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研究报告 

源于解淀粉芽胞杆菌酚酸脱羧酶的克隆与表达 
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摘  要：【背景】酚酸脱羧酶催化分解酚酸产生的 4-乙烯基酚类物质可用于食品添加剂及香精香料行

业，而酚酸脱羧酶的表达水平相对较低，因此，高水平的酚酸脱羧酶是工业规模生产 4-乙烯基酚类

物质的先决条件。【目的】克隆解淀粉芽胞杆菌的酚酸脱羧酶基因，实现在大肠杆菌中的高效异源表

达，分析酚酸脱羧酶的底物特异性，并对其表达条件进行优化。【方法】通过 PCR 技术获得酚酸脱

羧酶的基因，构建重组基因工程菌，将测序结果与其他酚酸脱羧酶序列进行比对，利用 IPTG 诱导

方法高效表达蛋白。将重组酚酸脱羧酶与 4 种不同的底物进行反应，设计响应面试验对诱导条件进

行优化。【结果】酚酸脱羧酶对对香豆酸、阿魏酸、咖啡酸、芥子酸的比酶活比率为：

100:23.33:15.39:10.51。结合与其他酚酸脱羧酶比对结果发现酚酸脱羧酶家族的 C 末端区域氨基酸序

列的变异率最高，这与酚酸脱羧酶的底物特异性和催化机制有关。通过单因素和响应面试验得到酚

酸脱羧酶诱导表达的最佳条件为：2×YT 培养基，诱导温度 30 °C，接种量 1.78%，诱导时机 3.8 h，

IPTG 1.25 mmol/L，诱导时间 18 h，此时预测酶活和实际酶活分别为 47.61 IU/mL 和 47.55 IU/mL。

【结论】应用响应面法优化酚酸脱羧酶的诱导表达是可行的，本试验为以后生产稳定、高产的酚酸

脱羧酶以及了解其催化机理提供了重要的理论基础。 

关键词：解淀粉芽胞杆菌，酚酸脱羧酶，克隆表达，底物特异性 
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Abstract: [Background] 4-vinylphenols produced by phenolic acid decarboxylase catalytic degradation of 
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phenolic acid can be used in food additives, flavor and fragrance industries. The expression level of 
phenolic acid decarboxylase is relatively low, so high levels of phenolic acid decarboxylase are a 
prerequisite for the industrial scale production of 4-vinylphenols. [Objective] The gene of phenolic acid 
decarboxylase from Bacillus amyloliquefaciens was cloned to achieve efficient heterologous expression in 
E. coli. The substrate specificity of phenolic acid decarboxylase was analyzed and its expression 
conditions were optimized. [Methods] The gene of phenolic acid decarboxylase was constructed using 
PCR to construct a recombinant genetically engineered bacterium. The sequencing results were compared 
with the phenolic acid decarboxylase family, and IPTG was used to induce protein expression. It was 
reacted with four different substrates, and response surface experiments were designed to optimize the 
inducing conditions. [Results] The specific enzyme activity ratios of phenolic acid decarboxylase to 
p-coumaric acid, ferulic acid, caffeic acid, and sinapic acid were: 100, 23.33, 15.39, 10.51. Combined with 
the comparison results with other phenolic acid decarboxylase, it was found that the amino acid sequence 
of the C-terminal region had the highest rate of variation, which was related to the substrate specificity and 
catalytic mechanism of the phenolic acid decarboxylase. The optimal conditions for expression of phenolic 
acid decarboxylase by designing response surface experiments were: 2×YT medium, inducting 
temperature 30 °C, inoculation amount 1.78%, inducing point 3.8 h, IPTG 1.25 mmol/L , inducing time  
18 h, the predicted value and actual enzyme activity were 47.61 IU/mL and 47.55 IU/mL, respectively. 
[Conclusion] It is feasible to optimize the induced expression of phenolic acid decarboxylase by response 
surface methodology. This study provides an important theoretical basis for the production of stable and 
high-yield phenolic acid decarboxylase and understanding of its catalytic mechanism. 

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, Phenolic acid decarboxylase, Cloning and expression, Substrate 
specificity 

酚酸(phenolic acids)存在于植物中，是一类含有

酚环的有机酸的统称，可以抵抗病原体[1-2]。酚酸是

参与细胞壁中纤维素、半纤维素和木质素分子键之

间的重要植物化合物，在哺乳动物的饮食中很重

要，它们的特定结构赋予酚酸重要的生物活性，能

够清除自由基，具有良好的保健功效[3]。酚酸主要

包括苯甲酸类衍生物及肉桂酸类衍生物(cinnamic 

acids)，其中苯甲酸类衍生物主要包括没食子酸

(gallic acid)、原儿茶酸(protocatechuic acid)等，肉桂

酸类衍生物主要为对香豆酸(p-coumaric acid)、阿魏

酸(ferulic acid)、咖啡酸(caffeic acid)、芥子酸(sinapic 

acid)等[4]。肉桂酸类衍生物是自然界中大量存在的

天然芳香族化合物，在农业副产品中有重要的开发

价值，具有一定的食药用价值[5]。 

一些细菌体内有一种能够合成使酚酸脱羧的

排毒系统，释放二氧化碳并产生毒性较小的称为乙

烯 基 衍 生 物 的 化 合 物 ， 此 反 应 由 酚 酸 脱 羧 酶

(phenolic acid decarboxylase，PAD)进行介导[6]。酚

酸脱羧酶是一种能够催化酚酸类物质发生非氧化

脱羧反应(nonoxidative decarboxylation)的蛋白酶，

可以催化分解酚酸类物质产生 4-乙烯基衍生物。已

有报道指出多种菌株都能够降解酚酸类物质，并对

不同菌株的酚酸脱羧酶行了报道[7]。自从 Zago 等[8]

于短小芽胞杆菌(Bacillus pumilus)中克隆得到酚酸

脱羧酶基因，在大肠杆菌中成功表达并证明了其对

阿魏酸的脱羧作用后，已有研究从植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum)、枯草芽胞杆菌(Bacillus 

subtilis)、肠杆菌等菌株中克隆到相应基因，并进行

了一系列酶学性质的研究[9]。阿魏酸经酚酸脱羧酶

催化生成的 4-乙烯基酚类物质是生产香兰素(4-羟

基-3-甲氧基苯甲醛)的前体[10]。4-乙烯基愈创木酚

(4-vinylguaiacol)及 4-乙烯基苯酚(4-vinyl phenol)都

是酚酸类物质的 4-乙烯基衍生物，有独特的气味，

具有挥发性；其中，4-乙烯基苯酚有药物和辛香风

味，可用于食品添加剂及香精香料行业[11-12]，对葡

萄酒和其他发酵食品和饮料的香气形成具有重大
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贡献[13]。作为生产 4-乙烯基衍生物的关键酶之一，

寻找适用于工业生产的酶资源已成为必然需求。市

场上发现的大多数 4-乙烯基衍生物都是化学合成

的，需要更多的前体材料。其中一些还需要更严格

的试验条件，例如微波加热、高温和高压[14]，这在

食品工业中具有巨大的隐患，因此，生物合成方法

具有很大的应用潜力。同时，酚酸是一种存在于自

然界中相对便宜且可再生的天然原料，以其为原料

通过生物合成方法生产 4-乙烯基衍生物是可行的。

但是，由于酶易失活及受培养条件的影响，目前通

过酚酸脱羧酶催化酚酸生成 4-乙烯基衍生物的产

率较低[15]。 

本文以解淀粉芽胞杆菌为研究对象，通过克隆

表达得到酚酸脱羧酶的重组菌株，研究该酶对咖啡

酸、对香豆酸、芥子酸、阿魏酸的比酶活，并与其

他酚酸脱羧酶的氨基酸序列和结构进行比较，尝试

进一步了解其催化机理。通过设计响应面试验，对

影响酚酸脱羧酶活性影响较大的因素(接种量、诱导

时机、IPTG 量、诱导温度、诱导时间、培养基)进

行优化，从而提高酚酸脱羧酶的表达水平，以期为

实现酚酸脱羧酶的实际应用提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

解淀粉芽胞杆菌，本实验室保存；大肠杆菌感

受态细胞 DH5α和 BL21(DE3)，天根生化科技(北京)

有限公司；质粒 pMD18-T 和 Taq 聚合酶，TaKaRa

公司；质粒 pET-28a(+)，Novagen 公司。 

1.2  主要试剂和仪器 

细菌 DNA 试剂盒和质粒提取试剂盒，Biomiga

公司；限制性内切酶 Nco I、Xho I 和 T4 DNA 连接

酶，New England Biolabs 公司；BCA 蛋白浓度测定

试剂盒和 SDS-PAGE 凝胶试剂盒，上海碧云天生物

技术有限公司；对香豆酸、咖啡酸、芥子酸、阿魏

酸、4-乙烯基衍生物，上海源叶生物技术有限公司。 

超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技有限公

司；MiniProGel 蛋白制胶与电泳系统，上海碧云天

生物技术有限公司；高效液相色谱仪，赛默飞世尔

科技(中国)有限公司。 

1.3  克隆与表达 

根据细菌 DNA 试剂盒说明书从解淀粉芽胞杆

菌 中 提 取 总 DNA ， 根 据 NCBI 上 ( 登 录 号 ：

NC_000964.3)酚酸脱羧酶的基因序列设计该基因

的特异性引物，正向引物序列：5′-CATGCCATGGC 

CATGGAAAACTTTATCGGAAGCCATA-3′，反向引

物序列：5′-CCGCTCGAGTTTTAATTTTCCCGCGC 

GAATA-3′，有下划线的表示扩增相应的基因序列，

没有下划线的表示与载体之间能够同源重组的序

列。PCR 反应体系(25 μL)：17.2 μL 灭菌水，   

10×Ex Taq Buffer (Mg2+ Plus) 2.5 μL ， dNTPs     

(10 mmol/L) 2 μL，正、反向引物(20 mmol/L)各     

1 μL，基因组 DNA 1 μL，Ex Taq (5 U/μL) 0.3 μL。

PCR 反应条件：94 °C 1 min；94 °C 30 s，65 °C 30 s, 

72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min。通过 PCR

扩增得到的酚酸脱羧酶基因与 pMD18-T 连接，转

染至大肠杆菌 DH5α，挑取阳性克隆测序验证并保

存。基于载体上携带的抗性基因，每 100 mL 培养

基中添加 100 μL 的 100 mg/mL 氨苄抗生素。提取

重组质粒扩增目的基因进行双酶切(Nco I 和 Xho I)，

与 pET-28a(+)连接并转染至大肠杆菌 BL21(DE3)，

LB 培养基中培养并测序验证。构建成功的重组质

粒在 250 mL 锥形瓶中扩大培养，37 °C、180 r/min

下培养 3.5 h，添加 200 µL 的 500 mmol/L IPTG 在

21 °C、180 r/min 下诱导表达 18 h，每 100 mL 培养

基中添加 100 μL 的 100 mg/mL 卡那抗生素。 

1.4  酶的纯化和表达量测定 

经诱导表达获得的菌液于 8 000 r/min 离心 5 min

取下层沉淀，加入 10 mL 浓度为 50 mol/L 的 Tris-HCl 

(pH 7.0)重悬。超声波处理酶液的参考系数为：每次

处理的菌悬液为 10 mL，输出功率 300 W，间歇时间

5 s，工作时间 5 s，全部时间 15 min。8 000 r/min 离

心 5 min 取上清液得到粗酶液。在 ÄKTA FPLC 纯

化系统上使用镍琼脂糖凝胶柱(1×10 cm)和50 mmol/L
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磷酸盐缓冲液(pH 7.8)纯化粗酶液，该缓冲液分别由

300 mmol/L 的 NaCl 和不同浓度(40、45、250 mmol/L)

的咪唑组成。在 SDS-PAGE 上电泳分析空载的大肠

杆菌 BL21(DE3)蛋白质样品、粗酶液蛋白质样品和

纯化的酶液蛋白质样品，并通过考马斯亮蓝染色将

凝胶中的蛋白质可视化，用 BCA 蛋白浓度测定试

剂盒测定蛋白质浓度。 

1.5  酶活力测定 

分别将底物阿魏酸、对香豆酸、咖啡酸和芥子

酸配制成 50 mmol/L 的溶液，反应体系为 1 mL，含

有 0.8 mL Na2HPO4-柠檬酸缓冲液(pH 6.0)、0.1 mL

的 50 mmol/L 底物、0.1 mL 酚酸脱羧酶液，37 °C

水浴反应 5 min 后加入 2 mL 甲醇终止反应。0.22 µm

滤膜过滤后用 HPLC 测定生成的 4-乙烯基衍生物含

量。将 0.1 mL 酶液替换成 0.1 mL 缓冲液，并在相

同条件下反应的样品为对照。 

定义每分钟产生 1 μmol 4-乙烯基衍生物的酶

量为 1 IU，酚酸脱羧酶酶活力单位为 IU/mL。 

酚酸脱羧酶活力(IU/mL)＝
c x

V T




 

c：所加酶液的量(mL)；x：根据标准曲线计算出的

4-乙烯基衍生物含量(mmol/L)；V：酶促反应体系的

最终体积(mL)；T：酶促反应时间(min)。 

用 UltiMate 3000 高效液相色谱(HPLC)进行测

定。Hypersil GOLD C18 色谱柱(3 µm，4.6×250 mm)。

流 动 相 甲 醇0.1%׃ 乙 酸 ) 60׃40= 体 积 比 ) ， 流 速      

1.0 mL/min，柱温 30 °C，进样量 20 µL，检测波长

280 nm。 

比酶活单位定义为单位重量蛋白质(mg)所具

有的酶活性单位(IU/mg)。利用 BCA 蛋白浓度测定

试剂盒测定添加到反应系统中蛋白质的量，通过计

算得到酚酸脱羧酶对不同底物的比酶活。 

1.6  单因素试验 

采用控制变量法，在其他条件不变的情况下只

改变一个因素，研究培养基、诱导温度、接种量、

IPTG 量、诱导时间(加入 IPTG 之后的培养时间)和

诱导时机(加 IPTG 前的培养时间)对蛋白表达水平

的影响。 

1.6.1  培养基对酚酸脱羧酶表达的影响 

在接种量 1.0%、500 mmol/L IPTG 200 μL、诱

导时间 18 h、诱导温度 21 °C、诱导时机 3.5 h 的条

件下，研究培养基 LB、2×YT、SB、SOC、MTB[16]

对酚酸脱羧酶诱导表达的影响。 

1.6.2  诱导温度对酚酸脱羧酶表达的影响 

在 LB 培养基中接种量 1.0%、500 mmol/L IPTG 

200 μL、诱导时间 18 h，诱导时机 3.5 h 的条件下，

研究诱导温度为 21、24、27、30、33 °C 对酚酸脱

羧酶诱导表达的影响。 

1.6.3  诱导时机对酚酸脱羧酶表达的影响 

在 LB 培养基中诱导温度 21 °C、接种量 1.0%、

500 mmol/L IPTG 量为 200 μL、诱导时间 18 h 的条

件下，研究诱导时机为 2.5、3.0、3.5、4.0、4.5 h

对酚酸脱羧酶诱导表达的影响。 

1.6.4  诱导时间对酚酸脱羧酶表达的影响 

在 LB 培养基中诱导温度 21 °C、接种量 1.0%、

500 mmol/L IPTG 量为 200 μL、诱导时机 3.5 h 的条

件下，研究诱导时间为 12、15、18、21、24 h 对酚

酸脱羧酶诱导表达的影响。 

1.6.5  IPTG 量对酚酸脱羧酶诱导表达的影响 

在 LB 培养基中诱导温度 21 °C、接种量 1.0%、

诱导时间 18 h、诱导时机 3.5 h 的条件下，研究   

500 mmol/L IPTG 量为 100、150、200、250、300 μL

对酚酸脱羧酶诱导表达的影响。 

1.6.6  接种量对酚酸脱羧酶诱导表达的影响 

在 LB 培养基中诱导温度 21 °C、500 mmol/L 

IPTG 量 200 μL、诱导时间 18 h、诱导时机 3.5 h 的

条件下，研究接种量为 0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、

2.5%对酚酸脱羧酶诱导表达的影响。 

1.7  响应面设计 

在单因素试验的基础上，分析得到对酶活影响

变化最大的 3 个因素，采用 Central Composite 的设

计原理，以诱导温度、诱导时机和接种量为自变量，

酚酸脱羧酶酶活为响应值进行响应面设计，响应面

设计因素与水平见表 1。 
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表 1  Central Composite 试验因素与水平 
Table 1  Central Composite test factors and levels 
因素 

Factors 

水平 Levels 

−1 0 0 

A 诱导温度 

Inducing temperature (°C) 

27 30 33 

B 诱导时机 

Inducing point (h) 

3 3.5 4 

C 接种量 

Inoculum size (%) 

1 1.5 2 

2  结果与讨论 

2.1  酚酸脱羧酶基因的克隆及表达 

以解淀粉芽胞杆菌 DNA 为模板，PCR 扩增得

到目的片段，通过琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图

1 所示，该片段全长为 489 bp，编码 162 个氨基酸。

进行 SDS-PAGE 凝胶电泳分析的结果如图 2 所示， 
 

 
 

图 1  酚酸脱羧酶的琼脂糖凝胶电泳图 
Figure 1  Agarose gel electrophoresis of DNA of BAPAD  

注：1：DL2000 DNA Marker；2、3：酚酸脱羧酶的 DNA 片段. 
Note: 1: DL2000 DNA Marker; 2, 3: DNA of BAPAD. 

 

 
 

图 2  酚酸脱羧酶的 SDS-PAGE 凝胶电泳图 
Figure 2  Analysis of BAPAD by SDS-PAGE  

注：M：Protein Marker；1：空白对照[pET-28a(+)空载体]；2：

粗酶液；3：纯化的酶液. 
Note: M: Protein Marker; 1: Blank control with the empty vector; 2: 
Crude BAPAD; 3: Purified BAPAD. 

重组酚酸脱羧酶(BAPAD)的分子量约为 19.2 kD。 

2.2  酚酸脱羧酶的底物特异性及序列比对 

分别以对香豆酸、阿魏酸、咖啡酸、芥子酸为

底物与酚酸脱羧酶液反应，再利用 BCA 蛋白浓度

测定试剂盒测得酚酸脱羧酶的蛋白浓度，计算得到

其对不同底物的比酶活，结果如表 2 所示。将对香

豆酸的比酶活定义为 100%，对香豆酸、阿魏酸、咖

啡酸、芥子酸的比酶活比率为 100:23.33:15.39:10.51，

可知酚酸脱羧酶对对香豆酸的脱羧能力最强，而对

阿魏酸、咖啡酸和芥子酸的脱羧能力依次降低，这

与 绝 大 多 数 的 酚 酸 脱 羧 酶 相 同 ， 如 CgPAD 

和[17](8׃89׃100) BLPAD (10034׃75׃)[11]。值得注意的

是，本实验室的酚酸脱羧酶对芥子酸也有一定的脱

羧能力，芥子酸在 5 位上带有一个甲氧基，其脱羧

产物是菜籽多酚(canolol，4-vinylsyringol)[11]。菜籽

多酚具有抗氧化、抗癌、抗病变等生理功能[18]，有

很高的营养和医学价值。具有这种特性的酚酸脱羧

酶可以发展成生产菜籽多酚的潜在生物催化剂，具

有一定的应用价值[19]。 

目前对酚酸脱羧酶家族代表成员植物乳杆菌

PDBID1 (登录号：ZP_07078975.1)的晶体结构进行

了报道，并对其活性位点和催化机理已有一定的见

解[20]，其二级结构如图 3A 所示、拓扑结构如图 3B

所示。酚酸脱羧酶亚基由两个相互扭曲且正交排列

的 β 折叠片(由四条反向平行的 β 折叠链构成)以及

一个由十几个氨基酸残基组成的其他 β 链(β9)组成

的 β 桶状构成，最后的 β9 链以氢键结合到两个折 

 
表 2  酚酸脱羧酶的底物特异性 
Table 2  Substrate specificity of BAPAD 
底物 

Substrate 

底物特异性 

Specific activity (IU/mg) 

对香豆酸 

p-coumaric acid 

13.22±0.17 

阿魏酸 

Ferulic acid 

3.09±0.09 

咖啡酸 

Caffeic acid 

2.02±0.02 

芥子酸 

Sinapic acid 

1.39±0.03 
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叠片上，从而使该折叠片是五链的；这种高度弯曲

的 β9 链三维排列使其封闭 β 折叠片的一端，结合

腔的另一侧由连接环 β4-β5 封盖，从而形成连续的

氢键结合的 β 桶状结构[20]。从图 3B 可以看出，保

守序列集中于 β 桶结构中的 β1、β2、β3 和 β4 处，

而 α 螺旋 α3、α5 和 β9-α5 以及 N 端和 C 末端变异

性较高。已有研究表明，β 桶状结构核心在酚酸脱

羧酶家族中高度保守，而底物结合位点位于该 β 桶

状结构内部，当无底物时该腔入口处于开放状态，

与底物结合时该腔入口则处于封闭状态，这种结构

和排列与酶和底物的结合和催化机理有着密切的

关系[7]。 

为进一步探究酚酸脱羧酶的催化机理，将酚酸

脱羧酶 与植物乳杆菌 PDBID1、 阿魏酸脱 羧酶

PDBID3 (登录号：311772160)[21]以及其他相似的酚

酸脱羧酶氨基酸序列进行比对，结果如图 4 所示。

在以前的研究中，对来自植物乳杆菌[20,22]、戊糖小

球菌[23]、枯草芽胞杆菌[24]和短小芽胞杆菌[8]的酚酸

脱羧酶对阿魏酸、对香豆酸和咖啡酸的活性进行了

比较，发现各种细菌的酚酸脱羧酶在 C 末端区域中

氨基酸序列的变异率最高[25]，结合酶活性分析和比

对结果，推测 C 端区域影响酚酸脱羧酶的底物特异

性和催化能力[26]。本实验室下一步可能会对 C 末端

以及其他重要突变位点进行研究，尝试进一步了解

酚酸脱羧酶的催化机制。 

2.3  单因素试验 

2.3.1  培养基对酚酸脱羧酶诱导表达的影响 

培养基中碳源和氮源的合理添加能有效增加

重组蛋白的产量[27]，因此本试验选择了 6 种培养基

进行优化。研究发现当酵母提取物添加到培养基中

时，重组蛋白的产量和细胞生长水平更高，而其他

选定的氮源对蛋白质的生产没有显著影响[27]。如图

5A 所示，当选择 2×YT (包括 0.5%酵母提取物和

1.6%蛋白胨)培养基时，酚酸脱羧酶的表达量高达

41.93 IU/mL，略高于 SOC 培养基(包括 0.5%酵母提

取物、2%蛋白胨和 0.36%葡萄糖)。 

 
 

 
 

图 3  PDBID1 的二级结构(A)及其亚基的拓扑图(B)  
Figure 3  The secondary structure (A) and topology of a subunit (B) of PDBID1 

注：β 折叠片 1 用蓝色表示，β 折叠片 2 用红色表示，螺旋为黄色圆圈. 
Note: β-sheet 1 is shown in blue and β-sheet 2 is shown in red, the spiral is depicted as a yellow circle. 
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图 4  酚酸脱羧酶和其他脱羧酶的氨基酸序列比对 
Figure 4  Amino acid sequence alignment of phenolic acid decarboxylase and other decarboxylase  

Note: The conventional secondary structure elements are represented by green boxes (α helix) and orange arrows (β chain), respectively. 
BAPAD is phenolic acid decarboxylase in this experiment, BPAD is phenolic acid decarboxylase [Bacillus] [WP_003243190.1], BSPAS is 
phenolic acid decarboxylase [Bacillus subtilis] (WP_119995789), BSPAS is phenolic acid decarboxylase [Bacillus subtilis] 
(WP_087993521.1), BHPAD is phenolic acid decarboxylase [Bacillus halotolerans] (WP_059292497.1), BSPAS is phenolic acid 
decarboxylase [Bacillus subtilis] (WP_044429457.1), BAPAD is phenolic acid decarboxylase [Bacillus amyloliquefaciens DSM 7] 
(CBI44424.1), BSPAD is a phenolic acid decarboxylase [Bacillus subtilis] (WP_019715805.1), LHPAD is a phenolic acid decarboxylase 
[Lactobacillus northsea JCM 18461] (BAP84656.1), BCPAD is a phenolic acid decarboxylase [Bacillus coagulans 36D1] (AEP00765.1), 
LPPAD is phenolic acid decarboxylase [Lactobacillus plantarum] (BBA81990.1), LLPAD is phenolic acid decarboxylase [Lactococcus lactis 
subspecies cremoris] (BBC75390.1), DCPAD is phenolic acid decarboxylase [Dickeya chrysanthemi Ech1591] (ACT06933.1), DZPAD is 
phenolic acid decarboxylase [Dickeya zeae Ech586] (ACZ76892.1), PPPAD is phenolic acid decarboxylase [Pectobacterium] (ACX90155.1), 
LOPAD is phenolic acid decarboxylase [Lactobacillus oryzae JCM 18671] (GAK47549.1), PDBID1 is phenolic acid decarboxylase 
[Lactobacillus plantarum subspecies plantarum ATCC 14917] (ZP 07078975.1), PDBID2 is a fruit acid decarboxylase [Enterobacter spp. 
Px6-4] (323462935), PDBID3 is a ferulate decarboxylase [Bacillus pumilus] (311772160). 
 

2.3.2  诱导温度对酚酸脱羧酶诱导表达的影响 

诱导温度(加入 IPTG 后的培养温度)对于提高

蛋白质产量具有重要意义[27]。如图 5B 所示，酚酸

脱羧酶在诱导温度为 30 °C 时表达量达到最大值。

宿主细菌的生长和外源蛋白质的合成受温度影响，

诱导温度升高能够加快宿主细菌的生长，使异源蛋

白质快速合成[28]。但当温度过高时非活性包涵体蛋

白增加，导致细菌死亡以及活性酶减少，Díaz-Rincón

等[29]报道了这种在低温下培养并延长培养时间来

促进蛋白质表达的策略。 

2.3.3  诱导时机对酚酸脱羧酶诱导表达的影响 

重组酶的产生主要取决于培养过程中细胞密

度和特异性[30]。如图 5C 所示，酚酸脱羧酶酶活性

在诱导时机为 3.5 h 时最大，达到 38.86 IU/mL。当
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细胞密度过低时诱导培养导致细菌的代谢能力不

够强，细胞在后期阶段产生一定的代谢和生理负

担，从而影响蛋白质表达[31]。当细胞密度太大时进

行诱导，培养基中的营养物质大量用于细菌的生长

和繁殖而不是蛋白的表达[30]。因此，选择适当的诱

导时机非常有必要。 

2.3.4  诱导时间对酚酸脱羧酶诱导表达的影响 

如图 5D 所示，酚酸脱羧酶酶活随着诱导时间

的增加呈现先增加后减少的趋势，当诱导时间为 18 h

时酶活达到最大。可能是因为前期细菌数量太少无

法最大限度地利用营养物质合成酶，随着诱导时间

的继续增加，培养基中有害代谢产物增加和营养物

消耗，导致细胞衰老和蛋白自溶[30]。 

2.3.5  IPTG 量对酚酸脱羧酶诱导表达的影响 

IPTG 是 β-半乳糖苷酶的活性诱导物质，通常

用于在乳糖操纵子下产生重组蛋白[28]。如图 5E 所

示，当加入 IPTG 的量为 250 μL，此时培养基中 IPTG

的终浓度为 1.25 mmol/L，酚酸脱羧酶活性达到

40.50 IU/mL。酶活性随 IPTG 量的继续增加而降

低，因为 IPTG 是一种高效的乳糖启动子诱导剂，

其潜在的毒性对细胞生长具有一定的抑制作用，并

且高浓度的 IPTG 会降低核糖体 RNA 的合成速   

率，所以只能以相对较低浓度的 IPTG 诱导菌体的

蛋白表达[32-33]。 

2.3.6  接种量对酚酸脱羧酶表达的影响 

酶的生物合成受到菌株年龄和接种量的影响[34]。

如图 5F 所示，当接种量为 1.5%时，酶活性达到最

高值 38.86 IU/mL。酶活性随着接种量的继续增加

而降低，可能是由于菌生长速度加快以及所需营养

物质短缺，通过平衡可利用的养分能实现酶产量的

最大化[34]。 

2.4  响应面试验 

2.4.1  Central Composite 试验设计与结果 

依据单因素试验结果，运用 Design-Expert 8.0.6 

 

 
 

图 5  酚酸脱羧酶表达条件的优化 
Figure 5  Optimization of expression conditions for BAPAD  

注：A：培养基；B：诱导温度；C：诱导时机；D：诱导时间；E：500 mmol/L IPTG 的量；F：接种量. 
Note: A: Medium; B: Inducing temperature; C: Inducing point; D: Inducing time; E: 500 mmol/L IPTG; F: Inoculum size. 
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中 Central Composite 试验方法，采用响应面分析法

对酚酸脱羧酶诱导表达条件中的诱导温度、诱导时

机、接种量进行优化，确定最佳的诱导表达条件。

试验设计及结果见表 3。 

如表 4 所示，根据 F 值各个因素对试验结果影

响次序为 B>A>C，即诱导时机>诱导温度>接种量。 
 

表 3  Central Composite 试验方案与结果 
Table 3  Central Composite test plan and results 
序列 
Sequence 

A 诱导温度 
Inducing temperature (°C) 

B 诱导时机 
Inducing point (h) 

C 接种量 
Inoculum size (%) 

Y 酶活 
Enzyme activity (IU/mL) 

1 0.00 0.00 0.00 46.99 
2 0.00 0.00 0.00 47.09 
3 −1.00 1.00 1.00 43.06 
4 0.00 0.00 0.00 47.03 
5 −1.00 1.00 −1.00 40.28 
6 1.00 −1.00 −1.00 39.55 
7 1.00 −1.00 1.00 42.64 
8 −1.00 −1.00 −1.00 36.01 
9 0.00 0.00 0.00 47.20 
10 0.00 0.00 1.68 43.87 
11 0.00 0.00 −1.68 38.95 
12 0.00 0.00 0.00 46.86 
13 −1.00 −1.00 1.00 38.69 
14 0.00 −1.68 0.00 39.39 
15 1.00 1.00 −1.00 42.80 
16 1.68 0.00 0.00 43.33 
17 −1.68 0.00 0.00 37.89 
18 0.00 0.00 0.00 46.93 
19 0.00 1.68 0.00 45.57 
20 1.00 1.00 1.00 44.98 

 

表 4  回归模型方差分析 
Table 4  Analysis of variance for regression models 
来源 
Source 

平方和 
Sum of square 

自由度 
Degrees of freedom 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值(Prob>F) 
P value (Prob>F) 

模型 Model 250.28 9 27.81 698.04 <0.000 1** 

A 诱导温度 
Inducing temperature 

32.53 1 32.53 816.65 <0.000 1** 

B 诱导时机 
Inducing point 

44.40 1 44.40 1 114.39 <0.000 1** 

C 接种量 
Inoculum size 

26.45 1 26.45 663.81 <0.000 1** 

AB 1.16 1 1.16 29.19 0.000 3** 
AC 4.153E-0.003 1 4.153E-0.003 0.11 0.743 4 
BC 0.082 1 0.082 2.06 0.181 9 
A2 76.22 1 76.22 1 913.13 <0.000 1** 
B2 38.69 1 38.69 971.25 <0.000 1** 
C2 58.62 1 58.62 1 471.48 <0.000 1** 
残差 
Residual 

0.40 10 0.040  0.061 2 

失拟 
Lack of fit 

0.33 5 0.065 4.54  

纯误差 
Pure error 

0.072 5 0.014   

总离差 
Cor total 

250.68 19    

R2=0.998 4   R2
adj=0.997 0 

注：**：对结果差异极显著(P<0.01)；*：对结果差异显著(P<0.05). 
Note: **: Very significant difference in results (P<0.01); *: Significant difference in results (P<0.05). 
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模 型 的 P 值 <0.000 1 ， 差 异 显 著 ， 失 拟 项 =    

0.061 2>0.05，表示纯误差不显著，说明模型是有

效的。其中一次项 A、B、C，交互项 AB 及二次

项 A2、B2、C2 差异性显著，说明相关因素对酚酸

脱羧酶酶活影响较大。模型决定系数 R2=0.998 4，

校正决定相关系数 R2
adj=0.997 0，说明可进行真实

值的分析，回归方程拟合度好，能预测试验结果。

综上所述，该试验模型可用于优化对酚酸脱羧酶

的诱导表达。 

2.4.2  响应面分析与优化 

根据回归方程绘制响应面分析图，以确定诱

导时机、诱导温度、接种量对酚酸脱羧酶的活力

影响，AB、AC、BC 交互影响如图 6 所示，其中

A、B、C 分别为自变量中的诱导温度、诱导时机、

接种量。 

响应面交互图和等高线图可以反映出各因素

之间的相互作用。响应曲面的走势及坡度可体现因

素对响应值的影响。由图 6 可知，诱导温度与诱导

时机交互作用、诱导温度与接种量交互作用、诱导

时机与接种量交互作用的显著性情况与表 4 交互项

P 值的分析结果一致。响应面的坡度较为陡峭，表

明酚酸脱羧酶酶活对诱导温度与诱导时机、诱导温

度与接种量、诱导时机与接种量的变化较为敏感[35]。

在诱导温度不变的情况下，随着诱导时间的增加，

酚酸脱羧酶酶活呈现先增后减的变化趋势，其他交

互作用一致。等高线图呈圆形说明两因素的交互作

用不明显，呈椭圆形说明两因素之间的交互作用 

显著[36]。 

通过 Design-Expert 8.0.6 软件分析，酚酸脱羧

酶的最佳诱导表达条件为：诱导温度 30 °C、诱导

时机 3.8 h、接种量 1.78%，此条件下酚酸脱羧酶酶

活的理论值为 47.61 IU/mL。在响应面优化得到的

最佳条件下进行 3 次平行试验，平均酚酸脱羧酶酶

活为 47.55 IU/mL。实际测得的最终酶活与预测值

非常接近，说明应用响应面法优化酚酸脱羧酶的诱

导表达是可行的[37]。 

 
 

图 6  三维曲面图 
Figure 6  3D-surface plot 
注：A：诱导时机与诱导温度之间交互作用的三维曲面图；B：

接种量与诱导温度之间交互作用的三维曲面图；C：接种量与

诱导时机之间交互作用的三维曲面图. 

Note: A: 3D-surface plot showing interactions between inducing 
point and inducing temperature; B: 3D-surface plot showing 
interactions between inoculum size and inducing temperature; C: 
3D-surface plot showing interactions between inoculum size and 
inducing point. 
 

3  结论 

本论文从解淀粉芽胞杆菌中克隆得到了酚酸

脱羧酶的基因全长，并在大肠杆菌 DH5α 中予以克

隆保存，然后在大肠杆菌 BL21(DE3)中实现了异源

表达，研究酚酸脱羧酶对阿魏酸、对香豆酸、芥子

酸和咖啡酸的比酶活力，结合其与来源于其他菌株
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的酚酸脱羧酶家族序列比对结果，发现 β 链的序列

高度保守，而 C 端氨基酸序列高度变异，这与酚酸

脱羧酶的催化机制高度相关，下一步我们将针对其

序列片段进行研究，尝试了解其催化机理。本实验

室的酚酸脱羧酶对对香豆酸的催化脱羧能力最强，

对阿魏酸、咖啡酸、芥子酸的催化脱羧能力依次降

低。该酶能够催化芥子酸生成具有高营养和医学价

值的菜籽多酚 Canalol，可以进一步开发作为生产菜

籽多酚的潜在生物催化剂。使用响应面设计和分析

获得酚酸脱羧酶的最佳发酵条件，相比最初的表达

量增加了 23%左右，可为以后生产高产的酚酸脱羧

酶提供重要的理论基础。 
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