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青霉素酶基因异源表达及该酶分解牛奶中 
残留青霉素的研究 

赵洪坤  杜连祥*  李  玉  王晓娟  路福平  
(天津科技大学生物工程学院  天津市工业微生物重点实验室  天津 300457) 

 
 

摘  要: 以获得大量青霉素酶并将其用于分解牛奶中残留青霉素为目的, 通过PCR方法从蜡样芽

孢杆菌ATCC10987 基因组中获得了青霉素酶基因, 将该基因克隆至表达载体pET28a(+)中, 并转

化到E. coli BL21 中; 在IPTG诱导下对目的蛋白进行SDS-PAGE和酶活分析, 结果显示最大酶活力

可达到 480.0 U/mL; 利用Ni2+亲合层析柱纯化目的蛋白, 纯化后的目的蛋白纯度超过 90%; 采用

高碘酸钠氧化法制备固定化的青霉素酶, 并利用该固定化酶将牛奶(含 0.5 U青霉素G/mL)中的青

霉素分解到浓度小于 4 ppb程度。  
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Study on Heterologous Expression of Penicillinase Gene and 
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Abstract: To obtain a number of penicillinases and degrade penicillin in milk by using the penicillinases, the 
gene encoding penicillinase was amplified by PCR from Bacillus cereus ATCC10987, cloned into 
pET28a(+), transformed into E. coli BL21; analysis of SDS-PAGE and penicillinase activity of the recom-
binant protein were done under induction of IPTG and the result showed that the maximum penicillinase ac-
tivity reached  480 U/mL; the purity of penicillinase purified by Ni2+ Purification System was more than 
90%; the immobilized penicillinases were obtained by sodium periodate method and the residual quantity of 
penicillin in milk(containing 0.5 U penicillin G/mL) was less than 4 ppb after degraded by the immobilized 
penicillinase.  
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青霉素是治疗奶牛乳房炎的常用兽药 , 卢兆 
芸 [1]﹑程慧娟 [2]﹑贾久满 [3]等分别对不同地区牛奶

中青霉素残留的现状进行了考察, 结果发现不同地
区的牛奶青霉素残留阳性率约为 2％~15％, 有的甚

至高达 20％。如果人们长期食用含有青霉素的牛乳, 
青霉素不但抑制人体肠道内正常微生物的生长, 还
会诱发抗药性致病菌大量繁殖。近年来人们对牛乳

的需求量的日益增加, 牛乳安全已经成为社会关注
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的热点, 所以控制牛乳中青霉素残留势在必行, 然
而目前在国内未见处理青霉素残留的有效方法。 

青霉素酶(Penicillinnase, EC 3.5.2.6)是β-内酰胺
酶的一种, 它能特异性地水解青霉素的β-内酰胺环
使青霉素失活, 其产酶菌多为地衣芽孢杆菌和蜡样
芽孢杆菌, 但这些野生菌产酶量都较低; 为了提高
酶活力, 一些国外学者将青霉素酶基因克隆到原核
表达体系并实现了青霉素酶的高水平表达[4,5], 在国
内未见青霉素酶异源表达的相关报道。本文尝试将

Bacillus cereus ATCC10987青霉素酶基因在大肠杆
菌中异源高效表达, 并将该酶用于分解青霉素超标
的牛奶, 使青霉素残留量达到国家标准(小于 4 ppb), 
进而消除残留青霉素对人们身体健康带来的不利 
影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和质粒 
蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)ATCC10987为天

津大学生物工程系赠送 , E. coli DH5α和 E. coli 
BL21、克隆载体 pUC18和表达载体 pET28a(+)均为
本实验室保藏。 

1.2  主要试剂   
Taq酶、限制性内切酶、dNTP、T4 DNA 连接

酶、纯化 DNA 片段的琼脂糖凝胶回收试剂盒均购
自 TaKaRa大连有限公司; DNA Marker(1 kb)、蛋白
质分子量标准、卡那霉素和 IPTG 均购自上海生物
工程有限公司; 引物合成及测序由上海英俊生物工
程公司完成; His纯化 Kit购自北京韦氏博色谱科技
有限公司。  

1.3  目的基因的 PCR 扩增及测序 
蜡样芽孢杆菌ATCC10987 染色体DNA的提取

参考文献[6], 参照GenBank上报道的青霉素酶基因
(penp) 序 列 设 计 引 物 , 上 游 引 物 P1 ： 5 ′- 
CGGAATTCCATAAAAATCAGGCGACG-3′(下划线
部分为 EcoRⅠ酶切位点 ), 下游引物 P2： 5′- 
ACGCGTCGACTTATTTAATATCATCAATTACAAC-
3′(下划线部分为SalⅠ酶切位点)。选定退火温度为
49℃, 按设定好的程序进行PCR反应, 并对产物进
行回收和纯化。 

纯化后的 PCR 产物与 pUC18 载体进行连接, 
连接产物电转化 E. coli DH5α中, 转化后的细菌涂
布于含 X-Gal、IPTG 和氨苄青霉素的 LB 固体培养

基上(蓝白筛选平板)。37℃培养过夜后, 在蓝白斑筛
选平板上挑取白色菌落, 抽提质粒, 将经验证为阳
性的重组子命名为 pUC-penp并送至公司测序。 

1.4  pET28-penp 原核表达载体的构建 
将目的基因和载体 pET28a(+)进行连接, 电转

化入 E. coli DH5α中, 利用卡那霉素抗性筛选转化
子, 并对转化子进行验证(酶切和 PCR验证)。 

1.5  重组菌 E.coli BL21/ pET28-penp 的诱导表达 
将验证后的阳性转化子质粒转入表达宿主菌E. 

coli BL21 中进行诱导表达。具体方法：将重组菌
BL21/pET28- penp 和对照菌BL21/pET28a(+) 分别
接种于 2 mL 含卡那霉素(30 μg/ mL)的 LB 液体培
养基中, 37℃水浴振荡培养过夜, 按 1%的接种量转
接于装有 50 mL含卡那霉素(30 μg/ mL)的 LB 液体
培养基的 250 mL三角瓶中, 在 37℃、180 r/ min 条
件下振荡培养至对数生长中期(OD600=0.6~0.８), 加
入终浓度为 0.8 mmol/ L 的IPTG, 继续于 37℃振摇
培养 3 h。3 h后, 取 30 mL发酵液, 4000 r/min冷冻离
心 10 min, 收集菌体, 然后将菌体悬于pH值 7.0的 6 
mL磷酸盐缓冲液中, 冰浴超声。超声波功率为 330 
W, 每次 7 s, 间隔 5 s, 共进行 10 min。    15000 
r/min离 心 破 碎 液 , 分 别 取 上 清 和 沉 淀 用 于
SDS-PAGE(分离胶浓度为 12%, 浓缩胶浓度为 5%)
分析, 检测蛋白的表达情况。 

1.6  青霉素酶活力测定  
测定方法参考文献[7], 酶活力定义：在 37℃、

pH 7.0条件下, 每分钟水解 1 μmol青霉素Ｇ所需要
的酶量, 用 U表示。 

1.7  重组蛋白纯化 
采用 His Bind Purification Kit 纯化重组蛋白, 

具体操作步骤参见说明书。  

1.8  高碘酸钠氧化法制备固定化的青霉素酶 
取一张直径为 12.5 cm 的定性滤纸置于 20 mL 

pH值为 5.0的 0.1 mol/L高碘酸钠水溶液中, 35℃条
件下氧化 6 h, 取出后立即用去离子水洗至中性, 室
温下晾干即得到固定化所需载体。将载体与 pH 值
为 6.0的一定浓度经纯化的酶液于 4℃交联 24 h, 每
隔一段时间摇动 1 次, 交联结束后取出载体, 置于
20 mL磷酸盐缓冲液(pH 7.0)中, 室温振荡 5 min以
除去未反应的游离青霉素酶, 按上述方法连续洗涤
6次, 即得到固定化的青霉素酶膜。固定化酶活回收
率按下式计算：固定化酶活回收率＝固定化酶总酶
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活力/(初始酶液总酶活−残液总酶活)×100％。 

1.9  固定化酶活力测定 
测定方法参见中国药典中的碘量法 [8], 固定化

酶活力定义：在 37℃、pH 7.0条件下, 每分钟水解   
1 μmol青霉素G所需要的酶量, 用U/cm2表示。 

1.10  牛奶中青霉素残留的测定  
测定方法参考文献[9], 本方法测定牛奶中残留

青霉素的检测限为 4 ppb。 

2  结果与分析 

2.1  目的基因的获得及测序 
PCR产物用 0.8%琼脂糖凝胶电泳进行分析, 结

果如图 1所示,  在约 800 bp左右出现 1条特异性条
带, 大小与预期值相符。测序结果显示目的基因全
长为 789 bp, 与青霉素酶基因(GenBank中注册号为
AE017194.1)大小一致, 但有 1处差异(773处 T变为
A, 相应的氨基酸由 Ile变为 Glu)。 

 

 
 
图 1  PCR 扩增结果  
Fig. 1  Result of PCR 
M: 1 kb DNA marker; 1: PCR产物 
M: 1 kb DNA marker; 1: Product of PCR 
 
2.2  pET28-penp 原核表达载体的构建与鉴定 

按方法 1.4 构建重组质粒, 在卡那霉素筛选平
板上挑取单菌落, 抽提质粒, 酶切和 PCR 验证结果
见图 2。从图中可知, 单酶切显示在 6200 bp处出现
预期大小条带; 双酶切后获得约 800 bp和 5400 bp
大小的两条片段, 与预期结果相符, 初步证明重组
质粒构建成功; 以重组质粒为模板进行 PCR, 在约
800 bp处扩增出特异性条带。以上结果证明 penp成
功地插入到 pET28a(+)中, 将重组表达质粒命名为
pET28-penp。 

 
 
图 2  重组表达质粒 pET28-penp 的酶切和 PCR 鉴定 
Fig. 2  Idefication of enzyme digestion and PCR of pET28- 
penp 
M: 1 kb DNA marker; 1: 重组质粒 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切; 2: 重组
质粒 EcoRⅠ单酶切; 3: 空质粒单酶切; 4: 重组质粒 PCR 
M: 1 kb DNA marker; 1: pET28-penp/EcoRⅠ+SalⅠ; 2: pET28- 
penp/ EcoRⅠ; 3: pET28a(+)/EcoRⅠ; 4: pET28-penp/ PCR 
 
2.3  重组菌E. coli BL21/ pET28-penp的诱导表达

与 SDS-PAGE 及酶活力分析 
按方法 1 . 5 诱导目的基因 ,  表达蛋白经

SDS-PAGE 结果见图３。未诱导的重组菌在 33 kD 
处未出现条带 , 经 IPTG 诱导的重组菌与对照菌

(BL21/pET28a(+))相比在约 33 kD 处出现一特异性
条带, 与预期融合蛋白分子量大小相符, 以上结果
说明青霉素酶得到表达; 另外重组菌细胞破碎上清 
 

 
 
图 3  目的蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of fusion protein 
M: 分子量标准 ; 1: 未诱导 BL21/pET28a(+)全细胞 ; 2: 诱导后
BL21/pET28a(+)全细胞; 3: 诱导后 BL21/pET28a(+)破碎上清; 4: 诱
导后 BL21/pET28-penp全细胞; 5: 诱导后 BL21/pET28-penp破碎上
清; 6: 诱导后 BL21/pET28-penp 破碎沉淀; 7: 未诱导 BL21/pET28- 
penp全细胞 
M: Protein marker; 1: Lysate of pET28a(+) not induced with IPTG; 
2: Lysate of pET28a(+) induced with IPTG; 3: Supematants of 
lysate of pET28a(+) induced with IPTG; 4: Lysate of pET28-penp 
induced with IPTG; 5: Supematants of lysate of pET28-penp in-
duced with IPTG; 6: Sediments of lysate of pET28-penp induced 
with IPTG; 7: Lysate of pET28-penp not induced with IPTG 
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和沉淀均有目的条带说明目的蛋白是以可溶性和包

含体两种形式存在的。取超声上清液, 适当稀释, 取

10 μL测定酶活力 (按方法 1.6), 发现酶活力达到

227.8 U/mL。通过对诱导条件的优化, 获得了产酶的

最佳诱导条件(试验数据略)：诱导温度为 25℃, 诱

导时间为 7 h, 诱导时机为OD600=1.0, IPTG浓度为

1.0 mmol/L。在最佳诱导条件下重组菌产生的酶活

力为 480 U/mL。 

2.4  重组融合蛋白的纯化 
按方法 1.7进行纯化, 图 4显示了目的蛋白纯化

前后的 SDS-PAGE 情况, 从图 4 可知纯化后的酶液

中杂蛋白含量很低, 经软件分析纯化后目的蛋白纯

度达到 92.3％, 酶活回收率为 56％。 
 

 
 

图 4  目的蛋白纯化前后 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of purified fusion protein 
M: 分子量标准; 1: BL21/pET28-penp 破碎上清; 2: 纯化后的目的 
蛋白 
M: Protein marker; 1: Supematants of lysate; 2: Purified fusion 
protein 

 
2.5  青霉素酶的固定化及其在处理青霉素超标牛

奶中的应用 
按方法 1.8 制备青霉素酶膜, 利用碘量法测定

固定化酶膜的活力为 0.377 U/cm2, 固定化酶活回

收率为 23％, 剪取 2 cm2酶膜加入 20 mL含 0.5 U青

霉素G/mL的牛奶中, 室温条件下振荡处理, 分别在

0 min、5 min、15 min时取样 1 mL牛奶, 然后按微生

物法测定样品中青霉素含量, 即各取 90 μL样品加

到双碟中直径为 1.3 cm滤纸片上, 4 h~5 h后观察各

个样品抑菌圈的大小, 以确定青霉素残留量, 结果

如图 5所示。 

 
 

图 5  青霉素酶膜分解牛奶中青霉素的实验 
Fig. 5  Experiment which immobilized penicillinase de-
graded penicillin in milk 
a: 未经青霉素酶膜处理的牛奶; b: 经青霉素酶膜处理 5 min的牛奶;  
c: 经青霉素酶膜处理 15 min的牛奶 
a: Milk not treated with immobilized penicillinase; b: Milk treated 
with immobilized penicillinase for 5 min; c: Milk treated with 
immobilized penicillinase for 15 min 

 
从图 5 可知, 未经固定化酶膜处理的牛奶, 由

于青霉素的存在抑制菌体的生长, 从而形成直径为
2.92 cm的抑菌圈, 如图 5(a)所示; 被固定化酶膜处
理 5 min 的牛奶, 由于青霉素未被分解完全仍有残
留, 使得平皿上出现了直径为 1.60 cm的抑菌圈, 见
图 5(b); 牛奶经固定化酶膜处理 15 min 后, 平板上
不再有抑菌圈出现, 见图 5(c), 即青霉素被降解到
检测不到的浓度(小于该方法的检测限 4 ppb)。 

3  讨论 

本研究成功地实现了青霉素酶基因在表达载体

pET28a(+)中表达, 但在 37℃诱导条件下, 可溶性蛋
白只占表达总蛋白一半左右; 在 25℃条件下, 诱导
产生的目的蛋白绝大多数是可溶性的, 而且诱导时
间为 8 h时, 酶活力为 480.0 U/mL, 比国内Bacillus 
cereus CMCC (B)63301 产生的青霉素酶活力   
(98.6 U/mL)[10]高出了 3.86倍。Jeffrey等人也将青霉
素酶基因(B.cereus)实现了在大肠杆菌中的异源表达, 
并且通过降低温度提高了青霉素酶的可溶性表达 , 
但最高酶活力只有 369 U/mL, 这可能是由于Lac启
动子的转录能力低于T7 启动子的缘故。此外根据
pET28a(+)上带有His-tag的特点, 利用His Bind Puri-
fication Kit对可溶性蛋白进行了一步纯化, 简化了B. 
cereus青霉素酶复杂的提取工艺[11]。 

上世纪 80年代, 国外学者利用青霉素酶特性处
理青霉素超标牛奶。Korycka利用游离青霉素酶分解
牛奶中残留的青霉素, 使其含量降低到无法检测的
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含量 (少于 0.003 U/mL)[12]。Lee等人将青霉素酶
(Bacillus cereus)固定在经溴化氰活化的琼脂糖上 , 
用该固定化酶连续 7 次处理 10 mL含 0.5 U青霉素
G/mL的牛奶, 酶活力只有 2％的损失[13]。我国未见

相关报道, 本文在低温条件下, 将纤维素载体(高碘
酸钠法制备)与纯化的青霉素酶共价结合, 形成无毒
性的固定化青霉素酶。在室温条件下, 利用该固定
化酶处理 20 mL含 0.5 U青霉素G/mL的牛奶, 结果
发现在处理 15 min后 , 牛奶中青霉素含量降低到  
4 ppb以下。 

本研究通过分子生物学手段大大降低了青霉素

酶的生产成本; 利用高碘酸钠氧化法固定青霉素酶
反应条件温和 , 操作简单 , 载体便宜 , 所以利用该
低成本的固定化酶处理青霉素超标牛奶经济成本上

完全可行。另外, 整个固定化过程未使用任何有机
溶剂, 产生的固定化酶安全可靠, 易于应用推广。 
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论文中阿拉伯数字的使用 
 

凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻必须

使用阿拉伯数字, 年份必须用全称。对科技期刊来说, 凡处在计量单位和计数单位前面的数字, 包括 9以下

的各位数字, 除个别特例外, 均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一位数可以用

汉字, 例如: 一本教材, 两种商品等。 
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