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摘  要: K5 多糖裂解酶 (Elma) 能够裂解半合成肝素的底物-K5 多糖，裂解产物是半合成法生产低分子量肝

素的底物。利用 PCR 方法扩增 elma，构建表达载体 pET-28a-Elma，将构建好的质粒转化至大肠杆菌 BL21 中，

以 0.2 mmol/L 的 IPTG 在 16 ℃诱导 5 h 实现了高效表达，SDS-PAGE 分析表明 Elma 表达量可达菌体总蛋白的

30％以上。采用 Ni2+-NTA 亲和层析法和 G-75 分子筛层析纯化目的蛋白，其纯度大于 95％。通过 PAGE 多糖

电泳发现裂解前后的 K5 多糖分子量有明显的减小。根据 Elma 裂解产物产生双键从而在 232 nm 处有吸光度的

变化来测 Elma 的酶活。其最适反应温度为 37 ℃，反应的最适 pH 值为 7.0。底物特异性分析发现 Elma 除 K5
多糖外对肝素和透明质酸也有降解作用。 
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Abstract:  K5 polysaccharide of high molecular weight (HLW) can be splitted into low molecular weight (LMW) K5 
polysaccharide by K5 lyase which can be used as the substrate of partial synthesis low molecular heparin sulfate (HS). To 
prepare recombinant K5 lyase (Elma) and analyze its biological activity, The gene of Elma was cloned by PCR 
amplification and was ligated with pET-28a. Then the recombinant expression vector pET-28a-Elma was transformed into 
Escherichia coli BL21 (DE3). After induction with 0.2 mmol/L IPTG at 16  for 5 h, Elma w℃ as successfully expressed, 
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SDS-PAGE analysis demonstrated that the enzyme constituted more than 30% of the total cell proteins. After Ni2+-NTA 
affinity and G-75 chromatography, the purity of enzyme was more than 95%. Enzymatic activity was determined according 
to the change of absorbance at 232 nm per ml of the sample. The reduction of the polysaccharide molecular weight could be 
detected by PAGE electrophoresis. Elma can partially split HA and HS. Its optimal reatcion temperature is 37  and ℃ the 
optimal reaction pH is 7.0. 

Keywords:  Escherichia coli, K5 polysaccharide, K5 lyase, expression, purification 

硫酸乙酰肝素 (HS) 是一种带电荷的多糖

分子，HS 常被用作抗凝血药。肝素类化合物，

除了有明确的抗凝血和抗血栓活性外，有研究发

现它们也有防止艾滋病毒感染和减缓细胞体外

凋亡的作用[1-2]。当前肝素类生物活性分子一般

从哺乳动物器官中提取，用该方法提取的肝素易

受非常规病毒的二次污染[3]，而以半合成方法合

成 HS 可避免此类污染。 

K5 多糖具有以下结构：…→4) β-D-葡萄糖

醛酸 (1→4) α-D-N-乙酰氨基葡萄糖 (1→4) …。

它是肝素的非硫酸前体，用于生产半合成肝素[4]。

K5 多糖来源于大肠杆菌，是一种荚膜多糖[5-6]，

该多糖存在于发酵液中。在一定的培养条件下

K5 多糖的分子量为 100~200 kDa，但是受自身所

产生 K5 裂解酶的影响，发酵生产的 K5 多糖存

在低分子量和高分子量组分[5]，多糖分子量分布

不均。合成低分子量肝素所需 K5 多糖的分子量

为 5 kDa 左右[7-10]，K5 裂解酶可以将发酵生产的

K5 多糖裂解为分子量为 5 kDa 左右的多糖，因

此 Elma 可以用于低分子量 K5 多糖的制备。然

而该酶在大肠杆菌 K5 中只有少量表达，且难以

分离纯化。因此我们构建了能够大量高效表达该

酶的基因工程菌。 

本研究在大肠杆菌 BL21 (DE3) 中高效表达

了大肠杆菌 K5 裂解酶，表达产物经 Ni2+-NTA 亲

和层析纯化、G75 分子筛凝胶纯化后得到能裂解

K5 多糖的裂解酶 Elma[8]，并对其酶学性质进行

了初步研究，本研究为 K5 裂解酶作为一种新型

的工具酶的生产奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株及质粒 

大 肠 杆菌 BL21 (DE3) (Escherichia coli 

BL21 (DE3))、大肠杆菌 JM109 (Escherichia coli 

JM109α)、大肠杆菌 K5 (Escherichia coli Bi 

8337/41 (O10∶K5∶H4))、质粒 pET-28a 为本实

验室保存。质粒 pMD18-T Simple Vector 购自

TaKaRa 公司。 

1.1.2  酶、载体、引物和主要试剂  

扩增大肠杆菌 K5 裂解酶 elma 基因的引物 

(表 1) 由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成，其上下游引物分别加入 BamHⅠ和 XhoⅠ

酶切位点  (下划线标示)。限制性内切酶、T4 

DNA 连接酶、exTaq 酶等分子生物学工具酶购

自大连宝生物公司。PCR 产物纯化试剂盒、

IPTG、低分子量标准蛋白等购自上海生工生物

技术有限公司。Ni2+-NTA 亲和层析柱和 G-75 凝

胶柱层析购自 GenScript 公司。其他化学试剂

均为进口或国产分析纯试剂。K5 多糖为本实

验室制备 [11-12]。 
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表 1  克隆目的基因 elma 的引物 
Table 1  Primers for cloning of target genes 

Primer 
name Primer sequence (5′–3′) 

Forward GGATCCATGACGGTCTCAACCGAAGTT

Reverse GCCGTCGAGTCAATTCCCTGTTAATTG
CAAA 

The underlined part is the restriction sites 
 

1.2  方法 
1.2.1  大肠杆菌 K5 裂解酶基因的克隆及表达载

体的构建 

提取大肠杆菌 K5 基因组，以基因组为模板

扩增大肠杆菌裂解酶基因。PCR 产物经琼脂糖凝

胶电泳鉴定、回收、纯化后连接 pMD18-T 

Simple Vector 并用 CaCl2 法转入大肠杆菌

JM109 中，提取连接好的 T 载体用 BamHⅠ和

XhoⅠ双酶切，经琼脂糖凝胶电泳鉴定、回收、

纯化后，用 T4 DNA 连接酶连接到同样经过

BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切的 pET-28a (+) 质粒上，

构建重组表达载体 pET-28a-Elma。转化后经提取

质粒、PCR 和双酶切鉴定，筛选阳性克隆进行测

序分析。 

1.2.2  重组蛋白 Elma 在大肠杆菌 BL21 (DE3) 

中的表达及条件优化  

将重组质粒转化到大肠杆菌 BL21 (DE3) 感

受态细菌中。转化的 BL21 (DE3) 在 LB 培养基

中活化过夜后，接种至含有 100 mg/L 卡那霉素

的培养基中，对诱导条件进行优化，考察不同诱

导剂量、诱导时间对目的蛋白表达量的影响及蛋

白溶解性变化。经 12％ SDS-PAGE 和光密度扫

描检测，确定最适诱导条件。 

1.2.3  重组蛋白的纯化 

取 IPTG 诱导产物 500 mL，4 ℃离心收集并

洗涤菌体，在冰浴中超声破碎菌体，离心取上清，

将上清用 0.45 μm 的膜过滤后，采用 GenScript

公司的 Ni2+-NTA 蛋白质纯化柱纯化目的蛋白，

选择不同浓度的咪唑 (50~250 mmol/L) 梯度洗

脱，具体操作参照其说明书并参考文献[13,17]，纯

化后的蛋白进行 12％ SDS-PAGE 分析，确定洗

脱液的最佳咪唑浓度。然后用凝胶过滤色谱

SepHadex G-75 分离，收集不同时间洗脱下来的

色谱峰，测定纯化效率[14]。 

1.2.4  Elma 的活性检测 

定性测定：1 μg 的 Elma 加入到 100 μL 的

1 g/L 的 K5 多 糖 反 应 液 中 ， 反 应 液 含 有

100 mmol/L NaCl，10 mmol/L 醋酸钙，pH 7.0，

37 ℃反应 10、20、30、40、50、60、70 min，

取各个反应时间的样品 10 μL 沸水浴 5 min。

用 10％聚丙烯酰胺电泳 125 V (20 min) ~250 V 

(40 min) 检测不同反应时间 K5 多糖分子量变

化。用阿利辛蓝和银染的方法显色[15]。 

反应最适温度和 pH 确定：1 μg 的 Elma 加

入到 1 g/L 的 K5 多糖 3 mL 中，反应液含有

100 mmol/L NaCl，10 mmol/L 醋酸钙，分别在

37 ℃不同的 pH，pH 7.0 不同温度下反应 5 min，

测其 OD232 变化值[14]。每个样品设 3 个平行组，

重复试验 2 次，结果取平均。 

底物特异性检测：2 μg 的 K5 裂解酶分别加

入到 0.5 g/L 的 K5 多糖，HS 和 HA 的反应液中。

反应液含有 100 mmol/L NaCl 和 10 mmol/L 醋酸

钙 (pH 7.0)，37 ℃反应一定时间，测不同时间

OD232 变化值。每个样品设 3 个平行组，重复试

验 2 次，结果取平均。 
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2  结果 

2.1  大肠杆菌K5裂解酶基因的克隆及表达载

体的构建 
用 PCR 方法以大肠杆菌 K5 基因组为模板扩

增 elma 基因。产物经 1.2％琼脂糖凝胶电泳检测，

可见在 2 460 bp 附近的扩增产物 (图 1)，大小与

预期相符；纯化后的 PCR 产物和 pMD18-T 

Simple Vector 连接后，与 pET-28a (+) 同时用

BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切纯化并连接，得到重组质

粒 pET-28a (+)-Elma，酶切鉴定表明重组载体构建

成功。测序结果表明与 GenBank登记序列相一致。 

2.2  重组蛋白 Elma 在大肠杆菌 BL21 (DE3) 中

的表达及条件优化 

将重 组 质 粒 pET-28a (+)-Elma 转 化 至

BL21 (DE3) 后 ， 经 IPTG 诱 导 表 达 ， 用

SDS-PAGE 电泳分析显示 80 kDa 处有明显的蛋

白条带，与预期相符。表明重组菌 BL21 (DE3)/ 

pET-28a (+) -Elma 构建成功。我们对诱导表达条

件中的诱导剂浓度、诱导时间进行优化，结果显

示：重组菌 BL21/pET-28a (+)-Elma 在 LB 培养

基中培养至对数生长前期，加入 IPTG 浓度为 

0.2 mmol/L 最佳  (图 2)，诱导时间 5 h 最佳  

(图 3)。重组蛋白 Elma 在优化后表达量均可达到

菌体总蛋白的 30％以上。 

 

图 1  elma 的 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification of elma. M: DNA marker; 
1: PCR product of elma. 

 

 

图 2  IPTG 浓度对 Elma 蛋白表达量的影响 
Fig. 2  Effects of IPTG concentration on the expression of Elma. M: protein marker; 1: uninduced sample; 
2: 0.1 mmol/L; 3: 0.2 mmol/L; 4: 0.3 mmol/L; 5: 0.4 mmol/L; 6: 0.5 mmol/L; 7: 0.6 mmol/L; 8: 0.7 mmol/L; 
9: 0.8 mmol/L. 
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图 3  诱导时间对 Elma 蛋白表达量的影响 
Fig. 3  Effects of induction time on the expression of Elma. M: protein marker; 1: uninduced sample; 2: 1 h; 3: 2 h; 4: 
3 h; 5: 4 h ; 6: 5 h; 7: 6 h. 

 

2.3  Ni2+-NTA亲和层析及 G-75凝胶层析纯化 
对菌体超声破碎后，用相差显微镜镜检，发

现细胞破碎完全。分别对破碎上清和沉淀进行

12％ SDS-PAGE 电泳，结果表明重组蛋白主要

存在于上清中。将破碎后的菌体上清用亲和层

析柱和凝胶柱层析纯化，收集各个色谱峰并用

12％ SDS-PAGE 电泳观察纯化结果，从图 4 可

以看出：在约 80 kDa 处可见特异条带。目的

蛋白主要集中在咪唑浓度为 200 mmol/L 时的

洗脱峰中，收集的样品经 G-75 分离得到较纯

的酶，经 SDS-PAGE 薄层扫描分析，其纯度大

于 95％。  

2.4  Elma 的活性定性检测 
1 μg 的 Elma 加入到 100 μL 的 1 g/L 的 K5

多糖反应液中反应不同时间后取样并将酶及时

灭活，样品用 10％聚丙烯酰胺电泳 125 V 

(20 min) ~250 V (40 min) 检测其分子量变化。用

阿利辛蓝和银染的方法显色。电泳原理同蛋白电

泳类似，图 5 所示随着反应时间的延长，K5 多

糖电泳条带随着反应时间的延长逐渐向下延伸，

说明 K5 多糖的分子量随着反应时间的延长而降

低，该实验定性地说明了重组表达的 Elma 对 K5

多糖有明显的裂解作用。 

 

 

图 4  纯化后 Elma 的 SDS-PAGE 凝胶电泳分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of purified Elma. M: protein 
marker; 1−3: purified Elma. 
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图 5  K5 多糖分子量随着反应时间变化 
Fig. 5  The change of K5 molecular after digested by 
Elma for different time. 1: undigested sample; 2: 10 min; 
3: 20 min; 4: 30 min; 5: 40 min; 6: 50 min; 7: 60 min; 
8: 70 min. 

 

2.5  Elma 的最适反应温度和反应 pH 
K5 裂解酶的最适反应温度实验结果如图 6A

所示，Elma 的酶活受温度影响比较大，随着反

应温度的升高 (从 32 ℃到 52 ℃)，Elma 的酶活

呈现先上升后下降趋势，在 37 ℃条件下酶活最

高。Elma 裂解 K5 多糖的活性也受 pH 的影响 

(图 6B)，随着反应体系 pH 的上升 (pH 6.0 到

pH 8.0)，Elma 的酶活也呈现先升后降的趋势，

当 pH 为 7.0 时 Elma 的裂解活性最高。由以上实

验现象得出，重组 Elma 反应最适温度为 37 ℃，

最适反应 pH 为 7.0。 

2.6  Elma 底物特异性研究 
研究 Elma 对不同底物的裂解活性，结果如

图 7 所示，说明 Elma 对 K5 多糖有着明显的裂

解作用，而对于肝素和透明质酸裂解作用不明

显。分别增加透明质酸 (HA) 和肝素 (HS) 的浓

度，测不同底物浓度的 OD 值变化 (图 8)，发现

随着底物浓度的增加，反应的 OD 值变化也相应

增加，由此可确定 K5 裂解酶对 HA 和 HS 也有

裂解的作用。 

 

 

图 6  Elma 反应最适温度和反应最适 pH 
Fig. 6  Optimal temperature and pH of Elma. 
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图 7  Elma 底物特异性分析 
Fig. 7  The substrate specificity of Elma. 

 

 

图 8  Elma 对不同浓度底物 (HS 和 HA) 的裂解作用分析 
Fig. 8  Analysis of Elma degradating HS and HA at different concentrations. 

 
   

4  讨论 
Elma 作为 K5 多糖裂解酶，具有活性高和产

物分子量均一的特性，但该酶在产 K5 多糖菌中

的表达量较少且难以分离纯化，不适宜大规模生

产。为实现高效生产 Elma，本研究在基因工程

菌中高效表达了目的蛋白，产量高，成本低且易

操作，适于大规模生产。本实验将 Elma 表达

后得到水溶性蛋白，并经分离纯化后得到产

物。经过优化得到的最佳的表达条件是：LB

培养基中培养重组菌，在对数生长期前期加入

0.2 mmol/L 的 IPTG，16 ℃诱导 5 h。产物经纯化

得到了较高纯度的 Elma。 

肝素的分子量越低，其抗凝活性越强。另外

低分子量肝素在保持肝素的抗血栓作用的同时

又降低了出血的风险。低分子量肝素比高分子

量肝素具备更好的疗效，并且具有更小的副作
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用[16-18]。半合成法生产低分子量肝素的底物-低

分子量 K5 多糖需要用 K5 裂解酶生产。我们克隆

并表达了编码 K5 裂解酶的基因，该裂解酶被大

量表达，并具有较高的活性。并对 Elma 的酶学性

质进行了初步研究。本研究为 K5 裂解酶应用于

低分子量 K5 多糖的生产奠定了重要的基础。 

另外本研究发现除 K5 多糖外，Elma 对另

外两种葡胺聚糖 (GAG) 透明质酸和肝素也有

裂解作用，低分子量的 GAG 寡糖相对于高分

量 GAG 有着更好的治疗作用[19-20]，葡胺聚糖

裂解酶近年来受到普遍重视，Elma 还可以作为

工具酶来生产特殊的 GAG 寡糖。本研究将有

助于 Elma 的规模化生产和相关功能研究等后

续工作。 
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