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摘$ 要：研究了乳糖诱导重组大肠杆菌表达胆固醇氧化酶。结果表明，乳糖不仅可以作为诱导剂诱导外源蛋白的合

成，而且能作为碳源促进菌体的生长。通过对诱导条件的优化，实现了重组大肠杆菌的高密度培养，最高密度达 %&’(
（)*%++）；在此基础上确定了最佳的诱导时机为发酵中期，菌体产酶水平达 %++,’%%- . /，生产强度为 !++’"(- . /·0，实

现了胆固醇氧化酶的高效生产。
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$ $ 胆固醇氧化酶（K)*）是一类黄素蛋白，属于

UEK 氧化还原酶体系［"］，是胆固醇代谢过程中的一

个关键酶。它能够快速准确地检测出血清中胆固醇

的浓度，用来诊断动脉硬化和其他脂质紊乱疾病［!］。

体内过多的胆固醇是引起冠心病、动脉硬化和心肌

梗塞的危险因素之一［O］。目前欧美等发达国家冠心

病的死亡率已经超过所有癌症死亡率的总和，占总

死亡率的 !P’#V［#］。我们一直尝试将胆固醇氧化酶

作为食品添加剂来降低食品中的胆固醇含量［,］。本

实验室桑吉等通过复合诱变使短杆菌产酶水平提高

到 "!"+- . /［%］，原始菌株必须在胆固醇的诱导下产

酶，而胆固醇不易溶于水，不利于下游的分离提取。

为了解决此问题，王龙刚、张玲等［P1&］构建了重组大

肠杆菌产胆固醇氧化酶，产酶水平可达 P++- . /。本

人前期采用 ;WLU 诱导重组大肠杆菌表达胆固醇氧

化酶，经过发酵优化，产酶水平达到 %#O%’,%- . /，生

产强度为 #,(’P,- . /·0，实现了胆固醇氧化酶的高

效生产。在实验室小规模的制备中，;WLU 是常用的

诱导剂，但是由于其昂贵的价格和潜在的毒性，极大

地限制了 ;WLU 在工业化生产中的应用。乳糖是一

种二糖，其价格低廉，无毒，也是乳糖操纵子的天然

诱导剂，因此成为国内外研究的热点。2X37<［(］等发

现，在 摇 瓶 中 "YY7C . / 的 乳 糖 诱 导 表 达 W;W
（ZA67?7Y3 1 ;<5B9AH59A<D W8793A<，[EM 质 粒，!’ "#$%
LU"），发酵液中目的蛋白的含量达到 ;WLU 诱导的

,,V；而 I74?\A 等［"+］使用乳糖诱导表达细胞色素

W#,+，表达量超过了 "YY7C . / 的 ;WLU 的诱导效果。

张毅等［""］研究表明在摇瓶中乳糖的诱导效果与 ;WLU
相近，但是在高密度发酵中，乳糖的诱导效果不及

;WLU；李春丽等［"!］使用乳糖诱导表达人 !1防御素 O
达到 ;WLU 的诱导效果；李兆鹏等［"O］研究了高密度发

酵中乳糖诱导表达人 @ 淋巴细胞刺激因子（0@/4M），

乳糖的诱导效果达到 ;WLU 的 ,,V。本人研究了高

密度发酵中乳糖诱导重组大肠杆菌表达胆固醇氧化
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表 !" 乳糖浓度对菌体量和产酶的影响

乳糖浓度（# $ %） 菌体密度（&’())） 酶活（* $ %） 发酵时间（+） 乳糖适应期（+） 乳糖对菌体的得率（# $ #）

!) !,-./ 01(-(, 1! !) )-1),
1) 12-3/ 31.-00 1( !0 )-!,)
2) 13-!3 ,0/-,( 2) !( )-!33

酶，使产酶水平达到 ())/-((* $ %，为本人研究的 4567
（(02(-/(* $ %）诱导效果的 ,28。

!" 材料与方法

!#!" 材料与设备

!-"#$% 9:!), $ ;6<=,,>? @&’" 本实验室构建并

保存，构建方法参考文献［.］；%A 培养基（# $ %）" 蛋白

胨 !)，酵母提取物 /，氯化钠 !)，;B3-)，加入 1)# $ % 琼

脂为 %A 固体培养基；1?C6 培养基（# $ %）" 蛋白胨

!(，酵母粉 !)，D>@E /；发酵培养基（# $ %）" 胰蛋白胨

!)，酵母提取物 /，FB15&0 1，F1B5&0 0，D>1B5&0 ·

!1B1& 3，（DB0 ）1 G&0 !-1，DB0@E )-1，:#G&0 ·3B1&
!，甘油 !)H% $ %，微量元素［!0］；补料基质（# $ %）" 乳糖

()，胰蛋白胨 0)，酵母提取物 1)，:#G&0 ·3B1& (，甘

油 1))H% $ %；乳糖诱导液（# $ %）" 乳糖 1))，胰蛋白胨

1)，酵母提取物 !)，:#G&0·3B1& 2；培养基均添加过

滤除菌的氨苄青霉素 !))H# $ %；以上试剂 " 均为国

产分析纯。

A4&I%&!!) 发酵罐" 美国 DAG 公司。

!#$" 实验方法

!-1-!" 培养方法

!-1-!-!" 一级种子的制备" 平板挑取单菌落接种到

%A 液体培养基，培养 ,+。

!-1-!-1" 二级种子的制备" 一级种子以 /8的接种量

接到 1?C6 培养基中，培养 ,+。

!-1-!-2" /% 发酵罐中分批补料培养 " 取二级种子，

按发酵罐起始工作体积的 /8接种（罐中的起始工作

体积为 2%）。相关参数控制如下：溶氧及转速：空气

流速 2% $ HJK，最低搅拌转速为 0))< $ HJK，分批阶段控

制溶解氧在 0)8，补料阶段控制在 !)8，发酵罐提高

或降低转速自动控制。;B：自动流加 2)8 的氨水和

/)8磷酸，使 ;B 保持在 3-)。温度：23L，自动控制。

补料的流加：溶解氧反馈流加与恒 ;B?MN>N 法。发酵

罐流加泵全开的流速为 !)H% $ HJK。

!-1-1" 菌体破碎" .)))< $ HJK，0L 离心 /HJK 收集菌

体后，用 )-!HOE $ %、;B3-) 的磷酸钾缓冲液洗涤悬浮

菌，超声波破碎仪 0))P，工作 /M，间歇 /M，,, 个循

环，超声破碎菌体。0L，!1)))< $ HJK 离心 !/HJK，去

除细胞碎片沉淀，取上清进行酶活分析。

!-1-2" 酶活的测定" 酶活力单位定义：23L，!HJK 转

化 !!HOE 胆固醇生成胆甾?0 ?烯?2 ?酮的酶量定义

为 ! 个酶活单位（*）。酶活：（* $ H%）Q )-!2!/R/)) S
2-1 S 1) $ / Q !-(.21 S R/))。参考文献［!/］。

!-1-0" 细胞浓度分析 " 将菌悬液作适当稀释，用紫

外 $ 可见 分 光 光 度 计，于 ())KH 下 测 定 吸 收 值

（&’())）。&’()) Q &’()) 读数 S 稀释倍数。菌体干重

测定如下，取不同 &’())的菌液 1)H%，.)))< $ HJK 离心

!)HJK，清洗两次，!)/L烘干至恒定值，称细胞干重，

光密度值与细胞干重呈线性；一个单位的 &’()) 约为

干菌 )-00# $ %。

!-1-/" 甘油质量浓度的测定" 高碘酸氧化法［!(］。分

别取 )-/)H%，加入 1-/)H% (-(8 偏高碘酸钠溶液，混

匀，在室温静置反应 1)HJK，冰浴至 )L，加入 )-/)H%
硝酸钾饱和溶液，)L 保持 !)HJK，取 !-))H% 上层澄

清溶液，加入 1-))H% 新鲜配制的 !8 盐 酸 苯 肼 和

!-))H% 18铁氰化钾，混匀。在 )L 静置反应 1)HJK
后，边搅拌边缓缓加入 /-))H% 经预冷却的盐酸和

/-))H% 乙醇，混匀，在室温静置反应 !/HJK。在波长

/3)KH 进行光密度测定，对应标准曲线算出甘油浓

度。如图 ! 所示。

图 !" 高碘酸氧化法测定甘油浓度的标准曲线

该方法虽然简单且有一定的误差，但可作为高

密度发酵中精确度要求不高的甘油浓度的测定［!(］。

$" 结果与讨论

$#!" 分批发酵

以发酵培养进行分批发酵，中途不补料，待甘油

耗尽（以溶解氧为标志）后，饥饿 !+ 后一次性补入乳

糖至终浓度分别为 !)、1)、2)# $ %，实验结果如表 !。

" " 从表中可以看出，乳糖加入发酵体系后，存在一

个很长时间的适应期，随着乳糖浓度的提高其适应

期延长，可能是高浓度的乳糖对菌体的生长有一定

的抑制作用，菌体需要更多的时间来排除抑制作用。

实验数据还表明随着乳糖浓度的提高，乳糖对菌体

的得率有所下降，酶活却有所上升，这说明乳糖一部

分被分解为葡萄糖和半乳糖，作为菌体生长的碳源，

另一部分异构化为异构乳糖，诱导外源蛋白的合成。

此次实验菌体密度较低，可能是营养不足，影响

了菌体的生长，导致酶活较低，故打算采用流加乳糖

的方法，提高菌体密度达到提高产酶水平的目的。

$#$" 分批发酵中乳糖诱导策略

以发酵培养基进行分批发酵，待甘油耗尽（ 以溶

解氧为标志）后，开始流加乳糖诱导液，根据分批发

酵的经验可知，低浓度的乳糖其适应期较短，所以在

适应期阶段乳糖的流加策略定为，在 !)+ 内补入乳

糖至终浓度为 !)# $ %（ 共计 !/)H% 乳糖诱导液），补

料方法恒速流加。待大肠杆菌开始利用乳糖时，依

据溶解氧的变化流加乳糖，使溶解氧维持在 !)8 以

上。实验结果如图 1 所示。

从图中可以看出，乳糖流加的 .+ 内菌体没有生
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图 !" 流加乳糖诱导表达 #$% 的发酵过程曲线

长，属于菌体对乳糖的适应期，随后菌体开始缓慢生

长，在第 !&’ 菌体密度和酶活均达到最高，分别为

(()!*（ $%+,, ）和 *(,,)(!- . /；单 位 菌 体 产 酶 量 为

&*)00- . 1；生产强度为 2*)3&- . /·’。

菌体在度过对乳糖的适应期后，开始利用乳糖，

生物量继续增长，比生长速率为 ,),&0 . ’，由于初始

的菌体密度低，可能菌体仍有很大的生长空间，乳糖

优先作为碳源供菌体继续生长，导致不能高效诱导

外源基因的表达。故打算先将菌体密度培养到一定

的浓度，再流加乳糖进行诱导。

!"#$ 高密度发酵中乳糖的诱导策略

在前期实验的基础上，采用流加限制性机制（甘

油）将 菌 体 密 度 分 别 培 养 至 42)04，(3)4!，20),*
（$%+,,），分别饥饿 *’ 消耗尽残留的甘油，再流加乳

糖诱导外源基因的表达。实验结果如下。

从图 4 可以看出，菌体经过 0’ 的乳糖适应期，菌

体量开始继续增长，比生长速率为 ,),4& . ’，在第 4(’
菌体密度和酶活均达到最高，分别为 ++)*（$%+,, ）和

4(,,),+- . /；单位菌体产酶量为 **+)0,- . 1；生产强

度为 *,,),,- . /·’。可能是诱导时的菌体密度依然

偏低，导致乳糖主要用于菌体的生长，影响了乳糖的

诱导效果。

图 4" 乳糖早期诱导发酵过程曲线

从图 ( 可以得出，菌体在经过 3’ 的乳糖适应期，

菌体量开始继续增长，比生长速率为 ,),!4 . ’，在第

4(’ 菌体密度和酶活均达到最高，分别为 &,)*（$%+,,）

和 23*&)*(- . /；单位菌体产酶量为 *33)+,- . 1；生产强

度为 *&*),0- . /·’。在实验的范围内为比较理想的

条件，选取诱导时的菌体密度比较合理，兼顾到了菌

体量和单位菌体产酶量。获得了较高的产酶水平，

生产强度有待进一步的提高。

从图 2 可以得出，菌体在经过 *4’ 的乳糖适应

期，菌体量开始继续增长，比生长速率为 ,),*4 . ’，在

第 4(’ 菌 体 密 度 和 酶 活 均 达 到 最 高，分 别 为 +3)4
（$%+,,）和 !333)4&- . /；单位菌体产酶量为 0+)**- . 1；

生产强度为 3()02- . /·’。过晚地流加乳糖诱导，由

于菌体的老化和溶解氧的不足，严重地影响了单位

图 (" 乳糖中期诱导发酵过程曲线

菌体产酶量，且乳糖的适应期变长，发酵产酶时间

短，导致发酵水平低。综合分析图 45图 2 的数据，可

以得出：6)低密度流加乳糖诱导，乳糖主要用于细胞

生长，使胆固醇氧化酶的生产能力受到限制。7)诱导

的菌体密度选择过高时，虽然乳糖用于的细胞生长

较少，但是菌体的老化和环境条件的不适宜，严重影

响了单位菌体产酶量，使得发酵水平较低。8)在一定

的菌体密度（(3)4!，$%+,, ）流加乳糖诱导，乳糖在充

当碳源和诱导剂两个功能中达到平衡，提高了发酵

水平。

图 2 乳糖末期诱导发酵过程曲线

!"%$ 高密度发酵中缩短乳糖适应期提高生产强度

乳糖的适应期是关于二次生长的问题，乳糖前

期不被利用，需要菌体在无其他碳源基质的条件下

才能分泌相关的酶来利用乳糖，所以考虑采用甘油

和乳糖复合流加，缩短乳糖的适应期，提高生产强

度。前期的菌体生长阶段采用恒 9:; <=6= 法和溶解

氧反馈流加法，对两种不同的流加策略进行研究。

!)()*" 恒 9:;<=6= 法流加复合碳源基质" 在分批发

酵结束后采用恒 9:;<=6= 法流加补料基质（含甘油和

乳糖两种碳源），当 9:&), 时流加补料基质，培养菌

体密度至 (2（$%+,, ）左右。该方法在复合流加阶段

菌体生长慢，甘油浓度能维持在一个较低的水平，实

验结果如图 +。

图 +" 恒 9:;<=6= 法复合流加补料基质

从图 + 可以得出，在复合流加阶段菌体的比生

长速率为 ,),3( . ’，甘油基质浓度低于 !1 . /，在第 *2’
以后甘油浓度降到 *1 . / 以下，在第 *3’ 菌体密度达
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到 !"#$!（%&’$$），以后开始流加乳糖诱导液，此时乳

糖适应期不明显，开始单一流加乳糖时，菌体量继续增

长，比生长速率为 $#$!( ) *；在第 ($* 菌体密度和酶活

均达到最高，分别为 ’+#’（%&’$$ ）和 ’$$,#’’- ) .；单位

菌体产酶量为 "/+#/0- ) 1；生产强度为 2$$#"/- ) .·*。

2#!#23 溶解氧反馈流加法流加复合碳源基质3 在分

批发酵结束后，根据溶解氧变化控制底物的流加速

率，培养菌体密度至 !,（%&’$$ ）左右。该方法在复合

流加阶段菌体生长较快，甘油基质浓度将维持在较

高水平。

从图 0 可以得出，在复合流加阶段菌体的比生

长速率为 $#20+ ) *，甘油基质浓度高于 (1 ) .，在第 "$*
复合流加结束，以后开始流加乳糖诱导液，菌体经过

"$* 的乳糖适应期后，菌体量开始继续增长，比生长

速率为 $#$2" ) *，在第 (!* 菌体密度和酶活均达到最

高，分别为 ’/#+（%&’$$）和 ,/(+#((- ) .；单位菌体产酶

量为 "/(#(’- ) 1；生产强度为 "0!#’’- ) .·*。

图 03 溶解氧反馈流加法复合流加补料基质

综合分析图 ’ 和图 0 的结果可以得出，4#当甘油

浓度低于 21 ) . 时，菌体开始识别乳糖，当甘油耗尽

时，菌体开始利用乳糖，这样可以避免因为菌体经历

适应期的饥饿而产生的负面影响，有利于外源基因

的表达。5#当甘油浓度高于 (1 ) . 时，虽然发酵培养

基中有乳糖存在，但在甘油耗尽后，菌体依然要经过

一个适应期，则说明在甘油浓度高于 (1 ) . 时菌体不

识别乳糖；但从两组实验数据均可以分析出，当菌体

开始识别乳糖时，都需要约 "$* 才能利用乳糖。

!" 结论

!#$3 本工作采用乳糖代替 6789 作为诱导剂，发现乳

糖不仅可以诱导外源基因的表达，还可以促进菌体

的生长，菌体在利用乳糖时有一个适应期约需 "$*。

!#%3 在低浓度的甘油条件下，菌体可以提前识别乳

糖，从而避免适应期的饥饿，有利于外源基因的表

达，提高生产强度。采用恒 :;<=>4> 法复合流加补料

基质，使得生产强度相对于单一碳源基质流加，提高

了 "0?。

!#!3 优化了乳糖的诱导策略，使得菌体的产酶水平

达到 ’$$,#’’- ) .；生产强度为 2$$#"/- ) .·*，为优化

后的 6789 诱导水平的 /(#(?（’!(’#,’- ) .，具体数据

未列出），乳糖诱导表达胆固醇氧化酶的生产强度为

6789 诱导 的 !0#!?（!,/#0,- ) .·*，具 体 数 据 未 列

出）。

乳糖诱导效果已经相当于 6789 的水平，但是生

3 3 3 3

产强度低，还需要进一步的优化，大肠杆菌利用乳糖

的 !<半乳糖苷酶是诱导酶，可尝试通过基因工程的

手段将其改造为组成酶以达到缩短乳糖适应期，实

现提高生产强度的目的。
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