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摘要! 基于脂肪氧合酶#

$%&

$活性对宿主菌潜在的危害!分别共表达了超氧化物歧化酶和过氧

化氢酶 ! 以期提高铜绿假单胞菌
>81.;+C+&%8 %19.'7&+8% ''(

来源的
$%&

在大肠杆菌

48/0197/07% /+:7 )*+,--.

%

/(0

& 中的表达' 将
>? %19.'7&+8% ''(

超氧化物歧化酶基因
8+;<

和

8+;=

及
4? /+:7

过氧化氢酶基因
A%B4

克隆至
1)23/4,-5!

! 分别得到表达质粒
1)2368+;<

!

1)2368+;=

和
1)236A%B4

! 将上述表达质粒转化至表达
$%&

的重组大肠杆菌
78

! 得到菌株

786'

!

7869

和
786:

' 在
"; !

和
! <<*=><$

异丙基
6!6/6

硫代半乳糖苷#

?@AB

&条件下诱导

C; D

!

786'

(

7869

和
786:

胞内外
$%&

总酶活分别为
"!E8

(

"FE!

和
CE! G><$

! 其中
786'

和

7869

较对照菌株
78

#

!!EF G><$

&提高了
F0H

和
!0FH

' 通过正交实验确定
$%&

较优的诱导表

达条件为"

?@AB

浓度
" <<*=><$

!诱导菌体浓度#

%/

8;;

&

"EI

!诱导温度
"; !

'研究结果表明"共表

达超氧化物歧化酶能有效促进
$%&

在大肠杆菌中的表达! 为该酶高效异源表达研究提供了新

思路'

关键词! 脂肪氧合酶)超氧化物歧化酶)过氧化氢酶)大肠杆菌)共表达)正交试验
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脂肪氧合酶#

!"#$#%$##$#&

"

'()

!是一类能够专

一催化多元不饱和脂肪酸#含顺
*#

"

+*

戊二烯结构!

形成具有共轭双键的脂肪酸氢过氧化物的酶,#*&-

% 此

类酶分子一般含有非血红素铁%

'()

作为一种无毒

无害的生物制剂"可替代溴酸钾和苯甲酰过氧化物

等化学增白剂提高面粉白度% 此外"

'()

能够改善

面粉筋力"改善面团的水合力"增加面包体积"改善

面包质构%

'()

催化不饱和脂肪酸的氧化产物可进

一步转化为己醇&己醛&壬烯醛等风味化合物%

目前商业化的
'()

产品由大豆提取% 然而"由

于大豆中存在多种同工酶"提取法获得的
'()

产品

批次稳定性差"不利于最终产品质量的控制和大规

模应用% 目前"大豆&豌豆&人&猪等真核细胞生物来

源的
'()

已经在大肠杆菌"毕赤酵母或酿酒酵母中

获得活性表达" 但胞内产酶水平最高仅为
+$. /0

1'

% 最近的报道显示" 鱼腥藻 #

./-0-1/- 23$ 4""

5#&6

!

'()

在枯草芽孢杆菌中成功表达"但按标准

酶活力定义计算" 其胞外
'()

产量仅为
6$6# /01'

,&-

%

本文作者所在团队将铜绿假单胞菌#

2(134"5"/-(

-1,36$/"(- 77!

! 来源的
'()

基因至大肠杆菌

#

%()*1,$)*$- )"'$

!" 首次实现了
'()

在大肠杆菌中

的高效分泌,#-

%

一般认为"导致重组
'()

的总体表达水平不高

的主要原因可能是活性
'()

产生的氧自由基会对

宿主细胞产生毒性"进而抑制宿主细胞的生长和重

组蛋白合成及分泌,#-

% 为降解活性氧中间体"细菌会

产生超氧化物歧化酶#

8(9

!和过氧化氢酶#

":;

!来

消除活性氧中间体对细胞的毒害,%*<-

% 本研究通过共

表达
2& -1,36$/"(- 77!

来源
8(9

#

("78

&

("49

!和
%&

!"'$

来源的
":;

#

:-;%

!"以期降低
'()

表达对细胞

的毒性"进一步提高其在大肠杆菌中的表达水平%

)*)

材料

)*)*)

质粒与菌株
%& )"'$ =>2?@@A

#

9!%

!#

3!;*&&B

#

C

!

0<,1=>?@'"AB

!#

D<

! 为分泌表达
2& -1,36$/"(-

77!

来源
'()

的重组
%& !"'$ =>2?@@A

#

9!%

!

,#-

%

3=8E9F?@*#

为表达载体%

%& !"'$ GH#6I

分别用于

基因克隆%

)*)*+

培养基
'7

培养基$蛋白胨
#6 J0'

"酵母提

取物
. J0'

"

DA"K #6 J0'

%

发酵培养基#

;7

培养基!$蛋白胨
#& J0'

"酵母

提取物
&+ J0'

" 甘油
+ 1'0'

"

L

&

M4(

+

5& 11>K0'

"

LM

&

4(

+

#5 11>K0'

" 诱导时培养基中添加终浓度为

# 11>K0'

的
N4;O

和
#$.P

#

Q0Q

!的吐温
&6

%

)*)*,

试剂
;AR 9D:

聚合酶"

;+ 9D:

连接酶"限

制性内切酶"

9D:

和蛋白
HAST?S

等购自宝生物工

程#大连!有限公司% 质粒抽提试剂盒购于生工生物

工程#上海!股份有限公司%

9D:

凝胶回收试剂盒"

4"=

产物纯化试剂盒购自赛默飞世尔科技公司"亚

油酸为
8UJ1A*:KVSUWX

公司产品% 引物由深圳华大

基因科技有限公司合成% 其余常用试剂购于国药集

团化学试剂有限公司%

)*+

方法

)*+*)

基因的
4"=

扩增 设计合成分别带有
C";

!

和
@D"!

两种酶切位点的
8>V7

&

8>VH

&

":;

引

物%以
2& -+,3E$/"(- 77!

基因组为模板"以
4#

和
4&

为上下游引物扩增
.

'端带有
D>@!

和
%

'端带有和

)X>!

两种酶切位点的
2>V7

基因(以
4%

和
4+

为上

下游引物"扩增
.

'端和
%

'端分别带有
C";!

和
@D"

!

两种酶切位点的
("79

基因
$

以大肠杆菌
GH#6I

基

因组为模板"以
4.

和
4<

为引物"扩增
.

'端和
%

'端

分别带有
C";!

和
@D"!

两种酶切位点的
:-;%

基因%

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

;P
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!"#

引物序列见表
$

!

表
! "#$

引物序列

%&'() ! "*$ +,-.), /)01)23)

!4546

表达载体的构建及转化 将上述
!"#

产物

分别克隆至
%#&'()*+,$

上的
!"#!

和
$%"!

之间"

分别构建得到表达
&"'(

"

&"')

和
*+#,

的重组质粒

%#&',&"'(

"

%#&',&"'-

和
%#&',*+#.

"

-

个质粒分

别转化
./ 0"12 #./*++0

#

(1-

$#

%12,334

#

5

$

6%7*,

89:;.<$

$感受态细胞"冰浴
-= >?@

"

A3 !

热激
B= /

"

再加入
$ >8 8C

培养基
-D !

振荡培养
$ E

" 涂布

8C

平板 #含
F= "G6>8

氨苄霉素"

$= "G6>8

卡那霉

素和
-A "G6>8

氯霉素$" 置于
-D !

培养箱中培养

$3 E

%挑取若干
8C

平板单菌落分别接种于
- >8 8C

液体培养基中&含
F= "G6>8

氨苄霉素"

$= "G6>8

卡

那霉素和
-A "G6>8

氯霉素$"培养
$3 E

"用质粒抽

提试剂盒提取质粒" 用表
$

中的引物进行
!"#

扩

增"

!"#

产物进行琼脂糖凝胶电泳" 以验证各质粒

是否已转化成功"并进行测序
H!"#

产物纯化和凝胶

回收按试剂盒说明书进行操作"基因的酶切和连接

按试剂说明书进行操作%

74849

共表达
IJ,C

!

IJ,K

和
IJ,L

菌株的诱导表

达 将表达质粒
%#&',&"'3

"

%#&',&"'-

和
%#&',

*+#.

转化至表达
89:

的重组大肠杆菌
IJ

" 分别得

到菌株
IJ,C

"

IJ,K

和
IJ,L

% 从固体培养基上挑

取原始菌株
IJ

及
IJ,C

"

IJ,K

和
IJ,L

的单菌落"

分别接种于装有
3= >8 8C

的
3F= >8

三角瓶中"

IJ

培

养基中加入
F= "G6>8

氨苄霉素&终浓度$和
-A "G6>8

氯霉素 &终浓度$"

IJ,C

"

IJ,K

和
IJ,L

的培养基

中加入
F= "G6>8

氨苄霉素 &终浓度$"

-A "G6>8

氯

霉素&终浓度$和
$= "G6>8

卡那霉素&终浓度$"于

-D !

和
3== 76>?@

培养过夜"按
$M

接种量接入装有

F= >8 8C

的
F== >8

三角瓶中"

-D !

"

3== 76>?@

培

养至
9(

J==

至
=HJ

左右" 加入终浓度为
$ >>.;68

的

N!2O

和终浓度为
$HFM

的吐温
3=

"

3= !

诱导
D= E

PDQ

%

!484:

诱导条件优化 外源基因在工程菌中的诱

导表达受到很多因素例如菌株类型"目的基因密码

子优化"载体类型"培养基"诱导条件&如诱导剂类

型和浓度"诱导时间"诱导温度$等的影响"因此确

定还原酶在
IJ

中表达的优化条件对提高
89:

最

终产量具有重要意义PRQ

% 根据第一步的实验结果"选

取
89:

酶活最高的
IJ,K

重组菌株"由于
IJ,K

中

的两个质粒均为
2D

启动子" 所以选取诱导剂浓度

和诱导时菌体浓度两个因素% 采用
8

$3

&

A

$

"-

$

$正交

表"选定诱导时异丙基
,#,(,

硫代半乳糖苷&

N!2O

$

浓度和菌体浓度&

9(

J==

$作为考察因子% 其中
N!2O

的浓度为
A

水平"

9(

J==

为
-

水平"进行正交试验%实

验以诱导
-= E

胞内
89:

酶活为评价指标" 实验因

素水平设置如表
3

所示"选择最佳条件和水平%

表
8

诱导条件正交因素水平表

%&'() 8 ;,<=>?>2&( @&3<>, ()A)(/ >@ -2B13<->2 3>2B-<->2/

7C64D

重组菌株生长测定 将各共表达菌株和对

照菌株接种至含有相应抗生素的
8C

液体培养基"

3== 76>?@

"采用比浊法&

9(

J==

$测定菌体生长%

E484F

酶活检测
89:

酶活测定'在
3F !

下和
3-A

@>

条件下以亚油酸为底物" 使用
&E?>0ST) UV,

3AF=

分光光度计在线测定吸光值的变化"以吸光值

变化曲线稳定上升部分的斜率计算酶活PDQ

%

89:

酶

活单位定义'

3F !

下每分钟催化亚油酸形成亚油酸

氢过氧化物&

W!9(

"

!X3F === 86

&

>.;

(

Y>

$$

$ ">.;

所需要的酶量定义为
$

个酶活单位&

U

$%

&9(

酶活测定'邻苯三酚在碱性条件下的自氧

化反应生成红橘酚"同时有
9

3

,产生"邻苯三酚的自

氧化速率与
9

3

,的浓度有关)

&9(

能通过催化
9

3

,发

生歧化反应得到
W

3

9

3

和
9

3

" 来抑制邻苯三酚的自

氧化)检测邻苯三酚自氧化速率的抑制率"可得知

样品中的
&9(

的含量)故"使用
&E?>0ST) UV,3AF=

分光光度计测定在
3F !

条件下邻苯三酚在
-3F @>

处吸光值变化曲线的斜率"计算酶活PJQ

% 酶活单位定

引物名称 引物序列
ZF

*

,-

*

[

!$

22O"OO""O"\O\\OO\O\2\2\""\2OO"222"

O\\22O""O"

!3 """2"O\OOO"\O"O\\\22"22"O"2\"

!-

22O"OO""O"\O\\OO\O\2\2\""\2O""""\"

O""22O""O"

!A """2"O\OOO""\OOO"22O"O"\2\O

!F

22O"OO""O"\O\\OO\O\2\2\""\2O2"O"\\

"\2\\"O\\\\O

!J """2"O\O"O""OO\\2222O2"\\2"22\O

水平
因素

4 ZN!2O6Z>>.;68[[ 5 Z9(

J==

[

$ =HF =HF

3 $H= $HF

- $HF 3HF

A 3H=

+

!(
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!

BC >5

"

"?D>?EBF "GHIBJJK4? 4A )KH4GL@B?>JB K? !"#$%&'($')

(*+' ML %4N"GHIBJJK?@ O?CK4GKF>JBJ

义!

!" !

时抑制邻苯三酚自氧化速率
"#$

时所需要

的
%&'

酶量为一个酶活力单位"

(

#$

)*+

酶活测定!在
!,# -.

波长下
/

!

&

!

有强烈

吸收%过氧化氢能被过氧化氢酶分解&从而反应溶

液的吸光值'

*!,#

(随反应时间下降&使用
%01.2345

(67!,"#

分光光度计测定该反应体系在
!" !

条件

下
!,# -.

处的吸光值变化& 以吸光值变化拟合斜

率&计算酶活89:

$ 酶活单位定义!使
#;< .=>?@ /

!

&

!

在

< .1-

内
!

!,#

减少
#;<

的酶量为一个酶活单位)

(

($

为了分析重组菌中
%&'

和
)*+

的表达情况&

将不同时间点取的样品离心收集菌体&用
A/ B;"

的

CD%

缓冲液漂洗一遍后重悬&超声破碎&离心去上清

得到胞内可溶物质$破碎后上清液检测
%&'

和
)*+

的酶活性$

!"#"$ %'%7C*EF

分析 将不同诱导时间的发酵

液离心&

#;" .@

的菌体用磷酸缓冲液"

CD%

&

A/ B;"

(

漂洗一遍&然后用
<;" .@ CD%

悬浮&超声破碎
<# .1-

&

离心取上清$ 破碎后的胞内可溶物质和发酵液上清

一起进行
%'%7C*EF

分析$

#"!

重组质粒
%&'()!"#$

!

%&'()!"#%

!

%&'()

&'()

的构建

研究显示&超氧化物歧化酶和过氧化氢酶可以

降解细胞内的活性氧中间体8G79:

$ 为考察抗氧化酶对

@&H

表达的影响&将
C)I

扩增得到的
"# $%&'()*+,$

DDF

超氧化物歧化酶基因
,+-.

和
,+-/

以及
0#

1+2)

过氧化氢酶基因
3$40

克隆至
AI%J'5KL7<

&分

别得到表达质粒
AI%J7,+-.

&

AI%J7,+-/

和
AI%J7

3$40

"图
<

($ 重组的
AI%J7,+-.

*

AI%J7,+-/

&

AI%J7

3$40

经双酶切后可以分别得到约
9##

*

9## MA

和

! ,## MA

的
'N*

片段$ 测序结果显示
'N*

序列无

突变&证明重组表达载体构建成功&抗性平板上长

出的即为阳性克隆$

结结结结结 果果果果果
;;;;

;

图
!

重组质粒的构建

(*+" ! ,-./01230*-. -4 153-67*.8.0 %98/6*:/

#"#

抗氧化酶共表达对
;<=

表达的影响

将构建得到的抗氧化酶表达质粒
AI%J7,+-.

&

AI%J7,+-/

和
AI%J73$40

"图
<

(转化
@&H

表达菌

N9

&分别得到重组菌
N97D

&

N97O

和
N97P

$ 将重组

菌进行摇瓶发酵&

QC+E

诱导
B# 0

$ 如图
!

所示&诱

导
B# 0

后&

N9

*

N97D

*

N97O

和
N97P

胞外
@&H

酶

活分别为
<#;G

&

!;R

&

G;<

和
B;< (?.@

&胞内
@&H

酶活

分别为
<;"

&

<S;B

&

!";#

和
# (?.@

$ 因此&

N97D

*

N97

O

和
N9 7P

诱导
B# 0

的
@&H

总酶活分别为

<<;S

&

!<;9

&

!S;<

和
B;< (?.@

& 其中&

N97D

和
N97O

的
@&H

酶活分别较对照菌株
N9

分别提高的
<;S

和

!;,

倍&

N97P

较对照菌株
N9

下降
,#$

&值得注意的

是&当
QC+E

诱导
G! 0

&

N97O

中胞内
@&H

酶活达到

最大值
!B;! (?.@

& 是
N9

胞内
@&H

酶活的
G;<

倍$

结果表明!共表达超氧化物歧化酶能有效促进胞内

@&H

的高效合成&但降低了其向胞外分泌%共表达

过氧化氢酶"

T2LF

(抑制了重组菌表达与分泌
@&H

$

;P
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图
!

重组菌发酵产
"#$

%&'( ! %)*+),-.-&/, 0*/123-&/, /4 -5) "#$ 67 -5)

*)3/+6&,.,- 8-*.&,8

为进一步分析
!"#

在重组菌
$%&'

!

$%&(

和

$%&)

中的表达情况" 对其胞内可溶物质和发酵液

上清液进行
*+*&,-./

分析# 如图
0

所示"诱导表

达
12 3

和
45 3

后"

$%

!

$%&'

!

$%&(

和
$%&)

胞内

均存在
45 6+7

条带" 与
8"#

的理论分子量一致9:;

$

其中"

$%<(

的
8"#

条带明显较对
$%

相应条带增

粗"与酶活测定结果一致%图
1

&$ 此外"在胞内样品

中未见
*=>'

%

2: 6+7

&!

*=>(

%

22 6+7

&和
?-@

%

AB

6+7

&蛋白条带"可能这几种酶表达量不高或者表达

后被快速降解$

注 '

:

'

C%

(

2

'

C%<'

(

1

'

C%<D

(

B

'

C%<)

(

E

'

C%

(

%

'

C%<'

(

4

'

C%<

D

(

A

'

C%<)

图
9 :;:<=>?@

电泳分析
"#$

与抗氧化酶的共表达

%&'( 9 :;:<=>?@ .,.A78&8 /4 -5) 3/<)B0*)88&/, /4 "#$

.,1 .,-&/B&1.8)

!(9

重组菌胞内抗氧化酶活分析

为了分析重组菌中抗氧化酶的表达情况"测定

了破碎后上清液检测
*"+

和
?-@

活性$ 如图
B

%

7

&

所示"

C%<'

和
C%<D

胞内
*"+

酶活波动较大"但总

体上
C%<D

中
*"+

的酶活明显高于
C%<'

和
C%

(

C%<'

中
*"+

酶活总体水平较
C%

未见明显提高"

但其酶活较
C%

出现更早$研究表明"

*"+

的表达受

环境中
)

F和
?7

2F影响较大 91;

"整个发酵周期中伴随

着大肠杆菌的生长和裂解"环境中的离子浓度会随

菌体变化产生一些波动可能引起了
C%<'

和
C%<D

中
*"+

酶活波动$ 因此"

*"+

胞内活性的增加可能

是
8"#

大量累积的重要原因
G

由图
B

%

H

&可知"在诱

导前期
C%&)

中
?-@

酶活显著提高" 表明
?-@

在

C%

中也得到了活性表达$但是"

C%&)

与
C%

中胞内

8"#

酶活未见明显差异"胞外酶活有所下降$ 这说

明
?-@

活性未对
8"#

的表达产生明显促进作用"

可能表达
?-@

加重重组菌株表达外源蛋白质的负

担9I;

$

图
C

重组菌胞内抗氧化酶活

%&'( C >,-&/B&1.8) .3-&D&-7 &, *)3/+6&,.,- 8-*.&,8

!(
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!"#

诱导条件的优化

重组蛋白的表达水平在一定范围内与工程菌

的生长具有一定的关联性! 其依赖于培养温度"培

养基组成"

!"#$

的浓度和诱导时间等因素%&'

# 因此!

确定重组菌株的诱导条件对
()*

的最终产量和工

业化生产具有重要意义$ 根据第一步的实验结果!

选择
()*

酶活力最高的
+,-.

重组菌株作为优化

对象!由于
+,-.

中的两个质粒均为
#/

启动子!同

时
!"#$

存在着潜在的毒性! 所以选取诱导剂浓度

和诱导时菌体浓度两个因素$ 由于诱导
01 2

胞内

()*

已经大量积累! 所以检测诱导
31 2

细胞破碎

后上清中
()*

酶活作为实验的判断标准$正交试验

结果如表
3

所示$

分析正交试验得出以下结论%

4

&由极差大小可

以直观判断出各因素对
()*

酶活的影响主次顺序

为%诱导时菌体浓度'

5

&

6!"#$

终浓度'

7

&$ 蛋白的

表达依赖于足够量和生长旺盛的菌体!所以重组菌

的生长和蛋白的表达在时间上存在差异%8'

$ 重组菌

的数量不足! 即菌株处于对数期前期及对数期前!

能够表达重组蛋白的菌体不足!重组蛋白的表达量

会受到较大影响$

9

&

+,:.

发酵产
()*

的因素最佳

条件组合为%诱导时菌体浓度'

);

,11

&

9<=> !"#$

终

浓度
9<1 ??@AB(

'即
537C

&!胞内
()*

酶活为
98<8

DB?(

!较优化前'诱导
);

,11

E1<,

!

!"#$E4 ??@AB(

&提

高
=<88F

$

作为典型的过氧化物酶!

()*

在工业生产中的

应用受到人们的日益关注$

()*

可以对面粉进行漂

白!改善面粉筋力!改善面团的水合力!提高面团强

度和增加食物风味!大豆提取的
()*

各批次之间会

有较大差异!因此利用大肠杆菌表达
()*

是工业化

生产稳定的
()*

的重要基础$ 来源于动物!植物等

真核生物的
()*

基因在大肠杆菌 %41'

"酵母"曲霉等

系统中实现了表达$ 原核
()*

基因研究较少!仅

!"#$%&'()*+,-.

"

/0 1-$(),2%+.*

及
30 '*+-4,$%5'

在

大肠杆菌系统中得到表达%44'

$ 酵母系统中研究者利

用信号肽使
()*

分泌到胞外! 简化了下游操作!但

产量十分有限(枯草芽孢杆菌中
()*

胞外产量仅有

1<14 DB?(

%49-43'

!

GHIJKL@

在
67 (%8,

表达系中实现了大

豆
()*

的胞内表达!酶活达到
C<= DB?(

%4C-4='

$ 但总

体而言!

()*

的异源表达的水平偏低$

氧毒性在各种物种中均有发现!是由分子氧的

一价还原产物介导的!包括超氧自由基'

)

9

-

&!过氧

化氢'

M

9

)

9

&和羟基'

)M

-

&

%3'

$ 氧毒性对生物和非生

物的威胁可能来自于
)

9

-内在和相对选择性的反应

性! 而且
)

9

-可以通过质子化得到氧化性更强的

M)

9

-

! 或者通过铁催化的
MNOIP:QIRSS

反应生成

)M

)$而
()*

能催化内源性化学物如花生四烯酸的

反应并伴有活性氧的产生!

()*

还能通过影响细胞

间的信号转导而激活其他活性氧产生途径( 此外!

()*

还能催化外源化学物代谢为高活性的自由基

中间体而诱发活性氧的产生$ 因此!如何降低
()*

活性对宿主菌的毒性可能是其高效表达的关键$

G);

是非常高效的催化剂!

9= !

下速度约为

9"41

&

?BS

!活化能为
9,<& LTB.

%4,'

$

+,

表达的
()*

为

铜绿假单胞菌 '

90 '*+-4,$%5' 77U

& 来源 ! 而
90

'*+-4,$%5'

中会产生几种
G);

包括
G@V7

和
G@V.

!

与降解胞内活性氧中间体有关%4/'

$因此!本研究选择

90 '*+-4,$%5'

来源的
G@V7

!

G@V.

和
:0 (%8,

来源的

W5#

三种抗氧化酶! 构建共表达载体! 降低
+,

中

()*

大量合成对细胞产生的压力! 从实验结果来

看! 共表达
G@V.

时!

+,:.

中
()*

酶活提高最多!

编号
!"#$

的终浓度
B

'

??@AB(

&

菌体浓度
B

'

??@AB(

&

胞内
()*

酶

活
B

'

DB?(

&

4 1<= 1<= 4&<,X#4<1Y

9 1<= 4<= 4/<&X#1</Y

3 1<= 9<= 94<,X#4<=Y

C 4<1 1<= 93<&X#1<,Y

= 4<1 4<= 9C<3X#1<=Y

, 4<1 9<= 9/<1X#9<9Y

/ 4<= 1<= 4&</X#4<3Y

8 4<= 4<= 91<=X#1<=Y

& 4<= 9<= 93<&X#4<4Y

41 9<1 1<= 4=<1X#1<8Y

44 9<1 4<= 9/<&X#4<3Y

49 9<1 9<= 98<8X#1<CY

;

4

=&<4 /8<9

*

;

9

/=<9 &1<,

*

;

3

,C<4 414<3

*

;

C

/4</

* *

;

4

$ 4&</ 4&<,

*

;

9

$ 9=<4 99</

*

;

3

$ 94<C 9=<3

*

;

C

$ 93<&

* *

< =<C =</

*

表
$

正交实验结果

%&'() $ *)+,(-+ ./ .0-1.2.3&( )45)067)3-

注%

;

4

!

;

9

!

;

3

及
;

C

分别表示各因素水平下发酵
()*

酶活的

总!

;

4

$

!

;

9

$

!

;

3

$

及
;

C

$

为平均值!

<

为极差

讨讨讨讨讨 论论论论论
7777

7

;8
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是原始
!"

的
#$%

倍!图
#

"# 虽然影响外源蛋白在

宿主中表达因素还有很多$但本研究为
&'(

的异源

表达提供了一个方向$降低胞内活性氧中间体可能

是一种解决方法#

微生物发酵产品想要成功实现产业化$发酵工

艺的优化是重要的环节# 本研究通过正交实验对

!")*

发酵的菌体浓度和
+,-.

浓度两个条件进行

优化$实验结果表明
'/

"00

为
#$1

时$添加终浓度为

# 223452&

的
+,-.

诱导
60 7

后胞内
&'(

酶活达

到
#8$8 952&

$与
'/

"00

0$"

$

+,-.

终浓度
: 223452&

的初始条件相比提高了
1$88;

#

结结结结结 语语语语语
((((

(
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