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摘   要：己糖激酶是血糖检测中的重要诊断试剂，因此对其酶活和热稳定性要求较高。目前国内

己糖激酶主要依赖进口，大多是酵母来源酶，其价格昂贵且存在热稳定性较差等问题，限制了国内

血糖诊断试剂的开发。因此，当前亟待实现高活性、高热稳定性己糖激酶的高效表达。本研究在大

肠杆菌 (Escherichia coli) BL21(DE3)中异源表达了一种来源于嗜热菌的 ATP 依赖型己糖激酶

(glucokinase, Glk)，发现其对葡萄糖特异性高、依赖 Mg2+，最适 pH 和温度分别为 8.5 和 80 ℃，在

30−37 ℃下保存 7 d 后酶活保留 90%以上，属于热稳定的偏碱性葡萄糖激酶。随后系统优化了 Glk
表达的培养基、诱导时机、诱导剂终浓度、诱导温度、诱导时长等因素，优化后 Glk 表达量相比于

优化前提高了 4.71 倍。Glk 纯化后，比酶活达到(43.05±2.00) U/mg，纯度达到 95%以上。本研究开

发的高热稳定己糖激酶的表达和纯化方法，为突破血糖诊断试剂制备中的短板提供了更多可能性和

发展空间。 
关键词：己糖激酶；葡萄糖；血糖检测；表达优化；热稳定性 
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Abstract: Hexokinase is a crucial diagnostic reagent in blood glucose testing, which has high 
requirements for the enzyme activity and thermal stability. The hexokinases in China mainly rely 
on imports and are primarily sourced from yeast, with high costs and poor thermal stability, which 
limit the development of blood glucose diagnostic reagents. Therefore, there is an urgent need for 
the efficient expression of highly active and thermally stable hexokinases. In this study, an 
ATP-dependent hexokinase (glucokinase, Glk) from a thermophilic bacterium Glk was 
heterologously expressed in Escherichia coli BL21(DE3). Glk exhibited high specificity for 
glucose, dependence on Mg2+, and the highest activity at pH 8.5 and 80 ℃. It retained over 90% 
activity after storage at 30–37 ℃ for 7 days, demonstrating thermal stability as an alkaline 
glucose kinase. Subsequently, the factors influencing Glk expression, including culture medium, 
OD600, final concentration of the inducer, induction temperature, and induction duration, were 
systematically optimized. The optimization increased the Glk expression by 4.71 folds Glk 
compared with non-optimized conditions. After purification, Glk exhibited a specific activity of 
(43.05±2.00) U/mg and the purity ≥98%. In conclusion, the developed expression and purification 
method for the highly thermostable hexokinase provides more possibilities for overcoming the 
shortcomings in the preparation of blood glucose diagnostic reagents in China. 
Keywords: hexokinase; glucose; blood glucose testing; expression optimization; thermal stability 

 
己糖激酶可催化葡萄糖磷酸化形成葡萄糖- 

6-磷酸，与葡萄糖-6-磷酸脱氢酶偶联可将NAD+还

原为 NADH[1-2]。通过检测 NADH 在 340 nm 处

的吸光值变化可对葡萄糖含量进行定量检测。

因此，在生化检测行业中己糖激酶常被用于血

糖、尿糖等生化检测项目中的葡萄糖定量检

测。目前，国际上公认的血糖检测标准方法是

己糖激酶(葡萄糖激酶)法[3]。相比于葡萄糖氧化

酶法，己糖激酶法检测血糖其特异性更好[4]、抗

干扰能力更强，是临床诊断上更推荐的血糖

检测方法 [5]。因此，己糖激酶成为血糖检测中

重要的试剂，不仅能直接用于临床生化检

测，而且能作为原料用于葡萄糖或血糖试剂

盒、血糖监测芯片、便携式血糖检测仪等产

品的开发与设计[6-10]。 
随着生活水平的提高，人们的饮食习惯也

发生相应变化，越来越多人趋向于高热量高糖

饮食，导致糖尿病患者数量日益增加 [5]。据世
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卫组织预测，全球糖尿病患者人数将在 2040 年

达到 6.42 亿，而中国将成为全球糖尿病患者人

数最多的国家，人数预计将达 1.51 亿[11]。由于

血糖检测是糖尿病患者治疗环节中不可或缺的

步骤，糖尿病患者剧增意味着对血糖检测的需

求增加，己糖激酶的需求量也随之增加。但由

于己糖激酶是酶制剂行业的小酶种，国内鲜有

报道己糖激酶生产制备相关的研究成果，相关

企业对其关注度不高，缺乏自主知识产权[12]，

导致国内己糖激酶市场目前仍然以进口酶为

主。进口酶主要是酵母源己糖激酶，价格昂

贵，存在热稳定性较差的问题。由于目前关于

其他来源己糖激酶的研究较少，缺乏相关工业

化生产制备的理论支撑，市场上仍然以酵母源

己糖激酶为主。因此，对其他来源己糖激酶的

挖掘、表征和表达是目前获得更廉价且热稳定

更好的己糖激酶的有效手段。 
嗜热菌长期生存于高温环境，其相关蛋白

及酶类热稳定性高，是热稳定己糖激酶挖掘筛

选的优势来源[13]。根据目前对嗜热菌来源己糖

激酶的研究可以看出，挖掘并鉴定成功的热稳

定性己糖激酶，在其最适反应温度下均具有极

高酶活性，但不同嗜热菌菌株之间的己糖激酶

的己糖底物谱大不相同，如已经鉴定成功的来

源于敏捷气火菌(Aeropyrum pernix)[14]、顽固热

变形菌(Thermoproteus tenax)[15]、东京理工学院

硫化叶菌(Sulfolobus tokodaii)[16-17]和热泉热棒菌

(Pyrobaculum calidifontis)[18]的己糖激酶均具有

广泛的底物谱，能同时对葡萄糖、果糖、半乳

糖、甘露糖等进行反应。而源于强烈炽热球菌

(Pyrococcus furiosus)的己糖激酶则对 D-葡萄糖

有较高底物特异性[19]。己糖激酶在血糖检测中

应用要求对葡萄糖的特异性高，因此在筛选热

稳定己糖激酶时首选对葡萄糖底物特异性强的

己糖激酶，其次考虑其酶活性及热稳定性。 

本研究筛选出了一种来源于嗜热细菌的己

糖激酶(glucokinase, Glk)，葡萄糖特异性强且热

稳定性高，是一种 ATP 依赖型己糖激酶。随后

在大肠杆菌(Escherichia coli) BL21(DE3)中进行

了酶学性质表征、表达水平优化和纯化条件优化

研究。在最佳表达条件下，Glk 的表达量达到

298.91 mg/L，纯化后纯度达到 95%。本研究为

目前热稳定己糖激酶生产制备提供了潜在的技

术支撑，同时也为进一步理性改造强化 Glk 的

酶学性质奠定了基础。 

1  材料与方法  
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

重组质粒 pET-28a(+)-Glk 的 Glk基因序列由

安升达(金唯智)公司合成并克隆至 pET-28a(+)载
体 。 E. coli BL21(DE3) 用 于 表 达 重 组 质 粒

pET-28a(+)-Glk。 
1.1.2  主要试剂 

葡萄糖、无水氯化钙，购自国药集团化学试

剂 有 限 公 司 ； 异 丙 基 硫 代 半 乳 糖 苷

(isopropylthiogalactoside, IPTG) 、 卡 那 霉 素

(kanamycin, Kan)，购自生工生物工程(上海)股份

有限公司；无水氯化镁、三磷酸腺苷(adenosine 
5′-triphosphate, ATP)，购自北京索莱宝科技有限

公司；葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(glucose-6-phosphate 
dehydrogenase, G-6-PDH)，购自上海源叶生物科

技 有 限 公 司 ； 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

(nicotinamide adenine dinucleotide, NAD+)，购自

上海麦克林生化科技股份有限公司。 
1.1.3  主要培养基 

LB 培养基、TB 培养基和 SOB 培养基均参

考“Molecular Cloning: a Laboratory Manual”[20]进

行配制，LBG 培养基、TBG 培养基、SOBG 培

养基则是分别在 LB 培养基、TB 培养基和 SOB
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培养基的基础上加入 5.0 g/L 葡萄糖进行配制，

115 ℃灭菌 30 min。培养基在使用时均添加终

浓度 50.0 mg/L Kan。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株培养与 Glk 表达 

将构建成功的 pET28a(+)-Glk 重组质粒转化

至 E. coli BL21(DE3)中，挑取单菌落接种于 LB
液体培养基中，于 37 ℃、250 r/min 培养过夜

得到种子液。将种子液按 4.0% (体积分数)的比

例转接于含 100 mL LB 液体培养基的 250 mL
摇瓶中，于 37 ℃、250 r/min 培养至 OD600 为

0.6 后添加终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG，随 
后转至 30 ℃、250 r/min 培养 10 h 表达 Glk。
根据需求添加终浓度为 50 μg/mL 的 Kan 至培养

基中。 
1.2.2  Glk 的粗酶液制备及纯化 

Glk 表达完成后，5 000 r/min、5 min 离心收

集菌体，随后用 Tris-HCl 缓冲液(pH 7.8)洗涤菌

体 2 次并重悬。重悬菌液于高压匀浆机中进行

破碎，破碎条件为 6 ℃、600 Pa、15 min。破碎

后经过 10 000 r/min、15 min 离心分离上清和沉

淀。将沉淀用 Tris-HCl (pH 7.8)重悬，并进行 10 倍

浓缩。破碎上清液和沉淀重悬液可用于后续

SDS-PAGE 实验。根据 SDS-PAGE 结果可适当

浓缩或稀释沉淀重悬液。破碎上清液于 65 ℃热

沉降 12 h 后于 10 000 r/min 离心分离 15 min 获

得上清即为粗酶液。利用亲和层析柱(Ni-NTA 

6FF，生工生物工程(上海)股份有限公司)和含

有 30 mmol/L 咪唑的 Tris-HCl (pH 7.8)洗脱杂蛋

白，使用含 50 mmol/L 咪唑的 Tris-HCl (pH 7.8)
洗脱 Glk，获得 Glk 粗纯液。将 Glk 粗纯液利用

阴离子层析柱(HiTrap Capto Q ImpRes, 思拓凡

生物科技(杭州)有限公司)于 Tris-HCl (pH 7.8, 
200 mmol/L NaCl)条件下洗脱杂蛋白，Tris-HCl 
(pH 7.8, 500 mmol/L NaCl)条件下洗脱 Glk，获

得 Glk 精纯液。Glk 蛋白精纯液利用超滤管(10 
kDa, 2 000×g)置换缓冲液进行脱盐，从而获得

Glk 纯酶。 
1.2.3  Glk 酶活性分析及其基本性质 

己糖激酶能偶联 G-6-PDH，将 NAD+还原

为 NADH。因此，通过检测 NADH在 340 nm处

的吸光变化，可间接检测己糖激酶的酶活。酶

活定义为每分钟生成 1 μmol NADH 所需要的酶

量。Glk 纯酶比酶活测定方法如下：(1) 根据表

1 准备样品和体系。(2) 配制体系 1 (试剂 A–E)，
30 ℃，预热 5 min；体系 2 (试剂 A–D)，80 ℃，

预热 5 min。(3) 体系 1 加入 0.1 mL Glk，混

匀，酶标仪(提前预热至 30 ℃)检测 340 nm 下

NADH 吸光变化，每 1 min 测定 1次，测 10 min。
(4) 体系 2加入 0.1 mL Glk，混匀，金属浴 80 ℃
反应 5 min，冰上停止反应后添加 0.01 mL 试  
剂 E，混匀，酶标仪(提前预热至 25 ℃)检测  
340 nm下NADH吸光变化，每 1 min测定 1次，

测 10 min。 
 

表 1  测定 Glk 比酶活的试剂 
Table 1  Reagents for determining Glk ratio enzyme activity 
Reagents Amount (mL) 
A 50.00 mmol/L Tris/HCl pH 7.80 (13.30 mmol/L MgCl2) 2.30 
B 0.67 mol/L D-glucose (prepared with Reagent A) 0.50 
C 16.50 mmol/L ATP (prepared with Reagent A) 0.10 
D 6.80 mmol/L NAD+ (prepared with Reagent A) 0.10 
E 300.00 U/mL G-6-PDH (prepared with Reagent A) 0.01 
F 50.00 mmol/L Tris/HCl (13.30 mmol/L MgCl2), add 0.10% BSA (bovine serum albumin, ≥98%) pH 8.50  
Enzymes Glk was diluted to 10.00 μg/mL with Reagent F for 30.00 ℃ and 2.00−3.00 μg/mL for 80.00 ℃ 0.10 
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操作后得到的数据利用公式(1)和(2)进行计

算分析。 

test blank t

E

( ) / min V DfU / mL
ε d V

OD OD− × ×
=

× ×
  (1) 

1U U / mLmg C
= ×                     (2) 

式中： tV ：反应体系总体积； Df ：稀释倍数；

ε：NADH 吸光摩尔系数，6.22 mmol/(L‧cm)；

d ：光路长度； EV ：样品酶添加体积； C ：样

品酶对应的蛋白浓度 (mg/mL)，利用改良型

Bradford 法蛋白浓度测定试剂盒测定。 
通过检测不同条件下(表 2)的 Glk 的酶活

性，可确定其磷酸供体、己糖底物以及最适反应

温度、pH。 
1.2.4  Glk 诱导表达条件优化 

以 1.2.1 的菌株培养和 Glk 表达条件为基

础，根据表 3的方案对Glk诱导表达条件进行优

化。以诱导结束后 E. coli BL21(DE3)的最终

OD600、Glk 可溶性表达量、Glk 比酶活作为评

价标准，获得 Glk 的最适诱导表达条件。 
1.2.5  SDS-PAGE 分析蛋白表达情况 

将表达结束后的重组 E. coli BL21(DE3)细胞

的 OD600 调节到 3.0，根据 1.2.2 的方法制备破碎

上清液和沉淀重悬液。取破碎上清液和沉淀重

悬液各 40 μL 至两个不同的 EP 管，分别添加上

样缓冲液 6 μL，混匀后煮沸 10 min。利用 12% 

SDS-PAGE 电泳分析蛋白表达情况，结束后使

用考马斯亮蓝 G-250 染液染色。脱色后，以牛

血清白蛋白(bovine serum albumin，BSA，纯度

≥98%)作为标准蛋白，利用 Image J 计算蛋白条

带灰度值并计算 Glk 表达量(公式 3)。文中所 
 
表 2  不同条件下 Glk 比酶活测定方案 
Table 2  Determination of Glk specific enzyme activity under different conditions 
No. Phosphoric acid donor Hexose substrate Divalent metal ions pH Temperature 

(℃) 
1 ATP, ADP D-glucose Mg2+ 7.80 30.00 
2 ATP D-glucose, D-fructose, D-galactose, D-mannose Mg2+ 7.80 30.00 
3 ATP D-glucose Mg2+, Mn2+,  

Co2+, Ca2+ 
7.80 30.00 

4 ATP D-glucose Mg2+ 6.50−10.00 30.00 
5 ATP D-glucose Mg2+ 8.50 25.00−100.00 

 
表 3  Glk 表达优化单因素实验  
Table 3  Single factor experiment of Glk expression optimization 
No. Culture medium Induce OD600 IPTG final 

concentration 
(mmol/L) 

Induce 
temperature 
(℃) 

Duration of 
induction (h) 

Glycerol 
(mL/L) 

Mg2+ 
(mmol/L) 

Tryptone 
(g/L) 

1 LB 0.60−1.60 0.50 30.00 10.00 0.00 0.00 10.00 
2 LB 1.20−1.40 0.01−1.00 30.00 10.00 0.00 0.00 10.00 
3 LB 1.20−1.40 0.01 25.00−37.00 10.00 0.00 0.00 10.00 
4 LB 1.20−1.40 0.01 30.00 4.00−36.00 0.00 0.00 10.00 
5 LB, TB, SOB, 

LBG, TBG, SOBG 
1.20−1.40 0.50 30.00 10.00 0.00 0.00 10.00 

6 LB 1.20−1.40 0.01 30.00 14.00 0.00−10.00 0.00 10.00 
7 LB 1.20−1.40 0.01 30.00 14.00 2.00 0.00−20.00 10.00 
8 LB 1.20−1.40 0.01 30.00 14.00 2.00 1.00 10.00−20.00 
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述 Glk 可溶性表达量为重组 E. coli BL21(DE3)
细胞 OD600 为 3.0 时所对应的破碎上清液中 Glk
的浓度。 

BSA GlK
Glk BSA

Glk BSA

V IntDenC C
V IntDen

= × ×           (3) 

式中： BSAC ：取 BSA (纯度≥98%)标样溶解于

Tris/HCl (pH 7.8)中所测定的蛋白浓度，mg/L；

GlkC ：Glk 的浓度，mg/L； BSAV ：SDS-PAGE 时

BSA 的加样体积，μL； GlkV ：SDS-PAGE 时 Glk
的加样体积，μL； GLKIntDen ：Glk 条带对应的

积分灰度值； BSAIntDen ：BSA 条带对应的积分

灰度值。 
1.2.6  数据分析 

利用 Graphpad Prism 9.0 对数据进行方差分

析，P<0.05 表示存在统计学意义，ns 表示不存

在显著性差异。 

2  结果与讨论 
2.1  Glk 的表达与纯化 

对诱导结束后的菌体进行破碎，收集上清

和沉淀进行 SDS-PAGE 分析(图 1A)，结果显示

Glk 的蛋白分子量约为 31 kDa，主要存在于上

清液中，证明该酶主要以可溶性形式表达。Glk
破碎上清液在 65 ℃条件下热沉降、亲和层析柱、

阴离子层析柱进行纯化后得到 Glk 纯酶。

SDS-PAGE 分析发现，相比于纯化前的 Glk，Ni
柱洗脱的 Glk 和 Ni-Q 柱洗脱的 Glk 中杂蛋白含

量明显减少(图 1B)。根据公式(3)计算 Glk 浓度

并计算 Glk 回收率及纯化倍数，由表 4 可知，

Glk 破碎上清液经热沉降、Ni 柱纯化、Ni-Q 柱

纯化后，Glk 的回收率均≥97%，纯化倍数均为

正数，说明上述纯化步骤能有效纯化 Glk。且根

据表 4 结果可知，Glk 破碎上清液经 Ni-Q 柱纯

化后，相比于纯化前，纯化倍数为 3.68。Glk 实

际纯度由 20.46%提高至 95.82%，比酶活由   
0.06 U/mg 提高至 43.05 U/mg。对 500 mmol/L 
NaCl 洗脱液进行脱盐，以排除洗脱液中高浓度

盐对 Glk 活性的影响。比较脱盐前后比酶活，发

现 500 mmol/L NaCl 对 Glk 酶活无显著性影响

(图 1C)，但仅能说明 500 mmol/L NaCl 对纯化后

即用的 Glk 影响小，无法确定 500 mmol/L NaCl
对长期保存 Glk 时的影响。因此，在后期酶的表 

 
图 1  Glk 的克隆表达及纯化 
Figure 1  Expression and purification of Glk. A: Expression of Glk. M: Protein marker; 1: Non-induced 
supernatant; 2: Non-induced group precipitate; 3: Induced group supernatant; 4: Induced group precipitation. B: 
SDS-PAGE for the Glk purification process. M: Protein marker; BSA: Bovine serum albumin (≥98%); 1: 
Unpurified; 2: After thermal sedimentation; 3: Ni column chromatography purification; 4: Ni-Q column 
chromatography purification. C: Difference of specific enzyme activity of Glk before and after desalination. ns: 
No significant difference. 
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表 4  Glk 纯化效率 
Table 4  Glk purification efficiency 
Purification steps Before purification Thermal 

sedimentation 
Ni column 
chromatography 
purification 

Ni-Q column 
chromatography 
purification 

Total protein concentration (mg/L) 494.74 293.06 105.49 99.99 

Glk concentration (mg/L) 101.22 98.26 96.18 95.82 

Actual purity (%) 20.46 33.53 91.60 95.82 

Purification factor − 0.64 3.48 3.68 

Glk recovery rate (%) − 97.08 97.88 99.63 

Glk specific enzyme activity (U/mg) 0.06 0.11 38.20 43.05 

−: No data. 
 
达纯化过程中，纯化后即用的 Glk 可选择不脱

盐，而长期保存需脱盐处理。 

2.2  Glk 的酶学性质研究 
不同的己糖激酶往往具有不同的底物偏好

性、磷酸供体偏好性和金属离子偏好性。根据

表 2 的条件设置，利用纯酶测定 Glk 的酶学性

质，发现 Glk 仅对 D-葡萄糖有催化活性，对其

他 D-半乳糖、D-鼠李糖和 D-果糖 3 种己糖均没

有活性，说明 Glk 是一种葡萄糖特异的己糖激

酶。此外，当以 ADP 为磷酸供体时酶活较低，

仅为以 ATP 为磷酸供体时的 10% (图 2A)。己糖

激酶磷酸化底物葡萄糖需要二价金属离子作为

辅助因子来激活反应[21]。因此，测定了不使用

金属离子作为磷酸化反应激活剂时 Glk 的酶

活，发现其是 Mg2+偏好型己糖激酶，Mg2+存在

时酶活是 Mn2+的 10 倍，而仅有 Co2+和 Ca2+存在

时无酶活(图 2A)。 
温度、pH 是影响酶活的重要因素[22]，因此

对 Glk 酶活反应的最佳温度、pH 环境进行了探

究。在 30 ℃时对不同 pH 环境下对 Glk 酶活进

行检测，图 2C 结果显示该酶在 pH 为 8.5−9.0 时

比酶活比 pH 范围为 6.0−8.0 时高 2 倍，且 pH 8.5
和 pH 9.0 时 Glk 的比酶活之间无显著性差异，

因此 Glk 是一种偏碱性的蛋白酶，最佳反应 pH
为 8.5。pH 为 8.5 时对不同温度环境下 Glk 进行

活性检测，图 2D 的结果显示该酶在 30−55 ℃时

Glk 比酶活小于 100 U/mg，在 60−90 ℃时 Glk 比

酶活大于200 U/mg，80 ℃ 时比酶活达280 U/mg，
为 30 ℃时比酶活的 8.5 倍，该结果说明 Glk 最

佳反应温度为 80 ℃。 
Glk 在高温下能保持活性，但无法说明其

在高温下保持稳定的时长，因此对该酶在不同

温度下的稳定性进行了试验。图 2B 结果显示

该酶在 30 ℃和 37 ℃条件下保存 7 d 仍能够保

留≥90%的酶活，80 ℃条件下保存 30 min 仍保

留 84%酶活，120 min 后残存酶活仅剩 17%，

该结果说明 Glk 对热稳定。综上所述，Glk 是

一种 ATP 依赖、Mg2+偏好型的偏碱性己糖激

酶，其最适反应温度是 80 ℃，在 30 ℃和 37 ℃
条件下保存 7 d 仍保留≥90%酶活。后续可以尝

试对酶的保存方法和保存试剂进行优化，有望进

一步突破该酶在常温条件中保存的时间极限。 

2.3  Glk 表达条件优化 
2.3.1  诱导时机对 Glk 可溶性表达的影响 

选择合适的诱导时机即添加诱导剂时菌体

对应的 OD600对 Glk 进行诱导表达，可在实现高 
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生物量积累的同时保证 Glk 的表达量 [23]。因

此，以 LB 作为培养基对不同诱导时机进行单因素

实验(表3)。从图3C可以看出，不同诱导时机条件

下重组 E. coli BL21(DE3)最终 OD600之间无显著性

区别。但在诱导时机为 OD600 1.2−1.4 时，Glk 可溶

性表达量大于其他诱导时机时的 Glk 可溶性表

达量，表达量最高为 83.22 mg/L。该结果说明优

化 Glk 可溶性表达的诱导时机并不能明显提高

重组E. coli BL21(DE3)生物量，但能提高Glk的 

可溶性表达量。对诱导时机在 OD600 1.2−1.4 时

的 Glk 可溶性表达量进行显著性差异分析，结

果显示，Glk 可溶性表达量在诱导时机为 OD600 

1.2−1.4 之间时无显著性差异(图 3C)。对不同诱

导时机条件下表达的 Glk 纯酶进行比酶活检测，

由图 3D 可知，不同诱导时机条件下表达的 Glk

纯酶之间的比酶活无明显区别。因此可得出结

论，优化 Glk 可溶性表达的诱导时机并不能明显

提高重组 E. coli BL21(DE3)生物量，但能提高

Glk 的可溶性表达量且不会影响其酶活性，Glk

可溶性表达最佳诱导时机为 OD600 1.2−1.4。 
 
 

 
 
 

图 2  Glk 酶学基本性质 
Figure 2  Basic properties of Glk. A: The difference of Glk specific enzyme activity under different metal 
ions, phosphate donor and hexose substrate. B: Thermal stability of Glk at different temperatures. C: The 
difference of Glk specific enzyme activity under different pH at 30 ℃. D: The difference of Glk specific 
enzyme activity under different temperatures at pH 8.5. **** represents P<0.000 1; ns: No significant 
difference. 
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图 3  诱导起始 OD600 对 Glk 可溶性表达的影响 
Figure 3  Effect of induce OD600 on the soluble expression of Glk. A: The difference of Glk expression by LB 
media under different induce OD600. M: Protein marker; BSA: Bovine serum albumin (≥98%); 1: Non-induced 
supernatant; 2: Non-induced group precipitate; 3, 5, 7: Supernatant of induce OD600 0.6, 0.8, 1.0; 4, 6, 8: 
Precipitation of induce OD600 0.6, 0.8, 1.0. B: The difference of Glk expression by LB media under different 
induce OD600. 1, 3, 5, 7: Supernatant of induce OD600 1.2, 1.4, 1.6, 1.8; 2, 4, 6, 8: Precipitation of induce OD600 
1.2, 1.4, 1.6, 1.8. C: Differences in soluble expression of Glk and OD600 in E. coli BL21(DE3) under different 
induced initiation OD600 at the end of induction. D: Specific enzymatic activity of Glk expressed in different 
induced initiation OD600 at 30 ℃ and 80 ℃. ns: No significant difference. 

 

2.3.2  诱导剂终浓度对 Glk 可溶性表达的影响 
IPTG 不能被细胞代谢，一旦进入细胞便

能产生持续长久的诱导效果，因此具有极强的

诱导性。但也正因如此，IPTG 对细胞具有一

定的毒性[24-25]，高浓度 IPTG 甚至可杀死细胞；

且 IPTG 浓度太高会导致蛋白合成速度过快形

成大量包涵体，可溶性蛋白的量反而减少。因

此，选择合适的 IPTG 诱导浓度对于 Glk 的可

溶性表达至关重要。对 IPTG 终浓度进行优

化，发现 IPTG 终浓度越高，菌体生物量积累

越少(图 4B)。一方面原因可能是蛋白质表达占

用物质资源对细胞产生抑制作用，从而影响细

胞生长 [ 2 6 ]；另一方面原因可能是 IPTG 本 

身对菌体具有一定的毒害作用。因此，在保证

目的蛋白表达量的前提下，低浓度的 IPTG 更利

于生物量的积累。由图 4B 可知，0.01 mmol/L 
IPTG 诱导 Glk 表达时其可溶性表达量达到

111.10 mg/L，0.2 mmol/L IPTG 诱导 Glk 表达时

其可溶性表达量达到 103.75 mg/L。0.01 mmol/L
与 0.2 mmol/L IPTG 诱导表达的 Glk 可溶性表达

量之间无显著性差异，但 0.01 mmol/L IPTG 诱

导时的最终 OD600(2.35)高于 0.2 mmol/L IPTG 诱

导时最终 OD600(2.19)。检测不同 IPTG 终浓度诱

导表达的 Glk 纯酶的比酶活，由图 4C 可知，不

同 IPTG 终浓度诱导表达的 Glk 纯酶比酶活之间

无显著性差异。因此，Glk 最适诱导剂终浓度
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为 0.01 mmol/L。 
2.3.3  诱导温度对 Glk 可溶性表达的影响 

合适的诱导温度有利于 E. coli BL21(DE3)
生长并有助于 Glk 的正确折叠。因此，设置不

同温度条件对 Glk 进行表达并分析。SDS-PAGE
结果显示，在 20 ℃和 30 ℃进行 Glk 表达时基

本无包涵体形成，37 ℃进行 Glk 表达时则有少

量的包涵体存在，可能是由于表达温度高，蛋

白合成速度快，没有充分的时间给予次级键的

形成与折叠或直接导致折叠错误而使得 Glk 在

表达时产生部分包涵体[25,27]。由图 5B 可以看 

出，Glk 的可溶性表达量在 20、30、37 ℃的条

件下分别为 121.36、140.94、129.32 mg/L。不同

温度条件下诱导结束后重组 E. coli BL21(DE3)
的生物量之间无显著性差异，但 30 ℃时 Glk 表

达量高于 20 ℃和 37 ℃时Glk的表达量。检测不

同温度条件下表达 Glk 的纯酶比酶活，发现不

同温度条件下表达的 Glk 纯酶比酶活之间无显

著性差异(图 5C)。综上所述，30 ℃表达 Glk时，

其生物量及可溶性表达效果比 20 ℃和 37 ℃时

更佳，因此 30 ℃为 Glk 可溶性表达的最适诱导

温度。 
 

 
 

图 4  诱导剂 IPTG 终浓度对 Glk 可溶性表达的影响 
Figure 4  Effect of IPTG final concentration on the soluble expression of Glk. A: The difference of Glk expression 
by LB media under different IPTG final concentration. M: Protein marker; BSA: Bovine serum albumin (≥98%). B: 
Differences in the OD600 of E. coli BL21(DE3) and the soluble expression of Glk at the end of induction under different 
final IPTG final concentrations. C: The specific enzymatic activity of Glk expressed under different final IPTG 
concentrations at 30 °C and 80 °C. **** represents P<0.000 1; ** represents P<0.01; ns: No significant difference. 

 

 
图 5  诱导温度对 Glk 可溶性表达的影响 
Figure 5  Effect of induced temperature on the soluble expression of Glk. A: The difference of Glk expression 
in LB media under different induced temperature. M: Protein marker; BSA: Bovine serum albumin (≥98%); 1, 
2, 3: Supernatant after induction at 20, 30, 37 ℃; 4, 5, 6: Precipitation after induction at 20, 30, 37 ℃. B: 
Differences in the OD600 of E. coli BL21(DE3) and the soluble expression of Glk at the end of induction under 
different induce temperature. C: The specific enzymatic activity of Glk expressed under different induce 
temperature at 30 °C and 80 °C. **** represents P<0.000 1; ***represents P<0.001; ns: No significant difference. 
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2.3.4  诱导时长对 Glk 可溶性表达的影响 
合适的诱导时长有利于 E. coli BL21(DE3)

菌体生长并表达 Glk。设置不同诱导时长(4−36 h)
对诱导 Glk 可溶性表达进行单因素实验(表 3)，
结果显示(图 6B)，诱导时间越长，重组 E. coli 
BL21(DE3)生物量越多。当培养时间超过 16 h
时，菌体生物量开始下降，可能是重组 E. coli 
BL21(DE3)在生长时产生的代谢产物对菌体生

长产生抑制作用，生长进入衰亡期从而导致 OD600

下降。诱导时间不足 12 h 或超过 18 h 时，Glk
表达量均低于160 mg/L，而诱导14 h和16 h时的可

溶性表达量分别达到 236.46 mg/L 和 244.45 mg/L 
(图 6B、6C)，且不同诱导时长下 Glk 的比酶活

之间并无显著性差异。因此，14−16 h 为表达

Glk 的最适诱导时长。 
2.3.5  Glk 表达的培养基成分优化 

大肠杆菌异源表达蛋白时，合适的培养基

成分不仅能够提高菌体生物量的积累还能够增

加异源蛋白的可溶性表达。因此，对重组 E. coli 
BL21(DE3)表达 Glk的培养基成分进行优化有可

能提高菌体生物量积累及 Glk 可溶性表达量。

目前LB、TB、SOB这 3种培养基是大肠杆菌表

达蛋白常用的基础培养基，在 3 种培养基基础

上分别添加 5 g/L 葡萄糖并将培养基命名为

LBG 、 TBG 、 SOBG。对 LB、 TB 、 SOB、

LBG、TBG、SOBG共 6种不同的培养基进行诱

导表达 Glk。图 7A、7B 显示，在 LB 培养基中

表达Glk时其可溶性表达量达到 238.9 mg/L，高

于 TB、SOB、LBG、TBG 和 SOBG 培养基中表

达 Glk 时其可溶性表达量。对 LB、TB、SOB、

LBG、TBG、SOBG共 6种不同的培养基进行诱

导表达 Glk 进行纯化并检测比酶活(图 7C)，发

现使用不同的培养基进行诱导表达的 Glk 纯酶的

比酶活之间并未表现出显著差异。因此，LB 培

养基更适用于重组 E. coli BL21(DE3)表达 Glk。 
 

 
图 6  诱导时长对 Glk 可溶性表达的影响 
Figure 6  Effect of induction duration on the soluble 
expression of Glk. A: The difference of Glk 
expression in LB media under different induction 
duration. M: Protein marker; BSA: Bovine serum 
albumin (≥98%). B: Differences in the OD600 of E. 
coli BL21(DE3) and the soluble expression of Glk at 
the end of induction under different induction 
duration. C: The specific enzymatic activity of Glk 
expressed under different induction duration at 30 °C 
and 80 °C. ns: No significant difference. 
 

葡萄糖的添加有助于菌株生长，但是会降低

Glk 的可溶性表达量(图 7A、7B)，图 7B 结果显

示，在添加甘油的 TB 和 TBG 培养基中，重组   
E. coli BL21(DE3)生物量高于未添加甘油的 LB、

SOB、LBG 和 SOBG 培养基，甘油作为三碳化合

物可充当培养基中的碳源供菌体摄取利用，因此

推测甘油的添加能够促进菌体生长。为了积累更

多菌体并提高 Glk 的可溶性表达量，选择使用甘
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油代替葡萄糖作为碳源优化 Glk 的可溶性表达。

适量的碳源对菌体的生长的积累起到积极作用，

过量则可能会导致菌株生长和蛋白表达的不平

衡，降低可溶性表达效果。为了获得最优的甘油

终浓度，在 LB 培养基中添加不同浓度的甘油 
(0−10 mL/L)表达 Glk。未添加甘油进行表达时重

组E. coli BL21(DE3)最终OD600为2.02，添加甘油

后表达的 OD600均大于 3.1，说明甘油的添加对 E. 
coli BL21(DE3)生物量的积累起促进作用。其中

添加 2.5 mL/L 甘油时，重组E. coli BL21(DE3)的最

终OD600最高(3.77)，Glk可溶性表达量为184.36 mg/L 
(图 8B)。但 Glk 可溶性表达量在添加 2.0 mL/L 甘

油时最高，达到 219.43 mg/L，且不同甘油终浓度

条件下诱导表达的 Glk 比酶活之间不存在显著性 
差异(图 8C)。因此，在 LB 培养基中添加 2.0 mL/L
甘油能积累更多生物量并能提高 Glk 的可溶性表

达量。 
Mg2+是转录翻译、氨基酸合成过程中 DNA

聚合酶、RNA 聚合酶、氨酰-tRAN 合成酶的激

活剂，同时还是核糖体结构的一部分，能稳定

核糖体亚单位构型保证蛋白质合成，对蛋白质

的合成具有重要作用[28-29]。因此，在 LB 培养基

中添加适量的 Mg2+可能对 Glk 的可溶性表达有积

极影响。设置不同终浓度(0−20 mmol/L) Mg2+， 
 

 
 

图 7  培养基种类对 Glk 可溶性表达的影响 
Figure 7  Effects of diverse media on the soluble expression of Glk. A: The difference of Glk expression 
induced by diverse media. M: Protein marker; BSA: Bovine serum albumin (≥98%). B: Differences in the 
OD600 of E. coli BL21(DE3) and the soluble expression of Glk at the end of induction under different media. C: 
The specific enzymatic activity of Glk expressed under different media at 30 °C and 80 °C. ** represents 
P<0.01; * represents P<0.05; ns: No significant difference. 

 

 
图 8  甘油对 Glk 可溶性表达的影响 
Figure 8  Effect of glycerol final concentration on the soluble expression of Glk. A: The difference of Glk 
expression in LB media under different glycerol final concentration. M: Protein marker; BSA: Bovine serum 
albumin (≥98%). B: Differences in the OD600 of E. coli BL21(DE3) and the soluble expression of Glk at the end 
of induction under different Glycerol final concentrations. C: The specific enzymatic activity of Glk expressed 
under different glycerol final concentrations at 30 °C and 80 °C. **** represents P<0.000 1; ns: No significant 
difference. 
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探究其对 Glk 的可溶性表达的影响，由图 9A 和

图 9B 可知，Mg2+的添加并不会显著增加重组

E. coli BL21(DE3)的生物量的积累。但在添加

1.0−15.0 mmol/L Mg2+时 Glk 的可溶性表达量大

于无 Mg2+添加或 Mg2+添加量为 20 mmol/L 时

Glk 的可溶性表达量，说明 Mg2+的添加能提高

Glk 可溶性表达。纯化在含不同 Mg2+浓度的 LB
中表达获得的 Glk 并检测比酶活，发现在不同

Mg2+浓度的 LB 中表达后的 Glk 纯酶的比酶活之

间无显著性区别，说明 LB 培养基中 Mg2+表达

Glk 并不会影响 Glk 纯酶的比酶活。由此可见，

LB 培养基中添加 1.0 mmol/L Mg2+不能显著提

高重组 E. coli BL21(DE3)生物量，但能提高

Glk 可溶性表达量且不会影响 Glk 纯酶的比 酶
活。由图 9B 可知 Glk 的可溶性表达量在添加

1.0 mmol/L Mg2+时最高，可达 221.51 mg/L。因

此，在 LB 培养基中表达 Glk 时 Mg2+添加的终

浓度为 1.0 mmol/L。 
氮源是蛋白质合成过程中的重要因素，对

LB 培养基成分中胰蛋白胨的添加量进行优化

(10−20 g/L)，探究其对 Glk 的可溶性表达是否有

积极影响。由图 10A 和图 10B 可知，重组 E. coli 
 

 
 

图 9  Mg2+对 Glk 可溶性表达的影响 
Figure 9  Effect of Mg2+ final concentration on the soluble expression of Glk. A: The difference of Glk 
expression in LB media under different Mg2+ final concentration. M: Protein marker; BSA: Bovine serum 
albumin (≥98%). B: Differences in the OD600 of E. coli BL21(DE3) and the soluble expression of Glk at the end 
of induction under different Mg2+ final concentrations. C: The specific enzymatic activity of Glk expressed 
under different Mg2+ final concentrations at 30 °C and 80 °C. ns: No significant difference. 

 

 
 

图 10  胰蛋白胨添加量对 Glk 可溶性表达的影响 
Figure 10  Effect of tryptone addition on the soluble expression of Glk. A: The difference of Glk expression in 
LB media under different tryptone addition. M: Protein marker; BSA: Bovine serum albumin (≥98%). 1, 3, 5: 
Precipitation after induction by 10, 15, and 20 g/L tryptone; 2, 4, 6: Supernatant after induction by 10, 15, and 
20 g/L tryptone. B: Differences in the OD600 of E. coli BL21(DE3) and the soluble expression of Glk at the end 
of induction under different tryptone addition. C: The specific enzymatic activity of Glk expressed under 
different tryptone addition at 30 °C and 80 °C. ** represents P<0.01; * represents P<0.05; ns: No significant 
difference. 
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BL21(DE3)最终 OD600 在添加 10 g/L 胰蛋白胨时

为 3.93，在添加大于 10 g/L 胰蛋白胨时小于

3.93。Glk 的可溶性表达量在添加 10 g/L 胰蛋白

胨时达 290.18 mg/L，大于 10 g/L 胰蛋白胨时显

著降低。以上结果说明LB培养基成分中胰蛋白

胨的添加量大于 10 g/L 并不能提高重组 E. coli 
BL21(DE3)生物量和 Glk可溶性表达量。对不同

胰蛋白胨添加量下表达的 Glk 进行纯化并检测

比酶活，由图 10C 可知，不同胰蛋白胨添加量

下表达的 Glk 纯酶比酶活之间无显著性区别。

因此，LB 中添加 10 g/L 胰蛋白胨更适用于 Glk
的可溶性表达。 

2.4  Glk 最佳表达条件 
E. coli BL21(DE3)表达异源 Glk 的最优条件

见表5，对优化前和优化后的表达条件(表5)进行

发酵并比较。图 11B 结果显示 E. coli BL21(DE3)
表达 Glk 优化前 E. coli BL21(DE3)最终 OD600 为

1.88，优化后 E. coli BL21(DE3) OD600 为 3.91，
比优化前的 OD600 提高了 2.08 倍。优化前 Glk 的

可溶性表达量为 63.49 mg/L，优化后提高到

298.91 mg/L，较优化前共提高了 4.71 倍。对表

达优化前后的 Glk 纯酶进行酶活检测，图 11C 的

结果显示，表达优化前后 Glk 酶的比酶活之间未

表现出明显差异。因此，优化 E. coli BL21(DE3)
表达 Glk 的诱导时机、IPTG 终浓度、诱导温

度、诱导时长以及培养基条件，一定程度上能够

提高重组 E. coli BL21(DE3)的生物量并提高 Glk
可溶性表达水平。 

 
表 5  优化前后 Glk 的表达条件 
Table 5  Expression conditions of Glk before and after optimization 
Items Culture  

medium 
Induce  
OD600 

Final IPTG 
concentration 
(mmol/L) 

Induce 
temperature 
(℃) 

Duration of 
induction (h) 

Glycerol 
(mL/L) 

Mg2+ 
(mmol/L) 

Tryptone 
(g/L) 

After 
optimization 

LB 1.20−1.40 0.01 30.00 14.00 2.00 1.00 10.00 

Before 
optimization 

LB 0.60−0.80 0.05 30.00 10.00 0.00 0.00 10.00 

 

 
 

图 11  Glk 可溶性表达优化前后对比 
Figure 11  Comparison of soluble expression of Glk before and after optimization. A: SDS-PAGE analysis of 
Glk before and after optimization. M: Protein marker; BSA: Bovine serum albumin (≥98%); 1, 3, 5: 
Precipitation, supernatant, and cell after optimization; 2, 4, 6: Precipitation, supernatant, and cell berfore 
optimization. B: Differences in soluble expression of Glk before and after potimization. C: Specific enzymatic 
activity of Glk before and after optimization at 30 ℃ and 80 ℃. ns: No significant difference. 
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3  结论与展望 
目前市场上己糖激酶产品主要来源于酵

母，其热稳定性差，导致在生产、运输、贮藏等

过程中的成本高且使用环境受限。因此，当前

期望通过筛选或改造获得比酶活较高的热稳定

性己糖激酶。嗜热菌长期在高温环境中生长繁

殖，其相关蛋白和酶类对热稳定，是筛选热稳

定性己糖激酶的极佳研究对象。Fujita 等[30]在

1999 年申请了嗜热酵母己糖激酶的相关专利，

该己糖激酶在 37 ℃下贮藏 7 d 后仍然能保留

80%的酶活性，热稳定性好，但发酵酶活很低

(37 ℃下小于 10 U/mg)，在实际生产应用中存

在局限。本研究中，嗜热菌来源己糖激酶 Glk
在 37 ℃下贮藏 7 d 后仍然能保留大于 90%的酶

活性，具有更好的热稳定性。与日本旭化成公

司 2022年上市的两种来源于嗜热菌的 ADP依赖

型的热稳定性己糖激酶(ADP-HKT Ⅱ, ADP-HKP 
Ⅱ)相比[31-32]，在常用温度 30 ℃条件下，本文

Glk 的比酶活(30−40 U/mg)高于 ADP-HKP Ⅱ的

25 U/mg 和 ADP-HKT Ⅱ的 30 U/mg，具有显著

的市场应用价值。 

国内外研究显示，己糖激酶的表达更偏向于

使用大肠杆菌表达系统(表 6)。而大肠杆菌是极

为成熟的原核生物表达系统，具有遗传背景清

晰、繁殖快、培养方法简单、操作简便和遗传稳

定等优势。因此，本研究以 E. coli BL21(DE3)作
为表达系统，表达嗜热菌来源己糖激酶 Glk，并

对其基本性质进行研究，优化 E. coli BL21(DE3)
表达 Glk 的条件。发现在 E. coli BL21(DE3)表达

Glk 时改变诱导时机、IPTG 终浓度、诱导温

度、诱导时长时并不能明显提高生物量，但

Glk 的可溶性表达量明显提高且不影响 Glk 在

30 ℃和 80 ℃下的比酶活。因此，推测己糖激酶

的过表达会抑制菌株生长。随后，本研究为了提

高生物量，在 LB 培养基中优化了甘油、Mg2+

和胰蛋白胨的添加量，结果显示优化后的培养

基能够促进重组 E. coli BL21(DE3)的生长并提

高 Glk 的表达。除培养基成分优化外，通过合成

生物技术改造底盘菌株、酶工程改造己糖激  
酶或将己糖激酶分泌到细胞外表达也都可能同

时提高 Glk 的表达和菌体生物量的积累。目前

尚未见通过这些方法提高热稳定己糖激酶表达

和催化性能的相关研究报道。因此，在保证热 
 
表 6  比较不同来源己糖激酶的重组表达 
Table 6  Comparing the recombinant expressing of hexokinases from different sources 
Sources  Expression host Optimal enzyme 

activity assay 
temperature (°C) 

Enzyme 
activity 
(U/mg) 

References 

Escherichia coli E. coli BL21(DE3) 30 13.81 [33] 
Thermoanaerobacter tengcongensis E. coli BL21(DE3) 80 43.30 [34]  
Pyrobaculum calidifontis E. coli BL21-CodonPlus 

(DE3)-RIL 
90 367.00 [18]  

Helianthus annuus L. E. coli XL-Blue 22 19.30 [35] 
Schistosoma mansoni E. coli – 60.00±14.00 [36] 
Trypanosoma cruzi E. coli XL1-blue 25 19.44 [37] 
Human brain E. coli BL21(DE3) 37 67.80±5.20 [38] 
Nosema bombycis E. coli BL21(DE3) 37 130.00 [39] 
Thermoproteus tenax E. coli BL21(DE3) 30 43.05±2.00 This study 
−: This data is not available in the cited references.  
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稳定性的前提下通过分子改造提高 Glk 的酶学

性质和表达水平，增加其实际应用场景，仍然

需要更多更深入的研究。本研究后续也将对

Glk 的改造进行研究，为国内热稳定己糖激酶

的生产提供更多技术支撑，为解决国内己糖激

酶的迫切需求提供更多可能。 
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