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摘 要 在构建了以地衣芽孢杆菌为宿主的产碱性蛋白酶的工程菌 ’($)"以后，为了给探索
重组酶的性质及其稳定性奠定基础，利用快速蛋白液相层析（*+,-）技术，建立了快速高效纯
化碱性蛋白酶的方案。发酵液通过硫酸氨沉淀、./(/0(01$脱色及聚乙二醇浓缩得粗酶，再
经过 -20345678490-01$、345678490:0)1柱层析后较好地得到了单一组份的重组碱性蛋白酶，酶
纯度提高了 )&;!倍。3.30+(:/显示重组碱性蛋白酶分子质量为 !< =>。
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蛋白酶是工业生产中应用最广泛的酶

种，约占酶总量的 &$C，而碱性蛋白酶又占
了蛋白酶的市场销售额的 1$C以上，它在洗
涤剂、食品工业和皮革制造中发挥巨大作用，

目前，国内外市场上对碱性蛋白酶的需求量

增长很快。自从 D7E@FG通过建立基因文库克
隆了第 "条碱性蛋白酶基因以来［"］，利用基
因工程的手段和蛋白质工程技术获得高产碱

性蛋白酶的工程菌已经是当前蛋白酶研究中

的 "个热点，这给蛋白酶的进一步应用研究
提供了广阔的前景［!］。我们在前期工作中利

用 ! " #$%&’($)*+,$- &<"&和 !)$A突变株碱性蛋
白酶基因序列的高度同源性，以 ! " #$%&’($.
)*+,$- 为宿主，通过同源基因交换的方法获得
"株碱性蛋白酶的工程菌 ’($)"，使其酶产量
在基础培养基下提高了 11C［%］。为了给探
索重组酶的性质及其稳定性奠定基础，我们

利用快速蛋白液相层析，即 *+,-（H7GI 5J@I4KL
MKN>K8 E6J@O7I@PJ756Q）技术，建立了快速高效
纯化碱性蛋白酶的方案，较好地得到了单一

组份的重组碱性蛋白酶。

" 材料和方法

%&% 材 料
"R"R" 菌 株

’($)"，整合型碱性蛋白酶工程菌，笔者
构建。

"R"R! 试 剂
./(/ 345678490(01$、-20345678490-01$、

345678490:0)1均为瑞典 +67JO7EK7公司产品。
聚乙二醇 +/: <$$$、十二烷基硫酸钠（3.3）
为上海华舜产品，进口分装，电泳纯丙烯酰

胺，?，?’0甲叉双丙烯酰胺为 3KPO7 公司产
品，标准分子量为中科院上海生物化学所东

风试剂厂产品。$R$!O@M S , +’3缓冲液，其他
试剂均为国产分析纯。

"R"R% 培养基
,’液体培养基用于细菌培养，在液体培

养基中添加 "R1C的琼脂即为 ,’ 固体培养
基，,’固体和液体培养基在需要时加入卡那
霉素至 %$!P S O,；’T液态培养基（P S ,）：牛肉
膏 1，酵母膏 1，蛋白胨 "$，?7-M 1，葡萄糖 1，
5U)R! V )R#。
"R"R# 仪 器
快速蛋白液相层析系统 *+,-，+67JO7EK7

公司产品，包括 -20345678490-01$、345678490
:0)1自动监控系统；紫外分光光度计 WX0
"!$0$!YZ? 型，36KO78[> 产品；电导仪 ..30
""(型，上海雷磁仪器厂；垂直板状电泳系
统，’K@0\78公司产品。
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!"# 方 法
!"#"! 蛋白酶活力测定
按原轻工业部颁行业标准 $% & !’()—

!**)［+］进行酶活定义：! ,-液体酶，在 +#.和
/0!("1的条件下，!,23水解 !!4酪素产生 !!4
酪氨酸为 !个活力单位，以 5 & ,-表示。
!"#"# 硫酸胺梯度盐析、透析和蛋白质浓缩
方法见参考文献［1］。

!"#") 6787 9:/;<=:>?8?1(短柱处理及脱色
将原装 6787 9:/;<=:>?8?1( 溶于 !( 倍

体积的去离子水中静置过夜，使其溶胀，用

("1,@A & -的 B<C0溶液浸泡 ! ;后去离子水
反复清洗，过滤，然后用 ("1 ,@A & - 0DA 溶液
浸泡 ! ;，用去离子水反复清洗，过滤，再用
("1,@A & -的 B<C0反复清洗后，用去离子水
充分漂洗至 /0值不变，除去空气备用。将
清洗的离子交换剂溶于 ("(#,@A & - /0E"(的
F%9缓冲液中平衡，过滤，将平衡后的离子交
换剂小心倾注入柱中，避免产生气泡，再用数

倍体积的 ("(#,@A & - /0E"(的 F%9缓冲液洗
柱至 /0E"(。样品按照常规方法脱色［E］。
!"#"+ DG?9:/;<=:>?D?1(柱层析
将处理好的凝胶装柱后，用 ("(# ,@A & -

/0E"(的 F%9缓冲液平衡，上样后用同样的
F%9缓冲液（流经 8泵）及含 ! ,@A & - B<DA的
("(#,@A & - /0E"(的 F%9缓冲液（液经 %泵）
在 HF-D 系统中自动混匀进行离子梯度洗
脱，分步收集器速度为 +,- & ,23，收集活性峰
洗脱液。

!"#"1 9:/;<=:>?I?J1柱层析
原装 9:/;<=:>?I?J1颗粒用水洗，并用沸

水浴方法加速溶胀，常规方法装柱。将 DG?
9:/;<=:>?D?1(层析所收集活性峰洗脱液 #,-
上样，用含 ("!1 ,@A & - B<DA的 ("(# ,@A & - /0
E"(的 F%9缓冲液在 HF-D系统控制下洗脱，
分步收集器速度为 # ,- & ,23收集活性峰，浓
缩酶液，于 K +.保存。
!"#"E 蛋白浓度测定
采用 %L<=M@L= 法［J］，以牛血清白蛋白作

为标准。

!"#"J 969?F8I7分析
969?F8I7方法参照参考文献［’］，采用

!#N的分离胶和 +N的浓缩胶进行。

# 结 果

#"! 重组菌的发酵和粗酶的制备
将重组菌接种于 1( ,- -%液体培养基，

)J.，##( L & ,23摇床培养 !E ;，取 !N的发酵
液接种 !((,-液体培养基，发酵液静置 # ;，E
((( L & ,23离心 )(,23，去上清液，加硫酸铵进
行梯度盐析，室温离心收集饱和度为 1(N O
E(N的沉淀部分，溶于 ("(# ,@A & - /0 E"( 的
F%9缓冲液中，在 ("(# ,@A & - /0 E"( 的 F%9
缓冲液中进行透析除盐，用电导仪测透析情

况，至透析液导电率基本无变化，离心除去少

量不溶物，过 6787 9:/;<=:>?8?1( 短柱脱色
素，F7I ’ ((( 浓缩，用 ("(# ,@A & - /0E"( 的
F%9缓冲液溶解，得到淡褐色透明清液。比
酶活为 +11!"1 5 & ,4。
#"# $%&’()*+,(-&$&./柱层析
取 #,-脱色浓缩酶液上柱，收集活性峰

测酶活。比酶活为 #((*J"J 5 & ,4。结果见图
!。

图 ! DG?9:/;<=:>?D?1(柱层析
! K蛋白质（!"#’(）；# K流经 %泵的缓冲液在洗脱液中

所占的百分比（即形成不同离子梯度的洗脱液）

#"0 ’()*+,(-&1&2.柱层析
将过 DG?9:/;<=:>?D?1(收集的活性峰"

为样品上柱。比酶活为 )+ E+’"! 5 & ,4。结果
见图 #所示。
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图 ! "#$%&’#()*)+,柱层析

!"# $%$&’()*分析
收集 "#$%&’#()*)+, 层析所得的活性峰

酶液浓缩，取 -.!/ 浓缩液上样（如图 0 所
示）。结果显示得到单一电泳条带，分子质量

为 !1 23。

0 讨 论

来自整合型工程菌45.+-的重组碱性
表 + 重 组 酶 的 纯 化

处 理 步 骤
体 积

6 7/
总酶活

6 8
总蛋白

6 79
比 活

6 8·79: -
酶回收率

;
纯化倍数

离心发酵液 -.. <=--,. -.1. <,<>+ -.. -
硫酸铵沉淀 !, 0<1 +-? 0<1>? - ...>0 +- !>!
@A5A "#$%&’#()5),.
脱色后浓缩

!. !1, +,- ?!>+1 < ,,->, ,1>-1 =>+=

BC)"#$%&’#()B),. -. -,! 1<, +>? !. .=+>+ 0->-! <<>!
"#$%&’#()*)+, , -.. ?0? !>= 0< ?<1>- !.><= +?>!

图 0 重组碱性蛋白酶的 "@")D5*A电泳
5 : ED/B纯化后的重组酶；4 :标准蛋白分子质量

蛋白酶在重组菌生长对数后期分泌表达，重

组酶大量存在于发酵液中，经过梯度盐析、透

析、@A5A 纤维素柱脱色，及 BC)"#$%&’#()B)
,.和 "#$%&’#()*)+,层析后获得电泳纯，纯度
提高了 +?>! 倍。利用 @A5A 纤维素柱可以
除去大量的色素和杂蛋白。由于碱性蛋白酶

的 $F一般在 +>. G 1>.之间，所以我们选用阳

离子交换柱 BC)"#$%&’#()B),.，并选用比碱
性蛋白酶 $F低，不少于 -个单位的 $H为 ?>.
的 .>.!7IJ 6 / D4"缓冲液进行洗脱。在预备
实验中我们发现，在进行 BC)"#$%&’#()B),.
层析时，当含 -7IJ 6 / K&BJ的 D4"缓冲液（即
ED/B系统中流经 4泵的缓冲液）在洗脱液中
占 -?>,;时，活性洗脱峰出现得比较稳定，
于是在正式实验中设置参数，使流经 4泵的
缓冲液在洗脱液中占 -?>,;时，保持该状态
下连续洗脱 <.7/，即稳定此时洗脱液中的离
子浓度，获得较好的效果。

ED/B系统为全惰性系统，完全保留了样
品的生物活性。该系统利用双泵梯度高压动

力混合，比 HD/B单泵静态混合所形成的梯
度更准确，并保证了梯度有很好的重复性。

由于加压的结果，使分离速度快，效率高，, %
内可以完成本实验的所有层析工作，全自动

监控。系统灵活性很大，可以控制和检测多

个参数，可以经过预备实验建立最优化的程

序。

在工业微生物的基因工程研究中，利用

芽孢杆菌作为表达宿主进行外源蛋白的分泌

表达很有意义，目的蛋白质能以活性结构生

成而不发生聚集，避免了复性的困难，产物与
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大量的细胞蛋白质分离，给下游工程的研究

带来了便利。在本实验中，我们利用 !"#$
技术对整合行工程菌分泌至胞外的重组碱性

蛋白酶进行纯化，大大提高了的纯化的速度

和效率，为下一步的酶学性质鉴定和分析工

作打下了良好的基础，也为其他分泌表达的

重组工业酶制剂的下游提取研究提供了模

型。
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欧盟限制使用香兰素剂量

最近，欧盟专家委员会决定在欧盟范围内限制香兰素添加剂的使用剂量，以减少对人体的危

害。

据介绍，香兰素存在于许多天然植物中，通常用化学方法由丁香酚、愈创木酚、黄樟素或木质素等不同原

料合成，是重要的食用香料之一。这种香料作为添加剂可加入许多甜食制品中，并被广泛用于化妆品生产。

欧盟专家委员会称，经多年实验研究发现，大剂量使用香兰素可以导致头痛、恶心、呕吐、呼吸困难，甚至能够

损伤肝、肾，对人体有较大危害。因此决定重新制定香兰素使用标准，进一步降低允许剂量。
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