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基于表达元件优化提高脱氧雪腐镰刀菌烯醇 
解毒酶DepB在枯草芽孢杆菌中的表达水平

严茹雪，李 越，牛家峰，陆兆新，孟凡强，朱 萍，吕凤霞*
（南京农业大学食品科学技术学院，江苏 南京 210095）

摘  要：本研究实现了脱氧雪腐镰刀菌烯醇解毒酶DepB在枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）RIK 1285中的异源表

达，但DepB较低的发酵水平限制了其在食品加工和饲料中的应用，可采用转录和翻译相结合的策略提高DepB在

枯草芽孢杆菌中的表达水平。首先，选择9 个单启动子替换原始启动子P43，其中单启动子PspoVG介导的重组菌经

发酵后酶活力最高，酶活力为29.59 U/mL。其次，选择4 个具有较高DepB表达水平的启动子（P43、PsacB、PspoVG

和PaprE）构建16 个双启动子系统，其中，DepB在双启动子PaprE-PspoVG的介导下活力达到最高，为48.87 U/mL。此

外，通过对启动子PaprE-PspoVG的核心区域（-35和-10区）进行优化，Mutant-5酶活力高达69.17 U/mL，是原始菌株 

（14.45 U/mL）的4.79 倍。在此基础上，通过优化启动子PspoVG的核糖体结合位点序列，进一步提高了DepB的表达

水平，RBS15酶活力为115.15 U/mL，是原始菌株的7.97 倍。研究结果表明，转录和翻译相结合策略是提高重组蛋

白发酵水平的有效手段。
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Abstract: A deoxynivalenol-degrading enzyme DepB was successfully expressed in Bacillus subtilis RIK 1285 in this 
study, but the fermentation level of DepB was low, which hinders its application in food and feed processing. Thus, an 
integrative strategy of transcriptional and translational regulation was explored to enhance the expression level of DepB. 
First, nine single strong promoters were selected to replace the original promoter P43, among which the recombinant bacteria 
mediated by the promoter PspoVG gave the highest enzyme activity of 29.59 U/mL after fermentation. Second, four promoters 
(P43, PsacB, PspoVG, and PaprE) with relatively high DepB expression levels were chosen to construct a dual-promoter system. 
DepB mediated by the dual promoter PaprE-PspoVG reached the highest activity of 48.87 U/mL. Moreover, the DepB activity 
of Mutant-5 with optimized core region (-35 and -10 boxes) of PaprE-PspoVG reached 69.17 U/mL, which was 4.79 times 
higher than that of the original strain (14.45 U/mL). Finally, DepB expression level was further improved by optimizing 
the ribosome binding site (RBS) sequence of the promoter PspoVG, and the enzyme activity of RBS15 reached 115.15 U/mL, 
which was 7.97-fold higher than that of the original strain. The results suggest that combined transcriptional and translational 
regulation is an effective strategy to improve the fermentation level of recombinant proteins.
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脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol，DON），又

名呕吐毒素，是主要由禾谷镰刀菌、尖孢镰刀菌、粉色

镰刀菌和黄色镰刀菌等真菌侵染谷物后所产生的一种有

毒次级代谢产物，广泛存在于小麦、玉米等粮谷类原料

及其制品中，对人类和动物的健康造成巨大威胁[1-2]。当

DON进入食物链时，会威胁食品安全并危害人类健康，

引起急性和慢性毒性，如食欲不振、恶心、呕吐、胃肠

炎腹泻、免疫抑制和体质量下降等[1,3-5]。因此，迫切需

要制定有效的措施预防和控制食品及饲料工业中的DON 
污染。

近年来，DON生物降解方法倍受关注，对DON生物

降解的研究主要包括微生物降解法和酶解毒法。研究已

证实微生物降解法的有效性，但由于微生物及其代谢产

物的分解能力较弱，影响了实际的降解效果，而微生物

降解的本质也是一种通过酶对毒素进行解毒的方法。相

比传统的物理、化学脱毒方法存在效果不稳定、饲料营

养成分损失大、影响饲料适口性等缺点，酶解毒法具有

解毒效率高、特异性强、对粮食、饲料和环境无污染等

优势，因而在食品加工和食品安全领域中显示出巨大的

应用价值[6-7]。研究报道，DON的C3位上羟基和C12/13环
氧基团是DON的主要毒性基团，也是生物降解的主要研

究位点[8-10]。其中C3位上羟基的氧化和异构化是目前报

道最多、研究最为透彻的解毒方式，且许多DON解毒酶

已被挖掘[8,10-13]。例如，醌依赖性醇脱氢酶DepA/QDDH/

DDH能够将DON氧化为毒性较小的3-酮基-脱氧雪腐镰

刀菌烯醇（3-keto-DON）[8,11,13]，再经过还原型烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸磷酸（nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate，NADPH）依赖性醛酮还原酶DepB/AKR13B2/

AKR6D1将3-keto-DON还原，生成无毒的3-异构-脱氧雪

腐镰刀菌烯醇（3-epi-DON），即C3位的异构化[12-13]，这

也是目前阐述的最为详细的DON生物转化途径，解毒效

果专一。其中，DepB作为DON生物转化途径中第二步关

键酶，可将中间产物3-keto-DON完全降解为无毒的3-epi-
DON，且单向不可逆。尽管目前所挖掘出的DON解毒酶

基因均实现了在大肠杆菌中的异源表达，但表达水平不 

高 [12]，且DON解毒酶基因在枯草芽孢杆菌（Bacillus 
subtilis）安全级表达系统中异源表达的研究鲜见报道。

枯草芽孢杆菌作为研究最为透彻的革兰氏阳性

菌，具有无致病性、易于遗传操作、发酵周期短等特

点，已被食品药品监督管理局认证为GRAS（generally 
recognized as safe）菌株[14]。枯草芽孢杆菌表达系统广泛

用于各种工业酶制剂的生产，如普鲁兰酶[15]、L-天冬酰

胺酶[16]、酰胺酶[17]和α-淀粉酶[18]等。研究表明，表达元

件中的不同启动子具有不同的转录强度，通过控制酶基

因的转录水平进而影响重组酶的表达水平，单个启动子

的替换和串联启动子被用来提高重组酶在枯草芽孢杆菌

中的表达水平[17,19-21]。此外，核糖体结合位点（ribosomal 
binding site，RBS）是影响重组酶表达水平的另一个因

素，不同RBS具有不同翻译起始速率，它可以在翻译水

平上调控酶基因的表达水平[22-24]。因此，采用转录和翻译

相结合的策略可以实现重组酶在枯草芽孢杆菌中的高效

表达。

本研究实现D O N解毒酶D e p B在枯草芽孢杆菌

RIK1285中的异源表达，并通过表达元件的优化，包括信

号肽筛选、单个启动子替换、双启动子系统构建、启动

子核心区域（-35和-10区）优化和RBS工程相结合的系统

策略，以提高DepB在枯草芽孢杆菌中的表达水平，旨在

为DON解毒酶工业化应用和酶制剂开发提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

枯草芽孢杆菌168、克隆宿主大肠杆菌（Escherichia 
coli）JM109、表达宿主枯草芽孢杆菌RIK1285和表达

载体pP43NMK均由本实验室保存。编码DepB的DNA序

列（GenBank：KFL28068.1）由南京金斯瑞生物科技股

份有限公司进行密码子优化和合成。本研究所用引物由 

南京金斯瑞生物科技股份有限公司合成。

硫酸卡那霉素 北京索莱宝科技有限公司；胶回收

试剂盒DC301及质粒小量提取试剂盒DC201、2×Phanta 
Master Mix、ClonExpression II One Step Cloning Kit  
南京诺唯赞健康科技有限公司；预染Marker 翌圣生物

科技（上海）股份有限公司；蛋白Marker 26610 美国

赛默飞世尔科技公司；硝酸纤维素膜 美国通用公司；

ECL发光试剂盒 生工生物工程（上海）股份有限公司。

发酵培养基[25]：45 g/L蔗糖、12 g/L玉米淀粉、15 g/L 
蛋白胨、0.8 g /L尿素、2.612 g /L K2HPO4·3 H2O、

2.041 g/L KH2PO4、1.845 g/L MgSO4·7 H2O、3 g/L 
NaCl，pH 7。
1.2 仪器与设备

PTC-100 TM聚合酶链式反应（polymerase chain 
reaction，PCR）仪、HC164-5052高电流电泳仪 美国

Bio-Rad公司；NanoDrop 2000核酸定量仪 美国Thermo
公司；UV-2450紫外分光光度计 日本Shimadzu公司。
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1.3 方法

1.3.1 表达载体的构建

利用引物对DepB-F、DepB-R通过PCR扩增C端带有

His标签的DepB目的基因，通过引物对V1和V2对空质粒

pP43NMK进行线性化。后通过同源重组的方法将目的基

因和线性化的质粒组装，得到DepB-His重组表达载体。

同时，利用上述方法以枯草芽孢杆菌168及空质粒pHT43

为模板扩增出10 条不同类型的信号肽，分别融合到目的

基因DepB的N端得到相应的表达载体。此外，为提高重

组DepB在枯草芽孢杆菌中的表达水平，8 个组成型启动

子（PaprE、PsecA、Pylbp、Phag、PfusA、PspoVG、PyvyD和PamyE）

及一个诱导型启动子PsacB，16 个双启动子用来替换原始

启动子P43（图1）。为了进一步提高启动子的转录水平，

对启动子的核心区域进行突变。采用同样的方法，设计

了19 个RBS序列替换原始的RBS序列。启动子和RBS工
程的示意图见图1。测序正确的载体通过Gryczan等[26]的

方法转化至枯草芽孢杆菌RIK1285感受态细胞中。
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换。SPx代表不同的信号肽；Px和Py代表不同的启动子；RBSx
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图 1 表达元件的优化示意图

Fig. 1 Schematic diagram of the optimization of expression elements

1.3.2 重组DepB在枯草芽孢杆菌中的表达情况分析

将重组菌株接种至发酵培养基，在37 ℃、200 r/min

条件下发酵培养72 h；含PsacB启动子介导的菌株在37 ℃、

200 r/min条件下培养至OD600 nm＝0.8，加入诱导剂（蔗

糖溶液）至终质量浓度为3 g/100 mL，于20 ℃、200 r/min

条件下培养72 h。发酵结束后，于4 ℃、8 000 r/min离心

5 min，收集上清液以及菌体，上清液作为胞外蛋白样

品；菌体用5 mL 50 mmol/L的Tris-HCl缓冲液（200 mmol/L  
NaCl，pH 7 .5）重悬，然后在4  ℃条件下超声破碎

20 min，离心取上清液，上清液为胞内蛋白样品。通过

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）分

离细胞内和细胞外的蛋白样品，分析蛋白表达情况。

1.3.3 DepB活力测定

依据Carere等[12]的方法，将20 μL粗酶液加入到含有

50 mmol/L Tris-HCl、150 μmol/L NADPH和100 μmol/L 
3-keto-DON的300 μL反应体系（pH 7.0）中。然后，将反

应体系在30 ℃孵育5 min。使用紫外-可见分光光度计检

测340 nm波长处吸光度的下降。一个酶活力单位（U）定

义为每分钟消耗1 μmol NADPH所需的酶量。

1.3.4 SDS-PAGE和Western blot分析

胞内外蛋白样品与蛋白上样缓冲液混匀，沸水浴

10 min，然后通过SDS-PAGE对蛋白进行分离检测。对于

Western blot实验，将SDS-PAGE分离的蛋白转膜至硝酸

纤维素膜上，用5%的脱脂奶粉室温封闭2 h，然后将膜置

于1∶20 000稀释的抗His-Tag抗体中，在4 ℃条件下孵育

16 h。然后将该膜用TBST缓冲液洗3 次，再用TBS洗一

次，每次洗膜15 min。最后用高灵敏的ECL发光试剂盒进

行化学发光。

1.4 数据处理与分析

本研究的所有实验均重复3 次，结果以 ±s表示。所

有统计分析均使用Origin 2021软件。

2 结果与分析

2.1 DepB在枯草芽孢杆菌RIK1285中的异源表达

N端未融合信号肽的DepB重组菌和10 个融合了不

同类型信号肽的DepB重组菌经摇瓶发酵，制备粗酶液，

测定DepB活力，并对重组菌进行发酵验证。结果表明，

融合不同类型信号肽的重组DepB未能实现胞内外分泌 

（图2），而N端未融合信号肽的重组DepB实现了胞内表

达，其酶活力为14.45 U/mL。另外，Western blot分析结

果显示在37 kDa附近具有特异性蛋白条带，与DepB的理

论分子质量（38.5 kDa）一致（图2B），实现了DepB在
枯草芽孢杆菌中的异源表达。
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A.不同信号肽介导的重组DepB活力；B.重组DepB
的SDS-PAGE和Western blot分析。M.标准蛋白

Marker，下同。下标1.胞外；下标2.胞内；图3同。

图 2 不同信号肽介导的DepB表达水平

Fig. 2 Expression levels of DepB mediated by different signal peptides

2.2 单启动子对重组菌株表达水平的影响

为了在转录水平上提高DepB的表达水平，选择了

9 个具有较强转录水平的启动子替代原始启动子P43。

发酵72 h后，不同启动子介导的DepB表达效果差异较

大，启动子PsacB、PspoVG和PaprE表现出比P43启动子更好的

性能，酶活力分别为28.61、29.59 U/mL和22.44 U/mL 

（图3A）。其中启动子PspoVG所介导的DepB酶活力最高，

是原始菌株的2.05 倍，重组菌株胞内样品SDS-PAGE分析

如图3B所示，在37 kDa附近具有特异性蛋白条带。研究

表明，启动子PspoVG也是具有强转录水平的启动子，其介

导的酰胺酶、α-淀粉酶AmyZ1和普鲁兰酶的表达水平均

高于P43所介导的表达水平[17,27-28]，这与本研究结果一致。

而在启动子P43介导下的DepB产量比启动子PyvyD更高，这

与Niu Jiafeng等[29]采用启动子PyvyD所介导的I型L-天冬酰

胺酶（BlAase）表达水平更高的研究结果相反。由此可

见，即使是在同一启动子的启动下，不同基因的表达水

平也各不相同。
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A.不同启动子介导的重组DepB活力；B.重组DepB的SDS-PAGE分析。

图 3 不同启动子介导的重组DepB表达水平

Fig. 3 Expression levels of recombinant DepB mediated by different 

single promoters 

2.3 串联启动子对重组菌株表达水平的影响

据报道，双启动子表达系统是提高重组酶表达水

平的有效手段。串联启动子系统是通过将不同的单启

动子插入到另一个启动子的下游构建，其转录强度也各

不相同[17,30-31]。为了进一步提高重组DepB产量，以单启

动子的表达水平为基础，进行双启动子系统的构建。

选择了4 个具有较高DepB表达水平的启动子（PsacB、

P43、PaprE和PspoVG），构建了16 个双启动子系统。如 

图4A所示，P43-PaprE、P43-PspoVG、P43-P43、PsacB-PaprE、

PsacB-PspoVG、PsacB-P43、PaprE-PaprE、PaprE-PspoVG、PspoVG-

PaprE和PspoVG-P43较最优单启动子PspoVG的表达水平更高。

其中，启动子PaprE-PspoVG所介导的DepB活力最高，为 

48.87 U/mL，是原始菌株的3.38 倍。此外，SDS-PAGE

分析如图4B所示，在37 kDa附近具有特异性蛋白条

带。Guan Chengran等[30]也报道了类似结果，其研究中 

6 个双启动子中只有2 个比单启动子的转录强度高，这

是因为双启动子的强度并不是单一启动子启动强度的简

单相加。
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A.不同双启动子介导的重组DepB活力；B.重组DepB的SDS-PAGE分析。

图 4 不同双启动子表达载体介导下的重组DepB的表达水平

Fig. 4 Expression levels of recombinant DepB mediated by various 

dual-promoter systems

这16 个双启动子系统所介导的DepB活力各不相同，

与Px-PsacB双启动子系统相比，Px-PspoVG的表达水平更高。

这一结果可能是因为双启动子系统的表达强度主要取决

于与报告基因相邻启动子的启动强度[17,31]。结果表明，

双启动子系统是在转录水平上提高重组蛋白产量的有 

效策略。

2.4 启动子核心区域改造对重组菌株表达水平的影响

启动子的转录强度与其保守区域（-35和-10区）密

切相关，对这些核心区域的修饰被认为是提高重组蛋

白产量的有效方法[32-34]。因此，为了进一步提高串联启

动子PaprE-PspoVG的转录强度，对启动子PaprE和PspoVG的核

心区进行改造。PspoVG和PaprE分别是σH和σA依赖型启动

子，其核心区域的保守序列如图5A所示 [35-36]。然而，

PspoVG和PaprE的保守序列与枯草芽孢杆菌中σH和σA依赖型

启动子的-35和-10区的保守序列并不完全匹配，故将启

动子PaprE和PspoVG的-35和-10区分别/组合突变为相应的保

守序列，构建了5 个突变体（图5A）。如图5B所示，

Mutant-1、Mutant-2和Mutant-3（Mutant-1和Mutant-2分
别是启动子PaprE的-35区和-10区突变，Mutant-3是启动

子PaprE的-35和-10区组合突变）的酶活力分别为59.55、 

58.58 U/mL和62.18 U/mL，分别是原始菌株的4.12、 

4.05 倍和4.30 倍。Mutant-4（启动子PspoVG的-35区突变）

酶活力为67.19 U/mL，是原始菌株的4.65 倍。这表明在

双启动子系统中与报告基因相邻的启动子是一个更加关

键的启动子，对控制重组蛋白的表达水平至关重要。此

外，Mutant-5（启动子PspoVG和PaprE的-35和-10区域的组

合突变）酶活力为69.17 U/mL（图5B），是原始菌株的

4.79 倍。另外，SDS-PAGE分析如图5C所示，在37 kDa
附近具有特异性蛋白条带。Li He等[27]通过启动子保守

区域的改造，成功提高了α-淀粉酶AmyZ1在枯草芽孢杆

菌中的表达水平，这与本研究结果一致，说明通过优化

启动子的核心区域提高异源蛋白的生产水平是一种有效 

方法。

A PaprE σA PspoVG σH

PaprE-PspoVG

Mutant-1

Mutant-2

Mutant-3

Mutant-4

Mutant-5

0

60

80 B

40
50

70

30
20
10

/
U

/m
L

P ap
rE

-P spo
VG

M
uta

nt-
1

M
uta

nt-
2

M
uta

nt-
3

M
uta

nt-
4

M
uta

nt-
5

P ap
rE

-P spo
VG

pP
43

NM
K

M M
uta

nt-
1

M
uta

nt-
2

M
uta

nt-
3

M
uta

nt-
4

M
uta

nt-
5

43 kDa

C

37 kDa

A.启动子保守区域优化示意图；B.不同突变体的

重组DepB活力；C.重组DepB的SDS-PAGE分析。

图 5 双启动子系统保守区域改造

Fig. 5 Modification of core region of dual-promoter PaprE-PspoVG

2.5 RBS序列对重组菌株表达水平的影响

据报道，目的蛋白的表达水平不仅与启动子的转录

强度有关，还受翻译起始速率的调控[37-39]。RBS序列是决

定翻译起始速率和蛋白表达水平的关键因素，优化该区

域被认为是提高重组蛋白产量的有效策略[40]。因此，为

了在翻译水平上进一步提高重组DepB的表达水平，选择

了19 个RBS序列替换Mutant-5的原始RBS序列（RBS 0：
AAAGGAGGTGAAATGTACAC）。RBS 1～RBS 14是
在枯草芽孢杆菌或大肠杆菌中使用的具有高蛋白表达水

平的RBS序列，RBS 15～RBS 19是通过在线软件RBS 
Calculator v2.0（https://salislab.net/software/）设计的具

有不同翻译起始速率的RBS序列。如图6A所示，在不同

RBS序列的介导下，DepB的表达水平各不相同。与原始

RBS序列相比，RBS 1～5、RBS 8、RBS 11、RBS 13、
RBS 15、RBS 16和RBS 18所介导的DepB具有更高的表
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达水平。与原始菌株相比，通过RBS Calculator v2.0设计

的5 个RBS序列中有3 个（RBS 15、RBS 16和RBS 18）
具有更高的表达水平，结果表明RBS Calculator v2.0是有

效的预测软件。在RBS 15的介导下，重组DepB的酶活力

达到了115.15 U/mL，是Mutant-5的1.66 倍，是原始菌株

的7.97 倍。另外，SDS-PAGE分析也证实了这一结果（图

6B），说明基于优化RBS序列是在翻译水平上提高重组

蛋白产量的有效策略。
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A.不同RBS介导下的重组DepB活力；B.重组DepB的SDS-PAGE分析。

图 6 不同RBS介导下的重组DepB表达水平

Fig. 6 Expression levels of recombinant DepB mediated with different 

RBS sequences

3 结 论

本研究实现了DON解毒酶DepB在枯草芽孢杆菌中

的异源表达，但其表达水平有限。为了提高其表达水

平，通过转录和翻译相结合的方法，包括单启动子的

筛选和替换、双启动子系统的构建、启动子核心区域 

（-35和-10区）的优化以及RBS序列的替换，提高了重

组DepB的产量。优化后，DepB的酶活力由14.45 U/mL
提高到了115.15 U/mL，是含有P43启动子的原始菌株的

7.97 倍。上述结果不仅提供了提高枯草芽孢杆菌中重组

蛋白表达水平的系统性方法，也为DON解毒酶在谷物原

料及饲料中的应用提供了依据。
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