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［摘要］( 以重组枯草芽孢杆菌谷氨酰胺合成酶（)*谷氨酸：氨连接酶，+,-./0123 452.63./73，+4 89 :; <; !; "）蛋

白表达宿主菌株 =)"!（>8<）（?8@<9 A谷氨酰胺合成酶）作为研究对象，借助 4>4*BC+8 分析方法，对于用乳糖

诱导由 @’,/D启动子控制的重组目的产物蛋白的表达规律进行了优化研究，分别比较了最佳诱导起始生长量、

所需乳糖的浓度、诱导持续时间、补加乳糖和氨苄青霉素及不同培养基等参数对重组产物表达的影响# 实验结

果表明，对于 @’,/D启动子控制的重组目的产物，乳糖作为诱导剂也可以起到很好的诱导表达效果，诱导产物的

表达量、可溶性及酶活与 EB@+诱导产物基本接近#本研究结果为乳糖作为诱导剂应用于重组大肠杆菌谷氨酰

胺合成酶工业化生产提供了一定的参考依据#
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=( 引言
)*谷氨酰胺是一种对人体十分有益的氨基酸衍生物，它在氨基酸代谢中具有极其重要的地位，已广泛

应用于营养补给、抗疲劳、胃肠道功能修复和提高人体免疫等方面，其市场需求量日渐增长#
目前国内外主要以发酵法生产 )*谷氨酰胺#近年来，酶法合成 )*谷氨酰胺已开始有少量研究［!，"］，在
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这些研究中，所用的谷氨酰胺合成酶（!"）为提取酶，或者没有解决 #$% 再生的问题，因而成本很高，这是
制约酶法合成 &’谷氨酰胺的关键(本实验室以 )*$ +,质粒为载体，将枯草芽孢杆菌谷氨酰胺合成酶克隆
至大肠杆菌 -&./（0*+）菌株，诱导产生大量的重组谷氨酰胺合成酶（!"），在反应中采用粗酶结合新鲜酿
酒酵母发酵的 #$%再生体系，从而使酶法合成 &’谷氨酰胺的两个问题得到解决［+］(
在 )*$系统中，宿主菌在非代谢性乳糖类似物异丙基’!’0’巯基半乳糖苷（ 1%$!）的诱导作用下能产

生大量的 $234#聚合酶，后者特异性的识别 $2 启动子序列，从而高效表达重组蛋白( 1%$!是一种十分有
效的乳糖操纵子的诱导剂，但由于其对人体有潜在的毒性且价格昂贵，应用于大规模发酵生产基因工程重

组药物有一定的局限性，故国内外均已在研究用乳糖代替 1%$!作为 &56 启动子的诱导剂［7，8，9］(本文以含
)*$+, :谷氨酰胺合成酶重组质粒的大肠杆菌 -&./（0*+）为对象，对乳糖诱导目的蛋白表达的各种基本参
数进行了初步的研究(

/; 材料和方法
/< /; 实验材料
/< /( /; 菌种和质粒
; ; 含 )*$+, :谷氨酰胺合成酶重组质粒的大肠杆菌 -&./（0*+）由本实验室构建并冻存(
/< /< .; 试剂
蛋白胨（$=>)?@AB）和酵母粉（CB5D? *E?=56?）购自英国 FGF10 公司；1%$! 购自 HB=6I 公司；丙烯酰胺

（#6=）及甲叉双丙烯酰胺（-JD）购自 %=@KBL5公司；四甲基乙二胺（$*H*0）购自 -J@35M 公司；其余试剂均
为国产分析纯(
/< .; 实验方法
/< .< /; 菌体生长及目的蛋白表达量的测定方法
; ; 菌体培养浓度的测定采用读取 F09NN的值(重组产物占菌体总蛋白百分含量的测定将诱导后菌体的全
菌总蛋白经 "0"’%#!*后通过江苏捷达科技发展有限公司捷达 ON/ 系列凝胶电泳图像分析系统 -5AMD65A
分析确定(
/< .< .; 菌株最佳诱导起始生长量的确定
在重组菌分别生长至 F09NN值为 N< /、N< +、N< 8、N< 2、N< P 时，向培养液中添加乳糖至终浓度为 N< 8 L : &，

+2Q继续诱导 7 R，取一毫升菌液作全菌 "0"’%#!*电泳(
/< .< +; 最适诱导物浓度的确定
分别向处于最佳诱导起始生长量的 2 个摇瓶中分别加入不同量的乳糖，使其终浓度依次为 N< N.8 L :

&、N< N8 L : &、N< / L : &、N< 8 L : &、/< N L : &、8 L : &、/N L : &，+2Q继续诱导 7 R，取 / K&菌液作全菌 "0"’%#!* 电
泳(
/< .< 7; 乳糖最佳诱导时间的研究
在上述实验的结果之上，加入 N< 8 L : &的乳糖，+2Q持续诱导 /N R(每隔 / R 取 / K& 菌液作全菌 "0"’

%#!*电泳(以加 1%$!至终浓度为 N< / KK@S : &的摇瓶 +2Q诱导 8 R为对照(
/< .< 8; 补加乳糖和氨苄青霉素对目的蛋白表达量的影响
在持续诱导 8 R的基础上，补加乳糖至终浓度为 /< N L : &，氨苄青霉素至终浓度为 /NN KL : &，+2Q再继

续培养 8 R，每隔 / R取 / K&菌液作全菌 "0"’%#!*电泳(
/< .< 9; 不同培养基对目的蛋白表达的影响
使用HP 培养基、/ : . 进口 &-培养基、/ : 7 进口 &-培养基、国产原料配制的 &-培养基与进口 &-培养

基进行比较(诱导起始时 F09NN值为 N< 8，乳糖浓度为 N< 8 L : &，+2Q继续诱导 7 R(分别取 / K& 菌液作全菌
"0"’%#!*电泳(
/< .< 2; 表达产物分布的确定
按照上述实验的结果进行放大诱导(将诱导得到的 8N K& 培养物 /N NNN = : KJA，7Q离心 /N KJA，弃上

清(用 . K& / T谷氨酰胺合成酶裂解缓冲液重悬菌体，冰浴超声破碎(超声破碎的设置为工作 8 D，间歇 .8
D，功率 /NN U，全程时间 78 KJA(超声破碎产物 /. NNN = : KJA，7Q离心 /N KJA，转移上清至另一离心管中，得
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到诱导物的上清和沉淀!沉淀用 "## !$ % & ’(’ ’)*+,- ./00-1 重悬，上清取出 "# !$，再加入 "# !$ 2 & ’(’
’)*+,- ./00-1混合均匀；沉淀取 " !$加入 " !$ % & ’(’ ’)*+,- ./00-1混合后上样，上清直接取 2# !$上样，
作 ’(’34567 电泳检测!
%8 28 9: 表达产物活性的鉴定
将上述方法中所得上清即蛋白粗酶液利用氨基酸纸层析法测定诱导蛋白的活性：取 " !$诱导得到的

粗酶液，加入 %# !$ 反应液，;<=反应 #8 " >!并设置空菌 .$32% 的粗提物作为阴性对照!

2: 结果
28 %: 菌株最佳诱导起始生长量的确定
: : 实验结果表明（如图 %），在重组菌分别生长至 ?(@##值为 #8 %、#8 ;、#8 "、#8 <、#8 A 时开始用乳糖进行诱

导均可得到目的蛋白的表达!而在重组菌生长至 ?(@##值为 #8 " 时诱导可获得最大产量的目的蛋白，随后
目的蛋白的产量随 ?(@##值的增加反而下降!

28 2: 最适诱导物浓度的确定
在重组菌生长至 ?(@##值为 #8 " 时加入不同浓度的乳糖，;<=继续诱导 B >，目的蛋白的表达量随着乳

糖终浓度的不同而改变，当乳糖终浓度为 #8 " C D $时为最高，此后随着乳糖浓度的增高，目的蛋白的产量不
再增加（图 2）!

28 ;: 乳糖最佳诱导时间的研究
在重组菌生长至 ?(@##值为 #8 " 时加入终浓度为 #8 " C D $乳糖，持续诱导 %# >，在前 % E " >目的蛋白量

随着时间的延长而增加，从第 @ >开始，目的蛋白量不再随着时间而增加（图 ;）!
28 B: 补加乳糖和氨苄青霉素对目的蛋白表达量的影响
根据上述实验结果，在重组菌生长至 ?(@##值为 #8 " > 加入终浓度为 #8 " C D $乳糖，诱导 " > 后补加乳

糖和氨苄青霉素!所获得目的蛋白与补加前相比有明显的增加，并在补加后第 ; >达到最大!见图 B!
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南京师大学报（自然科学版）: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : 第 2A 卷第 ; 期（2##@ 年）
&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

  万方数据



!" #$ 不同培养基对目的蛋白表达的影响
由图 # 可知：与进口 %&培养基的培养效果相比，国产 %&培养基、’( 培养基的效果有明显差距，而用

) * ! 进口 %&培养基、) * + 进口 %&培养基差别不大,

!" -$ 表达产物的分布
经凝胶成像系统分析由乳糖诱导所获得的目的蛋白 -)" -.以可溶性蛋白的形式存在，见图 -,

!" /$ 表达产物的活性
由图 / 可知，0123和乳糖诱导的目的蛋白均有很高的催化活性,
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!" 讨论
乳糖（ #$%）操纵子是迄今为止研究的最为深入的大肠杆菌基因操纵子，利用其调控机理设计的表达系

统和载体系统已得到广泛应用&乳糖以其无毒、价廉的特点，使得人们期望能够利用其作为 ’()*的替代诱
导物&然而，由于乳糖本身是一种碳源，可以被菌体代谢所利用，引起菌体及生长特性的变化，同时因乳糖
只有借助于乳糖透性酶的作用进入到菌体细胞内，并经过 ! +半乳糖苷酶的作用转化为异乳糖才会起到
诱导作用，所以，需要对乳糖诱导下菌体的生长及诱导条件进行更为精细的研究及优化&
本文对重组枯草芽孢杆菌谷氨酰胺合成酶在大肠杆菌中的表达进行了研究，确定了在使用乳糖为诱

导物时，菌株最佳诱导起始生长量、最适诱导物浓度、最佳诱导时间、补加乳糖和氨苄青霉素对目的蛋白表

达量的影响、不同培养基对目的蛋白表达的影响&结果表明，在优化诱导表达条件之后，与 ’()*诱导相比，
用乳糖为诱导剂时谷氨酰胺合成酶的产量没有降低，相反有所上升，而且目的蛋白绝大部分以可溶的形式

表达&这可能是因为 ’()*不仅对人体具有潜在的毒性，而且也会抑制宿主菌的生长及重组蛋白的表达，而
乳糖不具有毒性，且本身是一种碳源，为宿主菌提供了额外的营养&这表明对大肠杆菌表达的重组枯草芽
孢杆菌谷氨酰胺合成酶而言，乳糖可以作为极佳的诱导剂在工业化生产中广泛使用&
此外，国产 ,-培养基和 ./ 培养基中目的蛋白的诱导表达产量与进口 ,- 培养基相比虽然有一定的

差距，但差距并不大，在实际工业化生产中可以通过成本核算考虑是否采用这些低成本的培养基&本实验
对重组枯草芽孢杆菌谷氨酰胺合成酶的工业化生产提供了一定的参考数据&
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