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提要   采用廉价的乳糖替代 IPTG诱导重组别藻蓝蛋白 ( rAPC )在大肠杆菌 ( E scherich ia

coli) JM 109中表达,对诱导产物表达的培养基、培养条件、诱导剂的浓度和诱导时机进行了优

化,将优化条件用于 5L自控发酵罐进行高密度培养。结果表明, 对 rAPC表达的条件进行优

化后,乳糖诱导 rAPC的表达率可达 2618% ,与 IPTG的诱导结果接近;在高密度培养中, OD 600

最大达 2118。研究结果可为乳糖替代 IPTG大规模生产 rAPC奠定基础。

关键词   重组别藻蓝蛋白,重组大肠杆菌,乳糖诱导

中图分类号   Q789

  藻胆蛋白是存在于蓝藻、红藻、隐藻和少数

甲藻中的捕光色素蛋白, 主要包括藻红蛋白

( PE)、藻蓝蛋白 ( PC)、别藻蓝蛋白 ( APC )和藻红

蓝蛋白 ( PEC)四种 ( G lazer, 1994)。研究发现, 藻

胆蛋白具有抗氧化、抗菌、抑制肿瘤和促进细胞

生长的活性 ( Estrada et al, 2001; Gonzalez et al,

1999; R eddy et al, 2000; Romay et al, 2001; 刘洪艳

等, 2004;田超等, 2004 )。本实验室克隆了 APC

基因, 并在大肠杆菌中实现了高效表达, 研究表

明 rAPC具有显著的抗肿瘤活性 (赵方庆等,

2003;唐书明等, 1999)。

IPTG ( Isopropy-l B-D-th iogalactopyranoside, 异

丙基-B-D-硫代半乳糖苷 )是非常有效的乳糖启动

子诱导剂,广泛用于大肠杆菌乳糖操纵子 ( lac及

其衍生的启动子 )的诱导表达, 但由于 IPTG具有

一定毒性、而且价格昂贵, 因此将其应用于大规

模生产基因工程药物还具有一定的局限性

( Gombert et al, 1998)。为了寻找 IPTG的替代

物,作者尝试用乳糖作为诱导剂来启动目的基因

的表达。本文中报道了大肠杆菌 JM 109菌株为

宿主细胞, 以克隆在质粒 pMAL-p2-AP中的 APC

基因为目的基因,对乳糖诱导目的蛋白的各种基

本参数进行了优化, 并摸索了以乳糖代替 IPTG

诱导 rAPC表达的发酵工艺。

1 材料与方法
111 材料
宿主菌 E scherichia coli JM109 ( DE3 ) [ recA1

supE44 endA1 hsdR17 thi $( lac-proAB ) ]由中国科

学院海洋研究所实验海洋生物学重点实验室保

存。重组大肠杆菌 P1由本实验室构建, 带有氨苄

青霉素抗性和 APC基因。

112 方法
11211 质粒 DNA的制备、大肠杆菌感受态的制

备及质粒转化   见文献 ( Sambrook et al, 1989)。
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11212 摇瓶培养   取出 4e 下平板保藏的菌

种,挑取单菌落, 接种于含 5m l LB培养基 (含有

Amp 100Lg /m l)的试管中, 37e , 200r /m in培养过

夜。按 5%的接种量将活化菌种转接到含 100m l

2-YT培养基 (含有 Amp 100Lg /m l)的 500m l摇瓶

中, 37e , 200r /m in,恒温振荡培养。

11213 发酵罐培养   试管培养的过夜菌以

5%接种于 100m l LB摇瓶, 37e , 200r /m in, 培养

8h后按 3%接种于发酵罐, 工程菌 JR1的高密度

发酵在 NBS B ioFlo 3000型 5L自动发酵罐中进

行。整个过程用 2mo l/L HC l和 5mo l/L N aOH控

制 pH = 710。第一种培养方案是在菌体生长至
OD 600约为 1时, 开始流加乳糖, 流加速率为 012g /
(m in# L), 共流加 5h;第二种培养方案是在开始

时流加葡萄糖,流加速率为 012g / (m in# L), 共流

加 3h,搅拌速率不变,溶解氧反而上升时, 开始流

加乳糖,流加速率为 012g / ( m in# L) ,共流加 5h。

11214 菌体培养浓度及 rAPC表达量的测定

见参考文献 (赵方庆等, 2003) ; 菌体总蛋白含量

的测定见参考文献 ( B radford, 1976)。

2 结果
211 rAPC在基因工程菌株 JR1中的表达

重组质粒 pMAL-p2-AP ( 7176kb)转化 E. coli

JM 109( DE3 )后, 进行单菌落培养, 根据 SDS-

PAGE,筛选出工程菌株 JR1。在 LB培养基中进

行表达, IPTG诱导将菌体超声破碎后进行 SDS-

PAGE,转移至硝酸纤维素膜上, W estern blot鉴定

(图 1) ,诱导后的菌体裂解液在膜上出现了明显

的条带,说明 rAPC在工程菌 JR1中得到了表达。

图 1 rAPC在基因工程菌 JR1中表达的免疫印迹分析

F ig11 W estern blot analysis o f rAPC expressed in JR1

11 M arker; 21未诱导的 JR1裂解液;

31诱导后的 JR
1
裂解液

212 不同培养基对菌体生长和 rAPC表达的影响

将工程菌株 JR 1分别接入 LB、2-YT、M 9培养

基中, 以乳糖作为诱导剂。结果如表 1所示, 不

同培养基对 rAPC表达和菌体生长有很大的影

响。在三种培养基中, rAPC在 LB中的表达最

好,而在 2-YT培养基中,不见有 rAPC的表达, 这

可能是由于 2-YT培养基中含有葡萄糖, 菌体不

能利用乳糖所致。工程菌 JR1在 LB培养基中生

长最好, OD 600最终达 4108;而 JR1在 M 9中生长最

差, OD 600值仅为 0178, JR1在 2-YT中的生长情况

介于前两者之间, OD 600为 3173。通过比较工程菌
株 JR1在不同培养基中的生长情况及 rAPC在不同

培养基中的表达情况,发现在 LB培养基中所获得

的生物量最高,因此,相对于其它两种培养基而言,

LB培养基更适合用于工程菌株 JR1的培养。

表 1 不同培养基对重组菌生长及 rAPC表达量的影响

Tab. 1 E ffects o fm edia on the recom binantE. coli and the expression leve l o f rAPC

培养基 最终菌体浓度 (OD 600 ) rAPC表达率 (% ) rAPC生物量 ( g /L )

LB 41 08 211 0 0117

2-YT 31 12 01 0 0100

M 9 01 78 181 2 0104

213 加入无机盐对 rAPC产率的影响

文献报道 (赵方庆等, 2003)无机盐对于质粒

的稳定性有一定的影响,因此有必要找出其合适

的浓度。本文作者研究了磷酸盐对工程菌株 JR1

培养的影响。从图 2可以看出, 当磷酸盐浓度小

于 4g /L时, 随其浓度升高, 菌体最终的 OD 600值

也随之升高;当磷酸盐浓度大于 4g /L时,菌体最

终的 OD 600有所降低。当磷酸盐浓度小于 8g /L

时,浓度升高, rAPC的表达率增加;当磷酸盐浓度

大于 8g /L时, rAPC的表达率有所减少。综合分

析,当磷酸盐浓度为 4) 8g /L时, 最终所获得的

生物量较多。
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图 2 磷酸盐浓度对工程菌 JR
1
生长及 rAPC表

达的影响

F ig. 2 Effects o f different PO3-
4 on the g row th o f JR1

(OD 600 ) and expression o f rAPC (% )

o JR1生长; ) o ) rAPC表达

菌体浓度用 OD 600值表示

214 起始诱导时机的优化
参照文献 (叶姣等, 2001)中诱导剂的用量,

分别在工程菌生长至 OD 600值为 0、014、018、112、
116、210时加入诱导剂,结果表明,在菌体生长期

的各个阶段加入乳糖均有 rAPC的表达。当菌体

生长至对数生长中期 ( OD 600约为 018)时,加入适

当浓度的乳糖, rAPC的表达最高, 这可能是在对

数生长后期,营养的消耗和生长环境的恶化导致

外源基因的表达能力降低。

215 诱导剂乳糖浓度的优化
在合适的起始诱导时机, 向培养液中加入乳

糖,使其终浓度为 0、2、4、6、8和 10g /L。结果发

现高浓度的乳糖对菌体生长有一定的抑制作用,

乳糖加入的浓度过高或过低, 均不利于菌体的生

长及目的产物 rAPC的表达 (表 2)。在摇瓶培养

中, 6g /L乳糖浓度诱导较为适宜。

表 2 乳糖浓度对重组菌生长及 rAPC表达量的影响

Tab. 2 E ffec ts o f lactose concentra tion on the grow th of the recom binantE. coli and the expression leve l o f rAPC

乳糖浓度 ( g /L) 最终菌体浓度 (OD 600 ) rAPC表达率 (% ) rAPC生物量 ( g /L)

0 3105 01 0 01 000

2 3146 181 5 01 152

4 3156 231 7 01 164

6 3172 261 8 01 179

8 3170 261 5 01 173

10 3160 261 7 01 169

216 诱导后基因工程菌 JR1持续时间对表达的

影响

如图 3所示,加入适宜的诱导剂浓度诱导培

养 4h后, rAPC的表达量就达到最大值,此时菌体

仍保持较高的比生长速率, 故发酵液中 rAPC的

含量仍在增加, 诱导培养 5h后, 菌体生长的比生

长速率下降至较低水平, rAPC表达总量不再增加。

所以诱导 rAPC表达的时间宜控制在 5h左右。

217 不同诱导剂对 rAPC表达的影响

乳糖诱导时 rAPC的表达及总的生物量略低

于 IPTG的诱导 (结果未列出 ) , 但乳糖所具备的

无毒和价廉的优点, 使得其在 rAPC的大规模发

酵生产中,仍具有优于 IPTG的潜在价值和优势。

218 基因工程菌 JR1的发酵罐培养

根据以上实验结果, 在摇瓶培养的基础上进

图 3 诱导时间对 rAPC表达的影响

F ig. 3 Effects o f induction tim e on the

expression leve l of rAPC

11 M arker; 2、3、4、5和 6分别为乳糖诱导

1h、2h、3h、4h和 5h后 rAPC的表达情况
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行工程菌 JR 1的 5L全自动发酵罐高密度培养。

在高密度发酵过程中, 考虑到乳糖在有葡萄糖存

在的情况下不会发挥诱导剂的作用, 作者采用了

两种方案,第一种只是在培养的过程中添加乳糖

进行诱导;第二种在培养的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

过程中当搅拌速率下降,溶氧值上升时,开始流加

乳糖。结果表明,第二种方案最终的菌体浓度和

rAPC的表达均好于第一种方案。采用第二种方

案,菌体最终 OD 600达 2118, rAPC表达率为 23% ,

总生物量约为 0192g /L发酵液。

3 讨论
乳糖除作为诱导剂外, 它本身也是一种碳源,

可以被菌体所代谢利用,它的存在会引起菌体的

生理及生长特性发生变化。同时因乳糖只有借助

于乳糖透酶的作用才能进入到菌体细胞内,并经

过 B-半乳糖苷酶的作用转化为异乳糖才能起到

诱导剂的作用, 它的转运和诱导也受多种因素的

影响, 如分解代谢阻遏、糖类调节的诱导剂排斥

等。作者在实验中发现, 如果培养基中存在着葡

萄糖,乳糖就不能起到诱导剂的作用,这可能是由

于基因工程菌在葡萄糖存在时, 总是优先利用葡

萄糖而乳糖不能被菌体吸收造成。然而为了使菌

体达到较高的密度,就需要添加适量的葡萄糖,所

以在高密度发酵过程中控制好葡萄糖和乳糖加入

的时间非常重要。
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Abstract  Phycob ilipro te in is a type o f photosynthetic antenna p igment found in cyanobacteria, rhodo-

phytes, cryptophy tes and certa in dinof lagellates. A ccording to their v isib le absorption properties, the phycob i-l

iprotein fam ily can be c lassif ied into four sub-fam ilies: phycoerythrocyanin, phycoerythrin, phycocyanin, and

allophycocyan in. Phycob ilipro teins have also been found to have ant-i ox idative, an t-i inflammato ry, ant-i tumor

and ce l-l grow th promot ing activ ities. AnAPC ( a llophycocyan in) gene from cyanobacterium Anacy stis nidulans

UTEX625 w as cloned, sequenced and expressed in E scherich ia coli. M ouse e ff icacy study show ed that rAPC

could inh ib it tumor remarkab ly. Isopropy-l B-D-th iogalactopy ranoside ( IPTG ) is an effective inducer for lac

promo ter derived expression system s. How ever, IPTG is tox ic and comparably expensive, w hich is impractica-

b le in large-sca le production of genetica lly eng ineered drugs. To discover a low-cost technique for effic ien t pro-

duct ion of rAPC, in th is paper, the possib ility of using lactose as an inducer to substitute IPTG in the expres-

sion of rAPC in E. coli JR1 was investigated. A t firs,t the recombinant pMAL-p2-AP ( 7176kb) w as trans-

fo rmed intoE. co li JM 109 ( DE3 ). W estern b lot ana lysis revealed that the rAPC cou ld be expressed successfu-l

ly in the recomb inantE. coli JR1. The grow th o f the recomb inantE. coli and the expression o f rAPC were sig-

n if icantly affected by cultivationm edia. Shake-flask cu ltivations in d ifferent med ia ( LB, 2-YT, M 9 ) show ed

that LB med ium is the most appropr iate for the production of rAPC w ith lactose as an inducer. The final cell

densityOD 600 reached 4108 and the expression o f rAPC amount to 2118% of the tota l pro te in in LB m edium,

w hich w asmuch h igher than those in 2-YT andM9. M ineral sa ltmed ia is o ften used to improve grow th and the

stability of plasm id, therefore, shake- flask opt im ization experimen ts were performed w ith d ifferent comb ina-

t ions o fm ineral saltm edia. Re la tive ly good grow th of the recomb inantE. co li was ach ieved by using phosphate

( 4) 8g /L ) . The feed ing stra tegy of inducer is important in the expression of recomb inant prote in. Experiments

w ere conducted to find out the optima l cond itions for induct ion time, inducer concentration, and to tal induc-

t ion time of the expression of rAPC. The h ighest expression rate o f rAPC was measured in the cu ltivations, in-

duced whenOD 600 was about 018 ( phaseⅡ ) . The concentration of 0, 2, 4, 6, 8 and 10g /L lactosew as se-

lected separate ly to eva luate advantageous cond itions for the induction. The concentration o f lactose 6g /L re-

su lted in h igher production of rAPC. A t 4h a fter the induction, the h ighest b iomass o f rAPC ( 0123g /L ) w as
achieved; w hile theOD 600 did not increase after 5h induction. Therefore, the t ime o f the expression of rAPC

shou ld be contro lled at about the 5
th
h. F ina lly the recomb inantE. co li JR1 was cu ltured in aNBS B ioF lo3000

5L ferm entor. The expression of rAPC reached 23% , be ing sim ilar to thatw ith IPTG, and theOD 600 reached

20 in h igh cell density cu lture. The results suggested that rAPC could be expressed in E. coli JM 109 ( DE3 )

w ith lactose as a substitute inducer. The cu lt ivationmethod by lactose induction can reduce the cost of the pro-

duct ion of rAPC.
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