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乳糖作为诱导剂对重组目的蛋白表达的影响
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（中国科学院上海生物工程研究中心 上海 $%%$66）

摘 要 将重组粒细胞0巨噬细胞集落刺激因子／白细胞介素06（7809:;／5<06）融合蛋白表达菌=<$!（>?6）（@;-）
作为研究对象，对于以乳糖作为诱导剂时重组目的产物的诱导表达规律进行了深入的研究。分析比较了不同培养

基中，不同生长阶段进行诱导对于产物表达的影响。对诱导所需的乳糖浓度、诱导持续时间长短等因素亦进行了

研究。实验结果表明，在对诱导条件进行优化控制的前提下，利用乳糖作为诱导剂可以达到与5AB7类似的诱导
效果。随后的研究中，将乳糖作为诱导剂应用于高密度发酵过程。这些研究结果为乳糖作为诱导剂最终应用于重

组基因工程药物的工业化生产提供了有益的参考和借鉴。
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5AB7是一种十分有效的乳糖操纵子的诱导
剂。然而由于5AB7对于人体具有潜在的毒性，当
利用5AB7诱导表达应用于人体的重组药物时，有
可能对最终的产品带来一些不利影响。另一方面，

5AB7的价格也较为昂贵，尤其是在较大体积的发
酵罐中进行诱导时，5AB7的应用会造成发酵成本
的增加。

乳糖是一种二糖，没有毒性，另外，由于其低廉

的价格，使其有可能成为替代5AB7的诱导剂。乳
糖本身作为一种碳源，可以被菌体所代谢利用，同

时，作为一种糖类物质，它的存在亦会导致菌体的生

理及生长特性发生变化。与5AB7所不同的是，乳
糖自身无法进入到菌体细胞的内部，它需要借助于

乳糖透过酶（AEFGHIE）的作用，乳糖的转运因此受多
种因素的影响。另外，乳糖进入细胞后仍然不能诱

导<HJ启动子的启动。它需要经过!K半乳糖苷酶
的作用转化为异乳糖（D))()HJL(IE）才会起到诱导剂
的作用［!，$］。总之，与5AB7相比，利用乳糖作为诱
导剂其诱导过程更为复杂和麻烦，也正因为如此，迄

今为止仅有少量的利用乳糖作为诱导剂诱导重组产

物表达的研究报道，而在高密度发酵中应用乳糖诱

导产物表达的研究则少见报道。尽管如此，乳糖所

具有的无毒及价格低廉的特性，使得利用乳糖作为

诱导剂的研究对于重组基因工程药物的工业化生产

具有十分重要的意义。

! 实验材料与方法

!"! 所用主要试剂及来源
蛋白胨（A().@E@L(M）购自日本制药株式会社，

酵母粉购自英国NON5>公司，5AB7购自AF(GEPH
公司，葡萄糖测定试剂盒购自卫生部上海生物制品

研究所，乙酸测定试剂盒购自德国 =(EQFRMPEF
8HMMQERG公司，丙烯酰胺及甲叉双丙烯酰胺购自

;)-SH公司，B?8?>购自 8?T92公司，其余试剂
均购自上海化学试剂采购供应站。

!"# 所用主要仪器及设备
美国+=:温控摇床，德国=*=FH-M=R(ILHL?

!4<发酵罐，美国=R(KTHU8RMR$>电泳仪，=EJS0
GHM公司>V&4%%分光光度计，<2=公司凝胶扫描
仪。美国;(FGH:JREMLRWRJ公司超低温冰箱。

!"$ 所用培养基及其配方
摇瓶培养基：<=培养基，8/培养基，$3B培养

基，配方参照文献［6］。
发酵培养基：HX起始培养基（P／<）：葡萄糖4，

酵母粉4，2$YAN#&，2Y$AN#1，（+Y#）$:N#4，

8P:N#·&Y$N$，氨苄基青霉素（D@）%X!。ZX补料

培养基5（P／<）：葡萄糖#%%，（+Y#）$:N#!%%，



!"#$%·&’($)*。+,补料培养基--：酵母粉)**"／.。

!"# 菌种及保藏

!"#"! 菌种：大肠杆菌/.()（012）（345）由本实验
室构建［%］。

!"#"$ 菌种保藏：将鉴定好的工程菌接入含

)**!"／6.73的./的培养基中，摇床2&8，(9*:／

6;<培养，至生长对数期中后期（!"=**约为)"
),9）时取出，将此菌液各取*,>6.，加入到已灭菌
且含有*,(6.甘油的),96.离心管中，混匀后置
于?&*8低温冰箱中保存备用。

!"% 测定方法

@,#0#A聚丙烯酰胺凝胶电泳（#0#AB7C1）参
照文献［2］。D,菌体培养浓度的测定采用读取

!"=**的值。+,葡萄糖浓度测定参照试剂盒说明
书。E,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#0#AB7C1电泳经扫描后读
出。F,发酵代谢副产物乙酸的测定参照/GFH:;<"F:
!@<<HF;6公司乙酸测定试剂盒说明书。

$ 实验结果与讨论

$"! &’培养基中产物表达的研究
在./培养基中，分别在重组菌生长至!"=**

为*,(>9，*,I=(，),&(&（即菌体生长对数期的初期、
中期和末期）时加入)*"／.的乳糖进行诱导，持续
诱导=H以上，每隔一定时间取样测定菌体浓度并留
样电泳。

图) ./培养基中菌体不同生长阶段（对数期初期、中
期、后期）加入乳糖（)*"／.）进行诱导后目的产物占菌体
总蛋白百分含量随诱导时间延长的变化情况

4;",) 1JJF+KGJ;<E5+K;G<K;6F@<EE5:@K;G<G<
KHF:F+G6D;<@<K3:GKF;<FL3:FMM;G<NFOFN;<./6FE;56
（N@+KGMF+G<+F<K:@K;G<：)*"／.PQGP)，QGP(，QGP2：

;<E5+FE@K!"=**R*P(>9，*PI=(@<E)P&(&）

实验结果表明（图)，图(），在菌体生长的各个
阶段加入乳糖进行诱导，均可诱导出重组产物的表

达。持续诱导2H左右重组产物的表达水平达到最
高，之后开始下降。与-BSC相比，乳糖诱导的重组

蛋白的表达量稍低（占菌体总蛋白(*T左右）。另
外，乳糖的加入造成菌体生长的迟滞。由于乳糖的

转运是一种主动运输的过程，这一过程会造成细菌

质子推动力的暂时消耗［9］，并竞争性的利用菌体的

能量［=］。菌体生长的迟滞可能与此有关。比较而

言，在菌体对数生长期的末期诱导相对较好，此时既

可以得到较高的产物表达，又可获得较高的菌体密

度。

图( ./培养基中菌体不同生长阶段加入乳糖（)*"／.）
进行诱导后菌体的生长随诱导时间延长的变化情况

4;",( 1JJF+KGJ;<E5+K;G<K;6F@<EE5:@K;G<G<KHF
":GUKHGJ#$%&’(/.()（012）（345）;<./6FE;56
（N@+KGMF+G<+F<K:@K;G<：)*"／.PQGP)，QGP(，QGP2：

;<E5+FE@K!"=**R*P(>9，*PI=(@<E)P&(&）

$"$ ()培养基中产物表达的研究
在菌体培养过程中，葡萄糖的存在对于乳糖的

吸收及诱导作用有很大的影响。当培养基中同时存

在葡萄糖、乳糖等几种糖类时，菌体首先选择利用葡

萄糖、乳糖及其它非磷酸转移酶系统（BHGM3HGK:@<MA
JF:@MFMVMKF6）糖类的跨膜转运将被抑制，这一现象
又被称为糖介导的诱导物的排除［&］。在大肠杆菌

高密度发酵中，葡萄糖是一种十分常用的碳源物质。

因此，分析和探讨在以葡萄糖为主要碳源成分的培

养基中乳糖的诱导作用及效果，对于乳糖作为替代

诱导剂应用于重组药物的发酵生产十分必要。

$"$"! 在菌体生长不同阶段进行诱导对产物表达
的影响：将?&*8保存的甘油菌接入含)**!"／6.
73的 !I培养基中，摇床2&8，(9*:／6;<培养过
夜，分别转接于=瓶含73的!I培养基中，接种量
分别为*,(9T，),(9T，9T，)*T，(*T，%*T，2&8
培养约(,9H后，测定每瓶中的菌体浓度分别为：

*,*(&，*,)>9，*,9I9，*,I2*，),2%*，),>==。此时在
每瓶中分别加入(*T的乳糖至终浓度为)*"／.，进
行产物的诱导研究。每隔一定时间取样，立刻放入

?&*8冰箱中保存备电泳。同时测定菌体生长的即
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时浓度。

由实验结果可以看出（图!及图"），在含有葡
萄糖的#$培养基中，乳糖可以诱导重组蛋白产物
的表达。与%&培养基相比，在 #$培养基中重组
产物的表达规律有一定的差异。在对数期初期加入

乳糖不能诱导重组产物的表达，对数中期加入虽可

诱导产物的表达，但需要经过较长时间的迟滞期，且

产物表达量相对较低。对数末期乃至即将进入稳定

期时进行诱导效果最好，产物的表达最高可达到

’()以上。在对数期末期，培养基中葡萄糖的浓度
已接近于零，此时乳糖的利用不再受到葡萄糖的抑

制。

图! #$培养基中，在不同菌体生长阶段加入乳糖
（*(+／%）进行诱导时，目的产物占菌体总蛋白百分含量随
诱导时间延长的变化情况

,-+.! /0012340-56723-453-8195667:93-45453;1:1248<
=-5953>:431-51?>:1@@-45A1B1A-5#$816-78
（A9234@12452153:93-45：*(+／%C*，’，!，"，D，E：-56721693!"E((F

(.(’E，(.*GD，(CD$D，(C$!(，*C!D(956*CH’H）*，’I9@543-5<

67216=JA9234@1

图" 在#$培养基中，乳糖诱导浓度为*(+／%，在不同生
长阶段加入诱导剂后菌体的生长随诱导时间延长的变化

情况

,-+." /0012340-56723-453-8195667:93-45453;1+:4I3;
40#$%&’(&%’*（K/!）（>,7）-5#$816-78
（A9234@12452153:93-45：*(+／%C*，’，!，"，D，E：-56721693!"E((F

(.(’E，(.*GD，(.D$D，(.$!(，*.!D(956*.H’H）

加入乳糖后菌体的生长及重组蛋白的表达均有

一段时间的迟滞期。这可能是由于需要一定的时间

充分诱导和激活乳糖透过酶，以使乳糖进入细

胞［G］。另外，乳糖的转运需要消耗菌体的能量，能

量供应的不足亦有可能造成菌体生长及重组蛋白表

达的迟滞。

!"!"! 乳糖浓度对于目的产物表达的影响：根据

’.’.*节的结果，在菌体对数生长期末期加入不同
浓度的乳糖进行诱导，观察重组产物的表达情况及

其对于菌体生长的影响。

取LH(M保存的甘油菌接入含有N>的#$培
养基中，!HM，’D(:／8-5培养过夜后，取!(8%菌液
作为种子转接于’((8%相同培养基中。!HM培养
约!;左右，测定菌体浓度!"E((约为*.H(，将此培
养液分装于D个无菌三角瓶中（每瓶!(8%），分别
加入乳糖至终浓度各为*，’.D，D，*(，’(+／%进行诱
导，每隔一定时间间隔取样置于LH(M保存备电泳，
同时取样测定其菌体生长密度。

实验结果显示（图D），在一定范围内，乳糖浓度
愈高，重组产物的表达量也愈高。*(+／%终浓度的
乳糖可以诱导重组产物的表达量达到占菌体总蛋白

’()以上。加入乳糖后，重组产物的表达随诱导时
间的增加而增加，至"!D;达到最高，之后产物表达
不再增加甚至有所下降。不同诱导浓度的乳糖均表

现出类似的产物表达的趋势。与OPQR有所不同的
是，乳糖诱导后产物的表达有’;以上的迟滞期。这
一结果与文献报道的结果相一致［$］。

图D 不同浓度的乳糖对于目的产物表达的影响：目的产
物占菌体总蛋白百分含量随诱导时间延长的变化情况

,-+.D /00123403;1A9234@12452153:93-45453;11?>:1@@-45
A1B1A403;1:1248=-5953>:431-5@-5#$816-78

图E为加入不同浓度的乳糖诱导后菌体的生长
曲线。可以看出，当乳糖加入后，菌体生长均出现一

段较长时间的迟滞期。另外，当加入乳糖的量为

*(+／%以上时，菌体的培养浓度达到!" 值".(以
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上，!"培养基所含的#$／%的葡萄糖仅可使菌体密
度生长至!"&’’为#(’左右，可以推断，菌体最终开
始利用部分乳糖作为碳源用于菌体的生长。

图& 不同浓度的乳糖对于目的产物表达的影响：菌体
生长随诱导时间延长的变化曲线

)*$(& +,,-./0,/1-23./04-.05.-5/63/*0505/1-$607/10,
#$%&’(8%#9（:+;）（<)=）*5!">-?*=>

!"# 以乳糖为诱导剂的重组菌高密度发酵研究
根据以上的实验结果，我们尝试将乳糖作为诱

导剂，应用于高密度发酵中，研究在高密度发酵的条

件下乳糖诱导对于重组产物表达的影响。

将@A’B保存的甘油菌接入含有9’’!$／>%
C<的#DE培养基中，;AB，#F’6／>*5培养过夜，将
此过夜菌转接于三瓶含有#’’>%#DE培养基（含

C<9’’!$／>%）的摇瓶之中，接种量9G，继续培养

H1，将其作为种子接入发酵罐中，开始上罐培养。
随着菌体的生长，菌体密度不断提高，发酵罐中的溶

氧持续下降，至培养约I1左右时（此时!"&’’约为

F(’左右），溶氧开始迅速上升。菌体对于氧气需求
的迅速减少，表明此时发酵罐中的营养物质已基本

用尽，开始进行补料（补料培养基J，见材料与方
法）。一旦补料开始，发酵罐中的溶氧迅速下降，菌

体重新进入快速生长阶段。在补料培养基J中含有
一定比例的葡萄糖（碳源）及硫酸铵（无机氮源），由

于这一菌体对于硫酸镁的特殊需求，在补料培养基

J中补充一定量的硫酸镁。整个培养过程中用

&>02／%K3LM调节发酵罐中<M，使其保持在&(H"
A(#之间。通过控制补料培养基流加的速度控制菌
体的比生长速率保持在’(#"’(;之间。在开始诱
导之前’(F1停止加入补料培养基J（即以葡萄糖为
主的碳源浓缩液，见材料与方法），同时开始补加补

料培养基JJ（有机氮源培养基）。当菌体生长至

!"&’’值接近I’时（!"&’’为;A）加入#’G的无菌

乳糖溶液至发酵罐中进行诱导，乳糖终浓度为9’$／

%。发酵过程中菌体的生长曲线如图A所示。在加
入乳糖诱导的前后分别取样测定发酵罐中乙酸的含

量。由测定的数据可知，乙酸的浓度仅为约’(&$／%
左右。而且随着培养时间的延续，由于诱导后不再

加入葡萄糖，乙酸的浓度持续降低。这种情况出现

的原因可能是由于已生成的乙酸被菌体作为碳源重

新加以利用。重组产物占菌体总蛋白百分含量随诱

导时间的变化的曲线如图H。由以上结果可以看
出，菌体最终密度为!"&’’值I’以上，产物表达占
菌体总蛋白的百分含量在9FG左右。

图A #$%&’(8%#9（:+;）（<)=）高密度发酵培养
的菌体生长曲线

)*$(A N60,*2-40,3..=>=23/-?3.-/3/-3.*?35?$607/1
.=6O-0,#$%&’(8%#9（:+;）（<)=）=5?-61*$1.-22?-54*/P
.=2/=6-.05?*/*054

图H 乳糖诱导后目的产物占菌体总蛋白百分
含量随诱导时间延长的变化情况

)*$(H N60,*2-0,6-.0>Q*535/<60/-*5-R<6-44*052-O-2
=5?-61*$1.-22?-54*/P.=2/=6-.05?*/*054

# 结 论
乳糖以其无毒、价廉的特点，使得人们期望能够

利用乳糖用作为JNES的替代诱导物。然而，由于
乳糖本身会引起细胞在转运以及生理代谢等方面的

一系列复杂的变化，需要对菌体生长及诱导条件进
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行更为精细的研究及优化［!"，!!］。本文深入研究了

以乳糖作为诱导剂时，对于#$启动子调控的重组
产物表达及菌体生长的影响及其规律，从中分析并

寻找出适宜的诱导条件及诱导物浓度。在此基础

上，将乳糖作为诱导剂，应用于重组菌的高密度培养

的研究中。菌体培养的最终密度达到!"%""值为

&"以上，重组蛋白产物占菌体总蛋白的!’(。发酵
密度及产物的表达量均低于)*#+作为诱导剂时的

结果，表明乳糖的诱导效果不及)*#+。然而，正如
前面所提及的，乳糖所具备的无毒及价廉的优点，使

得其在重组蛋白的发酵生产中，仍具有其优于

)*#+的潜在价值及优势。本文的实验结果表明，
乳糖可以作为诱导剂应用于#$启动子调控表达的
重组蛋白的发酵生产中。这些研究结果为乳糖作为

诱导剂最终应用于重组基因工程药物的工业化生产

提供了有益的参考和借鉴。
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