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基于启动子定向进化的葡萄糖⁃６⁃磷酸异构酶
高效分泌表达体系的构建
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摘　 要　 为提升诱导型启动子 ＰｍａｌＡ的表达强度并实现目标蛋白的高效胞外表达，基于前期所构建的麦芽糖诱

导型表达系统（ＭＡＴＥ 表达系统），通过易错 ＰＣＲ 构建启动子突变文库，并以绿色荧光蛋白（Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＰ）为报告蛋白筛选高表达突变体，获得突变位点位于⁃３５ 区域的增强型启动子 Ｍ３。 以 Ｍ３ 为调控

元件构建目标酶葡萄糖⁃６⁃磷酸异构酶（Ｐｇｉ）表达载体，融合 Ｓｅｃ 型信号肽 ＡｍｙＳ 实现其胞外分泌表达。 通过添

加不同碳源进行诱导表达优化，筛选出适配性最优条件后，在 ３ Ｌ 发酵罐中进行高密度发酵，Ｐｇｉ 产量达 ７． ２６
ｇ ／ Ｌ。功能验证表明，本体系表达的 Ｐｇｉ 催化活性与大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）对照表达体系相当，说明该系

统在提升表达强度的同时保持了蛋白功能的稳定性。 本研究构建了一个优化后的高效 ＭＡＴＥ 表达体系，为代

谢工程中关键酶的高效表达提供了可行路径，并为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）在工业酶制剂开发中的应

用提供了支撑。
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　 　 微生物表达系统在合成生物学与代谢工程

领域中占据重要地位，广泛应用于重组蛋白生

产、代谢通路构建及高值产物合成等领域［１］ 。 当

前常用的表达宿主包括大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）、酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、毕赤酵

母（Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ）和枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂ⁃
ｔｉｌｉｓ）等［２］ 。 酵母类真核宿主因具备真核修饰系

统，适用于复杂蛋白表达，并在疫苗与治疗性蛋

白制备中得到广泛应用，但由于其培养周期较

长、发酵条件较为苛刻，成本相对较高［３⁃４］ 。 相比

之下，大肠埃希菌作为一种安全的原核表达宿

主，具有表达速度快、遗传操作简便等优势［５］ ，但
因其表达产物多为胞内包涵体，且含有内毒素，
限制了其在医药和食品领域的应用。 而枯草芽

孢杆菌因其具有无毒、强分泌能力、适用于高密

度发酵等优势［６］ ，被认定为公认安全（Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ
Ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ Ａｓ Ｓａｆｅ，ＧＲＡＳ）菌株，是一种安全可靠

的蛋白表达平台［７］ 。 在高效表达体系中，启动子

作为调控转录效率的重要元件，其构型及序列组

成直接决定基因表达的启动频率［８］ 。 在枯草芽

孢杆菌中，虽然已开发出如 Ｐ４３、Ｐｓｐａｃ、Ｐｘｙｌ 等一系

列常用启动子，但仍存在诱导条件受限、表达强

度不足等问题［９⁃１１］ 。 ＰｍａｌＡ启动子源于麦芽糖代谢

途径，属于诱导型启动子，具备诱导响应灵敏、背
景低的特点，在可控表达系统中具有良好的应用

前景。 前期天津工业生物技术研究所张大伟团

队开发了一种基于麦芽糖操纵子操作子（ｍａｌＯ
操作子）的麦芽糖诱导型表达系统（ＭＡＴＥ 表达

系统） ［１２］通过优化 ｍａｌＯ 在启动子中的排列位置

并对关键调控元件进行定向改造，分别构建了麦

芽糖诱导激活的 ＭＡＴＥ⁃ＯＮ 系统与麦芽糖可抑制

表达的 ＭＡＴＥ⁃ＯＦＦ 系统，从而实现在枯草芽孢杆

菌中对目标基因表达的高精度、双向调控［１２］ ，为

本研究提供了稳定、精确且高效的表达平台。 近

年来，随着表达调控精细化需求的提升，随机突

变联合筛选的非定向进化策略被广泛用于启动

子活性优化。 易错 ＰＣＲ 作为一类基于 ＤＮＡ 聚合

酶低保真扩增机制的突变方式，因其操作简便、
可控性好，被广泛应用于启动子和酶蛋白活性区

域的多态构建与筛选中［１３⁃１４］ 。 通过易错 ＰＣＲ 构

建启动子突变库，并结合报告蛋白如绿色荧光蛋

白（Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＰ）或荧光素酶进

行表达强度筛选，已被证实是一种可行的表达元

件优化策略，在多种表达系统中展现出良好的效

果［１５⁃１６］ 。 葡萄糖⁃６⁃磷酸异构酶 （ Ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｓｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ， Ｐｇｉ）作为连接糖酵解与磷酸戊糖途径

的关键酶，催化果糖⁃６⁃磷酸与葡萄糖⁃６⁃磷酸之

间的可逆转化，在细胞碳流调节中发挥着枢纽作

用［１７⁃１８］ 。 近年来，随着一碳资源高值化利用研究

的推进，Ｐｇｉ 在多种体外糖类合成和一碳化合物

转化体系中被广泛应用，常作为连接不同碳代谢

模块的关键酶之一。 例如，Ｗａｎｇ 等［１９］ 构建的体

外多酶催化体系中，Ｐｇｉ 参与催化淀粉和焦磷酸

的转化反应，为后续合成甘油醛⁃３⁃磷酸等三碳中

间体提供反应基础，展现了其在非传统碳源转化

中的应用潜力。 在此基础上，Ｃａｉ 等［２０］ 提出并构

建了人工合成淀粉路径（Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ Ｓｔａｒｃｈ Ａｎａｂｏｌｉｃ
Ｐａｔｈｗａｙ， ＡＳＡＰ），该体系由 １１ 种酶组成，可在体

外高效实现从二氧化碳到淀粉的合成，效率显著

高于植物体内合成过程。 Ｐｇｉ 在该系统中作为连

接糖酵解模块与合成模块的重要节点，其表达水

平和催化性能直接影响碳流分配与产物合成。
这一研究进一步印证了 Ｐｇｉ 在体外合成体系中的

广泛适用性和功能价值。 已有研究在大肠埃希

菌中实现了 Ｐｇｉ 的表达［２１］ ，但表达产物多为胞内

形式，常出现包涵体积累、纯化难度大等问题，且
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其含有内毒素，不利于后续应用［２２］ 。 因此，构建

一种高效、可分泌、适用于工业化表达的系统具

有重要意义。 本研究在前期 ＭＡＴＥ 表达系统的

基础上，利用易错 ＰＣＲ 对 ＰｍａｌＡ 启动子进行优化

筛选，获得表达能力显著提升的突变体 Ｍ３，并将

其用于驱动 Ｐｇｉ 的异源表达。 通过在 Ｐｇｉ 的 Ｎ 端

融合信号肽实现其高效的胞外分泌表达，并结合

发酵条件优化，获得了表达量高、酶活稳定的 Ｐｇｉ
蛋白，该表达体系不仅可用于提升 Ｐｇｉ 在一碳利

用及体外合成路径中的应用效率，也为其他工业

酶的高效表达提供了参考。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌种和质粒来源 　 本研究使用的表达宿

主为枯草芽孢杆菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） ＭＡＴＥ０１
（Ｂ． Ｓ． １Ａ７５１ΔｍａｌＡ⁃Ｔｅｒ ａｍｙＥ：：ＰｍａｌＡ⁃ｍａｌＲ⁃ｍａｌＰ），
由天津淳瑶生物科技有限公司赠予。 大肠埃希菌

ＤＨ５α 用于质粒构建，大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）用
于对 照 组 表 达 与 酶 活 测 定。 表 达 载 体 为

ｐＭＡＴＥ０６，由天津淳瑶生物科技有限公司赠予。
１． １． ２　 培养基（ｇ ／ Ｌ） 　 ＬＢ 培养基：酵母浸粉 ５，
蛋白胨 １０，ＮａＣｌ １０；２ × ＳＲ 发酵培养基：酵母浸粉

５０，蛋白胨 ３０，ＫＨ２ＰＯ４ ６，ＨＣｌ 调 ｐＨ 至 ７． ２。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备 　 ＭｎＣｌ２、ＭｇＣｌ２ （阿
拉丁试剂有限公司）；２ × Ｐｒｉｍｅｒ ｓｔａｒ ｍｉｘ（宝日医

生物技术有限公司）；ＣｌｏｎＥＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ（诺唯赞生

物科技股份有限公司）；质粒小提试剂盒（Ｏｍｅｇａ，
Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ）；Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度测定试剂盒、Ｎｉ⁃琼胶

糖凝胶 ６ＦＦ（北京索莱宝科技有限公司）。 ＰＣＲ 仪

（ＧＥＴ３ＸＧ，柏恒科技有限公司）；紫外可见光分光

光度计（ＵＰＷ１９Ｍ０１１６，翱艺仪器（上海）有限公

司）；３ Ｌ 全自动发酵系统（ＢＩＯＴＥＣＨ⁃ＢＧ，上海保

兴生物设备工程有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 启 动 子 突 变 文 库 构 建 与 筛 选 　 以

ｐＭＡＴＥ０６ 质粒中的 ＰｍａｌＡ启动子为模板，设计覆盖

启动子上下游区域的特异性引物进行易错 ＰＣＲ
反应，扩增启动子片段。 ＰＣＲ 反应中加入适量

ＭｎＣｌ２ 和 ＭｇＣｌ２ 调节聚合酶保真性。 扩增产物经

琼脂糖凝胶纯化后，与线性化载体 ｐＭＡＴＥ０６⁃ＧＦＰ
进行 Ｇｉｂｓｏｎ 组装（Ｇｉｂｓｏｎ⁃Ａｓｓｅｎｂｌｙ）的无缝克隆。

组装产物直接转化至枯草芽孢杆菌感受态细胞

中，铺板于含 １００ μｇ ／ ｍＬ 博来霉素及 ３％ （质量浓

度）麦芽糖的 ＬＢ 平板，３７ ℃静置培养 １５ ｈ。 挑取

不同荧光强度的单菌落，于紫外照射灯下观察

ＧＦＰ 表达情况，筛选高荧光突变体。 挑选高荧光

突变体进行扩大培养，提取质粒后进行测序分析。
经多克隆验证后，选取表达水平较高、序列稳定的

突变体 Ｍ３ 用于后续构建 Ｐｇｉ 表达载体。 突变体

Ｍ３ 序列信息：５′⁃ＣＴＴＴＴＧＴＣＣＣＣＴＧＣＣＴＴＴＴＣＴＡＡ⁃
ＡＴＴＣＡＣＧＣＡＣＡＡＴＴＧＧＡＴＧＴＴＴＴＡＴＡＴＡＡＡＴＧＡＴ⁃
ＴＡＴＡＡＡＴＡＡＴＴＣＧＧＣＡＴＧＴＡＴＣＣＧＡＡＴＣＧＴＡＣＡＡ⁃
ＡＡＧＡＡＣＣＴＴＴＴＣＡＴＡＡＧＡＡＴＴＧＧＡＡＧＧＧＣＧＴＡＴＡ⁃
ＴＴＣＡＣＴＴＡＡＡＡＴＴＣＡＣＡＧＴＴＧＧＴＧＡＧＡＣＴＴＴＡＡＧＡ ⁃
ＴＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＧＴＡＡＡＡＡＡＡＣＣＡＡＡＴＣＴＣＴＣＡＧＡ ⁃
ＣＡＴＡＡＧＧＣＡＡＡＴＧＡＧＡＡＡＴＴＴＣＴＣＧＴＧＣＴＴＧＧＴＧ⁃
ＡＡＡＡＡＡＣＡＣＴＡＡＡＧＴＴＧＡＴＣＡＡＡＴＧＡＣＣＴＡＣＧＣＣ ⁃
ＡＡＡＣＧＴＧＧＴＡＣＧＧＧＡＣＧＡＧＣＴＡＧＴＧＡＴＣＴＣＡＴＧＧ ⁃
ＴＡＴＡＡＡＴＧＧＡＡＴＴＧＴＴＴＴＴＡＡＡＴＡＧＡＡＧＧＡＧＧＴＣ⁃
ＧＴＣＡＴ⁃３′。
１． ２． ２　 Ｐｇｉ 表达载体的构建与菌株构建　 以优化

后的 Ｍ３ 启动子为表达调控元件，ＰＣＲ 扩增来源

于大肠埃希菌的 ｐｇｉ 基因（编码葡萄糖⁃６⁃磷酸异

构酶），引物两端添加与 ｐＭＡＴＥ０６ 骨架序列相同

的同源臂。 将 ｐｇｉ 片段通过 Ｇｉｂｓｏｎ 组装方式插入

ｐＭＡＴＥ０６⁃Ｍ３ 载 体 中， 构 建 重 组 表 达 质 粒

ｐＭＡＴＥ０６⁃Ｍ３⁃Ｐｇｉ。 构建完成后的重组质粒先转

入 ＤＨ５α 扩增，挑取阳性克隆后提取质粒，送至北

京擎科生物科技股份有限公司测序。 将验证后的

表达质粒转化至枯草芽孢杆菌感受态细胞中，铺
板筛选阳性克隆后用于发酵表达。
１． ２． ３　 枯草芽孢杆菌摇瓶发酵表达 　 摇瓶诱导

实验：在 ２５０ ｍＬ 三角瓶中加入 ３０ ｍＬ ２ × ＳＲ 培养

基，接种 １％ （体积分数）的枯草芽孢杆菌菌液，添
加 ３％ （质量浓度，下同）麦芽糖和 １％ 碳源，博来

霉素终浓度 １００ μｇ ／ ｍＬ，３７ ℃、２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ４８
ｈ。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析表达情况。
１． ２． ４ 　 枯草芽孢杆菌高密度发酵　 使用 ３ Ｌ 发

酵罐进行枯草芽孢杆菌高密度补料连续发酵。 底

料（９５０ ｇ）为 ２ × ＳＲ 发酵培养基，接种量为 ５％
（质量分数），初始条件为 ３７ ℃，ｐＨ ７． ０（氨水与

磷酸调控），转速 ３００ ｒ ／ ｍｉｎ，通气量 １ ＶＶＭ，溶氧

保持在 ２０％ ～ ４０％ 。 当 ＯＤ６００≥３０ 时，逐步提高
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搅拌转速至 ９００ ｒ ／ ｍｉｎ，发酵总时长为 ６０ ｈ。 发酵

过程中每 ３ ｈ 取样，测定 ＯＤ６００和残糖浓度，并收

集上清液用于表达分析。 补料依据残糖浓度控

制，补加液为 ３００ ｇ ／ Ｌ 麦芽糖、１００ ｇ ／ Ｌ 甘露糖、
３００ ｇ ／ Ｌ 酵母粉和 １８０ ｇ ／ Ｌ 胰蛋白胨混合溶液。
１． ２． ５ 　 蛋白提取、定量与酶活测定 　 发酵结束

后，发酵液经 ４ ℃、４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 收集

胞外上清。 直接使用 Ｎｉ２ ＋ 亲和层析柱进行纯化。
层析柱用预冷的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃
ＨＣｌ，１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，ｐＨ ８． ２）平衡后加载样品，
分别使用 ２０、４０、６０、８０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的咪唑对杂蛋白

进行梯度洗脱，最后使用 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的咪唑洗脱

得到目的蛋白。 使用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度测定试剂

盒进行浓度测定，测定方法严格按照说明书进行。
酶活通过与葡萄糖⁃６⁃磷酸脱氢酶（Ｇ６ＰＤＨ）偶联

的检测体系进行测定，依据反应中 ＮＡＤＨ 的生成

速率在 ３４０ ｎｍ 波长下的吸光值变化进行监测。
反应体系总容量为 １ ｍＬ，包含以下组分：１００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＨＥＰＥＳ 缓冲液 （ ｐＨ ７． ５ ）、１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＺｎＣｌ２、２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＡＤ ＋ 、４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 果糖⁃６⁃磷酸 （ Ｆ⁃６⁃Ｐ） 以及 ２０
Ｕ ／ ｍＬ Ｇ６ＰＤＨ。 加入等蛋白量待测酶液（Ｐｇｉ）后，
３０ ℃条件下启动反应，实时监测反应速率。 通过

改变 Ｆ⁃６⁃Ｐ 的浓度（０． ０２ ～ ２． ００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）测定米

氏动力学参数。
１． ２． ６ 　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析与图像处理 　 吸取等量

蛋白样品至 １２％聚丙烯酰胺凝胶中，１６０ Ｖ 恒压

下电泳跑样约 ５０ ｍｉｎ。 电泳结束进行考马斯亮

蓝染色 ３０ ｍｉｎ，染色结束后使用脱色液进行重复

洗脱至条带清晰可见。 条带光密度值使用 Ｉｍ⁃
ａｇｅＪ １． ５３ｆ 软件进行分析。

２　 结果与分析

２． １　 易错 ＰＣＲ 改造 ＭＡＴＥ 表达系统启动子区

域与高强度启动子的筛选

为增强 ＭＡＴＥ 表达系统在枯草芽孢杆菌中的

启动子驱动强度，以表达载体 ｐＭＡＴＥ０６ 所携带的

ＰｍａｌＡ启动子为突变对象，构建启动子突变文库并

筛选高表达型突变体。 ＰｍａｌＡ为麦芽糖诱导型启动

子，具有可调表达能力，在实际应用中其表达强度

仍有进一步优化空间。 因此，本研究以 ＰｍａｌＡ启动

子为突变对象，通过易错 ＰＣＲ 方法进行非理性进

化，筛选获得表达增强型启动子变体。
首先，设计覆盖 ＰｍａｌＡ启动子区域的上下游特

异引物，建立以 ｐＭＡＴＥ０６ 中 ＰｍａｌＡ为模板的易错

ＰＣＲ 反应体系。 通过优化反应体系中 Ｍｇ２ ＋ （４． ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和 Ｍｎ２ ＋ （０． ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）浓度，诱导 ＤＮＡ
聚合酶在扩增过程中引入适度的随机碱基错配，
从而得到突变片段。 对所得的 ＰＣＲ 产物进行凝

胶回收后，与线性化的 ｐＭＡＴＥ０６ 载体骨架按照

两端序列同源性进行连接，采用 Ｇｉｂｓｏｎ 组装构建

重组质粒。 为了能够最大限度保留突变多样性，
进一步提高筛选效率，选择将组装产物直接转化

至表达菌感受态细胞中。 与此同步，另设一组转

化含原始 ＰｍａｌＡ启动子的未突变型 ｐＭＡＴＥ０６⁃ＧＦＰ
质粒作为对照组，用于后续荧光筛选的表达水平

比较。 所有转化反应平行铺板于含 ３％麦芽糖的

ＬＢ 平板中，３７ ℃培养并诱导表达。 由于启动子

活性差异导致 ＧＦＰ 表达水平不同，菌落在荧光激

发下呈现出明显的绿色荧光强度差异（图 １Ａ）。
在紫外照射灯照射下对平板进行拍照，通过调整

图像对比度突出荧光显著增强的单克隆，标记 ９６
个单克隆并挑至 ９６ 孔深孔板中进行发酵培养，
３７ ℃、８００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ２４ ｈ，通过酶标仪测定

ＯＤ６００和 ４８８ ｎｍ 激发光下的荧光值，结果如图 １Ｂ
所示，初步筛选得到多个潜在高表达型启动子突

变体。
随后，将筛选获得的阳性克隆培养并提取质

粒，对启动子突变序列进行测序分析。 结果显

示，表达水平较高的突变体中，突变主要集中于

启动子的⁃３５ 和⁃１０ 核心元件区域，突变类型以碱

基替换为主。 例如，荧光最强的突变体 Ｍ３ 在⁃３５
区域发现了一处关键碱基替换（将对照组序列中

的 ＴＧＴＴＡＣＧＧ 突变为 ＴＧＧＴＡＣＧＧ），另一高强度

突变体 Ｍ８ 在核糖体结合位点（ＲＢＳ）区域出现了

碱基替换 （将原序列 ＡＡＧＧＡＧＧ 突变为 ＧＡＧ⁃
ＧＡＧＧ）。 此外，还有突变体 Ｍ５ 在⁃１０ 元件区域

发生了碱基突变（将对照组序列中的 ＧＴＡＴＡＡＡＴ
突变为 ＧＴＡＴＡＴＡＴ）。 为进一步比较不同突变体

的表达能力，将筛选获得的多个荧光较强突变体

接种于 ２５０ ｍＬ 摇瓶中进行发酵。 发酵结束后测

定菌液在 ４８８ ｎｍ 激发光下的荧光强度，并结合

ＯＤ６００校正后进行定量分析。 结果如图 １Ｃ 所示，
各突变体 ＧＦＰ 表达水平表现出明显差异，其中突
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变体 Ｍ３ 的荧光强度最高，显著高于原始启动子

构建的对照组。 综上所述，通过对 ＰｍａｌＡ启动子进

行易错 ＰＣＲ 改造并结合平板初筛与摇瓶定量筛

选，成功获得了一个在 ＭＡＴＥ 表达系统中具有强

启动子驱动能力的突变体，为后续外源蛋白的稳

定表达提供了高效的启动子元件。

图 １　 启动子突变体的筛选及验证

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｕｔａｎｔｓ
Ａ：突变体转化平板图；Ｂ：不同突变体孔板发酵荧光筛选；Ｃ：高荧光突变体 ＧＦＰ 表达水平分析（Ｍ３、Ｍ５、Ｍ８：筛选所得 ＰｍａｌＡ突变体，

Ｃｔ：ＰｍａｌＡ对照组）。 每个样品三组平行，数据采用 ｔ 检验进行统计分析。 ∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１，极显著差异；∗Ｐ ＜ ０． ０５，显

著差异；ｎｓ：Ｐ≥０． ０５，差异不具有统计学意义。 图 ４ 同

Ａ： Ｍｕｔａｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｌａｔｅ ｐｌｏｔ； Ｂ： Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｕｔａｎｔ ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅｓ； Ｃ： Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ （Ｍ３， Ｍ５， Ｍ８： ＰｍａｌＡ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ， Ｃｔ： ＰｍａｌＡ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） ． Ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ

ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ， ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔ⁃ｔｅｓｔ． ∗∗∗Ｐ ＜ ０． ００１， ∗∗Ｐ ＜ ０． ０１， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ； ∗Ｐ ＜ ０． ０５， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ； ｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｐ≥０． ０５， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ． ｓａｍｅ
ａｓ ｆｉｇｕｒｅ ４

２． ２　 Ｐｇｉ 表达载体的构建及表达测试

为进一步验证所获启动子突变体在外源蛋白

表达中的效果，选择 Ｐｇｉ 作为目标蛋白进行表达

测试。 Ｐｇｉ 是糖代谢途径的关键连接酶，在合成生

物学、体外糖类合成及一碳化合物利用等领域具

有重要应用价值，高效表达 Ｐｇｉ 对于相关途径的

构建及优化具有重要应用价值。 因此，将 Ｐｇｉ 作
为测试蛋白可有效反映启动子驱动能力对关键酶

表达的实际影响。
以优化筛选获得的高强度启动子 Ｍ３ 作为调

控元件，构建 Ｐｇｉ 的表达载体。 首先从大肠埃希

菌中扩增 ｐｇｉ 基因，在其 Ｎ 端融合来源于枯草芽

孢杆菌 α⁃淀粉酶（ＡｍｙＳ）的信号肽序列，用于引

导其分泌表达，同时分别在 Ｎ 端和 Ｃ 端融合 Ｔ７
ｔａｇ 和 ６ Ｈｉｓ ｔａｇ，以增强翻译效率并便于后续蛋白

的纯化与检测。 再将含有融合序列的 ｐｇｉ 片段通

过 Ｇｉｂｓｏｎ 组 装 方 式 分 别 插 入 至 线 性 化 的

ｐＭＡＴＥ０６ 和 ｐＭＡＴＥ０６⁃Ｍ３ 载体中，完成重组质粒

ｐＭＡＴＥ０６⁃Ｐｇｉ 和 ｐＭＡＴＥ０６⁃Ｍ３⁃Ｐｇｉ 的构建。 将组

装产物转化至大肠埃希菌 ＤＨ５α 中进行扩增，挑选

单克隆进行质粒提取，并通过启动子至 ｐｇｉ 连接区

域的特异引物进行双向测序验证。 测序结果表明，

两组构建体的 ｐｇｉ 插入方向及序列均正确无误，突
变启动子 Ｍ３ 保持了预期的突变位点，未发生额外

碱基变化，保证了后续表达实验的准确性。
随后，将测序验证正确的重组表达质粒分别

转化至表达菌感受态细胞中。 以 ３％ 麦芽糖作

为诱导剂，分别接种实验组（ＰｍａｌＡ ⁃Ｍ３ 启动子）与
对照组（ＰｍａｌＡ启动子）于 ２ × ＳＲ 发酵培养基中，
３７ ℃、２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ４８ ｈ。 发酵终止后，
通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测目标蛋白 Ｐｇｉ 的表达情况。
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果如图 ２ 所示，在 ６４ ｋＤａ 附近均检

测到明显条带（Ｐｇｉ 的分子量为 ６１． ５ ｋＤａ，其 Ｎ 端

和 Ｃ 端分别融合 Ｔ７ ｔａｇ 和 ６ × Ｈｉｓ ｔａｇ，融合后分

子量为 ６４． ３ ｋＤａ），对应于其理论分子量。 相比

对照组，实验组在该位置条带颜色显著加深，表明

突变启动子 Ｍ３ 具有更强的表达驱动能力。 进一

步对目的条带进行光密度值分析，结果显示 Ｍ３
启动子驱动下的 Ｐｇｉ 表达强度为对照组的１． ８５倍
左右。

以上结果表明，通过构建 Ｐｇｉ 表达质粒并对

表达情况进行比对验证，证实了 Ｍ３ 突变型启动

子在实际蛋白表达中具有显著增强的转录和翻译

驱动能力，较原始 ＰｍａｌＡ启动子更具应用潜力。
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图 ２　 启动子突变后 Ｐｇｉ 发酵培养表达情况

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐｇｉ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ
Ａ：胞外上清表达情况；Ｂ：胞内全菌表达情况；１、２：ＰｍａｌＡ对照

组； ３、４：ＰｍａｌＡ ⁃Ｍ３ 突变组；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（１１ ～ １８０ ｋＤａ）

Ａ： Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ； Ｂ： Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｉｎ⁃
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ； １， ２： ＰｍａｌＡ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ３， ４： ＰｍａｌＡ ⁃Ｍ３ ｍｕｔａｎｔ

ｇｒｏｕｐ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（１１⁃１８０ ｋＤａ）

２． ３　 培养基碳源优化对 Ｐｇｉ 表达的影响

在诱导目的蛋白表达时，麦芽糖兼具“调控

因子”与“可代谢碳源”双重角色，其不仅可以激

活启动子启动，还可以作为菌体可利用的碳源。
在发酵过程中，麦芽糖若作为碳源被过度消耗于

细胞生长，可能会削弱其作为诱导剂的调控效

果，从而影响目标蛋白的表达效率。 因此，为改

善诱导表达系统的稳定性和表达强度，在固定麦

芽糖浓度（３％ ）作为诱导剂的条件下，进一步探

索添加不同碳源对启动子驱动目标蛋白 Ｐｇｉ 表
达的影响。

以 ２ × ＳＲ 发酵培养基为基础，分别添加

１ ｇ ／ Ｌ的木糖、乳糖、海藻糖、甘露糖、蔗糖、山梨

醇、纤维二糖、阿拉伯树胶和熊果苷共九种不同

碳源，设麦芽糖单独诱导为对照组。 ３７ ℃、２２０
ｒ ／ ｍｉｎ 发酵 ４８ ｈ。 发酵结束后，通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 对

表达情况进行分析。 如图 ３ 所示，所有实验组均

在约 ６４ ｋＤａ 附近检测到 Ｐｇｉ 蛋白条带，且条带强

度存在差异。 对目的条带进行光密度值分析，结
果显示，当添加甘露糖作为碳源时，Ｐｇｉ 的表达水

平最好。
不同碳源对表达体系影响差异的可能原因

在于其代谢通路与可利用性差异。 甘露糖可通

过枯草芽孢杆菌的磷酸转运系统迅速转化为甘

露糖⁃６⁃磷酸，进入糖酵解通路，有助于提升胞内

能量水平和蛋白合成能力；而部分碳源（如山梨

醇、阿拉伯树胶等）代谢效率较低或利用率有限，
可能无法有效支持菌体代谢，从而导致表达水平

下降。 综上所述，在 ３％ 麦芽糖诱导条件下，添
加 １％ （质量浓度）可代谢碳源可增强目标蛋白

的表达效率，其中甘露糖表现出最优的表达促进

效果。
２ ． ４　 Ｐｇｉ 酶活测定结果与分析

基于前期的启动子筛选与培养基优化实验

结果，本研究在 ＭＡＴＥ 表达系统中构建了以突变

启动子 Ｍ３ 为调控元件的高效表达体系，并成功

实现了 Ｐｇｉ 的高水平表达。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果显

示，该体系在蛋白表达量方面显著优于原始启动

子系统，但蛋白表达水平的提升是否以功能损失

为代价，仍需通过功能性验证进一步明确。 因

此，以 ＡＳＡＰ 途径中所使用的大肠埃希菌表达体

系为对照，系统比较了两种宿主中表达的 Ｐｇｉ 蛋
白的催化活性。

由于所表达的 Ｐｇｉ 在发酵结束后，大部分以

可溶状态分泌于胞外发酵液中，因此，在样品处

理时，直接选取发酵上清液作为蛋白来源，通过

Ｎｉ２ ＋ 亲和层析法进行纯化。 这种方法避免了细

胞破碎步骤，简化了下游操作流程，同时降低了

杂蛋白背景，提高了目标蛋白的纯化效率与活性

保持率。
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图 ３　 培养基碳源优化发酵 Ｐｇｉ 结果

Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｇｉ ｗｉｔｈ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ
Ａ：胞外上清表达情况；Ｂ：胞内全菌表达情况；１、２：海藻糖； ３、４：蔗糖； ５， ６：山梨醇； ７、８：乳糖； ９、１０：木糖； １１、１２：甘露

糖； １３、１４：纤维二糖； １５、１６：阿拉伯树胶； １７、１８：熊果苷；Ｃ：各实验组终止发酵时 ＯＤ６００；Ｄ：基于蛋白条带光密度值的 Ｐｇｉ

相对表达量分析

Ａ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ； Ｂ：Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｗｈｏｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ； １，２：Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ； ３，４：Ｓｕｃｒｏｓｅ； ５，６：Ｓｏｒｂｉｔｏｌ； ７，８：
Ｌａｃｔｏｓｅ； ９，１０：Ｘｙｌｏｓｅ； １１，１２：Ｍａｎｎｏｓｅ； １３，１４：Ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ； １５，１６：Ｇｕｍ ａｒａｂｉｃ； １７，１８：Ａｒｂｕｔｉｎ； Ｃ：ＯＤ６００ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｅｘｐｅｒｉ⁃

ｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ； Ｄ：Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐｇｉ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ

　 　 将两种宿主来源的 Ｐｇｉ 蛋白分别纯化后，采
用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法对蛋白浓度进行测定，取等量蛋白

样品，在相同的酶活检测体系下进行催化性能比

较，结果如图 ４ 所示，ＭＡＴＥ 表达系统所获得的

Ｐｇｉ 在实现高水平分泌表达的同时，催化活性与大

肠埃希菌表达体系产物基本一致，未观察到显著

的酶活下降或功能损失。 该结果表明，本研究基

于 ＭＡＴＥ 表达系统构建的表达平台不仅有效提

升了 Ｐｇｉ 的表达水平，同时保持了其天然构象与

酶学性能。 两种体系所得 Ｐｇｉ 蛋白在催化活性上

的一致性进一步验证了以 Ｍ３ 突变启动子为核心

的诱导型表达系统在功能表达方面的可靠性与稳

定性。
２． ５　 高密度发酵中 Ｐｇｉ 蛋白的表达分析

为了进一步提升 Ｐｇｉ 的表达量并评估其在放

大培养条件下的表达稳定性，在 ３ Ｌ 发酵罐中进

行高密度发酵试验。 发酵罐采用 ２ × ＳＲ 液体培养

图 ４　 Ｐｇｉ 相对酶活分析结果

Ｆｉｇ． ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｐｇｉ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｐＭＡＴＥ０６⁃Ｍ３⁃Ｐｇｉ 为 ＭＡＴＥ 表达系统中 Ｐｇｉ 的相对酶活性，
ｐＥＴ２８ａ⁃Ｐｇｉ 为大肠埃希菌表达体系中 Ｐｇｉ 的相对酶活性

ｐＭＡＴＥ０６⁃Ｍ３⁃Ｐｇｉ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
Ｐｇｉ ｉｎ ｔｈｅ ＭＡＴＥ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， ｗｈｅｒｅａｓ ｐＥＴ２８ａ⁃Ｐｇｉ ｒｅｐｒｅ⁃
ｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｐｇｉ ｉｎ ｔｈｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
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基作为底料，在添加基础诱导剂麦芽糖（３％ ）条

件下，再添加至 １％ 的甘露糖作为辅助碳源以维

持诱导剂浓度的稳定性，从而减少麦芽糖的过度

消耗，延长表达窗口期。 种子液通过多级放大进

行制备。 首先，将 ｐＭＡＴＥ０６⁃Ｍ３⁃Ｐｇｉ 表达菌的冻

存菌株划线接种于含 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 博来霉素的 ＬＢ
固体培养基上，３７ ℃培养 １２ ｈ，获得单菌落。 随

后挑取单菌落接种于试管中培养 １２ ｈ，作为一级

种子液。 依次使用 ２５０ ｍＬ 和 ５００ ｍＬ 摇瓶按照培

养体积为 ３０ ｍＬ 和 １００ ｍＬ 进行扩大培养，每个规

格的摇瓶均设置 ３ 瓶平行培养，以提高种子液总

量并保证接种稳定性。 最后，将 ３ 瓶 ５００ ｍＬ 摇瓶

中获得的种子液合并，作为最终的种子液，按 ５％
（体积分数）接种至发酵罐中。 发酵罐中总培养

体系为 ２ ｋｇ，其中底料为 ９５０ ｇ，对应接种量为 ５０
ｇ。 初始培养温度 ３７ ℃，使用氨水和磷酸联合调

节，控制 ｐＨ 在 ７． ０，通气量为 １ ＶＶＭ，初期搅拌速

度 ３００ ｒ ／ ｍｉｎ，以促进菌体生长。 当发酵液 ＯＤ６００

持续升高至 ３０ 以上时逐步提高转速，后期最高可

达 ９００ ｒ ／ ｍｉｎ，以维持溶氧，确保菌体正常生长及

目的蛋白稳定表达。 发酵过程中以残糖浓度为补

料参考指标，当发酵液中残糖浓度低于 １％时，通
过蠕动泵加入配比为 ３００ ｇ ／ Ｌ 麦芽糖、１００ ｇ ／ Ｌ 甘

露糖、３００ ｇ ／ Ｌ 酵母粉及 １８０ ｇ ／ Ｌ 大豆蛋白胨的补

料 ，维持残糖浓度在１％ ～ ２％ ，同时每２４ｈ补加

５００ μＬ 博来霉素维持质粒稳定性。
整个发酵过程中，每 ３ ｈ 定时取样，记录

ＯＤ６００、残糖浓度及发酵液 ｐＨ 等参数（图 ５），收集

胞外发酵液上清用于 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析和蛋白定

量。 菌体生长曲线显示，前 ２４ ｈ 菌体处于快速增

长期，ＯＤ６００于 ２４ ｈ 时达 ６５ 以上，３６ ｈ 后进入稳定

期，至 ４８ ｈ 时基本保持不变。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果如

图 ６ 所示，在胞外发酵液上清中，目的蛋白 Ｐｇｉ 在
发酵后期逐渐积累，并在 ４８ ｈ 达到表达峰值，其
后未见明显变化，说明表达系统趋于稳定。 条带

分布清晰，蛋白以胞外可溶形式表达，无包涵体形

成迹象。

图 ５　 Ｐｇｉ 发酵总体参数

Ｆｉｇ． ５　 Ｏｖｅｒａｌｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｐｇｉ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

图 ６　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析发酵过程中各时间点中 Ｐｇｉ 在胞外上清液中的量（Ａ）和 Ｐｇｉ 在胞内的量（Ｂ）
Ｆｉｇ． ６　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｇｉ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ （Ａ） ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎ （Ｂ） ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　 　 为进一步量化表达产量，以 ＢＳＡ 标准曲线为

参考，对 ４８ ｈ 时的发酵上清液中总蛋白浓度进行

测定。 结果如图 ７ 所示， 目的蛋白产量达到

７． ２６ ｇ ／ Ｌ（由于目的蛋白表达量较高，其对应的灰

度值已超出 ＢＳＡ 标准工作曲线的线性范围（０． ５ ～
２． ５ ｇ ／ Ｌ），因此基于标准曲线外推得到估算值

７． ２６ ｇ ／ Ｌ，）远高于摇瓶表达水平。 结合灰度分析

结果，高密度发酵条件下 Ｐｇｉ 蛋白的表达强度较摇
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瓶条件提高了约 ３． ５ 倍，表现出良好的可放大性。
综上所述，基于优化启动子和碳源策略构建

的表达系统不仅在摇瓶水平下实现了高效表达，

在 ３ Ｌ 发酵罐中同样展现出良好的表达稳定性与

产量优势，且目的蛋白可大量分泌于胞外，更便于

下游纯化处理。

图 ７　 发酵 ４８ ｈ 时 Ｐｇｉ 表达定量分析

Ｆｉｇ． ７　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｇｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ４８ ｈ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
Ａ：ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析 ４８ ｈ 时表达情况及 ＢＳＡ 定量标准条带（０． ５ ～ ２． ５ ｇ ／ Ｌ）；Ｂ：ＢＳＡ 浓度与条带灰度值的标准曲线

Ａ： ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｇｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ４８ ｈ ａｎｄ ＢＳＡ ｓｔａｎｄａｒｄ ｂａｎｄｓ （０． ５⁃２． ５ ｇ ／ Ｌ） ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｂ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ
ＢＳＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｖｅｒｓｕｓ ｂａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

３　 讨　 论

启动子在重组蛋白表达系统中起着关键的

转录调控作用。 通过对启动子序列进行微调以

增强其转录驱动能力，是提高目标基因表达水平

的常用策略之一［２３］ 。 在具体研究中，除理性设

计策略外，通过引入随机突变并结合功能筛选进

行改造的定向进化方法，也常用于启动子的优化

研究中［２４］ 。 本研究通过易错 ＰＣＲ 方法对麦芽糖

诱导型启动子 ＰｍａｌＡ 进行随机突变，构建突变文

库，并通过 ＧＦＰ 报告系统进行表达强度筛选。
结合测序分析表明，表达增强显著的突变体（如
Ｍ３）中的突变多集中于启动子的⁃３５ 和⁃１０ 区域，
而这些区域正是 ＲＮＡ 聚合酶 σ 因子识别的核心

元件。 表明即使没有特意靶向功能位点，易错

ＰＣＲ 引入的非定向突变仍可能通过自然选择富

集于功能关键区域，从而实现启动子功能增强。
这一观察印证了启动子活性与其核心元件碱基

组成之间的直接关联，也说明在表达调控设计

中，适当结合随机突变与表型筛选依然是高效且

可推广的策略。 同时，突变启动子 Ｍ３ 在驱动

ＧＦＰ 与 Ｐｇｉ 表达时均表现出较强的表达能力，表
明其在不同下游基因背景下具有一定的通用性。
由于启动子的表达增强效应常受到 ｍＲＮＡ 二级

结构、核糖体结合效率等因素的共同影响，其驱

动不同蛋白时的表达效率并不总是具有一致

性［２５］ 。 在本研究中，Ｍ３ 突变对不同编码序列的

表达均起到增强作用，表明其功能增强主要来源

于启动子本身的转录效率提高，并非来源于与下

游序列的协同效应。
为了实现蛋白的高效分泌，本研究在 Ｐｇｉ 的

Ｎ 端融合了来源于枯草芽孢杆菌 α⁃淀粉酶 ＡｍｙＳ
的 Ｓｅｃ 型信号肽。 结果显示，表达产物主要存在

于胞外发酵上清中，胞内未检测到明显沉积，说
明该信号肽能够有效引导 Ｐｇｉ 经 Ｓｅｃ 通路实现胞

外分泌。 已有研究表明，Ｓｅｃ 通路是枯草芽孢杆

菌中主导性的蛋白分泌机制，约 ９０％ 以上的分

泌蛋白依赖该通路进行胞外转运，其适配效率受

信号肽结构特征及目标蛋白折叠状态的影

响［２６⁃２８］ 。 天津工业生物技术研究所张大伟团队

此前构建了 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｓｅｃ 型信号肽文库，系
统筛选了 １７３ 个来源于枯草芽孢杆菌的 Ｓｅｃ 型

信号肽，并发现 ＡｍｙＳ 自身信号肽在同源宿主中

具备较高的分泌兼容性，验证了该类内源信号肽

在枯草芽孢杆菌表达体系中的有效性［２９］ 。 本研

究选用 ＡｍｙＳ 信号肽作为引导序列，也获得了良

好的分泌效果，进一步证明其在 ＭＡＴＥ 表达系统

中适用于异源蛋白的胞外表达构建。
在 ＭＡＴＥ 表达系统中，麦芽糖同时承担诱导

剂和碳源的功能，但其在宿主细胞中被快速代
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谢，限制了诱导作用的持续时间，进而降低了基

因表达强度并影响表达的稳定性。 因此，本研究

引入额外碳源以优化诱导阶段的碳源结构。 结

果表明，在培养基中补充 １％ 甘露糖可提升目标

蛋白的表达水平。 尽管麦芽糖成本更低，但由于

其兼具诱导剂与碳源的双重作用，若进一步提高

其浓度，可能会因代谢加速而缩短诱导持续时

间，进而影响蛋白可溶性。 鉴于目前 ３％ 麦芽糖

已实现良好的诱导效果，继续提高浓度反而可能

会导致目的蛋白得率下降。 相比之下，甘露糖作

为辅助碳源可提供能量支持，且不干扰麦芽糖介

导的诱导过程，有助于增强系统的表达稳定性与

效率。 类似的调控优化在其他诱导型表达系统

中也被广泛应用，如在 ＩＰＴＧ 诱导系统中，通过添

加甘油或葡萄糖来动态调节碳流结构，也可有效

缓解诱导剂被迅速消耗的风险［３０］ 。 因此，结合

本研究结果，进一步验证了诱导剂与补充碳源功

能分离的策略在优化诱导表达体系中的有效性。
部分启动子在高密度发酵条件下可能因代谢负

荷、氧转移率或调控反馈等因素而发生表达漂

移，导致表达效率下降［３１］ 。 在 ３ Ｌ 高密度发酵体

系中，基于 Ｍ３ 启动子的表达系统仍能实现较高

水平的表达，表明 Ｍ３ 启动子在不同培养规模下

表现出良好的稳定性和适应性。 这一特点对表

达平台的中试扩展与工业放大应用具有实际价

值。 此外，由于表达增强可能伴随过量折叠负荷

或分泌通路饱和，从而导致功能异常，因此在表

达体系优化过程中需始终关注产物的功能完整

性［３２⁃３３］ 。 根据酶活测定结果，在本研究体系中表

达的 Ｐｇｉ，其催化活性水平与以大肠埃希菌作为

表达宿主所表达的 Ｐｇｉ 基本一致。 表明在启动

子增强与表达量提升的同时，蛋白的天然结构与

功能未受到明显影响。 从结果层面支持了优化

后的枯草芽孢杆菌 ＭＡＴＥ 表达系统在维持蛋白

功能方面的适配性。
本研究基于对诱导型启动子 ＰｍａｌＡ的优化，结

合信号肽设计与培养条件调控，构建了一个高表

达强度、分泌效率稳定且具备放大适应性的重组

蛋白表达系统。 该体系在 Ｐｇｉ 表达验证中表现出

较好的表达水平与功能保持能力，证明了优化后

的 ＭＡＴＥ 表达系统具有作为高效工业酶表达平

台的应用潜力。
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