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重组菌 BL21-HTa-cgkZ 产 κ-卡拉胶酶的发酵条件优化 
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(中国海洋大学 食品科学与工程学院  山东 青岛  266003) 

 
 

摘  要：【目的】优化重组菌 BL21-HTa-cgkZ 产生 κ-卡拉胶酶的发酵条件。【方法】通过单因子

筛选和响应面分析方法对在 IPTG诱导下的 κ-卡拉胶酶的产生菌BL21-HTa-cgkZ进行产酶条件优

化。【结果】该菌产酶的最佳培养基组成为：乳糖 7 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，酵母粉 5 g/L，NaCl 
10 g/L，CaCl2 0.666 g/L。最佳诱导条件为：在工程菌接种 1.55 h 后添加 IPTG，IPTG 的浓度为

0.89 mmol/L，诱导时间为 24 h，诱导温度为 23.03 °C。并确定了在培养基中添加乳糖、Triton X-100
对 κ-卡拉胶酶分布的影响。【结论】实验结果为产 κ-卡拉胶酶工程菌的规模化生产奠定基础。 
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Optimization of fermentation conditions of κ-carrageenase by 
recombinant strain BL21-HTa-cgkZ 

TIAN Lin  LIU Zhe-Min  DUAN Fang-Yuan  YU Yuan  MOU Hai-Jin* 
(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao, Shandong 266003, China) 

Abstract: [Objective] To obtain the high-yield κ-carrageenase by the recombinant strain 
BL21-HTa-cgkZ. [Methods] The optimal fermentation conditions of the recombinant strain 
BL21-HTa-cgkZ were determined by using single factor design and response surface analysis in the 
flask. [Results] The optimal medium compositions were composed of lactose 7 g/L, tryptone 10 g/L, 
yeast extract powder 5 g/L, NaCl 10 g/L and CaCl2 0.666 g/L. The optimal induction condition was 
adding IPTG 0.89 mmol/L after inoculation for 1.55 h and maintaining the fermentation at 23.03 °C for 
24 h. The distribution of κ-carrageenase expressed by recombinant strain BL21-HTa-cgkZ was also 
affected by the additive such as lactose and triton X-100 in the medium. [Conclusion] The results 
provide the clues for the mass production of κ-carrageenase by the recombinant strain BL21-HTa-cgkZ. 
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卡拉胶(Carrageenan)又名爱尔兰苔菜胶、角叉

菜胶、鹿角菜胶，是麒麟菜和角叉菜等海洋红藻的

主要成分。卡拉胶的化学本质是半乳聚糖硫酸酯，

是由 1,3-β-D-吡喃半乳糖和 1,4-α-D-吡喃半乳糖作

为基本骨架，交替连接成的线性多糖。根据其是否

含有 3,6-内醚半乳糖以及硫酸基的含量和分子中在

半乳糖上所连接的位置，可以将卡拉胶分为 κ-卡拉

胶、λ-卡拉胶、γ-卡拉胶、ι-卡拉胶、φ-卡拉胶等[1]。
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κ-卡拉胶是由 1,3 连接的 4-O-硫酸-β-D-半乳糖和

1,4 连接的 3,6-内醚-α-D-半乳糖交替连接而成[2]。能

够水解 κ-卡拉胶的 β-1,4 糖苷键的是 κ-卡拉胶酶[3]。

κ-卡拉胶酶作为工具酶有很大的研究价值和实用价

值，可用于藻类原生质体的制备[4]、藻类细胞壁的

结构分析[5]、研究卡拉胶结构和功能[6]及卡拉胶寡

糖制备等[7-8]。 
产 κ-卡拉胶酶的微生物大部分来自于海洋细

菌[3,9-13]，但是受酶的活性和产量的限制，难以大规

模生产利用。利用基因重组技术实现 κ-卡拉胶酶的

异源高效表达是我们追求的目标。本实验室在获得

了野生型产 κ-卡拉胶酶的细菌 Zobellia sp. ZM-2 的

κ-卡拉胶酶基因的基础上，通过基因工程技术将该

基因导入大肠杆菌 BL21(DE3)中，实现了 κ-卡拉胶

酶 的 异 源 表 达 ， 并 将 该 重 组 菌 命 名 为

BL21-HTa-cgkZ。本文通过对重组菌 BL21-HTa-cgkZ

发酵条件的优化，确定了该菌株产 κ-卡拉胶酶的最

佳发酵条件，大大提高了酶的产量。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌种：重组菌 BL21-HTa-cgkZ，内含 κ-卡拉

胶酶重组质粒，由本实验室前期构建并保藏。 

1.1.2  培养基组分：初始发酵培养基(LB，g/L)：酵

母粉 5，胰蛋白胨 10，NaCl 10，pH 6.0。培养基使

用前 1×105 Pa 灭菌 20 min，加入氨苄青霉素，终浓

度为 0.1 g/L。 

1.1.3  主要试剂：胰蛋白胨、酵母粉、琼脂均为国

产分析纯；氨苄青霉素和 IPTG 购自生工生物工程

(上海)有限公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  发酵条件：从 斜 面 上 挑 取 适 量 重 组 菌

BL21-HTa-cgkZ 至 种 子 培 养 基 中 ， 在 37 °C、

160 r/min 条件下培养 12 h。将处于对数生长期的种

子液按照 1%的接种量加入到装有 50 mL 液体发酵

培养基的 250 mL 三角瓶中，在 23 °C、130 r/min
条件下培养一段时间后，加入诱导剂 IPTG，继续

培养至 24 h，测定其酶活力和菌体生物量。同样发

酵条件重复 3 次，以其平均值作为实验数据。除特

殊说明外，实验的对照组均为在初始发酵培养基条

件下发酵测得的酶活力和菌体生物量。 

1.2.2  菌体生物量测定：将发酵液用液体 LB 培养

基稀释 10 倍，以未接菌的液体 LB 培养基为参比，

测其在 600 nm 下的吸光度，检测微生物的生物量。 
1.2.3  酶活力的测定：发酵液在 4 °C、4 800 r/min

离心 10 min 去除菌体后，取上清液与底物在 39 °C
条件下反应 5 min。κ-卡拉胶酶活力的测定采用 3,5-

二硝基水杨酸法(DNS)[14]。一个酶活力单位(U)定义

为在最适反应条件下，每分钟生成 1 μmoL 还原糖

所需的 κ-卡拉胶酶量。 

酶的相对活力是每次实验中实验组酶活力与

对照组酶活力的比值。 

2  结果与分析 

2.1  碳源对重组菌 BL21-HTa-cgkZ 产酶的影响 
以初始发酵培养基为基础，分别按照 0.2% (质

量体积比)的比例加入葡萄糖、甘油、可溶性淀粉、

麦芽糖、乳糖、蔗糖和 κ-卡拉胶，研究不同碳源对

重组菌 BL21-HTa-cgkZ 产酶的影响。如图 1 所示，

不同碳源对重组菌的生长和酶活力影响差别明显。

重组菌 BL21-HTa-cgkZ 在以乳糖为碳源时菌体长势

很好，并且产 κ-卡拉胶酶的酶活力最大；以可溶性

淀粉为碳源时，菌体量和酶活力也较好；葡萄糖和

麦芽糖虽然也能显著促进菌体的生长，但是却对酶

的产生有很大的抑制作用。因此，综合产酶和菌体

生长两方面的因素，选择乳糖作为碳源。 

继续考察添加乳糖的量对菌体生长和产酶的

影响。分别配制含有 0.1%、0.3%、0.5%、0.7%、

0.9%、1.1%乳糖的培养基，发酵 24 h 后测菌体浓度

和酶活力。如图 2 所示，在 0−0.7%的乳糖浓度范围

内，菌体浓度和酶活力均随着乳糖浓度的增加而增

加；当乳糖浓度>0.7%时，随着乳糖浓度的增加，

菌体生物量增加缓慢且酶活力逐渐降低。因此乳糖

的最适浓度为 7 g/L。 
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图 1  不同碳源对 BL21-HTa-cgkZ 菌体生长和产酶的

影响 
Figure 1  Effect of carbon sources on the growth and 
enzyme activity of BL21-HTa-cgkZ 
 

 
 
图 2  不同乳糖浓度对 BL21-HTa-cgkZ 菌体生长和产酶

的影响 
Figure 2  Effect of different lactose concentrations on the 
growth and enzyme activity of BL21-HTa-cgkZ 
 
2.2  氮源对重组菌 BL21-HTa-cgkZ 产酶的影响 

保留 60%的蛋白胨和酵母粉，剩余的按照氮质

量分数相等原则分别由硝酸铵、硫酸铵、硝酸钾、

硝酸钠、氯化铵、尿素、碳酸氢钠代替，进行摇瓶

发酵，24 h 后测定菌体生物量和酶活力。如图 3 所

示，与有机氮源相比，当使用无机氮源时，菌体生

长差且产酶能力低。因此无论是从菌体浓度还是酶

活力方面考虑，用无机氮替代 40%的有机氮的效果

都不如全部用有机氮源好。因此，本实验继续用胰

蛋白胨和酵母粉作为氮源，未使用无机氮源。 

2.3  金属离子对重组菌 BL21-HTa-cgkZ 产酶的

影响 
在 初 始 发 酵 培 养 基 的 基 础 上 ， 分 别 加 入  

 
 
图 3  不同氮源对 BL21-HTa-cgkZ 菌体生长和产酶的

影响 
Figure 3  Effect of nitrogen sources on the growth and 
enzyme activity of BL21-HTa-cgkZ 
注：A：硝酸铵；B：硫酸铵；C：硝酸钾；D：硝酸钠；E：氯

化铵；F：尿素；G：碳酸氢铵. 
Note: A: Ammonium nitrate; B: Ammonium sulfate; C: Potassium 
nitrate; D: Sodium nitrate; E: Ammonium chloride; F: Urea; G: 
Ammonium bicarbonate. 
 
2.5 mmol/L 的 K+、Mg2+、Zn2+、Cu2+、Ca2+和 Mn2+。

研究不同金属离子对胞外酶活力和菌体生物量的

影响。如图 4 所示，K+、Mg2+和 Mn2+均对菌体生

长有促进作用，但是对胞外酶的酶活力并没有促进

作用；在培养基中添加 Zn2+和 Cu2+不利于菌体的生

长而且酶活力很低；Ca2+不仅能促进菌体的生长，

并且对 κ-卡拉胶酶的酶活力有增大作用。因此，选

择在培养基中添加 Ca2+以促进菌体的生长和酶活

力的增大。继续考察不同 Ca2+浓度对重组菌生长和

产酶的影响，结果如图 5 所示，当 Ca2+浓度范围在

0−6 mmol/L 时，离子浓度的增加促进菌体的生长，

增大 κ-卡拉胶酶的酶活力；当 Ca2+浓度>6 mmol/L

时，随着离子浓度的增加酶活力越来越低。因此，

最适产酶的 Ca2+浓度为 6 mmol/L，即 0.666 g/L。 

2.4  诱导条件优化 
在前期分别对诱导剂浓度(A)、诱导温度(B)、

诱导时机(C)进行了单因素试验，得出适合的 IPTG

浓度为 0.9 mmol/L，诱导温度为 23 °C，接种 2.0−2.5 h

后加入诱导剂 IPTG[15]。在此基础上，以上述 3 个

因素为自变量，采用 Box-Behnken 实验设计法对产

酶诱导条件进行响应面分析实验，响应面中各个因

素的水平如表 1 所示。 
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图 4  不同金属离子对 BL21-HTa-cgkZ 菌体生长及酶活

力的影响 
Figure 4  Effect of metal ions on the growth and enzyme 
activity of BL21-HTa-cgkZ 
Note: A: K+; B: Mg2+; C: Zn2+; D: Cu2+; E: Ca2+; F: Mn2+. 
 

 
 
图 5  不同浓度的 Ca2+对 BL21-HTa-cgkZ 菌体生长和酶

活力的影响 
Figure 5  Effect of different calcium concentrations on the 
growth and enzyme activity of BL21-HTa-cgkZ 
 

表 1  Box-Behnken 试验因素及水平 
Table 1  Levels of variables used in the Box-Behnken 

design 
水平 

Levels 
编码 

Encode 
因素 

Factors 
−1 0 1 

A IPTG concentration (mmol/L) 0.6 0.9 1.2

B Induction temperature (°C) 18 23 28

C Pre-incubation time (h) 1 2 3 

 
Box-Behnken 实验设计方案及结果见表 2，其

中包括 12 个析因试验和 7 个中心试验。通过

Design-Expert 分析软件对表 2 中的数据进行多元回

归拟合，得到酶活力(Y)与诱导剂浓度(A)、诱导温 

表 2  Box-Behnken 试验设计方案及结果 
Table 2  Box-Behnken experiments design and 

 response values 

实验号 

Serial number
A B C 

κ-卡拉胶酶产量 
Yield of κ-carrageenase 

(OD520) 

1 0 0 0 0.822 
2 1 −1 0 0.507 
3 1 0 −1 0.711 
4 0 −1 1 0.252 
5 −1 1 0 0.566 
6 0 0 0 0.852 
7 −1 −1 0 0.544 
8 0 0 0 0.841 
9 0 1 1 0.345 

10 0 0 0 0.844 
11 −1 0 1 0.392 
12 0 0 0 0.862 
13 1 0 1 0.244 
14 0 0 0 0.857 
15 0 1 −1 0.625 
16 0 −1 −1 0.637 
17 0 0 0 0.837 
18 1 1 0 0.518 
19 −1 0 −1 0.704 

 
度(B)、诱导时机(C)的关系，其二次多项回归方程

为 ： Y=0.85−0.028A+0.014B−0.18C−0.002 750AB− 

0.039AC+0.026BC−0.13A2−0.18B2−0.20C2。 

对上述模型进行分析，表 3 表明该模型达到了

极 显 著 水 平 (P<0.000 1) ， 回 归 方 程 的 失 拟 项

(P=0.063 3)检验是不显著的。该模型的 R2=0.995 8，

说明 99.58%数据的变异性可以用此回归模型来解

释。通过该模型得到的响应面三维图及其等高线见

图 6−8。从表 3 及图 6、7、8 可以看出，诱导剂 IPTG
的浓度和诱导时机以及诱导温度和诱导时机对重

组菌 BL21-HTa-cgkZ 胞外产 κ-卡拉胶酶的交互作用

显著；诱导剂 IPTG 的浓度和诱导温度对对重组菌

BL21-HTa-cgkZ 胞外产 κ-卡拉胶酶的交互作用不

显著。 
根据模型方程绘制的响应曲面确定了各因素

的最佳水平：IPTG 浓度 0.89 mmol/L，诱导温度
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23.03 °C 和诱导时间 1.55 h，预测的 OD520 值为

0.886，与验证值(0.865)拟合良好，这个结果说明回

归方程能较真实地反映各筛选因素的影响，因此用

响应面法优化重组菌产 κ-卡拉胶酶的发酵条件是

有效可行的，这为卡拉胶酶的大规模制备提供了

依据。 

2.5  酶在细胞中的分布 
重组菌 BL21-HTa-cgkZ 能够实现分泌表达 κ-

卡拉胶酶，但还是有一部分 κ-卡拉胶酶留在周质或

者胞内，且在不同培养条件下酶的分布会发生变

化。在初始发酵培养基的基础上分别添加 7 g/L 乳

糖、0.1% (体积比) Triton X-100，探究培养基中不

同类型添加剂对 κ-卡拉胶酶分布的影响，如表 4

所示。 

结果表明，在培养基中加入乳糖不仅显著地提

高了胞外酶活力，而且对胞质酶活力也有提升作 
 

表 3  回归方程方差分析 
Table 3  Results of regression equation analysis 

来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
Df 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
Prob>F 

Model 0.800 0 9 0.089 00 236.21 <0.000 1 

A 0.006 385 1 0.006 385 16.92 0.002 6 

B 0.001 624 1 0.001 624 4.30 0.067 8 

C 0.260 0 1 0.260 0 690.65 <0.000 1 

AB 0.003 025 1 0.003 025 0.080 0.783 5 

AC 0.006 006 1 0.006 006 15.92 0.003 2 

BC 0.002 765 1 0.002 765 7.30 0.024 3 

A2 0.078 00 1 0.078 00 205.67 <0.000 1 

B2 0.140 0 1 0.140 0 383.02 <0.000 1 

C2 0.180 0 1 0.180 0 477.81 <0.000 1 

Residule 0.003 396 9 0.000 377 4   

Lack of fit 0.002 304 3 0.000 768 2 4.22 0.063 3 

Pure Error 0.001 092 6 0.000 182 0   

Cor Total 0.810 0 18    

R2=0.995 8 2
AdjR =0.991 6 

 

   
 

图 6  诱导剂 IPTG 浓度和诱导温度交互作用对 BL21-HTa-cgkZ 酶活力的影响 
Figure 6  Effect of interaction between IPTG concentration and induction temperature on the yield of extracellular 

κ-carrageenase produced by BL21-HTa-cgkZ 
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图 7  诱导剂 IPTG 浓度和诱导时机交互作用对 BL21-HTa-cgkZ 酶活力的影响 
Figure 7  Effect of interaction between IPTG concentration and pre-incubation time on the yield of extracellular 

κ-carrageenase produced by BL21-HTa-cgkZ 
 

   
 

图 8  诱导温度和诱导时机交互作用对 BL21-HTa-cgkZ 酶活力的影响 
Figure 8  Effect of interaction between induction temperature and pre-incubation time on the yield of extracellular 

κ-carrageenase produced by BL21-HTa-cgkZ 
 

表 4  κ-卡拉胶酶的分布 
Table 4  The distribution of κ-carrageenase 

添加剂 

Additive 

胞外酶活力 

Extracellular 
enzyme activity 

(U/mL) 

周质空间酶活力 

Periplasmic enzyme 
activity 
(U/mL) 

胞质酶活力 

Cytoplasmic enzyme 
activity (U/mL) 

总酶活力 
Total enzyme 

activity (U/mL) 

胞外酶占总酶活力的百

分比 

The percentage of 
extracellular enzyme (%)

Control 7.89 1.82 2.30 12.01 65.7 

Lactose 10.76 1.86 3.28 15.90 67.7 

Triton X-100 9.75 0.60 1.89 12.25 79.6 
 
用，分析一方面是由于乳糖作为适宜的碳源，为重

组菌的生长和代谢提供了良好的物质基础，利于产

酶，从而提高了胞外酶和胞质酶活力，因而总酶活

力也显著提升了；另一方面，乳糖也是该重组菌的

一种诱导剂，可能通过乳糖和 IPTG 的复合作用，

提高了重组菌产酶的能力[16]。Triton X-100 提高了

胞外酶活力，却降低了周质空间酶活力，且总酶活

力与对照组相比并没有什么变化，可能是由于

Triton X-100 通过改变细胞膜的通透性来促进周质

空间酶向胞外释放[17]，导致周质空间酶量下降，从
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而降低了周质空间酶活力。 

3  结论 

近年来研究发现卡拉胶寡糖具有抗病毒[18]、抗

肿瘤[19]、抗氧化[20]及免疫调节[21]等药理活性，有望

成为新一代的海洋功能性食品和海洋药物。但是目

前尚未有相应的海洋保健品及药物出现，其主要原

因就是在自然界分离得到的卡拉胶酶产生菌产酶

量低，无法满足卡拉胶寡糖大量生产制备的需要。

针对上述问题，本文致力于通过重组菌的发酵优化

实现卡拉胶酶的异源高效表达，为卡拉胶酶的规模

化生产及卡拉胶寡糖的大量制备提供条件。本文以

重组菌 BL21-HTa-cgkZ 为研究对象，优化重组菌

BL21-HTa-cgkZ 产 κ-卡拉胶酶的发酵条件。通过发

酵优化，使 79.6%的 κ-卡拉胶酶分泌表达到细胞外

培养基中，胞外酶活力最大可以达到 10.76 U/mL，

是优化前的 7.9 倍，是野生菌 Zobellia sp. ZM-2 κ-

卡拉胶酶产量的 32.6 倍，且远大于国内外许多报道

的卡拉胶酶活力。今后，我们将致力于实现酶的工

业规模化生产及应用。 
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