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D-阿洛酮糖 3-差向异构酶在大肠杆菌内的高
效可溶性表达及发酵条件研究

李秋凤1，陈　静2，赵婧邑1，韦　欣1，王志琦1，刘继栋1, *

（1.广西大学轻工与食品工程学院，广西南宁 530004；
2.广西农业科学院/广西南亚热带农业科学研究所，广西崇左 532415）

摘　要：将来源于 Clostridium bolteae ATCCBAA-613 的 DAEase 基因序列经密码子优化合成，以 pCold TF 为表达

载体，冷休克启动子 CspA 低温诱导 DAEase 基因在大肠杆菌（Escherichia coli）BL21 （DE3）中表达，得到高效

可溶性的重组 Cb-DAEase 并利用镍柱亲和层析分离纯化。结果表明，Cb-DAEase 最适 pH 和温度为 7.0 和 55 ℃，Co2+

能够显著（P<0.05）增强酶活力。对培养条件进行优化得到，在 7 g/L 甘油、10 g/L 酵母膏、1% 接种量、0.25 mmol/L
IPTG、诱导前培养 5 h 的条件下，Cb-DAEase 活力达到（10.11±0.02）U/g，比优化前 (1.38±0.01)  U/g 提高了

7.33 倍；以 120 g/L 的 D-果糖为底物全细胞催化 0.5 h 后，D-阿洛酮糖产量为（11.47±0.04）g/L，比优化前

（1.03±0.02）g/L 提高了 11.14 倍。基于冷休克表达策略构建的重组菌经发酵优化后 Cb-DAEase 活力显著

（P<0.05）提高，为高效制备 D-阿洛酮糖提供了理论支持。
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Abstract： The DAEase gene  sequence  derived  from Clostridium  bolteae ATCCBAA-613  was  synthesized  by  codon
optimization.  Using  pCold  TF  as  the  expression  vector,  the  cold-shock  promoter  CspA  induced  the  expression  of  the
DAEase gene in Escherichia coli BL21(DE3) at  low temperature.  Then,  the highly soluble  recombinant  Cb-DAEase was
obtained and purified by Ni-chelating affinity chromatography. Results  showed that,  the Cb-DAEase exhibited maximum
activity at pH7.0 and 55 ℃. Additionally, the Cb-DAEase showed different sensitivities to the various metal ions when Co2+

was able to significantly (P<0.05) enhance its enzyme activity. The optimum fermentation conditions were determined as
follows, 7 g/L glycerol, 10 g/L yeast extract, 1% inoculation volume, 0.25 mmol/L IPTG inducer, and incubation 5 h before
the induction. Eventually, the secretion level of Cb-DAEase reached (10.11±0.02) U/g, which was 7.33-fold higher than that
control  (1.38±0.01)  U/g.  Through  optimizing  conditions,  D-allulose  was  produced  effectively  by  the  whole-cell
biotransformation system when 120 g/L D-fructose was used as the substrate for 0.5 h, the yield reached (11.47±0.04) g/L,
which was 11.14-fold higher than that control (1.03±0.02) g/L. Overall, the recombinant strain constructed based on cold-  
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shock  expression  increased  significantly  (P<0.05)  Cb-DAEase  activity  after  fermentation  optimization,  which  would
provide a theoretical basis for the efficient preparation of D-allulose.

Key words：D-allulose  3-epimerase；Escherichia  coli；cold-shock；soluble  expression；enzymatic  properties； fermentation

optimization

 

近年来，D-阿洛酮糖由于其多种生理功能而受

到越来越多的关注，可作为抗癌剂、有效免疫抑制剂

以及抗氧化剂，市场潜力巨大，目前针对化工合成法

纯化复杂、伴有副产物产生的缺点，生物合成法生产

D-阿洛酮糖具有良好的应用前景[1]。D-阿洛酮糖 3-
差向异构酶（D-allulose 3-epimerase，DAEase）是催

化 D-果糖和 D-阿洛酮糖进行可逆反应的异构化

酶[1]。近年来，陆续有不同来源 DAEase 在不同宿主

中表达的报道[2−4]。其中，Wei 等[2] 在枯草芽孢杆菌

中成功表达了来自 Clostridium  bolteae 和 Dorea
sp.的两个 DAEase 基因，并通过启动子强度优化将

DAEase 的产量提高约 20%。然而在枯草芽孢杆菌

表达系统中，重组质粒具有不稳定性，在大规模生产

中容易丢失或发生结构改变，不利于相关的基因表达

和调控研究[5]。酿酒酵母作为食品级微生物，Juneja
等[4] 在酿酒酵母中成功表达了 DAEase，在 55 ℃ 时

将 D-果糖转化为 D-阿洛酮糖的转化率为 26.6%。

然而在酵母表达系统中，外源蛋白易于糖基化及发酵

过程中产生乙醇，并会导致目标蛋白产量下降[5]。

与其它宿主相比，大肠杆菌具有外源基因表达

效率高、蛋白分泌量大和基因操作简单等优点[5−6]。

Zhang 等[7] 使用重组大肠杆菌表达来源于 Dorea sp.
CAG317 的 DAEase，在 pH6.0 的酸性条件下酶活性

最高，达到了 803 U/mg；Park 等[8] 在重组大肠杆菌

中成功表达了来自 Agrobacterium  tumefaciens 的

DAEase 双位点突变体（ I33L/S213C），培养 24  h
后重组大肠杆菌中 DAEase 和粗蛋白的表达量分别

为 8.6% 和 37.0%（w/w）。目前大肠杆菌表达系统主

要存在的问题是蛋白易发生错误折叠而形成不溶性

包涵体，导致产量偏低[9]。将包涵体通过树脂和凝胶

色谱分离纯化耗时耗力，且复性过程易造成肽链间的

错误折叠[10]；此外，蛋白质的正确折叠需在基因表达

速率和蛋白溶解度之间达到平衡，基因操作难度

大[11]。尽管 Tseng 等[12] 将 α-突触核蛋白酸性尾部

衍生的肽段与 Agrobacterium sp.  ATCC31749 的

DAEase 融合，其在大肠杆菌中的可溶性表达增加了

1.57 倍，但酶的分离纯化步骤却较为繁琐，不利于生

产应用。

据报道，温度会影响蛋白质的合成速率、折叠动

力学和蛋白质降解的疏水作用[13]，低温会为蛋白质折

叠提供充足时间[14]。闫真等[15] 发现，在 17 ℃ 下诱

导表达的重组酶比活明显高于 37 ℃ 下诱导表达的

比活，说明低温有利于提高可溶性蛋白的产量。低温

可以降低包涵体的数量，然而低温下菌体生长缓慢会

导致单位时间的表达水平降低[16]。CspA 是 37 ℃

时处于抑制状态的冷休克蛋白，在低温（15 ℃）下会

被激活诱导重组蛋白表达[17]。包含 CspA 启动子的

pCold-TF 是一种融合冷休克表达载体，目标基因被

冷激诱导表达之前，细菌可在 37 ℃ 快速生长；另外，

TF 分子伴侣可以作为可溶性融合标签表达，防止蛋

白质在密集细胞环境中发生错误折叠和聚集，与蛋白

质结合从而使其稳定折叠，并在发挥作用后自行离开

目的蛋白，有利于后续的分离纯化[17]。因此，为了提

高 DAEase 的产量，本文选择冷休克表达质粒 pCold
TF 作为表达载体，以实现 DAEase 在大肠杆菌表达

系统内的高效可溶性表达，并对全细胞催化 D-果糖

生产 D-阿洛酮糖的条件进行优化，为其高效工业化

生产提供理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

T4 DNA 连接酶、SDS-PAGE 变性丙烯酰胺凝

胶快速制备试剂盒、5×蛋白加样缓冲液、Real Band
蛋白预染 Marker、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）、

氨苄青霉素（Amp）　生工生物工程（上海）股份有限

公司（Sangon Biotech）；限制性核酸内切酶 EcoR Ⅰ、

Hind Ⅲ　TaKaRa 公司；Ni Seoharose 6 Fsat Flow 蛋

白纯化树脂　美国 GE 公司；D-阿洛酮糖标品（99%）

色谱纯　Sigma 公司；其他试剂　均为国产分析纯；

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α、BL21 （DE3）感受

态细胞、冷休克表达载体 pCold TF　由本实验室

保存；引物合成和核酸测序　由生工生物工程（上

海）股份有限公司完成；LB 培养基：10 g/L 蛋白胨、

10 g/L 氯化钠和 5 g/L 酵母提取物，pH7.2，121 ℃ 灭菌

20 min，用于大肠杆菌的培养。

GR85DP 型高压灭菌锅　智微（厦门）仪器有限

公司；Power PacTM Basic 型蛋白电泳仪　美国伯乐

（BIO-RAD）公司；T100 Thermal Cycler 型 PCR 仪　

美国伯乐（BIO-RAD）公司；Waters 2595 型高效液相

色谱仪　美国沃特世（Waters）公司；722N 可见分光

光度计　上海仪电分析仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   重组质粒的构建　在 NCBI 数据库上筛选得

到来源于 C.  bolteae ATCCBAA-613 的 DAEase 基

因序列，对其进行了针对 E. coli 中表达的密码子的

优化[18]，在 C 端加上 6×His 标签，同时在基因序列

的 5'端与 3'端分别引入 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ 酶切位

点，将优化后的基因序列交由上海生工生物公司合

成，连接至载体 PUC57 上。将优化合成的 DAEase
基因用 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切，并与经同样酶切
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的 pCold TF 载体在 T4 连接酶的介导下连接，将其

转化至 E. coli DH5α 感受态细胞中，37 ℃ 培养过

夜[19]。次日挑取单克隆于 LB 培养基（含 100 μg/mL
Amp）中，37 ℃、200  r/min 培养 12  h，提取质粒，

EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定目的基因的插入，并

送测序。经测序验证后，将构建正确的重组质粒命名

为 pCold TF-Cb-DAE。 

1.2.2   pCold TF-Cb-DAE 重组质粒诱导表达　将重

组质粒 pCold TF-Cb-DAE 转入到大肠杆菌 E. coli
BL21 （DE3）中，37 ℃ 过夜培养后，取 1% 的种子液

接种于 50 mL LB 培养基（含 100 μg/mL Amp），37 ℃
下 200 r/min 振荡培养至生物量 OD600 约为 0.6~0.8，
加入 0.25 mmol/L IPTG，15 ℃ 下 200 r/min 低温诱

导培养，24 h 后收集菌液离心，用 15 mL 1× PBS 缓

冲液悬浮菌体，经超声波细胞破壁后的上清液及沉淀

经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium
dodecyl  sulfate-polyacrylamide  gel  electrophoresis,
SDS-PAGE）鉴定，分析菌体中目的蛋白的表达情况。 

1.2.3   Cb-DAEase 的纯化　重组菌株经摇瓶培养

24 h 后，收集上清液用于蛋白质纯化。上清液中存

在大量的杂蛋白质，使用 Ni Seoharose 6 Fast Flow
蛋白纯化树脂对其进行纯化，可以得到高纯度的目

的蛋白 [20]。采用梯度洗脱法（咪唑浓度 20、50、
500 mmol/L），低浓度咪唑洗脱液洗脱杂蛋白，高浓

度咪唑洗脱液洗脱目的蛋白，SDS-PAGE 检测纯化

效果[21]。 

1.2.4   Cb-DAEase 的酶学性质　为进一步验证目的

蛋白是否可以催化合成 D-阿洛酮糖，以 50 g/L D-果
糖为底物测酶活力，加入适量纯化的 Cb-DAEase 和

1  mmol/L 的 Co2+，在 55 ℃ 和 pH  7.0 条件下催化

10 min 后，立即沸水浴 10 min 以终止反应，反应终

止液用 0.22  μm 滤膜过滤后，通过高效液相色谱

（high performance liquid chromatography，HPLC）检

测 D-阿洛酮糖的合成，酶活定义为：每分钟产生

1 μmol 的 D-阿洛酮糖所需的酶量是 1 U。检测条

件：Waters  2595 型液相色谱仪，Sugar-Pak1 糖柱，

Waters 2414 示差折光检测器，85 ℃ 柱温，流动相为

超纯水，流速为 0.4 mL/min[22]。 

1.2.4.1   最适温度和 pH 的测定　在 pH8.0 条件下，

测定不同温度（40、45、50、55、60、70、75 及 80 ℃）

条件下的酶活力；在测得的最适反应温度条件下，测

定不同 pH（4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 和

8.5）条件下的酶活力，将最高酶活力定义为相对酶

活 100%，其他处理组酶活力/最高酶活力×100% 为

相对酶活力。 

1.2.4.2   金属离子对 DAEase 活力的影响　保持上

述最适催化温度和 pH 不变，在标准测定体系中分别

加入 1  mmol/L 不同金属离子（Co2+、Mn2+、Mg2+、

Cu2+、Ca2+、Ba2+和 Zn2+），催化反应 10  min，使用

HPLC 测定酶活力。以缓冲溶液代替金属离子为对

照组，将对照组的酶活力设为相对酶活 100%。 

1.2.5   重组菌株发酵条件优化　 

1.2.5.1   碳源对细胞生长和 Cb-DAEase 活力的影响

　在 LB 培养基的基础上，分别以 5.0 g/L 的葡萄

糖、果糖、乳糖、蔗糖、可溶性淀粉和甘油为碳源，

按 1% 的接种量转接到 50 mL 培养基（含 Amp 浓度

100 mg/L）中，于 37 ℃ 下 200 r/min 恒温振荡培养

5 h，当 OD600 为 0.6~0.8 时加入 0.25 mol/L IPTG 诱

导剂，继续置于 15 ℃ 的摇床中以 200 r/min 的转速

诱导培养 24 h，考察不同种类的碳源对酶活力和菌

体生长量的影响。酶活力测定同 1.2.4 节，菌体生长

量的测定：将发酵液样品稀释至适宜浓度，使用分光

光度计记录 OD600，其中稀释倍数以 OD600 落在 0.2~
0.8 确定。 

1.2.5.2   氮源对细胞生长和 Cb-DAEase 活力的影响

　在 LB 培养基的基础上，以 7 g/L 的甘油为碳源，

分别以 10 g/L 的酵母膏、牛肉膏、蛋白胨、胰蛋白

胨、酪蛋白胨、氯化铵作为氮源，考察不同种类的氮

源对酶活力和菌体生长量的影响，其他培养条件同

1.2.5.1 节。 

1.2.5.3   培养条件对 Cb-DAEase 活力的影响　将培

养过夜的重组菌株 BL21/TF-Cb 接种到 200 mL 含

有 100 μg/mL Amp 的 LB 液体培养基中，37 ℃ 下

200 r/min 培养至 OD600 值为 0.6~0.8，使用单因素实验

考察接种量、IPTG 诱导剂浓度和诱导前培养时间等

因素对酶活力的影响，将最高酶活力定义为相对酶活

100%。在培养基中接种不同量（0.75%、1.0%、1.25%、

1.5%、1.75% 和 2.0%）的种子液，添加 0.25 mmol/L
IPTG 诱导剂，于 15 ℃ 下 200 r/min 诱导 24 h，收集

发酵液测定酶活力和菌体生长量；在培养基接种

1% 的种子液，添加不同浓度（0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、
0.35 及 0.4 mmol/L）的 IPTG，于 15 ℃ 下 200 r/min
诱导 24 h，收集发酵液测定酶活力和菌体生长量；在

培养基中接种 1% 的种子液，培养不同时间（3、4、5、
6、7 h）后，加入 0.25 mmol/L 的 IPTG 诱导剂，于 15 ℃、

200 r/min 诱导 24 h，收集发酵液测定酶活力和菌体

生长量。

在上述最适条件下，以 120 g/L 果糖为底物进行

全细胞催化 30 min，整个体系经离心处理后 0.22 μm
滤膜过滤，滤液使用高效液相色谱（HPLC）检测，测

定阿洛酮糖产量和酶活力，以未优化条件培养重组菌

作为对照组。 

2　结果与分析 

2.1　Cb-DAEase 诱导表达及分离纯化

将构建成功的重组菌株 BL21/TF-Cb 接种于

LB 培养基中诱导表达 Cb-DAEase，通过 SDS-PAGE
鉴定其分子量。DAEase 的分子量大小约为 34.2 kDa，
携带 TF 分子伴侣的质粒分子量大小约为 54 kDa，
Cb-DAEase 的分子量预测为 88.2 kDa。如图 1（a），
在 75~100 kDa 之间有明显的条带，与预测值一致，
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说明重组质粒 pCold TF-Cb-DAE 成功在大肠杆菌

宿主 E. coli BL21（DE3）中表达。与总粗酶液（lane
2）相比，Cb-DAEase 更多的以可溶性蛋白的方式存

在于上清液中（lane 3），经分析软件 Image J 分析

得出，上清中目的蛋白表达量占总蛋白的 84.7%±1.4%，

而沉淀中的包涵体含量仅占少部分（lane 4），说明冷

休克表达质粒 pCold TF 在低温诱导条件下成功实

现了 DAEase 在大肠杆菌中的高效可溶性表达。

pCold 载体上携带的分子伴侣 TF 可以伴随着蛋白

质的初始折叠，通过与错误折叠的多肽暴露的疏水区

域结合，并将分子转移到特定的亚细胞，从而避免蛋

白质聚集，减少包涵体形成[21]。
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图 1    大肠杆菌 E. coli BL21（DE3）中表达 Cb-DAEase 的
SDS-PAGE 电泳图（a）以及纯化 Cb-DAEase 的

SDS-PAGE 结果（b）
Fig.1    Expression of Cb-DAEase in E. coli BL21 (DE3) SDS-

PAGE electrophoretogram (a) and SDS-PAGE results
of purified Cb-DAEase (b)

注：M：RealBand 蛋白预染 Marker； （ a）泳道  1：阴性对照
（BL21/TF）；泳道 2：BL21/TF-Cb 总粗酶液；泳道 3：BL21/TF-
Cb 上清（可溶）；泳道 4：BL21/TF-Cb 沉淀（包涵体）；（b）泳道
W1：PBS+20 mmol/L 咪唑洗脱液；泳道 W2：PBS+50 mmol/L
咪唑洗脱液；泳道 E1、E2：纯化的 Cb-DAEase。
 

将重组菌株 BL21/TF-Cb 发酵上清液通过 Ni
Sepharose 6 Fast Flow 亲和层析柱分离纯化目的蛋

白，如图 1（b）所示，条带 W1 为 20 mmol/L 洗脱液洗

出的杂蛋白，条带 W2 为 50 mmol/L 洗脱液洗出的

剩余杂蛋白（SDS-PAGE 电泳图中未出现条带），表

明 20~50 mmol/L 咪唑洗脱液条件下可将所有的杂

蛋白洗脱。条带 E1、E2 为 500 mmol/L 洗脱液洗出

的目的蛋白，纯化后的 Cb-DAEase 条带单一清晰占

比高，回收的目的蛋白纯度高，可用于后续的酶学性

质研究。 

2.2　Cb-DAEase 的酶学特性分析

重组菌株在以 D-果糖为底物的培养基中发酵，

通过 HPLC 检测 D-阿洛酮糖的生成。如图 2 所示，

在 20.25 min 左右检测到 D-阿洛酮糖，这表明 Cb-
DAEase 可以在大肠杆菌冷休克系统中表达为活性

蛋白，具有催化合成 D-阿洛酮糖的能力。 

2.2.1   温度、pH、金属离子对 Cb-DAEase 酶活的影响

　最适温度作为生物催化反应的重要参数，可反应其

是否适用于工业化生产[23]。Cb-DAEase 的最适反应

温度为 55 ℃（图 3A）。在温度 45~65 ℃ 内，Cb-

DAEase 仍保存 50% 以上的活性；但当温度超过

55 ℃ 时，酶活力随着温度的升高而逐步下降，80 ℃

时 Cb-DAEase 仅有 19.56% 的活性，说明温度是影

响酶活力的主要因素。

Cb-DAEase 在 pH7.0 时酶活力最高（图 3B），

在 pH5~7.5 时 Cb-DAEase 可以保持 60% 以上的相

对酶活力。Sato 等 [22] 报道的 Trpr-DAEase 在 pH

8.0 时表现出最高活性，Zhu 等[1] 报道的重组 DAEase

在 pH 7.5~8.0 时活性最高，与目前发现的偏碱性

DAEase 不同，本研究的 Cb-DAEase 为中性酶，中性

条件可避免褐变反应及其它非特异性副反应发生，

减少后续分离纯化的难度，在工业应用中具有明显

优势。

金属离子能够与酶形成络合物，稳定或破坏蛋

白质的空间结构，在生物催化中起重要作用[23]。与对

照组相比（图 3C），金属离子 Co2+、Mn2+及 Mg2+在不

同程度上提高了 Cb-DAEase 的活性，Mg2+将酶活力

提高了 1.48 倍，Mn2+将酶活力提高了 2.43 倍，Co2+

的激活作用最强，将酶活力提高了 4.52 倍，其激活作

用原因可能是该阳离子在调节酶活力构象中起重要

作用，从而促进果糖异构化成阿洛酮糖[24]。 
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图 2    重组 Cb-DAEase 活性 HPLC 检测

Fig.2    HPLC analysis of the bioactivity in recombinant Cb-
DAEase

注：A.D-allulose 标准品；B.反应平衡后的产物。
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2.3　碳源对细胞生长和 Cb-DAEase 活力的影响

碳源是细胞生长的基础，其种类及浓度是影响

胞内酶表达的重要因素[25]。如图 4A，在添加葡萄

糖、果糖、蔗糖、乳糖、可溶性淀粉和甘油的培养基

中，以甘油为碳源时最有利于细胞生长、相对酶活最

高，与 Su[25] 和 Lei[26] 等研究相似。甘油作为成本低

廉的小分子稳定剂，可以降低发酵体系的极性，与酶

蛋白形成氢键，有利于隔绝水分子环境及稳定蛋白结

构[25]。

通过在培养基中加入浓度为 3~7 g/L 的甘油，研

究了不同甘油质量浓度对细胞生长和 Cb-DAEase
活性的影响。如图 4B，当甘油浓度为 3~5 g/L 时，菌

株生长量随着浓度的增加而提高；当甘油浓度为

5~7 g/L 时，菌株生长量随着浓度的增加而降低，这可

能是由于碳代谢阻遏（CCR）效应[27]，据报道，CCR 效

应会随着碳源浓度的增加而降低发酵培养基的 pH，

而且重组蛋白的表达通常会对细胞生长产生一定的

代谢负担，降低细胞生物量[28]。Cb-DAEase 的相对

酶活力随着甘油浓度的增加而显著提高，7 g/L 时相

对酶活最高，菌体生长旺盛，故选择 7 g/L 甘油作为

碳源。 

2.4　氮源对细胞生长和 Cb-DAEase 活力的影响

此外，本研究还考察了氮源种类对细胞生长和

Cb-DAEase 发酵活性的影响。在含有酵母膏、牛肉

膏、蛋白胨和胰蛋白胨的培养基中，重组菌株生长量

高，Cb-DAEase 相对酶活在 70% 以上（图 5A），其中

酵母膏作为氮源时菌株生长量和相对酶活最高，说明

有机氮源是基因工程菌表达 Cb-DAEase 的适宜氮

源，这可能是由于有机氮源中除了含有蛋白质、肽及

游离的氨基酸以外，还含有少量的维生素和生长因

子，促进大肠杆菌的生长和蛋白表达[26,29]。

酵母膏浓度在 6~10 g/L 的范围时，Cb-DAEase
活力和细胞生长都随着浓度的增加而提高，10 g/L 时

酶活力和生物量最高（图 5B），当酵母膏浓度在 10~
14 g/L 的范围时，酶活力和细胞生长都随着浓度的增

加而下降，故确定酵母膏的最适添加浓度为 10 g/L。 

2.5　培养条件对细胞生长和 Cb-DAEase 活力的影响

接种量是影响菌株生长快慢的因素之一，接种

量过少会导致一个长时间的滞后期[30]；增加接种量可

促进微生物生长，缩短细胞生长的滞后期并降低感染

杂菌的概率，但接种量过高会导致代谢废物增加，增

加菌株的生物量，过早引起菌株之间的竞争[31]，从而
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降低 Cb-DAEase 生物合成的速率，故研究接种量对

细胞生长和 Cb-DAEase 活性的影响尤为重要。由

图 6A 可知，Cb-DAEase 的相对酶活随着接种量变

化呈现先增加后降低的趋势，当接种量为 1% 时 Cb-

DAEase 的相对酶活最高。

以 1% 接种量为基础，改变诱导剂浓度，如图 6B，

随着诱导剂浓度的增加，酶活性和菌体生长量先增加

后降低，在 0.25 mmol/L 时达到最高。IPTG 浓度过

高具有一定的毒性，导致菌体生长缓慢及形成包涵

体，细胞内不溶性 DAEase 的比例增加[26]；用量过多

也会增加生产成本，故选择 0.25 mmol/L 作为最佳诱

导剂浓度。

以上述条件为基础，改变诱导前培养时间，如

图 6C，培养时间在 3~5 h 时，酶活性和生长量随着培

养时间的增加而提高；培养时间为 5 h 时，酶活力与

生长量达到最大；此后延长培养时间，酶活力和生长

量反而呈现下降趋势，说明培养 5 h 重组菌株生长旺

盛，有利于产酶。因此，最终确定诱导前培养时间为

5 h。

以 120 g/L 果糖作为底物，在上述条件下对重组

菌株 BL21/TF-Cb 进行发酵优化培养，经全细胞反应

催化后通过 HPLC 仪检测产物。Cb-DAEase 活力达

到（10.11±0.02） U/g，同比优化前（1.38±0.01） U/g 提

高了 86.35%；阿洛酮糖产量为（11.47±0.04） g/L，同
比优化前（1.03±0.02） g/L 提高了 91.02%，是 Zhang
等[31] 发酵产量（4.56±0.01）g/L 的 2.51 倍，优化效果

十分显著，达到高效可溶性表达的目的，为工业化高

产 D-阿洛酮糖提供了数据支持。 

3　结论
在大肠杆菌中构建冷休克启动子诱导的外源蛋

白表达系统，其新颖之处在于解决了胞内蛋白浓度过

高导致折叠时间、空间受限而形成大量包涵体的问

题，从而显著提高了 DAEase 在大肠杆菌中的表达水

平。此外，以 7 g/L 甘油、10 g/L 酵母膏、1% 接种量、

0.25 mmol/L IPTG、诱导前培养 5 h 的条件进行发酵

显著降低了 DAEase 的生产成本， DAEase 活力达到

（ 10.11±0.02）  U/g；以 pH7.0、 55 ℃ 和 1  mmol/L
Co2+催化条件进行全细胞反应，D-阿洛酮糖产量最高

可达（11.47±0.04） g/L，基于这些结果，大肠杆菌冷休

克表达系统在 DAEase 生产中显示出巨大的应用潜

力，为进一步研究利用生物转化法生产 D-阿洛酮糖

提供技术参考。
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