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研究报告 

信号肽及化学通透剂对环糊精葡萄糖基转移酶胞外 

分泌的影响 
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摘  要：【目的】研究不同的信号肽和化学通透剂对重组环糊精葡萄糖基转移酶(CGTase)胞外分

泌的影响，提高 CGTase 的胞外分泌量。【方法】扩增地芽孢杆菌 CHB1 (Geobacillus sp. CHB1)

的 CGTase 基因，构建带有地芽孢杆菌 CHB1 自身信号肽、OmpA、PelB 信号肽和不带信号肽

的 4 种重组质粒；比较 4 种重组质粒对重组 CGTase 胞外分泌的影响，筛选最优的信号肽；考

察甘氨酸、Triton X-100、SDS 和 Tween 80 四种化学通透剂对重组 CGTase 胞外分泌的影响，

确定最佳的化学通透剂及其浓度。【结果】OmpA 信号肽介导的分泌效果最好，胞外酶活达到

7.44 U/mL，分别是 PelB、CHB1 信号肽的 2.04 倍和 11.27 倍，不带信号肽的重组质粒菌胞外

检测不到酶活；携带 OmpA 信号肽的重组质粒菌发酵 48 h，同时添加浓度为 0.6%的甘氨酸和

0.3%的 Triton X-100，胞外酶活达最大到 14.27 U/mL；SDS 和 Tween 80 对该酶的胞外分泌具有

明显的抑制作用。【结论】OmpA 信号肽的介导效果最佳，同时添加浓度为 0.6%和 0.3%的甘氨

酸和 Triton X-100 可以有效促进胞外分泌，为该重组酶的高效胞外分泌提供了一种有效的方法。 

关键词：环糊精葡萄糖基转移酶，信号肽，化学通透剂，胞外分泌 
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Effects of different signal peptides and chemical penetrators on 
extracellular production of recombinant cyclodextrin 

glycosyltransferase 
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(1. Soil and Fertilizer Institute, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou, Fujian 350003, China) 
(2. College of Biological Science and Engineering, Fuzhou University, Fuzhou, Fujian 350108, China) 

Abstract: [Objective] Effects of signal peptides and chemical penetrators on extracellular secretion 
of cyclodextrin glycosytransferase (CGTase) in recombinant Escherichia coli strain BL21(DE3) was 
observed in this study in order to lay foundation for fermentation technology of CGTase. [Methods] 
The CGTase gene was cloned by PCR with genomic DNA of Geobacillus sp. CHB1 as template. 
Four recombinant plasmids were constructed which included the signal peptide of Geobacillus sp. 
CHB1, OmpA, PelB and no signal peptide. The recombinant plasmids were respectively transformed 
into E. coli BL21(DE3) and then induced to express. The extracellular enzyme activities of the target 
proteins were analyzed and measured to screen the best signal peptide. Chemical penetrators like 
glycine, SDS, Triton X-100 and Tween 80 were added into the culture to determine the effect of 
chemical additives on extracellular secretion of recombinant CGTase. [Results] The results showed 
that these four recombinant plasmids could successfully express CGTase in E. coli BL21(DE3) and 
OmpA was the optimal signal peptide. Extracellular enzyme activity induced by OmpA could reach 
7.44 U/mL which were 2.04- and 11.27-folds of PelB and CHB1, respectively. No extracellular 
CGTase activity was detected in E. coli BL21(DE3) with the no signal peptide. Extracellular enzyme 
activities induced by OmpA were 9.27 U/mL and 9.75 U/mL by addition of 0.6% glycine and 0.3% 
Triton X-100, respectively, and it could reach 14.27 U/mL by synergistic action of glycine and Triton 
X-100 after 48 h. However, SDS and Tween 80 had obvious inhibition on extracellular CGTase 
activity. [Conclusion] The extracellular CGTase activity in E. coli BL21(DE3) induced by OmpA 
could reach the highest by addition of 0.6% glycine and 0.3% Triton X-100. 

Keywords: Cyclodextrin glycosyltransferase, Signal peptide, Chemical penetrators, Extracellular 
secretion 

环 糊 精 葡 萄 糖 基 转 移 酶 (Cyclodextrin 

Glycosyltransferas，简称 CGTase)是 α-淀粉酶家族的

一个重要成员[1]，将淀粉及相关基质转化成环糊精

(CDs)[2]。CDs是一种环状结构的低聚糖[3]，内疏水

外亲水，广泛应用于食品、医药和环保等领域[4]。

据报道嗜碱脂肪芽孢杆菌、浸麻芽孢杆菌属和软化

芽孢杆菌等菌株能产 CGTase[5]。地芽孢杆菌属是  

一个新属，该属的菌株产 CGTase 的报道很少[6]，

本实验室筛选得到一株地芽孢杆菌CHB1能产耐高

温的 CGTase，但在大肠杆菌中表达时胞外分泌量

较少[7]。 

信号肽可以实现外源重组蛋白在大肠杆菌中

分泌表达[8-9]。由于大肠杆菌细胞的特殊性，重组蛋

白分泌到培养基中需要跨越内外两层细胞膜，跨内

膜的分泌需要借助信号肽的作用。信号肽利用其 N

端的正电荷和 H 域的疏水性以静电作用和疏水作

用参与转运蛋白，目的蛋白跨越内膜时信号肽被特

定的信号肽酶切割而形成成熟的蛋白[10]。然而到达

周质空间的目的蛋白借助非特异性渗透或者化学

通透剂跨越外膜释放到培养基中[11-12]。因此，运用

信号肽和化学通透剂等方法提高地芽孢杆菌 CHB1

的重组 CGTase胞外分泌量具有重要意义。 

本研究利用分子生物学技术构建带有地芽孢

杆菌 CHB1自身信号肽、OmpA、PelB信号肽和不

带信号肽的 4种重组质粒，研究不同信号肽与通透

剂对 CGTase胞外分泌的影响，提高 CGTase的胞外
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酶活，并对信号肽和通透剂影响 CGTase 胞外分泌

的机理进行分析，为该酶的开发应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒：地芽孢杆菌 CHB1、大肠杆菌

BL21(DE3)、大肠杆菌 DH5α 为本实验室保存；重

组表达质粒 pEASY-E2-OmpA-cgt 由本实验室构建

并保存；pET-22b(+)载体(提供 PelB 信号肽序列)、

pLLp-OmpA 载体(提供 OmpA 信号肽序列)为实验

室保存。 

1.1.2  培养基：地芽孢杆菌CHB1生长培养基(g/L)：

大豆蛋白胨 10.0，牛肉浸膏 3.0，氯化钠 0.2，pH 7.0。

LB 培养基按照参考文献[4]配置。乳糖自诱导培养

基[13](g/L)：蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，Na2HPO4 

17.9，KH2PO4 6.8，(NH4)2SO4 3.3，MgSO4 0.5，Trace 

metal 200 μL，甘油 5 mL，葡萄糖 0.05%，乳糖 0.2%，

pH 7.0。 

1.1.3  主要试剂和仪器：限制性内切酶、Taq DNA

聚合酶、DL2000 DNA marker 和 DL15000 DNA 

marker，日本 TaKaRa公司；T4 DNA连接酶，加拿

大 Fermentas公司；原核表达载体 pEASY-E2，北京

全式金生物公司；DNA 切胶回收试剂盒、PCR 引

物、异丙基硫代-β-D-半乳糖苷(IPTG)、X-Gal、氨

苄抗生素(Amp)及质粒快速提取试剂盒，上海生工

生物工程股份有限公司；蛋白质分子量标准，美国

赛默飞世尔科技公司；其余试剂均为国产或进口分

析纯。TECAN Infinite F50酶标仪，瑞士 Tecan公司；

蛋白电泳仪、凝胶成像仪，美国 Bio-Rad公司。 

1.2  地芽孢杆菌 CHB1 基因组 DNA 和质粒的

提取 

地芽孢杆菌 CHB1 基因组 DNA 的提取参照

Zhou 等[14]的方法进行；质粒的提取参照上海生工

生物工程股份有限公司质粒提取试剂盒说明书的

方法进行。 

1.3  环糊精葡萄糖基转移酶基因的克隆 

根据地芽孢杆菌 CHB1的 CGTase基因序列，

分别设计 P1、P2两对上下游引物，如表 1所示。 

表 1  PCR 反应引物 
Table 1  The primes of PCR 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 
CHB1-cgt-P1 
5-Primer 

CGGGATCCGCAAAAGATGGCTTTC
ATTGATT 

CHB1-cgt-P1 
3-Primer 

CCGCTCGAGGTTTTGCCAATTCACT
ATAAT 

cgt-P2 5-Primer CGGGATCCGGAAATCTTAATAAGGT
AAATTTTAC 

cgt-P2 3-Primer CCCTCGAGGGGTTTTGCCAATTCA
CTATAATTTTTC 

 
以地芽孢杆菌CHB1菌株基因组DNA为模板，

采用 PCR 方法分别以 P1 引物和 P2 引物扩增带有

地芽孢杆菌 CHB1 自身信号肽的 CHB1-cgt 基因和

不带信号肽的 cgt基因。PCR反应体系(20 μL)：基

因组 DNA 2.0 μL，2×Taq Master Mix 10.0 μL，引物

F和引物 R (10 μmol/L)各 1.0 μL，ddH2O 6.0 μL。

扩增条件：95 °C 5 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，

72 °C 2 min 30 s，33 个循环；72 °C 10 min。     

PCR产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测后，胶回收

纯化 PCR产物，回收样品与 pMD19-T载体 16 °C

连接过夜，连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态

细胞，涂布平板进行蓝白斑筛选，挑取白斑进行

PCR 和测序验证获取阳性克隆(pMD19-T-cgt 和

pMD19-T-CHB1-cgt)。 

1.4  携带不同信号肽的表达质粒的构建与验证 

pEASY-E2-cgt重组质粒(不含信号肽)的构建：

表达载体 pEASY-E2与 cgt基因连接。 

pEASY-E2-CHB1-cgt 重组质粒(含有 CHB1 信

号肽)的构建：表达载体 pEASY-E2与 CHB1-cgt基

因进行连接。 

pEASY-E2-PelB-cgt 重组质粒(含 PelB 信号肽)

的构建：设计一对引物 F (5′-CATGCCATGGGGAAA 

TCTTAATAAGGTAAATTTT-3′，下划线为 Nco I限

制性酶切位点)和 R (5′-CCGCTCGAGGTTTTGCCAA 

TTCACTATAAT-3′，下划线为 Xho I 限制性酶切位

点)构建重组表达质粒 pET-22b(+)-cgt；以重组表达

质粒 pET-22b(+)-cgt为模板，PCR扩增带有 PelB信

号肽的 PelB-cgt基因，将 PelB-cgt基因与表达载体



604 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.3 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

pEASY-E2连接。 

上述 3 种连接产物分别转化大肠杆菌

BL21(DE3)，氨苄青霉素抗性平板筛选阳性克隆。

提取质粒，进行 BamH I和 Xho I双酶切验证，并且

将阳性克隆子送上海生工生物工程有限公司测序。  

1.5  重组 CGTase 的诱导表达 

种子培养：将含有不同质粒的重组菌各接入装

有 50 mL LB培养基的 250 mL三角瓶中，37 °C、

180 r/min培养 8 h。 

发酵培养：将种子液按 2% (体积比)的接种量，

接种至装有 50 mL乳糖自诱导培养基[13]的 250 mL

三角瓶中进行培养，25 °C、180 r/min诱导 72 h。

样品于 8 000 r/min离心 2 min，收集上清测定胞外

酶活。 

各培养基使用前均需添加100 mg/L氨苄青霉素。 

1.6  重组 CGTase 胞内外表达分析 

取 8 mL发酵液，8 000 r/min离心 2 min，分别

收集上清和沉淀，上清即为胞外可溶性重组 CGTase

组分；沉淀部分加入 3 mL 50 mmol/L的磷酸盐缓冲

液 (pH 6.0)，然后进行超声破碎，超声破碎液      

13 000 r/min离心 5 min，分别收集上清和沉淀，此

时的上清即为胞内可溶性重组 CGTase 组分，沉淀

即为胞内不可溶性重组 CGTase组分(包涵体)。 

1.7  重组 CGTase α-环化活力和蛋白含量测定 

CGTase α-环化活性参照文献[15]。一个酶活单

位(U)定义为在上述条件下每分钟生成 1 μmol的环

糊精所需的酶量。 

蛋白含量的测定采用 Bradford法[16]，以牛血清

白蛋白作为标准蛋白。 

2  结果与分析 

2.1  环糊精葡萄糖基转移酶基因的克隆 

以地芽孢杆菌 CHB1 的基因组 DNA 为模板，

分别扩增带有地芽孢杆菌 CHB1 自身信号肽的

CHB1-cgt基因和不带信号肽的 cgt基因，获得两条

大小在 2 000 bp附近的 DNA片段(图 1)；另外，基

因测序结果显示序列没有发生突变。因此，PCR 扩

增获得了大小和序列均正确的CHB1-cgt和cgt基因。 

 
 

图 1  CHB1-cgt 和 cgt 基因 PCR 产物 
Figure 1  The PCR product of CHB1-cgt and cgt gene 
Note: M: DL2000 DNA marker; 1: cgt gene; 2: CHB1-cgt. 
 

2.2  携带不同信号肽的重组CGTase表达质粒的

构建与验证 

将扩增产物(CHB1-cgt和 cgt)用 BamH I和 Xho I

酶切纯化后，与同样进行双酶切的表达质粒

pEASY-E2、pET-22b(+)-PelB 进行连接得到重组质

粒 pEASY-E2-CHB1-cgt、pET-22b(+)-PelB-cgt。经

BamH I和 Xho I双酶切验证均得到大小在 2 000 bp

附近和 5 000 bp附近的两条条带(图 2)，证明重组质

粒 pEASY-E2-CHB1-cgt、pET-22b(+)-cgt构建成功。 
 

 
 

图 2  重组质粒 pEASY-E2-CHB1-cgt、pET-22b(+)-PelB- 

cgt 的双酶切验证 
Figure 2  The restriction analysis of recombinant plasmid 
pEASY-E2-CHB1-cgt and pET-22b(+)-PelB-cgt 
注：M1：λ/Hind III DNA标准分子量；1：质粒pET-22b(+)-PelB-cgt

被 BamH I和 Xho I酶切；2：质粒 pEASY-E2-CHB1-cgt被 BamH I

和 Xho I酶切；M2：DNA标准分子量. 
Note: M1: λ/Hind III marker; 1: The digestion of recombinant 
plasmid pET-22b(+)-PelB-cgt by BamH I and Xho I; 2: The digestion 
of recombinant plasmid pEASY-E2-CHB1-cgt by BamH I and Xho I; 
M2: DL2000 DNA marker. 
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以 pET-22b(+)-PelB-cgt重组载体为模板，PCR

扩增带有 PelB信号肽的 PelB-cgt基因(图 3)。将目

的片段 PelB-cgt双酶切后与同样进行双酶切的表达

载体 pEASY-E2 进行连接，得到重组质粒

pEASY-E2-PelB-cgt。提取质粒进行双酶切验证，

经双酶切验证得到大小在 2 000 bp 和 5 000 bp  

附近的两条条带(图 3)，条带大小分别与载体片段

及目的基因片段大小相符，表明重组质粒

pEASY-E2-PelB-cgt构建成功。 

2.3  携带不同质粒重组菌的诱导表达 

将 重 组 质 粒 pEASY-E2-OmpA-cgt 、

pEASY-E2-PelB-cgt 、 pEASY-E2-CHB1-cgt 、

pEASY-E2-cgt转化至大肠杆菌 BL2l(DE3)中，挑取

阳性克隆子进行诱导表达。不同信号肽对重组

CGTase胞内外表达的影响情况见图 4，携带不同质

粒的 4 种重组菌均能诱导表达 CGTase，在 70 kD

左右出现目标条带，这与预期的 CGTase 的相对分

子质量一致。 

通过比较发现，不同信号肽对菌诱导表达、分

泌 C G Ta s e 有着明显的差异，其中重组质粒 

 

 
 

图 3  PCR 扩增产物的电泳分析及重组质粒 pEASY-E2- 

PelB-cgt 双酶切验证 
Figure 3  The map of recombinant plasmid 
pEASY-E2-PelB-cgt and the restriction analysis of 
recombinant plasmid pEASY-E2-PelB-cgt 
Note: M1: DL2000 DNA marker; 1: PelB-cgt; 2: The digestion of 
recombinant plasmid pEASY-E2-PelB-cgt by Nco I and Xho I; M2: 
λ/Hind III marker. 

 
 

图 4  重组菌诱导表达 CGTase SDS-PAGE 电泳 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the recombinant CGTase 
注：M：蛋白标准；1：重组质粒 pEASY-E2-OmpA-cgt 的可溶性

部分；2：重组质粒 pEASY-E2-OmpA-cgt的不可溶性部分；3：重

组质粒 pEASY-E2-cgt的可溶性部分；4：重组质粒 pEASY-E2-cgt

的不可溶性部分；5：重组质粒 pEASY-E2-CHB1-cgt的可溶性

部分；6：重组质粒 pEASY-E2-CHB1-cgt的不可溶性部分；7：

重组质粒 pEASY-E2-PelB-cgt 的可溶性部分；8：重组质粒

pEASY-E2-PelB-cgt的不可溶性部分. 
Note: M: Protein marker; 1: The soluble cellular fraction of 
recombinant plasmid pEASY-E2-OmpA-cgt; 2: The insoluble 
cellular fraction of recombinant plasmid pEASY-E2-OmpA-cgt; 3: 
The soluble cellular fraction of recombinant plasmid 
pEASY-E2-cgt; 4: The insoluble cellular fraction of recombinant 
plasmid pEASY-E2-cgt; 5: The soluble cellular fraction of 
recombinant plasmid pEASY-E2-CHB1-cgt; 6: The insoluble 
cellular fraction of recombinant plasmid pEASY-E2-CHB1-cgt; 7: 
The soluble cellular fraction of recombinant plasmid 
pEASY-E2-PelB-cgt; 8: The insoluble cellular fraction of 
recombinant plasmid pEASY-E2-PelB-cgt. 

 
pEASY-E2-OmpA-cgt 与 pEASY-E2-cgt 的 CGTase

表 达 量 大 于 其 余 两 种 重 组 质 粒 ，

pEASY-E2-OmpA-cgt的蛋白可溶性部分(胞外分泌)

较多(图 4)，而且形成的包涵体明显比较少(图 4)。

由 于 信 号 肽 作 用 ， 分 泌 型 重 组 表 达 载 体

pEASY-E2-OmpA-cgt能将 CGTase分泌到胞外，这

为后期的优化及大规模提取奠定了基础。然而重组

质粒 pEASY-E2-PelB-cgt、pEASY-E2-CHB1-cgt 的

CGTase表达量、胞外分泌量较小(图 4)，说明不同

信号肽对目的蛋白的表达、胞外分泌影响不同。 

2.4  不同信号肽对重组CGTase胞外分泌的影响 

将携带不同质粒的 4种重组菌进行发酵培养，

3 次平行实验测定胞内外分泌情况如图 5 所示。带 
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图 5  不同信号肽对重组大肠杆菌胞内外生产 CGTase

的影响 
Figure 5  The influence of different signal peptide on   
the extracellular and intracellular CGTase production   
by E. coli 

 

有 OmpA 信号肽的重组菌的胞外和胞内酶活均高

于其他 3个重组菌，在相同的发酵条件下发酵 72 h，

胞外酶活达到 7.44 U/mL，分别是 PelB 信号肽和

CHB1自身信号肽的 2.04倍和 11.27倍，而不带信

号肽的重组菌胞外检测不到酶活。通过对图 4 和   

图 5的分析表明，OmpA信号肽更利于重组 CGTase

的表达和胞外分泌。4 种重组菌的胞内酶活都比胞

外高，因此在后续的研究中，如何提高细胞外膜的

通透性以促进 CGTase 从胞内、周质空间向胞外释

放及缩短发酵周期成为研究重点。 

2.5  不同通透剂对重组CGTase胞外分泌的影响 

以重组质粒 pEASY-E2-OmpA-cgt 作为研究对

象，诱导时分别加入了甘氨酸、Triton X-100、SDS

和 Tween 80四种化学通透剂，3次平行实验测定比

较这 4 种化学通透剂对重组 CGTase 胞外分泌的影

响，结果如图 6所示。从图 6可知，甘氨酸、Triton 

X-100 均能促进重组 CGTase 的胞外分泌，随着甘

氨酸、Triton X-100 添加量的依次增加，胞外酶活

也依次增加，当甘氨酸和 Triton X-100的添加量分

别为 0.6%和 0.3%时，甘氨酸和 Triton X-100导致大

肠杆菌细胞膜透性的明显增加[17]，胞外酶活分别达

到最大为 9.27 U/mL和 9.75 U/mL，但添加量过大

胞外酶活性反而下降。 

 

 
图 6  不同化学通透剂对重组 CGTase 胞外分泌的影响 

Figure 6  The influence of different chemical additives on extracellular secretion of recombinant CGTase 
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如图 7 所示，4 种化学通透剂对大肠杆菌细胞

生长有不同程度的负面影响，与对照组相比，4 个

实验组单位体积中的细胞总数有不同的下降，这限

制了重组酶胞外分泌量和生产强度的进一步增加。

其中，SDS 和 Tween 80 对菌体生长的抑制作用比

较明显，发酵至 72 h，添加 0.1% SDS的菌体 OD600

仅为 9.6，添加 2% Tween 80的菌体 OD600仅为 9.9，

而对照组为 18.7，结果 Tween 80和 SDS的添加反

而使胞外酶活低于空白对照；甘氨酸和Triton X-100

对菌体抑制作用较弱，与对照相比，添加 0.6% SDS

的菌体 OD600仅下降 11.7%，但随着通透剂浓度增

大，对菌体生长的抑制作用也增大。因此，在发酵

过程中，添加适当浓度的甘氨酸和 Triton X-100能

够提高重组酶的胞外产量。 

2.6  不同时间添加通透剂对重组CGTase胞外分

泌的影响 

如图 6 所示，随着甘氨酸量的增加，胞外重组

CGTase 产量提高幅度下降。为了进一步提高重组

CGTase的胞外分泌，因此选择添加浓度为 0.6%的甘氨

酸，分别在发酵的不同时间点(15、24、36、48、72 h)

添加，考察发酵上清液中重组CGTase的酶活情况。 

如图 8所示，在不同诱导时间加入 0.6%的甘氨

酸，对重组 CGTase 的胞外分泌产生不同影响，过

早或过晚添加甘氨酸都不利于菌体的生长和

CGTase的胞外分泌。当重组菌诱导至 48 h时，菌

体生长情况比较接近对照组，添加甘氨酸促进重组

CGTase胞外分泌的效果最好，发酵至 96 h，OD600

为 16.2，胞外酶活最高可达 12.51 U/mL；而发酵   

72 h添加甘氨酸，菌体 OD600达到最大 17.3。其原

因一方面可能是因为过早添加通透剂，由于菌量较

少，并且通透剂对菌体生长具有抑制作用，因此菌

体生长受阻，不利于重组蛋白的形成，从而影响胞

外表达；太迟加入通透剂，由于菌体生长已经进入

衰亡期，大量对目的蛋白具有降解作用的次级代谢

产物已经形成，通透剂裂解菌体细胞则加速目的蛋

白的降解，抑制胞外分泌。综合 OD600和胞外酶活

情况，甘氨酸的最佳添加浓度和时间为在发酵   

48 h后添加 0.6%。 

 

 
 

图 7  不同化学通透剂对重组大肠杆菌生长的影响 
Figure 7  The influence of different chemical penetrators on growth of recombinant E. coli 

Note: A: Glycine; B: Triton X-100; C: Tween 80; D: SDS. 
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图 8  不同时间添加甘氨酸对重组大肠杆菌发酵产 CGTase 的影响 
Figure 8  The effects of different addition time of glycine on CGTase by recombinant E. coli 

注：A：胞外酶活性图；B：重组大肠杆菌生长曲线图. 
Note: A: CGTase activity; B: Growth curve of the strain. 

 

2.7  甘氨酸和 Triton X-100 协同作用对胞外分

泌的影响 

甘氨酸和 Triton X-100对重组蛋白的胞外分泌

具有促进作用，因此对于重组 CGTase 胞外分泌所

需的甘氨酸和 Triton X-100的添加浓度进行优化。

根据单因素实验结果，选择甘氨酸和 Triton X-100

作为正交实验的具体因素(表 2)，每个因素选择    

4个浓度水平，以发酵 72 h胞外酶活作为考察指标，

确定最优的添加浓度。 

如表 3所示，根据极差分析结果，发现甘氨酸

和 Triton X-100协同作用时，0.6%的甘氨酸和 0.3% 

Triton X-100对重组CGTase胞外分泌的促进效果最

明显，胞外酶活为 14.27 U/mL，是不加任何化学通

透剂对照组的 2倍左右。 

3  讨论 

信号肽一般位于重组蛋白的 N端，其长度根据

融合位置的不同有一定差异，长度一般为 18−30个 
 

表 2  影响因素及水平分布 
Table 2  Selected factors and assigned levels for glycine 

and Triton X-100 concentration 
因素 

Factor 

甘氨酸 

Glycine (%) 
Triton X-100 (%) 

1 0.2 0.1 

2 0.4 0.3 

3 0.6 0.6 

4 0.8 1.0 
 

氨基酸。信号肽在一级结构上具有高度的可变性，

但均具有相同的功能域，包括带正电荷的 N端、疏

水性的 H区域和极性的 C区域[9]。本研究采用信号

肽预测在线分析工具 ht tp : / /www.cbs .d tu .dk/ 

services/SignalP-2.0 分析三大信号肽的氨基酸序列 

 
表 3  不同浓度的甘氨酸和 Triton X-100 正交 

实验设计 
Table 3  Orthogonal array of design experiments of 

different glycine and Triton X-100 concentration 

编号 

Number

甘氨酸 

Glycine (%)

Triton X-100 
(%) 

胞外酶活 

Extracellular 
activity (U/mL)

1 1 1 9.36 

2 1 2 9.12 

3 1 3 10.04 

4 1 4 8.33 

5 2 1 9.19 

6 2 2 9.28 

7 2 3 10.55 

8 2 4 8.92 

9 3 1 10.37 

10 3 2 14.27 

11 3 3 12.55 

12 3 4 11.50 

13 4 1 8.23 

14 4 2 8.92 

15 4 3 9.37 

16 4 4 8.10 

R 12.07 4.74  
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与性质，见表 4 (黑体加粗部分是信号肽的 N端序

列，加下划线的是 C 区域，斜体部分是 H 区域)。

根据 Expasy Proteomics Server 在线分析软件

http://web.expasy.org/protparam，其信号肽特性如  

表 5所示，由于 OmpA信号肽是大肠杆菌外膜蛋白

A 的信号肽，与表达宿主的亲缘关系比 PelB 和

CHB1自身信号肽近，而地芽孢杆菌 CHB1自身信

号肽对于促进 CGTase 的胞外表达效果相对较差，

可能是由于地芽孢杆菌CHB1的信号肽不适合介导

CGTase在大肠杆菌中分泌表达；H域疏水性也是决

定信号肽分泌效果的重要因素，由于 OmpA信号肽

的 H域疏水性大于其他两个信号肽，跨膜时形成的

疏水作用较强，因此对目的蛋白的分泌效率较强。 

Triton X-100 作为一种非离子性表面活性剂，

不易受强电解质的影响，并且能与生物膜中的脂类

结合形成可溶性复合物，因此能改变生物膜的渗透

性[18]；甘氨酸可与合成肽聚糖所必需的 D-丙氨酸竞

争，并取代它们，形成更加松弛交联的肽聚糖，从

而破坏细胞壁肽聚糖的结构，导致大肠杆菌细胞膜

透性的明显增加[19]。甘氨酸和 Triton X-100对于促

进重组酶在大肠杆菌的胞外表达具有协同作用[18]，

两种或多种化学通透剂同时使用可以使分泌效果 

 
表 4  不同信号肽的氨基酸序列与性质 

Table 4  The amino acid sequence of different  
signal peptides 

信号肽 

Signal peptide 

氨基酸序列 

The amino acid sequence 
OmpA MKKTAIAIAVALAGFATVAQA 

PelB MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA 

CHB1 MKRWLSLIFSMSLVFSAMFMMSDTQKVT
VAAA 

 

表 5  信号肽特性 
Table 5  The properties of signal peptides 

信号肽 

Signal 
peptide 

氨基酸数目 

The amino 
acid number 

H区疏水性 

H hydrophobicity 

N端带电量

N electrified 
capacity 

OmpA 21 2.531 2 

PelB 22 1.707 1 

CHB1 32 1.067 3 

更 佳 。 以带 有 OmpA 信 号 肽 的 重 组 质粒

pEASY-E2-OmpA-cgt作为研究对象，在单因素实验

中，优化了甘氨酸和 Triton X-100的最适添加浓度，

分别为 0.6%和 0.3%，最适添加时间为 48 h。正交

实验结果表明甘氨酸和 Triton X-100共同作用时的

最适浓度分别为 0.6%和 0.3%，胞外酶活为    

14.27 U/mL，是不加任何化学通透剂组的 2倍左右，

是 pEASY-E2-cgt重组菌的 22.54倍。 

综上所述，携带 OmpA 信号肽的重组质粒

pEASY-E2-OmpA-cgt可以增加 CGTase的可溶性表

达及胞外分泌。在诱导表达时，加入适宜浓度的化

学通透剂甘氨酸和 Triton X-100 能够有效促进

CGTase的胞外分泌。 
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