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摘 要 9406(70B-)26（9I/）是来源于南美树蛙 @"2,,(A%;)&+ 6#0(,(*皮肤的含有 ]]个氨基酸的抗菌肽，在非极性环境中形成!F
螺旋型结构，具有抗菌活性强、抗菌谱广的特点。将 9I/基因克隆于 ;N=]!5载体上，转化大肠杆菌 ^Y!"（IN]），对这一工程菌
株的培养条件进行了优化。通过正交试验，考察诱导时机、诱导剂量和诱导时间三个因素的不同水平对蛋白表达的影响，结

果发现诱导时机的影响尤为显著，考察了 8种不同培养基对表达量的影响，发现培养基中加入葡萄糖对目标蛋白的稳定表达
起了重要的作用，确定最佳培养条件为：培养基为 ! _ U= ‘ $a%b葡萄糖，诱导时机为 BCM$$ c $a8左右，诱导剂 X[=\加入的终

浓度为 $a"DD()dY，诱导时间为 #>。采用前期恒 ;R、后期指数流加的策略进行工程菌 ^Y!"（IN]）d;N=]!5F547的高密度培养，在
整个流加过程中，通过控制葡萄糖的加入量，将菌株的比生长速率控制在 $a"%>e "，乙酸浓度也被控制在较低的水平（ f !BdY），
但是质粒丢失严重，在发酵结束时，约有 #$b的大肠杆菌中不带质粒，这导致了目标蛋白的表达量下降严重，但是表达的目标
蛋白 8$b以上为可溶性形式。表达的融合蛋白无抑菌活性，而裂解后得到的 9I/单体具有明显的抑菌活性。
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近些年来，病原菌产生的日益严重的抗药性使

越来越多的抗生素被淘汰，抗性抗生素被淘汰的速

度远远快于新的抗生素被开发的速度，因此寻找新

来源的抗生素成为医药研究开发人员所面临的紧迫

课题。多肽抗生素由于其结构与作用方式和传统抗

生素有根本的区别，极有可能成为一种新的对付抗

性致病菌的长效治疗药物。抗菌肽 H-798.7:2359是
从南美树蛙 +$,**)-%./"( 0’#)*)& 皮肤中分离的含有
’’个氨基酸的多肽，经肽链及结构分析发现，与
%7.F+07)459 0 具有相似的前体结构和抗菌谱，是
%7.F+07)459家族中的一员［$］。%7.F+07)4590 是具有
广谱抗菌活性的多肽家族，一般具有 #N O ’I个氨基
酸，它们是首个发现的对伴随免疫缺陷综合症和使

用免疫抑制药物而出现的丝状真菌感染具有致命效

应 的 脊 椎 动 物 多 肽［# E ’］。初 步 研 究 表 明，

H-798.7:2359的抗菌谱与 %7.F+07)459 0 相似，对一些
致病真菌的致死浓度低于后者，而且对哺乳动物细

胞无毒，是一种极有前途的抗真菌多肽药物［I］。

抗菌肽具有潜在的重要临床应用价值，但获得

大量天然产物面临着巨大的困难，利用基因工程的

方法来生产抗菌肽是降低成本的一条有效途径。迄

今为止，已有大量抗菌肽在各种表达体系如大肠杆

菌、酵母、昆虫等获得表达，但其普遍存在的表达水

平低、多肽纯化困难等问题仍待解决［D E N］。! A #)*’
表达系统是基因工程产业化中理想的系统。因 ! A
#)*’培养方便、周期短、成本低廉而倍受人们的青
睐。重组蛋白在大肠杆菌表达系统中能否获得高产

受诸多因素的影响。首先是菌种与载体，不同菌种

在相同的条件下，表现出的特性迥然不同。有的菌

种可达到较高的菌体密度，如 PQ$BD 能达到 ’B:("；
有的产酸较多，在相同条件下，! A #)*’ PQ$BK 的产
酸量是 !"#$的 I倍［R］。质粒载体的拷贝数及稳定
性对外源基因的表达也产生很大影响。具有强启动

子的质粒载体能以较高水平表达外源蛋白，但高表

达会引发包涵体的大量生成。因此，选择合适的菌

种和载体是发酵能否达到高产的前提条件。其次是

培养基的成分与配比［K］，为满足工程菌发酵中能量、

元素和特殊养分的需求，培养基除含有一定的 S、T
源外，盐类分子及微量元素也是不可缺少的。另外，

如何诱导对外源基因的表达水平有着关键性的作

用［$B］，综合考虑诱导时机、诱导剂量和诱导时间，不

但可获得较高的蛋白表达水平，同时可一定程度上

影响目标蛋白中可溶性蛋白的含量，提高纯化的效

率与回收率。本实验中所采用的是高拷贝的

)&*’#+质粒，带有 *N启动子和 $BK个氨基酸残基的
硫氧还蛋白融合部分和多聚组氨酸的纯化标签，是

一个适合高效表达可溶性外源蛋白的载体。

) 材料与方法

)*) 菌株
抗菌肽 H-798.7:2359大肠杆菌表达菌株 ! A #)*’

!"#$（%&’）()&*’#+,H%L，本实验室构建（图 $）。抗
菌肽活性测试菌株 ! A #)*’ U$#%’$由本室保存。

图 $ )&*’#+,+-.的主要特征
V5:A$ W1;7F+451 .7).70794+4589 8= .7376+94

=7+42.70 8= )&*’#+,+-.

)*+ 培养基
"!、#?X*、QK等培养基配方参见文献［$$］。种

子培养基为 "!培养基。分批发酵培养基（:("）：蛋

Y$Y 1$’2%"% 3)/&2(* )4 5’)6%#$2)*)7, 生物工程学报 #BBD，Z83C#$，T8CI



白胨 !"，酵母粉 !"，葡萄糖 !"，#$%&’( (，)*$%&’(·

+$%$’ ,，（)%(）$ -’( !.$，)%( /+ ".$ 和微量元素溶
液，该溶液中含有（012）：34-’(·5%$ ’ ".""!，/*/+$·

6%$’ ".""(，)*$37’(·$%$’ ".""$，84/+$ ".""$，

/9-’(·5%$’ ".""+，%:;’( "."""5，<=-’(·,%$’ "."$，

/*/+$·$%$’ "."$，30-’(·,%$’ ".:。补料培养基（01
2）：葡萄糖 ,""，酵母粉 !,5，蛋白胨 !,5，30-’(·,%$

’ $，培养液的 >%值全部调为 ,."。高密度发酵培
养基同上。高密度发酵补料培养基（012）：葡萄糖
$""，酵母粉 ,"，蛋白胨 ,"，30-’(·,%$’ 5.,，培养液
的 >%值全部调为 ,."。
!"# 培养方法
!"#"! 种子培养：发酵菌种要用新近转化和鉴定
的菌株。从平板中挑取单菌落于 5 ?2 2;培养基中
:,@培养过夜。
!"#"$ 摇瓶发酵：将过夜培养的种子液以 $A接种
量接入到含 :" ?2 $ B CD培养基的 $5" ?2摇瓶中，
:,@，$$"E1?F4培养。
!"#"# 分批补料发酵：发酵采用 ;F7=40F4==EF40 公
司 #2<$""" :.,2发酵罐，初始工作体积为 !.6 2，按
5A接种量接入种子液，发酵温度为 :"@，培养分分
批培养（;*GHI）和分批补料（<=JKL*GHI）两个阶段。第
一阶段溶氧逐渐下降，通过提高转速控制溶氧在

:"A以上，当培养基中葡萄糖耗尽，溶氧和 >%上升
后，串联（H*MH*J=）溶氧和搅拌转速，控制溶氧 $"A
并采用指数流加的方式补料。流加过程中，根据菌

体生长需要和发酵体积的变化，在恒定溶氧的条件

下，指数流加葡萄糖和氮源，控制平均比生长速率在

".!5 IN !。待 !"6""达到 O" 左右开始诱导，加入

P&DQ至终浓度为 ".! ??7+12，培养 : R ( I。
!"% 分析方法
!"%"! 菌体浓度测定：测定发酵液在波长 6"" 4?
处的吸光度，确定菌浓。

!"%"$ 抗菌肽 STU融合蛋白表达量的测定：菌液
经离心后，进行 !$A -T-K&SQV 分析，采用 <UKOW"
凝胶成像系统（上海复日公司）分析目标蛋白表达

量。

!"%"# 葡萄糖及乙酸浓度的测定：发酵液中残留
葡萄糖浓度测定采用葡萄糖测定试剂盒操作。乙酸

浓度采用 %&2/法测定［!$］，无水乙酸钠作为标准品，
浓度分别为 "、!、5、!"、!5、$"012。高效液相色谱分
析采用 S0F+=4G X7EL7Y -;KSZ /!W 分析柱（S0F+=4G 公
司，8’U;S[ -;KSZ，(.6?? B $5"??），流动相为

>%$.6的 ".!A磷酸溶液，用紫外检测器在 $!"4?检
测，流速为 !?21?F4，分离时间为 W?F4。标准曲线以
标准品的浓度为横坐标，以峰面积为纵坐标绘制。

!"%"% 工程菌质粒稳定性的检测［!:］：在发酵过程
中，每隔 $I取样，测其 !"6""值，然后将菌液以灭菌

的 &;-稀释至 !"6"" \ ".$左右，再将该稀释度的菌
液稀释 !"5倍，各取 !""!2菌液涂布不含氨苄青霉素
和含有 !""!01?2氨苄青霉素的 2;平板，置于 :,@
培养箱中培养 !6I，计算在两种平板上的菌落数，质
粒的稳定性由以下算式确定：

质粒稳定性 \ S?> ]平板上的菌落数
S?> N平板上的菌落数 B !""A

!"%"& 抗菌肽抑菌活性的测定：取对数生长期的
# ^ $%&’ #!$T:!细菌培养液经磷酸缓冲液洗涤 $次后
定 !"65"至 ".:，将 !5!2的菌液与 $W5!2 2VQ培养
基（!A蛋白胨，".5A酵母浸出物，"."$A 30-’(，

".$A柠檬酸，!A #$%&’(，".$A葡萄糖）混合，加
入 $""!2不同的待测样品，在 :,@恒温摇床中温育
!("?F4后以冰水浴冷却，以 !"65"测定 # ^ $%&’ #!$T:!

的生长。阳性对照为终浓度为 $""!01?2的氨苄青
霉素，阳性对照为 &;-缓冲液。

图 $ 抗菌肽工程菌 ;2$!（TV:）1>VD:$*KSTU
及 ;2$!（TV:）1>VD:$*的生长曲线

<F0^$ QE7_GI H9E‘=M 7a ;2$!（TV:）1>VD:$*
*4J ;2$!（TV:）1>VD:$*K*JE

$ 结果

$"! 工程菌 ’($!（)*#）+,*-#$./.01的生长曲线
将 ;2$!（TV:）1>VD:$*K*JE 与对照菌株 ;2$!

（TV:）1>VD:$* 在 :,@下进行培养，每小时取样测
(6""，绘制生长曲线（图 $）。由图可知，STU基因的
导入对工程菌的前期及中期生长有微弱的抑制作

用，但不很显著，在生长后期与对照菌达到一致的菌

浓。说明以融合蛋白的形式表达抗菌肽可以降低其

对宿主菌的毒害作用，未明显增加宿主菌的代谢负

担。
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!"! 正交试验确定最佳诱导条件
菌体诱导后，物质能量代谢及生理生化状态都

发生了巨大的变化。外源蛋白的表达将与宿主本身

代谢所需要的前体和能量进行竞争，若诱导过早或

过晚，由于菌体早期活力不足或晚期有害代谢产物

的积累都会使外源蛋白表达急剧下降；若诱导剂量

过大，会导致菌体生长受到抑制甚至发生死亡；若诱

导时间过长，目标蛋白会被大量降解，严重影响产

率。由此看出，诱导时机、诱导剂量和诱导时间对外

源蛋白的表达均具有不同程度的影响。通过正交试

验考察诱导时机、诱导剂量和诱导时间三个因素的

不同水平对蛋白表达的影响，结果发现诱导时机的

影响尤为显著（表 !）。在确定最佳诱导时机为
!""## $ #%&左右，为降低生产成本选取较低的诱导
剂量———#%! ’’()*+ ,-./，诱导时间确定为 0 1，最
终蛋白表达量提高到 234（图 3）。

表 ! 培养基优化工作表及结果
#$%&’ ! ()*+,+-$*+./ .0 12&*23’ ,’4+2,

56)7689

’9:;6’
+< +< = >& 2 ? @. = >&

2 ? @. =

/ #%A4（#*$）
2 ? @. = /

!%#4（#*$）
2 ? @. = /

!%A4（#*$）
2 ? @. = /

2%#4（#*$）

.B8C97 -8(*4B !&%2 2D%! 2&%D 2"%! 30%D 30%! 3E%D

B BFB)GH9: IG J’B87K;9L98 M(N7L989 (F JOJP-Q/R

表 5 正交试验优化工作表及结果
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图 3 正交试验各组蛋白表达情况
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!"> 培养基对 ;<=融合蛋白表达的影响
培养基的成分与配比对工程菌的代谢和蛋白表

达具有关键性的作用，尤其在发酵过程中可以通过

控制 5、[源的比例及微量元素、盐类分子的含量等
降低有害代谢产物的积累，增强菌体活力，提高外源

蛋白的表达水平。

通过尝试不同的合成培养基，在上述最优条件

下进行诱导表达，最终目标蛋白含量达到 2D4左
右，同时使破壁后上清中杂蛋白的含量降低，简化了

后续的纯化。通过在原有培养基的基础上添加一定

浓度的葡萄糖，解决了外源蛋白本底表达高的问题，

同时进一步丰富了培养基的营养，使菌体生长快速

终密度增加，提高并稳定外源蛋白的表达量在 3A4
左右（图 0）。
!"? 分批补料发酵
参考摇瓶实验的结果，采用分批补料的方式培

养重组大肠杆菌 <+2!（OR3）*WR.32BPB:8生产抗菌肽
融合蛋白。结果发现蛋白表达水平相对于摇瓶发酵

明显降低。分析原因：发酵过程中几次较大的 W\
波动使菌体产生应急反应，影响了其正常的生理代

谢；由于罐上发酵较摇瓶操作时间长，因此质粒的稳

定性直接影响目标蛋白的表达（图 A）。
!"@ 高密度发酵
采用前期恒 W\、后期指数流加的策略进行工程

菌 <+2!（OR3）*WR.32BPB:8的高密度发酵。由两次失
败的发酵实验得知，补料流加若不加以控制会导致
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图 ! 不同培养基的蛋白表达情况
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图 F 摇瓶发酵与分批补料发酵中目标蛋白表达的比较
"#$%F K.72)3#-.* ./ 0)3$(0 23.0(#* (423(--#.* #* -’):(
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图 I 高密度培养中各参数的变化曲线
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菌体生长过快而发生溶菌，因此采用指数流加的策

略严格控制菌体的比生长速率。当发酵罐中的初始

葡萄糖（9E $Q<）在培养 I’耗尽的时候，开始进行指
数流加补料，在整个流加阶段，葡萄糖的浓度控制在

9DE $Q<以下以避免培养液中乙酸的生成和积累，乙
酸的累计量在整个发酵过程中控制在较低的水平

（ R 9DF $Q<），比生长速率也控制在 ED9F ’S 9。虽然

采取了丰富的培养基和严格的发酵控制，但结果发

现，目标蛋白的本底表达严重，最终蛋白表达量很

低。发酵进行 ;T’ 后最终菌体密度达到 !"IEE U
99A，细胞密度达到 !E $Q< PKV，目标蛋白表达量为
FG左右。但是有 !EG的大肠杆菌失去了质粒（图
I）。质粒的不稳定是导致蛋白表达急剧下降的主要
原因。虽然产量不高，但经后续处理发现，目标蛋白
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!"#以上都以可溶的形式存在，这在一定程度上简
化了后续纯化并提高了蛋白纯化回收率。同时表

明，若能提高质粒稳定性，可溶性目标蛋白在高密度

培养时获得高水平表达具有较大潜力。

!"# 重组抗菌肽 $%&’()&*+,-’的抑菌活性测定
对经镍螯合层析纯化的重组融合蛋白 $%&’

()*、经 +,-%裂解后的反应混合物及纯化后的 ()*
单体，考察它们对 ! . "#$% /01)20生长的抑制活性，
结果表明，融合蛋白没有抑菌活性，而融合蛋白的裂

解混合物和纯化后重组 ()*表现出明显的抑菌活
性（图 3，图 4）。

图 3 融合蛋白 $%&’()*的溴化氰裂解及纯化
567.3 $%6869:’;);’<(=> ?9?@AB6B CD $%&’()* 8@:?E:F GA +,-%

?9F HI%6D6:F %()*
0： H:HJ6F: K?%L:%B； 1： $%&’()* HI%6D6:F GA ,61 M ’8N:@?J697

8N%CK?JC7%?HNA；2：H:HJ6F: K6&JI%: @AB:F GA +,-%；O：%()* HI%6D6:F GA

8?J6C968 6C9’:&8N?97: %:B69.

图 4 重组融合蛋白 $%&’()*及 ()*的抑菌活性测定
567.4 $N: ?9J6G?8J:%6?@ ?8J6E6JA ?BB?A CD %:8CKG69?9J

DIB6C9 H%CJ:69 $%&’()* ?9F ()*
(：9:7?J6E: 8C9J%C@；-：HCB6J6E: 8C9J%C@；+：HI%6D6:F DIB6C9 H%CJ:69；)：

DIB6C9 H%CJ:69 8@:?E:F GA +,-%；>：HI%6D6:F %()*.

. 讨论
由于抗菌肽分子中富含碱性氨基酸，更易受到

胞内胰酶样蛋白酶的攻击，分子中过多的正电荷会

与带负电的 ),(和 *,(发生相互作用，从而干扰
),(的复制和 *,(的转录［0O］，几乎所有的研究都
表明抗菌肽必须以融合蛋白的形式才能在大肠杆菌

中实现表达［01］，而且对与其融合的载体蛋白有选择

性［P Q 3，0R］。本实验研究的蛙皮抗菌肽 (F:9C%:7I@69
是一个在 22个氨基酸中含有 P个赖氨酸的抗菌肽，
等电点为 !S3，它比同一家族的其它 F:%K?B:HJ69B含
有更多的碱性氨基酸，可能会更深地破坏膜的稳定

性，从而表现出更强的抗菌活性［O］，但是这也可能成

为它在大肠杆菌中表达更为困难的原因，以前的实

验也证实了这一点。经过筛选，得到了能在大肠杆

菌中高效稳定表达 ?F:9C%:7I@69的菌株 -T10（)>2）U
H>$21?’?F%，但是与没有外源基因的菌株 -T10
（)>2）UH>$21?相比，它对培养和诱导条件仍然更为
敏感和苛刻，培养基中的碳源、氮源的含量对表达的

影响至关重要，在 T-培养基中，目标蛋白的表达量
只占菌体蛋白的不到 1"#，而在添加了葡萄糖的 1
V W$培养基中，这个数字可达到 23#以上，而 -T10
（)>2）UH>$21?中表达的 $%&(载体蛋白的量的变化
就小得多。另一方面，诱导剂 X<$=的加入时机对目
标蛋白 $%&’()*表达量的影响也不容忽视，当 -T10
（)>2）UH>$21?’?F%的 &’P""在 "S4 Y 0S" 之间时加入
诱导剂，目标蛋白可以正常得到表达，而在此范围以

外，融合蛋白表达急剧降低，甚至不表达；而对载体

蛋白 $%&(来说，&’P""在 "SP Y 0S1 之间时加入诱导
剂，表达量的变化不大。

尽管在整个发酵过程中，葡萄糖浓度、乙酸浓

度、比生长速率的控制都比较理想，但是，质粒的丢

失仍比较严重，在最初的 1"N，大约 P"#的大肠杆菌
丢失了质粒，但是到发酵结束时，含有质粒的细菌恢

复到了 P"#。在摇瓶培养中，较低的温度对
H>$21?’?F%质粒在 ! . "#$% -T10（)>2）中的稳定存
在是有利的，因此将上罐发酵的温度确定为 2"Z 。
在罐上培养的早期，融合蛋白 $%&’()*的本底表达
可以完全得到抑制，一些研究者认为诱导外源蛋白

的表达会使质粒不稳定，这可能是由于外源蛋白对

宿主菌产生毒性［0P，03］。$%&’()*的本底表达可能具
有同样的影响。但是随着发酵的进行，细菌代谢产

物和细胞自溶外泻的蛋白在发酵液中积累，不含质

粒的细胞似乎变得对不利的环境更加地敏感，因此

在发酵后期，含有质粒的细胞的比生长速率超过了

不含质粒细胞的比生长速率，其中 $%&’()*的本底
表达在这个过程中扮演了重要的角色。有实验表
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明，对 !"# 启动子的诱导方式可以影响质粒的稳定
性，用 $%&’诱导比用乳糖更易导致质粒的丢失［()］。
在批次发酵中提高菌株 *+,(（-./）01.&/,"2"34质粒
分配稳定性的工作还需进一步地完善，溶氧、培养基

组成、流加方式以及诱导方式的改变都可以被作为

改进的因素加以考虑［(5］。
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息服务。有不同意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。

本刊全文内容按照统一格式制作，读者可上网查询浏览，并订阅本刊（ZFF1：00@PC#SOA 1:48B38#"!@A #B7A #=）。
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