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摘  要：【背景】碱性磷酸酶有降解内毒素活性，在胃肠道中有预防和减弱肠道炎症的作用，不同

的枯草芽孢杆菌能分泌不同酶活性水平的碱性磷酸酶，可能是该菌保健作用的一个值得重视的因

素。【目的】筛选并分离出一株产高酶活碱性磷酸酶的枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)，对其 phoA 基

因进行克隆并原核表达，研究其酶学性质并对内毒素进行降解研究。【方法】以有机质丰富的土壤环

境微生物为样本，在有机磷筛选培养基中分离枯草芽孢杆菌，以 4-硝基苯磷酸二钠盐(4-nitrophenyl 
phosphate disodium salt hexahydrate, p-NPP)为底物进行酶活测定，筛选产高酶活碱性磷酸酶的细

菌，克隆表达其 phoA 基因并研究重组 PhoA 的酶学特性，最后用小鼠试验证明该酶对降低内毒素

LPS 的毒性作用。【结果】筛选到 14 株产高酶活碱性磷酸酶枯草芽孢杆菌，并克隆一株最高酶活

的枯草芽孢杆菌 35-16-1 的 phoA 基因，在大肠杆菌(Escherichia coli) BL21(DE3)中实现可溶性表达。

研究纯化后 PhoA 的酶学性质，PhoA 的最适反应温度为 70 ℃；最适反应 pH 为 9.8；Mg2+对 PhoA
的酶活性呈激活作用，当 Mg2+为 14 mmol/L 时，激活作用最大；Ca2+对 PhoA 的酶活性呈抑制作用；

K+、Zn2+、Mn2+和 Fe2+对 PhoA 的酶活性无明显影响；以 p-NPP 为底物，在 37 ℃下测得 PhoA 的 Vmax

为 179.86 μmol/(L·min)，Km为 2.38 mmol/L，kcat为 246.83 s‒1。最适条件下测得酶比活为 6 550.00 U/mg。
在重组 PhoA 处理后，LPS 对小鼠的毒性明显降低。【结论】枯草芽孢杆菌 35-16-1 的 phoA 基因能重

组表达出高酶活性的碱性磷酸酶，对内毒素具有降解功能。 
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application in degrading endotoxin 
MAO Wan, XIONG Mengxia, LI Xiang, LIU Tai, YU Xinglong* 

College of Veterinary Medicine, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, Hunan, China 
 
Abstract: [Background] Alkaline phosphatase (ALP) with the ability of degrading endotoxin 
(lipopolysaccharide, LPS) can prevent and weaken intestinal inflammation. Different strains of 
Bacillus subtilis can secrete ALP with different activities, which may be an important factor in 
the health effects of B. subtilis. [Objective] To study the enzymatic properties and 
endotoxin-degrading performance of the recombinant protein by cloning the ALP gene phoA 
from a B. subtilis strain with high ALP activity and expressing this gene in Escherichia coli. 
[Methods] We used the organophosphorus agar medium to isolate B. subtilis strains from the 
soil samples with rich organic matter. The ALP activity was assayed with 4-nitrophenyl 
phosphate disodium salt hexahydrate (p-NPP) as the substrate. The strains producing ALP with 
high activity were screened and phoA was cloned and expressed. The enzymatic characteristics 
of recombinant PhoA were studied, and the LPS-attenuating effect of PhoA was evaluated in 
mice. [Results] Fourteen strains of B. subtilis with high ALP activities were screened out, and 
phoA was cloned from the strain 35-16-1 with the highest ALP activity and expressed solubly in 
E. coli BL21(DE3). The enzymatic properties of PhoA after purification were studied. PhoA 
showcased the optimum reaction performance at 70 ℃ and pH 9.8. Mg2+ activated the activity 
of PhoA, with the maximum activating effect at 14 mmol/L. Ca2+ inhibited the activity of PhoA. 
K+, Zn2+, Mn2+, and Fe2+ had no significant effect on PhoA activity. With p-NPP as the 
substrate, PhoA presented the Vmax of 179.86 μmol/(L·min), Km of 2.38 mmol/L, and kcat of 
246.83 s‒1 at 37 ℃. The specific activity of 6 550.00 U/mg under optimal conditions. The 
toxicity of LPS treated with recombinant PhoA was significantly reduced in mice. [Conclusion] 
The phoA gene of B. subtilis 35-16-1 can be expressed with high ALP activity in E. coli and the 
recombinant protein can degrade endotoxin. 
Keywords: alkaline phosphatase; phoA; endotoxin; Bacillus subtilis 
 

 

枯草芽孢杆菌在畜牧业生产中有着广泛的

应用，对改善饲料品质、提高禽畜健康水平和

生长速度等有着积极的作用[1]。人们不仅在枯

草芽孢杆菌的畜禽生产的应用方面进行了大量

的研究，也对其作用机理进行了多方面的研究。

研究发现：枯草芽孢杆菌可分泌多种酶、有助

于动物的消化；改善胃肠道的菌群环境、保护

肠道屏障而提高肠道健康水平；可以分泌抑菌

物质抑制有害菌及提高动物的免疫力等[2]。碱

性磷酸酶(alkaline phosphatase, ALP)在自然界

中分布广泛，在人、动植物和原核生物中普遍

存在[3-6]，有着重要的生物学作用。ALP 可参与

生物物质的循环[7]、维持人和动植物的正常生

理功能[8-10]并对人和动物的健康(如炎症、癌症
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的发生)有着重要的影响。在胃肠道中，ALP 有

预防和减弱肠道炎症的作用，Poelstra 等 [11]在

1997 年首次报道了 ALP 可以灭活细菌内毒素。

胃肠道是断奶仔猪吸收饲料中营养物质的主要

场所，健康的肠胃不仅能充分吸收饲料中的营

养物质，还能对饮食结构的改变做出良好的适

应反应[12]，而内毒素的存在对畜禽的健康有着

严重的危害，如胃肠道炎症的发生等。内毒素

这方面的危害不可不重视，如猪饲料中内毒素

平均含量为 13 mg/kg，最高可达 60 mg/kg[13]。

体内内毒素的积累主要发生在肠道，肠道长期

暴露于低剂量内毒素环境下，也会导致机体损

伤，造成长期低度炎症综合征[14]，含有内毒素

的饲料长期饲养畜禽，会造成其胃肠道炎症的

发生，并可能引发一些其他疾病。 
目前 GenBank 中收录了 400 多株枯草芽孢

杆菌的全基因组序列，借此可知这些菌株全部携

带有 ALP 基因。由于 ALP 广泛的生物学作用，

特别是其降解内毒素的作用，我们推测 ALP 在

枯草芽孢杆菌的保健方面有可能也发挥着重要

作用。本研究从枯草芽孢杆菌中克隆表达其 ALP
酶活性较高的 phoA 基因，对重组 PhoA 的酶学

性质进行研究并探究 PhoA降解内毒素活性成分

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)的作用，为枯草

芽孢杆菌 PhoA在降低或消除内毒素对禽畜身体

损害方面的研究奠定一定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

实验动物：无特定病原体(specific pathogen 
free, SPF)级 Institute of Cancer Research (ICR)
小鼠 18 只，雌性，4 周龄，体质量 20‒22 g，
湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物质量

合格证号：430727230102062965。本实验以科

研为目的对小鼠进行养殖和使用，所有动物研

究均按照伦理准则进行，并按照中华人民共和

国《实验动物管理条例》进行动物实验(湖南农

业大学生物医学研究伦理委员会批准，编号：

伦理科 2024 第 138 号)。 
有机质丰富土壤环境样品：生长茂盛的树

底下、施过肥的农作物中、草丛里、黄土中以

及池塘边的泥土。 
质粒：pET-28a(+)质粒由湖南农业大学分子

生物与免疫学实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 
4-硝基苯磷酸二钠盐(4-nitrophenyl phosphate 

disodium salt hexahydrate, p-NPP)和二乙醇胺，

上海麦克林生化科技股份有限公司；限制性核

酸内切酶 BamH Ⅰ/Xho Ⅰ，宝生物工程(大连)有限

公司；Ni Focurose FF (IDA)，武汉汇研生物科

技有限公司；PierceTM 考马斯(Bradford)蛋白检测

试剂盒，赛默飞世尔科技(中国)有限公司；内毒

素 LPS，Sigma-Aldrich 公司；鲎试剂，厦门鲎

试剂生物科技股份有限公司。 
多功能酶标仪，Molecular Devices 公司；凝胶

成像系统，上海天能生命科学有限公司；高速冷

冻离心机，Thermo Fisher Scientific 公司；超声波

细胞粉碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；

小型垂直电泳系统，伯乐生命医学产品(上海)有
限公司；全温度振荡培养箱，上海知楚仪器有限

公司；PCR 仪，北京东胜创新生物科技有限公司。 

1.3  培养基 
有机磷筛选培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，氯化

钠 0.3，硫酸铵 0.5，氯化钾 0.3，MgSO4·7H2O 0.3，
FeSO4·7H2O 0.03，MnSO4·H2O 0.03，CaCl2 1.0，
酵母浸粉 0.5，卵磷脂 0.2，琼脂粉 15.0，pH 7.5。 

1.4  产高酶活碱性磷酸酶菌株分离 
1.4.1  菌株的分离培养 

采取有机质丰富的土壤环境样品，将 3 g
样品用 7 mL 灭菌生理盐水进行重悬，继续稀释
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300 倍后，将稀释液均匀涂布于有机磷筛选培

养基中，于 37 ℃恒温培养箱中静置 12 h。 
1.4.2  产高酶活碱性磷酸酶菌株的筛选及鉴定 

在无菌的 96 孔酶标板中依次加入 100 μL
灭菌生理盐水，将有机磷筛选培养基中长出的

单菌落进行形态学鉴定，挑取疑似枯草芽孢杆

菌的单菌落置于 96 孔酶标板中重悬均匀，加入

50 μL 底物(1 mg/mL p-NPP，pH 9.8)后于 37 ℃
避光反应 20 min，加入 50 μL 终止液(0.5 mol/L 
NaOH)，采用多功能酶标仪在 405 nm 处测定

OD 值，选取数值高的单菌落在有机磷筛选培养

基中划线纯化，重复 3 次后得到纯化后产高酶

活碱性磷酸酶菌株。以纯菌株的单菌落为模板，

用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGA 
GTTTGATCMTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TAC 
GGYTACCTTGTTACGACTT-3′)扩增保守序列。

PCR 反应体系(50 μL)：5×PrimeSTAR® GXL Buffer 
10 μL，PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase 1 μL，
dNTP Mixture 4 μL，引物 27F/1492R (10 μmol/L)
各 1 μL，无菌双蒸水 33 μL，模板用 10 μL 吸头

蘸取单菌落在配制好的体系溶液中重悬。PCR
反应条件：98 ℃ 2 min；95 ℃ 10 s，55 ℃ 15 s，
68 ℃ 100 s，32 个循环；68 ℃ 10 min。将扩增

产物进行 1%凝胶电泳检测后送测序，并将测序

结果采用 BLAST 进行序列比对，使用 MEGA 
5.0 构建系统发育树。 

1.5  碱性磷酸酶 phoA 基因克隆及原核表达 
1.5.1  phoA 基因克隆 

分离菌株进行 BLAST 序列比对后，参考

GenBank 数据库中枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) 
HD15 (登录号为 CP080508.1)的 phoA 基因设计

扩增引物，通过 SignalP 5.0 信号肽预测工具预

测 phoA 基因中信号肽片段并去除信号肽后，对

无信号肽基因序列进行克隆引物设计，设计上

游引物为：5'-CGCGGATCCGGAGCTGAGCTGC 

AGCAAAC-3' (下划线处为 BamH Ⅰ酶切位点)，
下游引物为：5'-CCGCTCGAGTTTTCCAGTTTT 
TAAAATCTTAAATAT-3' (下划线处为 Xho Ⅰ酶切

位点)。以复苏后的菌液为模板，采用 PrimeSTAR® 
GXL DNA Polymerase 体系进行 PCR 扩增，PCR
反应体系(50 μL)：模板为复苏后菌液 2 μL，上述

设计引物(10 μmol/L)各 1 μL，无菌双蒸水 31 μL，
其余条件和程序参照 1.4.2。扩增产物经 1%凝

胶电泳检测后切下含有目的条带的凝胶，使用

OMEGA 试剂盒进行凝胶回收 DNA。回收产物以

BamH Ⅰ/Xho Ⅰ为酶切位点与 pET-28a(+)载体进行

双酶切后转入到 Escherichia coli BL21(DE3)中，

在含 50 µg/mL 卡那霉素的 LB 平板中筛选阳性

转化菌株，提取质粒进行测序鉴定。 
1.5.2  PhoA 蛋白的原核表达及纯化 

将测序成功的阳性菌株低温(16 ℃)诱导表

达 18 h 后，在 4 ℃、6 000×g 条件下离心 5 min
收集菌体，将菌体用 10 mL 浓度为 0.05 mol/L、

pH 8.5 的 Tris-HCl 缓冲液重悬，使用超声破碎

仪进行超声破碎(功率 25%，工作 5 s，间隔 5 s，
工作时长 20 min)，将破碎菌体在 4 ℃、12 000×g
条件下离心 10 min，得到 ALP 粗制酶液，将粗

制酶液使用 Ni Focurose FF (IDA)进行纯化，纯

化后目的蛋白经 SDS-PAGE 鉴定后，使用

PierceTM 考马斯(Bradford)蛋白检测试剂盒测定

纯化蛋白的浓度。 

1.6  碱性磷酸酶 PhoA 酶学性质的鉴定 
1.6.1  PhoA 最适 pH 的测定 

分别配制 pH 8.0、8.5、9.0、9.5、9.8、10.0、
10.5、11.0、11.5、12.0 的 10%二乙醇胺溶液，分别

加入终浓度 1 mg/mL 的 p-NPP，溶解后作为底物备

用。将 1.5.2 中纯化的蛋白液稀释到 500 ng/mL，取

100 μL 蛋白液与 50 μL 底物，置于 37 ℃下反应

20 min，加入 50 μL 终止液(0.5 mol/L NaOH)，
在 405 nm 处测定 OD 值。 
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1.6.2  PhoA 底物最适孵育温度的测定 
固定最适 pH 条件，其他条件不变，重复

上述方法，加入底物后分别置于 55、60、65、
70、75 和 80 ℃，反应 20 min，加入 50 μL 终

止液，在 405 nm 处测定 OD 值。 
1.6.3  不同浓度金属离子对 PhoA 活性的影响 

在 37 ℃条件下固定最适 pH 条件，在底物

中分别加入终浓度为 0‒25 mmol/L 的 Mg2+、

0−7 mmol/L Ca2+和终浓度为 0−0.7 mmol/L 的

K+、Zn2+、Mn2+和 Fe2+与 500 ng/mL 的蛋白液

反应 20 min，加入 50 μL 终止液，在 405 nm 处

测定 OD 值。 
1.6.4  PhoA 在 37 ℃条件下的最大反应速率 Vmax、

米氏常数 Km 和催化常数 kcat 的测定 
配制 pH 9.8 的 p-NPP 底物，浓度分别为

0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6 和 0.7 mmol/mL
的底物，加入 50 ng 重组酶，在可控温多功能

酶标仪下控温 37 ℃，自动测定不同底物浓度下

每分钟底物生成物的浓度，共测定 20 min。结

合吴梅芬等[15]、席宏波等[16]的酶促反应计算方

法计算 ALP 的酶促反应速率，以底物浓度为横

坐标，反应速率为纵坐标，采用 Lineweaver- 
Burk 双倒数作图法，计算 PhoA 的最大反应速

率 Vmax、米氏常数 Km 和催化常数 kcat。 
1.6.5  PhoA 在最适条件下酶比活的测定 

酶活力单位的定义：1 个酶活力单位表示

在最佳反应条件下，每分钟水解 p-NPP 产生     
1 μmol 对硝基苯酚(p-Nitrophenol, p-NP)所需要

的酶量为 1 个酶活力单位(U)；酶比活=酶活力

(U)/蛋白质量(mg)。 
标准曲线的绘制：用 10%二乙醇胺缓冲液分

别配制浓度为 5、10、15、20、25、30 μmol/L 的

p-NP，在 405 nm 处测定 OD 值，绘制标准曲线。 
将蛋白液稀释到 50 ng/mL，取 100 μL 蛋白

液与 50 μL 饱和底物在最适条件下进行反应，

在 405 nm 处测定 OD 值，代入标准曲线中计算

得出生成的产物浓度后测得酶比活，最后的结

果取 3 组平行实验的平均值。 

1.7  用鲎试剂检测PhoA对LPS的去磷酸化

作用 
将 LPS 冻干粉末使用灭菌超纯水配制成浓

度为 1 mg/mL 的溶液，将 20 μg 重组 PhoA 加

入到 200 μg 的 LPS 溶液中(注：LPS 与酶的量

与 1.8 中每只小鼠的用量相当)，并依据 1.6 确定

的条件调整溶液的 pH 值和 Mg2+浓度，在 37 ℃
下反应 6 h。然后，参考鲎试剂使用说明书步骤

配制内毒素标准溶液，以标准无热源内毒素检

查用水做阴性对照，内毒素标准溶液做阳性对

照，分别检测 LPS 在 PhoA 对其降解前后的鲎

试剂凝集活性。 

1.8 去磷酸化 LPS 对小鼠的致病性作用 
取 18只 ICR雌性小鼠(20‒22 g/只)，分为 3组，

每组 6 只。对照组 A：将致死剂量 LPS 按照小

鼠体重进行小鼠腹腔注射(10 mg/kg)；空白对照

组 B：将纯化后的 PhoA 蛋白液按照小鼠体重进

行小鼠腹腔注射(1 mg/kg)；实验组 C：将 LPS
与纯化后的 PhoA 蛋白在 37 ℃下反应 6 h 进行

小鼠腹腔注射(LPS 10 mg/kg, PhoA 1 mg/kg)，
72 h 后观察小鼠存活率。 

2  结果与分析 
2.1  菌株的筛选及鉴定结果 

在有机磷筛选培养基中分离有机质丰富的

土壤环境样品中细菌，通过形态学观察鉴定，

挑选约 240 株疑似枯草芽孢杆菌细菌进行酶活

测定，结果显示 14 株菌酶活较高，选取初筛酶活

最高的菌株 35-16-1，在筛选培养基中菌株 35-16-1
菌落呈污白色(图 1A)，形状似菜花状，菌落表

面粗糙皱缩不透明；革兰氏染色呈阳性，菌体

两端钝圆，呈短杆状(图 1B)。 
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以 35-16-1 菌液为模板，采用 16S rRNA 基

因通用引物 27F 和 1492R 进行 PCR 扩增后，电

泳结果显示在 1 500 bp 处有与预期符合的目的条

带，将其测序结果进行 BLAST 后，显示与枯草

芽孢杆菌有 99%以上的相似度，将序列使用

MAGA 5.0 构建系统发育树，如图 2 所示，结果

显示与 Bacillus subtilis 在同一分支，与其余常见

9 种芽孢杆菌不处于同一分支，判定菌株 35-16-1
为枯草芽孢杆菌，GenBank登录号为PP256342.1。 

2.2  碱性磷酸酶 phoA 基因克隆及原核表达

结果 
2.2.1  phoA 基因克隆结果 

以菌株 35-16-1 菌液为模板扩增其碱性磷

酸酶 phoA 基因，扩增产物经琼脂糖核酸电泳鉴

定后显示在约 1 300 bp 处有一与预期相符的条

带。经 BamH Ⅰ/Xho Ⅰ双酶切，与 pET-28a(+)载

体连接后转入 E. coli BL21(DE3)，得到重组质

粒 pET-28a(+)-phoA。重组质粒经 BamH Ⅰ/Xho Ⅰ 
 

 

 
 
图 1  菌株 35-16-1 的菌落形态(A)和革兰氏染色镜检结果(100×) (B) 
Figure 1  Colony morphology (A) and Gram staining (B) of strain 35-16-1 (100×). 
 

 
 
图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 35-16-1 系统发育树   分支点上的数值代表系统发育树 bootstrap
值；分支长度代表标尺为 0.01 的进化距离；括号中的序号为 GenBank 登录号 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain 35-16-1 based on 16S rRNA gene sequence. The numerical values on the 
branching points represent the bootstrap values of the phylogenetic tree; The branch length represents the 
evolutionary distance with a scale of 0.01; The serial number in parentheses is the GenBank accession number. 
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双酶切后经过凝胶电泳鉴定，得到 5 000 bp 左

右的空载体片段和 1 300 bp 的目的基因片段，

如图 3 所示，重组质粒构建正确，测序后获得编

码蛋白基因已上传至 GenBank ，登 录号为

PP240937.1，其推导的氨基酸序列与收录在

GenBank 中的 phoA 的相似性为 98.15%‒100.00%。 
2.2.2  PhoA 蛋白的原核表达及纯化结果 

将重组质粒转入到 E. coli BL21(DE3)感受

态细胞中，低温诱导表达破碎后得到粗酶液，

并进行蛋白纯化，经 SDS-PAGE 鉴定后，表达

后蛋白和纯化后蛋白均得到与预期 53.1 kDa 相

符的条带(图 4)。纯化后的 PhoA 蛋白经 PierceTM

考马斯 (Bradford)蛋白检测试剂盒测得浓度为

161 μg/mL。 

2.3  碱性磷酸酶 PhoA 酶学性质鉴定结果 
2.3.1  PhoA 最适 pH 的测定结果 

将浓度为 500 ng/mL 的蛋白液分别在 pH 
8.0、8.5、9.0、9.5、9.8、10.0、10.5、11.0、11.5、
12.0 的底物下进行反应，结果显示 pH 8.0‒9.8
时 PhoA 酶活性逐渐升高，pH 9.8 时酶活性到 

 

 
 
图 3  重组质粒 pET-28a(+)-phoA 的双酶切鉴定 
Figure 3  Double restriction-enzyme digestion 
identification of pET-28a(+)-phoA recombinant 
plasmid. 1: pET-28a(+)-phoA. M: DL5000 DNA 
Marker. 

达顶峰，随着 pH 增大，酶活性降低，因此 PhoA
最适 pH 9.8 (图 5)。 
2.3.2  PhoA 底物最适孵育温度的测定结果 

将浓度为 500 ng/mL 的蛋白液加入 pH 9.8
的底物后分别置于 55、60、65、70、75 和 80 ℃
条件下反应 20 min 后，结果显示，在 55‒70 ℃ 
 

 
 
图 4  PhoA 原核表达和纯化后 SDS-PAGE 图   
M：Protein marker；1：PhoA 粗酶液；2：纯化后

的 PhoA；3：pET-28a(+)空载体 
Figure 4  SDS-PAGE of PhoA after prokaryotic 
expression and purification. M: Protein marker; 1: 
PhoA crude enzyme solution; 2: Purified PhoA; 3: 
pET-28a(+) empty vector. 
 

 
 
图 5  PhoA 的最适反应 pH 
Figure 5  The optimum reaction pH of PhoA. 
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时，酶活逐渐升高，在 70 ℃处达到顶峰，超过

70 ℃时酶活逐渐降低，因此 PhoA 最适温度为

70 ℃ (图 6)。  
2.3.3  不同浓度金属离子对PhoA活性的影响结果 

在 pH 9.8 的底物中分别加入不同浓度的金

属离子，加入浓度为 500 ng/mL 的蛋白液反应

后，结果如图 7 所示，Mg2+对 PhoA 呈激活作

用，且当 Mg2+浓度为 14 mmol/L 时，激活作用

最大，Ca2+对 PhoA 呈抑制作用，K+、Zn2+、

Mn2+和 Fe2+对其无影响。 
2.3.4  最大反应速率 Vmax、米氏常数 Km、催化

常数 kcat 和酶比活测定结果 
在不同浓度下测定酶促反应速度，采用

Lineweaver-Burk 双倒数作图法，拟合曲线的线

性回归方程为 y=0.005 2+0.013 3x (r2=0.994 6)，
计算 Vmax 为 179.86 μmol/(L·min)，米氏常数 Km

为 2.38 mmol/L，催化常数 kcat 为 246.83 s−1，酶

比活为 6 550.00 U/mg。 

2.4  LPS 在用 PhoA 去磷酸化后的活性检测 
将购置的 LPS 配制成 1 mg/mL，鲎试剂凝

集检测表明其 LPS 活性约为 2.00×106 EU/mg，
用 PhoA 对 LPS 去磷酸化后，其活性约为

6.12×105 EU/mg，活性降低约 69.4%。 
 

 
 
图 6  PhoA 的最适反应温度  
Figure 6  The optimum reaction temperature of PhoA. 

 
 
图 7  不同浓度金属离子对 PhoA 酶活性的影响 
Figure 7  Effect of different concentrations of 
metal ions on the activity of PhoA enzyme. 

 
2.5  去磷酸化 LPS 对小鼠的致病性作用 

对照组 A：小鼠腹腔注射处理的 LPS 在 12 h
后集体出现精神沉郁、扎堆炸毛现象、眼角分

泌红色脓性分泌物，且 72 h 后 6 只小鼠逐渐全
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部死亡；空白对照组 B：小鼠无任何发病现象，

且全部存活；实验组 C：小鼠腹腔注射处理的

LPS 在 12 h 后，轻微发病，出现精神沉郁现象，

48 h 后 1 只小鼠死亡，剩余 5 只小鼠逐渐康复

直至痊愈，存活率 83.3% (图 8)。 

3  讨论与结论 
本研究通过借鉴以前的方法[17]利用有机磷

筛选培养基筛选产 ALP 细菌，以 p-NPP 为底物

测定所有单菌落的酶活性，通过形态学观察鉴

定，在约 240 株疑似枯草芽孢杆菌中进行酶活

测定，通过酶与底物 p-NPP 的显色反应初步筛

选出显色明显且测定 OD405 值较高的菌落。从

约 240 株疑似枯草芽孢杆菌中共筛选到 14 株产

高酶活 ALP 的枯草芽孢杆菌，对这些菌株的

phoA 基因进行原核表达后得到酶液。SDS-PAGE
分析表明各个基因的表达水平基本一致，因此

我们将酶液通过倍比稀释与底物作用后进行显

色反应，以初步确定各重组 PhoA 酶活性的相

对高低。结果发现 14 个重组酶各酶之间的活性

相差极大：其中有 3个重组 PhoA 的酶活最高(包
括本研究中的酶，序列测定表明 3 个 phoA 的基

因序列一致)；有 8 个重组 PhoA 酶活高低不一； 
 

 
 
图 8  三组小鼠腹腔注射 72 h 后存活率 
Figure 8  The survival rate of three groups of mice 
after intraperitoneal injection for 72 h. 

另有 3 株重组蛋白未稀释粗酶液也测定不到酶

活性。单菌落酶活性很高但重组 PhoA 蛋白酶

活性相差极大。本研究的 PhoA 在枯草芽孢杆

菌中是分泌表达的，其表达量相对于很多天然

的细菌酶类来说可以称得上高表达，但绝对表

达量并不高，因此本实验选用大肠杆菌作为表

达系统进行表达，得到了远比枯草芽孢杆菌本

身表达量高得多的碱性磷酸酶 PhoA。本次重组

的枯草芽孢杆菌碱性磷酸酶 PhoA 蛋白的 kcat

值为 246.83 s−1，是野生型大肠杆菌 PhoA (EAP)
的 kcat 值(65 s−1[18])的 3.82 倍，并且此酶热稳定

性较好，在 37 ℃放置 12 h 后仍能维持较高的

酶活性，虽然酶活性在 70 ℃时最高，但这一温

度下酶活性保持的时间并不长，在 30 min 后即

明显下降。因此，我们在降解 LPS 的实验中温

度选择了 37 ℃。 
枯草芽孢杆菌是应用较为广泛的益生菌，

其不仅能改善动物生长性能对维持动物肠道生

态平衡也发挥着重要作用。人们对其保健作用

进行了大量的研究，发现其保健作用是多方面

的，如维持肠道菌群平衡、帮助消化、提高免

疫力和分泌抗菌物质。内毒素为革兰氏阴性菌

的细胞壁成分，在环境中广泛存在，据报道饲

料中有存在内毒素过高的情况[13]，PhoA 具有降

解内毒素的作用，因此，具有高酶活性 PhoA
的枯草芽孢杆菌，其 ALP 对其保健作用应该具

有一定的作用，值得对此进行进一步的研究。 
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