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摘要：【目的】克隆多形拟杆菌(Bacteroides thetaiotaomicron) Heparinase I 基因，在大肠杆菌(Escherichia 

coli)中进行基因工程表达获得重组酶 SUMO-Bt-HepI 和 Bt-HepI，并研究其酶学特性。【方法】对 B. 

thetaiotaomicron 肝素酶 I (Bt-HepI)的基因序列进行密码子优化，PCR 扩增得到目的基因，构建表达载体

pET-28a-Bt-HepI 和 pE-SUMO-Bt-HepI，并转化至 E. coli Rosetta (DE3)进行表达，分别得到重组产物

Bt-HepI 和 SUMO-Bt-HepI，以肝素钠为底物研究两者的酶学性质。【结果】SDS-PAGE 检测显示 Bt-HepI

和 SUMO-Bt-HepI 的分子量大小分别约为 42.5 kDa 和 55 kDa。与 Bt-HepI 相比，融合 SUMO-Tag 后的

肝素酶 I 比酶活提高了 48.9%。酶学性质表明：Bt-HepI 和 SUMO-Bt-HepI 的最适 pH 和温度均为 pH 9、

45 °C，二者在 pH 5–9 都具有很好的稳定性，但 pH<5 时，SUMO-Bt-HepI 的耐酸性明显高于 Bt-HepI。

同时，在温度低于 50 °C 时，SUMO-Bt-HepI 的比酶活高于 Bt-HepI。此外，Ca2+和 Mg2+对重组肝素酶 I

具有明显的促进作用，而 Cu2+、Mn2+、Zn2+则表现出一定的抑制作用，提示在多形拟杆菌肝素酶 I 的结

构中除了存在已知的 Ca2+结合位点外，可能还存在 Mg2+的结合位点。【结论】本研究首次将多形拟杆   

菌来源的肝素酶 I 和 SUMO-Tag 进行了融合表达，使其比酶活得到了显著的提高，为其生产应用奠定了

基础。 
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肝素(Heprain)是一种特异性质、多分散的混

合硫酸化多糖，广泛分布于哺乳动物组织中，以

共价键形式和蛋白质结合。目前商业肝素主要是

从牛肺和猪小肠黏膜中提取[1]，结构复杂且具有多

种重要的生物学功能，一般在临床上用于血栓、

心 血 管 等 疾 病 的 治 疗 。 低 分 子 量 肝 素 (Low 

molecular heparin，LMWH)是肝素通过某些物理化

学方法裂解而产生的一小段肝素，与蛋白质或细
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胞结合的能力有所下降，但抗凝活性显著增加。

与正常肝素相比，低分子肝素可降低抗因子 IIa 的

活性，极大程度地减小了出血的危险性。目前，

制备低分子肝素有物理、化学、生物和合成方法。

其中，生物酶解法由于具备条件温和、选择性强、

污染小等优点，现已成为一种新兴的方法。 

肝素酶 I (Heparinase I，L12534.1)是一类能够

裂解肝素类结构物质、制备低分子肝素的多糖裂

解酶，来源比较广泛，主要存在于原核生物肝素

黄杆菌中，还包括一些拟杆菌和芽孢杆菌等[2–4]。

肝 素 酶 I 首 先 发 现 于 肝 素 黄 杆 菌 (Pedobacter 

heparinus)[5–6]，可选择性地剪切硫酸化肝素聚糖中

葡萄糖胺和糖醛酸之间 α(1–4)糖苷键[7]。根据肝素

酶 I 的各个来源的氨基酸序列以及蛋白结构特点，

肝素酶 I 被划分为糖苷水解酶 PLs 的 13 家族。目

前肝素酶 I 主要应用于低分子肝素的制备、体外

循环中肝素的消除、肝素确切结构的解析、以及

在体外诊断试剂方面用于凝血试验和血小板实  

验[8–13]。 

对于肝素酶 I 的基因工程表达，以大肠杆菌

为宿主异源表达研究最多。但结果表明，大肠杆

菌的表达容易聚集成不溶性包涵体，很难再进行

复性[14–16]。此外，许多融合表达策略已被用于改

善肝素酶 I 的生产。例如，Kapust 等[17]将肝素酶 I

与 GST 标签在大肠杆菌中进行融合表达，从而获

得高产量的可溶性产物，促进一步纯化过程；Chen 

等[18]将 MBP 蛋白和肝素酶 I 进行融合表达，得到

90%的可溶性目的蛋白，并且能有效降解肝素。

不过，目前的研究基本上都是以肝素黄杆菌来源

的肝素酶 I (Fh-HepI)为研究对象，对于其他菌属

来源的肝素酶 I 的融合表达报道甚少。 

SUMO 标签蛋白是一种小分子泛素样修饰蛋

白(Small ubiquitin-likemodifier)，是泛素(ubiquitin)

类多肽链超家族的重要成员之一。在一级结构上，

SUMO 与泛素只有 18%的同源性，然而两者的三

级结构及其生物学功能却十分相似。SUMO 蛋白

的分子量大约为 12 kDa，整体结构主要由 α 螺旋

和 β 折叠组成。SUMO 标签蛋白除了具有一般传

统融合标签的特点外，还具有分子量小、促进折

叠能力强、提高目的蛋白的比酶活以及促溶等优

点。Shaghayegh 等[19]将成熟 α-fuffin 与 SUMO 标

签进行融合表达，可以有效提高重组蛋白的溶解

性；Li 等[20]使用 SUMO-Tag 表达载体，对天然蛋

白进行表达，提高了重组酶的活力、可溶性以及

稳定性；Zhang 等[21]通过将 SAC 与 SUMO 进行融

合，成功构建重组酶 SUMO-SAC 的表达载体，提

高了目标蛋白的溶解性及表达水平；Hartwig 等[22]

通过使用 SUMO 融合表达策略，实现了萜烯合成

酶在大肠杆菌中的可溶性表达。因此本研究针对

多形拟杆菌基因组中肝素酶 I 的基因，利用分子

生物学手段构建了表达载体 pE-SUMO-Bt-HepI 和

pET-28a-Bt-HepI，并对其表达产物的比酶活、酶

学性质进行了深入研究。为多形拟杆菌肝素酶 I

的应用开发奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌种和载体 

菌 株 大 肠 杆 菌 DH5α 和 大 肠 杆 菌 Rosetta 

(DE3) ， 保 存 于 本 实 验 室 ； pET-28a 载 体 和

pE-SUMO 载体，保存于本实验室。pMD-19T 载

体购自宝生物工程有限公司。 

1.2  主要试剂和酶 

DNA 切胶回收试剂盒购自康为世纪生物科技
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有限公司(北京)、质粒小提试剂盒购自索莱宝科技

有限公司(北京)、Bradford 蛋白浓度定量试剂盒购

自伯乐生命医学产品有限公司(USA)、肝素钠(185 

USP units/mg)购自 Sigma 公司(USA)；其他试剂均

为国产分析纯。Fast Pfu DNA 聚合酶、dNTPs 均

购自康为世纪生物科技公司(北京)、T4 连接酶、限

制性内切酶 BamH I、Xho I、Nru I、BsrG I 购自

Thremo Scientific 公司(USA)、PCR 引物合成以及

序列测序均由金唯智生物科技有限公司 (苏州 )  

完成。 

1.3  多形拟杆菌肝素酶 I 的基因扩增 

根据 NCBI GenBank 数据库中 Bacteroides 

thetaiotaomicron VPI-5482 编码 Heparinase I 的氨

基酸序列(GenBank: AAO79780.1)，进行大肠杆菌

的 密 码 子 优 化 ， 由 基 因 公 司 合 成 构 建

pUC57-Bt-HepI 质粒，使用软件 Primer Premier 5 

设计引物，上游引物 F：5′-CCGGATCCATGTTAAC 

CGCCCAGACC-3′，下游引物 R：5′-CGACTCGAG 

TTAGCGCTCACTATAGCCGGCCAG-3′ ( 双 划 线

的 为 保 护 碱 基 ， 单 划 线 的 为 酶 切 位 点 )， 选 用 

BamH I、Xho I 作为上下游的酶切位点。提取

pUC57-Bt-HepI 质粒，作为模板进行 PCR 扩增，

PCR 反应条件为 95 °C 5 min；95 °C 30 s，55 °C   

50 s，72 °C 1.5 min，循环 30 次；72 °C 10 min。

扩增产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测分离，DNA

切胶回收。 

1.4  表达载体的构建 

将回收的 PCR 产物与 pET-28a 和 pE-SUMO

质粒分别使用 BamH I、Xho I 双酶切，经琼脂糖

凝胶电泳检测并回收，使用 T4 DNA 连接酶将酶

切后的 PCR 产物和质粒 16 °C 连接过夜，得重组

质粒；再转化至大肠杆菌 DH5α 感受态，涂布于

含有卡那霉素的 LB 平板培养 12–16 h，分别挑取

转化子进行菌落 PCR 验证，将正确的质粒送至测

序公司，得到构建成功的重组质粒 pET-28a-Bt-HepI

和 pE-SUMO-Bt-HepI。 

1.5  重组肝素酶 I 的外源表达、纯化和脱盐 

提 取 构 建 成 功 的 重 组 表 达 质 粒

pET-28a-Bt-HepI 和 pE-SUMO-Bt-HepI，分别转化

入 E. coli Rosetta (DE3)感受态细胞。挑取单菌落

于 5 mL 含卡那霉素(50 μg/mL)、氯霉素(34 μg/mL)

的 LB 培养基中过夜培养，1%接种量接种于 100 mL 

LB 培养基的摇瓶中扩大培养，菌液浓度 OD600 约

为 0.6 时加入 IPTG 至终浓度 0.4 mmol/L，25 °C

诱导 12 h。 

诱导后的菌体，4 °C、8000 r/min 离心收集，

用缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl，200 mmol/L NaCl 

pH 7.4)洗涤 2 遍，再将其悬于 40 mL 缓冲液中，

超声破碎细胞，12000 r/min、4 °C 离心 20 min，

收集上清，使用 Co-NTA 亲和层析进行纯化，Co

柱使用 10 mL 的平衡缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl，

300 mmol/L NaCl pH 7.4)平衡后上样，并使用 10 mL 

结 合 缓 冲 液 (20 mmol/L Tris-HCl， 300 mmol/L 

NaCl，5 mmol/L 咪唑)冲洗除掉非特异性结合蛋

白，使用 3 mL 洗脱缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl，

300 mmol/L NaCl，150 mmol/L 咪唑)洗脱重组目

的蛋白，收集洗脱液即为纯化后的重组酶。使用

PD-10 预装脱盐柱对纯化后的酶进行脱盐处理。

使用 25 mL 的平衡缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl，

200 mmol/L NaCl pH 7.4)平衡后上样 2.5 mL，3.5 mL

缓冲液洗脱，从上样开始收集 2.5–6.0 mL 的洗脱

液为脱盐后的酶液。 

将 表 达 、 纯 化 和 脱 盐 后 的 蛋 白 进 行

SDS-PAGE，分析重组蛋白的表达水平、纯化和脱
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盐情况以及分子量，浓缩胶电压为 80 V，分离胶

电压为 120 V。蛋白含量的测定使用 Bradford 法，

具体操作参照试剂盒说明书。 

1.6  酶活力的测定 

以肝素钠为底物测定肝素酶 I 活性，一个酶

活力单位(1 IU)指在最适条件下，1 min 内产生   

1 μmol 的△4,5 不饱和糖醛酸所需的酶量。反应体

系为：1.5 mL 的 Ep 管中加入 100 μL 的底物缓冲

液(50 mmol/L 醋酸钠，5 mmol/L 醋酸钙，5 mmol/L

肝素钠)，金属浴中 40 °C 恒温孵育 10 min，加入

适当稀释纯化脱盐后的酶液 10 μL，反应 10 min，

立即加入 0.06 mol/L 盐酸 1 mL 终止反应。在 

12000 r/min 条件下离心 5 min，取上清液测定其在

232 nm 的吸光值[23]。 

1.7  重组肝素酶 I 的酶学特性研究 

1.7.1  重组酶的最适 pH 及 pH 稳定性测定：在

37 °C，不同 pH 4–13 条件下测定重组肝素酶 I 的

酶活，得出其最适 pH；在 4 °C 下把纯化脱盐后的

酶在不同 pH 值(2–12)的缓冲液中保存 2 h，测定

剩余酶活。 

1.7.2  重组酶的最适温度及温度稳定性测定：在

最适 pH，不同温度的条件下，测定重组肝素酶 I

的酶活，得出其最适反应温度；最适 pH 条件下把

纯化脱盐后的酶在不同温度(30、40、50、60 °C)

下孵育一定时间(1、2、10 min)，测定剩余酶活。

并且在 30 °C 和 40 °C 下测定了更长时间的稳定性

(3 h)。 

1.7.3  二价金属离子对酶活的影响：二价金属离

子对重组肝素酶 I 酶活影响的分析过程：在上述

标准酶活缓冲液中，分别加入 5 mmol/L 的二价金

属离子(MnSO4，MgCl2，CaCl2，CuCl2，ZnSO4，

FeSO4)，标准条件下(最适 pH、温度，反应 10 min)

进行酶活分析。把筛选出来的 Ca2+和 Mg2+，设置

一系列不同浓度(0.5、1.0、5.0、10.0、15.0、50.0、

100.0 mmol/L)进行最适离子浓度的研究。将最优

的 Ca2+和 Mg2+的浓度复配测定其酶活。将重组酶

分别在最优的 Ca2+和 Mg2+的浓度下孵育饱和后，

再添加不同浓度的另一个离子测定其酶活。进而

深入研究金属离子对重组酶活性的影响。 

2  结果和分析 

2.1  重组酶表达载体的构建 

对 Bt-HepI 基因进行大肠杆菌的密码子优化，

构 建 2 个 表 达 载 体 质 粒 pET-28a-Bt-HepI 和

pE-SUMO-Bt-HepI 如图 1-A 所示。质粒通过 Nru I、

BsrG I 双酶切，如图 1-B 所示，分别得到 4288 bp、

2178 bp 和 4512 bp、2182 bp 两条条带，符合预期，

将测序正确的转化子用于下一步试验。 

2.2  重组酶的表达、纯化和脱盐 

重组大肠杆菌在 25 °C 下，经 IPTG 诱导 12 h，

超 声 裂 解 菌 体 ， 将 得 到 的 超 声 裂 解 液 上 清 、

Co-NTA 纯化后的目的蛋白、PD-10 脱盐柱脱盐后

的目的蛋白进行 SDS-PAGE 分析，结果如图 2 所

示。可以发现 IPTG 诱导后 Bt-HepI 和 SUMO-Bt- 

HepI 分子量分别是 42.5 kDa 和 55 kDa 左右，分

子量与理论值相一致。由图可明显看到纯化后的

目的蛋白可以达到胶纯的效果，并且脱盐的效果

也很理想。将分别得到的 Bt-HepI 和 SUMO-Bt- 

HepI 的总蛋白、可溶性蛋白以及不可溶部分进行

SDS-PAGE 分析，结果如图 3 所示。可以发现与

Bt-HepI 相比，融合 SUMO 标签后极大地促进了

目的蛋白的溶解性，使 95%以上的目的蛋白以可

溶性形式表达。 
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图 1.  肝素酶 I 表达载体的构建 

Figure 1.  Construction of recombinant expression vector for HepI. A: Schematic representation of plasmids for 
pET-28a-Bt-HepI and pE-SUMO-Bt-HepI; B: Enzyme digestion analysis using Nru I, BsrG I; M: Marker. 
 

 
 

图 2.  重组酶的 SDS-PAGE 分析 

Figure 2.  SDS-PAGE of recombinant proteins of HepI. M: marker; lane 1: the expression products of 
pE-SUMO-Bt-HepI; lane 2: 5 mmol/L imidazole elution of SUMO-Bt-HepI; lane 3: 150 mmol/L imidazole elution 
of SUMO-Bt-HepI; lane 4: desalting of SUMO-Bt-HepI; lane 5: the expression products of pET-28a-Bt-HepI; lane 
6: 5 mmol/L imidazole elution of Bt-HepI; lane 7: 150 mmol/L imidazole elution of Bt-HepI; lane 8: desalting of 
Bt-HepI. 
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图 3.  重组酶的可溶性表达 SDS-PAGE 分析 

Figure 3.  Soluble expression of recombinants by 
SDS-PAGE. M: marker; lane 1: the total protein of the 
expression products of pET-28a-Bt-HepI; lane 2: the 
soluble fractions of the expression products of 
pET-28a-Bt-HepI; lane 3: the insoluble fractions of the 
expression products of pET-28a-Bt-HepI; lane 4: the 
total protein of the expression products of 
pE-SUMO-Bt-HepI; lane 5: the soluble fractions of the 
expression products of pE-SUMO-Bt-HepI; lane 6: the 
insoluble fractions of the expression products of 
pE-SUMO-Bt-HepI. 
 

2.3  重组 Bt-HepI 和 SUMO-Bt-HepI 的比酶活  

分析 

将分别转入 pET-28a-Bt-HepI、pE-SUMO-Bt- 

HepI 的重组菌进行诱导表达，表达产物 Bt-HepI

和 SUMO-Bt-HepI 纯化脱盐后在标准酶活测定条

件下进行测定，图 4 结果显示，与 pET-28a-Bt-HepI

质粒表达得到的 Bt-HepI 相比，SUMO 融合后的

SUMO-Bt-HepI 的比酶活提高了 48.9%。表 1 结果

显示融合 SUMO-tag 标签后，不仅提高了比酶活，

而且提高了目的蛋白的产量，是原来的 1.25 倍。 

2.4  重组表达产物的酶学特性研究 

2.4.1  重组表达产物的最适 pH 及 pH 稳定性测

定 ： 在 不 同 的 p H 条 件 下 测 定 B t - H e p I 和

SUMO-Bt-HepI 的酶活，发现两者的最适 pH 都为

9 (图 5)。融合 SUMO 标签后并未改变其最适 pH。

将这两种重组酶分别在不同 pH 缓冲液中 4 °C 保 

 

图 4.  重组产物 Bt-HepI 和 SUMO-Bt-HepI 的比酶活 

分析 

Figure 4.  Comparison of specific enzyme activities 
of Bt-HepI and SUMO-Bt-HepI. 

表 1.  来源于肝素黄杆菌、多形拟杆菌的肝素酶 I 的表

达产量、总酶活以及比酶活的比较 

Table 1.  Comparison of the efficiencies of expression, 
total enzyme activity and specific activity of 
heparinase I from F. heparinum and B. 
thetaiotaomicron 

Enzyme Reference 
TP*/ 
(mg/mL) 

TEA*/ 
(IU/mL)

SA*/ 
(IU/mg)

Bt-HepI This work 0.25 33.50 133.98

SUMO-Bt-HepI This work 0.313 62.44 199.50

IF2-Fh-HepI [24] ND ND 151.00

GST-Fh-HepI [24] ND ND 143.00

MBP-Fh-HepI [18] ND ND 20.60 

MBP-Fh-HepI [24] ND ND 23.60 

ChBD-Fh-HepI [25] ND 2.44 ND 

ChBD-SUMO-Fh-HepI [25] ND 6.92 ND 

*TP means total protein; TEA means total enzyme activity; SA 
means specific activity. ND indicates no data. 
 

存 2 h，分别测定剩余酶活(图 6-A：SUMO-Bt- 

HepI；图 6-B：Bt-HepI)。 

从 pH 稳定性曲线可以看出，两种重组酶在中

性附近较为稳定，在 pH 5–9 的缓冲液中保存 2 h，

两者的剩余酶活都在 80%以上。在偏酸和偏碱时，

SUMO-Bt-HepI 的 耐 受 性 相 对 较 好 。

SUMO-Bt-HepI 的最佳保存 pH 为 8，而 Bt-HepI

的最佳保存 pH 为 7，可能是因为融合 SUMO 标



1324 Chuan Zhang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(7) 

actamicro@im.ac.cn 

签之后，目的蛋白带有更多的碱性氨基酸，使其

成为弱碱性酶。在 pH 12 时两者几乎均失去活性。 

 

 
 

图 5.  重组酶 SUMO-Bt-HepI 和 Bt-HepI 的最适 pH

曲线 

Figure 5.  Optimum pH curves of two kinds of 
recombinase of SUMO-Bt-HepI and Bt-HepI. 

 

 
 

图 6.  重组酶 SUMO-Bt-HepI 和 Bt-HepI 的 pH 稳定

性曲线 

Figure 6.  pH stability curves of recombinase 
SUMO-Bt-HepI and Bt-HepI. A: purified of 
recombinase SUMO-Bt-HepI; B: purified of 
recombinase Bt-HepI. 

2.4.2  重组表达产物的最适温度及温度稳定性测

定：在最适 pH，不同温度下测定 SUMO-Bt-HepI

和 Bt-HepI 的酶活，发现两者的最适温度均为

45 °C (图 7)。将上述两种重组酶分别在最适 pH 不

同温度条件孵育一定时间，测定剩余酶活(图 8-A、

C：SUMO-Bt-HepI；图 8-B、D：Bt-HepI)。 

从温度稳定性曲线可以看出，SUMO-Bt-HepI

和 Bt-HepI 对较高温度(50、60 °C)的耐受性都比较

差，在 60 °C 下保温 10 min 后二者酶活甚至几乎

完全损失，不过它们对于较低温度(30、40 °C)的

耐受性都相对较好(10 min 内几乎无变化)，且

SUMO 融 合 可 以 提 高 酶 的 耐 受 能 力 。

SUMO-Bt-HepI 在 50 °C 下保温 2 min 剩余酶活约

89.46%，在 30 °C 和 40 °C 下孵育时的半衰期分别

约为 180 min 和 150 min，而未经 SUMO 融合的

Bt-HepI 在耐受同等温度处理方面的能力则要低

于 SUMO-Bt-HepI，其在 50 °C 下保温 2 min 后剩

余酶活约 75.75%，在 30 °C 和 40 °C 下孵育时的

半衰期分别约为 140 min 和 120 min。 

 
 

 

 
图 7.  2 种重组肝素酶 I 的最适温度曲线 

Figure 7.  Optimum temperature curves of two kinds 
of recombine Heparinase I. 
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图 8.  重组酶 SUMO-Bt-HepI 和 Bt-HepI 温度稳定性曲线 

Figure 8.  Thermostability curves of recombinase SUMO-Bt-HepI and Bt-HepI. A and C: purified enzyme of 
recombinase SUMO-Bt-HepI; B and D: purified of recombinase Bt-HepI. 
 

2.4.3  金属离子对酶活的影响：研究了不同二价

金属离子对 SUMO-Bt-HepI 和 Bt-HepI 的酶活影响

(图 9-A)。结果发现，Ca2+和 Mg2+对二者酶活均有

促进作用，Cu2+、Mn2+、Zn2+都表现出了明显的抑

制作用，尤其是 Cu2+和 Zn2+几乎使酶失活。研究了

Ca2+和 Mg2+的最佳浓度(图 9-B：SUMO-Bt-HepI、

图 9-C：Bt-HepI)。结果表明，2 个重组酶的最佳

Ca2+和 Mg2+浓度均为 10 mmol/L 和 50 mmol/L。在

最佳 Ca2+和 Mg2+浓度下，SUMO-Bt-HepI 的酶活

分别提高了 71.11%和 95.46%，Bt-HepI 的酶活分

别提高了 56.12%和 81.84%。对 Ca2+和 Mg2+复合

添加对酶活的影响进行了探索(图 9-D)。由图可

得，Ca2+和 Mg2+的促进作用可以相互叠加。分别

在 Ca2+和 Mg2+浓度饱和的情况下，另一个离子的

影响(图 9-E：10 mmol/L Ca2+饱和、图 9-F：50 mmol/L 

Mg2+饱和)。结果表明，Ca2+和 Mg2+的促进作用是

相互独立的，两者之间互不影响。 

3  讨论 

目前肝素类药物的市场需求日益增多，2016

年肝素原料药的需求达到 44.30 万亿单位，全球肝

素类药物市场已达到 125.8 亿美元，市场巨大，并

且持续增加。肝素类药物的发展方向趋向于低分

子肝素和超低分子肝素，目前对于低分子肝素的

制备，大都采用化学裂解法，但是此方法存在组

分单一性差、分离成本高、三废污染、纯度差等

缺点，越来越不适合绿色环保的理念。而酶解法

条件温和，对肝素本身的结构特征不造成影响，

且没有副反应发生，得率较高；反应一步完成，比

较容易实现生产；反应没有产生不纯物，比较利于

下游的分离纯化，其中以肝素酶 I 的酶解应用 
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最为广泛。目前市场上肝素酶 I 的价格极其昂贵，

并且其本身的酶活性以及稳定性都较差，很难适

应工业化生产的要求。因此针对肝素酶 I 的表达

产量、酶活性以及稳定的研究显得尤为重要。 

 

 
 

图 9.  金属离子对酶活的影响 

Figure 9.  Effects of metal ions on enzyme activity. A: Effect of different metal ions (5 mmol/L) on enzyme 
activity; B: Effect of different concentration of Ca2+ and Mg2+ on SUMO-Bt-HepI; C: Effect of different 
concentration of Ca2+ and Mg2+ on Bt-HepI; D: Effect of Compound Ca2+ and Mg2+ on enzyme activity; E: Effect of 
Mg2+ on enzyme activity under 10 mmol/L Ca2+ saturation; F: Effect of Ca2+ on enzyme activity under 10 mmol/L 
Mg2+ saturation. 
 
 
 
 
 



张川等 | 微生物学报, 2019, 59(7) 1327 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

目前，肝素酶 I 的研究与应用主要集中在肝

素黄杆菌(Pedobacter heparinus)的肝素酶 I，而对

多形拟杆菌(Bacteroides thetaiotaomicron)等其他

来源的肝素酶 I 的研究却并不多见。多形拟杆菌

是人类肠道中数量最大的细菌之一，能够根据食

物来源的变化，将自身四分之一以上的基因调节

到活跃状态，分解人体本身无法消化的多糖；是

一种优秀的可降解碳水化合物的细菌，能够将许

多植物类食品中的大分子碳水化合物降解为葡萄

糖和其他易消化的小分子糖类[26]。虽然研究者们

已经对多形拟杆菌肝素酶 I 的基因进行了克隆，但

是对其酶学性质的研究(最优 pH 与温度，pH 与热

稳定性，金属离子对酶活的影响，等等)较少[27–28]。

并且，尚未有多形拟杆菌来源的肝素酶 I 与 SUMO

标签融合的研究报道。 

本研究运用基因工程手段，把来源于多形拟

杆菌的肝素酶 I 基因和 SUMO 标签进行 N 端融合，

并且在大肠杆菌 Rosetta (DE3)中实现异源表达，

成功获得能够表达 SUMO-Bt-HepI 和 Bt-HepI 的重

组基因工程菌株。本文研究表明，N 端融合 SUMO

标签的 SUMO-Bt-HepI 比 Bt-HepI 的比酶活提高了

48.9%。这是因为酶的活性体现需要正确的空间构

象，而 SUMO 标签具有使目的蛋白正确折叠的功

能，可以使表达的目的蛋白具有更加正确的空间

构象，因此在 N 端融合 SUMO 标签可以提高

SUMO-Bt-HepI 的比酶活。此外 SUMO 标签具有

很好的促溶效果，融合标签后使可溶性表达达到

95%以上。并且，融合前后未改变其最适温度和

最适 pH，说明 SUMO 标签没有对其性质产生大

的影响。在温度≤40 °C 时，SUMO-Bt-HepI 和

Bt-HepI 均比较稳定，当温度≥50 °C 时，SUMO-Bt- 

HepI 和 Bt-HepI 的稳定性均较差(图 8-A、B)；通

过在 30 °C 和 40 °C 下将两者孵育更长时间测定剩

余酶活发现，SUMO-Bt-HepI 在 30 °C 和 40 °C

下的半衰期大约为 180 min 和 150 min；Bt-HepI

在 30 °C 和 40 °C 下的半衰期大约为 140 min 和

120 min (图 8-C、D)。融合 SUMO 标签后，热稳

定性表现出一定的提高。 

众所周知，金属离子可以促进或抑制酶的活

性。本研究发现：Ca2+和 Mg2+促进了肝素酶 I 的

活性；相反，Cu2+、Mn2+、Zn2+抑制酶活性。对于

Ca2+提高肝素酶 I 活性的研究报道很多，如 Han

等[28]解析了多形拟杆菌肝素酶 I 可以和 Ca2+进行

结合，稳定肝素酶 I 的结构，提高肝素酶 I 的活性；

Ma 等[29]通过研究肝素黄杆菌肝素酶 I 发现 Ca2+

对其有促进作用，通过实验确定的最佳浓度为  

10 mmol/L，与本研究的最佳浓度一致。而 Mg2+

的相关研究报道还很少。本研究中还发现 Mg2+对

促进酶活具有很大影响，最佳浓度为 50 mmol/L 

(图 9-B、C)。将 Ca2+和 Mg2+进行复配后，通过酶

活测定发现 Ca2+和 Mg2+的促进效果可以叠加(图

9-D)。现有研究已报道多形拟杆菌肝素酶 I 中存在

Ca2+的结合位点，但未报道存在 Mg2+的结合位点。

本研究将重组酶在最佳 Ca2+浓度下进行孵育饱和

后，再添加不同浓度的 Mg2+，探究 Mg2+对酶活性

的影响，同理研究 Ca2+对酶活的影响(图 9-E、F)。

结果表明，Ca2+和 Mg2+的促进作用互不影响，推

测可能在多形拟杆菌肝素酶 I 的晶体结构中也存

在 Mg2+的结合位点。 

截止目前为止，只解析了多形拟杆菌肝素酶 I

的晶体结构，序列比对结果表明，Bt-HepI 的氨基

酸残基序列与 Ph-HepI 的相似度为 62.5%，具有很

高的结构相似性。本研究室前期研究数据显示，

与 Ph-HepI 相比，Bt-HepI 具有更高的酶活性以及
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更好的稳定性，蛋白晶体结构的存在为后续更加

深入的研究 Bt-HepI 的比酶活以及稳定性提供坚

实的理论基础。本研究构建的融合 SUMO 标签的

SUMO-Bt-HepI，表现出了更高的酶活力、更强的

溶解性，使其具有工业化生产的潜力。同时也将

拓宽人们对多形拟杆菌来源肝素酶 I 的认识，为

其深入研究以及应用开发提供指导。 
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SUMO-Fused expression and characterization of Heparinase I 
from Bacteroides thetaiotaomicron 
Chuan Zhang1,2, Yue Zhang1,2, Xiaohu Ding1,2, Zhongyuan Li1,2, Yajian Song1,2, 
Xuegang Luo1,2* 
1 Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology, Ministry of Education, College of Bioengineering, Tianjin 
University of Science and Technology, Tianjin 300457, China 
2 National Demonstration Center for Experimental Bioengineering Education, Tianjin University of Science and Technology, 
Tianjin 300457, China 

Abstract: [Objective] To clone and recombinant express the gene Heparinase I from Bacteroides thetaiotaomicron, 

and then characterize the recombinant SUMO-Bt-HepI and Bt-HepI. [Methods] Codon optimization was done on 

the gene sequence of B. thetaiotaomicron heparinase I. The target gene was obtained by PCR amplification, inserted 

into the expression vectors pET-28a and pE-SUMO, and then transformed into E. coli Rosetta (DE3) to obtain 

recombinant products Bt-HepI and SUMO-Bt-HepI. Heparin sodium was used as substrate to study the enzymatic 

properties of the recombinant proteins. [Results] SDS-PAGE analysis showed that the molecular weights of 

Bt-HepI and SUMO-Bt-HepI were about 42.5 kDa and 55 kDa, respectively. Compared with Bt-HepI, the specific 

enzyme activity of Heparinase I increased by 48.9% after fusion SUMO-Tag. The enzymological properties showed 

that the optimum pH and temperature of Bt-HepI and SUMO-Bt-HepI were pH 9 and 45 °C, and both recombinant 

enzymes were stable at pH 5–9, while the acid resistance of SUMO-Bt-HepI was obviously higher than Bt-HepI 

when the pH value was lower than 5. Besides, SUMO-Bt-HepI also showed higher activities than Bt-HepI under 

50 °C. In addition, Ca2+ and Mg2+ have obvious promoting effect on the recombinant heparinase I, while Cu2+, 

Mn2+ and Zn2+ show certain inhibiting effect, suggesting that in addition to the well-known Ca2+ binding site, Mg2+ 

binding sites may aslo exist in the structure of B. thetaiotaomicron Heparinase I. [Conclusion] Recombinant 

Heparinase I in B. thetaiotaomicron using SUMO fusion system significantly improved its specific enzyme activity 

for potential production and application. 
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