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摘   要：【目的】通过探究特异腐质霉角质酶-OMP25 融合蛋白(HiC-OMP25)在不同大肠杆菌

(Escherichia coli)菌株中的表达情况、底物降解情况、热稳定性及宿主菌细胞膜通透性与细胞表面

疏水性，揭示表达 HiC-OMP25 时不同宿主菌的差异性，并进一步提高 HiC-OMP25 在大肠杆菌中

的表达量。【方法】分别在 E. coli BL21(DE3)及 E. coli C43(DE3)中表达 HiC-OMP25，并测定其对

对硝基苯丁酸酯(4-nitrophenol butyrate，pNPB)、聚丙烯酸乙酯(polyethyl acrylate，PEA)的降解效

果、50 °C 稳定性；测定表达 HiC-OMP25 时宿主菌的细胞膜通透性及细胞表面疏水性变化；共表

达伴侣蛋白提高 HiC-OMP25 在 E. coli C43(DE3)中的表达量。【结果】HiC-OMP25 在 E. coli 
BL21(DE3)与 E. coli C43(DE3)中均成功表达并降解 pNPB，但前者对 PEA 的降解效果及 50 °C 稳

定性均低于后者。同时，表达 HiC-OMP25 显著增强了 E. coli BL21(DE3)的细胞膜通透性及细胞

表面疏水性。HiC-OMP25 与巯基氧化酶(Erv1p)、二硫键异构酶(DsbC)在 E. coli C43(DE3)中共表

达时，其表达量为原始菌株的 2.14 倍，且对 pNPB 及 PEA 均有良好的降解效果。【结论】异源表
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达时，HiC-OMP25 在 E. coli C43(DE3)中正确折叠，而在 E. coli BL21(DE3)中未完全正确折叠；

通过共表达伴侣蛋白提高了 HiC-OMP25 在 E. coli C43(DE3)中的表达量，为以后 HiC-OMP25 的

工业化生产及应用奠定了基础。 

关键词：HiC-OMP25；Escherichia coli BL21(DE3)；Escherichia coli C43(DE3)；细胞膜通透

性；细胞表面疏水性；伴侣蛋白  
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Abstract: [Objective] To explore the expression, substrate degradation and thermal stability of 
Humicola insolens cutinase-OMP25 fusion protein (HiC-OMP25) in different Escherichia coli strains 
as well as the host cell membrane permeability and cell surface hydrophobicity, so as to reveal the 
differences in the expression of HiC-OMP25 by different host bacteria and further increase the 
expression of HiC-OMP25 in E. coli. [Methods] HiC-OMP25 was expressed in E. coli BL21(DE3) and 
E. coli C43(DE3), separately, and their degradation effect on 4-nitrophenol butyrate (pNPB) and 
polyethyl acrylate (PEA) and stability at 50°C were determined. In addition, the changes in the cell 
membrane permeability and cell surface hydrophobicity of host bacteria were detected in HiC-OMP25 
expression, and the expression of HiC-OMP25 in E. coli C43(DE3) was explored by co-expressing 
chaperone proteins. [Results] HiC-OMP25 was expressed in E. coli BL21(DE3) and E. coli C43(DE3) 
and pNPB was degraded. However, the degradation effect of the former on PEA and its stability at 
50 °C were both lower than those of the latter. Additionally, HiC-OMP25 significantly enhanced the 
cell membrane permeability and cell surface hydrophobicity of E. coli BL21(DE3). Co-expression of 
HIC-OMP25 with sulfhydryl oxidase (Erv1p) and disulfide isomerase (DsbC) in E. coli C43(DE3) 
finally increased the expression level of HIC-OMP25 by 2.14 times, well degraded pNPB and PEA. 
[Conclusion] When heterologously expressed, HiC-OMP25 folded correctly in E. coli C43(DE3), but 
not in E. coli BL21(DE3). Co-expression of chaperone proteins improved the expression of 
HiC-OMP25 in E. coli C43(DE3), which laid a foundation for the industrial production and application 
of HiC-OMP25 in the future. 

Keywords: Humicola insolens cutinase-OMP25 fusion protein (HiC-OMP25); Escherichia coli 
BL21(DE3); Escherichia coli C43(DE3); cell membrane permeability; cell surface hydrophobicity; 
chaperone protein 
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废纸作为一种可循环利用的纤维资源，是

造纸工业的主要生产原料，拥有广阔的发展及

应用前景 [1]。然而，在废纸循环利用过程中会

引入大量的有机杂质，如压敏胶、粘结胶等胶

黏物，胶黏物主要成分包括聚丙烯酸乙酯

(polyethyl acrylate ， PEA) 、 聚 醋 酸 乙 烯 酯

(polyvinyl acetate，PVAc)等化学物质，会随着

废纸浆进入造纸水循环体系，损伤设备、降低

纸张质量[2‒4]。 
目前，胶黏物处理方法主要有物理控制

法、化学控制法以及生物控制法。作为一种绿

色环保的重要方法，生物控制法主要通过酶解

胶黏物中的酯键降低其黏性，防止粒子聚集[5]。

角质酶是一种多功能水解酶，可水解短链或长

链脂肪酸酯类、甘油三酯等。相较于普通的脂

肪酶，角质酶缺少盖子结构，更易于降解聚

酯，在农业、食品、纺织、造纸等方面具有广

阔的应用前景[6‒8]。李光耀[9]将锚定肽OMP25与

特异腐质霉角质酶(Humicola insolens cutinase，
HiC)进行融合，融合蛋白 HiC-OMP25 提高了

对 PEA 的降解率。 
异源表达量是工业酶应用的主要限制因

素。很多重组蛋白在大肠杆菌表达系统中拥

有更高的表达水平，如 Humicola insolens、
Thermobifida fusca 来源的角质酶。大肠杆菌

(Escherichia coli)表达系统作为最常用的异源

蛋白表达系统，具有遗传背景清晰、操作简

便、生长周期短、易于表达等优点。根据不同

需求，E. coli 表达系统衍生出多种菌株，选择合

适的菌株宿主可以提高重组蛋白质的表达效

率。大肠杆菌作为最为常用的表达菌株，E. coli 
BL21(DE3)利用 T7 RNA 聚合酶对外源基因进

行高效转录表达，适合大部分蛋白的表达。  
E. coli C43(DE3)起源于 E. coli BL21(DE3)，增

强了对外源蛋白毒性作用的抗性，更适合表达

膜蛋白或疏水性蛋白[10]。 
本研究将HiC-OMP25分别在E. coli BL21(DE3)

及 E. coli C43(DE3)中进行异源表达，发现不同

宿主中表达的 HiC-OMP25 具有差异性；随后

通过细胞膜通透性及细胞表面疏水性测定，分

析导致该差异性的原因；最终通过共表达伴侣

蛋白，提高了 HiC-OMP25 在 E. coli C43(DE3)
中的表达量，为 HiC-OMP25 工业化生产奠定

了基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌种和质粒 

菌株 E. coli BL21(DE3)、E. coli C43(DE3)
为本实验室前期保藏，pET-20b(+)、pET-20b(+)- 
hic、pET-20b(+)-hic-omp25、pET-24a(+)-dsbc、
pCDFDuet-1-erv1p-dsbc 为本实验室前期构建并

保藏。 

1.2  材料与仪器 
酵母粉、蛋白胨购自 Oxoid 公司；氨苄青

霉素(Amp)、卡那霉素(Kana)、链霉素(Sm)购
自生工生物工程(上海)股份有限公司；邻硝基   
苯-β-D-半乳糖苷(2-nitrophenyl-β-D-galactoside，
oNPG)、对硝基苯丁酸酯(4-nitrophenol butyrate，
pNPB)、PEA 购自 Sigma-Aldrich 公司，PEA 的

分子量在 17 000 Da 左右；其他国产分析纯试剂

均购自国药集团。恒温振荡培养箱购于上海知

楚仪器有限公司；紫外可见分光光度计购于

Shimadzu 公司。 

1.3  培养基 
LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提

取物 5.0，NaCl 10.0，固体培养基另添加琼脂

粉 15.0。 
TB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 12.0，酵母提取

物 24.0，无水磷酸氢二钾 2.31，无水磷酸二氢

钾 12.54，甘油 5.0。 
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1.4  重组表达 
利用热激法将 pET-20b(+)、pET-20b(+)-hic、

pET-20b(+)-hic-omp25 分别转入 E. coli BL21(DE3)
与 E. coli C43(DE3)中。将单个转化子接种至 LB
液体培养基中(100 μg/mL Amp)，装液量为 10 mL/ 
50 mL，然后 37 °C、200 r/min 恒温培养 8–10 h。
以 5% (V/V)的接种量将 LB 培养基中种子液转

接至 TB 培养基(含 100 μg/mL Amp)中，装液量

为 50 mL/250 mL，将摇瓶 37 °C、200 r/min 恒温

培养 2 h，随后在 25 °C、200 r/min 的培养条件

下培养 36 h 进行表达。将得到的菌液 8 000 r/min
离心 15 min，上清液即为发酵上清；菌体用缓

冲液复溶，利用超声破壁仪对菌体进行超声破

碎，随后离心，上清液即为胞内上清。 

1.5  角质酶的酶活测定  
底物：将 pNPB 与乙腈互溶，配制成浓度

为 50 mmol/L 的 pNPB 溶液，封口，‒20 °C 保存。 
采用连续分光光度法测定角质酶活力。将

10 mmol/L pH 8.0 Tris-HCl 缓冲液及底物提前

于 37 °C 预热，取 1.44 mL 缓冲液、30 μL 稀释

一定倍数的粗酶液、30 μL 底物至 0.5 cm 石英

比色皿中，混匀后立即放入可见分光光度计中，

测定 405 nm 处反应体系的吸光值变化。 
酶活定义：37 °C 条件下，每分钟催化 pNPB

水解生成 1 μmol 对硝基苯酚的酶量即为 1 个酶

活力单位(U)，酶活力按公式 1 进行计算。 

酶活力(U/mL) = 1

2

( )
1000

k b V N
a V

− × ×
× ×

      (1) 

式中：k：酶反应中所测吸光值(A405)与时间

(min)线性函数的斜率；V1：反应体积(mL)；V2：

加酶量(mL)；N：稀释倍数。 
其中 a=0.005 8，b=0.009 7 (由对硝基苯酚

标准曲线得出)。 

1.6  菌体细胞膜透性分析 
参考文献[11]方法，将 24 h 发酵液于 5 000 r/min

离心 3 min，收集菌体用磷酸钠缓冲液(0.1 mol/L，
pH 7.4)洗涤 2 次并悬浮于上述缓冲液中，使菌体

浓度最终 OD600 为 0.5，加入终浓度为 100 μg/mL
的 oNPG，采用分光光度计检测在 420 nm 波长

处吸光值随时间的变化。 

1.7  菌体细胞表面疏水性分析 
参考文献[12]方法对菌体细胞表面疏水性进

行分析，将培养 24 h 后的发酵液于 5 000 r/min 离

心 3 min，收集菌体并用磷酸钠缓冲液(0.1 mol/L，
pH 7.4)洗涤 2 次，随后悬浮于上述缓冲液中，

将所有菌株菌体浓度调为一致，记为 OD 对照。

取 2 mL 菌悬液，加入 1 mL 正十六烷，漩涡振

荡 2 min 使各溶液充分混合，于室温静置 10 min
后，快速吸取水相中溶液置于 96 孔板中测定其

OD600 数值，记为 OD实验。菌体细胞表面疏水性

与其吸附率相关，可用大肠杆菌吸附率反映菌

体细胞表面疏水性的变化，大肠杆菌吸附率按

式(2)进行计算。 

大肠杆菌吸附率= 100%
OD OD

OD
−

×对照 实验

对照

(2) 

1.8  角质酶对 PEA 的降解 
将 PEA 溶解在丙酮中，配制成 1%浓度的 PEA

溶液备用。将9 mL用Tris-HCl缓冲液(50 mmol/L，

pH 8.0)稀释过的粗酶液和 1 mL PEA 溶液加入

旋盖玻璃瓶中，放入 50 °C、150 r/min 的水浴摇

床中反应 6 h，利用分光光度计测定波长 600 nm

处反应体系的浊度。 

1.9  表达优化 
利用热激法将 pET-20b(+)-hic-omp25 分别与

pET-24a(+)-dsbc、pCDFDuet-1-erv1p-dsbc 共转

入 E. coli C43(DE3)中，分别均匀涂布于 LB 固

体平板上(含 50 μg/mL Amp 及 15 μg/mL Kana、

50 μg/mL Amp 及 25 μg/mL Sm)，随后挑选单个

转化子进行重组表达。 
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2  结果与分析 
2.1  HiC-OMP25 在大肠杆菌中的表达 

HiC及 HiC-OMP25基因来自于实验室前期

合成[9]。将 pET-20b(+)、pET-20b(+)-hic、pET- 
20b(+)-hic-omp25 分别转入 E. coli BL21(DE3)/ 
E. coli C43(DE3)中，重组菌株分别命名为 B1、
B2、B3/C1、C2、C3。 

分别测定各菌株不同诱导时间胞内胞外

pNPB 角质酶酶活。表达 pET-20b(+)质粒的菌株

均无 pNPB 角质酶酶活，其余表达结果如图 1
所示，酶活均随着发酵时间的延长而增加。发

酵 36 h 时，B2、B3、C2、C3 胞外酶活分别为

443.23、207.89、31.75、43.13 U/mL；胞内酶活

分为 253.03、62.32、61.12、39.28 U/mL。在大

肠杆菌中表达时，HiC 的酶活高于 HiC-OMP25，
HiC-OMP25 的比活为 1 450 U/mg，高于 HiC   
1 048 U/mg 的比活[9]，证实 HiC 与 OMP25 融合

降低了其在大肠杆菌中的表达。 
PEA 是胶黏物的主要成分之一，不溶于水，

加入水相体系由于 PEA 析出而导致体系浑浊。 
 

 
 

图 1  HiC、HiC-OMP25 在不同大肠杆菌中的酶活 
Figure 1  Enzyme activity of HiC and HiC-OMP25 
in different E. coli. Data represent the means of 
three biological replicates, and error bars represent the 
standard deviation. 

当角质酶将 PEA 的酯键降解后，亲水性增强，

反应体系的浊度下降。因此浊度下降越明显说

明角质酶对其降解效果越好。分别测定 B3 与

C3 胞外胞内 HiC-OMP25 对 PEA 的降解效果。

如图 2 所示，B3 中胞外 HiC-OMP25 对 PEA 降

解效果接近空白对照，胞内 HiC-OMP25 降解

PEA 后相对浊度为 50%左右，而 C3 胞外及胞

内 HiC-OMP25 对降解 PEA 的效果一致，相对

浊度均为 23%左右。 
上述实验结果表明，在 E. coli C43(DE3)中表

达的 HiC-OMP25 对 2 种底物均有一定的降解效

果，但在 E. coli BL21(DE3)中表达的 HiC-OMP25
仅对小分子底物 pNPB 有降解作用，对 PEA 降

解效果较差。原因推测 pNPB 为水溶性小分子

化合物，均匀分布于溶液中，易进入 HiC 的催

化中心而被降解；但 PEA 为不溶性聚合物，因

其具有少量未参与形成酯键的羧基、羟基而带

有一定电负性，通过表面静电与疏水作用与酶

吸附，其降解受蛋白结构影响较大[13]。E. coli 
 

 
 
图 2  PEA 相对浊度变化 
Figure 2  The change of relative turbidity of PEA. 
Data represent the means of three biological 
replicates, and error bars represent the standard 
deviation. 
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BL21(DE3)中表达的 HiC-OMP25 不能降解 PEA，

原因推测可能是由于 HiC-OMP25 未完全正确

折叠，影响了其与 PEA 的结合。Hiraishi 等[14]

的研究结果与我们相似，通过对 e-聚-3-羟基丁

酸酯解聚酶的底物结合域进行定点突变，得到

了 3 个突变体——L441H、Y443H 和 S445C，

突变体的二级结构和对水溶性底物 pNPB 的降

解活性与野生型酶相同，但对不溶性底物 PHB
的降解效果却表现出明显的差异。综上所述，

本研究在 E. coli BL21(DE3)表达的 HiC-OMP25
末端可能未完全折叠致使角质酶不能识别

PEA，从而影响了其对 PEA 的结合能力。 
此外，我们进一步测定了在不同宿主中表

达的 HiC-OMP25的热稳定性，结果如图 3所示。

在 50 °C 放置 12 h 后，E. coli C43(DE3)中表达

的 HiC-OMP25 残留酶活为 116% (角质酶存在

热 激 活 现 象 [15]) ， 与 毕 赤 酵 母 中 表 达 的

HiC-OMP25 具有相似的热稳定性[9]，但 E. coli 
BL21(DE3)表达的 HiC-OMP25 残留酶活仅为

36%，这表明 HiC-OMP25 在不同宿主中呈现出不

同的热稳定性。同时，有相关报道显示 Fusarium 
oxysporum 角质酶经不同宿主表达后其热稳定性

也具有一定差异。Nikolaivits 等[16]将 F. oxysporum
角质酶分别在 E. coli BL21(DE3)和 E. coli Origami 2 
(DE3)中表达，经 30 °C 处理 3 h，其残留酶活

分别为 30%与 80%。由于 PEA 降解实验的反应

温度为 50 °C，因此，不同宿主表达 HiC-OMP25
的热稳定性差异也可能是导致对 PEA 降解差异

的原因之一。 

2.2  表达 HiC-OMP25 对菌体细胞膜通透性

的影响 
据报道显示，OMP25 是来自大肠杆菌外膜蛋

白(outer membrane protein，OMP)的一段 β 片段，

全长 24 个氨基酸，包括 4 个负电荷氨基酸、1 个

正电荷氨基酸、9 个疏水性氨基酸，C 端、N 端 

 
 
图 3  HiC-OMP25 50 °C 温度稳定性 
Figure 3  Temperature stability of HiC-OMP25 at 
50 °C. Data represent the means of three biological 
replicates, and error bars represent the standard 
deviation. 
 
均有带电氨基酸[17]。该结构有利于多肽与细胞

膜产生相互作用并结合在细胞膜上形成离子通

道或孔洞[18‒20]。OMP 可改变细胞膜的通透性[21]。

宿玲恰[22]的研究发现某些角质酶具有磷脂酶活

性，可增强细胞膜通透性导致其非特异性渗漏

至胞外。通过测定 HiC-OMP25 对菌体的细胞膜

通透性进一步探究 E. coli BL21(DE3)未能完全

折叠 HiC-OMP25 的原因。 
β-半乳糖苷酶是自然存在于细胞内部的大

分子蛋白，可将底物 ONPG 水解为半乳糖及黄色

的邻硝基苯酚。若提高细胞膜的通透性，oNPG
容易进入细胞内部，反应体系的吸光值会发生变

化。因此，可利用此方法检测 HiC-OMP25 对菌

体细胞膜通透性的影响。如图 4 所示，仅有 B2、
B3 的 A420 值迅速上升，表明其细胞膜通透性增

加，而 B1、C1、C2、C3 的细胞膜通透性并未改

变。B3 的 A420 值上升快于 B2，表明 HiC-OMP25
增强细胞膜透性的作用强于 HiC。结合 PEA 降

解结果，我们推测是由于 OMP25 与细胞膜产

生相互作用，从而促进了 HiC 对细胞膜的结合，

显著提升了 E. coli BL21(DE3)细胞膜通透性， 
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图 4  携带不同质粒的大肠杆菌细胞膜通透性 
Figure 4  Cell membrane permeability of E. coli 
carrying different plasmids. Data represent the 
means of three biological replicates, and error bars 
represent the standard deviation. 
 
导致 HiC-OMP25 未完全折叠便分泌至胞外，从

而降低了其对 PEA 的降解效果。而由于 E. coli 
C43(DE3)降低了外源蛋白的表达强度，并对膜

蛋白以及疏水蛋白的毒性具有一定抗性，因此

C3 表达的 HiC-OMP25 能够在宿主细胞内完全

折叠，从而对 PEA 的降解效果优于在 E. coli 
BL21(DE3)中表达。 
2.3  表达 HiC-OMP25 对菌体细胞表面疏

水性的影响 
角质酶具有较强的疏水性，其与细胞膜结合

会增强菌体表面疏水性，我们可以利用 BATH 
(bacterial adhesion to hydrocarbons)方法[12]检测

菌体细胞表面疏水性的变化，验证 OMP25 与细

胞膜的相互作用模式。正十六烷与水不互溶，当

与菌液混合时，拥有较强疏水性的菌株留在正十

六烷中使菌液吸光值下降。菌液吸光值前后差

值可表示疏水性变化，差值越大，则菌体细胞

表面疏水性越强。如图 5 所示，B1 的吸附率

(2.27%)高于 C1 (0.48%)，证明 E. coli BL21(DE3)
菌株细胞表面疏水性高于 E. coli C43(DE3)。
B2 的吸附率(13.90%)高于 B1 (2.27%)，证明表达 

 
 
图 5  菌株的疏水率 
Figure 5  Hydrophobicity of strains. Data represent 
the means of three biological replicates, and error 
bars represent the standard deviation. 
 
HiC 时提高了 E. coli BL21(DE3)菌株细胞表面

疏水性。B3 的吸附率(19.49%)比 B2 (13.90%)
高，证明表达 HiC-OMP25 可进一步提高菌株细

胞表面疏水性。而表达 HiC 及 HiC-OMP25 时

均未造成 E. coli C43(DE3)的细胞疏水性上升，

证明 E. coli C43(DE3)的细胞膜不易被插入。综

上所述，推测可能由于 HiC-OMP25 聚集或者直

接插入细胞膜表面，提高了菌体细胞表面疏水

性；而 HiC-OMP25 不能聚集或直接插入细胞膜

表面，而使融合蛋白正确折叠后分泌至胞外。 
2.4  表达优化 

由于 HiC-OMP25在 E. coli BL21(DE3)中产

生的融合蛋白未能正确折叠，所以不适合后续

研究。实验表明 HiC-OMP25 在 E. coli C43(DE3)
中表达稳定，但亟需提升其表达量以满足工业

化需求。因 HiC 结构中具有 2 对二硫键，而二硫

键在蛋白结构中主要提高角质酶的稳定性，故选

取共表达二硫键异构酶 (DsbC)及巯基氧化酶

(Erv1p)对E. coli C43(DE3)中表达HiC-OMP25 进

行优化。DsbC 是一种氧化还原酶，能够增强蛋

白质在其细胞质及周质区表达时的氧化折叠[23]。

Erv1p 可以利用分子氧以 FAD 依赖性方式催化
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二硫醇氧化为二硫化物，和 DsbC 在 E. coli 的
细胞质中可以辅助折叠具有二硫键的蛋白，增

加其表达量 [24]。将 pET-20b(+)-hic-omp25 与

pET-24a(+)-dsbc 共转入 E. coli C43(DE3)中，培

养 36 h 时取样测定胞内胞外酶活变化。如图 6
所示，与 DsbC 共表达时，HiC-OMP25 的胞外

表达量无提升，但胞内表达量提高了 2.18 倍。

随后，将 Erv1p、DsbC、HiC-OMP25 在 E. coli 
C43(DE3)中进行共表达，在发酵培养 36 h 时，

其 HiC-OMP25 主要集中在胞外，胞外酶活比

HiC-OMP25 单独表达时提高了 2.14 倍。测定共

表达菌株的胞内胞外 HiC-OMP25 对 PEA 的降

解，6 h 后相对浊度均为 23%左右，说明共表达

菌株分泌的 HiC-OMP25 为正确折叠的蛋白，适

用于后续研究。因此，研究表明 DsbC 与 Erv1p
与 HiC-OMP25 在 E. coli C43(DE3)中表达时增

强了胞外 HiC-OMP25 的表达。 
 

 
 
图 6  HiC-OMP25 与不同伴侣蛋白共表达的相

对酶活 
Figure 6  Relative enzymatic activities of HiC-OMP25 
co-expressed with different chaperones. Data 
represent the means of three biological replicates, 
and error bars represent the standard deviation. 

3  讨论与结论 
角质酶在胶黏物控制中的应用越来越受到

国内外造纸行业的关注。HiC-OMP25 对胶黏物有

较强的降解效果，是一种具有较强发展前景的工

业用酶。本研究将 HiC-OMP25 进行异源表达，通

过pNPB、PEA降解实验及50 °C的热稳定性分析，

发现 E. coli C43(DE3)中表达的 HiC-OMP25 正确

折叠，而在 E. coli BL21(DE3)中没有正确折叠。

在 E. coli BL21(DE3)表达 HiC-OMP25 时检测

出菌体细胞膜通透性及细胞表面疏水性较其

他菌株显著增强，推测 HiC-OMP25 在 E. coli 
BL21(DE3)中表达时，由于 OMP25 插入或聚集

于细胞膜表面，增强了 HiC 对细胞膜的非特异

性水解，引起细胞膜的通透性及疏水性增加，最

终导致 HiC-OMP25 未能完全折叠便渗漏至胞

外。E. coli C43(DE3)相比于 E. coli BL21(DE3)
表达外源蛋白强度有所降低，表达不同质粒时菌

株细胞膜通透性及细胞表面疏水性均无明显变

化，因此 E. coli C43(DE3)适合 HiC-OMP25 的正

确表达。伴侣蛋白 Erv1p、DsbC 与 HiC-OMP25
在 E. coli C43(DE3)中共表达时，胞外 HiC-OMP25
酶活提高了 2.14 倍，比毕赤酵母中 HiC-OMP25
的表达提高了 1.1 倍。本研究提高了 HiC-OMP25
在 E. coli C43(DE3)中的表达量，为将来的工业化

生产奠定了基础。 
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