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!"天冬酰胺酶工程菌株培养条件及稳定性

王颖达 钱世钧$ 叶 军 孟广震 张树政
（中国科学院微生物研究所 北京 $33313）

摘 要 62天冬酰胺酶工程菌株的酶活和表达水平受菌体生物量和诱导时间的影响。在生
物量!#3337!8$3左右，热诱导59酶活力和表达水平可达到较高水平。葡萄糖对酶的生成
有阻遏作用，当葡萄糖浓度大于37%:;时，对工程菌酶的合成造成阻遏。确定了工程菌培养
的培养基、<=值、接种量等因素。重组质粒<>?0在"#$%&’@A$3:，BC$和>?$7!:4等宿主
菌中具有很好的稳定性，工程菌培养:3代以上重组质粒保留"3;以上，在6D和A2!培养基
中也较稳定。
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62天冬酰胺酶（G)H)!):)$)$）［$］专一地催化62天冬酰胺水解成62天冬氨酸和氨。
该酶在临床上已用来治疗白血病，特别是对儿童急性淋巴细胞白血病有很好的疗效。为

使62天冬酰胺酶达到工业化生产，我们通过IHJ方法将本实验室筛选的产62天冬酰胺
酶的菌株"#$%&’>?$7!:4［%］的62天冬酰胺酶基因连接到带有<J<6启动子的高效表达
载体中，成功地构建了含62天冬酰胺酶基因的重组质粒<>?0和工程菌株。为提高该工
程菌的表达水平，我们对影响该工程菌表达62天冬酰胺酶的培养条件进行了研究，并对
重组质粒在不同宿主菌和不同培养基中的稳定性进行了比较。

# 材料和方法
#$# 质粒和菌种
含62天冬酰胺酶基因的重组质粒<>?0，工程菌株@A$3:（<>?0）、BC$（<>?0）、

*=:!（<>?0）、>?$7!:4（<>?0）由本实验室构建。

#$% 培养基

6D培养基（$;胰蛋白胨、37:;酵母提取物、$;0KH(），A2$、A2%、A2!由本实验室配
制。

#$& 仪器和试剂
薄层层析扫描仪（H?2"!3）为日本岛津公司产品，4%$分光光度计（上海），<=计（A’L2

+(:"1#，,’(+2IK-+/），胰蛋白胨、酵母提取物为MNMO*公司产品，其余试剂均为国产分析
纯。



!"# 菌体制备
从平皿上挑一单菌落接入!"##$培养基（%"&’((!)／"#），*(+摇荡过夜，将菌液

转到,("##$培养基中，*(+摇荡培养，当菌体生长到一定生物量时，立即转到-!+诱
导*.，离心收集菌体（-+，,"/0，1(((2／"/0），并将菌体悬浮于硼酸缓冲液中（(3’"45／#
&617-）。

!"$ 酶活力测定
根据文献［*］所介绍的方法进行。

!"% 酶蛋白表达水平
将菌体蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳（’,8），用考马斯亮蓝染色，常规脱色，用薄层

层析扫描仪扫描，即可得到酶蛋白占全部可溶性菌体蛋白的百分率。

& 结果

图’ 9:’(,（&%;<）在#$和

:=*培养基的生长曲线

7’ >.?)24@A.BC2D?4E9:’(,（&%;<）/0#$F0G:=*

!：#$"?G/F；"：:=*"?G/F7

&"! 工程菌的生长曲线

9:’(,（&%;<）在#$和:=*培养基中在*(+ 培
养中的生长曲线见图’。#$和:=*培养基都较适合
该工程菌的生长，#$培养基中其最大!H((值约为(3,
I’(，:=*培养基中最大值!H((约 为(3JI’(。每升

#$发酵液可得湿菌体J"1)左右。根据菌体的生长
曲线，选择最大!H((值进行诱导，以获得更多的#=天
冬酰胺酶。

&"& 诱导前菌体生物量对酶表达水平和活力的影响
将菌体于#$培养基上*(+培养不同时期（不同

!H((值），转到-!+诱导*.，收集菌体，测其酶的表达
水平和活力。结果见表’。刚进入对数期时，!H((值
为(3*I’(时，其生长速度比较快，这时菌体进入诱导状态，酶蛋白的积累加快，酶活和

表! 菌体生物量对酶表达水平和活力的影响

>FK5?’ LEE?BA4EK/4"FMM40A.??0NO"?FBA/D/AO
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表& 诱导时间对酶表达水平和活力的影响
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表达水平都达到较高水平。而菌体进入对数后期，由于发酵液中营养的消耗，氧气的缺乏

及代谢产物的积累，使菌体的生长速度明显受到抑制。在此状态下诱导，酶蛋白的合成显

然受到影响。

!"# 诱导时间对酶表达水平和活力的影响
菌体培养到同一生物量时，转到!"#诱导不同时间，结果见表"。诱导"!!$均可使

酶的表达和活力处于较高水平。诱导%$，酶的表达水平和活力开始下降。

!"$ 不同培养基对酶活力的影响
菌体在不同培养基中&’#培养%$，转到!"#诱导&$，测定活力。在()*、()"培养

基上培养可达到+,培养基中的酶活力，()&培养基中的酶活力高于+,的培养结果，活
力为*-./0／1+。+,培养基是一般工程菌常用的培养基，但在实际工业生产中，成本较
昂贵，而()*、()"和()&比较便宜易得，适合大规模工业生产。

!"% 葡萄糖对工程菌产酶的影响
菌体在含不同浓度葡萄糖的+,培养基中，&’#培养%$，!"#诱导&$，结果显示，当

葡萄糖浓度大于’2"%3时，对工程菌酶的合成造成阻遏，当葡萄糖浓度达*3时，活力只
剩!3，而且培养基最终45由一般的45-2%下降到45.2’。

!"& 工程菌的其他培养条件
对工程菌培养的培养基45值和接种量等条件进行了研究。确定了培养基起始45

值为.2%!62’，接种量在’2%3!!3时，工程菌的酶活力都可达到较高水平。

!"’ 重组质粒()*+的稳定性［$，%］

表# ()*+在不同宿主菌中的稳定性

789:;& <=89>:>=?@A4B<C>D=$;E>AA;F;D=$@G=G=F8>DG

宿主菌

5@G=G=F8>D

抗性菌落百分数

H;FI;D=8J;@AI;::GF;G>G=8D==@814>I>::>D
诱导时间

/DEKI=>@D=>1;／$
’ * " & ! %

L(*’%（4B<C） *’’ *’’ 66 66 6- 6-
7M*（4B<C） 6. 6! -% 6. 6& -%
N5%"（4B<C） -O -’ .. O. "- **

!"’", 4B<C在不同宿主菌中的稳
定性：从平皿中挑一单菌落接入"1+
（B14*’’#J／1+）+,培养基中，&’#过夜
培养，将种子液"’#+接入不含B14的新
鲜+,培养基中，&’#培养*"$，如此再转
接&次，即使菌株在热诱导前均已在无

B14的+,培养基中连续生长!-$。由此
所有工程菌均在热诱导前在无B14的+,
培养基中连续生长%’代以上。最后细菌
生长到!.’’适合值时转入!"#热诱导，诱

导前后分别取样，涂于不含B14的+,平板上，再分别从每个平板中取*’’个菌落点种
于含B14的+,抗性平板上，计算每份样品的菌落对B14的抗性百分数。结果见表&。

4B<C在L(*’%、B<*2&%O和7M*中的稳定性较好，但在N5%"中诱导%$后，抗性菌
落只占**3。经过抗性菌落进行酶活测定，结果全部为阳性，即带抗性的菌落均表达+)
天冬酰胺酶活性。表明4B<C在N5%"中的不稳定性可能属于质粒的分离不稳定性。

!"’"! 4B<C在不同培养基中的稳定性：方法基本参照"2O2*节进行，将含4B<C的

B<*2&%O在+,和()&培养基中连续培养O"$，!"#热诱导%$后，测定抗性菌落百分数
（表!）。4B<C在()&和+,培养基中都是比较稳定的。
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表! "#$%在不同培养基中的稳定性

!"#$%& ’("#)$)(*+,-.’/)0(1%2),,%3%0(4%2)"

培养基

5)2)"

抗性菌落百分数

6%37%0("8%+,7%$$93%9)9("0((+"4-)7)$$)0／:

;<=培养时间
>07?#"()+0()4%／1

诱导时间

>02?7()+0()4%／1

@A A& ;B &C B< DA < @ A ; & E
FG @<< @<< HH HC HC @<< HH HH HC HC HC HC
5I; H; HH HB HC HD HC H@ HB HE H& HA HA

& 讨论
J5@<E（-.’/）在合适的生物量和热诱导时间下，其FI天门冬酰胺酶酶活力可达

@BE>K／4F，比原始菌株!"#$%&.’@L;ED（&LB>K／4F）提高近&<倍。但生物量差别不大，
说明是由于重组质粒-.’/的高效表达和在合适发酵条件下质粒的高拷贝数，使单位体
积发酵液中FI天门冬酰胺酶活力显著增加。
在对原始菌株!"#$%&.’@L;ED的研究中已经观察到葡萄糖对酶合成的抑制现象。

其原因可能与一般微生物中葡萄糖的阻遏效应有关，在细菌发酵过程中葡萄糖浓度过高，

使发酵后期乙酸积累，抑制菌体生长，可通过剔除大肠杆菌染色体上的’#(.、)*’@基因，
同时引入+,-$-$.’/-$0&%&/的)1#@、’12@基因来解决乙酸的大量累积。
由于在分子克隆中，使用的大多数载体都带有抗生素选择标记，而在工业生产中一般

不希望使用抗生素，因此重组的工程菌株在无选择压力下的质粒稳定性至关重要，微生物

培养过程中的质粒不稳定性，降低了发酵过程中目的产物的整体水平，也增加了生产成

本，所以认为质粒的不稳定性是其工业应用的主要难题之一。对于质粒的不稳定性，有大

量的解释，大都着眼于所应用的特定质粒I宿主重组体，认为宿主细胞的遗传背景对重组
质粒外源基因的表达有重要作用。在基因产物聚合体对宿主细胞有害时，间接影响质粒

的稳定性［B］。以上质粒-.’/稳定性也显示，-.’/在.’@L;ED宿主细胞中，在不同的培
养基中稳定较好，我们认为可能与.’@L;ED本身就是产FI天门冬酰胺酶的菌株有关，FI
天门冬酰胺酶在宿主细胞中的高效表达，对宿主细胞正常代谢所造成的负担可能要小于

对其他的宿主如MNE!等。我们构建的带FI天门冬酰胺酶基因的重组质粒-.’/在无选
择压力下;<=连续培养E<代以上，质粒保持稳定，培养代数大大超出了实际生产所需的
培养时间，为进一步大规模工业化生产打下了良好基础。
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