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摘要：【目的】原核表达系统是目前最为广泛使用的一种外源蛋白表达系统。在利用原核表达系统表达目的

蛋白的过程中，可溶性外源蛋白的产量是决定成本和效率的决定性因素。【方法】本项研究中利用本实验室

构建的 M种不同的重组质粒（9F#、9F$、9F’、9F!、9F4、9F2、9FM），检测其在复合自动诱导培养基中的表达情况，评
价哪一种培养基更适合于外源蛋白的表达，提高目的蛋白的产量。【结果】结果显示，这 M种重组蛋白在复合
自动诱导培养基的表达量是普通 NO培养基的 ! P %倍；并在此基础上，对复合培养基的成份进行进一步优
化，形成了一种优化培养基（改良培养基F!），QF#、QF$、QF’这 ’种融合蛋白在这种改良培养基中的表达量比优
化前提高了至少 $倍。
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S1B测序技术的成熟能够准确地提供来源于
不同物种的数以万计的蛋白质编码序列。应用

S1B重组技术能够把这些编码序列克隆到表达载
体上，实现目的蛋白的表达。最近几年来，利用基因

工程手段生产商业化的蛋白直线上升，这些表达的

重组蛋白已经在工业上以及医学上得到广泛应

用［# & $］。由于大肠杆菌具有遗传背景清楚、易操作、

生长迅速、表达量高、培养成本低等优点，再加上多

年来外源基因表达的经验使其在大多数科研与应用

中成为高效表达异源蛋白最常用的原核表达系统。

利用大肠杆菌成功表达的重组蛋白包括工业酶类

（凝乳酶、淀粉酶、蛋白酶、纤维素酶等）和治疗性蛋

白（非格司亭、生长激素、胰岛素、干扰素等）。

蛋白质是生命活动的真正执行者，因而对其功

能的研究具有重要的生物学意义和利用 价值。我

们都知道基因序列只决定蛋白质分子的氨基酸顺序

（一维结构）。但是，蛋白质的功能却与其三维空间

结构密切相关。要想在原子、分子的层次上去认识

生命过程，就需要从基因组序列出发，系统地研究相

应的基因表达产物———蛋白质的三维结构与功能。

据统计，截止到 $..’ 年提交到蛋白质结构数据库
（QOS）中的蛋白质有 %.T以上是利用了大肠杆菌表
达系统。所以说蛋白质无论是理论上的研究还是工

业化生产，大肠杆菌表达系统都具有举足轻重的

地位。

目前，在大肠杆菌表达系统中，外源蛋白的表达

产量成为其广泛应用的瓶颈。为了提高大肠杆菌的

表达效率，研究者们已经做了大量工作，取得了很多



进展［!］，其中包括提高 "#$转录水平，增强 %#$的
翻译效率，促进蛋白质的正确折叠和稳定性等等。

然而对于使用大肠杆菌表达系统来说，最有可能极

大提高外源蛋白表达量的策略就取决于发酵过程的

改善以及利用代谢工程改变宿主代谢途径。高细胞

密度培养技术（&’"’）就是应运这一时代要求产生
的［( ) *］，这种技术能够极大地提高外源蛋白的表达

水平。本文在 +,-./01［2］的研究基础之上，从培养基
的组成出发，希望找到了一种既能高效表达外源蛋

白，又能实现自动诱导的复合培养基。在极大方便

实验室科研人员实际操作的同时，又能够扩大培养

满足工业化生产的需求。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种和载体：大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）3456
（"7!）［89:;<= >?.+3（139;39）@AB .C;（"7!）］用于
外源蛋白的表达；<7=9!5A（ D）（#:EA@0F，GA./?:F，
HI，J+$）用于重组质粒的构建；通过 <7=9!5A（ D）
构建的 *种不同的表达载体（由本实验室构建），分
别命名为：<96、<95、<9!、<9(、<9K、<9L、<9*。这 * 种重
组质粒表达的重组蛋白分别是：抗菌肽 I3、抗菌肽
’$M、改良的 ’$M、I4=N的 @’蛋白、@"蛋白、@7蛋白
和 @O蛋白。
!"!"# 培养基：4-1/A9301,AF/（43）培养基的包括成分
（HPN）：QRKS 酵母提取物，6S胰蛋白胨，6S氯化
钠；细菌高密度增殖培养基和复合营养自动诱导培

养基（’$I）配制方法见表 6。

表 ! 细菌高密度增值培养基和复合自动
诱导培养基成分比较表（升）

=ATB0 6 =>0 10C/<0? :U >/@>9.0F?/,V ;0./A AF.
C:;<B0W A-,:9/F.-C/F@ ;0./A（’$I）（4）

’:;<:F0F,? G0./A :U >/@>9
.0F?/,V C-B,-10?

’:;<B0W A-,:9
/F.-C/F@ ;0./A（’$I）

=1V<,:F0 6Q 6Q
X0A?, 0W,1AC,，（@） K K
#A5&MY(（@） !ZKK ! ZKK
[&5MY(（@） !Z( ! Z(
#&(’B（@） 5ZL2 5 ZL2
#A5+Y(（@） QZ*6 Q Z*6
G@+Y(·*&5Y（@） QZ(\! Q Z(\!
80’B!·L&5Y（@） QZQ5* Q Z5*
]BVC01:B，（;4） 5Q 5Q
]B-C:?0，（@） QZK Q ZK
4AC,:?0，（@） Q 5

!"# 重组质粒的诱导表达
!"#"! 43培养基中的常规诱导表达：将本实验室

构建的 * 种重组质粒 <96、<95、<9!、<9(、<9K、<9L、<9*
分别转化 ! Z #)*’ 3456（"7!），挑取单克隆接种 43
培养基。!*^过夜培养（!*^，5KQ 1P;/F ），次日按
6 _6QQ的比例加到新鲜的 43培养基中，!*^培养至
+,LQQ ‘ QRL a 6RQ，加入 QR2 ;;:BP4的 IM=]继续诱导

! >。
!"#"# 在复合培养基中的诱导表达：首先将保存于
) 2Q^的利用细菌高密度增殖培养基（+,LQQ 6K）培
养的细菌保存液按 6 _6QQQ的接种比例取出 6Q!4加
入到量程为 5KQ ;4装有 6Q ;4的复合自动诱导培
养基（’$I）的三角瓶中，培养 6( >（!*^，5KQ 1P;/F）。
!"$ 细菌的裂解与蛋白的提取
培养结束后，培养液于 (^，*QQQ b @ 下离心

6K ;/F；然后将沉淀悬浮于 5Q ;;:BP4 的 =1/?9&’4
（<& *RK）中，在超声波破碎仪下破碎；破碎后 (^，
6(QQQ b @下离心 5Q ;/F，收集上清（可溶蛋白），并将
细胞碎片清洗 5 次，最后溶于含有 2 ;:BP4 尿素的
=1/?9&’4中（包涵体）。
!"% 表达蛋白的电泳检测
分别取适量的上清和包涵体，加入等体积的5 b

上样缓冲液，于 6QQ^保温 ! a K ;/F；取 6Q!4，采用
标准的 +"+9M$]7（65S）方法分析蛋白的表达情况。
!"& 总可溶性蛋白和可溶性融合蛋白的定量分析
总的可溶性蛋白可以直接通过核酸蛋白分析仪

（0<<0F.:1U 3/:M>:,:;0,01）测定；可溶性融合蛋白的量
可先通过薄层色谱扫描仪（’+9\!Q +>/;A.c-）分析出
其在总可溶性蛋白中所占的比例，然后根据总可溶

性蛋白的量计算出可溶性融合蛋白的表达量。

# 结果和分析

#"! 验证 ’()表达外源蛋白的有效性
将 *种重组质粒分别转入 7Z C:B/ 3456（"7!）

中，在 ’$I中诱导表达。从 +"+9M$]7 电泳结果中
观察到外源蛋白的表达（图 6），分子量大小分别为
62RL、56、56RK、!K、(6R*、K! 和 K2 d"A。由此可以证
明使用这种复合自动诱导培养基能够实现外源蛋白

的表达。

#"# *+培养基与 ’()对可溶性外源蛋白表达量
的影响

使用 43和 ’$I 进行目的基因的表达，通过核
酸蛋白分析仪和薄层色谱扫描仪最终计算出可溶性

融合蛋白的数值（表 5）。从结果可以看出，与 43培
养基相比这 *种融合蛋白总的可溶性蛋白产量都有
大幅度增加，并且在 ’$I中可溶性融合蛋白在总可
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图 ! 融合蛋白的 "#"$%&’(分析
!"#$ % &’&()*+, -.-/01"1 23 456741148 391"2. 672:4".1 ". ! $ "#$% ;<=%
（’,>）$?：)-#4@9/47A? )741: $ )72: $ <-8847（!47B4.:-1）；<-.41 %-，

=-，>-，C-，D-，E- -.8 F- -74 12/9G/4 672:4".1 23 )(%，)(=，)(>，)(C，)(

D，)(E，)(F；<-.41 %G，=G，>G，CG，DG，EG -.8 FG -74 :H4 I2774162.8".#

".12/9G/4 672:4".1$

溶性蛋白所占比例（除了 6(#’之外）也略有提高，使
得这 F种融合蛋白在 J*K中的可溶性融合蛋白产量
都明显高于在 <;中的产量，差异显著（& L MNM%）。
为了更直观地看出外源蛋白在这两种培养基表达量

的差距，根据表 =中可溶性融合蛋白的数值绘制成
了图 =。从图 = 可以明显看出，当使用复合自动诱
导培养基表达外源蛋白时，其可溶性融合蛋白表达

产量与普通的 <;培养基相比，产量提高了 C O P倍。
)*+ 复合自动诱导培养基的优化
)*+*! 增加甘油浓度：甘油是诱导后期良好的碳
源，添加甘油使其浓度由原来的 MNDQ 增加为
=NDQ，形成改良培养基(%（J*K(%）。含有 6(%、6(=和
6(>三种质粒的重组菌在改良培养基(%中的可溶性
融合蛋白表达量都得到了提高（表 >）。
)*+*) 增强培养基的缓冲能力
首先，把改良培养基(% 中磷酸盐的浓度由

DM BB2/R<增加到 %MM BB2/R<，形成改良培养基(=
（J*K(=），诱导以后发现，蛋白的表达量得到了大幅
度提高（如表 C）；然后，我们往改良培养基(%中添加
了适当浓度的 =种物质———六水琥珀酸钠（DNCM #R
<）和二水柠檬酸钠（MN>M #R<），形成改良培养基(>
（J*K(>），诱导以后发现改良培养基(=的蛋白表达量
略高于改良培养基(>（如表 D）。不过经随后的研究
发现，高磷酸盐浓度能够提高重组质粒的卡那霉素

抗性，在 %MM BB2/R< 磷酸盐浓度的培养基中，卡那

表 ) 可溶性性融和蛋白的数值
A-G/4 = AH4 S-/94 23 12/9G/4 391"2. 672:4".1

&-B6/4 T2$
A2:-/ 12/9G/4 672:4". R（#R<） )47I4.:-#4 23 12/9G/4 391"2. 672:4".

". :2:-/ 12/9G/4 672:4".RQ "（12/9G/4 391"2. 672:4".）R（#R<）

<; J*K <; J*K <; J*K

)(K;)(J*)
)(&J*)
)(#J
)(#’
)(#,
)(#U

=N%CP
%N>PC
%N>=D
%NE=F
=NMPC
%NC=C
%NFEV

VNFPD
VN%FD
ENCVM
PNFDM
ENCFD
FNCPM
%MNMC

D>N=
CMN=
>PNV
>PNC
>MNP
CMNM
%VNM

DEN>
C>NP
C%NP
C=NM
>MNM
CDNM
=ENC

%N%C>
MNDDE
MND%D
MNE=D
MNEC=
MNDFM
MN>>E

DNED>
CN=PE
>NP>D
=NF=E
=NE=D
=NV%C
%NVFD

霉素的有效浓度必须提高到 >MM!#RB<，这样就给我
们表达卡那霉素抗性的重组质粒带来困难，所以这

种培养基只适合表达含有氨苄抗性的重组质粒，不

具有通用性。故采用折衷的方法，使用 J*K(> 作为
我们进一步的研究对象。

)*+*+ 补加酵母提取物和胰蛋白胨的浓度
向改良培养基(>中补加了 %倍浓度的酵母提取

物和胰蛋白胨，形成了改良培养基(C（J*K(C），经诱

导后发现，蛋白表达产量与改良培养基(>相比又有
较大幅度的提高（如表 E）。
为了直观看出对复合自动诱导培养基优化的效

果，我们根据表 >、表 C、表 D以及表 E中可溶性融合
蛋白的结果绘制成图 >。从图中可以看出对 J*K中
的甘油浓度、缓冲液缓冲能力、酵母提取物含量等成

分的优化，使可溶性外源蛋白的表达量提高了 =
以上。

M>% <".#/2.# W9 4: -/ $ R’"() *%"+#,%#$#-%") .%/%")（=MMV）CV（%）
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图 ! 可溶性融合蛋白表达量的比较
!"#$% & ’()*"+,-(. (/ 01% 2"$3% (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.-4

表 " 改良培养基#$对可溶性融合蛋白的影响
!"#$% 5 6//%70 (/ ’89:; (. %<*+%--,(. $%2%$ (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.-

=")*$% >(4
!(0"$ -($3#$% *+(0%,. ?（@?A） B%+7%.0"@% (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.

,. 0(0"$ -($3#$% *+(0%,.?C !（-($3#$% /3-,(. *+(0%,.）?（@?A）

’89:; ’89 ’89:; ’89 ’89:; ’89
*:9D
*:’8B
*:=’8B

;5EFG
;&E5G
;;EHI

JEGKL
JE;GL
HEIJF

H;EF
IGEF
I&EH

LHE5
I5EK
I;EK

GEJG5
LEK;5
IEJLJ

LEHL5
IE&KH
5EK5L

表 % 改良培养基#!对可溶性融合蛋白的影响
!"#$% I 6//%70 (/ ’89:& (. %<*+%--,(. $%2%$ (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.-

=")*$% >(4
!(0"$ -($3#$% *+(0%,. ?（@?A） B%+7%.0"@% (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.

,. 0(0"$ -($3#$% *+(0%,.?C !（-($3#$% /3-,(. *+(0%,.）?（@?A）

’89:; ’89:& ’89:; ’89:& ’89:; ’89:&
*:9D
*:’8B
*:=’8B

;5EFG
;&E5G
;;EHI

;HELI
;GE;K
;HE&;

H;EF
IGEF
I&EH

LKE5
IHEI
I5E;

GEJG5
LEK;5
IEJLJ

JEHI5
GEJG&
HEJKG

表 & 改良培养基#"对可溶性融合蛋白的影响
!"#$% L 6//%70 (/ ’89:5 (. %<*+%--,(. $%2%$ (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.-

=")*$% >(4
!(0"$ -($3#$% *+(0%,. ?（@?A） B%+7%.0"@% (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.

,. 0(0"$ -($3#$% *+(0%,.?C !（-($3#$% /3-,(. *+(0%,.）?（@?A）

’89:5 ’89:& ’89:5 ’89:& ’89:5 ’89:&
*:9D
*:’8B
*:=’8B

;LELG
;HEJH
;HE;G

;HELI
;GE;K
;HE&;

LJE;
ILEJ
I&EG

LKE5
IHEI
I5E;

JE&F&
GEGKL
HEJFL

JEHI5
GEJG&
HEJKG

表 ’ 改良培养基#%对可溶性融合蛋白的影响
!"#$% H 6//%70 (/ ’89:I (. %<*+%--,(. $%2%$ (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.-

=")*$% >(4
!(0"$ -($3#$% *+(0%,. ?（@?A） B%+7%.0"@% (/ -($3#$% /3-,(. *+(0%,.

,. 0(0"$ -($3#$% *+(0%,.?C !（-($3#$% /3-,(. *+(0%,.）?（@?A）

’89:5 ’89:I ’89:5 ’89:I ’89:5 ’89:I
*:9D
*:’8B
*:=’8B

;LELG
;HEJH
;HE;G

&;EK&
&FEI&
&&EGH

LJE;
ILEJ
I&EG

LGE;
IIEG
5JEI

JE&F&
GEGKL
HEJFL

;&EIH
JE;&K
KEJHG
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图 ! 不同的复合自动诱导培养基对可溶性融合蛋白表达量的影响
!"#$% &’( ")*+,()-( .* /"**(0()1 234 .) 1’( 56+,( .* 7.+,8+( *,7".) 90.1(")7$

! 讨论
大肠杆菌表达系统现在已经成为最为广泛使用

的一种原核表达系统，其表达的可溶性重组蛋白（无

论是理论研究还是工业化生产）的产量多少已经成

为这个表达系统成功应用的瓶颈。我们从这一研究

角度出发，对复合培养基各组成成分功能进行了一

系列的分析，发现这种培养基中的甘油浓度、酵母提

取物含量以及缓冲液缓冲能力对于改进这种复合自

动诱导培养基的配方，提高蛋白表达量至关重要。

在复合培养基中有 % 种碳源———葡萄糖、乳糖
和甘油，葡萄糖是大肠杆菌最偏爱的碳源，并且还与

其它碳源存在竞争关系，也就是说当葡萄糖存在时，

其被大肠杆菌优先利用，直到其被耗尽时，才代谢其

他碳源，这也就是“自动诱导”培养基形成的理论基

础。所以对于这种类型培养基来说葡萄糖是诱导前

期的最佳碳源。当葡萄糖被耗尽时，乳糖代谢生成

诱导剂———半乳糖，但是大肠杆菌不能利用半乳糖，

这就造成了能源极大浪费，影响大肠杆菌诱导后期

的生长以及蛋白的表达量。有研究表明［:］，甘油可

以作为诱导后期良好的碳源，从而促进菌的生长，提

高蛋白的表达量；并且伴随着最近几年来甘油价格

的大幅度下降，甘油作为大肠杆菌发酵培养的碳源

而备受亲睐。添加甘油使其浓度由原来的 ;<=>增
加为 ?<=>，形成改良培养基@A，含有 9@A、9@?和 9@%

三种质粒的重组菌在改良培养基@A 中的可溶性融
合蛋白表达量都得到了提高。可是诱导结束后发现

这 %种重组菌的培养基 9B值都降到 C<D以下，这样
酸性的条件下对蛋白的表达非常不利（蛋白表达的

最适 9B值在 E<; F G<=左右）。经分析发现，共有 ?
种方法可以解决这种问题：一是增加原来培养基中

缓冲液的磷酸盐浓度由原来的 =; HH.+IJ 增加到
A;; HH.+IJ形成改良培养基@?；二是添加某些能够
增强培养基缓冲能力的物质形成改良培养基@%。诱
导以后发现改良培养基@? 的蛋白表达量略高于改
良培养基@%。可是改良培养基@?只适合表达含有氨
苄抗性的重组质粒，不具有通用性。故采用折衷的

方法，使用改良培养基@%作为我们进一步的研究对
象。葡萄糖在这种复合自动诱导培养基中起到了重

要作用，同时也是诱导前的最佳碳源，不过葡萄糖的

存在还会带来一些负面影响。葡萄糖在代谢过程中

会产生乙酸这样的短链酸类物质，早在 A::;年就有
文献报道［A;］，短链酸能够降低 KL3、ML3、蛋白质以
及酯类的合成速率。并且乙酸浓度在 ;<= #IJ的情
况下就能严重影响菌的生长［AA］。在查阅文献的过

程中，我们发现酵母提取物除了能够减少乙酸形成

之外，还能够增加菌密度、阻止靶蛋白的降解、增强

发酵培养基的缓冲能力等多种作用［A? N AC］。借鉴于

? O P&（含有 A; #酵母提取物、AE #胰蛋白胨）、&KQ
（含有 ?C #酵母提取物、A? #胰蛋白胨）以及 RQJ培

?%A J")#+.)# S, (1 6+ $ I!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（?;;:）C:（A）
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养基（含有 !" #酵母提取物、$" #胰蛋白胨）中酵母
提取物和胰蛋白胨的组成特点，我们往改良培养基%
!中补加了一倍浓度的酵母提取物和胰蛋白胨，形
成了改良培养基%&，经诱导后发现，蛋白表达产量与
改良培养基%!相比又有较大幅度的提高。
从培养基成本上来看，按照培养基各组成成分

的当前价格计算，’ ( 的改良培养基%& 的成本在
$"元左右，()培养基的成本在 *+,元左右；可是 ()
培养基的诱导时需要添加 ’ --./0( 左右浓度的
1234，所以总成本也在 $"元左右。通过对复合自动
诱导培养基的成分优化，形成了的高效培养基———

改良培养基%& 能够较大幅度的提高外源蛋白的产
量，5%1)、5%672 和 5%8672 在改良培养基%& 中的表
达量与在 () 相比分别提高了 ’"+9 倍，’:+& 倍和
’*+&倍，且成本却与 ()培养基相当；利用统计学分
析得到这两种培养基的显著性水平为 2 ; "+""&<!&
小于 "+"’，差异极为显著，由此可以明显看出这种
复合培养基的优越性。另外这种复合培养基很容易

放大培养满足工业化生产的要求，国外学者

4=.->?@//=［’,］利用复合营养自动诱导培养基（671）在
发酵罐中成功实现其外源蛋白的高效表达，其表达

量与标准培养基 ()相比提高了 &,倍。本文是在复
合营养自动诱导培养基（671）的基础上进行的一系
列优化，虽然目前还没有这一系列优化培养基发酵

罐放大培养的表达量数据，但经测算，如果使用改良

后的培养基其表达量一定会远大于 &,倍。本培养
基还有一个明显优势就是能够实现外源蛋白的自动

诱导，这种复合培养基中各成分的代谢差异促使了

细胞的高密度培养，当细胞培养的密度接近于饱和

时，培养基中的成分—乳糖又能自动诱导外源蛋白

的表达，而无需监视细胞生长状态以及手动添加诱

导剂 1234，极大方便了实验室操作；另外这种培养
基还具有以下几个优点：（’）使用乳糖代替了传统的
诱导剂 1234，一方面大大节约了培养基成本（如上
分析），另一方面替换了有毒物质 1234的使用，更适
合于医药领域的应用；（$）加速平行筛选克隆，简单
的接种培养，容易自动化高通量地验证蛋白的表达

与可溶情况；（!）这种新型培养基的复合成分能够抑
制重组蛋白的提前表达，这对于表达对细胞有毒性

的蛋白极为有利；（&）便于进行蛋白的结构分析（如
’,AB&6/ 、（’,AB&）$8C& 和 ’!6 标记的甘油用于
ADE分析等）。
自动化和微型化已经成为后基因组时代高通量

研究工程的两种关键因素。我们所形成的这种复合

培养基完全符合自动化微型化的要求，为大肠杆菌

表达系统的更广泛应用奠定良好的工作基础。可以

这么说，这种复合的自动诱导培养基的出现对于大

肠杆菌表达系统来说具有革新的意义。
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