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3种氨肽酶基因在大肠杆菌中的 
重组表达与比较研究

张 洁1，张 梁1，黄武宁2，石贵阳1,*
(1.粮食发酵工艺与技术国家工程实验室，工业生物技术教育部重点实验室，江南大学，江苏 无锡  214122；

2.义乌市海之纳生物工程有限公司，浙江 义乌  322006)

摘 要：PCR扩增Bacillus licheniformis 14580、Bacillus subtilis 168、Geobacillus stearothermophilus IFO12589氨肽酶

基因，分别酶切连接表达质粒pET-28a，构建重组表达载体pET28a-BLAP、pET28a-BSAP、pET28a-GSAP，酶活力

检测表明3个氨肽酶基因均在大肠杆菌宿主BL21(DE3)中获得重组表达。进一步对3株重组菌的氨肽酶粗酶液反应条

件进行比较研究，结果表明：重组氨肽酶BSAP与GSAP的粗酶活较高，达到1500U/L以上；BLAP、BSAP、GSAP

粗酶的最适酶反应温度分别为50、75、60℃，BSAP温度稳定性最好，在30～70℃时比较稳定；3种重组氨肽酶的

最适pH值都是9.0，pH值在8.5～9.0时比较稳定；0.lmmol/L Co2+对酶活有较强的激活作用，BSAP的相对酶活力最

高达到195.6%，其他二价金属离子对酶活均有不同程度的抑制，其中Zn2+抑制作用最大；重组质粒pET28a-BSAP、

pET28a-GSAP在大肠杆菌中较pET28a-BLAP稳定。
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Abstract：The genes encoding aminopeptidase GSAP, BSAP and BLAP were respectively amplified from Geobacillus 
stearothermophilus IFO12589, Bacillus subtilis 168 and Bacillus licheniformis 14580. These amplified DNA fragments 

were individually inserted into the expression vector E. coli pET-28a to construct plasmids pET28a-BLAP, pET28a-BSAP 

and pET28a-GSAP, respectively. The expression of these genes was confirmed by activity analysis, and then the expressed 

enzymes were characterized. The activities of both recombinant BSAP and GSAP were 1500 U/L, which were higher than 

that of BLAP. The optimum temperatures were 50, 75 ℃ and 60 ℃ for BSAP, GSAP and BLAP, respectively, and the 

optimum pH values were all 9.0. They were stable at pH 8.5—9.0. BSAP was obviously activated by 0.l mmol/L Co2+, 

reaching a maximum of 195.6% of its original activity, but inhibited to different extents by other divalent metal ions, with 

Zn2+ being the strongest inhibitor. In addition, the recombinant plasmids pET28a-BSAP and pET28a-GSAP were more stable 

than pET28a-BLAP in E. coli.
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氨肽酶(aminopeptidase)是一类蛋白水解酶，它可以

从蛋白或多肽链的N端由外向内逐个游离出氨基酸来，

所以又称为肽链外切酶(expeptidase)[1]。氨肽酶的种类很

多，不同的氨肽酶对N端氨基酸残基的水解能力存在差异

性，同一种氨肽酶对不同的N端氨基酸残基的水解能力也

不同，根据最易反应的底物不同可分为亮氨酸氨肽酶、缬

氨酸氨肽酶、苯丙氨酸氨肽酶、脯氨酸氨肽酶等，它们可

切除苦味肽氨端的疏水氨基酸从而脱除苦味[2-4]。自1936 
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年Johnson等[5]第1次从Aspergillus parasiticus中分离出3种

肽酶，已从大约30种微生物中提取到不同的氨肽酶。自

1990年至今，一些微生物产生的各种氨肽酶基因相继被

克隆并测序[6-8]。氨肽酶最显著的作用在于脱除蛋白水解

液的苦味，如大豆蛋白水解液[9]，多肽的苦味与其N端疏

水性氨基酸的量成正比，外肽酶可以有效的切除这些疏

水性氨基酸，对制备低苦味的水解物有重要意义。Sato

等[10]用不同蛋白酶处理酪蛋白水解液，发现亮氨酰氨肽

酶可以脱去蛋白质酶解液的苦味。氨肽酶与蛋白酶复合

使用，可以大幅度提高蛋白质的水解度及游离氨基酸的

含量[11]，在酱油酿造、干酪生产及其他蛋白水解产品的

制备过程中，可以提高蛋白质的利用率，节省成本。另

外，氨肽酶还可应用于制备功能性多肽、蛋白质序列测

定的分子工具等。

本研究分别从Bacil lus  l icheni formis、Bacil lus 
subtilis、Geobacillus stearothermophilus中克隆出氨肽酶基

因(ap1、ap2、ap3)，利用大肠杆菌表达系统进行表达，

对这3种不同来源的氨肽酶的粗酶液反应条件等进行了初

步的比较和分析，旨在为氨肽酶的进一步研究利用提供

参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株和质粒 

E. coli菌株：JM109、BL21(DE3)由本实验室保

存；Bacillus licheniformis ATCC 14580、Geobacillus 
stearothermophilus IFO12589、Bacillus subtilis 168保

藏于江南大学中国高校工业微生物资源和信息中心，

质粒pET-28a(＋)由本实验室保存(含T7启动子的高效表

达载体)。

1.1.2 工具酶和试剂 

Taq DNA聚合酶、dNTP、T4-DNA连接酶、限制性

内切酶(EcoR Ⅰ、EcoR Ⅴ、NcoⅠ、BamH I、Hind Ⅲ) 

宝生物工程(大连)有限公司；DNA分子质量标准、纯化

DNA片段的琼脂糖凝胶回收试剂盒、蛋白质分子质量标

准 北京博大泰克生物基因有限公司；引物合成及测序

由生工生物工程(上海)股份有限公司完成；其余试剂为国

产分析纯。

1.1.3 培养基和培养条件

LB液体培养基用于细菌培养，在液体培养基中添

加1.5g/100mL的琼脂即为LB固体培养基，LB固体和

液体培养基在需要时加入卡那霉素至30µg/mL；培养 

B. licheniformis ATCC 14580的液体培养基(g/L)：胰蛋白

胨15、大豆胨5、NaCl 5，pH7.3，在液体培养基中添加

1.5g/100mL的琼脂即为固体培养基，55℃培养2d。

1.1.4 氨肽酶基因的PCR引物 

根据NCBI公开的B. licheniformis、B. subtilis、 

G. stearothermophilus氨肽酶基因(ap1、ap2、ap3)序列

设计合成PCR所需引物。ap1基因所需引物F1：5’-CG

CGATATCCGCATGTTTTATGCCTTTA-3’引入EcoR V
酶切位点，R1：5’-CGCGGATCCAAGGGGATGAAAG

ACTACAA-3’引入BamH Ⅰ酶切位点；ap2基因所需引

物F2：5’-GAATTCAAGCTTCCATGGTACAAATATC

AAATAGCGAG-3’引入NcoⅠ酶切位点，R2：5’-AGA

CTGCAGGGATCCTATTATTTGATATCTTCAAAAAT

GTCAGATGC-3’引入BamHⅠ酶切位点；ap3基因所需

引物F3：5’-TAGGAATTCCGCTGGGAAAAAGAAT-3’

引入EcoRⅠ酶切位点，R3：5 ’ -CCCAAGCTTTT-

CGAATGCCCAGTTG-3’引入Hind Ⅲ酶切位点；引物由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 DNA的提取

细菌总DNA的提取参考文献[12]；质粒DNA快速提

取参考文献[13]。

1.2.2 PCR扩增

反应体系：10×Taq Buffer 5μL，dNTPs (2.5mmol/L) 
4μL，上游引物F (10μmol/L) lμL，下游引物R (10μmo/L) 
lμL，总DNA模板 lμL，Taq酶0.5μL，补超纯水至总体积

50μL。
扩增条件：95℃预变性5min；94℃变性30s，BLAP 

57℃(GSAP 60℃，BSAP 60℃)退火30s，72℃延伸

1.5min，30个循环；72℃延伸10min。所得扩增产物分别

用PCR产物纯化试剂盒进行纯化。

1.2.3 重组质粒的构建及氨肽酶基因的诱导表达

将片段ap1、ap2、ap3分别用Hind III和BamHⅠ、

Nco Ⅰ和BamH Ⅰ、EcoR I和Hind Ⅲ进行双酶切，割胶回

收所需片段，将其分别与对应酶切的质粒pET-28a(+)连

接获得重组质粒pET28a-BLAP、pET28a-BSAP、pET28a-

GSAP，转化E. coli JM109，筛选阳性转化子，酶切验证

正确连接后，提取质粒转化E. coli BL21(DE3)，挑选阳性

转化子接入含卡那霉素抗性的LB液体培养基中，37℃振

荡培养过夜后按2%接种量转接，37℃振荡培养至OD600nm

值 0.6～0.8时添加IPTG至终浓度0.1mmol/L，置于25℃继

续培养12h。

取一定体积BL21/pET28a-BLAP、BL21/pET28a-

BSAP、BL21/pET28a-GSAP 菌液8000r/min、4℃离心

5min，分别收集发酵上清液和菌体，上清液用于测定胞

外酶活，用0.1mol/L pH8.5的Tris-HCl缓冲液洗涤2次，离

心后用适量的Tris-HCl缓冲液重悬菌体，超声破碎。破碎
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液12000r/min、4℃离心5min，上清液即为细胞破碎液，

用于测定胞内酶活，并采用SDS-PAGE电泳观察目的蛋

白的表达。运用到的基因操作方法参考文献[13]。

1.2.4 氨肽酶活力的测定

取1mL待测酶液(对照用缓冲液代替)加入2mL pH8.5

的Tris-HCl缓冲液，再加入1mL的L-亮氨酸-对硝基苯胺溶

液置于50℃水浴反应10min，立即加入1mL冰醋酸终止反

应，冷却后于405nm波长测定吸光度。

酶活力单位定义：在50℃条件下，1min分解L-亮氨

酸-对硝基苯胺[14]产生1μmol对硝基苯胺所需酶量为一个

酶活力单位，即1U。

1.2.5 重组氨肽酶产酶曲线的测定

分别接种重组氨肽酶于LB液体培养基37℃培养过

夜，转接2mL于新鲜的LB液体培养基，菌体OD600nm达到

0.6时添加IPTG诱导剂25℃培养，每隔2h取样测定菌体浓

度OD600nm，另取一定量的菌体超声波破碎测酶活。

1.2.6 重组氨肽酶粗酶液反应条件的比较

1.2.6.1 最适温度

分别在30、35、40、45、50、55、60、65、70、

75、80℃，pH8.5条件下测定酶活，考察温度对酶活性的

影响。

1.2.6.2 热稳定性

分别在30、40、50、60、70、80℃保温3h，pH 8.5测

定剩余酶活，观察氨肽酶在不同温度下的稳定性。

1.2.6.3 最适pH

配制pH值7.0～10.0的反应缓冲液，50℃测定氨肽酶

在不同pH值反应体系中的酶活，观察不同pH值对酶促反

应的影响。

1.2.6.4 pH值稳定性

分别在pH值7.0～10.0的反应缓冲液中保温3h，再在

50℃测定剩余酶活力，考察重组氨肽酶在不同pH值条件

下的稳定性。

1.2.7 金属离子对粗酶酶活的影响

将酶液分别用含0.1、lmmol/L的不同二价金属离子

的pH8.5的Tris-HCl缓冲液稀释适当倍数，未加金属离子

的酶液作对照，测定酶活，计算相对酶活力。

1.2.8 重组菌质粒在E. coli BL21(DE3)中稳定性的分析

接种3种新鲜重组菌单菌落到50mL不含抗生素的LB

液体培养基中，每培养12h，按照体积分数1%的接种量

转接到新鲜LB液体培养基培养，在转接4代、6代、8代

后，取样稀释一定倍数后分别涂布无抗和有抗2种LB平

板培养12h，分别计数形成的单菌落数，以此判断重组质

粒的稳定性。

/% =                         100

2 结果与分析

2.1 氨肽酶基因的克隆

分别提取基因组DNA，用对应的上下游引物进行扩

增，分别得到长度约为1.5、1.3、1.2kb的DNA片段(图1)。 
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1、3、5. DNA Marker；2. ap1；4. ap2；6. ap3。
图 1 目的基因的扩增产物

Fig.1 Amplification of target genes

2.2 重组质粒的构建

分别将3个扩增片段与相应酶切线性化的载体连

接，转化进入大肠杆菌JM109中。挑取阳性克隆子并提

取质粒，经酶切验证重组质粒pET28a-BLAP、pET28a-

BSAP、pET28a-GSAP 构建成功(图2)。

Kan

f1 origin T7-terminator
T7promoter

T7promoter
T7promoter T7promoter

Iacl

Iacl coding sequence Iacl coding sequence Iacl coding sequence

Kan Kan Kan

f1 origin f1 origin f1 origin
T7-terminator T7-terminator T7-terminator

ap1 ap2 ap3

genomic DNA

T4 DNA
Ligase

PCR ap1/ap2/ap3

pET-28a
5369bp

pET-28a-BLAP
6858bp

pET-28a-BSAP
6553bp

pET-28a-GSAP
6583bp

图 2 重组质粒的构建流程

Fig.2 Construction of the recombinant plasmids
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70kD
55kD
40kD

d

a～c.破碎上清液SDS-PAGE测定；d.离心后上清液SDS-PAGE测定；

1、5、8. 对照BL21/pET-28a破碎上清液；2. BL21/pET28a-BLAP

破碎上清液；6. BL21/pET28a-BSAP破碎上清液；9. BL21/pET28a-

GSAP破碎上清液；3、4、7、10. 蛋白Marker；11. 对照BL21/pET-

28a发酵上清液；12. BL21/pET28a-BLAP发酵上清液；13. BL21/

pET28a-BSAP发酵上清液；14. BL21/pET28a-GSAP发酵上清液。

图 3 SDS-PAGE测定

Fig.3 SDS-PAGE analysis

将重组质粒pET28a-BLAP、pET28a-BSAP、pET28a-

GSAP转入大肠杆菌BL21(DE3)，在卡纳霉素抗性LB平

板上挑选阳性转化子，即BL21/pET28a-BSAP、BL21/

pET28a-BSAP、BL21/pET28a-GSAP。分别用IPTG诱导

培养后的菌液经超声波破碎，破碎上清液及离心后的发

酵上清液经SDS-PAGE分析，破碎上清液BL21/pET28a-

BLAP检测到1条分子质量约为56kD的特异性条带，与预

测的蛋白大小一致；BL21/pET28a-BSAP、BL21/pET28a-

GSAP分别检测到1条分子质量约为57kD、46kD的特异

性条带，与相关文献所报道的大小一致 [2]，发酵上清液

没有检测到明显特异性条带，如图3所示，分别收集发

酵液上清和细胞破碎上清液测定3种重组氨肽酶(BLAP、

BSAP、GSAP)酶活，如表1所示，细胞破碎上清液重组

氨肽酶BSAP与GSAP较BLAP酶活力高，达1580U/L。

表 1 3种来源的重组氨肽酶酶活力

Table 1 Enzymatic activities of three different recombinant 

aminopeptidases

重组氨肽酶 BLAP GSAP BSAP

发酵上清液/(U/L) 10.28 14.68 9.68

细胞破碎上清液/(U/L) 15 1540 1580

2.3 重组氨肽酶产酶曲线的测定
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图 4 重组氨肽酶产酶曲线与菌体量

Fig.4 Enzyme production and bacterial biomass curves for the 

recombinant amino peptidases

重组氨肽酶液体培养至OD600nm 0.6加IPTG诱导剂后每

隔2h测酶活及菌体量，得产酶曲线如图4所示，重组氨肽酶

BLAP在加入IPTG诱导剂后6h达到了最高酶活，菌体量增
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加也较快；重组氨肽酶BSAP在14h达到最高酶活，菌体量

在前8h增加迅速，酶活力也增加较快；重组氨肽酶GSAP在

10h达最高酶活，BSAP、GSAP酶活力达1500U/L。

2.4 重组氨肽酶粗酶液反应条件比较

2.4.1 最适反应温度

30 40 50 60 70 80
0

20

40

60

80

100

/%

/

BLAP BSAP GSAP

图 5 重组氨肽酶的最适反应温度

Fig.5 Effect of temperature on aminopeptidase activity

将各氨肽酶与底物分别在各个温度下反应，确定重

组酶的最适温度，以最高酶活力为100%。由图5可知，

重组氨肽酶BLAP最适反应温度为50℃，在40～50℃有

较高的酶活；重组氨肽酶BSAP最适反应温度为75℃，在

60～75℃有较高的酶活；重组氨肽酶GSAP最适反应温度

为60℃，在50～65℃有较高的酶活。

2.4.2 温度稳定性

分别将重组氨肽酶以pH8.5 Tris-HCl缓冲液稀释适当

倍数，置于各个温度保温3h后，50℃条件下测定其剩余

酶活力，以未处理的酶液为对照，即100%。由图6可知，

重组氨肽酶BLAP在30、40℃条件下保温3h后仍具有79%

的酶活力，但在50℃以上保温3h后酶活力迅速降至5%以

下；重组氨肽酶BSAP在70℃保温3h仍剩余41%的酶活，

但80℃时降至16.9%；重组氨肽酶GSAP在50℃保温3h 

后仍剩余56.5%的酶活力，但60℃时迅速下降。3种重组

氨肽酶中，BSAP的热稳定性最好。
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图 6 重组氨肽酶的温度稳定性

Fig.6 Effect of temperature on aminopeptidase stability

2.4.3 最适反应pH值

将酶液分别与pH7.0～10.0的反应缓冲液混合，在

50℃反应，测定氨肽酶在不同pH值反应体系中的酶活，

结果如图7所示。3种重组氨肽酶的最适pH值均为9.0。

/%

BLAP BSAP GSAP

0

20

40

60

80

100

7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0
pH

图 7 氨肽酶的最适反应pH值

Fig.7 Effect of pH on aminopeptidase activity

2.4.4 pH值稳定性

在37℃条件下，将重组酶放置于各个不同的pH值缓

冲液中保温3h后，50℃、pH8.5条件下测定其酶活力，以

未处理的酶液为对照即100%。如图8所示，重组氨肽酶

BLAP、BSAP在pH 8.5～9.0范围内有良好的稳定性，酶

活力仍然能够维持在80%以上，重组氨肽酶GSAP在pH 

9.0有较好的稳定性，在其他pH值条件下稳定性很差。
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图 8 氨肽酶不同pH值反应稳定性

Fig.8 Effect of pH on aminopeptidase stability

2.5 金属离子对酶反应条件的影响

将酶液分别用含0.1、lmmol/L的不同二价金属离

子的pH8.5 Tris-HCl缓冲液稀释适当倍数，未加金属

离子的酶液作对照，测定酶活，计算相对酶活力，如

表2所示。较高浓度lmmol/L的二价金属离子，除Co2+

对酶活影响不大，其他离子对酶活均有不同程度的抑

制，Zn2+抑制作用最大，相对酶活力分别剩余6.7%、

10.6%、4.7%，Ni2+对BSAP和GSAP的抑制作用较大。

0.1mmol/L的二价金属离子作用不一，Ca2+、Mg2+、

Mn 2+对BLAP酶活影响不大，Ni 2+对酶活性有一定的

抑制，Zn2+、Cu2+有较大的抑制作用；Ni2+、Mn2+、

Cu 2+、Zn 2+对BSAP酶活有较大的抑制作用，Ca 2+、

Mg2+对酶活性有一定的抑制作用；Ca2+、Mg2+对GSAP

酶活影响不大，Cu2+对酶活性有一定的抑制，Mn2+、

Zn2+对GSAP酶活有较大的抑制作用；Co2+则对3种氨

肽酶的酶活都有较强的激活作用，BSAP的相对酶活达

195.6%。据相关文献Co2+对芽孢杆菌所产的氨肽酶有一

定的激活作用[15]，与此结果一致。
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表 2 金属离子对氨肽酶的影响

Table 2 Effects of metal ions on the stability of the recombinant aminopeptidase

金属离子 浓度/(mmol/L)
相对酶活力/%

BLAP BSAP GSAP

Zn2+ 0.1 19.9 36.7 14.7
1.0 6.7 10.6 4.7

Mg2+ 0.1 92.5 63.9 83.9
1.0 69.3 48.4 66.9

Ca2+ 0.1 93.8 81.8 90.3
1.0 83.4 50.2 71.9

Mn2+ 0.1 97.7 35.6 44.6
1.0 56.9 20.0 14.2

Co2+ 0.1 165.6 195.6 125.8
1.0 91.0 92.5 77.7

Ni2+ 0.1 71.9 53.0 93.2
1.0 60.1 11.4 7.9

Cu2+ 0.1 34.6 53.2 20.0
1.0 18.9 10.1 48.2

对照 — 100.0 100.0 100.0

2.6 重组菌质粒在E. coli BL21(DE3)中稳定性的分析
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图 9 重组质粒传代稳定性

Fig.9 Genetic stability of the recombinant plasmids

由图9可知，在无选择压力条件下重组质粒pET28a-

BLAP在大肠杆菌中的稳定性很差，重组质粒pET28a-

BSAP传代20代后稳定性只有51.7%，重组质粒pET28a-

GSAP传代22代之后稳定性53.4%，说明重组质粒在大肠

杆菌中并不稳定，易于丢失，因此为了保证重组质粒的

稳定性必须在保藏和培养过程中添加Kan抗生素，以保

持质粒的稳定性。尽管重组质粒pET28a-BSAP、pET28a-

GSAP具有一定的不稳定性，但它在无抗生素Kan的选择

压力下，连续传代16代保持近80%的稳定性，可以满足

工业生产的需要。

3 结 论

本实验对3种重组氨肽酶的产酶量、粗酶性质、金属

离子对酶活的影响以及重组质粒的稳定性进行了比较，

结果显示：重组氨肽酶BSAP粗酶活力最高达到1500U/L

以上，热稳定性最好，在30～70℃时比较稳定，在pH 

8.5～9.0范围内有良好的稳定性且重组质粒pET28a-BSAP

虽具有一定的不稳定性，但在无抗生素选择压力下，连

续传代16代保持近80%的稳定性，可以满足工业生产的

需要，重组氨肽酶BLAP酶活较低且重组质粒稳定性很

差，重组氨肽酶GSAP热稳定性较差，在60℃保温3h酶活

力迅速下降，且仅在pH9.0有较好的稳定性，在其他pH值

条件下稳定性很差。比较说明B. subtilis 168来源的重组氨

肽酶更适合用来做进一步的应用研究。

蛋白质水解产生的肽类物质和少量氨基酸，可使其营

养特性得到明显改善，而且某些寡肽不仅能提供人体生长

发育所需的营养物质，还具有调节人体生理机能等功效。

但在制备蛋白多肽的过程中，蛋白酶解后，肽链中含有的

疏水性氨基酸暴露出来，产生不同程度的苦味，这些疏水

性氨基酸一般都位于肽链末端，外肽酶可以有效的解离肽

链末端的疏水性氨基酸而降低苦味。国内对于氨肽酶水解

大米蛋白的研究还比较少，所以进一步将氨肽酶与碱性蛋

白酶协同水解大米蛋白，降低碱性蛋白酶单独水解时产生

的苦味，后续水解实验结果显示氨肽酶与碱性蛋白酶复合

水解较碱性蛋白酶单酶水解的水解度提高了约12%；碱性

蛋白酶单酶水解的产物游离氨基酸含量为2278.47mg/L，

两酶复合水解的产物游离氨基酸含量为12378.72mg/L，说

明碱性蛋白酶可将大米蛋白水解成大量的多肽链，而氨肽

酶作为一种外切酶，能解离出多肽链末端的氨基酸，随着

氨肽酶的加入苦味值明显降低，表明氨肽酶在降低水解产

物苦味值方面有明显的效果。
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