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重组枯草芽孢杆菌谷氨酰胺合成酶蛋白
在改良 M9培养基中的诱导表达

刘顺谊 ,殷志敏

(南京师范大学生命科学学院 ,江苏 南京 210046)

[摘要 ]　以重组枯草芽孢杆菌谷氨酰胺合成酶 (L - 谷氨酸 :氨连接酶 , Glutam ine Synthetase, GS EC 6131112)

蛋白表达宿主菌株 BL21 (DE3) (pET3C /谷氨酰胺合成酶 )作为研究对象 ,借助 SDS PAGE分析方法 ,对于用乳

糖诱导由 T7 lac启动子控制的重组目的产物蛋白的各种基本参数进行了初步的研究. 研究了最佳本底培养基、

最佳碳源及其最佳添加比例、碳源与诱导物的最适组合 ,并探索了适用于改良型培养基的诱导参数. 实验结果

表明 ,对于重组目的产物蛋白 ,改良型 M9培养基完全可以替代 LB培养基 ;以甘油为碳源 ,可以避免葡萄糖对

T7 lac启动子的屏蔽作用. 以乳糖为诱导物 ,目的蛋白的表达量、可溶性及酶活与以 IPTG为诱导物基本接近. 研

究结果为酶法合成谷氨酰胺的工业化生产提供了一定的参考.
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Abstract: The gene of Bacillus Subtilis Glutam ine Synthetase ( GS EC 6131112 ) was amp lified and

cloned into pET3C, then the recombinant p lasm id was transformed into BL21 (DE3). Many types of M9

medium and LB medium were used respectively to culture the bacteria. The factors such asmedium selec2
tion, carbon source composition, dose of carbon source, best combination of carbon source and inducer

were analyzed in detail. The exp ression efficiency of op tim ized M9 medium and LB medium are almost the

same, which p rovides evidence that op tim ized M9 medium is a p rom ising rep lacement of LB medium in

the industrial p roduction of recombinant Glutam ine Synthetase in the future.
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0　引言

L -谷氨酰胺是谷氨酸的衍生物 ,它在氨基酸代谢中具有极其重要的地位 ,对人体有益. 目前国内外

主要以发酵法生产 L -谷氨酰胺 ,近年来已开始有人研究酶法合成 L -谷氨酰胺 [ 1, 2 ]
. 在这些研究中 ,有些

所用的谷氨酰胺合成酶 ( GS)为提取酶 ,有些没有解决 ATP再生的问题 ,因而成本很高. 本实验室以 pET -

3C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 BL21 (DE3)菌株 ,诱导产生大量的重组

谷氨酰胺合成酶 ( GS) ,在反应中采用粗酶结合新鲜酿酒酵母发酵的 ATP再生体系 ,从而使酶法合成 L -

谷氨酰胺的两个问题得到解决 [ 3 ]
.

目前培养细菌的培养基的主要成分是蛋白胨和酵母提取物 ,这些培养基配料价格昂贵 ,有些还需要使
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用进口试剂配制 ,无法投入实际生产. 还有一些培养基主要含无机盐和少量简单的有机小分子 ,但是其碳

源 (如葡萄糖 )会屏蔽 T7 lac启动子. 甘油是一种常见的有机小分子物质 ,可以与水以任意比例互溶 ,价格

低廉 ,无毒副作用 ,以其为碳源可以完全避免 T7 lac启动子的屏蔽 [ 4 ]
. 乳糖是乳糖操纵子的诱导剂 ,尽管与

IPTG相比 ,其诱导过程更复杂 ,诱导效果也有所不及 ,但避免了对人体的潜在毒性且价格低廉 ,适用于大

规模发酵生产基因工程重组药物 [ 527 ] .

1　材料和方法

111　实验材料

111. 1　菌种和质粒

　　含 pET3C /谷氨酰胺合成酶重组质粒的大肠杆菌 BL21 (DE3)由本实验室构建并冻存 [ 8 ]
.

11112　试剂

进口蛋白胨 ( Tryp tone)和进口酵母粉 ( Yeast Extract)购自英国 OXO ID公司 ; IPTG购自 Merck公司 ;丙

烯酰胺 (Acr)及甲叉双丙烯酰胺 (B is)购自 Promega公司 ;四甲基乙二胺 ( TEMED )购自 B ioRad公司 ;其余

试剂均为国产分析纯.

谷氨酰胺合成酶反应液配方 [ 3 ] (咪唑调节 pH至 615) :

L - Glu 100 mmol/L

NH4 Cl 200 mmol/L

ATP 100 mmol/L

MnCl2 50 mmol/L

11113　培养基

(1) LB培养基 : 10 g蛋白胨 + 5 g酵母粉 + 10 g NaCl加水定容至 1 L [ 9 ] .

(2)M9培养基 : 17 g Na2 HPO4 ·7H2 O + 3 g KH2 PO4 + 015 g NaCl + 110 g NH4 Cl加水定容至 1 L
[ 9 ]

.

1. 2　实验方法

11211　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 A600的值. 重组产物占菌体总蛋白百分含量的测定通过诱导后菌体的

全菌总蛋白经 SDS - PAGE电泳后经江苏捷达科技发展有限公司捷达 801系列凝胶电泳图像分析系统扫

描并经 Band scan分析 ,所得数据均为对 SDS - PAGE图多次分析的平均值.

11212　菌株最佳本底培养基的确定

使用国产原料配制的 LB培养基、1 /2进口 LB培养基、1 /4进口 LB培养基、M9培养基与全进口 LB培

养基进行比较. 诱导起始时 A600值为 015, IPTG浓度为 011 mmol/L , 37℃继续诱导 4 h分别取 1 mL菌液作

全菌 SDS - PAGE电泳 [ 8 ]
.

11213　最佳碳源的确定

由于 M9培养基配方中需添加葡萄糖为碳源 ,但是当以葡萄糖为碳源培养大肠杆菌时 ,可能会屏蔽

T7 lac启动子从而无法表达目的蛋白. 因此以甘油和葡萄糖相比较 ,以 LB培养基为对照 ,探讨甘油作为碳

源的可能性. 分别配制 9种含有不同种类或质量分数碳源的 M9培养基 ,其碳源成份及质量分数依次为

011%葡萄糖、015%葡萄糖、1%葡萄糖、5%葡萄糖、015%甘油、1%甘油、2%甘油、5%甘油、015%葡萄糖

+ 1%甘油. 以加 IPTG至终浓度为 011 mmol/L的 LB摇瓶为对照. 37℃继续诱导 4 h,取 1 mL菌液作全菌

SDS - PAGE电泳.

11214　碳源最佳添加比例的确定

甘油作为碳源是大肠杆菌生长所必需的 ,而过多的甘油会使培养基变粘稠 ,不利于大肠杆菌生长. 因

此在上述实验的结果之上 ,又分别配制 10种甘油质量分数不同的 M9培养基 ,其甘油质量分数依次为

015%、1%、115%、2%、215%、3%、315%、4%、415%、5%. 37℃继续诱导 4 h,取 1 mL菌液作全菌 SDS -

PAGE电泳.

11215　碳源与诱导物浓度组合的确定

由于乳糖在作为乳糖启动子的诱导物的同时 ,也可供大肠杆菌作为碳源 ,所以必须寻找一种甘油和乳
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糖的合适的浓度组合. 因此在上述实验的结果之上 ,以不同浓度甘油的 M9培养基培养重组菌 ,在培养至

最佳诱导起始生长量时添加不同浓度的乳糖和 011 mmol/L IPTG, 37℃继续诱导 4 h,从而确定碳源与诱导

物的最佳组合 ,取 1 mL菌液作全菌 SDS2PAGE电泳.

11216　不同温度对目的蛋白表达的影响

温度对细菌的生长速度及目的蛋白的表达效率均有较大的影响. 因此研究在不同温度下、相同时间内

菌体的湿重及其中目的蛋白所占的比例 ,对于实现目的蛋白的高效表达有极其重要的意义. 在上述实验的

基础之上 ,我们分别在 28℃、30℃、33℃、37℃下用改良 M9培养基培养重组菌 ,在培养至最佳诱导起始生

长量时添加最佳浓度的乳糖 , 37℃继续诱导 4 h,测量其湿菌重量 ,并取相同重量的菌体作全菌 SDS2PAGE

电泳以测量目的蛋白所占比例.

11217　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 50 mL培养物 10 000 r/m in, 4℃离心 10 m in,弃上

清. 用 2 mL 1 ×谷氨酰胺合成酶裂解缓冲液 [ 3 ]重悬菌体 ,冰浴超声破碎. 超声破碎的设置为工作 5 s,间歇

25 s,功率 100W ,全程时间 45 m in. 超声破碎产物 12 000 r/m in, 4℃离心 10 m in,转移上清至另一离心管中 ,

得到诱导物的上清和沉淀. 沉淀用 500μL 1 ×SDS Samp le Buffer重悬 ,上清取出 50μL,再加入 50μL 2 ×

SDS Samp le Buffer混合均匀 ,沉淀取 5μL加入 5μL 1 ×SDS Samp le Buffer混合后上样 ,上清直接取 20μL

上样作 SDS2PAGE电泳检测.

11218　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 [ 3 ] :取 5μL诱导得到

的粗酶液 ,加入 10μL谷氨酰胺合成酶反应液 , 37℃水浴中反应 015 h,并设置转化了空的 pET - 3C质粒的

BL - 21 (DE3)菌株的粗提物作为阴性对照.

2　结果

211　菌株最佳本底培养基的确定

　　由图 1可知 :国产 LB培养基、M9培养基的效果与进口 LB培养基的培养效果差距不大 ,而 1 /2进口

LB培养基、1 /4进口 LB培养基则要差很多. 而相对于其他两者而言 ,M9培养基是一种既能满足重组菌生

长需要成本又相对较低的培养基 ,其成本仅为进口 LB的 1 /10.

212　最佳碳源的确定

由图 2可知 :单纯以葡萄糖为碳源的 M9培养基中目的蛋白几乎没有表达 ,单纯以甘油为碳源的 M9

培养基中目的蛋白有较好的表达 ,而同时含有葡萄糖和甘油的 M9培养基中目的蛋白也几乎没有表达. 说

明葡萄糖会屏蔽乳糖启动子从而屏蔽目的蛋白的表达.
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213　碳源最佳添加比例的确定

由图 3可知 ,添加不同比例的甘油 ,对于目的蛋白在总蛋白中所占的比例影响不大 ,高浓度的甘油只

是能够略微提高菌体的生长速度 ,而目的蛋白比例却有略微下降. 而添加 015% ～2%的甘油 ,则能使目的

蛋白比例随着甘油比例的上升而提高.

214　碳源与诱导物浓度组合的确定

由图 4可知 :在甘油作为碳源的改良 M9培养基中 ,甘油与诱导物的最适组合是 : 2%的甘油作为碳

源 ,添加终浓度为 011 g/L的乳糖为诱导物. IPTG会抑制菌体生长 ,不适合用作诱导物 ;添加过多的甘油反

而不利于目的蛋白比例的提高.

215　不同温度对目的蛋白表达的影响

由图 5可知 :在不同温度下培养的菌体中 ,目的蛋白的比例随着培养温度的降低而下降. 因此 , 37℃是

最佳的培养温度.

216　表达产物的分布

由图 6可知 :由改良 M9培养基和由进口 LB培养基培养所获得的目的蛋白基本上均以可溶性蛋白的

形式存在且表达量相似.

217　表达产物的活性

由图 7可知 :改良 M9培养基和 LB培养基培养所获得的目的蛋白均有很高的催化活性.

3　讨论

乳糖 ( lac)操纵子是目前最为常用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
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统已得到广泛应用. 人们在科研中通常使用 LB培养基来培养重组大肠杆菌. 但是对于工业化生产来说 ,

使用进口原料配制的 LB培养基显然过于昂贵. M9培养基是一种完全由常规无机盐配制的廉价培养基 ,

甘油则是一种工业上常用的廉价化工原料. 在 M9培养基中添加甘油作为碳源之后 ,即成为一种十分有效

的大肠杆菌培养基 ,而其成本却仍然很低 ,即使全部使用分析纯试剂 ,其成本也不会超过 1. 00元 /L ,完全

适用于工业化生产.

本文对培养重组菌的培养基进行了初步的研究和改进 ,确定出适合重组菌生长和谷氨酰胺合成酶表

达的优化培养基配方 ,确定了最佳本底培养基、最佳碳源及其最佳添加比例、碳源与诱导物的最适组合 ,并
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摸索了适用于改良型培养基的诱导参数. 对枯草芽孢杆菌谷氨酰胺合成酶在大肠杆菌中的表达进行的研

究 ,说明了在常用的 M9培养基中添加适量的甘油作为碳源 ,完全可以满足大肠杆菌生长和目的蛋白表达

的需要 ,其培养效果与进口 LB培养基基本类似. 对于重组目的产物蛋白 ,改良型 M9培养基完全可以替代

LB培养基 ;以甘油为碳源 ,可以避免葡萄糖对 T7 lac启动子的屏蔽作用. 以乳糖为诱导物 ,目的蛋白的表

达量、可溶性及酶活与以 IPTG为诱导物基本接近. 与此同时 ,M9培养基在添加了甘油之后的成本却只有

进口 LB培养基的 1 /10左右. 本研究为工业化生产枯草芽孢杆菌谷氨酰胺合成酶 ,从而以酶法合成谷氨

酰胺提供了一定的参考.
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