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摘要：以前期克隆得到的拟除虫菊酯类农药降解基因ｅｓｔＡ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＤＱ９０６１４３）为出发基因，构
建表达系统，获得可溶性融合蛋白，并通过优化诱导表达条件，获得具有实际应用价值的相关应用
参数。结果表明，成功构建了重组表达载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ并转化至宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３），获得酯
酶ｅｓｔＡ基因诱导表达系统；通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳、以α－乙酸萘酯为底物的酶活性检测及

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ方法，确认外源蛋白ＥｓｔＡ在大肠杆菌宿主菌中成功表达并具有酯酶活性。重组基因
工程菌可溶性原核表达诱导条件的优化试验表明，其最佳诱导表达条件是：Ｃａ２＋浓度１．０ｍｍｏｌ／Ｌ、诱
导初始ＯＤ６００值０．７、诱导剂ＩＰＴＧ浓度０．１ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导初始ｐＨ值７、诱导温度２６℃、诱导时间

１７．５ｈ，优化后的酯酶活性（９２．０３Ｕ／ｍｇ）较优化前（４４．６４Ｕ／ｍｇ）提高了１倍多。
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　　拟除虫菊酯类农药是目前生产中广泛使用的有
机农药之一。由于其具有高效、低残留和中等毒性
的优势，取代了有机氯、有机磷和氨基甲酸酯类农

药，于２０世纪７０－８０年代迅速崛起［１］。我国农业

生产对拟除虫菊酯类农药的依赖程度与日俱增，其
直接结果是导致由该农药残留所引起的环境问题日

益严重，因此，拟除虫菊酯类农药的生物降解已成为
环境生物技术领域的研究热点。目前，国内外已报
道的研究多集中于农药降解微生物的筛选和工程菌

株的构建，而关于降解酶方面的研究较少。本实验
室（中国农业科学院研究生院生物化学实验室）前期
克隆了可降解拟除虫菊酯类农药的酯酶基因ｅｓｔＡ，

本研究拟通过构建其可溶性表达系统，直接获取可
溶性目的蛋白，并摸索出其最佳诱导表达条件，对后
期获得具有实际应用价值的基因工程酶产品和相关

生产应用参数具有重要意义和价值。

１　材料和方法

１．１　主要材料与试剂

１．１．１　 菌株和质粒 　 大肠杆菌ＪＭ１１０、ＢＬ２１
（ＤＥ３）和质粒载体ｐＥＴ－ｅｓｔＡ为本实验室保存；克
隆载体ｐＧＥＭ－Ｔ购自天根公司；表达载体ｐＭａｌ－
ｃ２Ｘ由华大基因公司刘国正教授馈赠。

１．１．２　主要试剂　质粒提取试剂盒购自ＯＭＥＧＡ
公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒购自博迈德生物公司；

限制性内切酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、

Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶购自ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接
酶购自天根公司；抗ＥｓｔＡ多克隆抗血清由北京华
大蛋白质研发中心有限公司合成；辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记山羊抗兔ＩｇＧ购自北京文成变异化学
研究室；ＩＰＴＧ、辣根显色剂（ＤＡＢ）购自Ｓｉｇｍａ公
司；α－萘酚、α－乙酸萘酯、固兰Ｂ盐购自中国医药集
团上海化学试剂有限公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购
自Ａｍｒｅｓｃｏ公司。

１．２　试验方法

１．２．１　ｅｓｔＡ基因的ＰＣＲ扩增　在ＧｅｎＢａｎｋ中获得

ｅｓｔＡ基因的全长序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＤＱ９０６１４３），设
计ＰＣＲ引物时，在引物５′端引入ＸｂａⅠ酶切位点，３′端
引入 ＨｉｎｄⅢ酶 切 位 点。ｅｓｔＡ－Ｆ：ＴＣＴＡＧＡＡＴ－
ＧＧＧＴＧＴＧＴＡＴＧＡＣＴＡＣＡＡＧＡＡＣＴＴＣＧ；ｅｓｔＡ－
Ｒ：ＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＧＣＧＡＴＣＡＣＡＡＴＴＣＣＡＴＣＧ。

以含ｅｓｔＡ 基因的ｐＥＴ－ｅｓｔＡ质粒为模板进行

ＰＣＲ 扩增。ＰＣＲ 扩增条件如下：９４ ℃ 预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５８℃退火４５ｓ，７２℃延伸

２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ　２０μＬ
反应体系如下：灭菌二次纯水１５．４μＬ、ｐＥＴ－ｅｓｔＡ
质粒１μＬ、１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ（含２０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｍｇ

２＋）

２μＬ、ｄＮＴＰ（１０ ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４ μＬ、正 向 引 物
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ、反向引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ、

Ｔａｑ酶（２．５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，阴性对照将ｐＥＴ－ｅｓｔＡ质粒
替换为灭菌的二次纯水。ＰＣＲ扩增完成后，用１％琼脂
糖凝胶电泳检验。

１．２．２　ｅｓｔＡ基因的克隆及鉴定　将ｅｓｔＡ基因的ＰＣＲ
产物回收纯化，与ｐＧＥＭ－Ｔ载体在４℃下连接过夜，转
化至大肠杆菌ＪＭ１１０感受态细胞并进行蓝白斑筛选。

经ＰＣＲ及限制性内切酶ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定
后，阳性克隆送公司测序。

１．２．３　表达载体的构建与鉴定　回收测序正确的克
隆载体（ｐＧＥＭ－Ｔ－ｅｓｔＡ）的双酶切产物（ｅｓｔＡ 基因片
段），与经同样双酶切处理的ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ载体用Ｔ４ＤＮＡ
连接酶连接，转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），蓝白斑筛选
后，经ＰＣＲ及限制性内切酶ＸｂａⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴
定。

１．２．４　ｅｓｔＡ基因的诱导表达　挑取鉴定正确的重组
菌株（含ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ）及空载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ菌株，接
种于含有氨苄青霉素（Ａｍｐ，１００ｍｇ／Ｌ）的ＬＢ液体培养
基中，２００ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下培养过夜；以１％的接种
量接种于含Ａｍｐ（１００ｍｇ／Ｌ）的新鲜ＬＢ液体培养基

中，２００ｒ／ｍｉｎ、３７℃条件下摇菌培养；待菌液ＯＤ６００达

到０．４时，取１ｍＬ菌液于ＥＰ管中，余下菌液加入

ＩＰＴＧ，使ＩＰＴＧ终浓度分别达到０．１、０．３、０．５、０．８
ｍｍｏｌ／Ｌ，２００ｒ／ｍｉｎ、１８℃条件下进行诱导表达；２０ｈ
后，取１ｍＬ菌液于ＥＰ管中，连同诱导前样品，经处理
后用于ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ分析　蛋白经１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳分离后进行电转膜，以１∶５００的抗ＥｓｔＡ多克隆
抗血清为一抗，１∶１　０００ＨＲＰ标记山羊抗兔ＩｇＧ为二
抗，采用ＤＡＢ显色３～１０ｍｉｎ。

１．２．６　重组质粒工程菌诱导表达产物的可溶性检测
及粗酶液的制备　按１．２．４方法进行培养，试验分为３
组，分别为空载体对照组（ＣＫ）、试验组１、试验组２；诱
导时，３组试验菌液中均加入ＩＰＴＧ，终浓度为０．３
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ｍｍｏｌ／Ｌ；另外，试验组２加入ＣａＣｌ２，Ｃａ２＋终浓度为１．０
ｍｍｏｌ／Ｌ；２００ｒ／ｍｉｎ、１８℃下诱导表达２０ｈ；将各组菌液
的ＯＤ６００调整为１．０，各取１ｍＬ于ＥＰ管中，连同诱导
前样品，经处理后用于ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

各组量取调整ＯＤ６００后的菌液５０ｍＬ，４℃、１２　０００
ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集菌体，用灭菌的一次纯水清洗
菌体２次；向菌体沉淀加入５ｍＬ缓冲液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ，２００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，ｐＨ值７．４），重悬菌体，

－２０℃冷冻过夜；冰水浴中解冻菌体，用超声探头破碎

３ｓ，间隔１７ｓ，全程３０ｍｉｎ；破碎后，４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ，取上清（即为粗酶液）用于酯酶活性的检
测；另细胞破碎后的上清和沉淀分别留样，经处理后，

用于ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。

１．２．７　各因素对融合蛋白可溶性诱导表达的影响

１．２．７．１　Ｃａ２＋浓度　待各组菌液初始ＯＤ６００达到０．５
时，加入ＩＰＴＧ，终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ；各重组质粒工程
菌试验组加入ＣａＣｌ２，使Ｃａ２＋终浓度分别达到０、０．５、

１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＫ不加ＣａＣｌ２；试验组
及ＣＫ诱导初始ｐＨ值为７；２００ｒ／ｍｉｎ、１８℃条件下诱

导表达２０ｈ；测定各组终末ＯＤ６００并调整至１．５～１．７；

按１．２．６中的方法制备粗酶液，测定粗酶液中蛋白
质含量及酯酶活性。

１．２．７．２　初始 ＯＤ６００　待各重组质粒工程菌试验
组初始ＯＤ６００分别达到０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９、

１．０时，加入ＩＰＴＧ进行诱导；根据１．２．７．１结果设
置Ｃａ２＋浓度，其余步骤及ＣＫ设置同上。

１．２．７．３　ＩＰＴＧ浓度　重组质粒工程菌试验组中
加入ＩＰＴＧ，使ＩＰＴＧ 终浓度分别达到０．１、０．３、

０．５、０．７、０．９、１．１、１．３ｍｍｏｌ／Ｌ；根据１．２．７．２结果
设置初始ＯＤ６００，其余步骤及ＣＫ设置同上。

１．２．７．４　初始诱导ｐＨ值　将重组质粒工程菌试验组诱
导初始ｐＨ值分别调至４、５、６、７、８、９、１０；根据１．２．７．３结
果设置ＩＰＴＧ浓度，其余步骤及ＣＫ设置同上。

１．２．７．５　温度和时间　按表１进行不同温度及不
同时间条件下的诱导表达，其中重组质粒工程菌试
验组初始诱导ｐＨ值的设置参照１．２．７．４结果，ＣＫ
在不同温度条件下均表达最长时间，其余步骤及设
置同上。

表１　诱导表达的温度及时间

温度／℃
重组质粒试验组诱导时间／ｈ

１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７
空载体诱导
时间／ｈ

１５　 ０　 ３　 ９　 １５　 ２１　 ２７　 ３３　 ３３

１８　 ０　 ４　 １２　 ２０　 ２８　 ３６　 ４４　 ４４

２２　 ０　 ３　 ９　 １５　 ２１　 ２７　 ３３　 ３３

２６　 ０　 ２．５　 ７．５　 １２．５　 １７．５　 ２２．５　 ２７．５　 ２７．５

３０　 ０　 １．５　 ３　 ４．５　 ６　 ７．５　 ９　 ９

３４　 ０　 １　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ６

３８　 ０　 １　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ６

　注：不同温度下重组质粒试验组根据诱导时间不同均设７个处理，分别以１～７编号。

１．２．８　粗酶液中蛋白质含量及酯酶活性测定方法

１．２．８．１　蛋白质标准曲线及α－萘酚标准曲线的绘

制　蛋白质标准曲线的绘制，参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ［２］的方

法，用 ＢＳＡ 制作。将不同浓度的α－萘酚溶液于

２５℃水浴中反应２０ｍｉｎ后，加入显色液，在分光光

度计上测定 ＯＤ６００，以浓度为横坐标，ＯＤ６００值为纵

坐标作图，得α－萘酚标准曲线。

１．２．８．２　粗酶液中蛋白质含量及酯酶活性的测定

　在试管中加入α－乙酸萘酯（３×１０－４　ｍｏｌ／Ｌ）底物

后，置于２５℃平衡５ｍｉｎ；加入粗酶液（空白组以缓

冲液代替），置于２５℃反应２０ｍｉｎ；加入显色液，终

止反应并显色；１０ｍｉｎ后，待出现稳定的蓝绿色，在

分光光度计上测定 ＯＤ６００，重复３次，取平均值，对

照α－萘酚标准曲线即可得到产生α－萘酚的量。对

照蛋白质标准曲线测定粗酶液中蛋白质含量后，计

算酯酶的活性。定义１Ｕ为特定条件下，单位时间
（１ｍｉｎ）内粗酶液与底物反应产生１μｇα－萘酚；以

比活力即单位时间（１ｍｉｎ）内单位质量（１ｍｇ）酶蛋

白所对应的反应产物增加量表示各诱导条件下的酶

活性（Ｕ／ｍｇ）。

２　结果与分析

２．１　ｅｓｔＡ基因的扩增结果

以ｐＥＴ－ｅｓｔＡ质粒为模板，用正、反义引物（ｅｓ－
ｔＡ－Ｆ／ｅｓｔＡ－Ｒ）扩增出１条约１　８００ｂｐ的条带（图

１），与预期大小相一致。
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Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲ产物

图１　ｅｓｔＡ片段的ＰＣＲ结果

２．２　重组表达质粒的鉴定

如图２所示，重组质粒ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ经Ｈｉｎｄ

Ⅲ单酶切后发生线性化，经ＨｉｎｄⅢ、ＸｂａⅠ双酶切

后，产生约１　８００ｂｐ的条带；且ＰＣＲ验证也获得约

１　８００ｂｐ的条带。测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中ｅｓｔＡ基

因的全长序列（登录号：ＤＱ９０６１４３）相符。

Ｍ．Ｌａｍｂｄａ／ＤＮＡ　ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ；１．ＨｉｎｄⅢ和
ＸｂａⅠ双酶切；２．ＨｉｎｄⅢ单酶切；３．菌液ＰＣＲ验证

图２　重组ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ质粒的酶切及ＰＣＲ验证结果

２．３　ｅｓｔＡ基因在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中的表达和

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定
含 重 组 质 粒 ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ 的 宿 主 菌 经

２０ｈ的诱导表达，在不同浓度的ＩＰＴＧ诱导下，均表
达出分子量约１０７．１ｋＤ的融合蛋白（图３）。Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１－７．ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测结果；８－１１．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果；１、９．空载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ未诱导全蛋白；２、８．空
载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ诱导２０ｈ全蛋白；３、１１．重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ质粒未诱导全蛋白；４－７．重组载体ｐＭａｌ－２Ｘ－ｅｓｔＡ诱
导２０ｈ全蛋白（ＩＰＴＧ浓度分别为０．１、０．３、０．５、０．８ｍｍｏｌ／Ｌ）；１０．重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ诱导２０ｈ全蛋白

图３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ表达的融合蛋白

ｂｌｏｔ结果显示，诱导产生的重组ＥｓｔＡ蛋白可以与
其抗体结合，约在１１０ｋＤ处出现阳性条带；而空载
体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ未诱导全蛋白、空载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ诱导

２０ｈ全蛋白和重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ质粒未诱
导全蛋白均没有出现目的条带。说明大肠杆菌细胞
成功表达 ＭＢＰ－ＥｓｔＡ融合蛋白。

２．４　重组质粒工程菌诱导表达产物的可溶性检测
菌体全蛋白及菌体细胞破碎后的上清和沉淀分

别经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，如图４所示，虽在沉淀中有
目的蛋白存在，但破壁上清液中也含有目的蛋白，表
明该融合蛋白可存在于细胞液中，具有一定的可溶
性。如图５所示，与空白组相比较，对照组（空载体

ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ）的细胞上清液未出现明显的变化，表明

空载体未表达具有酯酶活性的目的蛋白；试验组１
（未加Ｃａ２＋）、试验组２（加Ｃａ２＋）细胞上清液颜色均
发生明显变化，证明粗酶液具有酯酶活性，再次验证
了其可能含有可溶性目的蛋白且该目的蛋白具有酯

酶活性。

２．５　各因素对融合蛋白可溶性诱导表达的影响

２．５．１　Ｃａ２＋浓度　如图６所示，当Ｃａ２＋浓度达到

１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，酯酶活性最大，为４４．６４Ｕ／ｍｇ；不加
入Ｃａ２＋时，诱导产生的目的蛋白仍具有酯酶活性，但

与前者相比，活性降低，证明Ｃａ２＋的存在可以促进目

的蛋白的可溶性表达。菌体生长受Ｃａ２＋浓度的影
响，随着Ｃａ２＋浓度的上升，其对菌体生长的抑制作用

加大，Ｃａ２＋浓度与菌体生长之间呈负相关关系。
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１－３依次为空载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ未诱导全蛋白、空载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ诱导２０ｈ全蛋白、空载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ诱导２０ｈ破壁粗酶液；
４－７依次为重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ未诱导全蛋白、重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ加Ｃａ２＋诱导２０ｈ全蛋白、

重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ加Ｃａ２＋诱导２０ｈ破壁粗酶液、重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ加Ｃａ２＋诱导２０ｈ破壁后胞内沉淀；
８－１１依次为重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ未诱导全蛋白、重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ未加Ｃａ２＋诱导２０ｈ全蛋白、

重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ未加Ｃａ２＋诱导２０ｈ破壁粗酶液、重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ
未加Ｃａ２＋诱导２０ｈ破壁后胞内沉淀；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ

图４　重组菌ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ诱导表达产物的可溶性检测

空白组．以缓冲液替代粗酶液；对照组．空载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ诱导２０ｈ破壁粗酶液；
试验组１．重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ未加Ｃａ２＋诱导２０ｈ破壁粗酶液；
试验组２．重组载体ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ加Ｃａ２＋诱导２０ｈ破壁粗酶液

图５　重组菌ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ－ｅｓｔＡ诱导表达产物的酶活性检测

图６　Ｃａ２＋浓度对ＥｓｔＡ酯酶活性及菌体生长情况的影响
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２．５．２　初始ＯＤ６００　如图７所示，当初始 ＯＤ６００达
到０．７时，酯酶活性最大，为４８．４７Ｕ／ｍｇ；当初始

ＯＤ６００较小（ＯＤ６００＝０．４）或较大（ＯＤ６００＝１．０）时，诱
导产生目的蛋白的酯酶活性与前者相比有所下降。
菌体生长受初始 ＯＤ６００的影响，在诱导时间相同的
情况下，随着初始ＯＤ６００的上升，其对菌体生长的促
进作用加大，两者呈正相关关系。

２．５．３　ＩＰＴＧ浓度　如图８所示，当ＩＰＴＧ浓度为

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时，诱导产生目的蛋白的酯酶活性最
大，为５４．８６Ｕ／ｍｇ，之后随着ＩＰＴＧ浓度的增加酯
酶活性呈现下降趋势，说明低浓度的诱导剂可能对
目的蛋白的可溶性表达具有促进作用。菌体生长受

ＩＰＴＧ浓度的影响较小，随着浓度的上升，其对菌体
生长呈现略微抑制作用，ＩＰＴＧ浓度与菌体生长情
况之间呈微弱负相关关系。总体来说，ＩＰＴＧ浓度
在０．１～０．３时，酯酶活性较高。

图７　诱导初始ＯＤ６００对ＥｓｔＡ酯酶活性及菌体生长情况的影响

图８　诱导剂ＩＰＴＧ对ＥｓｔＡ酯酶活性及菌体生长情况的影响

２．５．４　初始ｐＨ值　如图９所示，当诱导初始ｐＨ
值达到７时，酯酶活性最大，为５２．３４Ｕ／ｍｇ；当诱
导初始ｐＨ值较大（１０）或较小（４、５）时，诱导产生的
目的蛋白其酯酶活性与前者相比有所下降。菌体生
长受诱导初始ｐＨ 值的影响，随着初始ｐＨ 值的上
升，菌体生长呈抛物线趋势，中性及弱碱性环境较适
合菌体生长。

２．５．５　温度及时间　如图１０所示，在２６℃下诱导

１７．５ｈ左右，酯酶蛋白ＥｓｔＡ可溶性表达的效果最
好，酶活性为９２．０３Ｕ／ｍｇ，温度较高或较低都会影
响其表达效果。各温度下，达到最佳诱导状态的时
间不同，３８、３４、３０、２６、２２、１８、１５℃下，最佳诱导时间
分别为３、４、７．５、１７．５、１５、２０、１５ｈ，整体来看，随着温
度的下降，达到最佳诱导状态的时间增长。从菌体生
长情况来看，在各温度下的最佳诱导时间时，菌体生
长情况大致相同，ＯＤ６００基本维持在１．４～１．６。
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图９　诱导初始ｐＨ值对ＥｓｔＡ酯酶活性及菌体生长情况的影响

图１０　不同温度下不同诱导时间对ＥｓｔＡ酯酶活性及菌体生长情况的影响

３　讨论
微生物降解的实质是酶促降解，微生物体内存在

各种酶，其具有专一选择性；其中，酯酶能够作用于拟
除虫菊酯类农药的酯键部位使酯键断裂。
本试验将酯酶基因ｅｓｔＡ连于ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ载体，该载

体采用ｔａｃ启动子，与Ｔ７启动子相比，强度较低，可使
诱导过程具有与表达能力相匹配的翻译速度［３］。该载
体所采用的融合蛋白标签麦芽糖结合蛋白（ＭＢＰ），是
用于可溶性融合表达的最佳标签蛋白之一［４］，因外源
蛋白与溶解性好的蛋白融合表达，可避免融合蛋白聚

集形成包涵体［３］。
通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳、酶活性检测及 Ｗｅｓ－

ｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ，确认酯酶ＥｓｔＡ在宿主菌中成功表达。据文
献报道［５］及本实验室前期复性试验结果显示，某些酶
的正确折叠和空间结构的稳定性需Ｃａ２＋参与。本试验
中，重组载体在无Ｃａ２＋参与诱导的情况下也能表达出
具有酯酶活性的融合蛋白。这可能与外源蛋白ＥｓｔＡ　Ｃ
端结构域的２４７个氨基酸残基有关，该结构域主要由
重复的ＲＴＸ构成，充当了ＥｓｔＡ蛋白的分子内伴侣，参
与蛋白质的正确折叠［６］；因而推断，使用ｐＭａｌ－ｃ２Ｘ系
列载体，在可溶性蛋白标签的共同作用下，外源蛋白正
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确形成分子内伴侣，促使其在无Ｃａ２＋参与的情况下也
能进行可溶性表达即正确折叠并表现出蛋白活性。融
合蛋白虽能成功诱导表达，但从凝胶电泳的结果来看，
可溶性蛋白的含量较低，需进一步优化诱导条件。
影响重组大肠杆菌诱导表达的培养条件有很多，

本试验就不同的Ｃａ２＋浓度、诱导初始ＯＤ６００、诱导剂浓
度、诱导ｐＨ值、诱导温度、诱导时间，进行单因素诱导
表达条件的优化。
温度对工程菌的生长及诱导效果影响很大。温度

较高时，外源蛋白大量表达，极易影响菌体对蛋白的正
确折叠，从而导致包涵体的形成，因此，降低温度将更
有利于可溶性蛋白的合成［７］。热休克蛋白在外源蛋白
诱导表达的同时随之产生，低温下其活性降低，可大大
减弱外源蛋白在菌体内的降解［８－９］。降低培养温度虽
然使得重组蛋白有更充分的时间折叠，利于其可溶性
表达，但在低温下，促进外源蛋白空间折叠的大肠杆菌
伴侣蛋白活力下降，例如ＧｒｏＥＬ／ＥＳ，在１２℃下的活力
较３０℃时下降７０％［１０］。由此推测，本试验中，当温度
低于２６℃时，加之培养基中金属离子Ｃａ２＋对菌体生长
的抑制作用，菌体内伴侣蛋白活性下降，导致可溶性蛋
白合成随之减弱。因此，优化得到的２６℃诱导温度既
能使外源蛋白具有充分时间折叠成正确的空间结构，
同时维持了大肠杆菌分子伴侣蛋白的较高活性，促进
目的蛋白的可溶性表达。
最佳诱导表达时间与诱导温度密切相关。就具体

某一温度单独来看，诱导初始，菌体内可溶性蛋白处于
一个持续积累的过程；但随着时间的延长，加之菌体内
聚集的外源蛋白开始对其产生“毒害”作用，菌体出现
老化、死亡，这些聚集在菌体内的外源蛋白也随之降
解，酯酶活性下降。所以，诱导时间过短或者过长，都
会影响可溶性外源蛋白在菌体内的积累。

Ｃａ２＋的添加对酯酶的可溶性表达影响较大。从试
验结果来看，虽然１．０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｃａ２＋使菌体生长受到抑
制，但较未添加Ｃａ２＋的试验组，其酯酶活性有显著提
升，这可能与Ｃａ２＋在酯酶空间结构的正确折叠及保持
蛋白稳定性上所发挥的作用密不可分。
诱导剂浓度对目的蛋白的产量也有影响。从试验

结果来看，最佳的ＩＰＴＧ浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，随着其浓
度的增加，菌体生长略微受到抑制，酯酶活性有所下
降，这可能与ＩＰＴＧ本身具有“毒性”有关：ＩＰＴＧ存在
时，携带含有强启动子重组质粒的菌体将会调动其体
内所有资源用于外源蛋白的合成而忽略维持菌体自身

生长的需求［１１］，因而较高浓度的ＩＰＴＧ虽可使外源蛋
白高水平表达，但容易造成菌体自身资源的过度消耗，
导致菌体生长受到抑制；以及造成包涵体形成，使可溶
性表达下降。

诱导初始ＯＤ６００对酯酶诱导表达的影响也较为明
显。本试验中ＯＤ６００＝０．７时，菌体处于指数生长期后
期，生命活动旺盛。由于外源基因的表达受强启动子
驱动，诱导表达时会对菌体造成很大的负担，因此，若
在ＯＤ６００较低时表达，菌体自身资源几乎全部用于外源
蛋白的表达［１１］，在菌体量较少的情况下自身生长受到
严重影响，能获得的蛋白表达量便随之减少；若在
ＯＤ６００较高时表达，虽可获得高产量的表达产物，但细胞
表达外源蛋白的时间减少，获得的外源蛋白总量并未
增多［１２］。
培养基的ｐＨ值也会影响可溶性蛋白的表达，最

佳ｐＨ值随菌体和重组蛋白的特点不同而不同。当

ｐＨ值与重组蛋白等电点相差较大时，表达的蛋白产物
不易形成包涵体。李会成等［１３］研究发现，基因工程菌
细胞生长的最佳ｐＨ值为６．８～７．４，基因表达的最佳

ｐＨ值为６．０～６．５。虽然本试验所用的培养基中含有
Ｃａ２＋，但探讨的最佳诱导ｐＨ值（６．０～７．０）与其基本
相符。
对于每一类蛋白的表达有不止一种的表达系统及表

达条件可以选择，因此，选择最佳的一组表达系统和表达
条件对于研究者获得所需要的表达产物是至关重要的。
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