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摘要　将来源于 ＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｍＨ１０的 ＤＰＥａｓｅ基因在食品级表达系统 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
中进行产酶研究，在３Ｌ发酵罐中高密度发酵最终酶活可达４９５Ｕ／ｍｌ，得到高表达量的 ＤＰＥａｓｅ酶
液。通过硅藻土海藻酸钠（吸附包埋法）对重组细胞进行固定化研究，结果表明，当海藻酸钠浓
度为２％、细胞包埋量为５０ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２浓度为２％、硅藻土浓度为１％时，固定化细胞酶活回收率可
达６４％，固定化细胞与游离细胞相比最适 ｐＨ不变，最适温度提高５℃，热稳定性明显提高，连续
反应７个批次后转化率仍然为２８％，仍保持８１％的残余酶活，具有很高的工业应用价值。
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　　Ｄ阿洛酮糖是 Ｄ果糖的一种同分异构体，它的甜

度是蔗糖的７０％，但是能量值只有蔗糖的０．３％［１］，具

有多种独特的营养学和生理性功能。例如，零能量，可

预防肥胖；降低血糖、血脂；膳食补充剂和甜味剂

等［２４］，受到越来越多研究者的注意。

　　Ｄ阿洛酮糖在自然界中存在极少，目前一般用酶

法转化生产 Ｄ阿洛酮糖。Ｄ阿洛酮糖 ３差向异构酶

（ＤＰＥａｓｅ）可催化Ｄ果糖Ｃ３位置差向异构化获得Ｄ阿

洛酮糖。近年来，不同微生物来源的 ＤＰＥａｓｅ被发现并

在不同宿主中克隆表达［５７］。但是 Ｄ阿洛酮糖作为一

种食品添加剂，选择安全的宿主菌尤其重要。枯草芽

孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）作为一种食品安全菌，不存在

内毒素等安全性问题，被广泛用于各种酶制剂的工业

化生产中［８９］。但是在 ＤＰＥａｓｅ的工业化生产中存在表

达量低的问题，无法满足生产需要。２０１６年，天津的孙

媛霞团队构建了一株含有木糖诱导性启动子的重组

ＤＰＥａｓｅ蛋白，并在枯草芽孢杆菌中成功表达，最后在

７．５Ｌ发酵罐中酶活和蛋白质表达量分别为９５Ｕ／ｍｌ和
２．６ｇ／Ｌ［１０］，是目前国内外报道的最高水平。工业化生
产中，如何通过高密度发酵获得高表达量的酶蛋白尤

为重要。在传统的枯草芽孢杆菌分批补料发酵过程

中，通常需要控制较低的残糖浓度来提高产物的产

量［１１１３］，这是因为当培养基中碳源底物丰富时，可能会

对发酵产物产生阻遏现象，这一现象称为碳代谢阻遏

效应（ＣＣＲ效应）［１４］。所以，采取合适的发酵策略获取
高表达量的酶蛋白是工业化生产Ｄ阿洛酮糖的关键。
　　几乎所有的ＤＰＥａｓｅ都存在稳定性差的问题，大多
数己酮糖３差向异构酶在低于５０℃时具有较好的热稳

定性，温度一旦升高，酶迅速失活。而且水溶性的酶液

无法重复利用，同时由于 ＤＰＥａｓｅ基本都是胞内酶，破
壁获得工业上所需的酶液往往成本较高，而且耗时费

力。自２０世纪６０年代以来，固定化技术被逐渐开发并
广泛应用于食品、医药、环境等各个领域。王雪梅等［１５］

研究了海藻酸钠和聚丙烯酰胺复合载体包埋镰孢霉菌

细胞拆分Ｄ，Ｌ泛解酸内酯，该固定化方法的最终酶活
回收率可达８０％以上；付凤根等［１６］以海藻酸钙为载体

包埋大肠杆菌细胞催化生产 Ｄ塔格糖，连续转化８个

批次的平均转化率仍保持在６０．６％。通过固定化细胞
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制备Ｄ阿洛酮糖不仅避免了破壁所带来的麻烦，同时

也提高了酶的利用率和稳定性。江南大学江波团队通

过海藻酸钠包埋大肠杆菌细胞产Ｄ阿洛酮糖重复操作
８次后回收率仍保持６１％［１７］。

　　本研究中，将前期构建的来源于 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｍＨ１０的ＤＰＥａｓｅ基因转化 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｓｔｒａｉｎ
ＣＣＴＣＣＭ２０１６５３６中实现表达。通过分批补料发酵获

得高表达量的目的蛋白，最后我们探索了吸附包埋法
（硅藻土海藻酸钠）对重组枯草芽孢杆菌固定化条件
的研究，获得了一种固定化细胞产Ｄ阿洛酮糖的方法，
具有很高的工业化应用价值。

１　材料与方法

１．１　材　料
１．１．１　菌株与质粒　重组菌 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ／ｐＨＹ３００ＰＬＫ
ＤＰＥａｓｅ由实验室前期构建。

１．１．２　试剂　蛋白质电泳试剂和蛋白质分子质量
Ｍａｒｋ均购自上海生物工程有限公司，Ｄ阿洛酮糖标样
购自Ｓｉｇｍａ公司，其他常规试剂均购于国药集团化学试
剂有限公司。

１．１．３　培养基　种子培养基ＬＢ：酵母粉５ｇ／Ｌ，蛋白胨
１０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ１０ｇ／Ｌ，四环素终浓度２０ｍｇ／ｍｌ。
　　３Ｌ发酵罐培养基：大豆蛋白胨２０ｇ／Ｌ，玉米浆１５ｇ／Ｌ，
柠檬酸铵１ｇ／Ｌ，甘油５ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４１２．５４ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
２．３１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２０．２ｇ／Ｌ，四环素终
浓度２０ｍｇ／ｍｌ，微量元素液３ｍｌ。
　　补料培养基：甘油５００ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ７．８９ｇ／Ｌ，
大豆蛋白胨２０ｇ／Ｌ，玉米浆１０ｇ／Ｌ，微量元素液２０ｍｌ。
　　微量元素 ＴＥＳ（ｇ／Ｌ）：ＣａＣｌ２０．５，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．１８，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．１，Ｎａ２ＥＤＴＡ１０．０５，ＦｅＣｌ３８．３５，
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．１６，ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．１８。
１．２　方　法
１．２．１　重组菌在３Ｌ发酵罐中发酵产ＤＰＥａｓｅ　种子培

养：从－８０℃保存的甘油管中接２‰的菌液至含有四环
素的ＬＢ液体培养基（种子培养基）中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ，
培养８～１０ｈ。
　　３Ｌ罐高密度发酵：３Ｌｉｎｆｏｒｓ发酵罐初始装液量

０．９Ｌ，初始ｐＨ７．０，溶氧校准至１００％，将１００ｍｌ种子培
养基接种至发酵罐中，并加入终浓度２０ｍｇ／ｍｌ的四环
素。３３℃恒温发酵，用２０％的磷酸和氨水控制 ｐＨ７．０
左右。当初始培养基中甘油耗尽时，会出现溶氧突然

上升和转速下降，此时开始恒速补料。发酵过程中，通

过转速和溶氧偶联使溶氧维持在３０％。

　　超声破壁：用２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０的 ＨＥＰＥＳ缓冲液
将细胞沉淀复溶到ＯＤ６００为５（１ｍｌ体系），加入３０μｌ溶
菌酶（２０ｍｇ／ｍｌ）３７℃处理３０ｍｉｎ，用超声破碎仪进行破
壁，然后离心取破壁上清检测ＤＰＥａｓｅ表达情况。

１．２．２　ＤＰＥａｓｅ酶活测定方法　将２００μｌ适当稀释的
酶液 加 入 到 ８００μｌ含 有 果 糖 的 ＨＥＰＥＳ缓 冲 液
（２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０，０．１ｍｍｏｌ／ＬＣｏ２＋）中，使果糖终浓
度８０ｇ／Ｌ。振荡混匀后置于５５℃水浴锅中反应１０ｍｉｎ，
煮沸１０ｍｉｎ灭酶终止反应。样品离心过膜后，经高效

液相色谱（ＨＰＬＣ）分析检测Ｄ阿洛酮糖，检测器为示差
检测器。

　　游离细胞酶活力测定方法：将适量菌体加入到１ｍｌ
上述反应体系中，５５℃反应１０ｍｉｎ，沸水浴１０ｍｉｎ灭酶
终止反应。

　　固定化细胞酶活力测定方法：称取０．５ｇ固定化微
球，加入到１０ｍｌ上述反应体系中，５５℃反应１０ｍｉｎ，取

上清沸水浴１０ｍｉｎ灭酶。
　　酶活单位定义：在 ｐＨ８．０，５５℃环境下，每分钟内
产生 １μｍｏｌ的 Ｄ阿洛酮糖（Ｄｐｓｉｃｏｓｅ）为一个酶活
单位。

　　酶活回收率：固定化细胞的总活力与用于固定化
细胞的游离细胞总活力的百分率。

１．２．３　固定化细胞及固定化条件的优化　称取一定
质量的海藻酸钠加水８ｍｌ，加热溶解，冷却后加入２ｍｌ

菌悬液，充分搅拌混合均匀，然后用带针头的注射器将

上述混合液以６０滴／ｍｉｎ的速度滴入 ＣａＣｌ２溶液中，形
成大小均一的固定化微球，４℃静置硬化３ｈ，用去离子
水洗涤３次后保存在生理盐水中。

　　采用单因素实验，控制一个因素不变，分别改变海
藻酸钠浓度、细胞包埋量、ＣａＣｌ２浓度、硅藻土浓度来考
察各个因素对固定化细胞效果的影响。

１．２．４　固定化细胞和游离细胞的最适 ｐＨ和温度　

配制不同ｐＨ的ＨＥＰＥＳ缓冲液（６．０～９．０），称取０．５ｇ
固定化微球，按固定化细胞酶活测定方法，确定固定化

细胞最适的 ｐＨ，同时用适当菌体代替固定化微球确定
游离细胞的最适反应ｐＨ。
　　在最适的ｐＨ条件下，分别称取０．５ｇ微球和适当
菌体，在不同反应温度下（４５～８０℃）测定酶活，确定固
定化细胞和游离细胞的最适反应温度。

１．２．５　固定化细胞的温度稳定性和操作稳定性　称
取一定质量的固定化微球，加入到１０ｍｌ３００ｇ／Ｌ的果糖

４８
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反应体系（ｐＨ８．０，０．１ｍｍｏｌ／ＬＣｏ２＋）中，于５５℃水浴摇

床，以１００ｒ／ｍｉｎ反应３ｈ，反应结束后用去离子水清洗

固定化微球３次后重复上述操作，连续反应７个批次，

分别计算转化率与残留酶活。

２　结果与讨论

２．１　３Ｌ罐中高密度发酵产ＤＰＥａｓｅ

　　本实验在３Ｌ发酵罐中考察了重组枯草芽孢杆菌

生长和产酶情况。如图１所示，重组菌在发酵罐中一

直处于稳定的生长阶段，但是重组菌的胞内酶活却呈

现先增加而后趋于稳定的状态，当重组菌发酵３２ｈ后

其胞内酶活基本达到平衡，最高酶活可达４９５Ｕ／ｍｌ。通

过重组菌在３Ｌ罐中高密度发酵，获得了高表达量的

ＤＰＥａｓｅ。

图１　重组菌在３Ｌ罐中的生长和产酶过程

Ｆｉｇ．１　ＯＤ６００ａｎｄＤＰＥａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｉｎｔｈｅ３Ｌｆｅｒｍｅｎｔｏｒ

　　将发酵液稀释到ＯＤ６００为５后，离心，菌体用缓冲液

悬浮均匀后，用超声破碎仪进行细胞破碎，离心取胞内

上清酶液，ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白质电泳（图２）显示，在３３ｋＤａ

处有目的蛋白条带，与理论的ＤＰＥａｓｅ分子质量符合。

２．２　硅藻土海藻酸钠固定化细胞条件的优化

２．２．１　海藻酸钠浓度对固定化细胞的影响　海藻酸

钠浓度影响固定化微球的机械强度、传质速度等，从而

影响固定化细胞的酶活回收率。如图３所示，酶活回

收率随着海藻酸钠浓度的增加呈现先升高后降低的现

象。当海藻酸钠浓度过低时，产生的固定化微球结构

孔径大，机械强度差，在包埋过程中细胞容易流失，导

致酶活回收率低；但是当海藻酸钠浓度过高时，载体材

料溶解困难，推压注射器费力且产生的固定化微球形

状不规则，容易拖尾。综合考虑，当海藻酸钠浓度为

图２　ＤＰＥａｓｅＳＤＳＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＤＰＥａｓｅ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｏｌｕｂｌｅｆｒａｃｔｉｏｎ

２％时，酶活回收率最高，且产生的微球形状规则，机械

强度良好。

图３　海藻酸钠浓度对固定化细胞

酶活回收率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｄｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅａｍｏｕｎｔｏｎ

ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｓ

２．２．２　包埋细胞浓度对固定化细胞的影响　固定化

载体与包埋细胞浓度的比例可能影响酶活回收率。包

埋细胞浓度过高可能超过载体的负荷，导致酶活回收

率降低。如图４所示，固定化细胞的酶活回收率随着

包埋菌体浓度的增加而增加，但是当菌体包埋量大于

５０ｇ／Ｌ时，酶活回收率急剧下降，这时可能载体中的细

胞分子密度过高，位阻效应增加，在固定化过程中部分

细胞从载体中渗透出去，导致酶活回收率降低。所以

选取 ５０ｇ／Ｌ的细胞包埋量作为固定化细胞的最适

条件。

２．２．３　ＣａＣｌ２浓度对固定化细胞的影响　ＣａＣｌ２浓度

５８
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图４　细胞包埋量对固定化细胞酶活回收率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｓ

可能影响固定化微球的硬化效果，浓度过低时微球的

硬化效果差，细胞容易流失，且机械强度差，不利于连

续反应；ＣａＣｌ２浓度过高时形成紧密的网状空间结构，

不利于底物分子的进出，同时由于 ＤＰＥａｓｅ是一种金属

依赖性酶，高浓度的 Ｃａ２＋对 ＤＰＥａｓｅ的活性损失较大，

所以如图５所示，最佳的ＣａＣｌ２硬化浓度为２％。

图５　ＣａＣｌ２浓度对固定化细胞酶活回收率的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣａＣｌ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｓ

２．２．４　硅藻土浓度对固定化细胞的影响　有研究表

明，硅藻土作为改性介质能改善固定化微球的形状结

构，提高其机械强度。如图６所示，当添加１％的硅藻

土时可明显改善固定化细胞的酶活回收率。这可能是

当采用硅藻土海藻酸钠（吸附包埋法）共固定化细胞
时，不仅使细胞固定的更加牢固，防止细胞脱落，同时

硅藻土也可使原本致密的载体结构变得相对疏松，更

加有利于传质和底物分子的进出，加快反应速率。硅

藻土浓度为１％时，酶活回收率为６４％。所以添加１％

的硅藻土作为改性介质共固定化细胞。

图６　硅藻土浓度对固定化细胞酶活回收率的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉａｔｏｍｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｓ

２．３　固定化细胞的酶学性质及操作稳定性研究

２．３．１　固定化细胞最适反应 ｐＨ与温度　在本研究

中，我们考察了游离细胞和固定化细胞的最适反应条

件。如图７ａ所示，在不同ｐＨ的缓冲体系中（ｐＨ６．０～

９．０）测定固定化细胞和游离细胞的 ＤＰＥａｓｅ酶活，以最

高酶活为相对酶活１００％，结果表明游离细胞和固定化

细胞的最适ｐＨ相同，都为８．０；如图７ｂ所示，将游离细

胞和固定化细胞分别在４５～７５℃下反应，测定 ＤＰＥａｓｅ

酶活，结果显示固定化细胞的最适反应温度为７０℃，相

对于游离细胞提高了５℃。

２．３．２　固定化细胞热稳定性和操作稳定性的研究　

固定化细胞与游离细胞相比有较好的操作稳定性和重

复使用性。本实验将固定化微球于５５℃、１００ｒ／ｍｉｎ下

进行连续转化，经过预实验确定反应时间为３ｈ。待一

次反应结束后，去除反应液并测定Ｄ阿洛酮糖转化率，

并用去离子水洗涤３次后加入新鲜的反应液进行下一

批次的转化。如图８所示，固定化细胞的转化率呈现

先增加而后稳定的趋势，这可能是因为在最初的反应

过程中高温使固定化微球出现明显溶胀，增加了微球

与底物的反应面积，有利于加快反应速率。经过连续

反应７个批次，固定化细胞的转化率仍能维持在２８％；

而残留酶活有些许下降，但是仍保持８１％的残留酶活，

这是由于在连续反应过程中机械作用力和高温使微球

发生溶胀，细胞流失而且伴随部分微球出现破裂的现

象导致残留酶活降低。由此可见，固定化细胞显示出

良好的热稳定性和连续转化能力。

６８



２０１８，３８（７） 孙　帆 等：Ｄ阿洛酮糖 ３差向异构酶在枯草芽孢杆菌中的高效表达及固定化细胞研究

图７　固定化细胞与游离细胞的最适ｐＨ（ａ）和最适温度（ｂ）

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨ（ａ）ａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ｂ）ｏｆｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｓａｎｄｆｒｅｅｃｅｌｌｓ

图８　固定化细胞的操作稳定性

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｓ

３　结　论

　　本实验研究了来源于ＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｍＨ１０

的ＤＰＥａｓｅ基因在Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ中的表达情况，通过在３Ｌ

发酵罐中高密度发酵，最高酶活达到４９５Ｕ／ｍｌ，最终得

到一株高产ＤＰＥａｓｅ酶蛋白的菌株。由于 ＤＰＥａｓｅ是一

个胞内酶，破壁得到工业化所需的大量酶液不仅耗时

费力，而且成本较高，相对而言通过固定化细胞生产Ｄ

阿洛酮糖避免了粗酶提取带来的麻烦，同时也提高了

酶的利用率和稳定性。通过对固定化重组 ＤＰＥａｓｅ细

胞的条件优化，结果表明，最优条件为海藻酸钠浓度

２％、细胞包埋量 ５０ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２浓度 ２％、硅藻土浓度

１％。该条件下固定化细胞的酶活回收率可达６４％，连

续转化７个批次后，仍保持２８％的转化率和８１％的残

留酶活，结果表明固定化细胞热稳定性明显提高（游离

酶在５５℃下半衰期为３ｈ），同时具有良好的操作稳定

性，显示该方法有很高的工业应用价值。
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