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摘要：【目的】构建高产麦芽糖α?淀粉酶的工程菌 株 并 实 现 高 效 分 泌 表 达。【方 法】ＰＣＲ扩 增 麦 芽 糖α?淀 粉 酶 基

因ｓｖａ，再与大肠杆菌－枯草芽孢杆菌麦芽糖 诱 导 型 穿 梭 载 体ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ连 接，构 建 重 组 质 粒ｐＨＣＭＣＯ４－

Ｐｇｌｖ－ｓｖａ并转入枯草芽孢杆菌进行表达，对重组酶进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，然后对重组菌株的生 长 及 发 酵 条 件 进

行优化。【结果】成功构建重组质粒ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ－ｓｖａ并在枯草芽孢杆菌中实现分泌表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析发

现，在５５ｋＤａ处得到特异性蛋 白 条 带。单 因 素 试 验 结 果 显 示，重 组 菌 的 最 适 诱 导 温 度 为３５℃，最 适 接 种 量 为

４％（Ｖ／Ｖ），最适装液量为３０ｍＬ。正 交 实 验 结 果 显 示，重 组 菌 的 最 佳 发 酵 条 件 组 合 是 诱 导 温 度３７℃、接 种 量

５％（Ｖ／Ｖ）、装液量２５ｍＬ，在此条件下发酵液粗酶活力达到２５７．３６９８Ｕ／ｍＬ。装液量对重组菌的产酶量影响显

著。【结论】成功构建能高效分泌表达麦芽糖α?淀粉酶的枯草芽孢杆菌工程菌株，经发酵 条 件 优 化 后，重 组 酶 产

量显著提高１０倍左右。
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０　引言

　　【研究意义】α?淀粉酶不能切割α?１，６糖苷键，但

可以跨越α?１，６糖 苷 键 作 用 于 分 支 链 内 部 的α?１，４
糖苷键，产生的水解产物一般为麦芽糖、少量葡萄糖

以及一些寡 糖［１－２］。α?淀 粉 酶 广 泛 应 用 于 食 品 加 工、
纺织和制药行业［３－５］。麦芽糖α?淀粉酶是指能水解淀

粉得到主要产物为麦芽糖和少量葡萄糖的一类酶的

总称，来源于绿 色 糖 单 孢 菌 的 麦 芽 糖α?淀 粉 酶 水 解

淀粉的产物中麦芽糖含量可达７０％（文献［６］），在麦

芽糖浆和麦芽糖的工业生产上具有一定的应用前景。
【前人研究进 展】目 前，应 用 大 肠 杆 菌 表 达α?淀 粉 酶

已经非常成熟，但是也存在一定的不足，如自身代谢

产生内毒素、容易形成包涵体、产物分离纯化工艺复

杂等。而应用枯草芽孢杆菌作为表达宿主具有很多

优势，例如枯 草 芽 孢 杆 菌 被 ＧＲＡＳ认 定 为 安 全 级 别

的微生物、无明显的密码子偏好性、因蛋白分泌系统

功能完善而具有很好的分泌能力等［７－８］，因此，枯草芽

孢杆菌被广泛应用于食品、医药、饲料和环境保护等

领 域［９－１２］。Ｋｉｍ 等［１３］ 将 来 源 于 枯 草 芽 孢 杆 菌

ＳＨＵ４?２ 的 麦 芽 糖 α?淀 粉 酶 基 因 在 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ１６８中表达，研 究 发 现 当 培 养 基 中 出 现 淀 粉、
麦芽糖或者β?环糊精时，基因能够表达，而当存在葡

萄糖、果糖或者蔗糖时，该基因不表达，说明该基因可

能受到代谢产物的反馈抑制。２００９年訾楠等［１４］从地

衣芽孢杆菌 ＡＴＣＣ１４５８０中克隆到一个麦芽糖α?淀

粉酶基因，并成功在大肠杆菌中诱导表达；２０１１年转

入枯草芽孢杆 菌 中 表 达，生 成 的 麦 芽 糖α?淀 粉 酶 几

乎全部分泌到培养基中，采用 ＨＰＬＣ检测产物，结果

表明该酶催化水解淀粉的主要产物为麦芽糖；对菌株

的产酶条件进行优化后，最高酶活达到５．９Ｕ／ｍＬ。
【本研究切入点】目前研究的麦芽糖α?淀粉酶大多是

在大肠杆菌表达系统进行胞内表达，也有在枯草芽孢

杆菌中进行分泌表达，但是表达量不高，同时，鉴于大

肠杆菌表达系统存在的不足，因此有必要研究麦芽糖

α?淀粉酶在枯草芽孢杆菌中的高效分泌表达。【拟解

决的关键问题】克 隆 绿 色 糖 单 孢 菌 麦 芽 糖α?淀 粉 酶

基因ｓｖａ，并构建重组质粒ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ－ｓｖａ，使

其在宿主Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ　１Ａ８５７中表达，并对其发酵条件

进行 优 化，期 望 得 到 高 产 麦 芽 糖α?淀 粉 酶 的 工 程

菌株。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和质粒

　　营养缺 陷 型 表 达 宿 主 枯 草 芽 孢 杆 菌１Ａ８５７（培

养时需添加必需氨基酸ｌｅｕＡ、ｍｅｔＢ和ｔｒｐＣ）和ｐＨＣ－
ＭＣＯ４大肠杆菌－枯草芽孢杆菌穿梭载体均购自ＢＧ－
ＳＣ；大肠杆菌Ｔｒａｎｓ－１０为本实验室保存；ｐＳＥ－ｓｖａ重

组质粒 和ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ表 达 载 体 为 本 实 验 室 构

建并保存。

１．１．２　主要酶和试剂

　　ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＨＭ　ＨＳ　ＤＮＡ聚合酶和限制性内切

酶ＳａｃⅠ均购 自 ＴａＫａＲａ公 司；ＤＮＡ小 量 提 取 试 剂

盒、胶回收试剂盒和ＰＣＲ纯化试剂盒等购自ＢｉｏＦｌｕｘ
博日公司。

１．１．３　培养基

　　ＬＢ培 养 基（Ｗ／Ｖ）：胰 蛋 白 胨１％，酵 母 提 取 物

０．５％，氯化钠１％；枯 草 芽 孢 杆 菌１Ａ８５７ 生 长 培 养

基和发酵 培 养 基：葡 萄 糖１．５％（Ｗ／Ｖ），蛋 白 胨１５

ｇ／Ｌ，酵 母 抽 提 物 ２５ ｇ／Ｌ，氯 化 钠 １０ ｇ／Ｌ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４２０ｇ／Ｌ，另 外 再 添 加３种 必 需 氨 基 酸

ｌｅｕＡ、ｍｅｔＢ、ｔｒｐＣ，终浓度均为０．５％（Ｗ／Ｖ）。

１．２　方法

１．２．１　目的基因的扩增及重组质粒的构建

　　设计一对引物扩增ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ表达载体，
上游引物与下游引物各自含有与目的基因重叠的２１
个碱基（下划线部分），即

　　Ｐｌｖｓｅ－ｕｐ：ＣＡＣＧＴＣＧＧＣＧＣＴＣＧＣＧＴＡＴＧＡＡ－
ＴＡＴＴＡＣＴＴＡＧＡＧＧＡＴＡＣＴＡＴＴＧＡＧＡ；

　　 Ｐｌｖｓｅ －ｄｏｗｎ：ＧＴＣＧＣＧＴＴＣＧＣＣＧＧＧＴＧＧＴ－
ＧＣＴＧＣＣＧＣＣＧＣＴＧＣＴＧＣＡＧＡＡＴ。

　　设计一对引物扩增麦芽糖α?淀粉酶基因ｓｖａ，即

　　Ｓｖａ－ｕｐ：ＧＣＡＣＣＡＣＣＣＧＧＣＧＡＡＣＧＣＧＡ；

　　Ｓｖａ－ｄｏｗｎ：ＴＣＡＴＡＣＧＣＧＡＧＣＧＣＣＧＡＣＧＴＧ。

　　以ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ表达载体为模板，ＰＣＲ扩增
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体系：５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ｂｕｆｆｅｒ　１０μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ
（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，Ｐｌｖｓｅ－ｕｐ　１μＬ，Ｐｌｖｓｅ－ｄｏｗｎ　１

μＬ，ｔｅｍｐｌａｔｅ　１μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
０．５μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。载体ＰＣＲ退火温度和

延伸时间分别为６８℃，７ｍｉｎ。以ｐＳＥ－ｓｖａ重组质粒

为模板，采用两步法ＰＣＲ扩增目的基因，ＰＣＲ体系：

５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ｂｕｆｆｅｒ　１０μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ（各２．５
ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，Ｓｖａ－ｕｐ　１μＬ，Ｓｖａ－ｄｏｗｎ　１μＬ，ｔｅｍ－

ｐｌａｔｅ　１μＬ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　０．５μＬ，

加ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。退火和延伸同时进 行，温 度 为

６８℃，时间为２ｍｉｎ。各取２．５μＬ　ＰＣＲ产物进行琼

脂糖凝胶电泳，验证ＰＣＲ成功后用胶回收试剂盒回

收目的条带，并用琼脂糖凝胶电泳分析验证回收目的

片段的纯度。

　　采用Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司的Ｉｎ－ｆｕｓｉｏｎ　ＨＤ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｋｉｔ
融合连接两个目的 片 段，１０μＬ连 接 体 系：５×Ｉｎ－ｆｕ－
ｓｉｏｎ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｐｒｅｍｉｘ　２μＬ，穿 梭 载 体 ｐＨＣＭＣＯ４－
Ｐｇｌｖ线性载体５μＬ，ｓｖａ３μＬ。将体系混匀置３７℃
恒温水浴１５ｍｉｎ，然后立即于５０℃水浴１５ｍｉｎ，冰上

冷却后转化２．５μＬ大肠杆菌Ｔｒａｎｓ－１０感受态细胞。
取２００μＬ转化产 物 涂 布 于 带 有 Ａｍｐ抗 性 的ＬＢ平

板上，再置于３７℃恒 温 培 养 箱 倒 置 培 养 过 夜。挑 取

单菌落提质粒进行ＳａｃⅠ 单酶切验证正确后送测序。

１．２．２　重组酶的表达及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

　　将重组质粒ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ－ｓｖａ转化枯草芽孢

杆菌１Ａ８５７进行表达，并以空质粒ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ
作为对 照，分 别 以１％（Ｖ／Ｖ）的 接 种 量 转 接 于１００
ｍＬ的ＬＢ培养基中（含有１７μｇ／ｍＬ的氯霉素Ｃｍ），

３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ摇 床 振 荡 培 养，培 养６ｈ后 加 入

１．５％（Ｗ／Ｖ）麦芽糖诱导表达，从接种后开始每隔１２
ｈ取样，并用ＤＮＳ［１５］测 定 发 酵 液 粗 酶 的 酶 活 力。取

麦芽糖诱导２４ｈ的发酵液１ｍＬ通过真空浓缩机浓

缩至５０μＬ左右，与上样 缓 冲 液 按 照１∶１（Ｖ／Ｖ）混

合处理后进行１０％（Ｗ／Ｖ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

　　麦芽糖α?淀粉酶活力定义：在最适条件下，每分

钟生成１μｍｏＬ葡 萄 糖 所 需 的 酶 量 为 一 个 酶 活 单 位

（１Ｕ）。酶活力的计算公式为

　　 酶活力单位（Ｕ／ｍＬ）＝ Ｇ×１０３×ｎ
１９８．１７×１０×０．０１

，

其中，Ｇ 为 葡 萄 糖 含 量（ｍｇ／ｍＬ）；ｎ 为 稀 释 倍 数

（ｍｇ／ｍＬ）；１９８．１７为 葡 萄 糖 分 子 量；１０为 反 应 时 间

（ｍｉｎ）；０．０１为酶液体积（ｍＬ）。

１．２．３　重组菌株培养条件的优化

１．２．３．１　最适葡萄糖浓度

　　首先挑取单菌落转接于５ｍＬ左右的ＬＢ培养基

中过夜培养 活 化 菌 种，于５００ｍＬ三 角 瓶 中 加 入３０
ｍＬ葡萄糖 浓 度（Ｗ／Ｖ）分 别 为０．５％，１．０％，１．５％
的发酵培养基（加入Ｃｍ终浓度为５０μｇ／ｍＬ），同时

加入３％（Ｖ／Ｖ）过夜培养的菌种，培养 至 菌 体ＯＤ６００
值约为０．６时 加 入１．５％（Ｗ／Ｖ）麦 芽 糖 诱 导 表 达。
每间隔６ｈ分别取样，在波长λ＝６００ｎｍ下，将菌液

适当稀释后，测定其ＯＤ６００ 值，同 时 取 发 酵 液 测 定 胞

外粗酶活。从含有１．５％（Ｗ／Ｖ）的葡萄糖这一组发

酵液中取样，通过真空浓缩机浓缩至５０μＬ左右，与

上样缓 冲 液 按 照１∶１（Ｖ／Ｖ）混 合 处 理 后 进 行１０％
（Ｗ／Ｖ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

１．２．３．２　最适氯霉素浓度

　　将重组菌 株 过 夜 活 化 后 以３％（Ｖ／Ｖ）的 接 种 量

转接入 到 含 有 氯 霉 素 浓 度 分 别 为５０μｇ／ｍＬ、１００

μｇ／ｍＬ、２００μｇ／ｍＬ、４００μｇ／ｍＬ的发酵培养基中，培
养６ｈ至菌体ＯＤ６００ 值约为０．６时加入１．５％（Ｗ／Ｖ）
麦芽糖，在３５℃，２００ｒ／ｍｉｎ恒温摇床进行诱导表达，
收集菌液测 定 不 同 氯 霉 素 浓 度 浓 度 下 菌 体 的ＯＤ６００
值，并收集发酵液用ＤＮＳ法测定粗酶的酶活力。

１．２．４　重组菌株发酵条件优化

１．２．４．１　单因素试验

　　（１）诱导温度：将重组菌株过夜活化后以接种量

为３％（Ｖ／Ｖ）接 入 到 发 酵 培 养 基（Ｃｍ终 浓 度 为２００

μｇ／ｍＬ）中，培 养６ｈ菌 体ＯＤ６００ 值 约 为６时 加 入

１．５％麦芽糖 诱 导 表 达，分 别 放 置２５℃，３０℃，３５℃，

４０℃恒温培养箱进行诱导表达，培养６６ｈ后用ＤＮＳ
法测定粗酶活力。

　　（２）接种量：将重组菌株过夜活化后以１％，２％，

４％，８％的接种量（Ｖ／Ｖ）接入到含有２００μｇ／ｍＬ氯

霉素的发酵培养基中，培养６ｈ菌体ＯＤ６００ 值约为６
时加入１．５％麦芽糖在最适温度条件下恒温诱导 表

达，培 养６６ｈ后 收 集 发 酵 液 用 ＤＮＳ法 测 定 粗 酶

活力。

　　（３）装液量：将重组菌株过夜活化后以最适接种

量转接于分别含有３０ｍＬ、５０ｍＬ、７０ｍＬ、９０ｍＬ发

酵培养基（Ｃｍ终浓度为２００μｇ／ｍＬ）的５００ｍＬ三角

瓶中，培养６ｈ菌体ＯＤ６００ 值约为６时，加入１．５％麦

芽糖在最适温度条件下恒温诱导 表 达，培 养６６ｈ后

收集发酵液用ＤＮＳ法测定粗酶活力。

１．２．４．２　正交试验

　　在单因素试验的基础上，选择诱导温度、接种量

和装液量进行Ｌ９（３４）的正交实验，每组设计３个 平

行然后取平均值，按照表１进行试验，从而确定最优

的发酵条件。
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表１　正交试验设计

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

因素Ｆａｃｔｏｒ
水平Ｌｅｖｅｌ

１　 ２　 ３
装液量Ｌｉｑｕｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ（Ａ，ｍＬ） ２５　 ３０　 ３５
接种量Ｉｎｏｃｕｌｕｍ　ｓｉｚｅ（Ｂ，％） ３　 ４　 ５
诱导温度Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｃ，℃） ３３　 ３５　 ３７
误差Ｅｒｒｏｒ（Ｅ） － － －

２　结果与分析

２．１　目的基因的扩增和重组质粒的构建

　　如图１所示，ＰＣＲ扩增得到大小约为１．４ｋｂ和

６．４ｋｂ的两个ＤＮＡ片段，这与预期目的基因的大小

一致。

　　Ｍ１：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ　Ｍａｋｅｒ；１：ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｐＨ－

ＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ；Ｍ２：Ｗ２００３ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２：ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ
ｓｖａ

图１　ＰＣＲ产物分析

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　如图２所示，重组质粒经ＳａｃⅠ单酶切后得到一

条约为７．８ｋｂ的条带，与预期的大小一致，说明目的

片段已经连接到载体ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ上，重组质粒

ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ－ｓｖａ构建成功。

　　Ｍ：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，３：ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ－
ｓｖａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ；２，４：ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ－ｓｖａ　ｒｅｃｏｍｂｉ－

ｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ＳａｃⅠ
图２　重组质粒酶切分析

Ｆｉｇ．２　Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄｓ

２．２　重组酶活力的测定和ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分析

　　如图３所示，重组菌株在ＬＢ培养基中的酶活力

随着培养时间的延长呈现先上升后下降的趋势，在培

养１２０ｈ时达到最高酶活力，约 为２４Ｕ／ｍＬ。ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分析发现，在５５ｋＤａ处出现一条蛋白条带，与
预期目标蛋白大小相符（图４），推断为绿色糖单孢菌

麦芽糖α?淀粉酶。

图３　培养时间对重组酶活力的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃ－

ｔｉｖｉｔｙ

　　Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｏｔａｌ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ

１Ａ８５７　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ－ｓｖａ；２：Ｔｏｔａｌ　ｓｏｌｕ－

ｂｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ　１Ａ８５７　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＨＣＭ－

ＣＯ４－Ｐｇｌｖ
图４　重组酶的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｎｚｙｍｅ

２．３　重组菌株培养条件的优化

２．３．１　最适葡萄糖浓度

　　根据相关文献，添加一定浓度的葡萄糖有助于营

养缺陷型枯草芽孢杆菌的生长，但是葡萄糖浓度过高

会产生代谢物反馈抑制。由图５和图６可知，当葡萄

糖浓度为１．５％（Ｗ／Ｖ）时，菌 体ＯＤ６００ 值 最 大，约 为

２７，酶活力也最高，达１００Ｕ／ｍＬ，均明显高于葡萄糖

浓度为０．５％和１．０％（Ｗ／Ｖ）时的菌体ＯＤ６００ 值和粗

酶活力。说明１．５％（Ｗ／Ｖ）的葡萄糖浓度对重组菌

产酶量的抑制作用还不是很明显，主要是作为碳源供

菌体生 长。此 外，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分 析 发 现，在５５ｋＤａ
左右出现明显的蛋白条带，与核酸序列理论推算的蛋

白质分子量相符（图７）。

２．３．２　最适氯霉素浓度

　　如图８所示，重组酶活力和菌体生长量均随着氯
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图５　葡萄糖浓度对菌体生长的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｎ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｃｅｌｌ

图６　葡萄糖浓度对重组酶活力的影响

　　Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｎ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

　　Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｏｔａｌ　ｓｏｌｕｂｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ

１Ａ８５７　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＨＣＭＣＯ４?Ｐｇｌｖ?ｓｖａ；２：Ｔｏｔａｌ　ｓｏｌｕ－

ｂｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ　１Ａ８５７　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＨＣＭ－

ＣＯ４－Ｐｇｌｖ
图７　重组酶的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析

Ｆｉｇ．７　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｎｚｙｍｅ

霉素浓度的增加呈现先上升后下降的趋势，当氯霉素

浓度为２００μｇ／ｍＬ时，最高酶活力达到２７２Ｕ／ｍＬ；
重组菌在氯霉素浓度为１００μｇ／ｍＬ时生长最快。

２．４　重组菌株发酵条件优化

２．４．１　单因素试验

　　如图９所示，重组菌的最适诱导温度为３５℃，此

时酶活力最高可以达到２２４Ｕ／ｍＬ。当接种量为４％
时酶活力最高，为２６５Ｕ／ｍＬ，当接种量过大时，营养

物质消耗快，后期产酶的积累减少，接种量较少时，菌
体积累量不够，也影响产酶量的积累。装液量间接反

映溶氧量对菌株产酶量的影响，试验结果表明，当装

液量为３０ｍＬ时，培 养６６ｈ可 以 达 到 最 高 酶 活 力

２５７Ｕ／ｍＬ，说明重组菌对氧气的需求量很大。

　　图８　不同氯霉素浓度下重组酶酶活力和菌体ＯＤ６００

　　Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ＯＤ６００ｉｎ　ｄｉｆ－

ｆｅｒｅｎｔ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图９　单因素试验结果

Ｆｉｇ．９　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ　ｆａｃｔｏｒ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２．４．２　正交试验

　　根据正交试验数据可以看出，最佳的发酵条件组

合为Ａ１Ｂ３Ｃ３，即最佳的发酵条件为装液量２５ｍＬ、接
种量５％、诱导温度３７℃，在此条件下，发酵液粗酶活

力达到２５７．３６９８Ｕ／ｍＬ（表２）。方差分析结果显示，

６１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



ＳＡ＞ＳＢ＞ＳＣ，说 明３个 因 素 中 对 酶 活 力 影 响 顺 序 为

装液量＞接种量＞诱 导 温 度；因 为ＦＡ ＞Ｆ０．９（２，８）＝
３．１１０＞ＦＢ ＞ＦＣ，所以装液量对重组菌的产酶量有

显著影响，而接种量和诱导温度对产酶量的影响不显

著（表３）。
表２　正交试验结果分析

Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

实验号
Ｔｅｓｔ　ｎｕｍｂｅｒ Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｅ

酶活力
Ｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｕ／ｍＬ）

１　 １　 １　 １　 １　 １８９．３２５
２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２１５．９３９
３　 １　 ３　 ３　 ３　 ２５７．３７０
４　 ２　 １　 ２　 ３　 １８４．３８６
５　 ２　 ２　 ３　 １　 １９４．７０８
６　 ２　 ３　 １　 ２　 ２０４．１１５
７　 ３　 １　 ３　 ２　 １０７．６０５
８　 ３　 ２　 １　 ３　 １１８．５５１
９　 ３　 ３　 ２　 １　 １２１．７６５
Ｋ１　 ２２０．８７８　１６０．４２１　１７０．６７７　１６８．５９９
Ｋ２　 １９４．４１６　１７６．３９９　１７４．０３０　１７５．８８１
Ｋ３　 １１５．９５６　１９４．４３０　１８６．５４３　１８６．７６９
Ｒ　 １０４．９２２　３４．００９　１５．８６６　１８．１７０

表３　正交试验方差分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

因素
Ｆａｃｔｏｒ

偏差平方和
Ｑｕａｄｒａｔｉｃ
ｓｕｍ

自由度
Ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｆ比
Ｆ?ｒａｔｉｏ

Ｆ临界值
Ｆ?ｃｒｉｔｉｃａｌ
ｖａｌｕｅ

显著性
Ｏｂｖｉｏｕｓｎｅｓｓ

Ａ　 １７８６４．９２８　 ２　 ３．４８２　 ３．１１０ ＊
Ｂ　 １７３７．０１３　 ２　 ０．３３９　 ３．１１０
Ｃ　 ４１９．５４６　 ２　 ０．０８２　 ３．１１０
Ｅ　 ５０１．７２３　 ２　 ０．０９８　 ３．１１０

总和
Ｓｕｍ ２０５２３．２１　 ８

注：＊表示影响显著

Ｎｏｔｅ：＊ｍｅａｎｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ

３　讨论

　　麦芽糖α?淀 粉 酶 有 来 源 于 细 菌 和 真 菌，细 菌 来

源的 麦 芽 糖α?淀 粉 酶 基 因 主 要 有 枯 草 芽 孢 杆 菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、蜡 状 芽 孢 杆 菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ）、地 衣 芽 孢 杆 菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）、
嗜 热 脂 肪 芽 孢 杆 菌 （Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）、嗜 热 放 线 菌 （Ｔｈｅｒｍｕｓ
ｖｕｌｇａｒｉｓ）等［１６－１７］。而真菌麦芽糖α?淀粉酶几乎来源

于 丝 状 真 菌 中 的 曲 霉 属 微 生 物，例 如 黑 曲 霉

（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ） 和 米 曲 霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｏｒｙｚａｅ）。而本研究中 麦 芽 糖α?淀 粉 酶 来 源 于 绿 色

糖单孢菌，属于细菌，它作用于２０％淀粉后生成的主

要产物为麦芽糖、麦芽三糖和少量葡萄糖，其中麦芽

糖的含量可以达到６７．１５％。

　　大肠杆菌因自身产生内毒素，从而限制了其在食

品方面的应用。目前商业化的大肠杆菌表达系统主

要用ＩＰＴＧ进行诱导表达，而ＩＰＴＧ不仅价格昂贵而

且有毒，基于安全考虑，这也限制其在医疗和食品方

面的重组蛋白表达的应用。另外因为大肠杆菌自身

问题，在表达异源蛋白时很容易形成包涵体，从而使

得可溶性蛋白表达量减少。

　　相较于大肠杆菌表达宿主，枯草芽孢杆菌因自身

不产生内毒素而没有致病性，也没有明显的密码子偏

好性，而且还具有很好的分泌能力［１８］，能够将蛋白质

直接分泌到胞外，避免了包涵体的形成，因此被认为

是表达 外 源 蛋 白 的 理 想 宿 主。根 据 文 献［６］报 道，

ｓｖａ在大肠杆菌宿主中表达的最高酶活力为１６８．６９９
Ｕ／ｍＬ，本研究在枯草芽孢杆菌中实现ｓｖａ的高效分

泌表达，胞外粗酶活力为２５７Ｕ／ｍＬ。外源蛋白在枯

草芽孢杆菌内表达量仍然不高，主要是因为：（１）枯草

芽孢杆菌自身在对数生长期分泌表达大量的蛋白酶，
能够将目的蛋白降解；（２）质粒的分化和结构不稳定；
（３）信号肽的适配性选择。因此，目前研究热点一方

面是寻找一个强启动子，包括诱导型的蔗糖启动子，
木糖启动子，淀粉启 动 子 以 及 组 成 型 启 动 子Ｐ４３；另

外一方面是得到与目的基因高度适配的信号肽［１９］。

４　结论

　　本 研 究 利 用 ＰＣＲ 技 术 成 功 克 隆 到 目 的 基 因

ｓｖａ，连接到大肠杆菌－枯草芽孢杆菌穿梭载体ｐＨＣ－
ＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ，成 功 构 建ｐＨＣＭＣＯ４－Ｐｇｌｖ－ｓｖａ，以Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ　１Ａ８５７为表达 宿 主 实 现 分 泌 表 达，并 且 通 过

菌体生长条件和发酵条件优化后，确定最佳的发酵条

件为诱导温度３７℃、接种量５％、装液量２５ｍＬ，在此

条件下获得的胞外粗酶最高酶活力达到２５７Ｕ／ｍＬ。
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