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长野芽胞杆菌(Bacillus naganoensis)普鲁兰酶在大肠杆菌中的
活性表达与分泌调控
严伟，聂尧 * ，徐岩 *

江南大学生物工程学院，教育部工业生物技术重点实验室，无锡 214122

摘要:【目的】从长野芽胞杆菌(Bacillus naganoensis) JNB-1 中克隆出普鲁兰酶基因并在大肠杆菌系统中表
达，通过优化诱导条件和使用化学添加剂提高了胞外酶活。【方法】采用 PCR 方法，从 B． naganoensis 基因组
中扩增出普鲁兰酶基因 pul，构建重组菌 E． coli BL21 /pET-20b-pul。通过优化，确定优化后的 IPTG 诱导条件
以及甘氨酸、Na + 的最佳添加参数。【结果】普鲁兰酶在大肠杆菌中得到有效表达，其相对分子质量为
119kDa。在优化后的诱导条件(诱导温度 20℃，IPTG 终浓度0. 4 mmol /L，在菌体 OD600至 1. 2 时诱导)下，普

鲁兰酶的总酶活达到10. 8 U /mL。添加甘氨酸和 Na +均能有效促进普鲁兰酶的分泌。在诱导时添加终浓度
0. 08 mol /L的甘氨酸和0. 2 mol /L Na +，胞外酶活提高至8. 1 U /mL，是不加任何添加剂的 10. 3 倍。【结论】
该重组菌的构建为普鲁兰酶制剂的工业生产提供了有价值的菌株，对化学添加剂促进分泌的研究也为重组
酶的高水平胞外生产提供了有效的方法。
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普鲁兰酶(EC 3. 2. 1. 41)是一类催化未修饰底
物(如支链淀粉、普鲁兰及相关聚合物)的 α-1，6-葡
萄糖苷键水解的脱支酶。普鲁兰酶在工业中的主要
功能是提高淀粉糖化过程的效率，这是因为在糖化
过程中，当普鲁兰酶与葡萄糖淀粉酶共同使用时，普
鲁兰酶可特异性水解支链淀粉的分支点，而葡萄糖
淀粉酶只需水解线性的 α-1，4-葡萄糖苷键，因此使
用普鲁兰酶可加速糖化过程并减少葡萄糖淀粉酶的
使用总量［1 － 2］。目前已发现多种产普鲁兰酶的微生
物［3 － 6］，但由于淀粉糖化过程在较高的温度 (55 －
65℃ )、微酸性( pH 4. 5 － 5. 5)条件下进行［7］，真正

可以与葡萄糖淀粉酶相配合使用的普鲁兰酶却很
少。目前国际上普鲁兰酶的工业化生产主要被丹麦
的诺维信公司所垄断，杰能科公司也有商品化的普
鲁兰酶。而在我国，普鲁兰酶仅局限于实验室研究，
且酶活较低，所以开发普鲁兰酶对于食品工业和制
糖工业领域具有重要的工业价值。

虽然许多产普鲁兰酶的微生物已被发现，但大
多数野生菌种的发酵酶活很低，限制了其在工业上
的应用。通过选择合适的宿主和载体进行异源表达
是获得更高的蛋白表达水平的有效方法［8］。至今
已有多个普鲁兰酶基因得到了异源表达［6，9 － 13］，但
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总体上看，大部分重组表达的例子都是针对新发现
的普鲁兰酶作性质研究，旨在提高普鲁兰酶表达量
的研究报道极少，且普鲁兰酶表达量不高，并且其中
耐酸性的普鲁兰酶较少。长野芽胞杆菌( Bacillus
naganoensis)的普鲁兰酶最适温度 62. 5℃，最适 pH
4. 5 － 5. 0，有底物存在的条件下，在 60℃、pH 4. 5 下
半衰期达232 h［14］，其最适温度和 pH 符合糖化过程
的条件。并且在 60℃下，诺维信公司商品酶在 pH
4. 5 和 5. 0 下 的 半 衰 期 仅 分 别 为 5. 9 min 和
14. 1 min，而长野芽胞杆菌普鲁兰酶则分别达到
21. 6 min和49. 8 min［14］，表明长野芽胞杆菌的普鲁
兰酶比诺维信商品酶的热稳定性更优越，更适合用
于淀粉糖化过程。大肠杆菌表达系统具有遗传背景
清楚、使用方便、生长快速、蛋白表达水平高、易于高
密度发酵等众多优点［8］，因此多达约 60%的重组蛋
白在大肠杆菌系统中表达［15］。普鲁兰酶的异源表
达也主要在大肠杆菌系统中进行，但酶活水平较低。

本研究从 B． naganoensis 中克隆出普鲁兰酶基
因 pul，构建重组大肠杆菌。通过诱导条件的优化，
将普鲁兰酶的总酶活提高至10. 8 U /mL。通过向培
养液中加入化学添加剂增强了重组酶的分泌，将大
部分积累在周质空间的重组酶转移到了胞外，最终
胞外酶活达到8. 1 U /mL，是不添加任何添加剂的
10. 3 倍。本 研 究 为 具 有 优 良 酶 学 特 性 的 B．
naganoensis 普鲁兰酶的工业化生产奠定了基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:长野芽胞杆菌(B． naganoensis)
JNB-1，大 肠 杆 菌 ( Escherichia coli ) JM109、BL21
(DE3 )本实验室保藏;克隆质粒 pMD19-T simple
vector 购自 TaKaRa 公司，pET-20b( + )购自 Novagen
公司。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:LA Taq DNA Polymerase、
T4 DNA Ligase、限制性内切酶 BamHI 和 XhoI、DNA
Marker 购 自 TaKaRa 公 司， isopropyl β-D-1-
Thiogalactopyranoside( IPTG)购自上海生工生物工程
公司，细菌基因组提取试剂盒购自北京天根生化科
技有限公司，质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购自
OMEGA BIO-TEK，普鲁兰购自东京化成工业株式会
社(TCI)，引物由上海生工生物工程公司合成，其余

试剂均为国产分析纯。超声破碎仪 VCX750 购自
Sonic 公司;恒温水浴锅购自上海华连医疗器械有限
公司;凝胶成像仪、PCR 仪、DNA 电泳仪、蛋白电泳
仪购自 Bio-Rad 公司;酶标仪购自 Thermo 公司。
1. 1. 3 培 养 基: 长 野 芽 胞 杆 菌 培 养 基: CaCl2
0. 25 g /L，MgSO4·7H2O 0. 5 g /L，( NH4 ) 2 SO4

0. 2 g /L，酵母提取物2 g /L，无水葡萄糖5 g /L，KH2

PO43 g /L，无机盐溶液 0. 1% ( v / v)，pH 5. 0;无机盐
溶液:ZnSO4·7H2 O 0. 1 g /L，MnCl2·H2 O 0. 03 g /L，
H3BO3 0. 3 g /L，CoCl2·6H2 O 0. 2 g /L，CuCl2·2H2 O
0. 01 g /L，NiCl2·6H2 O 0. 02 g /L，Na2 MoO4·2H2 O

0. 03 g /L;LB 固体培养基在 LB 液体培养基［12］基础
上加琼脂粉15 g /L。LB 液体与固体培养基在使用
前加氨苄青霉素至终浓度100 mg /L。
1. 2 基因组 DNA 和质粒的提取

B． naganoensis JNB-1 基因组的提取参照细菌基
因组提取试剂盒说明书方法(北京天根生化科技有
限公司)。质粒提取参照质粒提取试剂盒说明书的
方法进行(TaKaRa 公司)。
1. 3 pul 基因的克隆

根据 B． naganoensis 的 普 鲁 兰 酶 基 因 序 列
(GenBank Accession No． JN872757. 1)，设计引物如
下: pul-F: 5'-GAACAGGATCCAGATGGGAACACCA
CAAAC-3' (含 有 BamHI 酶 切 位 点 )，pul-R: 5'-
ATTCCCTCGAGTTTACCATCAGATGGGCT-3' ( 含 有
XhoI 酶切位点)。以 B． naganoensisJNB-1 基因组为
模板，采用 PCR 方法扩增 pul 基因，扩增条件为:
95℃预变性 5 min;95℃ 1 min、60℃ 0. 5 min、72℃
2 min，30 个循环;72℃延伸10 min。取5 μL PCR 产
物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。PCR 产物经胶回收
纯化后，与 pMD19-T 在 16℃下连接4 h，连接产物转
化 E． coli JM109 感受态细胞，经酶切验证获得阳性
质粒 T-pul。基因测序由上海生工生物工程公司完
成。
1. 4 重组表达载体的构建

用限制性内切酶 BamHI 和 XhoI 分别对载体
pET-20b( + )和质粒 T-pul 进行双酶切，胶回收 pET-
20b( + )线性载体和目标基因，用 T4 DNA Ligase 在
16℃下连接载体和目标基因过夜，连接产物转化 E．
coli BL21(DE3)感受态细胞，涂布氨苄抗生素抗性
平板，通过对转化子酶切验证和测序，确认获得阳性
克隆 E． coli BL21 /pET-20b-pul。
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1. 5 目标基因的诱导表达
重组菌的单菌落接种至含有氨苄抗生素的

5 mL LB 液体培养基中，37℃、200 r /min振荡培养过
夜。种子液转接至含有氨苄抗生素的50 mL LB 液
体培养基中，37℃、200 r /min振荡培养。当菌体的
OD600达到 0. 6 时，加入 IPTG 至终浓度0. 5 mmol /L，
于 25℃下诱导18 h。除另行说明外，化学添加剂在
诱导时加入。细胞总蛋白和胞内组分经 SDS-PAGE
检测。
1. 6 诱导条件的优化

以诱导温度 25℃、IPTG 终浓度 0. 5 mmol /L、
OD600达 0. 6 － 0. 8 时诱导为初始诱导条件，分别变
化诱导温度(20℃ － 37℃ )、IPTG 终浓度(0 mmol /L
－ 0. 8 mmol /L)和诱导时机(OD600 0. 4 － 1. 4)，诱导
18 h，比较细胞内外的酶活水平。 IPTG 浓度和诱导
时机的优化均在 20℃下诱导。
1. 7 普鲁兰酶酶活测定

量取20 mL发酵液，于 9798 × g 离心20 min，上
清液保留为胞外组分。菌体沉淀经生理盐水洗涤 2
次，用 pH 4. 5 的乙酸-乙酸钠缓冲液重悬并定容至
20 mL。超声破碎后 17418 × g 离心20 min取上清
液，即 为 胞 内 组 分。酶 活 测 定 方 法 根 据 Jinho
Kang［16］的方法修改:反应温度改为 60℃，缓冲体系
为0. 1 mol /L pH 4. 5 的乙酸-乙酸钠缓冲液。一个
单位的普鲁兰酶活力定义为在测定条件下，每分钟
释放1 μmol还原糖所需的酶的量。所有酶活测定结
果为 3 次重复平行试验数据的平均值。总酶活为胞
外酶活与胞内酶活测定值的加和。
1. 8 细胞分级分离

20 mL菌液于 9798 × g 离心20 min，收集上清液
为胞外组分。菌体沉淀用生理盐水洗两遍，完全重
悬于含有 25% (w / v)蔗糖和1 mM EDTA 的相同体
积的处理液。冰浴处理过夜后 17418 × g、4℃离心
20 min，上清液为周质组分［17］。沉淀用 pH 4. 5 的
乙酸-乙酸钠缓冲液重悬并定容至20 mL，超声破碎
后 17418 × g、4℃离心10 min，上清液为细胞质组分。

2 结果和讨论

2. 1 普鲁兰酶基因的克隆与表达
以 B． naganoensis 基因组为模板，采用 PCR 扩

增获得普鲁兰酶编码基因。纯化后的 PCR 产物与

pMD19-Tsimple vector 连接，经酶切鉴定，获得重组
质粒 T-pul。基因测序结果表明，pul 基因序列与
GenBank 报道的序列一致。基因长度2781 bp，编码
926 个氨基酸。

按照 1. 4 中的方法构建重组表达质粒 pET20b
( + )-pul。将重组质粒 pET20b ( + )-pul 转化 E．
coliBL21(DE3)感受态细胞。重组菌经 IPTG 诱导，
SDS-PAGE 分析结果显示 (图 1 )，重组菌在接近
120 kDa处比对照多出一条蛋白条带，表明普鲁兰酶
在大肠杆菌中获得表达，其相对分子质量约为
119 kDa，与预期大小一致。提取胞内酶液，考察温
度和 pH 对粗酶液酶活力的影响。由图 2，测得粗酶
的最适温度为 62. 5℃，最适 pH 为 4. 5，并且 pH 在
4. 5 － 5. 0 内可保持超过 90%的酶活，表明由该大肠
杆菌系统表达的重组普鲁兰酶与野生长野芽胞杆菌
来源的普鲁兰酶相同，均具有的适合糖化过程条件
的优良酶学特性。

图 1 重组蛋白诱导表达结果
Fig． 1 Expression result of recombinant protein in E． coliBL21

(DE3) ． M． Protein Marker; 1． E． coli BL21 / pET-20b ( + )

after induction; 2． E． coli BL21 / pET-20b ( + )-pul after

induction with 0. 5 mmol / L IPTG．

2. 2 重组酶诱导表达条件优化
2. 2. 1 诱导温度对重组酶表达的影响:通常，在较
高温度(如 30℃ )下诱导，重组菌合成蛋白质的速度
较快，但此时外源蛋白的肽链会因来不及折叠而形
成不可溶的包涵体;低温(如 15 － 25℃ )诱导减慢了
蛋白合成的速度，使新和成的肽链能正确折叠，减少
了包涵体的形成［8］。因此，当寻找外源蛋白活性表
达的合适条件时，选择合成的诱导温度极其重要。
图 3-A 显示，在 30℃下诱导时，胞外酶活最高;20℃
下诱导 时胞内酶活和 总 酶活 最高，分 别 达 到
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图 2 温度(A)和 pH(B)对重组酶酶活力的影响
Fig． 2 The influence of temperature ( A) and pH ( B) on the

recombinant pullulanase activity．

2. 9 U /mL和3. 5 U /mL。考虑在 20℃ 下诱导时，总
酶活远远高于其他诱导温度的酶活水平，因此选择
在 20℃下诱导以获得最高水平的活性表达，后期再
通过促进重组酶分泌的方法将活性重组酶分泌至胞
外，以获得高水平的胞外酶活。
2. 2. 2 IPTG 浓度对重组酶表达的影响:诱导物
IPTG 的不同浓度对应了不同的表达强度，直接影响
目标蛋白的表达。图 3-B 显示，在不同的 IPTG 浓度
下，胞外酶活较低且并没有显示出明显的规律;而胞
内酶活和总酶活则在添加终浓度0. 4 mmol /L IPTG
时达 到 最 高，说 明 最 佳 的 IPTG 使 用 浓 度 为
0. 4 mmol /L。
2. 2. 3 诱导时的菌体状态对重组酶表达的影响:重
组大肠杆菌的生长状态对目标重组蛋白的表达及转
运分泌具有一定的影响作用，同时诱导时的菌体量
也直接影响着最终的目标蛋白产量。图 3-C 显示，
在菌体生长至不同的 OD600下诱导，目标蛋白的产量
差异显著。其中当菌体的 OD600达到 1. 2 时，目标蛋
白的产量最高，总酶活达到9. 5 U /mL。

图 3 不同的诱导条件对酶活水平的影响
Fig． 3 The influence of different conditions on the recombinant

enzyme activity． A: The effect of induction temperature on enzyme

activity． The E． coli culture was induced at OD600 of 0. 6，with

0. 5mmol / L IPTG; B: The effect of concentration of IPTG on enzyme

activity． The E． coli culture was induced at 20℃ and OD600 of 0. 6;

C: The effect of OD600 in induction on enzyme activity． The E． coli

culture was induced at 20℃ with 0. 5 mmol / L IPTG．

2. 2. 4 采用优化条件的发酵过程曲线:组合使用上
述单因素优化后的诱导条件，进行摇瓶发酵。从诱
导时开始，检测重组菌的生长情况(即 OD600 )和胞
内外酶活，获得重组菌发酵的过程曲线(图 4)。菌
体浓度在诱导后约8 h后达到稳定期。胞外酶活的
变化不大，且一直处于较低的水平;胞内酶活则在诱
导后迅速增加，诱导后约6 h时接近胞内酶活的最高
值。诱导6 h以后胞内酶活变化很小，最高值约为
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10. 5 U /mL，最高总酶活约为10. 8 U /mL。胞内可溶
组分和细胞总蛋白的 SDS-PAGE 分析也显示，诱导
6 h 以后胞内的目标蛋白量变化不大。

图 4 重组菌的发酵过程曲线
Fig． 4 Fermentation process curve of recombinant E． coli．

2. 3 重组酶在细胞中的定位
由上述结果，重组酶在胞内已达到较高的酶活

水平。由于载体 pET-20b( + )上带有 PelB 信号肽，
新合成的前蛋白可通过大肠杆菌分泌系统转运至周
质空间［18 － 19］。为确证重组酶在细胞中的位置，本研
究提取了胞外组分、细胞周质空间组分和细胞质组
分，测得各部分普鲁兰酶活力分别为 0. 4 U /mL、
9. 1 U /mL和0. 9 U /mL(图 5)。结果显示，重组酶活
力大部分集中在周质，表明在 PelB 信号肽的帮助
下，大部分重组酶被分泌到了周质并在周质中积累。
由于渗漏作用，有少量的重组酶到达了胞外［20］。

图 5 重组菌各组分的普鲁兰酶酶活
Fig． 5 Pullulanase activity in different fractions of recombinant E． coli．

2. 4 添加剂对重组酶分泌的促进作用
通过以上的诱导条件优化，重组酶的表达量得

到较大幅度的提高，但大部分重组酶都位于周质，并
未到达胞外。这是由于:(1)pET-20b( + )载体上的
PelB 信号肽主要用于外源蛋白在周质空间的积累，
重组酶定位于周质空间，需要依靠渗漏作用才能到
达胞外;(2)所选的诱导条件并不利于重组酶向胞
外渗漏。

为了提高胞外酶活，需要研究增强分泌的方法，
以促进位于周质空间的重组酶向胞外分泌。本研究
尝试向培养基中加入化学添加剂，通过研究添加剂
的种类、使用浓度、添加时间等参数和复合效果，以
获得较高的胞外酶活。根据图 4，发酵约7 h后胞内
外总酶活几乎是定值，此时胞外酶活越高，即有越多
的重组酶转移至胞外，因此本研究测定了加入添加
剂后胞外酶活的变化情况，以比较不同条件促进重
组酶分泌的效果。
2. 4. 1 使用破坏细胞结构的添加剂对重组酶分泌
的影响:根据文献报道，一些添加剂(如甘氨酸)、某
些表面活性剂(如 Triton X-100、吐温 80 等)和渗透
压调节剂(如 Na + )可以增加细胞壁的通透性，进而
促进周质中的蛋白分泌到胞外［17］。

(1)不同种类的添加剂对重组酶分泌的作用比
较:本研究在诱导时分别加入 Triton X-100、Tween
80 和甘氨酸，发酵 18h，比较了这 3 种添加剂对分泌
的促进作用。表 1 显示，Tween 80 的添加对目标蛋
白的分泌并没有明显的促进作用;Triton X-100 和甘
氨酸都能有效地促进目标蛋白的分泌，并且甘氨酸
的促进作用明显强于 Triton X-100。因此选择甘氨
酸为最佳的添加剂。

表 1 不同化学添加剂对产胞外普鲁兰酶的影响
Table 1 The influence of different chemical additives

on extracellular pullulanase production

Additive
Concentration
of additive /%

Extracellular
activity /(U /mL)

Control － 0. 5
Triton X-100 0. 05 1. 5
Triton X-100 0. 1 2. 9
Triton X-100 0. 3 3. 6
Tween 80 0. 5 0. 6
Tween 80 1. 5 0. 9
Tween 80 3 1. 1
Glycine 0. 3 4
Glycine 0. 75 5. 2
Glycine 1. 2 5. 4
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(2)甘氨酸浓度和添加时机对重组酶分泌的影

响:使用甘氨酸增强重组酶的分泌，可能的机制是甘

氨酸诱导了细胞壁上肽聚糖结构变化，使细胞通透

性显著提高［17］。增加甘氨酸使用浓度可增加细胞

通透性，从而增强促进分泌的效果，但甘氨酸的加入

对菌体的生长活性有一定的抑制作用［17］，可能会影

响到菌体活性和目标蛋白的合成。本研究在诱导时

分别加入甘氨酸至不同的终浓度，以不加甘氨酸作

为对照，考察了不同的甘氨酸使用浓度对分泌的促

进作用，以寻求甘氨酸的最适使用浓度。由图 6-A

可知，添加0. 04 mol /L甘氨酸的促进分泌的作用相

对较弱;添加0. 08 mol /L及更高浓度的甘氨酸时促

进分泌的作用相对较强，且添加0. 08 mol /L及以上

的甘氨酸，促进分泌的效果比较接近。但另一方面，

甘氨酸的浓度越高，对菌体生长的抑制作用越强。

添加终浓度0. 04 mol /L、0. 08 mol /L和0. 16 mol /L的

甘氨酸，发酵结束时的菌体 OD600分别为 1. 9、1. 16

和 0. 67，分别为对照的 63. 3%、38. 7% 和 22. 3%。

考虑到甘氨酸对菌体生长的抑制作用，结合胞外酶

活水平，选择终浓度0. 08 mol /L作为甘氨酸的最佳

使用浓度。此时胞外酶活达到5. 5 U /mL，是不加入

添加剂的 9. 2 倍。

另外，本研究考察了在诱导后的不同时间点添

加终浓度0. 08 mol /L甘氨酸的影响。由图 6B 可知，

在诱导后的0 h、2 h、4 h分别添加甘氨酸，发酵结束

时，胞外酶活相近。而在诱导后8 h添加甘氨酸，胞

外酶活显著低于其他水平，表明添加甘氨酸的时间

过晚会影响甘氨酸促进分泌的效果。诱导后0 h(即

诱导时)添加甘氨酸的胞外酶活稍高于其他水平，

因此选择在诱导时添加甘氨酸。

2. 4. 2 渗透压添加剂 Na +的使用对重组酶分泌的

影响:本研究考察了 Na + 的添加对目标蛋白胞外分

泌的影响，所用钠盐为 NaCl。图 6-A 显示，添加
Na +对胞外分泌有一定的促进作用，但不同的 Na +

添加浓度对胞外分泌没有太大影响。其中添加
0. 2 mol /L Na +的胞外酶活略高于其他水平。图 6-

B 则显示，Na + 添加时间越晚，促进分泌的作用越

弱。因此选择在诱导后0 h添加 Na +。由图 6-B，在

诱导时添加 Na +至0. 2 mol /L，发酵结束时的胞外酶

活最高，约为3. 6 U /mL，是不加添加剂的 4 倍。

图 6 甘氨酸和 Na +的不同浓度(A)和添加时间(B)对

产胞外普鲁兰酶的影响
Fig． 6 The influence of final concentration ( A) and addition time

(B) of glycineand Na + on extracellular pullulanase production． A:

The effect of different final concentration of glycine and Na + on

extracellular pullulanase production; B: The effect of addition time

of glycine and Na + on extracellular pullulanase production．

2. 4. 3 甘氨酸和 Na +复合作用对重组酶分泌的影
响:由于甘氨酸和 Na + 对重组酶的胞外分泌均有
明显的促进作用，因此组合使用上述的最优条件，
在诱导时向发酵液中同时加入0. 08 mol /L的甘氨
酸和0. 2 mol /L的 Na +，测定胞外酶活的变化曲线，

与分别添加甘氨酸、Na + 和不使用添加剂进行比
较。

图 7 表明，甘氨酸和 Na +同时添加的效果明显
优于单独添加。在诱导时单独添加甘氨酸，处理
22 h后胞外酶活为 5. 7 U /mL;诱导时单独添加
Na +，最终的胞外酶活为3. 6 U /mL，分别为不使用
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添加剂的 7. 3 倍和 4. 5 倍。相比之下，同时添加甘
氨酸和 Na +，胞外酶活达到8. 1 U /mL，是不使用添
加剂的 10. 3 倍。另外，同时添加甘氨酸和 Na +，最
终胞内酶活为2. 2 U /mL，即约有 78%的活性重组酶
被转移到了胞外，表明添加剂的复合使用，极大地减
少了重组酶在周质中的残留。

图 7 同时添加与单独添加甘氨酸和 Na + 对产胞

外普鲁兰酶的影响

Fig． 7 The influence of glycine and Na + addition

simultaneously and separately on extracellular pullulanase

production．

3 结论

本文从 B． naganoensis 中克隆出普鲁兰酶基因

pul，构建了重组菌 E． coliBL21 /pET-20b-pul。普鲁

兰酶得到了有效表达，其相对分子质量为119 kDa。

单因素优化得到的诱导条件为:诱导温度 20℃，

IPTG 终浓度0. 4 mmol /L，在菌体 OD600至 1. 2 时诱

导。在此诱导条件下，重组普鲁兰酶的总酶活达到
10. 8 U /mL，这在以大肠杆菌为表达系统表达普鲁

兰酶的研究中处于较高水平。但大部分重组酶都位

于周质中，并未到达胞外。

目前有多种方法使周质中的蛋白释放到胞外，

如将目标蛋白与分泌能力强的蛋白融合表达、使用

蛋白 A 信号序列、共表达细菌素释放蛋白和添加甘

氨酸等化学添加剂等等［19］。微生物细胞膜对胞内

外物料的转运具有高度的选择性，对细胞通透性的

改变通常可以改变物料的吸收速率和代谢物的输出

速率。向培养基中添加分泌促进剂简单有效，是用

大肠杆菌表达系统生产胞外重组蛋白时常用的方
法。某些试剂可作用于细胞表面的一些成分，破坏
细胞壁或细胞膜的完整性以增加细胞通透性。比
如，某些表面活性剂，如 Triton X-100，可以溶解脂
质;甘氨酸则可以破坏细胞壁上的肽聚糖［17］。另
外，渗透压调节剂 Na + 可以增强培养基离子强度并
改变渗透压。在细胞内外的渗透压差作用下，细胞
通透性改变，从而促进胞内物质的分泌。在研究中
发现，添加甘氨酸和 Na + 均能有效促进重组酶的分
泌。该添加剂促进分泌的结果与 Ding 等［17］的研究
结果一致。在诱导时单独添加甘氨酸或添加 Na +，

胞外酶活可分别提高至5. 7 U /mL和3. 6 U /mL;而二
者的复合使用可以将胞外酶活提高至8. 1 U /mL，是
不加入添加剂的 10. 3 倍，约有 78% 的活性重组酶
被转移到了胞外，表明甘氨酸和 Na + 的同时使用可
以更大程度地增强分泌效果，减少重组酶在细胞中
的残留。

该重组大肠杆菌的构建，为具有优良酶学特性
的普鲁兰酶制剂的工业生产提供了有价值的菌株。

同时，通过对化学添加剂的使用参数进行研究，重组
菌的细胞通透性得到很大提高，使积累在周质和细
胞质中的大部分重组酶被释放到了胞外，该促进分
泌的效果非常明显。该研究成果也为重组酶的高水
平胞外生产提供了极有参考价值的方法。
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Expression and secretion regulation of Bacillus
naganoensis pullulanase in recombinant Escherichia coli

Wei Yan，Yao Nie* ，Yan Xu*
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Abstract:［Objective］ To increase extracellular productivityof pullulanase，pullulanase gene from Bacillus naganoensis
JNB-1 was expressed in recombinant Escherichia coli，followed by optimizing induction conditions and applying chemical
additives． ［Methods］ We amplified pullulanase gene pul from B． naganoensis genome by PCR and constructed
recombinant E． coli BL21 / pET-20b-pul． Optimal induction conditions and additive parameters of glycine and Na + were
determined by measuring the extracellular pullulanase activity． ［Results］ Pullulanase was expressed in E． coli with the
molecular weight of 119 kDa． Under optimal induction conditions，i． e． induction was initiated with 0. 4 mmol / L isopropyl
β-D-1-Thiogalactopyranoside ( IPTG ) at 20℃ when OD600 of bacteria culture reached 1. 2， total pullulanase activity

including intracellular and extracellular enzyme reached 10. 8 U /mL． Addition of glycine and Na + enhanced the secretion
of pullulanase． With the supplementation of 0. 08 mol / L glycine and 0. 2 mol / L Na +，extracellular pullulanase activity
was increased up to 8. 1 U /mL，10. 3 times of that without additives． ［Conclusion］A promising resource of pullulanase
was achieved by construction of recombinant E． coli for industrial production of pullulanase，and additionally the efficient
regulation method with chemical additives was developed for pullulanase secretion，which would also be useful for high-
level extracellular production of recombinant enzymes．
Keywords: pullulanase，gene cloning and expression，induction conditions，optimization，chemical additives，secretion
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