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[摘要 ] 为了建立枯草杆菌谷氨酰胺合成酶基因重组工程菌 BL21 /pET28b g lnA的高密度培养工艺, 首先以摇

瓶培养为基础, 对影响工程菌生长及目的蛋白表达的因素如培养基、pH值、诱导剂浓度及时间等进行优化, 再扩

大至 BIOTECH 5BG ( 5 L )自动玻璃发酵罐培养, 利用溶氧反馈补料策略进行分批补料, 并在培养过程中保持

20% ~ 50%的溶解氧, 7 0~ 7 5的 pH,以及 1 0 g /L乳糖诱导 12 h, 成功地进行了工程菌的高密度培养,最终细

菌干重达到 48 1 g /L, 目的蛋白的表达量占菌体蛋白总量的 55% , 粗提物酶比活为 10 35U /mg, 整个补料过程细

菌比生长率稳定的控制在 0 1 h- 1左右.
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H igh Density Fed Batch Culture of Escherichia coli BL21 /pET28b glnA
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Abstrac t: To investigate the optim a l h igh cell density culture conditions of recomb inant BL21 /pET28b g lnA to produce

recom b inant G lutam ine Synthetase ( GS) of Bac illus Subtilis, based on the exper im enta l resu lts obtained in shake flask

cu ltivation, the effects of the composition o f the cu lturem edium, the range o f pH, induce r concen tration and induced tim e

on the g row th o f bac teria and the expression leve l o f GS we re ana lyzed. Then the bacter ia we re transferred to B IOTECH

5BG ( 5 L ) DO feed back fed ba tch cu lture system. By keep ing dissolved oxygen at 20% ~ 50% , pH at 7 0~ 7 5, cultu

ring in Optim ized M9M edium and induc ing for 12 h in the presence o f 1 g /L lactose at 37 during fed batch cu ltiva

tion, we perform ed a three tim e repeated culture. Ce ll density of recomb inan tE. co li w as reached to 48 1 g /L under

constant ( 0 10 h- 1 ) specific g row th rates. The express ion leve l o f recom binant prote in GS w as over 55% o f the to tal pro

te in in E. coli. Specific ac tiv ity o f crude ex trac t enzyme w as 10 35 U /mg. A h igh expression and stab ilized cu lture

process o f recomb inan t G lutam ine Synthe tase of Bac illus Subtilis has been established, wh ich founds the basis for further

larg e sca le produc tion o f G lutam ine Synthe tase.

K ey words: G lutam ine synthetase, recomb inan tE. co li, fed batch cu lture, h igh cell dens ity cu lture
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谷氨酰胺合成酶 ( L谷氨酸 氨连接酶, G lutam ine Synthetase,简称 GS)存在于各种原核生物和真核生

物中, 是生物体中最古老也是最广泛存在的酶.它参与了生物体碳和氮的代谢, 在多种氨基酸合成时作为

氮源的供体,是生物体不可缺少的重要酶类
[ 1]
. 谷氨酰胺合成酶和谷氨酸合成酶联合作用催化氨的同化,

最终转变成 L谷氨酰胺 ( L glutam ine, L G ln)
[ 2]
. L谷氨酰胺是 L谷氨酸的 羧基酰胺化的一种条件性必

需氨基酸,是人体血液中浓度最高的游离氨基酸
[ 3]
. L G ln已广泛应用于胃肠道功能修复、缓解运动疲劳、

调节人体免疫和增强脑神经机能等方面
[ 4 8]

, 其市场需求量日渐增长.

目前,酶促合成法生产 L G ln是以 ATP、NH
+
4 及谷氨酸作原料,经谷氨酰胺合成酶 ( GS)催化而成

[ 9 ]
.
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GS作为谷氨酰胺的工业性催化剂, 是极有价值的物质,但是目前高效率、低成本、大规模制造稳定性优良

的 GS的方法尚未见报道, 因此,研究谷氨酰胺合成酶的生产方法具有重要意义.

重组菌的高密度培养 (H igh ce lldensity culture, HCDC )技术能够减少培养体积,缩短生长周期,提高目

标产物的浓度,减少设备投资并简化下游分离提取,为工业化生产降低成本, 因此是基因工程技术走向产

业化的关键环节.高密度培养技术采用增加工程菌对数期的生长时间、相对缩短衰亡时间来提高菌体的密

度,极大地提高产物的比生产率.利用基因重组技术构建的生物工程菌的培养工艺以获得最大量的外源基

因表达产物,要充分考虑宿主、载体和外源基因三者之间相互关系以及工程菌的生长状态
[ 10, 11]

,需要对影

响外源基因表达的多种因素进行分析,即对培养基、补料方式和诱导条件等因素进行优化, 探索出一套适

合于外源基因高效表达的培养工艺. 本研究通过高密度培养技术大量培养工程菌 BL21 /pET28b glnA,乳

糖诱导谷氨酰胺合成酶合成,提高比生产率,降低生产成本,以满足酶法合成谷氨酰胺的基础研究及工业

生产的需求.

1 材料与方法

1 1 实验材料

1 1. 1 菌种和质粒

含 pET28b /g lnA的重组大肠杆菌 BL21( BL21 /pET28b g lnA )由本实验室构建并冻存.

1 1 2 设备和试剂

B IOTECH 5BG自动玻璃培养罐购自上海保兴生物设备工程有限公司;胰蛋白胨和酵母提取物购自英

国 OXO ID公司;丙烯酰胺及甲叉双丙烯酰胺购自 Promega公司; 四甲基乙二胺购自 B ioRad公司; IPTG购

自 Merck公司;蛋白胨购自北京双旋微生物培养基制品厂;乳糖购自广东西陇化工厂; 其他试剂均为国产

分析纯.

1 1 3 培养基

LB培养基
[ 12 ]
作为种子培养基.改良 M9培养基用于发酵罐补料分批培养, 每升含:甘油 10mL, 蛋白

胨 5 g, N a2HPO4 7H2O 12 8 g, KH 2PO 4 3 0 g, N aC l 0 5 g, NH 4C l 1 0 g, M gSO4 7H2O 0 5 g, CaC l2 0 01 g.每

升补料培养基含: M gSO4 7H 2O 2 g,甘油 120mL,蛋白胨 50 g.除特殊说明, 培养基的 pH值全部调为 7 0.

培养基和补料高压灭菌后使用,各种培养基使用前加入卡那霉素至终浓度 50 g /mL.

1 2 实验方法

1 2 1 重组枯草杆菌谷氨酰胺合成酶工程菌菌株的活化与筛选

将 - 20 甘油冻存菌复苏后铺 LB平板培养, 37 培养 24 h,挑选数个单菌落,接种于 4mL LB培养基

中, 37 , 220 r /m in振荡过夜培养后,按 1 100比例转接至 50mL LB培养基中,振荡培养至 A 600值为 1 0~

1 5时加入 IPTG至终浓度为 0 1mmo l/L, 诱导表达 4 h, 全菌 SDS PAGE检测表达情况. 根据电泳结果,选

用 1个单克隆菌株为实验菌株.

1 2 2 培养基碳源浓度优化

选用甘油作为碳源, 在装有 50mL基础 M9培养基 (去除碳源 )的 250mL摇瓶中分别加入 0、5、10、15、

20、25、30mL /L甘油. 按 3%接入活化的种子液, 37 , 220 r /m in振荡培养, A 600值达 1 0~ 1 5时加入终浓

度为 1 g /L的诱导剂乳糖,诱导 6 h,取 1mL菌液作全菌 SDS PAGE电泳.

1 2 3 培养基氮源浓度优化

选用蛋白胨做为有机氮源. 分别向含有最适浓度甘油的 50mL M 9培养基中加入 0, 5, 10, 15, 20, 40,

60 g /L蛋白胨. 3%接种量, 37 , 220 r/m in振荡培养, A 600值达 1 0~ 1 5时加入终浓度为 1 g /L的乳糖, 诱

导 6 h,取 1mL菌液作全菌 SDS PAGE电泳.

1 2 4 培养基酸碱度 ( pH )的优化

( 1) pH对工程菌生长的影响:将改良 M9培养基 (在基础 M 9培养基中添加了甘油和蛋白胨 )的 pH

分别调成 6 0、6 5、7 0、7 5、8 0. 3%接种, 37 , 220 r/m in培养, 2 h调整 1次 pH,测定工程菌在不同 pH

值下的生长曲线.

( 2) pH对 GS表达的影响: 3%接种, 37 , 220 r /m in振荡培养, A 600值达 1 0~ 1 5时将 pH分别调整
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为 6 0、6 5、7 0、7 5、8 0,终浓度 1 g /L乳糖诱导表达 6 h,其间每小时调整 1次 pH,测最终细菌密度,取 1

mL菌液作全菌 SDS PAGE电泳.

1 2 5 诱导剂乳糖浓度的优化

诱导剂乳糖的终浓度分别为 0、0 25、0 50、1 0、2 0、4 0、6 0 g /L. 3%接种, 37 , 220 r/m in振荡培养,

A 600值达 1 0~ 1 5时加入各浓度的乳糖,诱导 6 h,取 1mL菌液作全菌 SDS PAGE电泳.

1 2 6 乳糖诱导时间优化

在上述试验的基础上, 37 持续诱导 14 h. 每隔 2 h取 1mL菌液作全菌 SDS PAGE电泳.

1 2 7 5 L发酵罐高密度培养

参考摇瓶培养的优化条件,采用 B IOTECH 5BG自动玻璃发酵罐进行高密度培养实验. 发酵罐初始工

作体积为 2 5 L,初始搅拌速度 200 r/m in,通气量 3 L /m in,罐压保持在 0 08MPa,培养温度 37 , 3%接种

量接入种子液.每小时取样 1次,测定 A 600和残余甘油浓度等参数, 计算细胞干重以及比生长率 U ( h
- 1

) .

培养分为 3个阶段.第一阶段为分批培养阶段,溶氧逐步下降,逐步提高转速, 控制溶氧在 20% ~ 40% .当

溶氧持续上升时,表明培养基中甘油含量不足,随即进入分批补料阶段.采用溶氧反馈流加策略进行补料,

即通过实验摸索,溶氧反馈 DO的上限值设为 50%,当 DO值高于设定的 DO上限值时即开始流加补料培

养基, 直到 DO值达到下限停止流加, DO的下限值最初设为 40% ,随后根据每小时工程菌比生长率的变

化在 20% ~ 40%范围内进行调整,以确保工程菌比生长率稳定在 0 1 h
- 1
左右.诱导阶段,加终浓度 1 g /L

的乳糖诱导 12 h后,放罐.整个培养过程中, 流加分析纯氨水和 15%盐酸维持 pH在 7 0~ 7 5之间.

1 3 检测和分析

1 3 1 细胞干重和目的蛋白表达量的测定方法

菌体密度的测定采用读取菌液 A 600的值.细胞干重的测定依照 Korz D J
[ 13]
等人的方法,根据实验数据

拟合细胞干重和菌液 A 600值的回归方程为: DCW ( g /L ) = 0 54 A 600.将诱导后菌体的总蛋白经 SDS PAGE

电泳后,考马斯亮蓝 R 250染色, 通过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

Bandscan测定重组产物占菌体总蛋白百分含量.

1 3 2 甘油浓度的测定

培养液残留甘油浓度用普利莱基因工程有限公司的甘油含量 GPO POD酶法测定试剂盒测定.

1 3 3 粗酶的制备

将 50mL培养物 10 000 r /m in、4 离心 10m in,弃上清. 用 5mL的 1 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 5 s,间歇 25 s,功率 100W,全程时间 45m in.超声破碎产物

12 000 r /m in, 4 离心 20m in, 转移上清至另一离心管中,即为粗酶.

1 3 4 GS粗酶活性的测定

GS通常具有两种活性, 即合成酶活性和 谷氨酰转移酶活性. 合成酶活性: G lu+ ATP+ NH
+
4

G ln+ ADP+ P,i参照 Bender等方法
[ 14]

, 测定无机磷; 转移酶活性: G ln+ NH2OH g lutamy l hydrox

amate+ NH
+
4 , 测定 g lutamy l hydroxamate,用南京建成公司的谷氨酰胺合成酶试剂盒测定活性.

1 3 5 培养过程中工程菌的稳定性分析

在培养的最后阶段取菌液进行 10
9
稀释, 取 100 L铺于未添加卡那霉素的 LB平板, 37 培养 24 h

后,从生长的克隆中随机挑取 100个克隆转接到含 50 g /mL卡那霉素的 LB平板上, 37 培养 24 h, 计算

阳性克隆的比例;随机挑取 8个克隆接种到 LB培养基中, 转接诱导测定 GS的表达量.

2 结果

2 1 甘油浓度对 GS表达的影响

甘油可以作为大肠杆菌生长所需要的碳源,而且不会因屏蔽乳糖启动子而影响目的蛋白的表达.实验

结果表明,甘油浓度小于 15mL /L时, GS量随甘油浓度的增加而增加,而当甘油浓度大于 15mL /L时, GS

量增加幅度变小,基本相当,同时,除了甘油浓度为 0, 不同浓度的甘油对 GS在总蛋白中所占的比例略有

影响, 均在 50%左右 (图 1), 所以高密度培养基的甘油浓度定为 15mL /L.

98

南京师大学报 (自然科学版 ) 第 33卷第 2期 ( 2010年 )



图 1 甘油浓度对 GS表达的影响

F ig. 1 Effect of various initial glycerin concentra tion on the expression of GS

M. 预染蛋白分子质量标准化; 1~ 7为甘油含量,依次为: 0、5、10、15、20、25、30mL /L;箭头所示为目的蛋白;

所有试验数据均经过 3次以上重复得到平均值,下同

2 2 蛋白胨浓度对 GS表达的影响

氮源蛋白胨对 GS表达的影响实验结果显示, 添加蛋白胨显著提高 GS的表达量, 而且随着蛋白胨浓

度的增加,细菌密度 (数据未给出 )和蛋白量表达量都有所增高 (图 2a) ,提示高密度培养时提供适量的氮

源对细菌生长和目的蛋白表达的重要性. 因为考虑到蛋白胨浓度大于 40 g /L时培养基灭菌后会产生沉

淀,以及蛋白胨浓度在 5~ 20 g /L之间时 GS表达量基本相当,所以培养基的氮源浓度选用 5 g /L蛋白胨.

由图 2b可知,蛋白胨浓度对 GS在总蛋白中所占的比例影响依然不大,结合碳源浓度实验结果推断, 培养

基的营养成分可能不是影响 GS占总蛋白比率的主要因素,而只是影响工程菌整体的生长.

图 2 蛋白胨浓度对 GS表达的影响

F ig. 2 E ffect o f va rious initia l peptone concentra tion on the expression of GS

M. 预染蛋白分子质量标准化; 1~ 7为蛋白胨含量,依次为: 0、5、10、15、20、40、60 g/L蛋白胨;箭头所示为目的蛋白

2 3 培养基 pH值对 GS表达的影响

培养基的 pH对工程菌生长和表达目的蛋白的影响实验结果显示,中性以及偏碱性环境 ( pH7 0~

7 5)不但适宜重组工程菌 BL21的生长, 也是工程菌高效表达目的蛋白的最佳酸碱度 (表 1,表 2,图 3).同

时由图 3可知,培养基的 pH对 GS在总蛋白中所占的比例虽有影响, 但是不显著, 所以 pH对目的蛋白表

达的影响可能还是在影响工程菌整体的生长上.

2 4 最佳乳糖浓度的确定

乳糖可以对 lac操纵子控制的基因产生诱导作用,相比 IPTG, 乳糖无毒、价格低廉
[ 15]

. 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.由图 4a可以看出,在一定范围内,乳糖终

浓度愈高, GS的表达量也愈高,当乳糖终浓度大于 1 g /L时, GS的表达量趋于稳定. 同时,由图 4b可见,诱

导剂乳糖浓度对 GS表达量在总蛋白中所占的比例影响颇大, 乳糖浓度小于 1 g /L时, GS占比率随乳糖浓
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度的增加而显著增加,而当乳糖大于 1 g /L时,增加变缓. 所以选用 1 g /L乳糖进行诱导.

表 1 pH值对工程菌生长的影响

Tab le 1 E ffect o fm edia pH on the grow th of

the recomb inant bacteria

A600

pH

6. 0 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0

0 h 0. 09 0. 09 0. 09 0. 09 0. 09

2 h 0. 65 0. 72 0. 83 0. 81 0. 75

4 h 1. 33 1. 66 1. 95 1. 88 1. 74

6 h 2. 86 3. 06 3. 36 3. 27 3. 22

8 h 3. 24 3. 46 3. 77 3. 65 3. 59

10 h 3. 55 3. 94 4. 31 4. 12 4. 08

表 2 pH值对 GS表达的影响

Tab le 2 E ffect o fm edia pH on the expression of GS

pH A 600 The express ion ofGS /%

6. 0 2. 24 51. 8

6. 5 2. 36 53. 9

7. 0 2. 65 56. 2

7. 5 2. 58 54. 7

8. 0 2. 43 53. 2

2 5 乳糖最佳诱导时间的确定

了解合理的诱导表达时间对于掌握特定外源基因的诱导表达规律也很关键.比较不同的诱导时间后

GS表达情况发现, GS蛋白在诱导 4 h后即有相当的表达, 诱导 8 h之后表达量以及在总蛋白中所占比例

均趋于稳定 (图 5), 所以诱导表达的时间 8 h最佳.

2 6 高密度培养

培养基中营养物质消耗殆尽时, 细菌的有氧代谢活动下降,导致环境中溶氧的持续上升,加入营养物

质后溶氧又会迅速下降.利用以上原理,通过溶氧反馈控制限制性营养物质的补加速率, 使限制性营养物

质保持在一定的浓度,同时也避免了溶氧的抑制.但是溶氧反馈流加策略也有它的局限性, 主要是不能直

接控制工程菌以适当的比生长率生长,过高的比生长率会造成细菌有害代谢产物的积累从而严重影响细

菌状态,而过低的比生长率又会延长培养时间.针对以上问题,本研究在溶氧反馈的基础上,引入比生长率
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作为调节溶氧反馈临界值的指标,即经过实验摸索, 溶氧反馈 DO的上限值设为 50%, 高于设定的 DO值

即开始流加补料培养基,直到 DO值达到下限停止流加, DO的下限值最初设为 40% ,随后根据每小时工

程菌比生长率的变化在 20% ~ 40%范围内进行调整,确保工程菌比生长率稳定在适宜的 0 1 h
- 1
左右.

图 5 乳糖最佳诱导时间的确定

F ig. 5 The determ ination on optimum inducing tim e for lactose

M. 预染蛋白分子质量标准化; 1~ 8为诱导时间,分别为: 0、2、4、6、8、10、12、14 h;箭头所示为目的蛋白

工程菌 BL21 /pET28b g lnA的高密度培养按照前面的试验方法控制整个培养流程, 得到如下实验结

果,细胞干重达到 48 1 g /L,是摇瓶培养的 24倍, GS蛋白在诱导 4 h后即有相当的表达,诱导 8 h之后表

达量趋于稳定,占细菌总蛋白的 55% (图 6和图 7); 诱导后细菌的生长状态明显受到影响 (图 6), 使本处

于分裂旺盛期的细胞不再快速生长, 而呈现为对数生长末期状态, 可能是因为能量转向目的蛋白的表达.

在补料过程中,甘油的浓度控制在 1 0 g /L左右 (图 6),比生长率稳定在 0 1 h
- 1
左右.

图 6 高密度培养过程中工程菌的生长和甘油浓度的时间曲线

F ig. 6 The tim e curve of the grow th of the recombinant bacteria and the concen tration

o f glycerol during the high cell density culture

甘油浓度; 细胞干重

2 7 目的蛋白活性的检测

因为本研究面向工业生产,考虑到实际成本问题而采用粗酶.将高密度培养诱导 8 h的菌液制成粗酶,利

用谷氨酰胺合成酶试剂盒测定粗酶活性.由于 GS合成酶活性和转移酶活性的一致性以及转移酶活性的易操

作性,采用测定重组 GS的转移酶活性来进行酶活性测定.结果表明含重组蛋白的粗提物酶比活为 10 35U /

mg,而空宿主菌的粗提物 GS酶比活为 0 15U /mg
[ 9]
,经高密度培养表达后酶活性提高了69倍.

2 8 工程菌稳定性检测

培养过程中工程菌的稳定性是高密度培养能否成功的关键因素.在高密度培养结束后,取培养液稀释

10
9
倍后铺 LB平板, 37 培养 24 h, 大约长出 500个克隆, 从该平板上随机挑 100个克隆分别转接到含卡

那霉素的 LB平板上培养,所有克隆全部长出;随机挑出 8个进行诱导表达, SDS PAGE电泳结果显示这 8

个克隆都高表达重组蛋白 (图 8).由此可见研究所用的工程菌 BL21 /pET28b g lnA不受高密度培养的培养

基和补料策略的负面影响.
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图 7 高密度培养过程中的 GS诱导表达

Fig. 7 The expression of GS after the recom binant ba cteria been induced during the high cell dens ity culture

M. 预染蛋白分子质量标准化; 1~ 7为透导时间,分别为 0、2、4、6、8、10、12 h;箭头所示为目的蛋白

3 讨论

图 8 高密度培养过程中工程菌质粒稳定性检验

F ig. 8 The s tabil ity o f E. co li BL21 /pET28b g lnA during the

high cell density culture

M. 预染蛋白分子质量标准化; 1~ 8为 8个随机挑选的单克隆;

箭头所示为目的蛋白

工程菌高密度培养使得工程菌以低成本实现

规模生产成为可能, 这是基因工程技术走向产业

化的关键环节. 重组大肠杆菌的高密度培养工艺

不同于传统的培养工艺, 为了获得尽可能高的细

菌密度和外源目的蛋白表达量, 除了要为重组大

肠杆菌生长和产物表达提供最佳环境条件,包括

成分配比合理的培养基、最佳的生长温度、pH和

溶解氧浓度,还要根据重组菌的生长及产物的表

达特性采取合理的营养物流加策略, 以解决限制

性营养物对细菌生长的抑制, 也弥补了低浓度底

物不利于细胞生长的缺陷. 同时,还要确保这些条

件有利于工程菌的稳定性即每个细菌都有较高的

正确的表达载体的拷贝数.

谷氨酰胺合成酶的获得是谷氨酰胺酶法合成

的一个关节环节. 虽然已有研究利用基因工程的

方法, 通过基因重组, 在大肠杆菌中获得重组 GS, 但是这些研究还主要停留在实验室摇瓶的水平上, 成为

酶法合成谷氨酰胺实现产业化的瓶颈.而本研究将基因重组技术和重组大肠杆菌高密度培养技术有机结

合,实现谷氨酰胺合成酶的大量生产.对于重组的工程菌 BL21 /pET28b g lnA,我们首先通过对摇瓶培养条

件的摸索,确定了有利于高密度培养的培养基,和获得目的蛋白的诱导条件.控制培养过程中 pH、温度、溶

解氧和碳源物质的浓度,并创造性地采用兼顾比生长率的溶氧反馈补料策略,确保工程菌以合适的比生长

率生长,降低了有害废物 (主要是乙酸 )的积累, 始终保持细菌较高的活性状态, 保证了工程菌的稳定性.

最终细胞干重达到 48 1 g /L, GS蛋白占细菌总蛋白的 55%,粗提物酶比活为 10 35 /mg,培养结果的稳

定性和重复性均达到要求,为 GS的进一步规模化生产和应用奠定了基础.
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