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摘要! 果聚糖蔗糖酶能够将蔗糖和乳糖转化为具有益生元功能的低聚乳果糖#为了实现果聚糖

蔗糖酶在重组枯草芽孢杆菌中的高效表达!将两种启动子比较并进行串联操作!确定生产果聚

糖蔗糖酶的最佳启动子并对重组菌的生长条件进行探索#构建
!"#$%

$

!"#$

$

!"#%

$

&'#$%

$

&'#$

$

&'#%

六种重组枯草芽孢杆菌!其中
!"#$%

发酵酶活明显优于其他重组菌# 研究生长条

件对重组菌
!"#$%

产酶的影响!采用大豆蛋白胨作为氮源!果聚糖蔗糖酶的表达量明显增加!

发酵过程中保持较高的溶氧水平也对产酶量有较大的提高# 优化后的发酵酶活最高可达

&()*+, -./0

!相比优化前提高了
12*31

倍#

关键词! 果聚糖蔗糖酶%高效表达%基因工程菌%发酵
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低聚乳果糖"
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&是由半乳糖)葡萄

糖和果糖构成的一种三糖* 低聚乳果糖的吸湿性

高+持水力强)在酸性条件下稳定)甜度为蔗糖的

+8O

H&J

!与其他低聚糖甜味剂相比!低聚乳果糖的甜

味质量与蔗糖最为相近H1J

, 低聚乳果糖不能被人和

小鼠肠道酶系水解 H+J

!但能够被双歧杆菌选择性利

+$
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!从而改善肠道微环境!摄入低聚乳果糖还能

够促进钙吸收!'&

!抑制体脂积聚!预防肥胖!(&

!调节免

疫!)$*&

" 因此!低聚乳果糖被认为是一种具有益生元

效果的功能性低聚糖" 在日本!低聚乳果糖被批准

作为特定保健食品#

+,-./

$的功能性配料%

以蔗糖和乳糖为底物!酶法生产低聚乳果糖有

两种方法!一是通过环状芽孢杆菌!01&来源的
!$

半乳

糖苷酶将乳糖分解产生的
!$

半乳糖苷转移到蔗糖

中葡萄糖
23

位羟基上 & 二是通过多种来源
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!4%&等$的

果聚糖蔗糖酶或节杆菌
8#(9#$%&'("# <=> 6?4

!4'&来源

的
!$

呋喃果糖苷酶将蔗糖分解产生的果糖基转移

到乳糖还原性末端
24

位羟基上" 目前!针对这些具

有合成低聚乳果糖能力的酶的研究主要在高效野

生菌株的筛选'化学试剂修饰!4(&

'固定化!4%

!

4)&

'基因工

程菌株的构建!4*$55&几方面"

枯草芽孢杆菌有着长期制备发酵食品的历史!

被美国
+@:

和中国农业部等部门批准为食品级安

全菌株 !58&

!它具有培养简单快速'蛋白分泌能力强'

产物不易形成包涵体'非致病性'遗传背景清楚'密

码子偏好性不明显 !53&的特点!是目前生产各种工业

用酶!如淀粉酶'蛋白酶和脂肪酶的理想表达宿主!5%&

"

目前对基因工程菌的研究报道均是以大肠杆菌作

为表达系统!尚未有枯草芽孢杆菌表达" 本研究拟

将肠膜明串珠菌
:"-'$+$0($' ."0"+("#$,;"0 A$%45

+72

!5%&编码的果聚糖蔗糖酶基因分别克隆到单启动

子'双启动子表达载体上!并将质粒导入枯草芽孢

杆菌
BA'11

和
4:(%4

中!构建无抗菌株" 对重组菌

的发酵条件进行优化!以实现果聚糖蔗糖酶的高效

表达!为该酶的应用提供基础"

!"!

材料

!"!"!

菌种与质粒 实验所用菌株和质粒详见表
4

"

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

表
!

菌株与质粒

#$%&' ! ()*$+, $,- .&$/0+-

菌株与质粒 特性 来源

枯草芽

孢杆菌

1<0-%(,),0 4:(%4

(

CDE$

$

@$

丙氨酸缺陷型 本实验室保存

/<0-%(,),0 BA'11

(

CDE$

$

@$

丙氨酸缺陷型 本实验室保存

质粒

=F;?""G?HF7F

表达果聚糖蔗糖酶 文献
!"'&

=/A?I3J?@IF?CDE

含有双启动子(

I3J

'

.I:99

$!

@?

丙氨酸消旋酶筛选标记 文献
!5(&

=/A?I3J?.I:99?HF7F?CDE

含有双启动子(

I3J

'

.I:99

$!表达果聚糖蔗糖酶!

@?

丙氨酸消旋酶筛选标记 本实验

=/A?I3J?HF7F?CDE

含有单启动子(

I3J

$!表达果聚糖蔗糖酶!

@?

丙氨酸消旋酶筛选标记 本实验

=/A?.I:99?HF7F?CDE

含有单启动子(

.I:99

$!表达果聚糖蔗糖酶!

@?

丙氨酸消旋酶筛选标记 本实验

!"!"1

试剂和培养基
@K:

聚合酶
ILMNO-;:P

7DQ @K: IRESNOLD<O

和
@H4T 111 @K: 7DLUOL

购

自大连宝生物工程有限公司 &

-DVILO=

柱式质粒

@K:

小量抽提试剂盒和
-DVILO=

柱式
@K:

胶回收

试剂盒购自生工生物工程(上海$股份有限公司&引

物由生工生物工程(上海$股份有限公司合成&葡萄

糖'蔗糖'麦芽糖'乳糖等其他常用试剂均购自国药

集团化学试剂有限公司%

HA

培养基(

WXH

$)

KD2E 41

!胰蛋白胨
41

!酵母提

取物
%

%

基础发酵培养基(

WXH

$)酵母提取物
51

!胰蛋白

胨
5%

!

6

5

.I,

3

8

!葡萄糖
81

%

!"1

实验方法

!"1"!

果聚糖蔗糖酶目的基因的克隆与重组质粒

的构建

4

$双启动子重组质粒构建% 以
=F;?55G?HF7F

质粒为模版!用引物
I4

和
I5

扩增果聚糖蔗糖酶基

因
HF7F

片段!以
=/A?I38?@IF?CDE

质粒为模版!

用引物
I8

和
I3

扩增双启动子载体骨架
=/A?I38?

.I:99 ?CDE

片 段 ! 胶 回 收 纯 化
I2P

产 物 ! 用

KDVR@LR=

测定
@K:

浓度! 按照摩尔比
4!4

互为模

版
I2P

!得到多聚体片段
IRES?I.

!将其转化到枯草

芽孢杆菌
BA'11

感受态细胞中! 构建重组菌株

BA?I.

%参照
-DVILO=

柱式质粒
@K:

小量抽提试剂

盒方法提取重组菌株质粒
=/A?I38?.I:99?HF7F?

CDE

%

5Y

单启动子重组质粒构建% 单启动子(

I3J

和

.I:99

$ 以
=/A$I3J$.I:99$HF7F$CDE

质粒为模

8:
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版!分别用引物
!"

"

!#

和
!$

"

!%

扩增果聚糖蔗糖酶

基因
&'('!!)*

片段和
&'('

片段! 分别用引物

!+

"

!,-

和
!,,

"

!,.

扩增单启动子载体骨架
/012

345

片段和
/0126!7882345

片段! 同上述双启动子

方法一样构建多聚体片段
!95:2!

"

!95:26

#

!;<

反应条件$

+% "

预变性
. =>?

%

+% "

解链

,- @

!

A- "

退火
," @

!

$. "

延伸
. =>?

! 共
*-

个循

环%

$. "

延伸
" =>?

#

预期得到
*

种不同启动子组合的质粒见图
,

#

引物列表见表
.

#

图
!

不同启动子组合质粒

"#$% ! &'()*#+) ,#-. +#//0102- 314*4-01)

!%5%5

重组枯草芽孢杆菌的构建 枯草芽孢杆菌

感受态按照文献
B.%C

制备# 将
!95:2!6

&

!95:2!

&

!95:2

6

分别转入枯草芽孢杆菌
D1A--

'

345

2

( 和
,7$E,

'

345

2

( 感受态细胞中!

*$ "

&

,-- FG=>?

培养
, H

!离

心并用无菌水洗涤
*

次!再用
)-- !&

无菌水重悬#

取
.-- !&

菌液涂布在无抗
&1

固体平板上!

*$ "

,. H

培养! 次日检查并筛选成功转化的阳性转化

子!表达在枯草芽孢杆菌
D1A--

'

345

2

(中的命名分

别为
D12!6

&

D12!

&

D126

! 表达在枯草芽孢杆菌

,7$",

'

345

2

(中的命名分别为
,72!6

&

,72!

&

,726

#

!%5%6

培养与表达 将构建成功的重组菌在
&1

平

板上划线活化!挑取单菌落接种于
) =& &1

培养基

中!

*$ "

&

.-- FI=>?

培养
,. H

作为种子液#按照
.J

接种量接种于
.E =&

发酵培养基中!

*$ " .-- FG=>?

培养
,E H

!收集发酵液#

!%5%7

聚丙烯酰胺凝胶电泳分析#

KLKM!7N'

$ 取

, =&

发酵液离心取菌体!加入
, =&

水重悬并煮沸

,- =>?

!冷却后加入
E- !&

浓度为
.- =OG=&

的溶菌

酶溶液!置于
*$ "

水浴中
, H

进行裂解# 离心后取

)- !&

上清液! 向其中加入
,- !& E#KLKM!7N'

&943>?O 1PQQRF

! 沸水浴
" =>?

# 使用
"S

的浓缩胶!

,.J

的分离胶进行蛋白电泳!考马斯亮蓝
<.E-

染色#

!%5%8

果聚糖蔗糖酶发酵酶活检测 果聚糖蔗糖

酶发酵酶活检测$

, =&

反应体系包括$

,EJ

蔗糖&

表
5

引物列表

9(:'0 5 ;#)- 4/ 31#*01)

引物 序列
E

)

T*

)

!, E

)

2UU7U7NNU77N7N7NN77UNU7;7;7UN7777N;7;;;;UN7N777UUUN2*

)

!. E

)

2;NU;UNU7;NUU;;UU77NN77UU;;UUU;NNN;UUUNUU7N;7N;;NN72*

)

!* E

)

2U;;NN;UN;U77;777N;;;N777NN77UU;;UU77NN77;NU7;7N7;N2*

)

!) E

)

2;777UUU;U;7NNNNUN;UUUU;7UNUNU7;7UU;;U;U;UU7;;U7U772*

)

!E E

)

2NUUU777NNUNN7N7UUUUUUN7NUUN7U7NNUNNU7UNUUUU;N;UUN72*

)

!A E

)

2;NU;UNU7;NUU;;UU77NN77UU;;UUU;NNN;UUUNUU7N;7N;;NN72*

)

!$ E

)

2UUNU7N77UN;77777NUN777U;77UN7777N;7;;;;UN7N777UUUN2*

)

!% E

)

2;NU;UNU7;NUU;;UU77NN77UU;;UUU;NNN;UUUNUU7N;7N;;NN72*

)

!+ E

)

2U;;NN;UN;U77;777N;;;N777NN77UU;;UU77NN77;NU7;7N7;N2*

)

!,- E

)

2U;77N;N7777;7U7;;7;;U7U;77;U;777777U;U;;7;;UUU777;2*

)

!,, E

)

2U;;NN;UN;U77;777N;;;N777NN77UU;;UU77NN77;NU7;7N7;N2*

)

!,. E

)

2;777UUU;U;7NNNNUN;UUUU;7UUN7UUU;7;UUUUUN;7UU;U7;772*

)

&'
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!"#

乳糖!

$%& "' (()*+, -. /0"

!

12 !,

发酵液" 反

应条件#

3 2!

$

!2 (45

" 反应完成后沸水浴
!2 (45

灭酶"

将灭酶的反应液离心后取上清
6'' !,

加入

1'' !,

超纯水中稀释$用
'066 !(

滤膜过滤后上液

相色谱检测"

测定条件#高效液相色谱
784*95: !6/' ;5<454:=

$

色谱柱
>?:9@A &-B9@4A)@C 7(45)

%

D.

6

&

E)*F(5

$示差折

光检测器$流动相 乙腈
"

甲醇
"

水
#GG"!H"!2

%

I"I"I

&$

流速
! (,+(45

$柱温
H" !

"

一个酶活单位%

J

&定义为
-. /0"

$

32 !

条件下$

每分钟生成
! !()*

低聚乳果糖产物所需要的酶

量"

!"#"$

菌体量测定 湿菌体重# 取
6 (,

发酵液于

预先称重的
6 (,

离心管中$

1 222 @+(45

离心
" (45

$

弃去上清后再次称重$得到湿菌体质量浓度$计算

每毫升湿菌体重"

!"#"%

发酵条件优化 氮源优化#保持总氮含量不

变$分别使用大豆蛋白胨!胰蛋白胨!鱼粉蛋白胨!

酵母提取物! 尿素!

D.

3

E*

!%

D.

3

&

6

&K

3

! 柠檬酸氢二

铵 !

D.

3

.

6

$K

3

!

E.

H

EKKD.

3

作为唯一氮源进行发

酵$测定菌体量和发酵酶活" 确定最佳氮源后$改变

氮源添加量$进行发酵培养$测定菌体量和发酵酶

活"

碳源优化#保持总碳含量不变$分别使用葡萄

糖!果糖!蔗糖!乳糖!麦芽糖!糊精!可溶性淀粉!甘

油作为唯一碳源进行发酵$ 测定菌体量和发酵酶

活" 确定最佳碳源后$改变碳源添加量$进行发酵培

养$测定菌体量和发酵酶活"

接种量#采用最佳碳源!氮源配制发酵培养基$

按
20"L

!

!#

!

6#

!

H#

!

3#

!

"#

!

/#

接种量接种$进行

发酵培养$测定菌体量和发酵酶活"

装液量#在
6"2 (,

三角瓶和
"22 (,

三角瓶中

分别装
6"

!

"2

!

G"

!

!22 (,

发酵培养基$进行发酵培

养$测定菌体量发酵酶活"

#"!

目的基因的克隆与重组质粒的构建

通过
$EM

方法$ 成功扩增得到
/

条基因片段$

分别为
-J%N$3HN.$7;;N,OPONQ?*

质粒的目的基

因片段%

! 6G" C-

&!载体骨架片段%

H 1"6 C-

&!

-J%N

$3HN,OPONQ?*

质粒的目的基因片段%

! "G" C-

&!载

体骨架片段 %

H 66" C-

&!

-J%N.$7;;N,OPONQ?*

质粒的目的基因片段%

! 6G" C-

&!载体骨架片段

%

H ""6 C-

&"再以扩增片段互为引物进行
$EM

$成功

得到了
H

条多聚体片段
$)*=N$.

!

$)*=N$

!

$)*=N.

$

见图
6

"

注 #

P

核酸标准分子质量 '

!

!

6

!

H

分别为
-J%N$3HN.$7;;N

,OPONQ?*

质粒的目的基因片段!载体骨架片段!

$)*=N$.

片

段 '

3

!

"

!

/

分别为
-J%N$3HN,OPONQ?*

质粒的目的基因片

段! 载体骨架片段!

$)*=N$

片段'

G

!

1

!

R

分别为
-J%N.$7;;N

,OPONQ?*

质粒的载体骨架片段! 目的基因片段!

$)*=N.

片

段

图
#

基因片段
&'(

扩增产物

)*+" # &'( ,-./0123 .4 /*445-562 +5653

#"#

重组质粒在枯草芽孢杆菌中的表达

使用化学转化方法$ 将
$)*=N$.

!

$)*=N$

!

$)*=N

.

导入枯草芽孢杆菌
!7G"!

和
>%/22

中" 将阳性

转化子进行发酵培养$测定其发酵酶活$结果如图
H

所示$

/

种重组菌均有酶活$其中双启动子质粒对于

果聚糖蔗糖酶表达的效果均优于单启动子质粒$其

中
>%N$.

的发酵酶活最高%

3S!GR JT(,

&$是
>%N$

的
!GSH

倍$

>%N.

的
""SG

倍'

!7N$.

的发酵酶活是

!7N$

的
G

倍$

!7N.

的
1S1

倍" 文献
U6RV

将启动子

.$7;;

多次串联$ 经串联后的启动子介导的纳豆激

酶活性较单个启动子最多提高了
R6S"!L

" 文献
UH2V

将两个病原诱导物启动子串联并与编码
"W

葡萄糖

苷酸酶的基因
F4Q7

融合$ 双启动子的诱导表达活

性比单启动子高了
R

倍" 结果表明$启动子串联能

够提高蛋白的表达量"

两种枯草芽孢杆菌表达载体相比$

>%N$.

的

发酵酶活是
!7N$.

的
RS3

倍$其原因是与
!7G"!

相

比$

>%/22

敲除了
/

个自身蛋白酶基因$ 因而外源

蛋白能够更稳定的表达" 综上$后续实验采用
>%N$.

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
;;;;

;

8;
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作为研究对象!

图
!

重组菌的发酵酶活

"#$% ! &'()*+ ,-.#/#.) 01 2#11+3+'. 3+-0*4#','. 5.3,#'5

67!

发酵条件优化结果分析

8%!%9

氮源种类及用量 不同氮源对发酵酶活和

菌体质量浓度的影响见图
!

!如图
!

所示"以大豆蛋

白胨作为氮源能够获得最高发酵酶活#

""#$% &'()

$"

其次是以酵母提取物作为氮源#

*+,+$ &-()

$% 有机

氮源能明显提高菌体量"其中以酵母提取物作为氮

源"菌体量最大"其次是大豆蛋白胨&胰蛋白胨&鱼

粉蛋白胨! 从结果中还可以发现"

./012

对无机氮

源利用率很低"菌体量及发酵酶活均没有提高!

图
:

不同氮源对发酵酶活和菌体量的影响

"#$% : &11+-.5 01 '#.30$+' 50;3-+ 0' <+/,'5;-3,5+

=302;-.#0' ,'2 4#0*,55

以大豆蛋白胨作为氮源"考察不同添加量对发

酵酶活的影响"结果如图
3

所示"大豆蛋白胨质量

分数为
%4

时" 发酵酶活最高! 大豆蛋白胨含量在

*45$4

范围内时"菌体质量浓度与氮源质量分数呈

正相关趋势"发酵酶活先升高后降低"可能是由于

大豆蛋白胨添加量较高的几组中的菌体还处于生

长阶段"尚未进入表达蛋白的时期! 而大豆蛋白胨

质量分数为
*64

时菌体量减少"主要是由于浓度增

加导致培养基粘度变大" 在摇床培养时溶氧减少"

枯草芽孢杆菌为好氧菌"生长受到了抑制!

图
>

大豆蛋白胨浓度对发酵酶活和菌体量的影响

"#$7 > &11+-.5 01 50) =+=.0'+ -0'-+'.3,.#0' 0'

<+/,'5;-3,5+ =302;-.#0' ,'2 4#0*,55

87!78

碳源种类及用量 保持总碳含量不变"分别

使用葡萄糖&果糖&蔗糖&乳糖&麦芽糖&糊精&可溶

性淀粉&甘油作为唯一碳源进行发酵"考察不同种

类碳源的影响"结果如图
"

所示"以果糖作为唯一

碳源时"发酵酶活最高'

"!,3$ &-()

$"其次是葡萄糖

'

"*,78 &-()

$和蔗糖'

3!,6* &-()

$"

+

者的菌体质量

浓度基本相同! 考虑到三种碳源中"果糖成本较高"

葡萄糖成本最低"故采用葡萄糖作为最佳碳源!

图
?

不同碳源对发酵酶活和菌体量的影响

"#$7 ? &11+-.5 01 -,340' 50;3-+ 0' <+/,'5;-3,5+

=302;-.#0' ,'2 4#0*,55

&%
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以葡萄糖作为碳源!考察不同添加量对发酵的

影响!结果如图
!

所示!不同的葡萄糖添加量对菌

体量的影响变化不大!考察范围内所有组别湿菌体

重都在
"#$%# &'(&)

范围之间! 葡萄糖添加量为

"*

时!发酵酶活和菌体量均达最大值"

图
!

葡萄糖添加量对发酵酶活和菌体量的影响

"#$% ! &''()*+ ,' $-.),+( ),/)(/*01*#,/ ,/ -(21/+.)01+(

30,4.)*#,/ 1/4 5#,61++

7%8%8

接种量 接种量会影响菌体的生长和蛋白

的表达" 接种量过低!菌体生长的延滞期时间会增

长!从而延长了发酵周期#接种量过高!会使得菌体

生长利用的营养物质过多!对后期产酶不利" 以最

佳碳源$ 氮源配制发酵培养基! 分别将种子液按

#+,*

$

-*

$

"*

$

%*

$

.*

$

,*

$

/*

的接种量!接种至发

酵培养基进行发酵培养! 考察不同接种量的影响!

结果如图
0

所示!接种量为
-*

时!发酵酶活达最大值"

图
9

接种量对发酵酶活和菌体量的影响

"#$% 9 &''()*+ ,' #/,).-.6 +#:( ,/ -(21/+.)01+( 30,4.)*#,/

1/4 5#,61++

7%8%;

装液量 摇瓶装液量的变化反映了溶氧水

平的高低!枯草芽孢杆菌是好氧菌!因此发酵过程

中充足的氧气供给十分重要" 在固定摇床转速
"##

1(&23

下! 考察了
",# &)

三角瓶和
,## &)

三角瓶

不同装液量情况下对枯草芽孢杆菌生长的影响!结

果如图
4

$图
-#

所示!发酵酶活和菌体量均随着装

液量的增加而降低" 相同装液量条件下!使用的三

角瓶体积越大!发酵酶活越高" 可以发现充足的供

氧对菌体生长和产酶都有提高作用"

图
<

装液量对发酵酶活的影响

"#$% < &''()*+ ,' ).-*.0( 2,-.6( ,/ -(21/+.)01+(

30,4.)*#,/

图
=>

装液量对菌体量的影响

"#$% => &''()*+ ,' ).-*.0( 2,-.6( ,/ 5#,61++

7%8%?

发酵时间 采用以上所有优化过的条件!进

行摇瓶连续发酵培养!每隔一段时间取样测定湿菌

体重$发酵酶活!结果如图
--

所示" 从图中可以看

出!在
% 5

后菌体生长进入对数期!

-, 5

后达到平台

8Q
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期!

!" #

湿菌质量浓度达到最大值
!$%& '()'*

!之

后逐渐降低" 发酵酶活在发酵
+ #

以后开始逐渐升

高! 在
$,"-#

期间升高速率最快!

"- #

发酵酶活达

最大值
".-%/+ 01'*

"

"- #

以后酶活开始降低!分析

原因主要是由于菌体开始凋亡!胞内的蛋白酶被释

放出来!降解自身原有蛋白的同时也将果聚糖蔗糖

酶蛋白分解了"

图
!!

发酵时间对发酵酶活和菌体量的影响

"#$% !! &''()*+ ,' '(-.(/*0*#,/ *#.( ,/ 1(20/+3)-0+(

4-,53)*#,/ 0/5 6#,.0++

将 来 源 于 肠 膜 明 串 珠 菌
!"#$%&%'(%)

*"'"&("+%,-"' 234"! 567

的果聚糖蔗糖酶基因克

隆并构建了
/

种不同启动子组合的质粒!分别导入

枯草芽孢杆菌
82&..

和
"9:4"

后! 经过发酵比较

酶活!确定了
823;<

的发酵酶活最高" 将
823;<

的发酵条件进行单因素实验优化!确定了发酵培养

基配方为#

!. (1*

葡萄糖!

!. (1*

大豆蛋白胨$ 培养

条件为#接种量
"=

!装液量
4=

%

>!>

&!发酵周期
"-

#

!培养温度
/:"

!摇床转速
!.. ?1'@A

" 在该培养条

件下产果聚糖蔗糖酶的发酵酶活最高可达
".-%/+

01'*

!约为优化前的
!4%$!

倍!为下一步利用果聚

糖蔗糖酶以蔗糖和乳糖为底物高效合成低聚乳果

糖提供了基础"

结结结结结 语语语语语
%%%%

%
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