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摘 要：通过连续斜面转接实验（2$ 次）检测重组 E-=F’G8,1H 工程菌质粒的结构稳定性，采用 "$I 自动控制发酵罐观

察不同培养基，有无选择压力和溶氧高低等培养条件对质粒分裂稳定性的影响。结果表明，该工程菌质粒具有结

构稳定性和分裂不稳定性。当外源蛋白表达时，便会出现分裂不稳定性，表达量越高，质粒丢失情况越严重。经

@#> 的培养，当采用 /J 和 # K IJ 作为发酵培养基时，带质粒的菌为 %0L2M和 30L$M，包涵体得率有很大差异，干重

分别为 @L#! 和 $L!$DNI。发酵培养基中（/J）氨苄青霉素浓度为 $ 和 @$$!DN6I 时，带质粒的菌为 %0L2M和 3#L$M，包

涵体得率基本一致，干重分别为 @L#! 和 @L#$DNI。通过改变搅拌速度来调节溶氧量，当转速为 @2$ 和 #2$FN68, 时，带

质粒的菌为 %0L2M和 @$$M，包涵体得率有较大差异，干重分别为 @L#! 和 $L4@DNI。
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对于用于生产的工程菌进行质粒稳定性的考察是非常

必要的，因为携带重组质粒的工程菌在繁殖过程中往往会出

现质粒丢失现象，从而影响外源基因产物的表达。一般认为

质粒的不稳定性可分为两种，结构不稳定性和分裂不稳定

性［@］，本文在这两个方面对产生 E-=F’G8,1H 的工程菌质粒稳

定性进行考察。

杀菌肽 EQR& 是中国科学家从家蚕中分离纯化得到的

一种带正电荷的抗菌小肽，由 "2 个氨基酸残基组成，不含甲

硫氨酸和半胱氨酸，它除具有广谱抗菌功能外，还具有抑制

一些肿瘤细胞生长的作用［#］。为能够制备大量杀菌肽，本实

验室在杀菌肽 EQR& 的基础上构建了高效表达的大肠杆菌

表达体系，即在 EQR& 的 E 端加上一个天冬酰胺密码子构成

E-=F’G8,1H 基因，并与 /.ST 基因融合表达。融合蛋白分子量

为 #@UV，经 JFE. 裂解得到有活性的 E-=F’G8,1H，分子量为

"L0UV［"］。药效学预实验证明，E-=F’G8,1H 对小鼠 W@0$ 肉瘤

和 I-X8Y 肺癌的抑瘤率分别达到 23L44M和 2"L""M，与阴性

对照组相比其 Z 值均小于 $L$@（! [ $L$@），且未观察到有毒

副作用产生。E-=F’G8,1H 作为一种安全有效的抗肿瘤药物，

具有潜在广阔的应用前景。

+ 材料和方法

+,+ 质粒和工程菌

质粒 G5/@@<1/.ST1E-=F’G8,1H 为本实验室构建，工程菌

"#$%&’($%() $*+( JI#@（V5"）由本实验室保存。

+,- 仪器和试剂

"$I自动控制发酵罐由上海高机实业公司生产；均质机

由丹麦 PZ& 公司生产，型号为 PZ&@$$$；/FCG?’,- 和 \-7Y? 591
?F7=? 均购于英国 ]H]RV 公司；其他试剂均为分析纯。

+,. 菌种质粒结构稳定性

IJ 和 /J 的配制参见文献［!］。连续斜面转接实验的方

法为：挑转化后长出的单菌落接种于 "6I IJ（氨苄青霉素

2$!DN6I）试管中，于 "4^ #$$FN68,培养 @$>，用接种环取少量

接种于斜面上（斜面含氨苄青霉素 2$!DN6I），"4^培养 @#>，

为第一次。从第一次斜面挑少量菌接种到另一斜面，"4^培

养 @#>，重复该步骤至 2$ 次。对 @$、#$、"$、!$、2$ 次的菌提质

粒并作酶切图谱分析。

+,/ 发酵种子液的制备

挑转化后长出的单菌落接种于 "6I IJ（氨苄 青 霉 素

2$!DN6I）试管中，于 "4^ #$$FN68,培养 @$>，取 #$!I 转接于摇

瓶中（含 #$$6I /J 培养基，氨苄青霉素 2$!DN6I），于 "4^
#$$FN68,培养 @$ _ @#>。

+,0 发酵条件

"$I 发酵罐中含培养基 #$I，泡敌 #$$!I，通气量 @%$IN>，

罐压 $L$# _ $L$!QZ7。如无特殊说明发酵培养基为 /J，氨苄

青霉素浓度为 $，接种量为 !M，搅拌转速为 @2$FN68,，发酵培

养时间为 @#>，每隔 #> 取样检测质粒稳定性。检测方法为：

发酵液稀释 #L#2 K @$! 倍后涂 IJ 板，"4^培养 @!>，挑 IJ 平

板上长出的单菌落 #$$ 个点于 IP 平板（氨苄青霉素浓度为

2$!DN6I）上，"4^培养 @!>，能在 IP 平板上生长的菌即为含

质粒的菌［2］。

+,1 菌体收集和包涵体纯化

%$$$FN68, 离心发酵液 @$68,，收集菌体，悬浮于 ZJW 溶液



中，均质机破碎（压力为 ! " #$% & ’ " #$% ()），镜检（#$$$ " ）无

完整菌体。#$$$$*+,-. 离心 /$,-. 收集沉淀，依次用 (01、23、

/,45+6 尿素、$789 :);5+/9 2*-<4.（曲拉通）洗涤沉淀，即为

包涵体。

!"# 包涵体干重

称取一定量包涵体置于 =%>烘箱中干燥，并研成细末

直到重量不再减轻，即为干重。

!"$ 融合蛋白含量确定

将 1?1@(AB3 图谱进行灰度扫描，确定融合蛋白在全菌

总蛋白中的含量。

% 结果

%"! 菌种质粒结构稳定性

转接 #$、/$、=$、C$、8$ 次 的 工 程 菌 质 粒 用 !"#D!及

$%&E! 进行酶切，并与原质粒作酶切图谱比较。每种质粒

均能切下约 #/$FG 片段（;HI*4G-.@J 的基因序列），并与原质

粒酶切条带位置一致。

%"% 工程菌在发酵罐中的表达情况

不同发酵时间的 1?1@(AB3 图谱分析表明，融合蛋白以

包涵体形式存在（图 #）。

图 ! 工程菌在发酵罐中 % & !%’ 的表达情况

K-LM# 2NH HOG*HPP-4. 4Q 2:KF@;HI*4G-.@J -. *HI4,F-.).< F)I<H*-) RS*@

-.L <NH QH*,H.<)<-4.

#71HHR；/ & !M ;S5<S*H <-,H：/，=，C，T，!，#$ ).R #/N，*HPGHI<-UH5V；’7

(*4<H-. ,45HIS5)* WH-LN< ,)*XH* M

由图 # 可知，接种 CN 后工程菌开始表达融合蛋白，8 &

#/N一直保持较高的表达量。经灰度扫描确定融合蛋白占

全菌总蛋白的 C89 & 8$9。

%"% 培养基对质粒稳定性的影响

采用 20 培养基进行发酵时，CN 后工程菌开始表达融合

蛋白，同时质粒稳定性开始下降，发酵结束时 ’(T$$ 为 ##7$，

带质粒的菌占 T!9，包涵体干重得率为 #7/CL+6。采用 / "

60培养基进行发酵时，在发酵过程中带质粒的菌基本维持

在 ’!9 & #$$9，工程菌生长缓慢，发酵结束时 ’(T$$ 为 T7C，

包涵体干重得率很低，为 $7C$L+6。

%"( 选择压力添加与否对质粒稳定性的影响

以氨苄青霉素作为选择压力，在其浓度为 #$$"L+,6 的

情况下，当工程菌开始表达融合蛋白时，仍会出现质粒丢失

现象，发酵结束时 ’(T$$ 为 #/7T，带质粒的菌占 ’/7$9，比无

选择压力情况下质粒稳定性高，但包涵体干重得率基本一

致，为 #7/$L+6。

%") 溶氧对质粒稳定性的影响

通过改变搅拌转速来调节溶氧量，当转速为 /8$*+,-.
时，在发酵过程中带质粒的菌基本维持在 #$$9，工程菌生

长速度较快。发酵结束时 ’(T$$为 #!7!，包涵体得率较低，干

重为 $7%#L+6。

( 讨论

大肠杆菌发酵是大量获取重组蛋白的良好途径，具有价

格低廉，操作简便等优点。但在许多研究中也发现，外源基

因的表达水平高，会增加质粒的不稳定性，从而影响发酵产

率［T］。

本实验中采用的工程菌质粒结构稳定性的检测方法参

照国家药品监督管理局的新生物制品审批方法，证明具有结

构稳定性。该工程菌为组成型表达，无需诱导，简化了发酵

工艺。但在发酵过程中发现外源基因的高效表达必然导致

质粒分裂稳定性的降低，通过采用替代培养基（如 60）或升

高溶氧的办法虽然可以提高质粒分裂稳定性，但同时却大大

降低了包涵体的得率。在本实验的结论部分可以看到，工程

菌外源基因的高效表达和质粒稳定复制所需要的培养条件

并不一致，例如在溶氧高的条件下质粒能够稳定复制却不能

达到高效表达。因为工程菌为组成型表达，使得在发酵过程

中质粒复制与表达交织在一起进行，而且外源基因在接种后

CN 开始表达，时间过早。发酵条件的设计须考虑上述因素，

结合工程菌质粒分裂稳定性的特点，以获取大量外源基因表

达产物为目的，设计出切合实际的发酵条件。
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常见基金项目的英文译名

,U 国家自然科学基金

L;&’<E< /+:&?’+C /+:*A+C -D&<’D< K?*’G+:&?’
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