / L 时, 产酶

量不再增加,主要原因是摇瓶溶氧条件限制, 增加

碳源,菌体不再生长。此外,随着乳糖添加量的提

高,抑制菌体生长, 初始阶段菌体生长较为缓慢, 使

乳糖适应期延长, 产酶高峰期推后, 降低了胆固醇

氧化酶生产强度。

2� 4 � 诱导时机的影响
添加诱乳糖诱导菌体产酶时,选择适当的诱导

时机对发酵的意义巨大, 选取不同的诱导时间来考

察最佳的诱导时机, 实验结果如图 3( a)、( b)所示。

图 3 � 不同乳糖添加时间对菌体生长和产酶的影响

Fig. 3 � Effect of lactose addition time on cell growth and

Cholesterol oxidase production

� � 由图 3( a, b)显示, 菌体生长和产酶情况都是在

培养 8 h后(即对数生长中后期)诱导的情况下, 效

果最好;过早的添加乳糖,菌体生长速度过快, 代谢

副产物积累, 影响菌体生长; 而在对数末期添加乳

糖诱导,发酵液中代谢副产物增加, 不利于菌体生

长, 进而影响产酶水平; 综合考虑菌体产酶量和菌

体量,认为在对数生长中后期诱导效果最佳。

2� 5 � 诱导温度的影响
温度是保证微生物生长和产物合成所需各种

酶活性的重要条件,同时是影响重组蛋白表达的一

个重要因素,因此在发酵过程中必须控制合适的温

度。考察在20、25、30和37 � 下诱导胆固醇氧化酶
基因的表达的情况,结果见图 4( a)、( b)、( c)、( d)。

� � 图 4( d)所示, 当温度较高时, 虽然更适合菌体

生长,但由于在较高的培养温度下, 重组酶的合成

速率太快,目标蛋白来不及折叠修饰,就可能在胞内

形成包涵体,此外胆固醇氧化酶在 37 � 不稳定 [5] ,诱
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图 4� 温度对菌体生长和产酶的影响

Fig. 4� Effect of temperature on cell growth and Choles�

terol oxidase production

导终点过后酶活迅速下降,胆固醇氧化酶酶活仅为

3� 2 U/ mL;温度太低( 20�C)时, 重组酶的合成速率

会降低,也限制了其表达
[ 6]

, 胆固醇氧化酶酶活为

6� 0 U / mL(见图4a)。30�C最适合胆固醇氧化酶的

表达,酶活达到最高为 15� 2 U/ m L(见图 4c) ; 因此

选择 30�C 作为培养温度。

3 � 结 � 语

乳糖胆固醇氧化酶表达时,菌体中目标蛋白含

量略低,但酶活比 IPT G高,表明乳糖诱导更利于胆

固醇氧化酶的可溶表达。通过正交优化培养基成

分,确定了最佳培养基:酵母抽提物 10 g/ L、胰蛋白

胨 15 g/ L、甘油 4 ml/ L、葡萄糖 0� 5 g / L、M gSO4 1

mm ol/ L。以此培养基作为发酵培养基研究乳糖浓

度对胆固醇氧化酶表达的影响, 随乳糖浓度的升

高, 胆固醇氧化酶酶活持续升高,乳糖浓度大于 10

g/ L 时, 酶活不再且造成产酶高峰延后,降低了生产

强度。诱导时机对产物表达和菌体生长具有重要

影响,过早的添加乳糖,菌体生长速度过快,代谢副

产物积累,影响菌体生长; 而在对数末期添加乳糖

诱导,发酵液中代谢副产物增加, 不利于菌体生长,

进而影响产酶水平; 综合考虑菌体产酶量和菌体

量, 确定在对数生长中后期(培养 8 h后)开始诱导。

温度对胆固醇氧化酶表达有显著影响, 低温能减少

不必要的代谢反应, 可以温和地使蛋白质表达, 增

加细菌蛋白的正确折叠, 从而增强目标蛋白的可溶

性; 温度太低时, 则抑制细菌的代谢合成; 因此, 在

30 � 诱导是比较合适的。在优化诱导表达条件之

后, 重组大肠杆菌产酶水平达 15� 2 U / m L, 为优化

前酶活 20 倍。显示了乳糖做为诱导剂的优越性。

所以在大规模的发酵生产中,采用乳糖诱导的方法代

替 IPTG诱导,可以极大地降低生产成本和风险性。
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