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琼胶酶 AgaD在大肠杆菌中的高效表达
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摘要:【目的】构建琼胶酶 AgaD 的高效表达体系，优化发酵条件提高重组酶的表达量。【方法】首先根据大
肠杆菌(E． coli)密码子偏好性，优化并合成 AgaD 的基因，使其适合 E． coli 表达系统;考察了不同的 E． coli
表达宿主;根据 N 端法则构建了突变体;评价了培养基中添加 CaCl2 和甘氨酸(Gly)对重组酶表达的影响。
【结果】成功构建了琼胶酶 AgaD 的高效表达体系，确定了 E． coli AD494(DE3)为最适表达宿主;利用 N 端
法则提高了重组酶的稳定性，缩短了发酵时间;通过在培养基中添加 CaCl2 和甘氨酸(Gly)进一步提高了胞
外酶产量。最终，发酵上清中重组酶的活力由 20 U /L 提高至 11300 U /L，比优化前提高了 500 余倍。【结
论】构建了琼胶酶 AgaD 的高效表达体系，为 GH96 家族琼胶酶的深入研究奠定了基础。
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琼胶是一种从江篱、石花菜等红藻中提取出来
的多糖，主要由琼脂糖和硫琼胶两部分组成，琼脂糖
是线性多聚物，由 1，3 连结的 β-D-呋喃半乳糖和 1，
4 连结的 3，6-内醚-α-L-呋喃半乳糖交替连接而
成［1］(图 1)。

琼脂糖的降解酶按照作用方式分为 α-和 β-琼
胶酶［2］，分别降解琼脂糖的 α-1，3 糖苷键和 β-1，4
糖苷键。迄今，在已经发现的上千种琼胶酶中仅有
2 种属于 α-琼胶酶。根据氨基酸序列和三维结构的
相似性，琼胶酶被划分在糖苷水解酶 GH-16、GH-50、

图 1． 琼脂糖的结构［1］

Figure 1． Structure of agarose［1］ ．
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GH-86、GH-96 和 GH-118 家族，其中 α-琼胶酶属于
GH-96 家族。与 β-琼胶酶的深入研究不同，α-琼胶

酶由于数量少、活性低，因此其研究尚停留在酶的分

离纯化、酶学基本性质研究阶段［3 － 4］。越来越多的

研究显示，由 α-琼胶酶制备的琼寡糖在抗肿瘤、抗

氧化及免疫调节等方面具有显著的生物活性［5 － 6］，

因此对 α －琼胶酶的研究将促进琼胶的高值化利用，

带动紫菜、角叉菜养殖等相关产业链的发展。课题组

前期从青岛海域分离得到一株产琼胶酶的菌株
Thalassomonas sp． LD5，通过构建野生菌株的基因组

文库，结合兼并 PCＲ 和 site-finding PCＲ 的方法获得

了琼胶酶编码基因 agaD，其开放阅读框长 4401 bp，

编码 1466 个氨基酸［7］。序列分析表明，AgaD 与
GH-96家族的两个 α-琼胶酶氨基酸序列相似性分别

为 77%和 89%。与已经发现的 α-琼胶酶相似，AgaD

的野生酶和重组酶产量均很低，本实验从密码子偏好

性、N 端法则及培养基条件等方面对 AgaD 的重组表

达进行了优化。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种及质粒:克隆宿主大肠杆菌 ( E． coli)

DH5α、表达宿主 E． coli BL21 (DE3)、表达宿主 E．

coli AD494(DE3)、表达宿主 E． coli Ｒosetta (DE3)

及表达载体 pET-22b( + )为本实验室保藏;引物合

成及 DNA 测序由 Invitrogen(中国北京)生命技术公

司完成。

1. 1. 2 主要酶和试剂:限制性内切酶、T4 DNA

Ligase、La Taq DNA 聚合酶、Premix PrimeSTAＲ HS、

克隆载体 pMD18-T Vector 及 DNA Marker 购自宝生

物工程(大连)有限公司;DNA 回收、质粒提取试剂

盒购自北京百泰克生物技术有限公司。

1. 2 AgaD 密码子分析和优化

使用 Genscript 软件在线分析 AgaD 的密码子

并进行优化，优化后的基因序列由南京金斯瑞生

物科技有限公司完成，为了后续的基因克隆，我们

在目的基因序列 N 端和 C 端分别带有 NdeⅠ及
XhoⅠ限制性酶切位点，优化后的基因命名为
optagaD。

1. 3 AgaD 在不同宿主的重组表达

将合成获得的 optagaD 基因连入 pET-22b( + )

载体，构建质粒 pET-22b( + )-optagaD，分别转化 E．

coli BL21 ( DE3 )、E． coli Ｒosetta ( DE3 )及 E． coli

AD494(DE3)。

1. 4 N 端第 2 个氨基酸突变体构建

将 optagaD 基因的第 2 个氨基酸由苯丙氨酸
( Phe ) 突 变 为 丙 氨 酸 ( Ala )，设 计 上 游 引 物
optagaDxF，下游引物 optagaDxＲ( Table 1)。PCＲ 扩

增后得到基因片段 optagaDx，连接 pMD18-T Vector

载体，转化 DH5α，测序鉴定无误后，连接 pET-22b

(+ )，构建质粒 pET-22b( + )-optagaDx，转化 E． coli

AD494(DE3)。

表 1． 突变 Phe 所需的引物序列

Table 1． Primer sequences of the mutation of Phe

Primer name Sequence(5'→3')
optagaDxF CATATGGCAAAGGCAAAGCGTTCACTGCTG
optagaDxＲ CTCGAGGTGAGCCAGTTCCAGGATACC

Forward primer: optagaDxF; Ｒeverse primer: optagaDxＲ

1. 5 培养方法及条件
挑取转化后的单克隆于液体 LB 培养基中(含

50 mg /L 氨苄青霉素)，37 ℃、170 r /min 培养过夜后
用作种子培养液。
1. 5. 1 在培养基中添加 CaCl2:1 mol /L CaCl2 高压
灭菌后，分别添加在 LB 培养基中，至终浓度为
0. 001、0. 002、0. 005、0. 010、0. 020、0. 050 mol /L。将
种子液以 1% 的接种量接种到培养基(含 50 mg /L

氨苄青霉素)中，37 ℃、170 r /min 培养至菌液 OD600

达到 0. 8 时，加 入 0. 0001 mol /L IPTG，25 ℃、
170 r /min诱导培养 24 h。
1. 5. 2 在培养基中添加甘氨酸:在 LB 培养基中加入
Gly 至终浓度为(0. 01、0. 05、0. 10、0. 15、0. 20 mol /L)。

培养方法参照 1. 5. 1。
1. 6 酶活测定

将发酵液于 4 ℃、13000 × g 离心 20 min 后收集
上清，酶活力测定方法为 DNS 法［8］，根据前期研究
结果，在底物 0. 1%琼脂糖溶液中添加 0. 002 mol /L

CaCl2 以促进酶活，反应温度为 40 ℃。酶活力单位
的定义:在上述条件下，以每分钟催化产生 1 μmol

还原糖的酶量定义为一个酶活力单位(U)。
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2 结果和分析

2. 1 密码子优化
蛋白质的异源重组表达受多种因素影响，密码子

偏好性是重要原因之一［9］，密码子偏好性是指在蛋白
质合成过程中，同义密码子的使用概率在不同的宿主
中具有一定的偏好性。尽管少量稀有密码子的出现
通常不会给目的蛋白的合成造成太大影响，但如果一
个基因中含有成串或多个稀有密码子，外源蛋白的表
达量将大大降低。密码子适用指数(CAI)是评价目
的基因密码子是否适合宿主菌的主要指标，CAI 值等
于 1. 0 被认为在所选用的表达宿主中是最适合的，而
低于 0. 8 时表达水平可能会受到影响。对 agaD 的密
码子分析显示 CAI 值为 0. 7，而且该基因有 18%的密
码子使用率低于大肠杆菌正常使用率(FOP)的 50% ;
另外 agaD 的 GC 含量仅为 42. 74%，同样有可能影响
agaD 的重组表达。本文首先对 agaD 的密码子进行
了优化，优化后 CAI 值为 0. 88，GC 含量为 53. 05%，
低于 FOP 50%的密码子使用率为 0(表 2)。优化后
的基因命名为 optagaD，由南京金瑞斯生物科技有限
公司进行全基因合成。

表 2． 酶基因 agaD 密码子优化
Table 2． Codon usage optimization of agarase gene agaD

Item Before optimized After optimized
CAI 0. 70 0. 88
Under 50% FOP 18% 0
(G + C)% 42. 47 53. 05

CAI: Codon index; FOP: Codon usage frequency;G + C: Occupancy of

G and C．

2. 2 不同表达宿主对重组酶表达的影响
将优化后的琼胶酶基因 optagaD 分别转入 E．

coli BL21 ( DE3 )和 E． coli AD494 ( DE3 )和 E． coli
Ｒosetta(DE3)宿主菌。结果表明，optagaD 基因在 3
种不同的宿主中均表达出了琼胶酶活力，其中 E．
coli AD494(DE3)表达的单位酶活力为 460 U /L，E．
coli Ｒosetta(DE3)为 24 U /L，而 E． coli BL21(DE3)
菌株为 21 U /L (图 2)。

E． coli Ｒosetta(DE3)宿主常被用来表达含有较
多稀有密码子的目的蛋白，在本实验中，该宿主表达
的酶活力与 E． coli BL21(DE3)没有太大差别。

二硫键是由两个半胱氨酸残基的巯基基团发生

反应形成的共价键，是维持蛋白质结构的重要作用
力。但是重组蛋白在折叠过程中经常会形成分子间
二硫键或分子内错误的二硫键配对，从而引起蛋白
质的聚集或不正确折叠，因此二硫键的正确配对是
蛋白质正确折叠的关键［10 － 11］。菌株 Origami TM、
Origami B、AD494(DE3)或 BL21trxB 常用作辅助二
硫键形成的宿主，进而促进目的蛋白的可溶性及活
性［12］。经过分析，本文的研究对象 AgaD 一级序列
中含有多个半胱氨酸，推测在其成熟过程中可能有
二硫键形成，采用 E． coli AD494(DE3)作为宿主菌，
胞外的酶产量明显提高，进一步证明了这种可能性。

图 2．利用不同宿主诱导表达琼胶酶 AgaD
Figure 2． Expression of AgaD with different hosts．

2. 3 N 端第二个氨基酸突变
optagaD 翻译后第二个氨基酸为苯丙氨酸

(Phe)，我们将其突变为丙氨酸(Ala)获得 optagaD
的突变基因 optagaDx，连入 pET-22b( + )质粒后转
化 E． coli AD494(DE3)，检测诱导后的发酵上清琼
胶酶活力。结果表明，突变后的重组菌株在 6 h 就
有酶活出现，并且在 12 h 酶活力达到 2300 U /L，而
突变前的重组菌在 12 h 后才能检测到琼胶酶活性，
24 h 时酶活力达到最高，但仅有 400 U /L(图 3)。

在原核生物中，蛋白质的合成通常是从甲酰甲
硫氨酸( fMet)开始的，合成后的蛋白质的 fMet 会被
氨基肽酶催化切除，造成蛋白质稳定性下降。N 端
第二个氨基酸对蛋白质稳定性影响非常大，当第二
个氨基酸拥有大的侧链时蛋白质稳定性明显降
低［13 － 14］。研究表明第二个氨基酸为下列氨基酸:精
氨酸(Arg)、赖氨酸( Lys)、苯丙氨酸( Phe)、亮氨酸
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(Leu)、色氨酸(Trp)或酪氨酸(Tyr)时，蛋白的半衰
期为 2 min;当其余的氨基酸出现在氨基端，蛋白的
半衰期可以超过 10 h［15］。本实验结果表明，将
AgaD N 端第二个氨基酸由苯丙氨酸( Phe)突变为
丙氨酸(Ala)后，胞外酶产量大大提高，而且酶活达
到最高所用时间缩短了近一半，说明 N 端第二个氨
基酸突变后 AgaD 稳定性提高，符合 N 端法则。

图 3． N 端第二个氨基酸对琼胶酶 AgaD 表达的影响
Figure 3． The effect of the second amino acid from N end to the

agarase activity．

2. 4 培养条件优化
2. 4. 1 CaCl2 对琼胶酶 AgaD 表达的影响:前期研
究表明钙离子存在的条件下野生酶活力可以提高
1. 5 － 1. 6 倍，为了验证 CaCl2 是否也能影响重组蛋
白的表达，我们在发酵培养基中分别加入了不同浓
度的 CaCl2。结果表明，胞外酶产量对 CaCl2 具有浓
度依赖性，在一定范围内，随 CaCl2 浓度增加而增
加，当超过 0. 020 mol /L 后则开始下降，在 CaCl2 浓
度为 0. 005 － 0. 020 mol /L 时，酶活力达到最高，为
4000 U /L (图 4)。

BLAST 序列分析表明 AgaD 中存在钙离子结合
位点，而我们在前期也证明了钙离子可以明显促进
野生酶的活力。在本研究中我们发现发酵培养基中
加入适量 CaCl2 后胞外酶的活力可以提高接近 2. 5
倍，说明 CaCl2 也能提高重组 AgaD 的表达量。然而
CaCl2 究竟是促进了蛋白的正确折叠，还是提高了
酶的稳定性，仍需要更多的实验来证明。
2. 4. 2 甘氨酸对琼胶酶 AgaD 表达的影响:在
pET22b-optagaD5x -AD494(DE3)的发酵培养基中分
别加入不同浓度的甘氨酸(Gly)，检测发酵上清酶

图 4． CaCl2对琼胶酶 AgaD 表达的影响

Figure 4． The effect of CaCl2 on agarase expression．

活力。结果表明，当甘氨酸(Gly)浓度为 0. 1 mol /L
时，发酵液中酶活力最高达到了 11300 U /L。但随
着甘氨酸(Gly)浓度提高 OD600降低，表明菌体生长
受到影响，进而酶活力下降(图 5)。

大肠杆菌表达的带有信号肽的重组蛋白分泌到
胞外需要经过两层膜，文献表明甘氨酸能够参与核
苷酸所激活的肽聚糖前体的形成，使肽聚糖结构改
变，从而改变细胞膜通透性，提高分泌到胞外的重组
蛋白量［16］。本文中加入一定浓度的甘氨酸( Gly)
后，虽然菌体生长受到了抑制，但是在 0. 1 mol /L
时，胞外琼胶酶产量可以提高 2. 5 倍。

图 5． Gly 对琼胶酶 AgaD 表达的影响
Figure 5． The effect of Gly on agarase activity．

2. 4. 3 培养条件对琼胶酶 AgaD 表达的影响:根据
上述的研究结果我们进一步研究了其他培养条件对
AgaD 表达的影响，包括诱导温度、诱导后发酵时间及
IPTG 浓度等，并与之前的表达体系做了对比(表 3)。
结果表明，优化后的表达体系在诱导温度、诱导剂浓
度、起始诱导 OD600值等方面与优化前的表达体系没
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有差别，但是在发酵时间方面缩短了一倍。最终确定
高效表达体系构建之后的培养条件为:重组菌株接入
含有 0. 005 mol /L CaCl2、0. 1 mol /L甘氨酸( Gly) 的
LB 培养基中，37 ℃、170 r /min 培养至 OD600达到
0. 8，加入 0. 0004 mol /L IPTG 于25 ℃，170 r /min 诱
导 12 h，最终酶活力可达 11300 U /L 左右。

表 3． 培养条件对比
Table 3． Comparion of the culture condition

Subject Before optimization After optimization
Gene agaD optagaDx
Vector pET24a( + ) pET22b( + )
Host E． coli BL21(DE3) E． coli AD494(DE3)
Culture temperature /℃ 25 25
The initial induction of OD600 0. 8 0. 8
IPTG concentration /(mol / L) 0. 0004 0. 0004
Fermentation time / h 24 12
CaCl2 /(mol / L) 0 0. 005
Gly /(mol / L) 0 0. 1
Agarase activity /(U /L) 21 ±6 11300 ±1000

3 结论

目前关于 α-琼胶酶的报道非常少，已经发现的
α-琼胶酶产量较低，例如 Altermonas agarlyticus GJ1B
产琼胶酶只有 900 U /L，2012 年 Ji-Hwan Seok 等尝
试用酵母表达 Thalassomonas sp． JAMB A33 产的 α-
琼胶酶［17］，结果表明发酵上清中的酶产量也只有
300 － 1600 U /L。酶的低产量造成 α-琼胶酶的研究
远远滞后于 β-琼胶酶，本文研究了密码子偏好性、
表达宿主、N 端法则、培养条件等对同属于 GH-96
家族的琼胶酶 AgaD 表达的影响，最终发酵上清液
中的 酶 活 由 未 优 化 之 前 的 20 U /L 提 高 至
11300 U /L，提高了 500 余倍，比已经报道的 α-琼胶
酶产量提高了 10 倍以上，为该家族酶的深入研究奠
定了基础。但是，与其他重组蛋白相比，重组琼胶酶
AgaD 的产量仍然较低，体现在发酵液经过高倍浓缩
后仍然无法在 SDS-PAGE 上看到明显的条带，而且
经过凝胶复性显示重组酶 AgaD 被剪切成了大小不
一的活性片段，因此对于上述因素引起的胞外酶活
力大幅增加的机制有待于进一步分析。
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High expression of agarase AgaD in Escherichia coli

Huan Liu，Weibin Zhang，Dan Liu，Wengong Yu，Xinzhi Lu*

Key Laboratory of Marine Drugs，Chinese Ministry of Education，School of Medicine and Pharmacy，Ocean University of
China，Qingdao 266003，Shandong Province，China

Abstract:［Objective］ We constructed highly efficient expression systems for agarase AgaD and optimized its culture
conditions．［Methods］ First，the codon usage of AgaD was optimized to make it suitable for expression in E． coli． Then，
the gene expression vector was transformed into different E． coli hosts． According to the“N-end rule”that is related to the
in vivo half-life of a protein，a mutant was constructed． Finally，the effects of CaCl2 and glycine on enzyme production
were evaluated．［Ｒesults］A highly efficient expression system of agarase AgaD was constructed，named pET-22b( + )-
optagaDx-AD494 ( DE3 ) ． Ｒeplacing N-terminal second amino acid phenylalanine with alanine significantly improved
agarase production and shortened the fermentation period． The extracellular enzyme activity was further up-regulated by
CaCl2 and glycine． After optimization，the extracellular enzyme production raised from 20 U /L to 11300 U /L，more than
500 folds．［Conclusion］ The high expression system of AgaD provides good basis for further studying agarases．
Keywords: agarase，codon usage optimization，N-terminal rule，recombinant and expression
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