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［摘要］ 通过摇瓶培养对突变芳香基硫酸酯酶 Ｈ２６０Ｌ 工程菌的发酵条件进行初步优化， 研究不同发酵

条件包括接种量、 诱导时期、 诱导剂浓度、 发酵时间、 诱导剂加入方式、 发酵温度及培养基初始 ｐＨ 值对

重组芳香基硫酸酯酶表达的影响。 结果表明， 重组芳香基硫酸酯酶工程菌发酵的乳糖诱导表达优化条件为：
以 ５％接种量培养 ３ ｈ 后， 加入乳糖诱导剂至 ５ ｇ ／ Ｌ， 诱导表达 ７ ｈ； 当发酵温度为 ２５ ℃、 培养基的初始 ｐＨ
值为 ７ ５ 时， 重组芳香基硫酸酯酶活性最高。 在优化条件下， 工程菌芳香基硫酸酯酶活性达到 ２ ６３ Ｕ ／ ｍＬ，
是未优化酶活性的 ４６ ９ 倍。 突变酶 Ｈ２６０Ｌ 对龙须菜粗多糖硫酸基团的脱硫率为 ８２ １％ 。
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０　 引言
芳香基硫酸酯酶 （ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅ， ＥＣ ３ １ ６ １） 属于水解酶类， 它可以催化芳香基硫酸酯键的水

解， 生成芳基化合物和无机硫酸盐。 该酶分布广泛， 在细菌、 真菌、 植物和动物中都有分离得

到［１ － ５］。 其中对一些微生物来源的芳香基硫酸酯酶， 包括从米曲霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ） ［６］、 肺炎克雷

伯杆菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ） ［７］、 肺炎克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ） ［８］、 海单胞菌 （Ｍａｒｉｎｏｍｏｎａｓ
ｓｐ ） ［２］、 交替假单孢菌 （Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ） ［９］、 铜绿假 单 胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ） ［１０ － １１］、 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 （Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） ［１２］、 粘 质 沙 雷 氏 菌 （Ｓｅｒｒａｔｉａ
ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ） ［１３］、 鞘氨醇单胞菌 （Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ ） ［１４］、 链霉菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｇｒｉｓｅｏｒｕｂｉｇｉｎｏｓｕｓ）
［１５］和海栖热袍菌 （Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｍａｒｉｔｉｍａ） ［１６］中得到的芳基硫酸酯酶进行了研究。 虽然这些芳香基硫

酸酯酶来源于不同的物种， 但是它们的初级结构之间具有较高的相似性［１７］。 相关研究发现， 来自海

栖热袍菌［１６］、 鞘氨醇单胞菌［１４］、 交替假单孢菌［１８］ 和海单胞菌 ＦＷ１［２］ 等少数微生物的芳香基硫酸酯

酶具有琼脂硫酸酯水解活性。
琼脂是一种天然多糖， 具有优良的胶凝性和增稠性， 被用作胶凝剂、 增稠剂、 乳化剂、 稳定剂和

水分保持剂等， 广泛应用于食品、 轻工、 医药和生物工程等领域中［１９ － ２０］。 目前， 工业生产中普遍使

用碱法去除琼脂中的硫酸酯基团， 但存在生产条件不易控制、 产品得率低、 环境污染大等问题。 与碱

处理工艺相比， 酶水解技术去除琼脂中的硫酸酯基团具有反应条件温和、 特异性高、 环境污染小等显

著特点， 而且不容易引起琼脂降解流失， 是新型琼脂生产技术的发展方向。 因此， 芳香基硫酸酯酶在

琼脂提取工业中具有潜在的应用价值［２１］。
随着基因工程技术的发展， 重组蛋白的高效表达策略已经成为生物工程研究的一个方向。 重组蛋

白的生产水平不仅取决于基因工程菌的构建， 也取决于发酵过程的工艺控制， 即以经济有效的方式进

行基因工程菌发酵， 将影响过程的因素达到最优值， 从而使产率最大［２２］。 在先前的研究中， 本课题

组构建了具有琼脂硫酸酯水解活性的交替假单孢菌芳香基硫酸酯酶的原核表达系统， 并利用定向进化

的方法筛选到热稳定性较高的突变体 Ｈ２６０Ｌ。 本研究拟在体外进行突变芳香基硫酸酯酶工程菌的摇瓶

发酵条件优化， 研究高效的琼脂硫酸酯水解酶发酵技术， 有利于促进酶法去除琼脂硫酸酯基团的技术

发展， 具有重要的研究意义。

１　 材料与方法
１ １　 材料

１ １ １　 菌株

含有突变芳香基硫酸酯酶 Ｈ２６０Ｌ 基因的大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＢＬ２１ （ＤＥ３） 菌株， 本实验

室保存。
１ １ ２　 培养基

ＬＢ 培养基： 细菌学蛋白胨 １０ ｇ ／ Ｌ， 酵母粉 ５ ｇ ／ Ｌ， ＮａＣｌ １０ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ 值调至 ７ ５， 灭菌后备用。
在 ＬＢ 液体培养基中加入质量分数 ２％的琼脂， 灭菌后作为固体培养基。
１ １ ３　 试剂

胰蛋白胨 （广东环凯微生物科技有限公司）； 酵母提取物 （生工生物工程 （上海） 股份有限公

司）； 卡那霉素 （生工生物工程 （上海） 股份有限公司）； 乳糖 （西陇化工股份有限公司）； ｐ⁃ｎｉｔｒｏ⁃
ｐｈｅｎｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ （ｐ⁃ＮＰＳ） （Ｓｉｇｍａ 公司）； 其他试剂均为分析纯。
１ ２　 种子培养液的制备

用接种环接种突变酶工程菌种于 ＬＢ 固体培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 上， ３７ ℃培养过夜。
挑取单菌落接种于 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 中， ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １２ ｈ
进行活化， 作为种子培养液。

·７２·
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１ ３　 粗酶样品的制备

将种子液按 １∶ １００ 转接于 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 中， ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ
培养 ２ ｈ， 添加乳糖诱导剂至终质量浓度为 ３ ｇ ／ Ｌ， ２５ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导表达 ６ ｈ。 离心收集 ３ ｍＬ 菌

液， 用 ５００ μＬ 预冷的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ７ ５） 缓冲液重悬菌体。 冰水浴超声破菌后， 于

４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 获得上清液， 作为粗酶样品。
１ ４　 重组芳香基硫酸酯酶的活性测定

２０ μＬ 粗酶液中， 加入 ８０ μＬ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐ⁃ＮＰＳ （以 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ， ｐＨ ＝ ７ ５ 缓冲液配

制）， 在 ５５ ℃温育 １０ ｍｉｎ 后， 加入 ２５ μＬ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 终止反应， 以蒸馏水补足体积至 １ ｍＬ， 在

４１０ ｎｍ 下测定吸光度 （Ａ） 。 芳香基硫酸酯酶的活性单位定义为： 在上述条件下， 每分钟酶解底物释

放出 １ μｍｏｌ 对硝基苯酚所需的酶量为一个酶活力单位。
１ ５　 摇床发酵条件优化

１ ５ １　 接种量对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

将种子液分别以不同的接种量 （０ ５％ ， １ ０％ ， ２ ０％ ， ３ ０％ ， ４ ０％ ， ５ ０％ ， ６ ０％ ） 转接入

５０ ｍＬ ＬＢ 培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 中， ３７ ℃培养后， 添加乳糖于 ２５ ℃诱导表达， 一定时间

后， 测定菌液的 Ａ６００值和酶活性。
１ ５ ２　 诱导时机对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

将种子液以 ５％的接种量转接入 ５０ ｍＬ ＬＢ 培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 中， 在 ３７ ℃培养不

同时间 （１，２，３，４，５ ｈ） 后， 添加乳糖于 ２５ ℃诱导表达， 一定时间后， 测定菌液的 Ａ６００值和酶活性。
１ ５ ３　 乳糖诱导剂浓度对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

将种子液以 ５％的接种量转接入 ５０ ｍＬ ＬＢ 培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 中， ３７ ℃培养后，
添加乳糖诱导剂至不同质量浓度 （１，２，３，４，５，６，７ ｇ ／ Ｌ） ， ２５ ℃表达一定时间后， 测定菌液的 Ａ６００值和

酶活性。
１ ５ ４　 诱导后表达时间对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

将种子液以 ５％的接种量转接入 ５０ ｍＬ ＬＢ 培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 中， ３７ ℃培养后，
添加乳糖诱导剂诱导表达不同时间 （４，５，６，７，８ ｈ） ， 测定菌液的 Ａ６００值和酶活性。
１ ５ ５　 诱导剂添加方式对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

将种子液以 ５％的接种量转接入 ５０ ｍＬ ＬＢ 培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 中， ３７ ℃培养后，
分别以不同次数 （１，２，３，４ 次） 添加乳糖诱导剂于 ２５ ℃诱导表达一定时间后， 测定菌液的 Ａ６００值和酶

活性。
１ ５ ６　 发酵温度对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

将种子液以 ５％的接种量转接入 ５０ ｍＬ 发酵培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素） 中， ３７ ℃培养后，
添加乳糖诱导剂， 在不同温度 （１５，２０，２５，３０，３５，４０ ℃） 下 ， 诱导表达一定时间后， 测定菌液的 Ａ６００

值和酶活性。
１ ５ ７　 培养基初始 ｐＨ 值对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

将种子液以 ５％ 的接种量分别转接入 ５０ ｍＬ 不同 ｐＨ 值的 ＬＢ 培养基 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素）
中， 将培养基初始 ｐＨ 值分别调至 ６ ０，６ ５，７ ０，７ ５，８ ０，８ ５，９ ０， ３７ ℃培养后， 添加乳糖诱导剂于

２５ ℃诱导表达一定时间后， 测定菌液的 Ａ６００值和酶活性。
１ ６　 龙须菜粗多糖硫酸基团的脱除

称取 ０ １ ｇ 龙须菜 （Ｇｒａｃｉｌａｒｉａ ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ） 粗多糖， 溶解于 ２０ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ （ｐＨ ＝
７ ５） 缓冲液中。 分别加入 ３０， ６０， ９０ Ｕ 突变酶， ４５ ℃处理 ４ ｈ。 将处理后的混合溶液置于尼龙布

上， 用超纯水充分洗涤后， 烘干粉碎。 称取等质量的经过酶处理后与未处理的龙须菜粗多糖， 高温碳

化后， 置于马弗炉中 ５５０ ℃灰化 ４ ｈ， 将所得灰分全部溶于超纯水中， 定容至 ２５ ｍＬ。 取 １ ｍＬ 溶液用

·８２·
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０ ２２ μｍ 的膜过滤后， 利用离子色谱仪 （ＩＣＳ － ２１００， 美国戴安公司） 测定样品的硫酸基团含量。 以

未经酶处理的粗多糖为对照， 计算脱硫率。

２　 结果与讨论
２ １　 接种量
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图 1 接种量对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

Fig.1 Effect of inoculum quantity on the
expression of the recombinant arylsulfatase

接种量的大小直接影响菌体的生长和蛋白质

的表达。 在一定范围内， 接种量提高， 菌体生长

迅速， 蛋白质产量高； 超过一定限度后， 菌体生

长过快， 导致代谢产物积累速度增加， 将会抑制

蛋白质表达。 本研究结果表明， 当接种量为 ５％
时， 诱导表达后的重组芳香基硫酸酯酶活性最高

（见图 １）， 因此， 重组芳香基硫酸酯酶工程菌的

接种量选择 ５％ 。
２ ２　 诱导时机

在接种不同时间后， 加入乳糖诱导剂进行诱

导酶的表达， 结果 （见表 １） 表明， 接种后培养

３ ｈ、 Ａ６００约为 ２ ４８ 时进行诱导， 重组芳香基硫酸

酯酶活性最高。 故接种后 ３ ｈ、 Ａ６００约为 ２ ４８ 时为该工程菌的最佳诱导时机。

表 １　 诱导时机对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

Ｔａｂ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅ

诱导时机 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｈ Ａ６００（诱导前 Ｂｅｆｏｒｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ） 酶活性 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ （Ｕ·ｍＬ － １）

１ ０． ７７ ± ０． ０３ ０． １１ ± ０． ０１

２ １． ７４ ± ０． ０６ ０． ４８ ± ０． ０４

３ ２． ４８ ± ０． ０２ ０． ５８ ± ０． １０

４ ２． ７５ ± ０． ０２ ０． ４２ ± ０． ０８

５ ２． ８５ ± ０． ０５ ０． ３５ ± ０． ０２

２ ３　 乳糖诱导剂浓度
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图 2 乳糖浓度对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

Fig.2 Effect of lactose concentration on the
expression of the recombinant arylsulfatase

影响基因工程产品生产成本的一个重要因素是

诱导剂。 ＩＰＴＧ 是一种强效的诱导剂， 但是它对人体

有潜在的毒性且价格昂贵。 乳糖作为诱导剂， 不仅

没有毒性， 而且价格低廉， 同时乳糖本身作为一种

碳源， 可以被菌体代谢利用。 本研究中， 加入不同

浓度的乳糖进行诱导， 结果 （见图 ２） 显示， 使用

５ ｇ ／ Ｌ乳糖进行诱导， 重组芳香基硫酸酯酶活性最

高， 达 １ ４１ Ｕ ／ ｍＬ， 所以选择 ５ ｇ ／ Ｌ 作为乳糖诱导剂

的最佳浓度。
２ ４　 诱导后表达时间

重组芳香基硫酸酯酶工程菌经乳糖诱导后表达

不同时间， 结果 （见图 ３） 显示， 乳糖诱导后表达

７ ｈ， 酶的活性最高。 故确定重组芳香基硫酸酯酶工程菌的乳糖诱导后表达时间为 ７ ｈ。

·９２·
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２ ５　 诱导剂的加入方式

乳糖诱导剂按照不同加入次数平均加入， 结果 （见表 ２） 显示， 乳糖一次加入时， 重组芳香基硫

酸酯酶的活性最高。
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图 3 诱导后表达时间对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

Fig.3 Effect of expression time after induction on the
expression of the recombinant arylsulfatase

表 ２　 诱导剂加入方式对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｄｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｒ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅ

诱导剂加入次数
Ｉｎｄｕｃｅｒ ｔｉｍｅｓ

Ａ６００
酶活性Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

／ （Ｕ·ｍＬ － １）

一次加入
Ｏｎｅ ｔｉｍｅ ｔｏ ｊｏｉｎ ６． ２４ ± ０． ０８ ２． ６０ ± ０． １０

二次加入
Ｔｗｏ ｔｉｍｅｓ ｔｏ ｊｏｉｎ ５． ９８ ± ０． １１ １． ９７ ± ０． ０２

三次加入
Ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｔｏ ｊｏｉｎ ５． ９６ ± ０． ０４ ２． １６ ± ０． ２４

四次加入
Ｆｏｕｒ ｔｉｍｅｓ ｔｏ ｊｏｉｎ ５． ９３ ± ０． １０ ２． １６ ± ０． １２

２ ６　 发酵温度

不同的发酵温度对菌体量与酶活性都有影响。 本研究中， 重组芳香基硫酸酯酶工程菌加入乳糖诱

导剂， 分别在不同温度下进行诱导表达， 结果 （见图 ４） 显示， 当发酵温度为 ２５ ℃时， 重组芳香基

硫酸酯酶活性最高， 故选择 ２５ ℃作为重组芳香基硫酸酯酶工程菌的发酵温度。
２ ７　 培养基的初始 ｐＨ 值

菌体细胞内部许多酶系所进行的催化反应过程都受环境 ｐＨ 值的影响， 因而培养基的 ｐＨ 值对细

胞的生长和代谢有显著的作用［２３］。 本研究中， 使用不同初始 ｐＨ 值的培养基， 当培养基初始 ｐＨ 值为

６ ０ ～ ７ ５ 时， 重组芳香基硫酸酯酶的酶活性和菌体量无明显差异， 酶活性在 ｐＨ ＝ ７ ５ 时相对较高；
ｐＨ 值大于 ７ ５ 时， 酶活性和菌体量均降低 （见图 ５）。 故发酵培养基的初始 ｐＨ 值选择 ７ ５。 在所有

优化条件下， 重组芳香基硫酸酯酶活性可达 ２ ６３ Ｕ ／ ｍＬ， 是未条件优化的酶活性 ０ ０５６ Ｕ ／ ｍＬ （将活

化后的菌液以 １％的接种量， 转接到 ５０ ｍＬ ＬＢ 培养基中 （含 ５０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素）， ３７ ℃， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ
培养 ２ ｈ， 菌液转接培养 ２ ｈ 后， 添加乳糖诱导剂至 ３ ｇ ／ Ｌ， ２５ ℃， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导培养 ６ ｈ） 的 ４６ ９
倍。
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图 4 发酵温度对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

Fig.4 Effect of fermentation temperature on the
expression of the recombinant arylsulfatase
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图 5 培养基初始 pH 对重组芳香基硫酸酯酶表达的影响

Fig.5 Effect of original medium pH value on the
expression of the recombinant arylsulfatase
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２ ８　 龙须菜粗多糖硫酸基团的脱除

在 ４５ ℃处理 ４ ｈ 的条件下， 随着加酶量的增多， 龙须菜 （Ｇ． ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ） 粗多糖被脱除的硫酸

基团就越多。 当加酶量为 ９０ Ｕ 时， 突变酶 Ｈ２６０Ｌ 能脱除 ８２ １％的硫酸基团 （见表 ３）。

表 ３　 突变和野生芳香基硫酸酯酶对龙须菜粗多糖硫酸基团的脱除

Ｔａｂ ３ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｙ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅｓ
ｏｎ ａｇａｒ ｆｒｏｍ Ｇ ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ

酶
Ｅｎｚｙｍｅ

酶量 Ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ Ｕ

酶处理前后琼脂中硫酸根的质量分数
Ｓｕｌｆａｔｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ａｇａｒ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｅｎｚｙｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ／ ％

脱硫率 Ｄｅｓｕｌｆａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ
／ ％

Ｎｏｎｅ — ２． ２４ ± ０． １０ —
３０ １． ６１ ± ０． ０８ ２８． ２

ＷＴ ６０ １． １３ ± ０． ０６ ４９． ５
９０ ０． ５３ ± ０． ０３ ７６． ０
３０ １． ４４ ± ０． ０４ ３５． ５

Ｈ２６０Ｌ ６０ ０． ８８ ± ０． ３１ ６０． ６
９０ ０． ４０ ± ０． １３ ８２． １

３　 结论
本实验通过单因素实验对突变芳香基硫酸酯酶工程菌的摇瓶发酵条件进行了优化， 结果表明：
１） 该工程菌的摇瓶发酵最优条件为： 接种量 ５％ ， 培养时间 ３ ｈ， 乳糖诱导剂质量浓度 ５ ｇ ／ Ｌ，

诱导表达 ７ ｈ， 发酵温度 ２５ ℃， 培养基初始 ｐＨ 值 ７ ５。
２） 在上述最优条件下芳香基硫酸酯酶活性达到 ２ ６３ Ｕ ／ ｍＬ， 是未条件优化 ０ ０５６ Ｕ ／ ｍＬ 的 ４６ ９

倍。
３） 突变酶 Ｈ２６０Ｌ 对龙须菜粗多糖的硫酸基团具有较强的脱除能力， 脱硫率为 ８２ １％ 。
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