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摘  要 : 为解决大肠杆菌高密度发酵生产 β-葡萄糖苷酶过程中溶氧不足的问题，分别采用双顺反子和 T7 启动子

系统在 Escherichia coli 中引入透明颤菌血红蛋白 (VHb) 以改善溶氧的利用、提高菌体的生物量，进而增加 β-葡

萄糖苷酶的产量。以双顺反子形式诱导表达 VHb 时，在摇瓶低溶解氧条件下的最高生物量达到 4.24±0.29 (OD600)，

与无 VHb 表达的对照组相比提高了 35.03%，同时 β-葡萄糖苷酶发酵酶活达到了 (9.78±0.55) U/mL，比对照组提

高了 25.38%。在 3 L 发酵罐中使用双顺反子形式共表达 VHb 时，β-葡萄糖苷酶发酵总酶活达到 141.23 U/mL，与

无 VHb 表达的对照相比提高了 35.57%。以 T7 启动子对 VHb 进行表达后，在摇瓶和发酵罐中 β-葡萄糖苷酶的发

酵酶活均低于对照组。这些结果表明，在大肠杆菌中以双顺反子形式共表达 β-葡萄糖苷酶和 VHb 能够提升菌体

对低溶氧的耐受能力，提高菌体生物量和 β-葡萄糖苷酶的产量。 
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Abstract:  In producing recombinant β-glucosidase in Escherichia coli by high-cell density cultivation (HCDC), insufficient 

soluble oxygen is always a problem. To address it, Vitreoscilla hemoglobin (VHb) was introduced into Escherichia coli by the 

bicistron and T7 promoter expression systems, to improve soluble oxygen by bacterial cells and thereby to enhance the biomass 
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and recombinant β-glucosidase production. In the case of bicistron expression system, cell density in shaking flask reached 

OD600=(4.24±0.29), 35.03% higher than that of the control without VHb. Correspondingly, the maximum activity of 

β-glucosidase co-expressed with VHb was (9.78±0.55) U/mL, 25.38% higher than that of the control. In a 3-L fermentor, the 

maximum activity of β-glucosidase was 141.23 U/mL, 35.57% higher than that of the control. In contrast, the activity of 

β-glucosidase co-expressed with VHb under T7 promoter was lower than that of the control, either in flask or in fermentor. 

Co-expressing β-glucosidase with VHb using the bicistron expression system may improve the tolerance of E. coli to 

insufficient soluble oxygen and thus promote the bacterial biomass and the enzyme yield. 

Keywords:  β-glucosidase, Escherichia coli, Vitreoscilla hemoglobin (VHb), bicistron 

 
 
 
 

β-葡萄糖苷酶 (E.C. 3.2.1.21) 能催化水解或

转移 β-1,4-糖苷键，是糖苷水解酶类的重要成员[1-2]。

早期研究表明，β-葡萄糖苷酶广泛存在于生物体

内，其在纤维素降解、生物燃料炼制中有广泛的

应用潜力[3-5]。随着研究的深入，β-葡萄糖苷酶在

食品加工及活性苷元制备等方面也逐步展现出巨

大的应用潜力[6-8]。由于原核生物来源的 β-葡萄糖

苷酶具有较好的催化能力和较高的产量，近年来

关于其表达及性质研究的报道越来越多[9-12]。与

原始产酶菌株相比，利用大肠杆菌 Escherichia 

coli 作为宿主细胞诱导表达原核生物来源重组 β-

葡萄糖苷酶，具有发酵周期更短、酶蛋白产量更

高等优势，因此其在 β-葡萄糖苷酶生产中有广泛

的应用[13-15]。然而，在大肠杆菌高密度发酵生产

过程中，菌体生物量和异源蛋白表达量往往受到

溶解氧不足的限制而难以达到较高的水平[16]。因

此，改进大肠杆菌异源表达方法、提高大肠杆菌

对低溶氧环境的适应能力，对于提高 β-葡萄糖苷

酶的产量、加快推进其工业化生产应用具有重要

意义。 

透明颤菌 Vitreoscilla 最早发现于湖泊等淡水

沉积物中，是一种革兰氏阴性细菌，属于贝日阿

托氏菌属 (Beggiatoa sp.)。为了适应其生存的厌

氧环境，透明颤菌能够合成一种类似于动物血红

蛋 白 的 多 肽 ， 被 称 为 透 明 颤 菌 血 红 蛋 白 

(Vitreoscilla Hemoglobin，VHb)。研究发现 VHb

在不同的胞内环境下可以呈现出不同的状态 (氧

化态、氧合态和还原态) 并且可以互相转化并具

有氧结合性[17]。Wang 等将 VHb 和耶罗维亚酵母

脂肪酶在毕赤酵母中共表达，在 10 L 发酵罐微氧

环境中脂肪酶的产量增加了约 84%[18]。Pablos 等

在大肠杆菌菌株 W3110 中表达 VHb 后，微氧环

境中菌体生物量提高了约 33%，同时菌体比生长

速率提高了约 30%[19]。 

本实验室前期构建获得 β-葡萄糖苷酶突变体

蛋白 Bgl1A (A24S/F297Y)，其具有葡萄糖和乙醇

双耐受的特性，在大豆异黄酮苷元制备中表现出

优秀的应用潜力[20]。然而在使用大肠杆菌高密度

发酵制备 Bgl1A (A24S/F297Y) 时，溶解氧不足

阻碍了酶蛋白产量的进一步提高。为了缓解大肠

杆菌菌体在高密度发酵中的溶解氧不足的限制，

本研究将 VHb 和 Bgl1A (A24S/F297Y) 在大肠杆

菌中进行共表达，并在摇瓶水平和 3 L 发酵罐水

平考察了 VHb 的表达对菌体生物量和酶活变化

的影响情况。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、菌株和培养基 

突变体蛋白 Bgl1A (A24S/F297Y) 表达菌株

E. coli BL21 (DE3)/pET22b-bgl 为本实验室构建。

质粒 pET-22b 为本实验室保存。透明颤菌血红蛋

白基因序列  (vgb) 根据大肠杆菌密码子偏好性

进行密码子优化，并由生工生物工程 (上海) 股

份有限公司合成。表达菌株 BL21 (DE3) 购自北

京全式金生物技术有限公司。 
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摇瓶培养基采用 LB 培养基和 TB 培养基。

LB 培养基 (1 L)：酵母提取物 5 g，胰蛋白胨 10 g，

氯化钠 10 g。TB 培养基 (1 L)：酵母提取物 24 g，

胰蛋白胨 12 g，甘油 4 mL，使用时加入终浓度为

17 mmol/L 的 KH2PO4 和 72 mmol/L K2HPO4 缓冲

液。发酵罐初始培养基为改良 TB 培养基 (增加甘

油至终浓度 15 g/L)。发酵罐补料培养基 (1 L)：

酵母提取物 45 g，胰蛋白胨 45 g，甘油 500 mL。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

限制性核酸内切酶、T4 DNA 连接酶、Taq 

DNA 聚合酶均购自 TaKaRa 公司；isopropy-β-D- 

thiogalactoside (IPTG) 购自生工生物工程 (上海) 

股份有限公司；p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 

(pNPG) 购自 Sigma 公司；质粒抽提试剂盒、DNA

凝胶回收试剂盒购自 Axygen 公司；其他试剂均

为国产或进口分析纯试剂。大肠杆菌的高密度发

酵使用 Eppendorf BioFlo 115 的 3 L 发酵罐。 

1.2  方法 

1.2.1  表达质粒的构建 

以 T7 启动子表达 VHb 的质粒 pET22b-T7-vgb

构建：以 pUC57-vgb 为模板，使用引物 vgb-F 和

vgb-R 克隆出 vgb 片段，使用内切酶 NdeⅠ和 XhoⅠ

分别对 vgb 片段和 pET22b 质粒进行双酶切，并

对酶切后的片段进行回收。使用 T4 DNA 连接酶

将回收后的 vgb 片段和 pET22b 片段进行连接，

并转化至表达菌株 BL21 (DE3)。 

以双顺反子形式共表达 VHb 和 β-葡萄糖苷

酶 Bgl1A (A24S/F297Y) 的质粒 pET22b-bgl-Bic- 

vgb 构建：以 pET22b-bgl 和 pUC57-vgb 为模板，

使用引物 bgl-F、bgl-Bic-R 和引物 vgb-Bic-F、

vgb-Bic-R 分别克隆出 bgl 和 vgb 片段，以获得的

bgl 和 vgb 片段为模板，使用重叠延伸 PCR 进一步获

得 bgl-Bic-vgb 片段。使用内切酶 NdeⅠ和 XhoⅠ分

别对 bgl-Bic-vgb 片段和 pET22b 质粒进行双酶切，

并对酶切后的片段进行回收。使用 T4 DNA 连接酶 

表 1  本研究所用的引物 

Table 1  Primers used in this research  

Primer name Primer sequence (5–3) 
vgb-F GATATACATATGATGCTGGACCAACAG

ACTATCA 
vgb-R GTGGTGCTCGAGTTATTCAACGGCCTG

CGC 
bgl-F GATATACATATGATGACTAAAATATCTT

TACCAACTTGTT 
bgl-Bic-R TGATAGTCTGTTGGTCCAGCATTATATA

TCTCCTTCTCTATTTGAGATTAATGCTT
TATAG 

vgb-Bic-F ATGCTGGACCAACAGACTATCA 

vgb-Bic-R GTGGTGCTCGAGTTATTCAACGGCCTG
CGC 

T7-Pro-F ATCGCTACGTGACTGGGTCAGATCTCG
ATCCCGCGAA 

T7-Ter-R CAGCCATGACCCAGTCCAAAAAACCC
CTCAAGACCC 

 
将回收后的 bgl-Bic-vgb 片段和 pET22b 片段进行连

接，并转化进入表达菌株 BL21 (DE3)。双顺反子形

式中，bgl 和 vgb 的间隔序列为 GAAGGAGATAT 

ATAATG，其中 GAAGGAG 为核糖体结合位点

RBS，bgl 终止密码子 TAA 与 vgb 起始密码子 ATG

重叠，保证 VHb 的表达。 

以 T7 启动子形式共表达 VHb 和 β-葡萄糖苷

酶 Bgl1A (A24S/F297Y) 的共表达质粒 pET22b- 

bgl-T7-vgb 构建：以按上述方法构建获得的

pET22b-vgb 为模板，使用引物 T7-Pro-F 和 T7-Ter-R

克隆获得 T7-vgb 片段。使用内切酶 Tth111Ⅰ分别

对 T7-vgb 片段和 pET22b-bgl 质粒进行双酶切，并

对酶切后的片段进行回收。使用 T4 DNA 连接酶

将回收后的 T7-vgb片段和 pET22b-bgl片段进行连

接，并转化进入表达菌株 BL21 (DE3)。 

1.2.2  发酵培养方法 

挑取活化的表达菌株单克隆接种于含有  

100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 培养基中，37 ℃、

220 r/min 振荡过夜培养。将培养获得的种子液以

1%接种量 (V/V) 接种于发酵培养基中，同时添加

氨苄青霉素至终浓度 100 μg/mL，放置于 37 ℃摇
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床中振荡培养。当发酵液菌体生物量 OD600 值达

到 0.6 时，添加终浓度 0.2 mmol/L 的 IPTG 进行

诱导表达，并将诱导温度设置为 28 ℃，在不同诱

导时间进行取样，并对样品的生物量和发酵酶活

进行测定。在摇瓶水平 (250 mL 三角瓶)中模拟低

溶氧环境进行诱导表达时设置装液量为 200 mL，

摇床转速为 120 r/min；高溶氧诱导表达条件为装

液量 50 mL，摇床转速为 220 r/min。 

在 3 L 发酵罐中进行高密度发酵时，将过夜

培养的种子液以 1%接种量 (V/V) 接种于 50 mL

含有 100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 液体培养基中

继续扩大培养，当 OD600 达到 1.5–2.5 时，按 5%

接种量接种于 3 L 发酵罐中。发酵罐中的初始培

养基为 1 L 的改良 TB 培养基。用 25% (V/V) 氨

水控制发酵过程中的发酵液 pH 在 6.8–7.2 之间，

适当调节通气量和搅拌速度来控制溶氧。采用三

阶段控制：第一阶段为接种后至菌体生物量达到

OD600=25 时，调节搅拌转速和通气量控制溶氧在

10%以上；当菌体生物量达到 OD600=25 时，进入

第二阶段，将空气流速控制在 3.5 L/min、搅拌转

速控制在 500 r/min 并维持 6 h；第三阶段提高转

速至 1 000 r/min，并在通气中加入 0.5 L/min 的氧气

直至发酵结束。发酵过程中温度控制在 28 ℃，当

发酵液溶氧 (DO) 上升幅度超过 30%时，开始进行

补料，补料速率设置为 6 mL/(L·h)。当菌体生物量

达到 OD600=25 时，添加 IPTG 至终浓度 0.2 mmol/L

进行诱导，在不同诱导时间进行取样并对样品的

生物量和发酵酶活进行测定。 

1.2.3  分析方法 

将不同诱导条件下取得的样品在 4 000 r/min

离心 20 min 获得菌体，用适当体积 50 mmol/L 的

柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液 (pH 6.5) 重悬菌体。

随后使用超声破碎的方法对细胞壁进行破碎，超声

条件设置为：超声 4 s，静置 6 s，超声时间设置为

15 min。将超声破碎后的破碎液在 12 000 r/min 离心

10 min，分别收集上清和沉淀，并对样品采用

SDS-PAGE 进行分析。 

β-葡萄糖苷酶活力测定：pNPG 溶液 (100 mmol/L) 

和缓冲液各取 25 μL 和 450 μL 并混匀。预热 3 min

后，向反应液中加入适当稀释的酶液 25 μL 开始

反应。反应时间设置为 10 min，终止反应方法为加

入 500 μL 的碳酸钠溶液 (母液浓度为 1 mol/L)。在

405 nm 处测量终止反应后的反应液的 OD 值。依

据 pNP标准曲线公式计算 pNP的浓度和酶的活性

及相对活性。酶活单位 (U) 定义：即在酶最适作

用条件下，每分钟催化水解 pNPG 生成 1 μmol 

pNP 所需要的酶量为 1 U。 

2  结果与分析 

2.1  单独表达 VHb 对大肠杆菌的影响 

在高溶氧条件下，LB 培养基中加入 IPTG 对

VHb 诱导表达 8 h 后，菌体生物量即可达到 OD600

值为 4.44±0.19，无 VHb 表达的对照组 OD600 值仅

为 2.24±0.12 (图 1A)。在低溶氧条件下诱导 VHb

表达 24 h 后，重组菌生物量比对照组提高了

70.21% (图 1B)。 

高溶氧条件下，在营养更为丰富的 TB 培养

基诱导 VHb 表达 8 h 后的菌体生物量达到

4.41±0.22，对照组为 2.9±0.15；随诱导时间的延

长，含 VHb 的菌体 OD600 值达到 13.8±0.96，无

VHb 的对照组为 11.4±0.79 (图 2A)。在低溶氧环

境中 TB 培养基中诱导表达 24 h 后的菌体生物量

OD600 值为 2.99±0.32，比对照组的生物量提高了

45.82 % (图 2B)。初步实验结果表明，在大肠杆

菌 BL21 (DE3) 中诱导表达 VHb 能够提高菌体的

生物量。 

2.2  摇瓶水平共表达 β-葡萄糖苷酶和 VHb  

为了获得不同的诱导表达强度，分别使用双

顺反子形式和 T7 启动子形式对 VHb 和 β-葡萄糖

苷酶在大肠杆菌中进行共表达，考察不同共表达 
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图 1  LB 培养基中生物量随诱导时间的变化情况 (A 为高溶氧条件，B 为低溶氧条件)  

Fig. 1  Changes of biomass in the LB medium with time under aerobic (A) and microaerobic (B) conditions. 

 

 
 

图 2  TB 培养基中生物量随诱导时间的变化情况 (A 为高溶氧条件，B 为低溶氧条件)  

Fig. 2  Changes of biomass in the TB medium with time under aerobic (A) and microaerobic (B) conditions. 

 

形式对菌体生物量和 β-葡萄糖苷酶酶活的影响。高

溶氧条件下，在 LB 培养基中以两种形式诱导表达

VHb 均能够在诱导前期促进菌体生物量增加。 

2.2.1  摇瓶水平中双顺反子形式共表达 β-葡萄糖

苷酶和 VHb 

双顺反子情况下，在诱导 8 h 时生物量较对

照组均能增加 33.33%左右；随诱导时间延长到 

24 h ， 实 验 组 和 对 照 组 的 生 物 量 趋 于 一 致     

(图 1A)。在 TB 培养基中，高溶氧条件下 VHb 的

表达能够持续促进生物量增加，以双顺反子形式

表达 VHb 菌株的生物量在诱导 24 h 后达到 OD600

值为 16.25±0.98，比无 VHb 表达的对照组提高

25.09% (图 2A)。 

低溶氧条件下，在两种培养基中诱导表达

VHb 后菌体的生物量均得到明显提高。LB 培养

基中采用双顺反子共表达方法在诱导 8 h 后的生

物量达到 OD600 值为 1.89±0.34，持续诱导至 24 h

后的生物量增加到 OD600 值 2.29±0.36，比对照组
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提高了 21.12% (图 1B)。在 TB 培养基中使用双顺

反子对 VHb 诱导表达 24 h 后，菌体生物量达到

4.24±0.29，比对照组提高了 35.03% (图 2B)。 

以双顺反子形式共表达 VHb 能够提高 β-葡

萄糖苷酶的发酵总酶活。图 3 中的实验结果显示，

在 LB 培养基中以双顺反子形式共表达 VHb，高

溶氧条件诱导 8 h 后 β-葡萄糖苷酶的发酵酶活达

到 (10.35±0.45) U/mL，比对照组提高 19.79%；

低溶氧条件诱导 24 h 后酶活达到 (5.68±0.45) U/mL，

比对照组提高 15.92%。在 TB 培养基中以双顺反子

形式共表达 VHb 后，高溶氧条件下 β-葡萄糖苷酶

的发酵酶活达到 (36.4±2.2) U/mL，比对照组提高

20.93% ； 在 低 溶 氧 条 件 下 发 酵 总 酶 活 为 

(9.78±0.55) U/mL，比对照组提高 25.38%。 

2.2.2  摇瓶水平中 T7 启动子形式共表达 β-葡萄

糖苷酶和 VHb 

LB 培养基中采用 T7 启动子共表达方法，在

诱导 8 h 后的生物量达到 OD600 值为 1.86±0.33，

持续诱导至 24 h 后的生物量增加到 OD600 值为

2.31±0.43，比对照组提高了 22.22% (图 1B)。在

TB 培养基中使用 T7 启动子对 VHb 诱导表达 24 h

后，菌体生物量 OD600 值为 4.19±0.33，比对照组

提高了 31.85% (图 2B)。 

以 T7 启动子表达 VHb 时 β-葡萄糖苷酶的总

酶活均低于对照组，在高溶氧条件 LB 和 TB 培养

基中仅为 (5.47±0.35) U/mL 和 (21.14±1.31) U/mL；

在低溶氧条件下的总酶活仅为 (2.91±0.29) U/mL

和 (6.47±0.48) U/mL。SDS-PAGE 结果显示，以

T7 启动子表达 VHb 时，有部分 VHb 以包涵体的

形式存在 (图 4)。 

2.3  3 L 发酵罐水平共表达 β-葡萄糖苷酶和 VHb 

为了考察大肠杆菌高密度发酵中共表达 VHb

对菌体生物量和 β-葡萄糖苷酶产量的影响，本实

验通过对搅拌桨转速和通气量进行调节，将高密

度发酵过程分为三阶段。在第一阶段中，由于维

持了较高的溶氧水平，发酵菌体能够快速进入对

数生长期，重组工程菌在发酵 6 h 后菌体密度均

能够达到 OD600 值为 25 左右，此时加入 IPTG 对

目标蛋白进行诱导。诱导表达 2 h 后，调节搅拌

转速至 500 r/min 和降低通气量至 3.5 L/min 使发

酵溶氧水平降至 5%以下。在第二阶段中使用双顺

反子形式和 T7 启动子形式共表达 VHb 的工程菌

生物量均超过对照组。经过 6 h 的低溶氧发酵后，

增大搅拌转速至 1 000 r/min 并在通气中增加氧气

0.5 L/min 进行第三阶段发酵。共表达 VHb 的工

程菌对氧气的利用能力均高于对照组。大肠杆菌 

 

 
 

图 3  LB 培养基和 TB 培养基中 β-葡萄糖苷酶酶活的变化情况 (A 为 LB 培养基，B 为 TB 培养基)  

Fig. 3  Changes of β-glucosidase activity in LB medium (A) and TB medium (B) with time. 
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生物量在第三阶段增长迅速，其中以双顺反子形

式共表达 VHb 的工程菌生物量在发酵 20 h 时达

到最大生物量 (OD600 值为 67.14±2.98)，以 T7 启动

子共表达 VHb 的工程菌 BL21(DE3)/pET22b-bgl- 

T7-vgb 生物量达到最大 (OD600 值为 73.28±3.21)，

无 VHb 表达的对照菌株生物量仅为 OD600 值

48.83±3.24 (图 5A)。以双顺反子形式共表达 VHb 能

够显著提高 β-葡萄糖苷酶的发酵酶活，诱导 14 h 后

达到最大发酵酶活 (141.23±6.84) U/mL。而以 T7

启动子表达 VHb 的工程菌 β-葡萄糖苷酶发酵酶

活为 (110.12±5.26) U/mL，无 VHb 表达的对照菌

发酵酶活为 (104.45±6.98) U/mL (图 5B)。 

3  讨论 

β-葡萄糖苷酶在生物能源、食品工业、保健

品行业、农业、医药等领域有着广泛的应用，但

是在利用大肠杆菌高密度发酵生产 β-葡萄糖苷酶

时，溶解氧不足往往阻碍了酶蛋白产量的进一步

提高。在供氧不足的情况下，大肠杆菌糖酵解代

谢和三羧酸循环代谢不均衡引发的乙酰辅酶 A 积

累，进而积累的乙酰辅酶 A 在酰基转移酶和乙酸

激酶等作用下生成乙酸等其他副产物[16, 21-22]。本

研究通过在大肠杆菌中共表达透明颤菌血红蛋白

VHb 并对共表达方法进行优化对比，提高了大肠 

 

 
 

图 4  SDS-PAGE 分析三角瓶中低溶氧条件下 β-葡萄糖苷酶和 VHb 的表达情况 (TB 培养基) 

Fig. 4  SDS-PAGE assay for the expression of β-glucosidase and VHb in TB medium under microaerobic condition in 
triangular flask. M stands for molecular marker, super and precip denote the supernatant and precipitate components of 
broken cells. 

 

   
 

图 5  3 L 发酵罐中生物量和酶活变化情况 

Fig. 5  Changes of biomass and β-glucosidase activity in 3 L fermentor with time. 
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杆菌对溶氧的利用和对低溶氧环境的耐受能力。

Pablos 等对 VHb 影响大肠杆菌代谢进行研究发

现，VHb 能加快三羧酸循环进程，提高菌体对乙

酰辅酶 A 的消耗速度，进而在一方面能够促进菌

体生物量的增加，另一方面可以抑制乙酸等代谢

副产物的生成[16, 23]。本研究在摇瓶水平中的实验

结果显示，VHb 与目标蛋白的共表达能够在高溶

氧环境中最大提高 23.17%的生物量，在低溶氧环

境中最大能够提高 35.03%的生物量。与我们的结

果类似，Liu等在大肠杆菌中共表达 VHb和 eGFP，

在摇瓶中的低溶氧条件下提高了 eGFP 蛋白的表

达量[24]。值得注意的是，在高溶氧条件下，IPTG

对 VHb 诱导表达后的菌体生物量比无 VHb 表达

的对照组高。此结果暗示 VHb 在摇瓶中模拟高溶

氧环境时，也能够提高大肠杆菌菌体对溶解氧的

利用效率，并在一定程度上缓解了异源蛋白表达

所带来的代谢压力。 Li 等将空肠弯曲杆菌

Campylobacter jejuni 中的血红蛋白 CBh 在大肠杆

菌 BL21 (DE3) 中进行异源表达，在 500 mL 三角

瓶中装液量 100 mL，200 r/min 条件下，诱导表达

CBh的菌株生物量 (OD600值) 在平台期较对照组

有 22.2%的提高[25]。Kim 等使用 BL21 (DE3) 作为表

达宿主，将 VHb 与目标蛋白进行共表达，最终在发

酵罐中获得了提高 1.9 倍的目标蛋白产量[26]。 

本研究中对发酵罐获得的发酵样品进行

SDS-PAGE 检测结果显示，使用 T7 启动子表达

VHb 虽然比双顺反子形式能够获得更多的蛋白表

达量，但有部分 VHb 形成了不可溶的包涵体，不

能够发挥其相应的氧传递功能 (图 4，图 7)。过

量表达的 VHb 虽然能够帮助大肠杆菌对溶氧的

利用 (图 5C)，但也在一定程度上消耗了大肠杆菌

的资源，进而导致 β-葡萄糖苷酶的表达受到限制。

以双顺反子形式进行异源蛋白的共表达，所获得

的 VHb 表达量较 T7 启动子获得的表达量低，但

均为可溶的活性形式存在于细胞中，这不仅有利

于获得较高的菌体生物量，β-葡萄糖苷酶的表达

量也得到提高。以上结果表明，在大肠杆菌中以

双顺反子形式共表达 VHb 和 β-葡萄糖苷酶能够

提高低溶氧环境中的生物量水平和酶蛋白的表达

水平，是有开发应用前景的一种蛋白表达方法。 

 

 
图 6  3 L 发酵罐中溶氧变化情况 

Fig. 6  Changes of solube oxygen in 3 L fermentor with time. 

 
图 7  SDS-PAGE 分析 3 L 发酵罐中 β-葡萄糖苷酶和 VHb 的表达情况 
Fig. 7  SDS-PAGE assay for the expression of β-glucosidase and VHb in 3 L fermentor. M stands for molecular marker, 
super and precip denote the supernatant and precipitate components of broken cells. 
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