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乳糖诱导重组别藻蓝蛋白基因在大肠杆菌中的表达 
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摘要：以重组别藻蓝蛋白表达工程菌 JM109(DE3)/pET28-APC 作为研究对象，对于

JM109(DE3)菌株在乳糖诱导下表达重组蛋白的规律进行了研究。比较分析了不同生长阶段

进行诱导，最佳乳糖浓度、诱导持续时间和诱导温度等参数对重组蛋白表达的影响。实验

结果表明，采用 JM109(DE3)为宿主菌，经过条件优化，乳糖诱导重组蛋白的表达量可以达

到 IPTG诱导的水平；较低的诱导培养温度能有效提高可溶性重组蛋白的表达。最后在摇瓶

发酵结果的基础上，实现了乳糖诱导工程菌的 5L全自动发酵罐培养。研究结果为在大肠杆

菌大规模发酵中，运用廉价、无毒的乳糖作为诱导剂提供了一定的借鉴。 
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藻胆蛋白（Phycobiliprotein）是某些藻类特有的

捕 光 色 素 蛋 白 ， 主 要 包 括 藻 红 蛋 白

(Phycoerythrin,PE)、藻蓝蛋白（Phycocyanin,PC）、别

藻蓝蛋白 (Allophycocyanin,APC)和藻红蓝蛋白

(Phycoerythrocyanin, PEC)[1]。国内外研究表明藻胆蛋

白具有抗菌、抗氧化、抑制肿瘤和促进细胞生长的活

性[2~5]。但现有从藻类中直接分离纯化藻胆蛋白的工

艺，其成本及产品稳定性均无法满足大规模应用的需

要。因此利用基因工程技术制备重组藻胆蛋白已成为

藻胆蛋白应用研究的一个重要发展方向。 

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)是 lac 及其衍

生启动子常用的诱导剂。但由于 IPTG价格昂贵，较

高的诱导成本不适于大规模工业化生产，同时 IPTG

对人体具有一定毒性
［6］，难以在人用重组蛋白质的生

产中使用。目前国外已有乳糖代替 IPTG作为诱导剂

进行发酵的报道，但迄今国内利用乳糖诱导重组产物

表达的报道仍然不多，且都集中于大肠杆菌

BL21(DE3)菌株为宿主细胞的发酵工艺研究。 

作者报道了以克隆在原核表达载体pET28(a)(Novagen，

Germany)中的蓝藻别藻蓝蛋白基因为目的基因，以大

肠杆菌 JM109(DE3)菌株为宿主菌，对乳糖诱导重组

别藻蓝蛋白(His·tag-APC, HAPC)表达的各种基本参

数研究，并初步实现了 5 L全自动发酵罐规模的乳糖

诱导培养。这有助于进一步了解乳糖诱导大肠杆菌表

达重组蛋白的规律，同时为重组别藻蓝蛋白提供一种

安全、低成本的生产方式。  

1  材料与方法 

1.1菌种和质粒 
宿主菌 JM109(DE3) endA1,recA1, gyrA96, thi, 

hsdR17(rK -,mK
 + ), relA1, supE44 ∆(lac-proAB), [ F′

traD36, proAB, lacIqZ∆M15], λ(DE3)购自 Promega公
司 ， 重 组 表 达 质 粒 pET28-apc 及 其 工 程 菌
JM109(DE3)/pET28-APC由本实验室构建并保存。 
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1.2 试剂 
酵母粉(Yeast extract)和蛋白胨(Tryptone)购自英

国 OXOID公司，IPTG购自宝生物工程（大连）有限
公司，蛋白质分子量 Marker 购自 Promega 公司，其
余均为国产分析纯试剂。 
1.3 主要仪器 
美国 NBS Bio Flo 3000型 5L自动发酵罐，上海

精密科学仪器有限公司分析仪器总厂 7230G 型分光
光度计，Amersham  Pharmacia Biotech公司凝胶扫
描仪。 

1.4 培养基及培养方法 
1.4.1 培养基 

试管和摇瓶培养用 LB 培养基[6]；含有葡萄糖、

少量无机盐（葡萄糖 5 g/L，MgSO4·7H2O 5g/L,pH 7.0）

的 2-YT 培养基[6]用于发酵罐培养；补料培养基Ⅰ：

葡萄糖 100 g/L,酵母提取物 10 g/L,蛋白胨 16 g/L, 

NaCl 5 g/L,MgSO4·7H2O 5 g/L；补料培养基Ⅱ: 酵母

提取物 50 g/L,蛋白胨 25 g/L。 
1.4.2  摇瓶培养 
取出平板保藏的菌种，挑取单菌落，接种于 5 mL 

LB培养基（卡那霉素 50 mg/L）的试管中，过夜活化。
尔后按 1%的接种量将活化的菌种接入含 100 mL LB
培养基（卡那霉素 50 mg/L）的 500 mL摇瓶中，220 
r/min,按实验设计要求温度振荡培养。 
1.4.3  发酵罐培养 

工程菌的发酵在 5 L自动发酵罐中进行。1%的接

种量，诱导前培养温度 37 ℃，溶氧、pH均自动控制，

发酵开始 4 h后，以 0.032 g/(L·min)葡萄糖的速率进

行补料 1 h；待菌体生长至对数生长中期，且发酵液

中葡萄糖耗尽后，开始流加乳糖，至终浓度 10 g/L, 28 

℃下诱导 9 h；期间适当流加补料培养基Ⅱ。 
1.5 分析方法 
1.5.1 菌体浓度的测定 

采用细菌光电比浊记数法,用分光光度计测其

600 nm的光吸收值。 
1.5.2  重组产物表达水平分析 

SDS－聚丙烯酰胺凝胶电泳参照文献［6］的方

法。诱导之后，每小时取 3 mL发酵液，离心收集菌

体。菌体以缓冲液Ⅰ（20 mmol/L 磷酸氢二钠，500 

mmol/L NaCl，pH 7.8）洗涤 2次后，重悬于 1 mL冰

冷的缓冲液Ⅰ,超声波破菌处理，获取含全菌总蛋白

的粗提物。全菌总蛋白经 SDS-PAGE电泳后，扫描凝

胶，用 Image Master 1D Elite 软件 (Amersham 

Pharmacia Biotech)分析。 
1.5.3  重组产物中可溶和不溶组分分析 

将含全菌总蛋白的粗提物于 4 ℃，14 000 r/min

离心 30 min, 以分离组分。不溶组分振荡重悬于适量

的缓冲液Ⅰ后，与含可溶组分的上清分别用 SDS－

PAGE凝胶电泳（如上所述）分析。 
1.5.4  葡萄糖浓度的测定 

采用葡萄糖测定试剂盒（青岛市北试剂厂）测定

发酵液中残留葡萄糖的浓度。 

2  结果 

2.1 菌株不同生长阶段进行诱导对产物表达 
的影响 
在 LB培养基中，将重组菌分别培养至不同生长

阶段时（A600分别为 0.179、0.682、1.107、1.245、1.700
和 1.898）加入乳糖至终浓度为 5g/L进行诱导，37℃
持续诱导 6 h以上，每 1 h取样分析。实验结果表明
（图 1），在菌体生长的各个阶段加入乳糖，均可诱
导重组蛋白表达。其中以在菌体生长量达到 A600值为 

图 1 不同生长阶段加入乳糖(5g/L)后重组蛋白占菌体总

蛋白百分含量的变化 

Fig. 1  Effects of induction time and duration on the recombinant  

  protein expression level lactose concentration: 5g/L. 

                                              分别在 A600=0.179、 

0.682、1.107、1.245、1.700 和 1.898时进行诱导 

induced at A600=0.179, 

0.682, 1.107, 1.245, 1.700 and 1.898 
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1.245 时，添加乳糖诱导产生的重组蛋白含量最高，
可达菌体总蛋白的 35.55%。同时结合诱导后菌体的
生长状况（图 2），比较而言在菌体生长量达到对数
生长中期时添加乳糖是比较理想的。此时加入乳糖进

行诱导，既可以获得较高的重组蛋白表达量，又可获

得较高的菌体密度。 

图 2 不同生长阶段加入乳糖(5g/L)后菌体生长随诱导时间延 

长的变化 

Fig. 2  Effects of induction time and duration on the growth of  

Escherichia coli  JM109(DE3)/pET28-APC lactose  

concentration: 5g/L. 

                                分别在 A600=0.179、0.682、    

1.107、1.245、1.700 和 1.898时进行诱导 

                    induced at A600=0.179, 

 0.682, 1.107, 1.245, 1.700 and 1.898 

 
2.2 乳糖诱导浓度对产物表达的影响 
根据 2.1 节的结果，在菌体对数生长中期（A600

约为 1.2）加入不同浓度的乳糖于 37℃进行诱导，观
察不同诱导剂浓度对重组蛋白表达情况的影响，同时

以加入 IPTG（终浓度＝1 mmol/L）的为对照组。实
验结果表明，当加入乳糖终浓度为 0.05 g/L时即能诱
导重组蛋白的表达；当乳糖终浓度大于 0.5 g/L 后，
重组蛋白占菌体总蛋白的百分含量稳定于 35%左右，
其中 10 g/L 终浓度的乳糖诱导效果最佳（可达
36.6%），与对照组 IPTG诱导效果相当。但当乳糖浓
度达到 20 g/L 时，则对重组蛋白的表达起到抑制作
用。 

 

图 3 乳糖诱导浓度对产物表达的影响 
Fig. 3  Effect of lactose concentration on the recombinant 

 protein expression level  
 

2.3不同诱导温度对表达产物分布的影响 
诱导温度是影响重组蛋白表达的一个重要因素。

因此根据 2.1 和 2.2 节结果，在 37 ℃下培养工程菌
至对数生长中期（A600约为 1.2），加入乳糖(终浓度为
10 g/L)进行诱导。尔后将菌体分别在 37、28、20 ℃
下进行培养，持续 10 h以上。每 1 h取样分析。按照
1.5.3 所述实验方法分析乳糖诱导表达产物的分布情

况。结果如图 4所示，重组蛋白以可溶性和包涵体形 
图 4 加入乳糖(10 g/L)后，不同诱导温度下菌体蛋白可溶 

性与不溶性组分电泳图 
Fig. 4  The measure of soluble and insoluble proteins by  

SDS-PAGE 

M: 蛋白质分子质量标准；1、3、5分别为在 37、28、20℃下诱导的菌 

蛋白可溶性组分；2、4、6分别为在 37、28、20 ℃下诱导的菌体蛋白 

不溶性组分 

M: Molecular weight marker; 1,3,5 Soluble proteins from bacteria induced at 

37，28, 20℃, respectively; 2,4,6 Insoluble proteins from bacteria induced at 

37, 28 and 20℃, respectively 
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式存在。其中诱导温度为 28 ℃和 20 ℃时，重组蛋
白以可溶性蛋白形式表达为主；而诱导温度为 37 ℃
时，重组蛋白主要以包涵体形式存在。同时结合菌体

的生长状况(图 5)，添加乳糖进行诱导后，采用 28 ℃
的培养温度是最适宜的。在此温度下诱导表达，既可

减少包涵体的产生，又可获得较高的菌体生长密度。 

图 5  加入乳糖(10g/L)后，不同诱导温度下菌体生长随 

诱导时间延长的变化情况 

Fig. 5  Effects of induction temperature and duration on  

the growth of E.coli JM109(DE3)/pET28-APC  

in LB medium lactose concentration: 10g/L 

                  分别在 37、28、20℃条件下诱导 

           induced at 37,28 and 20℃ 

 
2.4乳糖最佳诱导浓度的表达动力学研究 
根据上述实验结果，当工程菌在 LB培养基中生

长至对数生长中期时，加入乳糖至终浓度 10 g/L,28

℃持续诱导 10 h,每隔 1h取样测定菌体浓度并留样电

泳，检测可溶性重组蛋白的表达情况。实验结果表明，

在加入乳糖诱导后 1 h，即有可溶性重组蛋白表达，

尔后可溶性重组蛋白的表达量随着诱导时间的增加

而增加，在诱导后 8 h达到高峰（占菌体可溶性蛋白

的 40%），之后可溶性重组蛋白的表达量不再有明显

的增加。而从菌体生长曲线可以看到，在诱导后 9 h，

菌体培养浓度达到最高值，尔后菌体生长变缓，由于

自溶等原因浓度开始下降。两者结合分析表明，在实

验室小规模培养过程中，诱导后 9 h收获重组蛋白最

为有利。 
2.5工程菌的 5L全自动发酵罐培养 
根据上述实验结果,在摇瓶培养的基础上,进行工

程菌 JM109(DE3)/pET28-APC的 5L全自动发酵罐培
养。在大肠杆菌发酵过程中，最终菌体密度和重组蛋

白的表达水平是两个必须兼顾的指标。葡萄糖是大肠

杆菌发酵中最常用的碳源，培养基中添加适量的葡萄

糖能有效提高菌体密度。但发酵液中葡萄糖的存在会

抑制乳糖的诱导作用。因此实验中在培养初期添加一

定量的碳源（葡萄糖）和氮源；待葡萄糖耗尽后，即

在发酵液中的葡萄糖残糖量为零，并在菌体生长处于

对数生长中期时，开始流加乳糖(终浓度 10g/L)进行
诱导。诱导后根据菌体生长情况，适当补充氮源。这

样既可提高菌体密度，又可避免葡萄糖对乳糖诱导效

果的影响。本实验最终菌体 A600达 26.25，可溶性重
组蛋白的表达率为 31%。 

图 6 加入乳糖（10g/L）进行诱导后可溶性重组蛋白占菌体  

    可溶性蛋白比例及菌体生长随时间延长的变化情况 

Fig. 6  Effects of induction time and duration on the growth  

       of E.coli JM109(DE3)/pET28-APC (lactose concentra- 

tion: 10g/L. Induced at 28℃)  

3  讨论 

诱导型表达是目前在大肠杆菌中克隆表达重组

蛋白最常用和有效的策略。该策略的一个重要优点是

可通过添加诱导剂与否来控制目的基因的表达。lac

及其衍生启动子控制下的诱导系统是受半乳糖调节

的。IPTG(异丙基-β-D-硫代半乳糖苷)作为一种半乳

糖的类似物，是该类启动子最常用的诱导剂。但是由

于其昂贵的价格和毒性，使得它不适于大规模的表达

生产。乳糖以其无毒、价廉的优点令人们希望利用它

作为 IPTG的替代诱导物。但采用乳糖诱导相对 IPTG

而言在调控方面有一定的复杂性[7],主要表现为：乳糖
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必须在细胞本底水平表达的β-半乳糖苷透过酶的作

用下才能进入细胞，且在转运过程中受到多种因素的

影响。进入细胞后，乳糖还需在β-半乳糖苷酶的作

用下分解产生异乳糖后才能发挥诱导作用。同时作为

菌体的一种可利用碳源，乳糖是一种代谢性的诱导

物，其浓度随着菌体的生长而不断发生变化[8]。 

作者探讨了以 JM109(DE3)作为表达宿主菌，采

用乳糖为诱导剂时，对于 T7 启动子调控的重组蛋白

表达和菌体生长的影响及其规律，从中分析并寻找出

适宜的诱导条件。结果表明：在 JM109(DE3)/T7的表

达体系中，乳糖可以达到与 IPTG相似的诱导效果，

并且没有出现其它文献报道的 BL21(DE3)/T7表达体

系在乳糖诱导初期菌体生长迟滞现象[8~10]。利用大肠

杆菌表达目的基因，宿主菌与培养条件的组合是影响

表达量的关键因素之一。目前国内利用乳糖诱导重组

蛋白表达的报道都集中于大肠杆菌 BL21(DE3)为宿

主菌的发酵工艺研究方面，多数实验结果表明乳糖在

该宿主菌中的诱导效果低于 IPTG。JM109(DE3)是

JM109的诱变株,它的基因组含有 lacUV5启动子控制

下的 T7 RNA聚合酶基因。乳糖在细胞内分解产生的

异乳糖可诱导 JM109(DE3)合成大量的 T7 RNA聚合

酶。该酶特异性结合于 pET28(a)载体的 T7启动子，

使 T7启动子下游的目的基因高效表达。Denice等[11]

报道了在 JM109(DE3)/T7 体系中以乳糖为诱导剂时

取得了与 IPTG相似的诱导效果。本实验结果也提示

以乳糖为诱导剂时该体系所具有的优势与价值。 

包涵体的产生是大肠杆茵表达外源基因常遇到

的问题。许多情况下，包涵体在立体构象上是错误的，

没有生物活性；要经过复杂、低得率的体外复性过程

才能得到具有生物活性的重组蛋白。改变大肠杆菌的

生长条件被认为是解决这一问题的有效手段之一[12]。

本研究发现：在乳糖诱导条件下，较低的诱导温度可

减少重组别藻蓝蛋白包涵体的形成；同时与常规的

37 ℃诱导培养条件相比，更有利于菌体生长，能达

到更高的生长密度。这可能是在低温下，蛋白质的合

成速度减慢，有利于合成的重组蛋白正确折叠，从而

减少包涵体的形成，增加表达产物中有活性的可溶性

蛋白含量[13]。 

以上研究结果表明，JM109(DE3)/T7是一种适宜

于采用乳糖为诱导剂的表达系统。这有助于深入了解

大肠杆菌中，乳糖诱导表达重组蛋白的规律；同时提

供了一种安全、低成本的生产重组别藻蓝蛋白方式。 
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Abstract: The expression recombinant allophycocyanin gene in Escherichia coli  JM109(DE3) using lactose 

as the inducer was optimized. The influences of culture conditions, including the point of induction, the lactose 

concentration, the duration of induction phase and the induction temperature were analyzed. Finally the recombinant 

E.coli was cultured in a 5L fermentor. The result showed that lactose could be used to induce recombinant 

allophycocyanin expression to concentrations exceeding the level achieved by using with IPTG as an inducer. After 

adding lactose, the low culture temperature could increase the expression level of soluble target protein. 
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