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腺嘌呤对大肠杆菌 !"#!及其耐乙酸突变株 !$%& 生长和代谢的影响

张晓云，张艳军，李志敏，夏月兰，叶 勤"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室 上海 $%%$#"）

摘 要：大肠杆菌 HI3!和 H-.4 在碳源限制的基本培养基中进行分批培养和氮源限制的基本培养基中进行连续培

养，发现添加腺嘌呤会使 HI3!生长改善，乙酸产生减少；对 H-.4 的生长和代谢影响不明显。连续培养细胞的蛋白

质组分析结果显示：添加腺嘌呤后 H-.4 !"#I 表达水平降低，而 HI3! !"#I 表达水平不变，表明 HI3!嘌呤核苷酸

从头合成能力差；HI3! $%%J 表达上调，&’% 表达水平稍有提高，细胞生长改善。
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细胞内存在多种游离的核苷酸，它们几乎参与

细胞所有的生化过程，如参与核酸的生物合成，活化

高分子的单体，-0L 是能量代谢中通用的高能化合

物，腺苷酸是 # 种重要辅酶的组分，>-ML 和 >NML
作为调节物质存在等［. ’ 3］。因此，核苷酸尤其是腺

苷酸在细胞生命活动中起着非常重要的作用，一旦

核苷酸供应不足或缺乏，将严重影响细胞生长和代

谢。基本培养基是由成分完全明确的化合物组成

的，微生物细胞在基本培养基中生长需要合成包括

核苷酸在内的所有的细胞组分［&］。细胞内嘌呤核苷

酸的合成不是先合成嘌呤碱再与核糖和磷酸结合，

而是从 32磷酸2核糖焦磷酸（LOLL）开始，经过一系

列的酶促反应，生成次黄嘌呤核苷酸，然后再转变为

其它嘌呤核苷酸［.］。但是，细胞内除能以简单的前

体物质从头合成核苷酸外，尚能由现有的碱基和核

苷合成核苷酸，这是对核苷酸代谢的一种补救途径，

以便经济地利用已有成分［$，" ’ 4］。

大肠杆菌（()*+,#-*+-. */0-）HI3!由于转化率高

是基因工程中最常用的宿主菌之一，但 HI3!在基

本培养基中生长缓慢，而其耐乙酸突变株 H-.4 在

基本培养基中生长情况大大改善［.%］。本研究考察

了在基本培养基中添加腺嘌呤对 HI3!和 H-.4 生

长和代谢的影响，并借助蛋白质组分析手段考察了

腺嘌呤对二者的影响。

% 材料和方法

%’% 材料

%’%’% 菌 种： 大 肠 杆 菌（ ()*+,#-*+-. */0- ）HI3!
［ )"!(!!!0.*1.&4（,% 0.*2!M.3）+)%3." #,*4. ,’%4.

&$#44& 5+-2 . #,04.］，H-.4 是 HI3!的 耐 乙 酸 突 变

株，由本实验室筛选［..］。二者均于 $3P 甘油中 B
$%Q冻存。

%’%’( 培 养 基："M 培 养 基：每 升 含 R6$ILS!·

.$I$S .3G.$E，TI$LS! #E，R6U1 %G3E，MEJS!·"I$S
%G3E，U6U1$ %G%..E，葡萄糖 $E，氯化铵 .E，.P维生

素 V. %G$9W，微量元素（08）混合液 %G$9W，XI "G%。

腺嘌呤添加量为 .%9EYW。#微量元素混合溶液：每

升包括 5+JS!·"I$S ,%E，M*JS!·I$S .% E，-1U1#·

&I$S .%E，UFU1$ !E，Z*JS!·"I$S $E，R6$MFS!·$I$S
$E，U)U1$·$I$S .E；I#VS! %G3E。$MR 培养基（氮源

限制培养基）：每升含葡萄糖 ,E，氯化铵 %G#E，其它

成分与 M 培养基相同。

%’%’) 主要试剂和仪器：尿素、UI-LJ、-9XD6[961<@+
（XI#G32.%）、十二烷基硫酸钠、三羟甲基氨基甲烷、

丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、R，R\，R\2四甲基乙二

胺、过硫酸铵、甘氨酸等均为电泳级试剂，购自上海

生工生物工程技术服务有限公司，其它试剂均为分

析纯。XI!2" 和 XI#2.% 线性 XI 梯度干胶条购自安

玛西亚公司。双向电泳仪器 8@@6* ]LNXDF[ 等电聚焦

设备、M)1@:X1+ E+1 >6?@+[（多胶灌胶器）、8@@6* H-W0?:7
系统均购自安玛西亚公司。

%’( 培养方法

将 B $%Q保存的菌种 .9W 接入装有 #%9W WV 培

养基的 $3%9W 摇瓶中，转速 $3%[Y9:*，#%Q培养 .$D。

然后转接 #9W 于 .%%9W M 培养基（或添加腺嘌呤的

M 培养基）中，相同条件 H-.4 培养 .%D，HI3!培养

."D，作为发酵罐培养二级种子。



分批培养在 ! " 玻璃发酵罐（#$%&’!’!）中进

行，装液量 ()!"，接种量 (**+"，搅拌转速 !**,-+./，

培养温度 0*1，通气量 2"-+./，用 (+34-" 5678 和

8(972 控制 :8;)*，采用国家生化工程技术研究中

心（上海）开发的 <3:=6>? 控制软件。

连续培养也在 !" 玻璃发酵罐中进行，初始装添

加或不添加腺嘌呤的 @5 培养基 ()!"。培养至稳定

期后，蠕动泵控制流加进发酵罐的新鲜培养基及抽

出培养液的流速，使连续培养总体积控制在 ()A"。

取样测定 !"B**、葡萄糖浓度、:8 以及副产物乙酸、

丙酮酸和乙醇的浓度，连续 0次不变即认为到达稳态。

!"# 双向电泳

!"#"! 样 品 的 制 备：一 定 体 积 的 发 酵 液 于 21、

C***,-+./ 离心 A!+./，弃上清液。菌体用 2*++34-"
<,.D’8E4（:8;)2，21）洗涤 0 次，再重悬于相同的洗

液中。于冰水浴上用超声波粉碎机破碎"B 变幅杆，

功率 (**F，工作时间 0D，间歇时间 A*D，工作 0! 次）。

21 A!***,-+./ 离心 (*+./，收集上清液。 G ;*1超

低温冰箱冻存。根据 %,6/HI3,H 法测定蛋白浓度。

!"#"$ 双向电泳：在 &JJ6/ $KL:=3, 等电聚焦设备

（M+N,D=6+ K=6,+6O.6）上，用 (2O+ :82’;（线性 :8 梯

度）干胶条（M+N,D=6+ K=6,+6O.6），按照表 A 所示程序

进行干胶条的再水化和样品的等电聚焦（$&P）电泳。

每根胶条的极限电流是 !*#M。

$&P 电 泳 结 束 后，胶 条 分 别 在 含 AQ R<< 和

()!Q碘乙酰胺的平衡储液中平衡 A!+./。然后转移

到 &JJ6/ RM"<D.S 系 统（M+N,D=6+ K=6,+6O.6）中 用

A()!Q聚丙烯酰胺凝胶进行垂直电泳，采用恒功率

的方式，每块凝胶的功率设定为 (*F。电泳结束后，

凝胶用考马斯亮蓝 #’(!* 染色，并用 $+6TN+6DJN, 软

件分析，计算目标点的体积占所有检测到的点的总

体积的百分比，然后转换为占上样总干重的百分比。

每个样品做 0 个平行实验，计算平均值。以 R8!$
各蛋白质点在 @ 培养基中的表达水平为对照，如果

表达水平超过对照的 A)! 倍，表达发生了变化；如果

表达水平超过对照的 ( 倍，表达发生了显著变化。

采用肽指纹图谱（K@P）鉴定蛋白质点。

表 ! 再水化和等电聚焦程序

<6U4N A <=N :,3J3O34 3I ,N=VH,6J.3/ 6/H $&P
9JN: W34J6TN L,6H.N/J JV:N RX,6J.3/ 3, Y34J’=3X,D PX/OJ.3/

#N=VH,6J.3/ * — C= ,N=VH,6J.3/

9A 0* 9JN:’9A’=34H (2*Y=, HND64./6J.3/

9( !** 9JN:’9(’=34H !**Y=, HND64./6J.3/

90 A*** 9JN:’90’=34H A***Y=, $/O,N6D./T Y34J6TN

92 C*** 9JN:’92’=34H !B***Y=, I3OXD

!"% 其它分析方法

菌体浓度测定采用浊度法，培养液适当稀释后，

在 B**/+ 测定其光密度（!"B** ），在一定的范围内

!"B**与菌体干重成线性关系。葡萄糖浓度用葡萄

糖试剂盒测定。乙酸浓度和丙酮酸浓度用离子色谱

法测定（R.3/NS $E9A!** 离子色谱仪，$3/:6O M9AA’8E
2++ Z (!*++ 阴离子分析柱，$3/:6O MLAA’8E 2++ Z
!*++ 保护柱，电导检测器）。乙醇浓度用气相色谱

法测定。

$ 结果

$"! 腺嘌呤对碳源限制分批培养的影响

为了考察在基本培养基中腺嘌呤对 R8!$与

RMA[ 生长和代谢的影响，分别在添加和不添加腺嘌

呤的 @ 培养基中进行发酵罐分批培养，结果如图 A
和表 ( 所示。

由图 A’M 可以看出，添加腺嘌呤后 R8!$细胞

密度增加、生长加快，乙酸最高浓度明显降低，尤其

图 ! 腺嘌呤对 &’(!（)）和 &)!*（+）分批培养生长、葡

萄糖消耗及乙酸生成的影响

P.T\ A &IINOJD 3I 6HN/./N 3/ T,3>J=，T4XO3DN O3/DX+:J.3/ 6/H 6ONJ.O 6O.H
:,3HXOJ.3/ I3, R8!$（M）6/H RMA[（%）OX4JX,NH ./ @ +NH.X+\ P.44NH
6/H 3:N/ DV+U34D ,ND:NOJ.YN4V HN/3JN J=N H6J6 3UJ6./NH ./ J=N 6UDN/ON 6/H
:,NDN/ON 3I 6HN/./N\ !" H,V ON44 >N.T=J；#$ 6ONJ.O 6O.H；%&
T4XO3DN\
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是延迟期明显缩短，发酵时间也大大缩短。根据表

!，添加腺嘌呤后 "#$!的最大比生长速率（"%）增加

一倍，菌体对葡萄糖的得率（&’()）增加 !$*，而单位

菌体的乙酸生产（&+(’）和乙酸比生成速率（,+）分别

降低了 -.*和 /.*；葡萄糖的比消耗速率（,)）增加

了 !0*。

由图 /12 可以看出，添加腺嘌呤对 "+/3 影响甚

微，葡萄糖消耗时间缩短主要是由于接种量高所致，

而生长速率和产乙酸积累没有显著变化。表 ! 显示

添加腺嘌呤对 "+/3 的各项参数没有明显影响。添

加腺嘌呤后，"#$!与 "+/3 之间的差别显著减小。

不添加腺嘌呤时，"#$!的 &+(’ 是 "+/3 的 -45 倍，

&’()是 "+/3 的 0045*；而添加腺嘌呤后 &+(’是 "+/3
的 6 倍，&’()是 "+/3 的 5743*。

图 ! 在 " 培养基中连续培养 ! # "#$% $%&!（’，(’；)，* ’）和 $’+
,（-，(’；$，* ’）细胞可溶性蛋白的双向电泳图

89:;! <=> !1"? :>@A BC D=> E>@@ @FAGD> BC ! ; "#$% "#$!（+，H9D=BID GJ>K9K>；2，H9D= GJ>K9K>）GKJ
"+/3（L，H9D=BID GJ>K9K>；"，H9D= GJ>K9K>）EBKD9KIBIA@F EI@DIM>J 9K D=> NO %>J9I%;

表 ! 腺嘌呤对 ! # "#$% $%&!和 $’+, 分批培养特性的影响

<GP@> ! ?CC>EDA BC GJ>K9K> BK D=> :MBHD= Q>MCBM%GKE>A
BC ! ; "#$% "#$!GKJ "+/3 EI@DIM>J 9K N %>J9I%

RDMG9KA +J>K9K> "%

(（=S /）

&’()

(（:(:）
,)

(（:(:·=）

&+(’

(（:(:）
,+

(（:(:·=）

! ; "#$% "#$! S .4/0 .4!- .40/ /46/ .4!/
T .46$ .46. .455 .453 .4/3

! ; "#$% "+/3 S .4-7 .460 /466 .4!7 .4/-
T .4$6 .467 /463 .4!0 .4/-

T ，S ：U9D= BM H9D=BID GJ>K9K> 9K %>J9I%；,+，,)： M>AI@DA BC D=>
>VQBK>KD9G@ Q=GA>;

!.! 腺嘌呤对氮源限制连续培养的影响

!.!.+ 对生长特性的影响：在以氮源为限制性底物

的基本培养基中，以相近的稀释率（" W .4/6=S /）连

续培养 "#$!和 "+/3，结果如表 6。可以看出，添加

腺嘌呤对 "#$!的影响较大，葡萄糖 比 消 耗 速 率

（,)）和乙酸的比生成速率（,+）都降低，而菌体对葡

萄糖的得率（&’()）和丙酮酸比生成速率（,QFM）却增

加；而添加腺嘌呤仅使 "+/3 丙酮酸的生成有较明

显增加。

表 / 腺嘌呤对 ! # "#$% $%&!和 $’+, 在 "0
培养基中连续培养代谢特性的影响

<GP@> 6 ?CC>EDA BC GJ>K9K> BK D=> :MBHD= Q>MCBM%GKE>A BC
EBKD9KIBIA EI@DIM>A BC ! ; "#$% "#$!GKJ "+/3 9K D=> NO

%>J9I% @9%9D>J PF K9DMB:>K ABIME>

RDMG9KA +J>K9K>
&’()(

（:(:）
,)(

（:(:·=）

&+(’(
（:(:）

,+(
（:(:·=）

&QFM(’ (
（:(:）

,QFM (
（:(:·=）

&>D=(’ (
（:(:）

"#$! S .4/7/ .45.7 .4555 .4.33 /4-55 .4/73 .4.$7
T .4/35 .4000 .4$55 .4.50 /4$.! .4/35 .4.00

"+/3 S .4!!6 .40.. .4$!$ .4.5. .47!. .4//. .
T .4!/3 .40/! .4$63 .4.5! /4!75 .4/5! .

!.!.! 对蛋白表达的影响：图 ! 是 "#$!和 "+/3
连续培养到达稳态后细胞裂解液的双向电泳图谱，

扫描后每张图谱由软件可以检测到约 7.. 个蛋白质

!6- X#+O) ’9GB1FIK &’ ($ ; ()"’( *%"+#,%#$#-%"( .%/%"(（!..5）-5（6）



点。通过软件分析发现，!"#!和 !$%& 有 ’ 个表达

具有差异的蛋白质点，在添加腺嘌呤后，表达水平发

生不同的改变，导致 !"#!和 !$%& 这 ’ 个点的表达

水平相当（表 (）。这是添加腺嘌呤后菌株间表达差

异变化最大（从有差异变为无差异），并且菌株自身

表达水平变化也较大（除 !"# 外另外两点的变化是

最大的）的 ’ 个点。这 ’ 个点的肽指纹图谱鉴定蛋

白质结果如表 (。

表 ! 腺嘌呤对蛋白表达水平的影响

)*+,- ( ).- -//-012 3/ 1.- *4-565- 35 1.- 7831-65 -978-22635

:;501635 <-5-
5*=- >831-65

!"#! !$%&
? $ @ $ ? $ @ $

$=653 *064 18*527381 *54 =-1*+3,62= $##A 7;1*16B- $CD 18*527381-8 7-867,*2=60 +65465E 7831-65 % %F#( %FGH %F G%

I;0,-3164- 18*527381 *54 =-1*+3,62= %&’" >.327.386+32J,*=6536=64*K3,-0*8+39*=64- /38=J,18*52/-8*2-L
MN> 0J0,3.J483,*2- % %F%O %FP& %F%’

D*8+3.J48*1- 18*527381 *54 =-1*+3,62= !"# GQ7.327.3E,;035*1- 4-.J483E-5*2-， % %F’H %F#O %F##

在 NI 培养基中添加腺嘌呤对 !$%& $##A 的表

达水平没有明显影响，而 !"#! $##A 的表达水平增

加至与 !$%& 相当。添加腺嘌呤对 !"#! %&’" 的表

达水平没有影响，但 !$%& 的 %&’" 的表达水平在添

加腺嘌呤后明显降低，与 !"#!的表达量基本一致，

表明 !"#!和 !$%& 的嘌呤核苷酸的合成情况不同。

在 NI 培养基中添加腺嘌呤后，!"#!磷酸戊糖途径

的 GQ磷酸葡萄糖酸脱氢酶（ !"#）的表达水平稍有提

高，而 !$%& 没有改变，导致 !"#!和 !$%& 的 !"# 表

达差异减小。

" 讨论

%&’" 编码磷酸核糖氨基咪唑羧基酰胺转甲基

酶（$MD$R 转甲酰基酶），是嘌呤核苷酸从头合成途

径的一个酶。在没有外源嘌呤和嘌呤核苷酸时，细

胞会利用 >> 途径的磷酸核糖与 $)> 的反应产物

———磷酸核糖焦磷酸（>R>>）通过从头合成途径合

成嘌呤核苷酸［%］。在不添加腺嘌呤的 NI 培养基

中，!"#! %&’" 的表达水平低于 !$%&，表明其嘌呤

核苷酸的从头合成能力比较差。存在外源嘌呤碱

时，细胞从头合成途径被关闭，首先利用补救合成途

径———主要是在磷酸核糖转移酶的作用下合成嘌呤

核苷酸［%，S T &］。在 NI 培养基中添加腺嘌呤后，!"#!
通过补救合成途径利用外源腺嘌呤合成嘌呤核苷酸

满足细胞合成需要，弥补了 !"#!嘌呤核苷酸从头

合成能力的不足，因此菌体得率提高。而 !$%& 在

没有添加腺嘌呤时 %&’" 表达水平高于 !"#!，通过

从头合成途径合成的嘌呤核苷酸可以满足细胞生长

的需求；添加外源腺嘌呤时，从头合成途径的 %&’"
表达水平降低，通过补救合成途径利用外源腺嘌呤

合成嘌呤核苷酸。从头合成途径和补救途径合成嘌

呤核苷酸都需要 >R>>，因此腺嘌呤的添加不会导致

!$%& 对 >R>> 的需求量发生明显改变，!"# 表达没

有明显改变，>> 途径的流量没有明显变化。!"#!
嘌呤核苷酸从头合成能力不足，因此不添加腺嘌呤

时对 >R>> 的需求量不高。但存在外源腺嘌呤时，

可以通过磷酸核糖转移酶合成嘌呤核苷酸。胞内

>R>> 合成酶受到去阻遏调节，胞内 >R>> 的水平提

高［S］，因此 !"# 表达水平略有提高，>> 途径流量增

加，酵解途径流量相应减少，因此菌体生长增加而乙

酸产生减少。添加腺嘌呤后二者丙酮酸比生成速率

均增加，推测是嘌呤从头合成途径流量减少或完全

受阻，因而从头合成嘌呤核苷酸所需甘氨酸减少，由

’Q磷酸甘油酸进入甘氨酸的流量减少，导致添加腺

嘌呤后丙酮酸积累增加。

大肠杆菌感知到外界环境中氮源限制后胞内谷

氨酰胺的浓度会下降，从而激活氮调节蛋白（I18D）

的转录，改善生长缓慢的状况［%O］。U6==-8 等［%’］认为

大肠杆菌在氮饥饿的条件下会尽最大能力来利用所

有的含氮物质作为抵抗不利环境的第一选择，包括

通过多组分的 $)> 结合转运系统和离子偶联运输

机制，前者对底物具有很高的亲和力而后者亲和力

较低。";* 等［%(］的结果也表明，在基本培养基中大

肠杆菌转运系统 $##V>WRA 受到氨离子限制的强烈

诱导，表明某些含氮代谢物通过该转运系统运输的

可能性。$##A 是 $##V>WRA（同名为 ##%X$CD!）转

移系统的周质结合蛋白，推测参与二肽的运输，同时

具有二肽酶的作用［%#］。在氮源限制条件下，!"#!
和 !$%& 参与氨基酸和多肽运输的基因———$##A 均

受诱导，但表达水平是不同的，表明二者利用含氮物

质的能力不同。在 NI 培养基中，!"#! $##A 表达

水平较 !$%& 低，表明其摄取含氮物质的能力较差，

不能充分满足生长需求，因此 !"#!生长较 !$%&
差。添加腺嘌呤后，!"#! $##A 的表达水平提高，对

’’(张晓云等：腺嘌呤对大肠杆菌 !"#!及其耐乙酸突变株 !$%& 生长和代谢的影响 Y L微生物学报（OHHS）(S（’）



细胞释放到周质中的二肽等含氮物质的摄取能力增

强，可以更充足地满足细胞生长的需求，因此添加腺

嘌呤后 !"#!生长改善。腺嘌呤对 !$%& !""’ 的表

达水平没有明显影响，表明无论添加腺嘌呤与否，

!$%& 通过这种高亲和力的氮源摄取系统摄取的含

氮物质都可以充分满足细胞生长的需求。

总之，腺嘌呤对 !"#!的生长和代谢有明显的

影响而对 !$%& 影响不明显。蛋白质组分析结果发

现，添加腺嘌呤后 !"#!和 !$%& #$%"、!""’、&’"
表达发生不同的改变，反映了腺 嘌 呤 对 !"#!和

!$%& 的不同影响。
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