
   



瞄豳
养温度等条件进行研究，确定最佳发酵条件。 根据复筛结果，菌株M一21产酶时间短，产酶稳

2结果与讨论 鬻雾萎萎套篇繁箬姜霎茏墨兰雾嚣支嚣慧
2．1 产酶菌株的初筛 ～2．2)pm的杆状，具运动性，革兰氏染色阳性。芽

土壤富集液平板划线分离，挑取染色后有透明圈 孢中生，椭圆，孢囊膨大。M一21在肉汤平板培养基上

的菌株平板点种培养，染色后(图1)用直尺分别测量 培养24 h，形成的菌落为圆形，边缘不规则
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鸯蓥蘸藩蔼霈蕴．Ⅲ滩5表达量的影响

1一o．2；2一o．3；3 o．4；4一o．5；5一o．6；6一o．7；7一o．8；8一o．9；9—1．o；10一未诱导

图6菌体密度对于重组蛋白His—Alyl65表达量的影响

1一未诱导 ；2一o．1；3一o．2；4一o．3；5一o．4；6一o．5；7一o．8；8一o．7；9一o．9；10—o．8

工程菌密度 对表达量的影响表明，在OD。。。为

O．1～O．5时诱导，随着OD。。。菌体密度的增加，蛋白

表达量也随着增加；在OD。。。达到O．5～o．6时诱导，

蛋白表达量达最大值，表达量为43％～45．2％；菌

体密度更大时诱导，蛋白表达量逐步下降(图6)
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图7诱导时间对重组His—Alyl65诱导表达水平的影响

1一未诱导；2—5min；3—10min；4—30min；5—1h；6—2h；7—3h；8—4h；9 5h

诱导表达的时间是目标蛋白表达量的另外一个

重要因素。当工程菌的OD。。。达0．6时，加入0．6

mmol／L IPTG，37℃诱导5min重组蛋白表达即达

到12．5％，表明pQE30载体上的T5启动子对诱导
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表3 不同氮源对菌株M-2l产酶的影响

氮源 ，薹{一， ，u警霉L．。 氮源，篓。，0釜。
酵母膏 7 420 NaN03 5 310

蛋白胨 5 399 (NH4)2S04 5 255

豆粉 12 370 (NH4)3P04 5 297

牛肉膏 7 214 (NH4)2HP()4 5 385

玉米粉 1Z 0 NH4H2P(X 5 349

尿素 5 183 KN03 5 262

NH4Cl 1 310 NH4C1 5 104

2．3．3 主要营养源产酶的正交实验

在上述实验基础上，选择瓜尔豆胶、豆粉、

(NH。)。HPO。为因素(见表4)，进行L9(33)正交实

验，结果见表5。

表4 正交实验的因素与水平

因 素

试验号 瓜尔豆胶 豆粉 (NH4)2HP04

／g·L‘1 ／g·L_1 ／g·L1

酶活／

U·mL一1

通过极差分析，对酶活影响最大的因素为豆粉，

然后为(NH。)。HPO。、瓜尔豆胶。根据各因素产酶

的最高水平，即瓜尔豆胶、豆粉选取第二水平、

(NHa)。HPOt第三水平，从而组成最优培养基配方

为(g／L)：瓜尔豆胶4、豆粉20、(NH。)。HP0。5，

K2HP04·3H20 1，MgS04·7H20 0．5，NaCl 0．5，

CaClz O．1，FeSO。·7H20 o．001。在此条件下重复

发酵产酶实验，平均酶活力可达919 U／mL。

2．4 发酵产酶条件的优化

2．4．1 培养温度

在优化培养基组成条件下，分析不同的温度条件

12 f至Q鱼!yQ!：曼曼型Q：兰!!Q19 1至曼Q!

对产酶的影响。由图3可见，菌株M一21最适宜的产

酶温度为32℃左右。
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图3培养温度对产酶的影响

2．4．2 培养基初始pH
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图4 培养基初始pH对产酶的影响

培养基初始pH值分别调节为5、6、7、8，由图4

可见初始pH值8最有利于菌株M一21产酶，初始

pH要保证在弱碱性范围内，否则菌体生长将很缓慢

甚至不能生长。不同芽孢杆菌菌株的生长和发酵最

佳初始pH值相差较大，初始pH略偏酸性有利于枯

草芽孢杆菌的生长，初始pH 7～8利于地衣芽孢杆

菌、解淀粉芽孢杆菌等的生长H2’1 3。。

2．4．3 装液量

25 50 75 100 125 150

装液量／mL

图5 装液量对产酶的影响

250 mL三角瓶装液量分别为50、75、100、125

mL，由图5可见装液量越大，产酶量越低。当装液量

为125 mL时，产酶量最低，这是由于培养基较粘稠，

起始阶段需要较高的通气量，一定条件下通气量大有

利于产酶。
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2．4．4 接种量

接种量分别为4％、6％、8％、10％，由图6可见

结果影响不大，接种量越大产酶时间越早，但是对于

最终酶活力的提高无帮助，本实验选取4％的接种

量。
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图6 接种量对产酶的影响

2．4．5 产酶时间

在32℃进行发酵培养，每隔4 h取样，测定酶活

力和菌体生物量，做出M一21的产酶进程曲线。由图

7可见，M一21在培养20 h菌体生物量达到高峰，而

产酶高峰出现在36 h，之后，酶活力缓慢下降，但依

然维持在较高水平，说明该酶比较稳定，不易失活。
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图7 产酶进程曲线

2．4．6 菌株M一21的产酶性状的稳定性

该菌株在最佳的产酶条件下进行传代产酶稳定

性实验，结果表明，连续传代12代，其产口一甘露聚糖

酶活力具有较好的遗传稳定性，见图8。
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图8 菌株M-21的遗传稳定性

3 结 论

从实验室采集的土壤样品中，定向筛选出1株产

p一甘露聚糖酶活力较高的芽孢杆菌M一21；通过优化

试验确定了M一21的最适培养基组成为碳源4 g／L

瓜尔豆胶，复合氮源20 g／L豆粉和5 g／L

(NH。)。HPOt，无机盐(g／L)：NH4 C1 1，K2 HP04·

3H20 1，MgS04·7H20 O．5，NaCl 0．5，CaClz 0．1，

FeSO。·7H：O O．001。最适培养条件为初始pH

8．o，接种量4％，装液量50 mL／250 mL三角瓶，温

度为32℃。此条件下培养36 h，M一21发酵液的酶

活力从初始的256 U／mL增加到1 487 U／mL。该菌

株在液体培养条件下产酶迅速，培养周期短，产酶的

遗传性质稳定；并且所产酶可降解魔芋胶、刺槐豆胶、

瓜尔豆胶等甘露聚糖型植物胶，制取相应的甘露寡

糖，具有很大的应用潜力。
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ABSTRACT The full len或h and N-temiml deleted甜y gene were啪plified from the genOnlic DNA of R魄矗。口Z￡啪一

脚撇s sp． by using PCR and inserted into pQI粥O vector to conStruct the eXpression plasITlid called p(必nZy32 and pQE_

以Zyl65。The expresSion plasrnidS were tranSfected into M15 and the／Uy protein was found to be higllly expressed as in—

clusion bodies．The inclusion bodies were isolated and subjected to demtu而ng and r}natLlration，folloⅥ陀d by Ni_NI、A

agarose affinity chromatography to purify the eXpressed my．The specific activity of purified～y165 on both polyM and

polyG block，especially on polyM，was close to that of mtive舢y．The eXpression syStem of the舢y165 in E∞缸was

optirnized，sho稍ng that the most effective concentration ofIPl、G was O．6 mmol／L，the 0D600 ofbacteria density of E

∞如ranged from about 0．5 to O．6 and the best expression tiHle was 3 h．The soluble Alyl65 protein which was e)中ressed

at 28℃、Ⅳas 25％．

Key words alginate lyase，E． coZi，expression，enzyme activity，optimize expression syste
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羹i蒸纂||；||； 柳拿灰修瑗涪规将食晶生产周高浓鹰鹕珊剂视勃食晶添加荆
垂垂鞲瑟篓：
篓燃薹 z007年1月8日，加拿大健康部有害物管理协调局(PMRA)向世界贸易组织贸易技术壁垒委员会发布“拟定修改

鬻器!霪囊誊食品药物法规”的sPs通报(G／sPs／N／cAN／277)。
i蓦i爨蠹罄j； 内容概述：食品药物法规将食品生产使用的高浓度增甜剂视为食品添加剂。食品药物法规认可的高浓度增甜剂

囊鹫搿鐾姜冀-i为：阿斯巴甜糖(aspartame)、蔗糖素(sucraIose)及安赛蜜AK耱(acesuIfame—potassium)。加拿大健康部收到一份食

品药物法规的修改申请，它要求准许一种比糖甜7 ooo～13 OOO倍的物质——纽甜素(Neotame)的使用。纽甜素(Neotame)可
以作为一种高浓度增甜剂，用于碳酸软饮料、饮料精、混合饮料(软饮料精、加汤可可或咖啡伴侣)；非标准化乳饮料；非标准化果

汁、早餐谷物、餐后甜点、糖浆、混合糖浆、馅、混合馅；非标准化餐后甜点、酸奶、糖果、快餐薄膜、甜味调料或快餐食品混合涂酱，

包括糖和吐层、泡泡糖、口香糖产品；非标准化水果吐酱、搅拌汁、酱，非标准化餐用果汁；非标准化沙拉酱、花生及其它坚果涂

酱、调味品；非标准化烤制品、混合烤制品。可以作为一种餐用增甜剂，在拟定修改草案内规定的最高使用标准。
根据现行法规，所有含阿斯巴甜糖、蔗糖素及安赛蜜AK糖的食品(包括餐用增甜剂)必须在主要显示版面位置上加注食品

   


