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摘  要: 本文考察了乳糖代替IPTG诱导三苯基甲烷类染料脱色酶TpmD在大肠杆菌BL21(DE3)中
表达的可行性, 分别对用乳糖作为诱导剂时的诱导时机、乳糖浓度、诱导持续时间和添加方式进

行优化并与IPTG诱导的差异等方面进行了比较分析, 确定了乳糖诱导的最佳条件。结果表明, 在
工程菌对数生长中期(OD600约为 0.8)添加终浓度为 0.4 mmol/L的乳糖诱导 6 h的条件下能获得最大

量的目的蛋白和菌体量。由于乳糖可以作为碳源被菌体利用, 分批添加乳糖效果优于一次性添加。

乳糖诱导条件下目的蛋白表达量占总蛋白的 35.62%, 与IPTG诱导条件下的 35.03%无明显差异。

乳糖诱导后外源蛋白的表达时间有所滞后, 但收获的菌体量高于IPTG诱导, 显示出了乳糖同样是

一种T7 启动子的廉价高效诱导剂, 可以代替昂贵的IPTG用于脱色酶TpmD的规模化发酵, 同时也

为其他重组蛋白的生产提供了有益的参考和借鉴。 
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Abstract: The feasibility of expression of TpmD in recombinant E .coli BL21(DE3) induced by lactose 
instead of IPTG was investigated. The factors affecting the induction of target gene expression such as 
the optimal time point for induction, the concentration and addition mode of the inducer (lactose) and 
the induction time were determined. It is established that the optimal induction method is to add 0.4 
mmol/L (final concentration) lactose at the mid-log-phase of cell growth, (OD600≈0.8) and incubate at 
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37°C for 6 h. It would be better to add the lactose in 4 batches (0.1 mmol/L per batch), because lactose 
can be used as a carbon source by E. coli BL21(DE3). The production of TpmD enzyme induced by 
lactose was about 35.62% of the bacterial total protein which was no significantly different from that 
induced by IPTG(≈35.03%), and the expression of TpmD was a little slower than that induced by IPTG. 
However, the final biomass induced by lactose was higher than that induced by IPTG. These results 
suggested that the lactose is as effective as IPTG for T7 promoter induction and should be easily scaled 
up for industrial production of recombinant protein with lower cost.  

Keywords: Lactose introduction, IPTG, TpmD, T7 promoter

三苯基甲烷类染料是用量最大的三大类染料之

一, 被广泛应用在纺织、印刷、食品、化妆品、医

药、皮革、涂料、油墨等多个行业。这类染料结构

稳定, 很难被生物分解。其中孔雀石绿和结晶紫因

在鱼体内和环境中残留时间长, 并有致突变、致畸

和致癌的危险, 美国及欧盟已经禁止将孔雀绿和结

晶紫作为人用和兽用药品 [1], 我国也为此制定了检

测水产品中孔雀石绿和结晶紫残留量的国家标 

准[2]。2005年引起社会高度关注的“孔雀绿污染水产

品”事件, 对水产养殖各方面都造成了严重的影响。

孔雀石绿作为杀菌剂被国家禁用后, 仍然屡屡发生

水产品孔雀石绿污染事件, 一个重要的原因是养殖

水体和底泥中残留的孔雀石绿未能得到彻底净化 , 

从而造成二次污染。针对孔雀石绿造成的污染养殖

水体的生物修复是一个与食品安全密切相关的新课

题, 而获得高效净化此类污染物的微生物资源则是

开发孔雀石绿污染生物修复技术和产品的前提条件

和关键环节。  

嗜水气单胞菌DN322 是任随周等[3]从活性污泥

中分离到的一株广谱脱色菌 ,  能够高效降解结晶

紫、碱性品红、灿烂绿及孔雀绿等多种三苯基甲烷

类染料; 其降解酶(命名为TpmD)能够裂解三苯基甲

烷类染料骨架结构 ,  是一种新发现的细菌氧化 

酶[4,5]。该菌株对三苯基甲烷类染料高效脱色的功能

对于染料和染色废水处理工程中脱色难题的解决具

有很高的应用价值, 但由于嗜水气单胞菌对鱼类、

蛙类具有潜在的致病性, 从而限制了该菌株在环境

生物修复中的广泛应用。因此有必要探寻既能有效

利用TpmD氧化酶的独特脱色降解功能、又能避开嗜

水气单胞菌的潜在致病性的应用技术新途径。本实

验室在前期工作中利用表达载体pET22b (+)已成功

构建了可以高效表达脱色酶TpmD的工程菌 ,  具 
 

有良好的开发潜力。 

IPTG(异丙基-β-D 巯基半乳糖苷)是一种非常高

效的乳糖启动子诱导剂 ,  但由于其具有潜在的毒 

性 [6], 对菌体生长具有一定的抑制作用 , 并且价格

昂贵, 因而不适宜在发酵罐中进行基因工程产品的

规模化生产。乳糖是一种二糖, 没有毒性, 天然具有

诱导乳糖操纵子的作用, 且价廉易得, 因而有可能

成为替代IPTG的诱导剂。但乳糖本身作为一种碳源

可以被菌体代谢利用, 因而对于菌体的生理及代谢

也有一定程度的影响。乳糖作为诱导剂, 其诱导的

机制不同于IPTG。IPTG可以直接进入大肠杆菌细胞

内部而发挥诱导作用, 且它是一种非代谢性的诱导

物, 不会被菌体所消耗, 只需极少量的存在就能稳

定地诱导乳糖启动子的转录; 乳糖却需要借助于乳

糖透过酶(Permase)的作用进入细胞, 然后经过β-半

乳糖苷酶的作用转化为异乳糖(Allolactose)才能起

到诱导剂的作用[7,8]。同IPTG相比, 乳糖作为诱导剂

对于乳糖操纵子的诱导调控过程更为复杂。但乳糖

所具有的价廉易得, 无毒高效的特点, 使得利用乳

糖代替IPTG作为诱导剂的研究, 对于各种利用原核

表达系统进行重组蛋白的大规模生产, 具有十分重

要的现实意义和应用价值。 

本 研 究 是 在 前 文 ( 投 稿 中 )将 Aeromonas 

hydrophila DN322 的脱色酶基因(tpmD)克隆在表达

载体上做异源表达, 以 IPTG 诱导获得大量高活性

可溶酶蛋白的基础上, 发展用廉价的乳糖代替 IPTG

诱导 T7启动子获得高效表达的相关参数, 如添加乳

糖的时机、浓度范围及诱导时间跨度等关键因素进

行比较分析, 确定最佳可操作的诱导条件, 以期为

三苯基甲烷类染料脱色酶 TpmD 的规模化发酵和基

因工程重组蛋白的工业化生产提供有益参考。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株和质粒：含 pET22-TpmD 重组质粒的表
达菌株 E. coli BL21(DE3)由本实验室构建和保存。  
1.1.2  酶和试剂：胰化蛋白胨(Tryptone)和酵母提取
物 (Yeast Extract)购自英国 OXOID 公司 ; 乳糖
(Lactose)、IPTG购自 Sigma公司; Taq酶、质粒提取
试剂盒和 Bradford 蛋白质定量试剂盒购自天根生化
科技有限公司。其余试剂均为国产分析纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  菌体生长及目的蛋白表达量的测定方法：摇瓶

LB培养基配方参照文献[9]; 菌体生长量以OD600值

表示; SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)参照文
献[10]。 

诱导后离心收集的菌体总蛋白经变性预处理后

进行 SDS-PAGE电泳, 采用 GE ImageQuant 350凝
胶成像系统中的 ImageQuant TL软件分析表达的目
的蛋白占总蛋白的比例。 
1.2.2  菌株最佳诱导起始生长量的确定：分别在重

组菌生长 0 h、1 h、2 h、3 h、4 h后, 向培养液中加
入乳糖至浓度 0.4 mmol/L, 37°C继续诱导 4 h, 取样
电泳后测定 TpmD 的表达量 , 并检测最终菌体生 
长量。 
1.2.3  乳糖诱导最佳浓度的确定：分别向处于对数

生长期的菌体培养液中加入不同量的乳糖, 使其终
浓度分别为 0.1 mmol/L、0.25 mmol/L、0.5 mmol/L、
1.0 mmol/L、2.0 mmol/L、4.0 mmol/L、8.0 mmol/L, 
37°C继续诱导 6 h。收集菌体后电泳检测 TpmD基
因的表达量, 并测定菌体的最终生长量。 
1.2.4  乳糖最佳诱导浓度的表达动力学研究：根据上

述实验结果 , 以最佳浓度向培养液中加入乳糖后 , 
37°C持续诱导, 在 1 h、2 h、4 h、6 h和 8 h测定菌
体生长量并留样进行 SDS-PAGE电泳。同时以终浓
度为 0.2 mmol/L的 IPTG诱导作为对照。 
1.2.5  乳糖添加方式对目的蛋白表达量的影响：当菌

体生长量达到最佳诱导点时, 每隔 1 h 添加 1 次乳
糖, 使其浓度为 0.1 mmol/L。经过 4 次添加后, 继
续诱导 3 h。另外, 以一次性加入的方式添加乳糖至
终浓度 0.4 mmol/L (最适浓度), 经相同时间(7 h)诱
导后, 分别收集不同添加方式诱导的菌体, 取样电
泳检测 TpmD 的表达量。同时以 1 h 为间隔检测菌

体生长量。 
1.2.6  粗酶液的制备及酶活力的测定：取经乳糖诱

导表达后的菌液 ,  离心收集菌体 ,  用磷酸缓冲液
(PBS)重悬, 使用 SONICS VC505超声波细胞破碎仪
(功率 500 W, 振幅 35%, 每个循环超声 3 s, 冷却 
2 s, 180次)超声破碎菌体。经破碎后的菌液于 4°C、
13000 r/min离心 15 min, 收集上清即为粗酶液。 

酶活测定在 30°C 条件下进行, 反应总体积为
108 µL。100 µL的 50 µmol/L结晶紫染料溶液与 5 µL
的酶混合后, 加入 3 µL 25 mmol/L的 NADH, 立即
置于分光光度计上连续测定染料在最大吸收波长处

OD值随时间的变化。以 100°C、30 min灭活酶液的
反应混合液为对照 ,  以 30°C 条件下每分钟催化 
1 nmol染料所需要的酶量为 1个酶活单位(U)。 

2  结果和分析 

2.1  培养过程中最佳诱导起始点的确定 
在重组菌生长的不同时间添加浓度 0.4 mmol/L

的乳糖, 诱导 4 h后测定目标蛋白的表达情况(图 1)。 
结果表明 ,  在菌体生长的各个阶段加入乳糖 , 

均可以诱导目的蛋白的表达。在工程菌生长 3 h后开
始诱导(OD600约为 0.8), 蛋白表达量最高, 约占总蛋
白的 30.37%(图 2)。由于乳糖转运是一个主动运输
的过程 ,  需要一系列酶的参与 ,  因而需要一定的 
 

 
 
图 1  不同诱导时机表达总蛋白 SDS-PAGE 电泳 
Fig. 1  Optimal point for initiating induction by lactose 
M: Low molecular protein markers; 1: Total protein 4 h after in-
duction with lactose added at the same time with inoculation; 2: 
Total protein 4 h after lactose induction with lactose added 1 h after 
inoculation; 3: With lactose added 2 h after inoculation; 4: With 
lactose added 3 h after inoculation; 5: With lactose added 4 h after 
inoculation. 
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图 2  不同起始诱导时间的菌体生长及蛋白表达量 
Fig. 2  Biomass and target protein expression offered by 
different initialing induction time with lactose 
 
生物量和透过酶的表达作为目的蛋白诱导表达的基

础。相对而言, 在菌体的对数生长中期添加乳糖诱
导比较理想 ,  既可以实现产物的高效表达 ,  又可 
以获得较高的菌体密度, 有利于重组产物的规模化
生产。 

2.2  乳糖诱导最佳浓度的确定 
实验结果显示浓度为 0.1 mmol/L的乳糖即可诱

导目的蛋白的表达, 当乳糖浓度达到 0.25 mmol/L
以上时即可获得 30%以上的蛋白表达量(图 3), 说明
工程菌对乳糖的诱导效应是十分敏感的, 极低的浓
度即能启动目的基因高效表达。 
 

 
 
图 3  不同乳糖浓度诱导的蛋白表达 
Fig. 3  SDS-PAGE of the target protein expression induced 
by lactose at different concentration 
M: Low molecular protein markers; 1: Total protein with  
0.1 mmol/L lactose induction; 2: With 0.25 mmol/L lactose induc-
tion; 3: With 0.5 mmol/L lactose induction; 4: With 1.0 mmol/L 
lactose induction; 5: With 2.0 mmol/L lactose induction; 6: With  
4.0 mmol/L lactose induction; 7: With 8.0 mmol/L lactose induction. 

2.3  乳糖最佳诱导浓度的表达动力学及同 IPTG
诱导效果比较 

从图 4 和图 5 可以看出, 终浓度为 0.2 mmol/L
的 IPTG诱导 1 h后就显示目的蛋白得到表达, 并随
着时间的延长表达量逐渐增多, 到 4 h 以后蛋白表
达量达到最高(约占总蛋白的 35.03%)并趋于稳定,  
6 h菌体量达到最大。以 0.4 mmol/L 终浓度的乳糖
诱导目的蛋白表达时, 2 h以后才出现目的蛋白的明
显表达带(图 5、图 6), 到 6 h 蛋白表达量和菌体量
均达到最大(约占总蛋白的 35.62%)。由于乳糖在细
胞内发挥诱导作用需要一个转运以及转化的过程 , 
相对于 IPTG 的快速诱导, 以乳糖作为诱导剂的表
达时间过程具有一定的滞后, 这与文献[11]报道的 
 

 
 
图 4  IPTG 诱导不同时间表达蛋白的 SDS-PAGE 电泳 
Fig. 4  SDS-PAGE of IPTG as the inducer 
M: Low molecular protein markers; 1: Total protein 1 h after  
0.2 mmol/L IPTG induction; 2: 2 h after induction; 3: 4 h after 
induction; 4: 6 h after induction; 5: 8 h after induction. 
 

 
 
图 5  IPTG 与乳糖的菌体量和蛋白表达量 
Fig. 5  The growth and expression level of IPTG and lac-
tose induction 
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图 6  乳糖诱导不同时间表达蛋白的 SDS-PAGE 电泳 
Fig. 6  SDS-PAGE of Lactose as the inducer 
M: Low molecular protein markers; 1: Total protein 1 h after  
0.4 mmol/L lactose induction; 2: 2 h after induction; 3: 4 h after 
induction; 4: 6 h after induction; 5: 8 h after induction. 
 
结果一致。但由于乳糖本身也可以作为菌体的碳源

能源供其生长代谢, 所以最终的菌体量和目的蛋白
表达量均略高于 IPTG诱导。 

2.4  乳糖添加方式对目的蛋白表达量的影响 
如图 7 所示, 批式添加乳糖与一次性添加乳糖

方式的目的蛋白表达量相当 , 均可达到总蛋白的
30%以上, 但批式添加乳糖可以提高最终收获的菌
体量(图 8)。由于乳糖转运是一个主动运输的过程, 
这一过程会造成细菌质子推动力的暂时消耗[12], 竞
争性利用了菌体能量[13], 一次性加入大量乳糖会加
大主动运输的负荷, 造成细胞能量的分流, 可能因
此导致菌体生长放缓。 
 

 
 
图 7  不同乳糖添加方式表达蛋白的 SDS-PAGE 电泳 
Fig. 7  SDS-PAGE of different lactose dosing method 
M: Low molecular protein markers; 1: Total protein with lactose 
(0.4 mmol/L) added by once; 2: Lactose added in 4 batches 
(0.1 mmol/L each). 

 
 
图 8  不同乳糖添加方式的菌体量 
Fig. 8  The biomass with different lactose dosing method 
A: Lactose (0.4 mmol/L) added at once; B: Lactose added in 4 
batches (0.1 mmol/L each). 
 

2.5  酶活力的测定结果 
离心收集 Aeromonas hydrophila DN322菌体及

乳糖诱导表达的 pET22-TPMD/ BL21(DE3)菌体, 超
声处理, 制备粗酶液, 进行蛋白定量。调整到相同蛋
白浓度 0.5 mg/mL后, 以结晶紫为受试底物, 分别对
原始菌株和重组菌株的粗酶液的脱色活性进行测定。 

DN322 粗酶液的比活力为 48.2 U/mg, pET22- 
TPMD/BL21(DE3)粗酶液的比活力为 578.4 U/mg。
较之野生型菌株 DN322, 工程菌 pET22-TPMD/ 
BL21(DE3)的粗酶液比活力提高了约 12 倍, 这一数
据同前期工作中采用 IPTG作为诱导剂得出的结论相
符, 证实了采用乳糖诱导表达出的重组酶是以有活性
的可溶蛋白的形式存在于细胞内, 没有形成包涵体。 

3  讨论 

乳糖操纵子作为一种可诱导的负调控型操纵子, 
是目前研究的最为详尽的基因操纵子, 已被广泛应
用于大肠杆菌工程菌株的构建中[14]。异丙基-β-D巯
基半乳糖苷(IPTG)作为乳糖的结构类似物是常用的
高效诱导剂。IPTG诱导条件简单, 在大肠杆菌中不
被代谢和降解, 效果持久稳定。但IPTG具有潜在的
毒性, 各国药典均不提倡使用, 而且价格昂贵, 因
而只作为实验室少量蛋白表达时的诱导剂。乳糖作

为原核细胞的常用碳源, 是乳糖操纵子控制的细菌
自身系列酶的天然底物, 对乳糖操纵子具有天然的
诱导作用, 且价廉易得、无毒无害; 但由于乳糖可以
被细胞作为碳源代谢利用 , 其浓度是动态变化的 , 
转运及转化涉及多个酶的参与 , 诱导机制比IPTG 
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更为复杂, 诱导条件不易掌握, 需要对菌体生长及

诱导条件进行更为精细的研究及优化[15−18]。比较而

言, 乳糖所具备的无毒和价廉的优点, 使其在重组

蛋白的大规模发酵生产中仍具有优于IPTG的价值

和优势[19]。 

pET系统是目前应用十分广泛的、在E. coli中高

效表达外源基因的原核表达系统[20], 目前大多数研

究主要是利用pET系统在实验室水平小规模表达一

些重组蛋白。菌株pET22-TpmD是本实验室利用原核

表达载体pET22b(+)构建的、能够高效表达脱色酶

TpmD的重组基因工程菌。为了满足大规模发酵及降

低成本的需要 , 我们研究了以乳糖作为诱导剂时 , 

诱导剂浓度、诱导时机、诱导时间和添加方式等因

素对菌株生长和目的产物表达的影响, 从中分析并

寻找适合工程菌株生长和目的蛋白表达的最佳条

件。结果表明, 使用极低剂量的乳糖即可实现有活

性的目的蛋白的高效表达 , 成本不足IPTG诱导的

1%。在工程菌对数生长期(OD600约 0.8), 以分批添

加的方式添加终浓度为 0.4 mmol/L的乳糖诱导 

6 h对目的蛋白的表达最为有利。由于乳糖本身可作

为碳源被菌体利用而消耗, 分批添加的效果优于一

次添加, 可获得更大的菌体量。乳糖的诱导效果与

IPTG诱导效果相当, 但加入乳糖后蛋白表达时间有

所滞后, 推测是因为乳糖诱导机制较为复杂, 需要

进入细胞并在 β-半乳糖苷酶的作用下转化为异乳糖

后才能发挥作用。过早或过快的蛋白表达会导致菌

株生长受到额外负荷的拖累, 影响菌体的收获量进

而影响目的蛋白的产量。本论文的实验结果证实了

这一推测, 乳糖诱导组的最终菌体量高于 IPTG 诱

导组, 显示出乳糖作为诱导剂的优势。这些数据证

明乳糖完全可以作为诱导剂应用于 TpmD 酶蛋白的

工业化生产, 同时也为其他由 lac 操纵子调控的重组

蛋白的规模化发酵生产提供了有益的参考和借鉴。 
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