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摘要:目的 对褐藻胶裂解酶基因alycob进行外源表达,并优化诱导条件以实现褐藻胶裂解酶的高效表达。方法 以产褐

藻胶裂解酶菌株Cobetiasp.WG007为出发菌株,对克隆得到的褐藻胶裂解酶基因进行稀有密码子改造,构建重组质粒pET
28a(+)alycob,在宿主EscherichiacoliBL21pLysS中进行诱导表达,对发酵培养基、异丙基βD硫代半乳糖苷(IPTG)、诱

导温度、诱导时机、诱导浓度及诱导时间进行系统优化以提高酶活。结果 构建了重组菌E.coliBL21pLysS/pET28a(+)
alycob,最适培养基为SB培养基,最佳诱导条件为OD600为1.0时加入终浓度为0.1mmol/L的IPTG,在22℃下诱导24h后

酶活可达2403.93U/mL。结论 成功对优化后的褐藻胶裂解酶基因alycob进行外源表达,经诱导表达条件优化后酶活为

野生菌酶活的15倍,更具有工业化应用的潜力。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toexpresstheoptimizedalginatelyasegenealycobexogenouslyandoptimizetheexpressioncon-
ditionstoachievethehighexpressionofalginatelyase METHODS ThealginatelyasegenefromCobetiasp WG007was
usedtocarryoutrarecodonmodification therecombinantplasmidpET28a + alycobwasconstructedandinducedbyiso-
propylβDthiogalactoside IPTG inEscherichiacoliBL21pLysS Thenmediumcomponentsandtheinductiontemperature 
inductiontime finalconcentrationandaddingtimeofIPTGwasoptimizedtoimproveenzymeactivity RESULTS Therecom-
binantE coliBL21pLysS pET28a + alycobwasconstructed thealginatelyasewasinducedbyIPTG andtheoptimum
inductionconditionsweredeterminedasfollows SBmedium wastheoptimum medium whentheOD600valueofbacterial
reached1 0 IPTGwasaddedwithitsfinalconcentrationwas0 1mmol L andafterinducingfor24hat22℃ theenzyme
activityreachedto2403 93U mL CONCLUSION TheoptimizedalginatelyasegenealycobissuccessfullyexpressedinE 
coliBL21pLysSandtheexpressionconditionsareoptimized Theoptimizedenzymeactivityis15timesofwildtypeenzyme
activity whichismorefavorableforindustrialapplication 
KEYWORDS alginatelyase exogenousexpression inductionconditionoptimization

  我国是世界上利用海藻最早且最为广泛的国家

之一,早在2000多年前,海藻的药用价值就已在

《神农本草经》等古籍中记载。随着社会的发展,海
藻加工及其高值化利用成为我国海洋资源综合利用

的重要领域。褐藻胶是褐藻中的重要成分,其酶解

产物褐藻寡糖具有抗肿瘤、抗凝血、增强免疫力、保

护神经、促进生长等多种生理活性,在现代健康制品

中的作用日益显著[12]。褐藻胶裂解酶是制备褐藻

寡糖的有力工具,因其独特的生物学功能已逐渐发

展成为一种重要的新型海洋生物酶,并将广泛应用

于医学、食品及一些生产领域的研究。
褐藻胶裂解酶通过β消去反应将大分子褐藻胶
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降解为低分子褐藻寡糖或单糖,但其深入的降解机

制研究不多[3]。目前已有超过50种褐藻胶裂解酶

被发现,主要来源于细菌,其中只有较少的褐藻胶裂

解酶基因被克隆和表达,且表达水平普遍较低[4]。
近年来,国内对褐藻胶裂解酶的研究大都集中于对

产褐藻胶裂解酶菌株的筛选上,但野生菌株对生长

条件的要求较高,普遍存在产酶量低、酶活不高等问

题,限制了应用研究的深入[5]。随着现代生物技术

的发展,获取褐藻胶裂解酶的基因并在合适的宿主

体系中大量表达,成为推动褐藻寡糖高值化应用及

海藻资源利用的有效途径。

Cobetiasp.产褐藻胶裂解酶的报道较少且普遍

酶活较低,其中仅一种来源于Cobetiasp.的褐藻胶

裂解酶基因被成功表达,酶活仅30U/mL。本实验

室前期筛得一株产褐藻胶裂解酶菌株Cobetiasp.
WG007,对其进行发酵条件优化后酶活可达160.7
U/mL[6],该酶是一种嗜盐性双功能裂解酶[7]。本

研究对来源Cobetiasp.WG007的褐藻胶裂解酶基

因进行克隆表达,构建基因工程菌,进而优化诱导条

件提高产酶,以期提升其工业化应用的潜力。

1 材料

1.1 试药

pET28a(+)表达质粒、菌株E.coliJM109和

E.coliBL21pLysS均由作者实验室保存。
酵母提取物、蛋白胨购自OXOID公司;海藻酸

钠、DNS、异丙基βD硫代半乳糖苷(IPTG)等试剂

均购自生工生物工程(上海)股份有限公司;Premix
TaqTMDNA 聚合 酶、T4DNA 连 接 酶、QuickCut
BamH Ⅰ、QuickCutHind Ⅲ限制性内切酶等试剂

均购自大连宝生物有限公司。

1.2 仪器

PCR仪C1000TMThermalCycler(BIORAD公

司);高速冷冻离心机 HimacCR22GII(日本日立公

司);JY92Ⅱ超声波细胞粉碎机(宁波新芝生物科技

股份有限公司);紫外可见分光光度计 UV1800(上
海美谱达公司);MultiskanMK3型酶标仪(美国

ThermoLabsystems公司)。

2 方法

2.1 重组褐藻胶裂解酶工程菌的构建

2.1.1 褐藻胶裂解酶基因的扩增 上游引物:5'
CGGGATCCATGCGTAACACCCGTGTGC3'(斜
体部 分 为 BamH Ⅰ 酶 切 位 点);下 游 引 物:5'
CCCAAGCTTTTATTATTGAATTTTGCCGCTC

3'(斜体部分为Hind Ⅲ酶切位点),由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成,以Cobetiasp.WG007
基因组为模板进行PCR扩增。PCR条件为:94℃
预变性3min;94℃变性30s;58℃退火30s;72℃
延伸1min;共30个循环,最后72℃终延伸10min。
将扩增出的目的片段连接到克隆载体pMD19T,转
化至E.coliJM109感受态细胞中,挑单菌进行

PCR验证,阳性克隆送至上海睿迪生物科技有限公

司进行测序。根据大肠杆菌表达体系的密码子使用

频率分析所得基因序列,对位点62V,80S,97S,

221K,222R,245I,300A,321N进行稀有密码子改

造,得到褐藻胶裂解酶基因alycob。

2.1.2 重组菌的构建 用限制性内切酶BamH Ⅰ
和Hind Ⅲ分别酶切目的基因序列alycob和质粒

pET28a(+),用 T4连接酶连接后转化至E.coli
BL21pLysS中。挑取单菌落进行液体培养后抽提

重组质粒,对其进行PCR验证,并使用BamH Ⅰ和

Hind Ⅲ进行双酶切验证。

2.2 重组酶的表达及酶活测定

2.2.1 重组菌的诱导表达 将构建好的重组菌按

1%的接种量接入液体LB(含卡那霉素和氯霉素)
中,37℃培养至OD600达0.8左右,加入终浓度为0.5
mmol/L的IPTG诱导后,将发酵液8000r/min离

心10min,取上清。菌体用PBS洗去残留发酵液,
重悬后进行超声破碎,然后离心取上清。利用DNS
法测定发酵上清和破碎上清中的褐藻胶裂解酶活

性。

2.2.2 褐藻胶裂解酶的酶活测定 在改良DNS(3,

5二硝基水杨酸)法[8]上稍作调整:反应体系为0.1
mL酶液加入0.9mL1%海藻酸钠溶液,45℃酶解

20min,其他条件一致。1个酶活力单位(U)定义

为:1mL酶液在上述条件下反应,每1min产生1

μg还原糖所需的酶量。

2.3 重组菌诱导条件优化

2.3.1 培养基对产酶的影响 分别选择LB、SB、2
×YT、SOB以及SOC培养基,在相同条件下进行

诱导产酶,诱导24h后测定酶活及OD600,以确定适

合于重组菌产酶的培养基。各种培养基配方如下:

LB培养基(g/L):蛋白胨10,酵母粉5,NaCl
10;pH=7.0;SB培养基(g/L):蛋白胨32,酵母粉

20,NaCl5;pH=7.0;2×YT培养基(g/L):蛋白胨

16,酵母粉10,NaCl5,pH=7.0;SOB培养基:蛋白

胨20g/L,酵母粉5g/L,NaCl0.5g/L,KCl2.5

—822— 南京中医药大学学报2018年5月第34卷第3期



mmol/L,MgCl210mmol/L;pH=7.0;SOC培养

基:蛋白胨20g/L,酵母粉5g/L,NaCl0.5g/L,KCl
2.5mmol/L,MgCl210mmol/L,葡萄糖20mmol/

L;pH=7.0。

2.3.2 诱导温度对产酶的影响 其他发酵诱导条

件一致,将重组菌分别置于22、25、28、31、34、37℃
下诱导24h后测定酶活及OD600。对发酵液上清、
破碎上清及破碎沉淀处理后进行SDSPAGE,分析

在不同诱导温度下蛋白表达情况。

2.3.3 诱导时机对产酶的影响 将重组菌分别培

养至OD600为0.6、0.8、1.0、1.2、1.4时添加IPTG进

行诱导,其他发酵诱导条件一致,诱导24h后测定

酶活及OD600以确定最适诱导时机。

2.3.4 IPTG浓度对产酶的影响 其他发酵诱导条

件一致,向培养基中分别加入终浓度为0、0.05、0.1、

0.2、0.5、1.0、2.0mmol/L的IPTG进行诱导产酶,
诱导24h后测定酶活及OD600以确定诱导时最适的

IPTG浓度。

2.3.5 诱导时间对产酶的影响 其他发酵诱导条

件一致,将重组菌分别诱导6、12、18、24、30、36h后

测定酶活及OD600以确定最适诱导时间。

3 结果

3.1 重组褐藻胶裂解酶工程菌的构建

将目的基因连接到质粒pET28a(+),对重组

质粒依次进行PCR和双酶切验证。如图1所示,

PCR验证时在1000bp处扩增出明显条带,且双酶

切得到长度分别为5.3kb和1kb左右的2个片段,
证明重组质粒及重组菌构建成功。将此重组质粒命

名为pET28a(+)alycob,重组菌命名为E.coli
BL21pLysS/pET28a(+)alycob。

注:M.DL2000DNAmarker;1.阴性对照(PCR反应未加模板);

2.alycob的PCR产物;M2.DL10000DNAmarker;

3.BamH Ⅰ和Hind Ⅲ双酶切pET28a(+)alycob

图1 重组质粒PCR及双酶切验证

3.2 重组酶的表达及酶活测定

发酵24h后测定酶活,阴性对照(空载重组菌)

未检测到酶活,重组菌胞外酶活为209.15U/mL,胞
内酶活为809.63U/mL。由此可见,在LB培养基

中重组酶主要分泌在胞内。

3.3 重组菌诱导条件优化

3.3.1 培养基对产酶的影响 首先对重组菌E.co-
liBL21pLysS/pET28a(+)alycob的培养基进

行优化,结果如图2所示,重组菌在 LB、2×YT、

SOB以及SOC培养基中主要以胞内酶的形式存

在,且酶活相对较低;而在SB培养基中主要以胞外

酶的形式存在,且胞外酶活可达1539.74U/mL。
所以最终选择SB培养基作为重组菌诱导产酶的最

适培养基。

图2 培养基对菌体生长及产酶的影响

3.3.2 诱导温度对产酶的影响 由图3可知,重组

菌最适诱导温度为22℃,此时胞外酶活最高,为

1562.28U/mL。进一步采用SDSPAGE分析重组

酶的表达情况,如图4所示,22℃诱导条件下,发酵

液上清中可见清晰的蛋白条带,蛋白表达量较高;随
着诱导温度的上升,发酵液上清中的蛋白条带逐渐

淡化,而细胞破碎沉淀中的蛋白条带则逐渐加深。
这可能是因为过高的诱导温度影响了重组酶的正确

折叠,导致了大量包涵体的形成。由此可见,诱导温

度过高会抑制蛋白的可溶性表达。

图3 诱导温度对菌体生长及产酶的影响

3.3.3 IPTG浓度对产酶的影响 由图5可以看

出,在不添加IPTG时,重组菌基本不产酶,由此推

测重组菌为严格诱导型菌株;当IPTG添加浓度为

0.1mmol/L时,重组菌诱导产酶最高,胞外酶活可
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达2360.79U/mL;过高的IPTG浓度则会抑制菌

体生长从而降低酶活性。

注:M.低分子质量蛋白质 Marker;泳道1~6分别为22、25、28、

31、34、37℃下诱导发酵上清;泳道7~12分别为22、25、28、31、

34、37℃下诱导细胞破碎上清;泳道13~18分别为22、25、28、

31、34、37℃下诱导细胞破碎沉淀;箭头所示为重组酶。

图4 诱导温度对重组蛋白表达的影响

图5 IPTG浓度对菌体生长及产酶的影响

3.3.4 诱导时机对产酶的影响 由图6可以看出,
在重组菌发酵液的 OD600达到0.6~1.4时,诱导时

机的选择对酶活无显著影响。其中,在OD600为1.0
时开始诱导的胞外酶活最高,为2386.93U/mL,所
以选择OD600在0.6~1.0的代谢相对旺盛的对数生

长期菌体进行重组蛋白的诱导表达。此时的菌体生

长迅速,代谢旺盛,有利于重组蛋白的表达。

图6 诱导时机对菌体生长及产酶的影响

3.3.5 诱导时间对产酶的影响 由图7可以看出,
重组菌在22℃诱导时菌体生物量持续增加;产酶量

在诱导初期随诱导时间的延长而不断升高,在24h
后上升趋势逐渐趋于平缓。综合考虑发酵周期及成

本等因素,最终选择24h作为最佳诱导时间,此时

胞外酶活可达2403.93U/mL。

图7 诱导时间对菌体生长及产酶的影响

4 讨论

伴随海洋资源的利用以及健康产业的发展,褐
藻胶裂解酶的开发应用日益受到关注。其中Cobe-
tiasp.所产褐藻胶裂解酶大多具有嗜盐的特征,除
本实验室筛选得到的Cobetiasp.WG007[6]外,还有

Cobetiaamphilecti[9]和Cobetiasp.NAP1[10]等菌

株陆续得到报道,但产酶量均偏低。Cobetiasp.
NAP1的褐藻胶裂解酶基因algcpl7已在E.coli
BL21(DE3)中得到表达,但重组酶为胞内酶且表达

量较低,酶活仅30U/mL,推测其原因,可能是来源

于海洋细菌的褐藻胶裂解酶基因algcpl7与表达

体系E.coliBL21(DE3)适配性较差,影响了蛋白的

表达;或是培养基的成分和比例不利于菌体生长和

产酶。
本研究以进一步提高褐藻胶裂解酶的活力与应

用性能为出发点,采用基因工程手段,对克隆得到的

Cobetiasp.WG007褐藻胶裂解酶基因进行稀有密

码子改造以提升基因表达的适配性,得到优化的产

酶基因alycob,进而构建了重组菌E.coliBL21
pLysS/pET28a(+)alycob,并对重组菌的诱导

条件进行了优化。分析重组酶酶活的影响因素可以

发现,培养基与诱导温度对重组酶的表达具有显著

影响,主要影响了重组酶的表达行为以及酶的活性。

IPTG作为一种强诱导剂不能被菌体代谢,可
持续发挥诱导作用,所以少量IPTG就可以起到很

好的诱导效果。诱导时间影响重组菌的产酶水平,
时间过短则不能诱导彻底,而时间过长又会提高发

酵成本,甚至造成菌体自溶及蛋白降解而导致酶活

降低等现象。优化后的诱导产酶条件为,选取SB
培养基,在诱导温度22℃、菌液 OD6001.0时,添加

0.1mmol/L的IPTG诱导24h,重组褐藻胶裂解酶

胞外酶活最高可达2403.93U/mL,是野生菌酶

活[7]的15倍,得到了大幅提升。(下转324页)
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