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牛肠激酶催化亚基工程菌培养条件的探索与鉴定
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摘要 目的：探索牛肠激酶催化亚基工程菌高效表达的培养条件。方法：牛肠激酶催化亚基基因的初步表达，筛选构建工程菌，从
以下方面入手优化培养条件：培养基的组成、摇瓶发酵培养条件、培养基的 PH、种龄、接种量、培养时间等，并且通过Western Blotting
和 SDS-PAGE等鉴定不同条件下的实验结果，从而确定最佳培养条件。结果：通过鉴定实验结果，从不同种平行培养条件中选择
产量最高的培养条件，作为最优培养条件。结论：成功地探索并鉴定了工程菌的适宜培养条件。
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ABSTRACT Objective: To investigate the suitable cultivate condition of the high expression of bovine enterokinase catalytic subu-

nit engineering bacteria. Methods: The bovine enterokinase catalytic subunit preliminary was expressed and the engineering bacteria was
constructed. The cultivate condition was optimized from the following aspects: medium culture conditions of the optimal composition,
wave bottle fermentation cultivation condition, culture medium PH , seed age, seed number, culture time. The Western Blotting and
SDS-PAGE identification to grope the most appropriate culture condition. Results: The highest yield cultivative conditions were choice
from the same parallel culture conditions as a optimal cultivation condition. Conclusions: The culture condition of bovine enterokinase
catalytic subunit engineering bacteria had been optimized successfully.
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前言

肠激酶存在于高等动物的十二指肠粘膜中，它是中肠上皮

细胞分泌的能使胰蛋白酶原水解而成为活性胰蛋白酶的肽链

内切酶（endo-peptidase）。由于肠激酶对识别位点的高度特异
性，非常适合用作融合蛋白的切割试剂。牛肠激酶催化亚基具
备全酶的活性，因此制备高产量牛肠激酶催化亚基工程菌,从
中提取牛肠激酶催化亚基有着广阔的市场前景。

1 材料与方法

1.1 菌种、质粒和常用试剂
（1）Yop10 菌种 Invitrogen；（2）JM109 菌种 Invitrogen；(3)

E.coliAS1.357 菌种 Invitrogen;（4）pTASEK 质粒含 Tac 启动
子、bEKL基因和门冬酰胺酶信号肽；(5) ELC蛋白质印迹检测
试剂盒 Amersham;（6）LB培养基 1.0%胰化蛋白胨，0.5%酵母
提取物，1.0%氯化钠；(7)冷冻离心机 SOVWALL SUPER T21

Kendro
1.2 方法及实验步骤
1.2.1 牛肠激酶催化亚基基因的初步表达 从平板保存的菌种
挑取单菌落接入 LB培养基（含氨苄青霉素 100mg/ml,37℃、
200-225rpm震荡培养过夜，以 2%-5%的接种量转接入 50ml的
LB（Amp 100mg/ml）发酵。然后取发酵上清液进行 SDS-PAGE
电泳。
1.2.2 工程菌的筛选构建 将已测序的重组质粒 pTASEK用氯
化钙法分别转化到宿主菌 E.coliAS1.357、JM109 和 Top10 菌
株中，然后涂布 LB/Amp平板培养，挑选抗性菌落，筛选阳性克
隆。碱裂解法少量抽提质粒 DNA。提取的质粒 DNA分别用
HindⅢ和 EcoRⅠ酶切验证。将经酶切验证正确的菌株分别接
入 2YT 培养基、麦芽汁培养基和玉米浆培养基，37℃、
200-225rpm条件下摇瓶发酵培养 24h（种子液均以 2%的接种
量接入发酵培养基），取发酵液测其在 600nm的 OD值。以
8000g、3min离心发酵液，取上清进行 SDS-PAGE电泳分析。
1.2.3 培养条件的优化（1）培养基组成的确定：用正交实验法[1],
以麦芽汁（A）、胰化蛋白胨＋酵母粉（B）和谷氨酸钠（C）为培养
基组份，选择三个水平进行正交实验来摸索最佳的培养基组
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成。（2）培养基 PH值：采用优化的培养基，用 HCL或 NaOH调
节发酵培养基的初始 PH，37℃、200-225rpm条件下摇瓶发酵培
养 24h，测发酵液在 600nm的 OD值（2%种子液接种量）。（3）
种龄、接种量和培养时间对产量的影响：分别使用不同代的种
子液接入发酵培养基，其余培养条件不变，到一定时间收集上

清液测定 OD600。探索培养时间对产量的影响：固定其他培养
条件，只更改培养时间，培养结束测定上清液 OD600。分别使
用 1%、2%、3%、4%、5%浓度的种子液接入发酵培养基，固定其
他培养条件，到一定时间收集发酵培养液上清，进行

SDS-PAGE电泳，探索接种量对产量的影响。（4）Western Blot-
ting鉴定 [2-4]：Western Blotting是用来检测蛋白水平的表达，在
此用于检测目标产物是否表达成功。（5）取发酵上清进行
SDS-PAGE电泳：电泳结束后，Bio-rad电转装置 90V恒压电转
移 1h。电转移后，将 Hybond ECL membrane置于封闭液中室
温固定 1h。弃去封闭液，加入一抗 anti-6×his antibody(Invitro-
gen),于含 1%脱脂奶的 TBST中室温孵育 1h,用 10ml的含 1%
牛奶 TBST 洗四次。加入二抗 - 辣根过氧化酶标记的鼠抗
horseradish peroxidase conjugated anti-mouse (Jackson Immuno-
chemicals),于含 1%脱脂奶的 TBST中室温孵育 1h，重复 2.6步
骤对膜进行洗脱。用 ELC蛋白质印迹检测试剂盒的试剂孵育
膜 1h后，在暗室经 X-ray曝光 5-10min,然后进行显影和定影。

2 结果

2.1 牛肠激酶催化亚基初步表达的验证
将测序正确的阳性克隆 37℃培养过夜，以 2%的量进行转

接，摇瓶培养 20h, 收集菌液离心，取发酵上清液进行
SDS-PAGE[5-7]电泳图 1,通过对比含 pTASEK菌株与原空菌株
的发酵上清的 SDS-PAGE电泳图，发现 bEKL在 37kDa有表
达，扫描 2泳道的蛋白条带占整个泳道的 16.82%。说明重组质
粒 pTASEK成功转化，含目标基因的工程菌构建成功。

2.2 最适工程菌的构建
经双酶切验证，pTASEK 成功的转化到 E.coliAS1.357、

JM109和 Top10菌株中。通过检测含重组质粒 pTASEK菌株
E.coliAS1.357、JM109和 Top10菌株在 2YT培养基、麦芽汁培
养基和玉米浆培养基中的 OD600的值(表 1),并综合各菌发酵上
清液的 SDS-PAGE电泳图 2 (bEKL条带为 37KD),并确定合适
bEKL表达的最适工程菌为 E.coliAS1.357，培养基为麦芽汁培
养基。

2.3 培养条件的优化
2.3.1 培养基组成的正交实验 3个 3水平，采用有交互作用的
正交表 L27(313)[8],结果见表 2。

A麦芽汁选 10%、15%、20%三个水平。

1. Fermentation supernatant fluid don't include restructuring plasmid
pTASEK strain; 2 Fermentation supernatant fluid include restructuring

plasmid pTASEK strain
1不含重组质粒 pTASEK菌株的发酵上清 2含重组质粒 pTASEK菌

株的发酵上清

图 1 SDS-PAGE电泳鉴定表达产物
Fig 1 SDS-PAGE identify of expression product

图 2 不同微生物在不同培养基中的 SDS-PAGE图谱：1、2、3为分别含
pTASEK重组质粒的 Top10菌株在麦芽汁培养基、2YT培养基和玉米

浆培养基中的发酵上清；4、5、6为分别含 pTASEK重组质粒的 E.

coliAS1.357菌株在麦芽汁培养基、2YT培养基和玉米浆培养基中的发

酵上清；7、8、9为含 pTASEK重组质粒的 JM109菌株在麦芽汁培养

基、2YT培养基和玉米浆培养基中的发酵上清
Fig 2 SDS-PAGE of culture supernatant of different bacteria in different

culture：1, 2, 3 for pTASEK restructuring plasmid Top10 strains'

fermentation supernatant fluid respective culturing on malt juice in the

media, 2YT medium and corn pulp culture; 4, 5, 6 for pTASEK

restructuring plasmid E.coliAS1.357 strains' fermentation supernatant fluid

respective culturing on malt juice in the media, 2YT medium and corn

pulp culture; 7, 8, 9 for pTASEK restructuring plasmid JM109 strains'

fermentation supernatant fluid respective culturing on malt juice in the

media, 2YT medium and corn pulp culture

表 1 不同菌株在不同培养基中培养的 OD600值

Table 1 Strains in different media fermentation cultivation of OD600

bacteria culture OD600

E.coliAS1.357 2YT culture 9.983/9.880

E.coliAS1.357/pTASEK malt juice culture 9.690/10.380

corn pulp culture 0.399/0.209

JM109 2YT culture 10.639/10.081

JM109/ pTASEK malt juice culture 8.304/8.834

corn pulp culture 0.365/0.349

Top10 2YT culture 10.104/9.460

Top10/pTASEK malt juice culture 8.304/8.787

corn pulp culture 0.229/0.112
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

A B A×B A×B C A×C A×C B×C B×C

Test Walt Tryptone(%) Sodium

+ Glutamate OD600

No (%) yeast (%)

extract(%)

1 1(10%) 1(1/0.5) 1 1 1(2%) 1 1 1 1 1 1 1 1 6.909

2 1(10%) 1(1/0.5) 1 2(4%) 2(4%) 2 2 2 2 2 2 2 2 12.38

3 1(10%) 1(1/0.5) 1 3(8%) 3(8%) 3 3 3 3 3 3 3 3 5.872

4 1(10%) 2(1.6/1) 2 2 1(2%) 1 1 2 2 2 3 3 3 10.218

5 1(10%) 2(1.6/1) 2 2 2(4%) 2 2 3 3 3 2 2 2 8.791

6 1(10%) 2(1.6/1) 2 2 3(8%) 3 3 1 1 1 2 2 2 10.133

7 1(10%) 3(2/0.5) 3 3 1(2%) 1 1 3 3 3 2 2 2 4.816

8 1(10%) 3(2/0.5) 3 3 2(4%) 2 2 1 1 1 2 2 2 7.015

9 1(10%) 3(2/0.5) 3 3 3(8%) 3 3 2 2 2 1 1 1 7.039

10 2(15%) 1(1/0.5) 2 3 1(2%) 2 3 1 2 3 1 2 3 5.672

11 2(15%) 1(1/0.5) 2 3 2(4%) 3 1 2 3 1 2 3 1 8.669

12 2(15%) 1(1/0.5) 2 3 3(8%) 1 2 3 1 2 3 1 2 7.429

13 2(15%) 2(1.6/1) 3 1 1(2%) 2 3 2 3 1 3 1 2 4.394

14 2(15%) 2(1.6/1) 3 1 2(4%) 3 1 3 1 2 1 2 3 4.765

15 2(15%) 2(1.6/1) 3 1 3(8%) 1 2 1 2 3 2 3 1 4.922

16 2(15%) 3(2/0.5) 1 2 1(2%) 2 3 3 1 2 2 3 1 8.392

17 2(15%) 3(2/0.5) 1 2 2(4%) 3 1 1 2 3 3 1 2 12.207

18 2(15%) 3(2/0.5) 1 2 3(8%) 1 2 2 3 1 1 2 3 5.116

19 3(20%) 1(1/0.5) 3 2 1(2%) 3 2 1 3 2 1 3 2 3.981

20 3(20%) 1(1/0.5) 3 2 2(4%) 1 3 2 1 3 2 1 3 5.854

21 3(20%) 1(1/0.5) 3 2 3(8%) 2 1 3 2 1 3 2 1 6.515

22 3(20%) 2(1.6/1) 1 3 1(2%) 3 2 2 1 3 3 2 1 7.933

23 3(20%) 2(1.6/1) 1 3 2(4%) 1 3 3 2 1 1 3 2 10.031

24 3(20%) 2(1.6/1) 1 3 3(8%) 2 1 1 3 2 2 1 3 6.371

25 3(20%) 3(2/0.5) 2 1 1(2%) 3 2 3 2 1 2 1 3 8.367

26 3(20%) 3(2/0.5) 2 1 2(4%) 1 3 1 3 2 3 2 1 9.81

27 3(20%) 3(2/0.5) 2 1 3(8%) 2 1 2 1 3 1 3 2 7.56

K1 8.130 8.337 7.220 7.031 6.742 7.234 7.539 7.332 7.461 7.427 7.664 6.652 7.465

K2 6.821 8.517 7.892 7.506 8.816 7.454 7.326 8.575 7.821 7.685 8.083 7.767 7.460

K3 7.380 5.478 7.219 7.794 6.773 7.643 7.466 6.424 7.050 7.220 6.583 7.913 7.407

R 1.310 3.039 0.672 0.762 2.073 0.031 0.213 2.150 0.771 0.465 1.500 1.261 0.053

S 7.773 52.317 2.711 2.668 25.418 0.754 0.211 20.971 2.678 0.977 10.784 8.567 0.019

B胰化蛋白胨 +酵母选 1g+0.5g、1.6g+1g、2g+0.5g三个水
平。

C谷氨酸钠选 2%、4%、8%三个水平。

表 2 培养基组成的正交实验
Table2 Orthogonal design tests of media
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由表 2的 R值分析可得，B因素对菌株产牛肠激酶催化亚
基的影响较大，其次为 B×C交互作用和 C因素，由 S值直观
分析发现几个因素和交互作用对菌株产牛肠激酶催化亚基影

响的先后顺序为：B＞B×C＞C＞A。正交实验结果方差分析，
结果见表 3。

Sourse of Variamce
Sum of Deviation

square

Degrees of

freedom

Evaluated

variamce
F Fa Significance

B 52.317 2 26.159 17.096 F0.01(2,14)=6.51
Highly

Significance

C 25.418 2 12.709 8.306 F0.01(2,14)=6.51
Highly

Significance

B×C 31.755 4 7.939 5.188 F0.05(4,14)=3.11 Significance

A 7.773 2 3.887 1.270 F0.05(2,14)=3.74

SE 12.241 8 1.530

Error 18.585 16 1.162

Sum 135.848 26

*In order to enhance the reliability of F-test,S3,S4,S6 and S7 were added to error term

表 3 bEKL产量的方差分析表
Table 3 Analysis of variance table of bEKL production

从表 3中可以看出 B因素和 C因素是影响工程菌 OD600
的高度显著因子，B×C为显著因子，B和 C的交互作用效应分

析[9,10]见表表 4。

B1 B2 B3

C1 7.745 8.086 4.397

C2 11.479 9.090 5.878

C3 5.786 8.374 6.159

表 4 B因素和 C因素的交互作用
Table 4 Effect of the interaction between the culture composition B and C

综合方差分析和交互作用效应分析结果，本实验的较佳培

养基组成为：A1B1C2, 即麦芽汁 10%，谷氨酸钠 4%，蛋白胨
1.0%，酵母 0.5%。
2.3.2 种子液浓度的优化 固定其他培养条件，分别接入不同浓
度的种子液，培养结束后测定培养液上清 OD600（图 3），结合
SDS-PAGE电泳结果（图 4），确定种子液的浓度是 3%时，产量
最高。

2.3.3种龄优化 固定其他实验条件，接入不同种龄的种子液，

培养结束后测定 OD600，通过实验发现种龄为 14h时，OD600值

最大(图 5)，即产量最高。

图 3 种子数量对 bEKL的影响
Fig 3 Effect of seed number bEKL OD600

图 4 SDS-PAGE电泳检测不同浓度种子液接入发酵培养基的培养液上

清：1-5分别为 1%、2%、3%、4%和 5%的种子液接入发酵培养基后收集

的上清液

Fig 4 SDS-PAGE of culture supernatant of different seed number：1-5

respectively for 1%, 2%, 3%, 4% and 5% of seed after fermentation liquid

access the supernatant fluid collection
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2.3.4 培养基 PH值优化 采用优化培养基，用 HCL或 NaOH
调节发酵培养基的初始 PH值，于 37℃、200-225rpm震荡培养
24h，进行 SDS-PAGE电泳图 6，分析得到最适 PH值为 6.5。

2.3.5 培养时间的影响 采用优化培养基，PH6.5,种龄 14h，接种
量 3%，500ml三角瓶装液量为 120ml，37℃、200-225rpm，同时
SDS-PAGE电泳检测蛋白的表达，发现：菌体的生长与蛋白的
表达在 18-20h时达到高峰，见图 7。

2.4 Western Blotting鉴定
经显影得到的结果见图 8，从Western Blotting结果可以很

清晰地看到目标基因在 E.coliAS1.357菌株中得到了成功的表
达，从而有力的说明了工程菌构建实验的成功。

3 讨论

实验发现用 E.coliAS1.357菌株和 10%麦芽汁培养基更适
合 bEKL的表达，这可能是由于 E.coliAS1.357菌株产门冬酰
胺酶的量较高，利于分泌表达出的产物 bEKL的加工。

SDS-PAGE 电泳发现牛肠激酶催化亚基的位置约在
37KD[17,18]左右,而 bEKL的理论分子量为 26.3KD，这可能是由
于 3'端引入了 His-tag,6个连续的组氨酸带有较强的正电荷，
从而降低了在 SDS-PAGE中的泳动速率，因此导致了表观分
子量增大。
在得到 bEKL基因片段时应用加端 PCR在 3'端引入了 6

个 His-tag，因而在Western bloting中，加入的第一抗体就是 an-
ti-6 his antibody。经显影检测初步认定基因在 E.coliAS1.357菌
株得到了成功的表达。
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图 5 种龄对产量的影响
Fig 5 Effect of seed age on bEKL OD600

图 6 SDS-PAGE电泳检测不同 PH培养基的培养液上清：1-5为初始
PH为 6.0、6.5、7.0、7.5和 8.0的发酵液上清
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