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摘  要: 【目的】嗜热拟青霉 β-木糖苷酶基因在大肠杆菌中高效分泌表达重组 β-木糖苷

酶摇瓶发酵条件优化, 及 5 L 发酵罐放大培养。【方法】通过单因素试验对诱导剂种类及

其添加量、诱导起始 OD600、培养温度、培养时间进行优化研究。【结果】摇瓶优化结果

表明: 2%乳糖为诱导剂、培养温度为 33 °C、OD600控制在 0.8−0.9时诱导为最佳产酶条件, 在
此条件下培养 48 h 后胞外酶活达到 103.9 U/mL, 胞外分泌的比例高达 99%以上。进行 5 L
发酵罐放大培养, 发酵 48 h 胞外酶活达到最高值 392.5 U/mL, 蛋白含量为 10.1 g/L。【结

论】该重组大肠杆菌高效分泌 β-木糖苷酶, 具有较好的工业化生产前景。 
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Abstract: [Objective] The fermentation conditions for production of recombinant 
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β-xylosidase from Paecilomyces thermophila expressed in E. coli were optimized and pro-
duced in a 5 L fermentor. [Methods] Single factor experiments were used to investigate the 
effect of different inducers and their concentrations, initial cell density, cultivation temperature 
and time on the expression of recombinant β-xylosidase. [Results] The results showed that the 
β-xylosidase could be induced by IPTG and lactose, lactose was better than that of IPTG. Un-
der the optimal conditions by adding 2% lactose at a initiated OD600 of 0.8−0.9 and incubation 
for 48 h at 33 °C, the ratio of extracellular enzyme reached over 99% and enzyme activity was 
103.9 U/mL. Further optimization of the culture conditions were performed in 5 L fermentor, 
the highest β-xylosidase activity of 392.5 U/mL and extracellular protein concentration of 
10.1 g/L were obtained after 48 h. [Conclusion] The recombinant β-xylosidase with high level 
production will be useful in various industrial applications. 

Keywords: β-Xylosidase, Extracellular, Escherichia coli, Expression optimization 

β-木糖苷酶(β-D-xylosidase, EC 3.2.1.37)是木

聚糖降解酶系的一种, 是可以作用于较低聚合度

木寡糖的非还原性末端生成木糖的一种酶类[1]。

β-木糖苷酶能够与木聚糖酶等协同降解木聚糖生

产木糖, 在水解过程中 β-木糖苷酶可以降低木聚

糖水解产物的聚合度, 较大程度地解除产物对

木聚糖酶的抑制, 是木聚糖水解过程中的限速

酶[2]。目前, β-木糖苷酶在能源、造纸[3−4]、医药[5]

等多方面具有广泛的应用前景。 

β-木糖苷酶的来源广泛, 主要包括细菌、真

菌(包括酵母)等微生物和高等植物。目前微生物

发酵产 β-木糖苷酶的研究主要集中于国外, 所报

道的 β-木糖苷酶一般为胞内酶[6], 少数真菌也能

产胞外 β-木糖苷酶, 国内外报道的菌株有: As-

pergillus sydowii 、 Talaromyces thermophilus 、

Talaromyces thermophilus、Paecilomyces thermo-

phila、曲霉(Aspergillus), 但其中产酶能力较高的

也仅有 45 U/mL, 且天然微生物所分泌的酶存在

纯化过程复杂等问题[4,7−10]。因此, 利用基因工程

手段获得高产 β-木糖苷酶工程菌株是解决上述问

题的一条途径。迄今, 已有关于 β-木糖苷酶表达

的研究, 如菌株 Fusarium graminearum、Bacillus 

halodurans、Thermonanaerobacter enthanolicus 的

β-木糖苷酶基因被克隆到大肠杆菌中, 产酶水平

均低于 2 U/mL。重组 β-木糖苷酶的纯化步骤明

显优越于天然菌株, 但目前研究中的大肠杆菌所

表达的重组酶多为胞内酶, 纯化过程中需要冻融

破壁等前处理, 在生产和应用中仍受到很大的限

制[11−13]。本研究室已成功将嗜热拟青霉(P. ther-

mophila) J18 β-木糖苷酶基因克隆至大肠杆菌中, 

发现其能够分泌表达胞外 β-木糖苷酶[14]。本文研

究其摇瓶发酵产酶条件, 并进一步采用 5 L 发酵

罐进行放大培养, 为将来的工业化生产和应用提

供重要的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和材料 
丙烯酰胺、甘氨酸, Biomol 公司产品; 低分子

量标准蛋白样品, Sigma 公司产品; 酵母提取物、

胰蛋白胨, 英国 Oxoid 公司产品; 其他试剂如果

无特殊说明均为分析纯。 

1.2  菌种来源及其培养方法 
1.2.1  菌种来源: β-木糖苷酶基因来源于嗜热拟

青霉(P. thermophila) J18, E. coli JM109、E. coli 
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BL21 以及 pMD-18T、pET-30a 均为实验室保存, 

重组大肠杆菌由本实验室构建[14]。 

1.2.2  菌种活化: −70 °C 甘油管冻存的工程菌划

线接种于 LB (含 50 mg/L 卡纳霉素)固体琼脂平

板上, 37 °C 恒温培养 12 h, 挑取单菌落接种于装

有 20 mL LB 培养基的 100 mL 锥形瓶中, 37 °C、

200 r/min 恒温振荡培养过夜(约 12 h)。 

1.2.3  发酵培养: 将活化的菌种以 1%的接种量

接种到装有 LB 液体培养基(含 50 mg/L 卡纳霉素)

的摇瓶中, 37 °C、200 r/min 恒温振荡培养至 OD600

为 0.6−1.0, 加入诱导剂诱导产酶, 培养 48 h 后

4 °C、12 000 r/min 离心 20 min, 收集上清液及

菌体。 

胞外蛋白及酶液收集: 直接取离心上清液测

定蛋白含量及 β-木糖苷酶酶活。 

胞内蛋白及酶液收集: 用 50 mmol/L pH 7.0

的磷酸盐缓冲液洗涤菌体 3 次, 加入与发酵液等

体积的缓冲液, 均匀悬浮菌体, 超声波破碎菌体

后离心收集上清液, 测定蛋白含量及 β-木糖苷酶

酶活。 

周质蛋白的提取采用渗透压休克法[15]: 取菌

体 1 g, 用 10 mL 含 20% 蔗糖的 10 mmol/L 

Tris-HCl 溶液(pH 为 8.0)充分悬浮, 4 °C 静置

30 min, 10 000 r/min 离心 10 min 收集菌体, 再用

10 mL、10 mmol/L Tris-HCl 溶液(pH 为 8.0)悬浮, 

4 °C 静置 30 min, 10 000 r/min 离心 10 min, 上清

即为周质蛋白。 

1.3  菌体密度、β-木糖苷酶酶活及蛋白含量

测定 
菌体密度(OD600)值测定: 将菌液稀释适当倍

数后在 600 nm 下测定吸光值, OD600=吸光值×稀

释倍数。 

β-木糖苷酶酶活测定方法参照 Lacke 的方

法[16]: 200 µL 用 50 mmol/L pH 7.0 磷酸缓冲溶液

配制的 5 mmol/L 底物(pNP-X) 在 55 °C 预热

3 min, 加入 50 µL 适当稀释的酶液, 反应 10 min, 

再加入 750 µL 2 mol/L 碳酸钠溶液终止反应, 冷

却后测定 A410, 以 pNP 为标准计算酶活力。酶活

力的单位定义为: 在上述条件下 , 每分钟生成

1 μmol pNP 所需要的酶量。 

蛋白含量测定参照 Lowery 等的方法[17], 以

牛血清蛋白作为标准蛋白。 

胞外酶活性(蛋白)比例测定: 胞外酶活性(蛋

白)占全酶活性(蛋白)的比例。 

1.4  摇瓶发酵产酶条件的优化  
采用单因素实验优化摇瓶发酵条件, 首先考

察诱导剂对产酶的影响, 研究了诱导剂种类及其

添加量(0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%)。接着研究培养温

度(30 °C, 33 °C, 35 °C, 37 °C)对产酶的影响。进一

步考察诱导时起始菌体密度 OD600 (0.2−3.0)对产

酶的影响。在单因素优化的基础上, 选择最优培

养条件培养 72 h 研究摇瓶发酵产酶历程。 

1.5  发酵罐(5 L)放大培养实验 
在摇瓶发酵条件的基础上采用 5 L 发酵罐进

行放大培养。在装有 3 L 发酵培养基的发酵罐中

接入 1%的种子液(含终浓度为 50 mg/L 的卡纳霉

素), 37 °C、450 r/min 条件下培养至 OD600 约为

1.0, 加入终浓度为 2%的乳糖诱导培养, 60 h 后终

止培养。培养过程中用 1% NaOH 调节培养基的

pH 至 7.0。 

2  结果与分析 

2.1  诱导剂对重组大肠杆菌摇瓶发酵产 β-木
糖苷酶的影响 

两种常用诱导剂(IPTG、乳糖)影响重组大肠

杆菌摇瓶发酵产 β-木糖苷酶的结果见表 1。乳糖

诱导产酶的效果明显优于 IPTG, 因此选定乳糖

为诱导剂。进一步研究乳糖添加量对发酵产酶的

影响, 如图 1 所示。当乳糖添加量为 2%时的产酶

水平最高, 胞外酶活为 58.1 U/mL、胞外蛋白含量 
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表 1  不同诱导剂(IPTG、乳糖)对发酵产胞外 β-木糖苷酶的影响 

Table 1  Effect of different inducers on expression of extracellular β-xylosidase 

诱导剂 
Inducer 

诱导剂浓度 
Inducer con-

centration 

胞外酶活 
Extracellular 

enzyme activity 
(U/mL) 

胞内酶活 
Intracellular 

enzyme activity
(U/mL) 

胞外蛋白浓度 
Extracellular protein 

concentration 
(g/L) 

胞内蛋白浓度 
Intracellular protein 

concentration 
(g/L) 

OD600 

0 0 0 0.17±0.02 0.93±0.03 2.07±0.03 

0.05 20.8±0.2 5.3±0.2 0.42±0.01 0.15±0.02 1.09±0.05 

0.1 22.1±0.4 6.1±0.3 0.51±0.02 0.16±0.01 1.26±0.04 

0.5 18.5±0.7 4.3±0.1 0.32±0.01 0.15±0.01 1.34±0.04 

IPTG 
(mmol/L) 

1 11.2±0.5 3.2±0.1 0.23±0.01 0.12±0.02 1.45±0.05 

0 0 0 0.17±0.02 0.93±0.03 2.07±0.03 

0.5 43.8±3.8 5.1±0.9 1.53±0.13 0.62±0.05 1.93±0.80 

1 50.3±2.7 6.1±0.7 1.77±0.13 0.73±0.06 4.35±0.11 

L-lactose 
(%) 

2 58.1±1.8 8.2±0.4 1.85±0.12 1.22±0.14 8.60±0.36 

 

 
图 1  乳糖浓度对 β-木糖苷酶及蛋白分泌量的影响 
Fig. 1  Effect of L-lactose concentration on expression 
of β-xylosidase and protein 
注: ●: OD600; ■: 胞外酶活; □: 胞外蛋白含量; ▲: 胞内酶活; 
△: 胞内蛋白含量. 
Note: ●: OD600; ■: Extracellular enzyme activity; □: Extracel-
lular protein concentration; ▲: Intracellular enzyme activity; 
△: Intracellular protein concentration. 
 
为 1.85 g/L, 且胞外酶活性比例可达 98%以上, 

胞外蛋白比例可达 40%−70%。不同诱导剂对菌

体密度的影响很大, 以乳糖作为诱导剂时菌体密

度明显高于 IPTG, 另外随着乳糖浓度的增加菌体

密度持续增加, 至添加量为 3%时 OD600达到 13.7。 

图 2 显示的是以不同诱导剂及不同浓度乳糖

进行诱导时所得发酵液、菌体破碎上清液及菌体

破碎沉淀的蛋白分泌情况, 该工程菌株所产 β-木

糖苷酶的蛋白分子量大小为 52.3 kD[14], 从图中

可以清楚看出目标蛋白在不同诱导条件下绝大

部分蛋白都分泌到了发酵液中, 进一步证明了胞

外酶活、蛋白占有较大比例的特点。 

IPTG 具有一定生理毒性 , 尤其高浓度的

IPTG 在菌体量稀少的情况下对目标蛋白表达的

抑制效果明显[18]。相反, 乳糖除可以作为诱导剂

外, 还可作为碳源被菌利用, 使菌体密度明显较

高, 这可能是导致酶活高于以 IPTG 为诱导剂的

原因。 

乳糖添加量达到 2%后, 继续添加乳糖胞外

酶的表达量较大程度地降低, 可能是由于乳糖浓

度的增加促进了大肠杆菌自身 β-半乳糖苷酶的

分泌且将乳糖分解成了葡萄糖和半乳糖, 葡萄糖

的含量增加, 引起了葡萄糖效应, 从而抑制胞外

酶的表达。 

2.2  培养温度对重组大肠杆菌摇瓶发酵产 β-木
糖苷酶的影响 

培养温度影响重组大肠杆菌摇瓶发酵产 β-木
糖苷酶的结果见图 3。胞外酶活、蛋白含量在培 
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养温度为 33 °C 时达到最大, 继续升高温度胞外

酶活及蛋白含量均有所降低。从图 3 还可以看出

在各个培养温度下的胞外酶活性比例都在 99%以

上, 胞外蛋白比例均维持在 60%左右。 

 
图 2  不同诱导条件诱导各部位分泌蛋白 SDS-PAGE  
Fig. 2  SDS-PAGE of intracellular, precipitation and 
extracellular proteins produced by E. coli 
注: M: 低分子量标准蛋白; 1−3: 0.1 mmol/L IPTG 诱导时胞

内、菌体破碎沉淀、胞外蛋白; 4−6: 1%乳糖诱导胞内、菌体

破碎沉淀、胞外蛋白; 7−9: 2%乳糖诱导胞内、菌体破碎沉淀、

胞外蛋白. 
Note: M: Low molecular weight protein makers; 1−3: Intracel-
lular, precipitation and extracellular protein induced by 
0.1 mmol/L IPTG; 4−6: Intracellular, precipitation and ex-
tracellular protein induced by 1% lactose; 7−9: Intracellular, 
precipitation and extracellular protein induced by 2% lactose. 

 
图 3  培养温度对 β-木糖苷酶及蛋白分泌量的影响 
Fig. 3  Effect of cultivation temperature on expression 
of β-xylosidase and protein 
注: ●: OD600; ■: 胞外酶活; □: 胞外蛋白含量; ▲: 胞内酶活; 

△: 胞内蛋白含量. 

Note: ●: OD600; ■: Extracellular enzyme activity; □: Extracel-
lular protein concentration; ▲: Intracellular enzyme activity; 
△: Intracellular protein concentration. 

本工程菌株摇瓶发酵产酶条件受培养温度的

影响较为明显, 在较高的培养温度下菌株生长速

率加快, 菌体密度增长显著, 但同时也加快了副

产物的代谢, 抑制了目的产物的表达, 因此适当

降低培养温度(33 °C)有利于目标产物的表达。 

2.3  诱导时机(起始 OD600 值)对重组大肠杆菌

摇瓶发酵产 β-木糖苷酶的影响 
合适的诱导时机可以促进 β-木糖苷酶的表

达, 能够实现胞外酶的积累。诱导时机影响重组

大肠杆菌摇瓶发酵产 β-木糖苷酶的结果见图 4。

当控制菌体密度 OD600在 0.8−2.4 之间进行诱导时

可 以 达 到 较 好 的 诱 导 效 果 ( 胞 外 酶 活 高 于

90 U/mL), 其中以 OD600 控制在 0.8−0.9 时胞外酶

活及胞外蛋白含量相对较高。在上述诱导条件下

胞外酶活性比例可达到 99%以上。从图 4 还可看

出不同诱导时机下诱导发酵, 至发酵终点时菌体

的生长密度变化不大。 

2.4  培养时间对重组大肠杆菌摇瓶发酵产 β-木
糖苷酶的影响 

培养时间影响重组大肠杆菌摇瓶发酵产 β-木 

 
图 4  诱导时起始 OD600 值对 β-木糖苷酶及蛋白分泌

量的影响 
Fig. 4  Effect of initial OD600 of induction on expression 
of β-xylosidase and protein 
注: ●: OD600

 ; ■: 胞外酶活; □: 胞外蛋白含量; ▲: 胞内酶

活; △: 胞内蛋白含量. 
Note: ●: OD600; ■: Extracellular enzyme activity; □: Extracel-
lular protein concentration; ▲: Intracellular enzyme activity; 
△: Intracellular protein concentration. 
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糖苷酶的结果见图 5。培养初期胞外酶活、蛋白

含量随培养时间的延长迅速增加, 至 24 h 时增长

趋缓, 但增长趋势依然明显, 至 48 h 时胞外酶活

及蛋白含量达到最大 , 分别为 103.9 U/mL 和

2.5 g/L, 且胞外酶活性比例高达 99%以上。菌体

密度呈现逐渐上升的趋势, 发酵至 48 h 时保持平

稳, 此时 OD600 为 8.4。 

与其他研究相比[19], 本研究中的工程菌产酶

周期稍长。可能原因是: 重组酶胞外酶活性比例

很高, 可能存在自胞内到胞外逐渐分泌的过程, 

延长了分泌时间。图 6 显示的是该工程菌在发酵

过程中胞内、细胞周质及胞外蛋白的 SDS-PAGE

变化趋势, 可以看出胞内及细胞周质的蛋白含量

随着发酵时间的延长逐渐减少, 胞外蛋白含量却

呈现递增的趋势, 进一步反映了该工程菌所表达

的蛋白可能呈现自胞内分泌至细胞周质, 进一步

逐渐分泌至胞外的过程, 也为该工程菌株的产酶

机制提供了有力的依据。另外, 培养温度为 33 °C

稍低于一般大肠杆菌发酵的 37 °C, 可能影响菌

体的生产传代进而影响其产酶周期。 

 
图 5  培养时间对 β-木糖苷酶及蛋白分泌量的影响 
Fig. 5  Effect of incubation time on expression of 
β-xylosidase and protein 
注: ●: OD600; ■: 胞外酶活; □: 胞外蛋白含量; ▲: 胞内酶活; 

△: 胞内蛋白含量. 
Note: ●: OD600; ■: Extracellular enzyme activity; □: Extracel-
lular protein concentration; ▲: Intracellular enzyme activity; 
△: Intracellular protein concentration. 

 
图 6  工程菌各部位分泌蛋白 SDS-PAGE 图 
Fig. 6  SDS-PAGE of intracellular, periplasmic and 
extracellular proteins produced by E. coli 
注: M: 低分子量标准蛋白; 1−3: 发酵 12、24、48 h 时的胞

内蛋白; 4−6: 发酵 12、24、48 h 时的周质蛋白; 7−9: 发酵

12、24、48 h 时的胞外蛋白. 
Note: M: Low molecular weight protein standards; 1−3: Intra-
cellular protein, 12, 24 and 48 hours, respectively; 4−6: Perip-
lasm protein, 12, 24 and 48 hours, respectively; 7−9: Extracel-
lular protein 12, 24 and 48 hours, respectively. 
 

2.5  重组大肠杆菌 5 L 发酵罐放大培养 
重组大肠杆菌 5 L 发酵罐放大培养的结果显

示该重组大肠杆菌在培养至 48 h 时发酵液酶活

最高 , 酶活为 392.5 U/mL, 胞外蛋白浓度为

10.1 g/L, 如图 7 所示。培养 4−8 h 时菌体生长速

率最大, 菌体密度(OD600)迅速由 6.5 提高到 16.2,  

 

图 7  培养时间对发酵罐产 β-木糖苷酶的影响 
Fig. 7  Effect of cultivation time on expression of 
β-xylosidase in fermentor 
注: ●: OD600

 ; ■: 胞外酶活; ▲: 胞外蛋白含量. 
Note: ●: OD600; ■: Extracellular enzyme activity; ▲: Extracel-
lular protein concentration. 
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增长了近 2.5 倍, 同时胞外酶酶活也由 4 h 的

55.0 U/mL 迅速增长至 152.3 U/mL。而后菌体密度

逐渐趋于平稳但胞外酶活及蛋白含量继续增加。 

由图 7 可知, 胞外酶活与胞外蛋白增长趋势

几乎一致, 该工程菌所分泌的胞外蛋白几乎为目

标蛋白。图 8 显示的是工程菌所产的胞外酶随时

间变化的 SDS-PAGE 图谱, 可以明显看出该工程

菌随培养时间的增加, 胞外酶的积累越来越多, 

进一步证明上述结果。 

目前国内外已有一些关于天然菌株及基因工

程菌株产 β-木糖苷酶的研究, 但所报道的产酶水

平普遍较低, 很大程度上限制了大规模的工业生

产[4,7−13]。嗜热拟青霉(P. thermophila) J18 具有产

β-木糖苷酶的能力, 但优化摇瓶发酵条件后酶活

仅有 3.15 U/mL[9]。进一步采用基因工程手段成功

将其 β-木糖苷酶基因克隆至大肠杆菌中, 发现能

够分泌表达, 优化其产酶条件发现能够以无毒

性、廉价的乳糖为诱导剂高效分泌表达 β-木糖苷

酶, 摇瓶发酵条件优化后胞外酶活为 103.9 U/mL, 

远高于嗜热拟青霉(P. thermophila) J18 的产酶水 

 

图 8  工程菌在发酵罐中产 β-木糖苷酶随时间变化的

SDS-PAGE  
Fig. 8  SDS-PAGE of the crude β-xylosidase produced 
in fermentor by E. coli 
注: M: 低分子量标准蛋白; 1−8: 发酵 2、4、8、12、24、36、

48、60 h 时的胞外蛋白. 
Note: M: Low molecular weight calibration standard protein 
makers; 1−8: Extracellular protein after 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48 
and 60 h, respectively. 

平, 且胞外酶比例高达 99.0%以上, 较高的产酶

水平及其较强的胞外分泌能力将有利于该菌株

在工业生产中的扩大应用。本研究进一步采用

5 L 发酵罐放大培养, 发酵 48 h 胞外酶活达到

392.5 U/mL, 蛋白浓度高达 10.1 g/L, 为迄今报道

分泌表达胞外 β-木糖苷酶最高值。 

3  结论 

嗜热拟青霉(P. thermophila) J18 的 β-木糖苷

酶基因在大肠杆菌中成功表达, 能够以乳糖为诱

导剂高效分泌表达 β-木糖苷酶, 在最优培养条件

下 发 酵 培 养 , 摇 瓶 发 酵 的 胞 外 酶 活 最 高 为

103.9 U/mL, 胞外酶比例高达 99.0%以上, 5 L 发

酵罐发酵的胞外酶活最高为 392.5 U/mL, 蛋白浓

度为 10.1 g/L, 具有很大的工业化生产前景。 
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