
※生物工程                            食品科学 2014, Vol.35, No.01  185

IPTG与乳糖联合诱导重组大肠杆菌 
右旋糖酐蔗糖酶表达

李攀峰，张洪斌*，胡雪芹
（合肥工业大学医学工程学院制药工程系，安徽 合肥 230009）

摘  要：研究异丙基硫代-β-D-呋喃半乳糖苷（isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside，IPTG）与乳糖联合诱导重组

大肠杆菌右旋糖酐蔗糖酶表达的效果。在利用IPTG和乳糖分别作为诱导剂对右旋糖酐蔗糖酶工程菌Escherichia coli 
BL21（DE3）/pET28-dexYG进行诱导表达的基础上，尝试将此两种诱导剂联合使用，在降低成本的同时获得较

好的表达效果。在获得最佳培养基的基础上，考察菌体IPTG与乳糖的联合加入量、菌体浓度、诱导时间对右旋糖

酐蔗糖酶表达的影响。在菌浓（OD600 nm）达到3.0时，加入0.1 mmol/L IPTG 95 μL＋2.5 g/L乳糖，25 ℃混合诱导培

养4 h，酶活力最高，达到40.44 U/mL。IPTG与乳糖联合诱导重组大肠杆菌右旋糖酐蔗糖酶表达可行。

关键词：异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷；乳糖；右旋糖酐蔗糖酶；表达；联合诱导

 Combinatorial Induction of Recombinant Dextransucrase Expression in E. coli by IPTG and Lactose
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Abstract: In order to explore the combinatorial induction of recombinant dextransurase experssion in E. coli by isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) and lactose, a mixture of IPTG and lactose was added to the cell culture to induce the 

expression of recombinant dextransurase. Based on the optimal culture medium, IPTG concentration and the amount of 

lactose added, bacteria concentration and induction time revealed significant impacts on the enzyme activity. The results 

showed that the optimal concentrations of IPTG and lactose were 0.1 mmol/L and 2.5 g/L, respectively, and optimal 

induction time was 4 h at 25 ℃. Under these culture conditions, the activity of dextransucrase could reach up to 40.44 U/mL. The 

combinatorial induction of recombinant E. coli dextransurase by IPTG and lactose was feasible, greatly reducing the dosage 

of IPTG and industrial production costs. 
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右旋糖酐蔗糖酶（ d e x t r a n s u c r a s e，D S R，

EC2.4.1.5）属于糖苷水解酶第70家族，是一种葡聚糖

蔗糖酶（又称葡萄糖基转移酶，glucosyhransferase，

简称GTF），是葡聚糖蔗糖酶领域中研究较早较热门

的一类酶 [1-2]。该酶的催化是以蔗糖为底物，切断D-葡萄

糖基与果糖基的糖苷键，并形成D-葡萄糖基与酶的复合

物，释放出果糖，然后将葡萄糖基单元以α-1,6或其他糖

苷键的形式连接起来，生成两类重要产品：右旋糖酐和

果糖[3]。

果糖在食品行业中有着广泛的应用。果糖具有优

越的代谢性能，其代谢过程不依赖胰岛素 [4]，不会引

起血糖、胰岛素、胰高血糖素的较大变化 [5]，因此常

被作为糖尿病人的甜味食品 [6]。果糖代谢不会产生乳

酸，能对体内消耗蛋白质有抑制作用，能够迅速提高

并且补充人体所需的能量，使得人体耐力以及代谢得

到强化，因此常被制作为功能性饮料，为运动员及体

力劳动者快速恢复体力 [7]；果糖因其爽口，风味好、温

和无异味、透明度好被大量用于软饮料产品，如可乐型

饮料、汽水、果汁饮料、果露等。果糖入口后不残留，

有水果的优质甜味，也能增强果香，在发酵型烘焙食品
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中果糖的发酵性、焦化性及保湿性可以作为优点发挥出

来。并在产品的销售过程中有效地防止产品发干、变

硬，发霉等[8]。关键酶右旋糖酐蔗糖酶的研究也越来越

受到研究人员的重视。Tsuchiya等 [9]报道右旋糖酐蔗糖

酶摇瓶培养较静止培养时酶活力高。Alsop[10]报道在

空气搅动的情况下右旋糖酐蔗糖酶的酶活力也高于无

氧或纯氧的条件。Veljkovic等 [11]研究证明当生物反应

器中气体流量与菌体最大耗氧量一致时酶活力最高。

Lazic等 [12]发现L. mesenteroids  ZDRAVLJE SR-P在

pH5.5，搅拌速率200 r/min；进气流速0.05 vvm时，

酶活力最高34 DSU/mL。变旋糖酐蔗糖酶受3-脱氧-3-

氟-α-D-呋喃葡萄糖、2-氨基乙醇的抑制[13]。

基因工程技术的发展使右旋糖酐蔗糖酶工程菌的

构建和表达研究的发展加快。Wilke-Douglase等[14]首次

从L. mesenteroids NRRL B2512F克隆得到右旋糖酐蔗糖

酶基因darS，通过巨大芽孢杆菌表达所获得的右旋糖酐

蔗糖酶酶活力为0.065 U/mL，经过高密度培养后酶活

力高达28.6 U/mL[15]。2006年国外有报道通过克隆darS在
大肠杆菌中表达，采用0.2 mmol/L 异丙基硫代-β-D-呋喃半乳

糖苷（isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside，IPTG）作为诱导

剂，获得的右旋糖酐蔗糖酶活力达到5.85 U/mL[16]。不过

IPTG价格昂贵，使用量过多时有毒性，并且提高了工

业生产成本。因此研发1种降低IPTG使用量的诱导方

法具有重要意义。

本实验室通过分子生物学技术成功构建右旋糖酐蔗

糖酶工程菌株E. coli BL21（DE3）/pET28-dexYG,并分别

利用IPTG和乳糖作为诱导剂对其进行诱导表达，并利用

两种诱导剂进行联合诱导研究，在降低成本的同时获得

较好的表达效果，为该酶的工业化生产提供参考。

1 材料与方法

1.1	 材料与试剂

基因工程菌Escherichia coli BL21（DE3）/pET28-

dexYG由本实验室构建、保存。

卡纳霉素	 上海捷瑞生物工程有限公司； IPTG 

德国默克公司；其他常用试剂均为分析纯。

1.2	 培养基

LB液体培养基（g/L）：胰蛋白胨10、酵母提取物

5、氯化钠10，pH 7.0。

发酵培养基：蛋白胨 1 0 g / L、硝酸钾 1 0 g / L、 

MgSO4（1mol/L）100μL/L、甘油（500g/L）10mL/L、M9盐 

90 mL/L，p H  7 . 0 。其中 M 9 盐配方：磷酸氢二钠 

17.105 g/200 mL、磷酸二氢钾3 g/100 mL、氯化铵1 g/100 mL。

1.3	 仪器与设备

SL202N电子天平	 上海民桥精密科学仪器有限公

司；WH-861旋涡混合器	 太仓市科教仪器厂；W-1调

节万用电炉	 通州市沪通实验仪器厂；TG16-WS台式

高速离心机	 长沙湘仪离心机有限公司；GL-20G-II高

速冷冻离心机	 上海安亭科学仪器厂；PHS-3CT酸度计			

上海大中分析仪器厂；CHA-SA气浴恒温摇床	 江苏

金坛国胜实验仪器厂；LS-B50L立式圆形压力蒸汽灭菌

器	 张家港市化菱医疗设备有限公司；KS-150超声波

细胞粉碎机	 宁波科生仪器厂；VIS-723紫外分光光度

计	 上海精密科学仪器有限公司；MDF-U332医用低

温冰箱（－50 ℃）	 日本三洋公司；HH-2恒温水浴锅	

江苏金坛晶玻实验仪器厂；微量移液器	 上海大龙医疗

设备有限公司。

1.4	 方法

1.4.1	 右旋糖酐蔗糖酶的表达培养

将基因工程菌BL21（DE3）/pET28-dexYG于37 ℃、含

50 mg/mL卡那霉素的LB培养基中进行过夜富集培养[17-18]。将

过夜富集培养后的菌液按照1%的接种量接种到100 mL

含卡那霉素50 μg/mL的培养基中进行发酵，37 ℃、 

250 r/min培养直到菌浓（OD600 nm）达到1.8时，加入IPTG

至终浓度0.5 mmol/L，25 ℃、250 r/min诱导4 h来使得右

旋糖酐酶表达，离心取菌体。

1.4.2	 右旋糖酐蔗糖酶的酶活力测定

方法参照文献 [ 1 9 ]。酶活力单位（U）定义：在

25 ℃条件下，1 mL底物反应液中1h催化蔗糖产生0.1 mg

果糖所需要的酶量。

1.4.3 IPTG和乳糖联合诱导

将实验分成A、B、C、D组，4组均为发酵培养基，

其中，A、B两组为IPTG与乳糖联合诱导，C组IPTG单独

诱导D组乳糖单独诱导A和C组到OD600 nm=2.0时开始进行

诱导，B和D两组到OD600 nm=3.0开始诱导。A、B两组均

为125 μL 0.1 mmol/L IPTG+2.5 g/L乳糖混合诱导，C组为

250 μL 0.1 mmol/L的IPTG单独诱导，D组为2.5 g/L乳糖

单独诱导；A、B两组在诱导3、4、5、6、7 h时分别取样

15 mL测酶活力，C组诱导4 h后测定酶活力，D组诱导6 h

后测酶活力。

1.4.4 IPTG和乳糖联合诱导条件优化

1.4.4.1	 乳糖添加量对诱导过程的影响

将实验分成 A 、 B 、 C 、 D 、 E 、 F 共 6 组，分

别按照发酵培养基成分进行配制。 A 、 C 、 E 组

在 O D 6 0 0 n m = 2 . 0 时开始进行诱导， B 、 D 、 F 组在

O D 6 0 0 n m= 3 . 0开始诱导。其中A、B两组加入 6 0 μ L 

0 . 1 m m o l / L  I P T G＋1 . 2 5 g /L乳糖混合诱导，C、D

两组加入60 μL 0 .1 mmol /L  IPTG＋2.5 g/L乳糖混合

诱导，E、F两组加入60 μL 0.1 mmol/L I P T G＋5 . 0 g /L 

乳糖混合诱导。A、C、E 3组在菌浓OD 600 nm=2.0时

开始诱导，B、D、F 3组在菌浓OD600 nm=3.0时开始诱
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导。4组均在诱导3、4、5、6、7 h时分别取样15 mL测定

酶活力。

1.4.4.2 IPTG含量对诱导过程的影响

实验过程同1.4.4.1节，将A、C组在OD600 nm=2.0时

开始进行诱导，B、D组在OD600 nm=3.0开始诱导，A、B

两组为加入78 μL 0.1 mmol/L IPTG＋2.5 g/L乳糖混合诱

导，C、D两组为加入95 μL 0.1 mmol/L IPTG＋2.5 g/L

乳糖混合诱导4 h。

2 结果与分析

2.1 IPTG和乳糖联合诱导

表 1 IPTG和乳糖联合诱导所得右旋糖酐蔗糖酶酶活力

Table 1 Activity of dextransucrase induced by the presence of both 

IPTG and lactose

诱导时间/h
酶活力/（U/mL）

A组 B组 C组 D组

3 24.42 26.83

4 43.06 40.15 43.96

5 32.53 34.89

6 33.78 35.05 12.88

7 22.05 35.20

由表1可知，比较C、D两组实验可以看出，当乳糖

单独作为诱导物的时候，所诱导产生的重组右旋糖酐蔗

糖酶酶表达活力较低，乳糖不适合作为独立诱导物来诱

导产酶。比较A、B、C、D 4组实验数据可以看出，IPTG

与乳糖混合使用作为诱导物能产生较好的效果。比较A、

B两组看出，不同的菌浓对酶活力表达并没有特别的影

响，但是不能保证在IPTG用量继续较少的情况下，菌浓

对其依然没有特别影响，所以在以后的实验中，菌浓需

要继续同时考察OD600 nm=2.0以及OD600 nm=3.0两种情况。

由于最终目的是节约成本，即降低IPTG用量，在此实验

基础之上，继续考察降低IPTG的用量，并同时考察乳糖

用量增减对此过程的影响。

2.2 IPTG和乳糖联合诱导条件优化

2.2.1 乳糖添加量对诱导过程的影响

表 2 IPTG和乳糖联合诱导所得右旋糖酐蔗糖酶酶活力

Table 2 Activity of dextransucrase induced by the presence of both 

IPTG and lactose

诱导
时间/h

酶活力/（U/mL）
A组 B组 C组 D组 E组 F组

3 15.75 15.88 25.37 26.42 5.37 6.42
4 17.60 19.75 29.41 28.44 9.41 10.44
5 13.40 15.40 27.34 26.31 8.34 8.31
6 14.33 11.36 25.26 23.15 8.26 5.15
7 9.30 14.19 23.06 19.16 6.06 5.16

由表2可知，在降低IPTG浓度后，所诱导得到的

酶活力很低。主要原因为当IPTG用量过低的时候，不

能有效的抑制菌体的生长，无法进行持续的诱导而使

得合成的可溶性蛋白减少；当提高加入乳糖的量时，

酶活力相对并没有提高；分别比较上述6组可以看出，

当 IPTG过低时，菌浓对酶活力没有特别的影响；分

别比较A、C、E 3组与B、D、F 3组可以看出，乳糖

质量浓度提高并不能使得酶活力提高，反而会抑制

酶活力，所以在二者混合诱导时，乳糖的量不能过

多，本实验结果显示选择乳糖质量浓度为2.5 g/L；将

0.1 mmol/L IPTG用量定在60～125 μL，根据预实验情

况选择78 μL以及95 μL 2个值来考察。

2.2.2 IPTG用量对诱导过程的影响

A
B
C
D

40
35
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25
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10
5
0

3 4 5 6 7
/h

/
U
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L

图 1 IPTG用量对右旋糖酐蔗糖酶酶活力的影响

Fig.1 Effect of IPTG concentration on dextransucrase activity 

由图1可知，比较A、B两组数据，当添加7 8 μL 

0.1 mmol/L IPTG时，所得的酶活力相对较低，最适

合条件为OD600 nm=3.0条件下诱导5 h，所得的酶活力为

31.10 U/mL，酶活力不是很理想；比较C、D两组数

据，当添加95 μL 0.1 mmol/L IPTG时，所得的酶活力

最高为在OD600 nm=3.0时IPTG和乳糖联合诱导4 h后右

旋糖酐蔗糖酶酶活力达到40.44 U/mL，相对较高。得

出最优组合为95 μL 0.1 mmol/L IPTG＋2.5 g/L乳糖。

3 结 论

当乳糖单独使用被用来作为诱导物的时候，其诱

导产生的右旋糖酐蔗糖酶活力很低，不能用来作为诱

导剂；而使用IPTG作为诱导物的时候，能够得到比较

理想的效果。但是 IPTG是有毒物质，所以在不得不

使用IPTG作为诱导物的情况下，需要尽量减少IPTG

的用量。在OD600 nm=3.0、0.1 mmol/L IPTG 95 μL＋

2 .5 g /L乳糖情况下，混合诱导4 h，酶活力可以达到

40.44 U/mL。与单独IPTG诱导相比，IPTG用量减少

了62%，而酶活力仅减少了8%。同文献[19-20]比较，

IPTG用量减少了5%，而酶活力保持在相当的水平。

结果表明IPTG与乳糖混合诱导可行，既可以降低生产

的成本，又可以减少IPTG作为有毒物质所带来的不利

影响，为工业应用提供参考。
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