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摘要：　利用均匀设计法和二次多项式逐步回归，对重组大肠杆菌生产类弹性蛋白多肽?１，３?丙二醇氧化还原

酶（ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ）重组蛋白的培养条件进行优化．结果表明：在装液量为３０％，诱导剂浓度为６．３ｍｍｏｌ·

Ｌ－１，诱导温度为３０℃，诱导时间为２ｈ的优化条件下进行培养，重组菌融合蛋白表达量是原始表达量的３．３

倍，酶活力提高到１０．８４ｍｋａｔ·Ｌ－１，提高２．１倍．
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类弹性蛋白多肽（ＥＬＰｓ）是由五肽重复序列单元构成，其中第４位为除Ｐｒｏ以外的任一氨基酸
［１］．

ＥＬＰｓ具有依赖于自身的序列、盐度、温度敏感的可逆相变过程
［２］，并利用可逆相变过程纯化重组蛋白

的纯化方法是一种新型、发展潜力大、应用前景广泛的非色谱纯化技术，具有操作简单、回收率高、可对

目标蛋白进行浓缩富集等优势，可作为新纯化方法代替传统的色谱等传统的蛋白纯化方法［３］．１，３?丙二

醇氧化还原酶（ＰＤＯＲ，ＥＣ１．１．１．２０２）是生产１，３?丙二醇（１，３?ＰＤ）的关键酶之一 ，具有广阔的应用前

景，但目前仍未实现商品化．３?羟基丙醛（３?ＨＰＡ）是甘油代谢中的一种中间产物．由甘油经脱水酶作用

后形成高浓度的３?羟基丙醛对菌体自身有很大的伤害．快速把产生的３?羟基丙醛转化为１，３?丙二醇是

提高１，３?丙二醇产量和避免３?羟基丙醛大量积累的有效手段，与该转化密切相关的就是ＰＤＯＲ，因此

ＰＤＯＲ的产出与纯化至关重要．ＥＬＰｓ标签的纯化方法为纯化重组蛋白提供了新方法
［４］．但由于ＥＬＰｓ

自身结构的特点，其具备高度重复的序列，在基因表达过程中频繁使用某些特定的密码子而导致密码子

疲劳，从而使得基因表达效率较低．当连接到待分离的重组蛋白后，其基因序列进一步增长，转化到表

达载体中表达往往效率不高，成为生产酶制剂的重要制约因素．本文利用均匀设计方法，对导入到大肠

杆菌中ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ的基因表达条件进行优化，找出其最适的培养条件．

１　材料与方法

１．１　菌种

表达宿主菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＢＬＲ（ＤＥ３），本实验室保存；质粒ｐＵＣ１９?ＥＬＰｓ?犱犺犪犜，ｐＥＴ２２ｂ（＋）?

ＥＬＰｓ?犱犺犪犜，由本实验室构建合成
［５］．

１．２　培养基及培养条件

１）ＴＢ培养基．蛋白胨１２．０ｇ·Ｌ
－１，酵母提取物２４．０ｇ·Ｌ

－１，ＮＨ４Ｃｌ３ｇ·Ｌ
－１，甘油４．５ｍＬ·

Ｌ－１，ＫＨ２ＰＯ４１．７ｍｍｏｌ·Ｌ
－１，Ｋ２ＨＰＯ４７．２ｍｍｏｌ·Ｌ

－１，ｐＨ＝７．０．

２）ＬＢ培养基．蛋白胨１０．０ｇ·Ｌ
－１，酵母浸膏５．０ｇ·Ｌ

－１，ＮａＣｌ１０ｇ·Ｌ
－１，ｐＨ＝７．０．

１．３　培养条件优化

将含有ｐＥＴ?２２ｂ?ＥＬＰｓ?犱犺犪犜重组质粒的ＢＬＲ（ＤＥ３）工程菌按１％的接种量接种到的５ｍＬ含１００
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μｍｏｌ·Ｌ
－１氨苄青霉素的ＬＢ种子培养基中，于３７℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１下过夜培养；然后，按１∶１００的量

将种子菌接种到含１００μｍｏｌ·Ｌ
－１氨苄青霉素的ＴＢ培养基，于３５℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１下培养至犇（６００）

为０．８时，加入ＩＰＴＧ诱导剂，低温诱导．将发酵培养液于４℃，４０００ｒ·ｍｉｎ－１条件下离心１５ｍｉｎ，收获

菌体；然后用预冷的磷酸盐（ＰＢＳ）缓冲液（１３７ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，２．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ，４．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＨ２ＰＯ４，１．４ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ＝７．３）重悬菌体，置冰浴中；最后用３００Ｗ 超声破碎菌体４

ｍｉｎ，其上清为无细胞抽提液．通过测定可得到酶活力的变化．

１．４　犘犇犗犚酶活力测定
［６?７］

在含３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１硫酸铵，１μｍｏｌ·Ｌ
－１的硫酸亚铁铵，０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的１，３?ＰＤ，２．０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１

的 ＮＡＤ＋和０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的碳酸钾缓冲液（ｐＨ＝９．５）的１．５ｍＬ酶反应体系中，在４５℃，３４０ｎｍ下连

续测定并跟踪酶反应过程中的吸光值变化；然后，通过酶活计算式可得到ＰＤＯＲ的酶活（狕）．对于

ＰＤＯＲ还原３?ＨＰＡ为１，３?ＰＤ的正反应而言，一个酶活单位（ｋａｔ）定义为１ｓ内催化１ｍｏｌ底物３?ＨＰＡ

所需要的酶量．

２　结果与讨论

２．１　优化条件的选择

重组目的蛋白ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ在大肠杆菌中的表达受众多因素的影响，如接种量、培养温度、溶氧量、

诱导剂ＩＰＴＧ浓度、诱导温度、诱导时间等．其中，氧是影响大肠杆菌生长和代谢的重要因素之一，大肠

杆菌只能利用溶解在培养基中的氧气生长．当培养基中氧气不足时，大肠杆菌的呼吸链和三羧酸循环

（ＴＣＡ）就会被抑制，转而通过糖酵解途径来获取能量，同时大量积累乙酸；而乙酸的积累会抑制菌体的

生长以及目的重组蛋白的合成．温度是影响重组菌生长和产物合成的又一重要因素，重组菌的生长速度

和温度密切相关，随着温度的降低，重组菌的代谢速度明显下降，对氧和营养物质的消耗明显下降．

ＩＰＴＧ作为诱导剂，对于大肠杆菌的生长密度及代谢速度有明显的影响
［８］，加入ＩＰＴＧ后，菌体生

长速度降低，降低生长压力，同时增加表达重要蛋白产物的速度．诱导温度对基因的调控机制影响很复

杂，涉及ＤＮＡ的复制、转录、翻译及低分子量调节分子合成等方面，以及菌体生长密度、代谢物的产生

是不可或缺的考察因素，ＥＬＰｓ重组蛋白在大肠杆菌中表达已有文献报道，其诱导温度多在２５℃．

基于上述原因，选取对重组蛋白蛋白表达产物有重要影响的４个因素：诱导剂浓度（异丙基?β?犇?硫

代半乳糖苷，ＩＰＴＧ）（犡１）、诱导温度（犡２）、诱导时间（犡３）和装液量（犡４）为自变量，以ＰＤＯＲ酶活力为因

变量犢，采用犝（１４４）不等水平均匀设计表设计实验
［９］，对重组菌产生重组蛋白酶的进行优化．

２．２　培养最优条件确定

考察培养基成分对ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ蛋白酶活力的影响，其均匀设计方案及实验结果如表１所示．通过

二次多项式逐步回归分析，以调整相关数犚最大为原则，对该模型进行显著性检验，建立回归方程为

犢 ＝－１５４．３１３－０．８８５犡
２
１＋１．０５７犡

２
２－１７．４７９犡２犡４＋４０．３７８犡１犡４－０．７３５犡１犡３．

其中：相关系数犚为０．９９６，犉值为１８６．９５８，显著性水平小于０．００１，回归极显著，表明该方程能很好地

拟合各考察参数对于目标蛋白酶活力的影响过程．

通过规划求解，目标蛋白酶活力犢 的最大值为１１．４０ｍｋａｔ·Ｌ－１，此时各因素值：犡１＝６．３，犡２＝

３０，犡３＝２，犡４＝０．３．表明，当诱导剂量为６．３ｍｍｏｌ·Ｌ
－１，诱导温度为３０℃，诱导时间为２ｈ，装液量为

３０％时，目标蛋白酶活力理论酶活力可达１１．４０ｍｋａｔ·Ｌ－１．

表１　培养条件优化均匀设计表

Ｔａｂ．１　Ｕｎｉｆｏｒｍｄｅｓｉｇｎｔａｂｌｅｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

实验号 犡１
（犮／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

犡２
（θ／℃）

犡３
（狋／ｈ）

犡４
（φ／％）

犢
（狕／ｍｋａｔ·Ｌ－１）

１ ５ ２０ ４ ３０ ２．７８

２ ８ １８ ２ ６０ ２．３２

３ １４ ２２ ８ ７０ ４．０２

４ １２ ３０ １２ ７０ ９．１６
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续表

Ｃｏｎｔｉｎｕｅｔａｂｌｅ

实验号 犡１
（犮／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

犡２
（θ／℃）

犡３
（狋／ｈ）

犡４
（φ／％）

犢
（狕／ｍｋａｔ·Ｌ－１）

５ ２ ２８ ４ ７０ ５．６２

６ ３ ２４ １２ ４０ ５．２７

７ １１ ２０ １４ ５０ １．５２

８ ６ ３０ ６ ５０ １０．２７

９ １ ２２ ８ ６０ ２．２６

１０ ４ １８ １０ ９０ ０．４７

１１ ７ ２６ １４ ８０ ４．８１

１２ １０ ２４ ６ ９０ ４．６９

１３ ９ ２８ １０ ４０ ７．８９

１４ １３ ２６ ２ ３０ ６．７６

２．３　培养条件对产酶量的影响

由表１可知：第８组实验组得到酶活力为１０．２７ｍｋａｔ·Ｌ－１，是１４组中产酶量最高的一组；第４组

实验得到的酶活力为９．１６ｍｋａｔ·Ｌ－１，仅次于第８组．这两组培养条件的诱导温度（犡２）均为各水平中

最大值３０℃，在此温度下的培养中，菌体生长，代谢处于活跃状态，对于目标蛋白的产生具有优势．初步

得到犡２ 对产酶量有较大影响．另由回归方程得到犡
２
２ 系数的狋值为２６．２１，此因素对犢 值影响最大，故

诱导温度对于犈．犮狅犾犻产生重组蛋白影响显著．第１０组实验组得到的酶活力仅为４．６９ｍｋａｔ·Ｌ－１，由于

其培养时诱导温度为１８℃，温度较低，菌体生长受抑制，表达蛋白的速度减缓，因此造成酶活力较低．同

时，此实验组的培养基装液量为９０％，菌体培养时，由于溶氧量缺乏，使得菌体代谢速度缓慢．上述两种

因素是造成第１０组实验组产生目标蛋白的基因表达效率降低，ＰＤＯＲ酶活力较低的主要原因．

诱导剂量也是影响重组菌产生目标蛋白的关键因素，加入ＩＰＴＧ诱导剂后，随着诱导时间的增加，

产生蛋白酶活力有所下降．这主要是由于ＩＰＴＧ对菌体有一定毒性，甚至过量表达的蛋白也会使细胞

致死；同时，长时间存在且不能被分解的ＩＰＴＧ会引起酶活力和稳定性的下降及酶蛋白的分解
［１０］．由于

优化后菌株表达了更大量的外源蛋白，因此菌体受到的毒性更大，酶活力也就受到了更大的影响．因此，

诱导剂剂量及诱导时间也是对酶活力影响的重要因素．经过均匀设计得到的最佳诱导剂量为６．３

ｍｍｏｌ，且诱导时间为２ｈ，相较于传统的原始的培养条件（诱导剂量为１．０ｍｍｏｌ，诱导时间为１０ｈ），增

加了诱导剂量，减少了诱导时间，对目标蛋白的酶活力抑制降低．

２．４　优化条件的验证

通过上述均匀设计实验和二次多项式逐步回归，得到重组菌发酵产生目标蛋白最优培养条件，以及

在此优化条件下ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ酶活力预测值为１１．４０ｍｋａｔ·Ｌ
－１．在原始培养条件（诱导剂量为１．０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１，诱导温度为１８℃，诱导时间为１０ｈ，装液量为６０％）培养得到的ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ重组蛋白，

其酶活力为５．１５ｍｋａｔ·Ｌ－１；而在优化条件下，ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ的酶活力达到１０．８４ｍｋａｔ·Ｌ
－１，与预测

图１　优化前后大肠杆菌表达

ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ的ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ?ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＥＬＰｓ?ＰＤＯＲｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

值的相对误差仅为５％．相较于优化前培养条件，优化后目标蛋白酶

活力提高了１１０．２１％．

大肠杆菌优化后，对其培养液的无细胞抽提液进行ＳＤＳ?ＰＡＧＥ

分析，结果如图１所示．由图１可知：优化培养条件前的ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ

蛋白表达量为７．４％，而优化后的ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ蛋白表达量增加为

２４．１％，表达量是优化前的３．３倍，优化的培养条件对产生重组的

ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ有明显的促进作用．验证实验表明：在优化条件下，培

养的重组菌对于序列较长，含高度重复序列的重组基因的表达，以及

对其酶活力性能等方面有显著的提高．

３　结束语

利用均匀设计实验和二次多项式逐步回归的方法，优化了菌种发酵产ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ重组蛋白培养
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条件：诱导剂为６．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１，诱导温度为３０℃，诱导时间为２ｈ，装液量为３０％．此条件得到的酶活

力可达到１．８４ｍｋａｔ·Ｌ－１，为优化前的２．１倍，且ＥＬＰｓ?ＰＤＯＲ产量明显优于原始培养条件产生的重

组蛋白量，具有较大的优势．
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