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摘 要 构建了植物甜蛋白 5%&M8V’:$MW.4XX+1A高效表达的工程菌株，对其乳糖诱导条件进行了优化。乳糖浓度、诱导时间和
诱导温度对菌株生长和目的蛋白表达的试验结果显示，高浓度乳糖对菌株生长有抑制作用（> Y #Z#$），对目的蛋白的表达无
显著影响（> [ #Z#O），时间延长对于菌株生长有利（> Y #Z#$），对目的蛋白的表达因温度不同而不同。进一步的研究表明，以
#ZO\ 乳糖在 !6] ^ I#]诱导 G5对菌株生长和目的蛋白的表达有利，目的蛋白的表达量可达 !#\左右。
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W.4XX+1A（巴西甜）是 31A;等（$HHG）从西非植物
>%$/+5#C,+$5*+ F*+<<%+$+ W41’’1&A 的果实中分离得到
的一种甜蛋白，由 OG 个氨基酸组成，分子量为

"ZO?J，该蛋白甜度极高，以分子量为基础进行比较，
其甜度是蔗糖甜度的 !###倍，以重量为基础进行比
较，其甜度是蔗糖甜度的 O## 倍［$，!］。W.4XX+1A 对热



和 !"有较宽耐受范围，#$%处理 &’仍保持完整活
性。()*++,-.有一个由 /0 个氨基酸组成的异构体
（仅仅缺乏第一个焦谷氨基酸，称为 !"#1!23451
()*++,-.），其甜度更高，是 ()*++,-. 的 6 倍［6，0］，是目
前为止所发现甜蛋白中分子量最小、水溶性最好、甜

度最高的蛋白，具有独特的研究和开发价值。虽然

!"#1!23451()*++,-.具有较为广阔的潜在应用前景，
但是由于受到资源、产地的限制，难以从正常的植物

组织中大量分离纯化得到，又缺乏切实可行的替代

途径，从而限制了其应用。我们按照细菌密码子的

偏爱优化了 !"#1!23451()*++,-. 的编码序列，并构建
其表达载体 !781$%&，在大肠杆菌 (965中得到了表
达，但是表达量较低［&］，在此基础上，采用严紧控制

型菌株 (965（:70）!3;<= 作为表达菌株，使 !"#1
!23451()*++,-.得到了高效表达，并对其乳糖诱导表
达条件进行了优化。

! 材料与方法

!"! 实验材料
!781$%& 载体和 (965（:70）>3;<=菌株均由本实

验室构建和保存。种子培养基和摇瓶发酵培养基均

为 9(培养基。
!"# 实验方法
!"#"! 表达菌株的检测和诱导：!781$%& 载体转化
大肠杆菌 (965（:70）!3;<=，提取重组质粒进行酶切
检测，进一步进行测序检测。完全参照分子克隆实

验操作进行诱导表达［/］，5/? =:=1>@27 凝胶电泳
分析表达结果，蛋白活性的检测采用品尝的方法［&］，

通过与蔗糖甜度的比较，确定其甜度。

!"#"# 菌种活化和培养：将 A B$%、5/?甘油保存
的菌种接种于含 C*.的 9(固体培养基平板上培养
过夜。取单菌落接种于含 /$D9 9( 液体培养基的
6/$D9锥形瓶中，6/$)ED-. 培养过夜后成为活化种
子，以 5F/?的接种量接入含 5$$D9液体培养基的
/$$D9锥形瓶中进行培养和诱导。
!"#"$ 乳糖浓度、诱导时间和温度的优化：当菌液
浓度 ’(G$$达到 $FG H 5F$进行诱导表达，取常用的
温度 0$%和 0B%以不同的乳糖浓度进行诱导表达，
终浓度分别为 $F/?、5?、6?、0?、&?、/?。诱导
至 &’、G’分别取样进行菌体浓度测定和融合蛋白表
达量测定，每个实验 6个重复，求平均值并进行方差
分析，以确定适合菌株生长和目的蛋白表达的乳糖

浓度、诱导时间和温度。最后再在一定范围内与

I>82的诱导效果进行比较分析。

!"#"% 菌体生物量的测定：取培养菌液测定其
G$$.D光吸收值，作为菌体生物量的指示。
!"#"& 融合蛋白表达量的测定：采用多功能荧光分
析系统及软件对 =:=1>@27 的电泳结果进行分析
（购自美国冷泉港仪器公司），灰度扫描测定目的蛋

白的百分比含量及 ’( 值，以确定目的蛋白表达的
相对含量和绝对含量。

!"#"’ 数据的分析：所得数据采用 =>== 55F$ 软件
对所得数据进行单因素或两因素的方差分析（J.,1
K*; *.JL*），并进行多重比较（:4.M*.）。

# 结果

#"! 重组质粒 ()*+!"# 的检测
将质粒 !781$%& 转化 (965（:70）!3;<=后，提取

质粒进行双酶切鉴定，得到与目的片段大小一致的

:N@片段，如图 5箭头所示。进一步的测序结果证
明所得的目的片段与设计的序列完全一致。

图 5 双酶切电泳
O-PQ5 :J4R3, S-P,<T-J. ,3,MT)J!’J),TJP)*D JU >781$%&

5：D*)V,)；6：>781$%& Q

#"# 目的蛋白的表达及其活性检测
I>82诱导后进行 =:=1>@27电泳的结果如图 6

所示。(9651!781$%&比对照菌株和没有诱导的表达

图 6 表达蛋白的 =:=1>@27分析
O-PQ6 =:=1>@27 *.*3;<-< JU (31!781$%&

5，W (31!780$* M43T4), *UT,) L*)-J4< T-D,（0’，&’）；6，#：(31!780$*

-.S4MT-J. *UT,) L*)-J4< T-D,（0’，&’）；0，B：(91!781$%& M43T4), *UT,)

L*)-J4< T-D,（0’，&’）；&，G：(31!781$%& -.S4MT-J. *UT,) L*)-J4< T-D,
（0’，&’）；/：!)JT,-. D*)V,) Q
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菌株多表达了一条大小约为 !"#$的外源蛋白质，此
为带有 %&’·()*的 !"#+,-./!+$%& 融合蛋白。该蛋白
在诱导表达 0 1 23表达量较高。其它杂蛋白的含量
明显降低，经亲和层析纯化后的融合蛋白如图 0所
示，通过品尝检测，其甜度约是蔗糖甜度的 244 倍，
且口味纯正，甜味持久。

图 0 5$5+67-8分析纯化的融合蛋白
9&*:0 5$5+67-8 );).<’&’ => ,/?&>&@A >/’&=; ,?=B@&;

!，C：,/?&>&@A >/’&=; ,?=B@&;；0：D)?#@? :

!"# 乳糖浓度、诱导时间和温度的确定
!"#"$ 乳糖浓度、诱导时间和温度对菌株生长的影
响：在 04E和 0"E培养温度下分别诱导至 23、F3时测
菌液的 ’(F44，结果如图 2所示。方差分析显示，温
度、时间、乳糖浓度对于菌株的生长均有极显著的影

响（) G 4H4!），04E优于 0"E，这和常规大肠杆菌在
0"E生长较好不一致，插入的外源基因可能影响了菌
体的一些生理特征；乳糖浓度对于菌株有明显的抑制

作用（23，) G 4H4!；F3，) G 4H4I），多重比较分析得知，
4HIJ、!J、CJ、0J之间无显著差异，2J和 IJ也无
显著差异。其他浓度之间有极显著差异。

图 2 不同温度和乳糖浓度诱导所收获的生物量
9&*:2 K&=D)’’ )L3&@M@A N3@; &;A/L@A N&B3

A&>>@?@;B L=;L@;B?)B&=; => .)LB=’@
)B A&>>@?@;B B@D,@?)B/?@

!"#"! 乳糖浓度和温度对目的蛋白表达的影响：以
不同的乳糖浓度和温度诱导至 23时取样进行 5$5+
67-8电泳结果如图 I 所示，箭头所指是目的蛋白
（F3时的诱导结果与 23 类似，图略）。对其目的蛋
白的扫描分析结果显示，温度对目的蛋白的表达有

极显著影响，04E优于 0"E（) G 4H4!），所取的乳糖
浓度范围对目的蛋白表达无显著影响（) O 4H4I），
因此可采用低浓度的乳糖进行诱导，又因为高浓度

乳糖对于菌株的生长有一定的抑制作用，以 4HIJ
的浓度诱导比较合适。

图 I 不同乳糖浓度和温度诱导 23
时的 5$5+67-8电泳分析

9&*:I 5$5+67-8 );).<’&’ => @P,?@’’&=; ,?=B@&; &;A/L@A
>=? 23 N&B3 A&>>@?@;B L=;L@;B?)B&=;
=> .)LB=’@ )B A&>>@?@;B B@D,@?)B/?@

! 1 I：&;A/L@A N&B3 A&>>@?@;B L=;L@;B?)B&=; )B 04E（4HIJ，!J，
CJ，0J，2J）；" 1 !!，&;A/L@A N&B3 A&>>@?@;B L=;L@;B?)B&=;
)B 0"E（4HIJ，!J，CJ，0J，2J）；F：D)?#@?:

!"#"# 诱导时间对目的蛋白表达的影响：为了减少
试验误差，将同一温度下以不同乳糖浓度诱导至

23、F3的结果在同一块胶上进行比较，以确定适合
的时间，04E诱导时的电泳结果见图 F，箭头所指是
目的蛋白（0"E的结果与 04E的结果类似，图略）。
对其扫描分析结果分析显示，04E时，诱导时间对于
目的蛋白表达无显著影响。0"E时，F3明显优于 23
（) G 4H4I），可能是因为菌株在 0"E的生长较 04E
延迟。

图 F 04E时不同乳糖浓度诱导不同
时间的 5$5+67-8电泳分析

9&*:F 5$5+67-8 );).<’&’ => @P,?@’’&=; ,?=B@&;
&;A/L@A )B 04E N&B3 A&>>@?@;B

L=;L@;B?)B&=; => .)LB=’@ >=? A&>>@?@;B B&D@
! 1 I：&;A/L@A N&B3 A&>>@?@;B L=;L@;B?)B&=; >=? 23（4HIJ，!J，CJ，

0J，2J）；" 1 !!：&;A/L@A N&B3 A&>>@?@;B L=;L@;B?)B&=; >=? F3（4HIJ，

!J，CJ，0J，2J，）；F：D)?#@? :
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!"# 与 $%&’诱导效果的比较
为了比较乳糖和 !"#$诱导的结果，选择一系列

温度，采用 %&’(()*+, !"#$ 和 %&-.的乳糖分别诱
导 /0后对收获的生物量和目的蛋白表达量进行比
较。结果如图 1、2所示。从图 1 可以看到，以乳糖
为诱导剂菌株生长优于以 !"#$为诱导剂。方差分
析表明，诱导剂和温度对菌株生长均有极显著影响

（! 3 %&%4）。菌株在 ’25 6 7’5之间有良好生长。
从图 2可以看到，乳糖诱导时杂蛋白明显要比 !"#$
诱导时多，对其扫描结果进行分析表明，温度和诱导

剂对目的蛋白的表达有极显著影响（! 3 %&%4），以
!"#$为诱导剂明显优于以乳糖为诱导剂，无论是
!"#$诱导还是乳糖诱导，菌株在 ’25 6 7%5诱导时
目的蛋白的表达优于其它温度。

图 1 不同温度和诱导剂诱导 /0时所获得的生物量
89:;1 !<=>?@= A9B0 =9CC@D@<B *E?B)F@ ?)<?@<BDEB9)<

EB =9CC@D@<B B@(G@DEB>D@ C)D /0

图 2 不同温度下分别以 !"#$和乳糖诱导
的 HIHJ"K$L电泳分析

89:;2 HIHJ"K$L E<E*MF9F )C @NGD@FF9)< GD)B@9< 9<=>?@=
OM !"#$ )D *E?B)F@ EB =9CC@D@<B B@(G@DEB>D@

4 6 -：9<=>?@= A9B0 !"#$ EB =9CC@D@<B B@(G@DEB>D@（’P5，’25，7%5，

7’5，7/5）；1 6 44：9<=>?@= A9B0 *E?B)F@ EB =9CC@D@<B B@(G@DEB>D@（’P5，

’25，7%5，7’5，7/5）;

( 讨论

QDERR@9<是一种高甜度、低热值的非糖甜味剂。
由于发现较晚，对于其基因工程的研究还较少，’%%%
年，KFFE=9J")DB@ 等将 QDERR@9< 基因在大肠杆菌中融
合表达得到了具有活性的蛋白［’］。’%%/ 年李光林
等克隆表达了 QDERR@9< 基因，表达量可达 ’-.［P］。
’%%-年李春丽等优化了 "#$JG$*>4JQDERR@9<的编码序
列，在 Q,’4中得到了表达［/］，但是，总体而言，普遍
存在着表达量不高，活性偏低等问题。在前期研究

的基础上采用严紧控制型菌株 Q,’4（IL7）G*MFH 作
为表达菌株，使 "#$JG$*>4JQDERR@9< 的表达量得到了
提高，目的蛋白占菌体总蛋白的 7-.，但是融合蛋
白的活性只有蔗糖甜度的 /%%倍，比报道的结果要
低一些［’］，可能是融合蛋白在空间结构上与天然蛋

白有一定的差异，具体原因还有待于进一步分析。

!"#$是一种十分有效的乳糖操纵子的诱导剂，
但是由于 !"#$对于人体具有潜在的毒性，并且价格
昂贵，在大规模发酵生产中，通常不用 !"#$ 诱导。
乳糖是乳糖操纵子的天然诱导物，与 !"#$不同的是
乳糖必须借助于乳糖通透酶的作用进入细胞，并经

!J半乳糖苷酶的作用转化为异乳糖后起诱导作
用［1］。其诱导过程更为复杂，诱导效果也不及

!"#$，尽管如此，乳糖因其无毒、廉价的优点对基因
工程产品的工业化生产具有重要的意义。本文深入

研究了以乳糖为诱导剂时，影响菌株生长和目的蛋

白表达的浓度、诱导时间和温度等因素，从中分析并

寻找适合菌株 Q*’4JGL#J%&’ 生长和诱导的条件。结
果表明，’25 6 7%5以 %&-.的乳糖诱导 /0对于菌
株的生长、诱导非常有利，目的蛋白的表达量可达

’-.左右。一般以乳糖诱导表达的结果在 ’%.左
右，如张毅等以乳糖诱导白细胞介素 7的表达量可
达总菌体的蛋白的 4-.，刘永庆等以乳糖诱导生长
抑素的表达量在 ’%.左右［2，S］，这可能和携带的目
的基因不同有关，也可能与起始的 ()P%%不同有关。

本实验兼顾了表达量和菌体的收获量，有利于提高

单位体积设备的生产能力。为了减少实验的误差，

本实验尽量在条件一致的情况下比较结果，并采用

了统计方法分析结果，使得结果更为可靠，为在发酵

罐内进行分批发酵和补料发酵提供了参考。
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远程投稿、审稿系统使用中常见问题解答

关于初次投稿：

问：我已经注册，并按照要求提交了稿件，为何在已投稿一栏查不到我的稿件？

答：估计您提交稿件的步骤没有进行完毕，稿件尚在草稿箱中。请用您的用户名和密码进入，点击尚未完成的稿件，继续

“下一步”，一定要完成 D个步骤，至最终出现“欢迎投稿”界面才可。此时编辑部才可以看到您的文章，一般当天即有回复，告
知稿件编号。

问：编辑部您好，我的稿件已经上传成功。但这时我却发现文章中有一处错误，请问我怎么修改原文？

答：请将修改后的文章 ,;$&?发过来（/[<\ &;7 $/7 /4），注明稿件编号，编辑部将帮您替换掉原文。
问：我想查询稿件的审阅情况，可在作者稿件查询栏中输入了用户名和口令却怎么也登录不上去，为什么？

答：在稿件查询时，如果输入用户名和密码仍不能登录，可能是 ]8浏览器的问题，请反复刷新几次就可以了。

关于上传修改稿：

问：我已将稿件修改稿发至贵刊的邮箱和网上投稿系统里各一份，编辑部邮箱回复已经收到，可网上投稿系统里收到没

有啊？我上传稿件时未见到“上传成功”的字样啊，麻烦查一下投稿系统里有没有？谢谢，等待回复！

答：可能是您上传的程序有误。上传修改稿的具体步骤如下：凭注册的用户名和口令，从“作者查稿”进入；在“投修改稿”

一栏中，先点选稿件题目（注意：一定要先点选题目，否则无法提交）；然后在“上传修改稿”模块中，上传本地机的“修改说明”、

“修改稿件”等文件。若文章需要高清晰、高质量的图片，可通过“上传图片”提供给编辑部高质量的 1T8N 或 Z]- 格式的图片
文件。每个文件上传成功后，均会有”上传成功”的提示。请最后“上传修改稿”。稿件自动从“投修改稿”箱中消失，标志修改

稿已经返回编辑部，至此完成整个修改过程。

关于审稿：

问：我写完审稿意见后，为何再次进入时看不到书写的意见了？

答：您写完后如果暂时不想提交，需要临时保存，请一定要点击“保存”后再退出系统；如果是审稿结束，请点击“审稿完

成”即可，这样意见就不会丢失了。

问：为何我点击“审稿完成”后，就无法再上传我修改过的原稿了？

答：如果要上传有您修改痕迹的原稿，请一定在点击审稿完成之前，否则系统已锁定，将无法再上传了。

问：我是在 @)*%修订模式下对稿件进行修改的，如果将有修改痕迹的稿件提交后，作者在修订的地方用鼠标一点，就会出
现审稿人的姓名（我的电脑事先设置的姓名）和修改时间，而审稿人不希望作者直接看到，请问如何解决该问题？

答：为了隐去审稿人的信息，可以在打开 @)*%文档后，点击“工具”、“选项”之“用户信息”，在此窗口里修改您的“姓名”和
“缩写”，这样显示出来的“修订信息”就不再是您的真实全名了。当然，如果您没有修改，编辑部也会在替换掉您的姓名之后

再提交作者浏览，保证对所有审稿人信息保密。
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