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摘　要:血管生成抑制素是新近发现的一种血管生成抑制因子。摸索了含人血管生成抑制素基因的大肠杆菌
E.coli工程菌的培养条件, 确定了合适的宿主菌 、 培养基及培养的 pH, 发现适当的提高 pH, 能有效减少代谢副

产物乙酸的抑制作用。
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　　人血管生成抑制素 ( hAGN) 是新发现的血管

生成抑制因子, 是人血纤溶酶原的一个内片段, 相

当于其kringle1-4。它能特异地抑制内皮细胞的增

殖, 并高效地抑制血管的生成和肿瘤的生长和转

移, 有开发和应用前景。后来发现 kringle1-3 比

kringle1-4有更强的抑制肿瘤及血管的形成的活

性
[ 1]
。但来源于自然界的 hAGN 资源非常有限, 因

此采用基因工程技术生产 hAGN非常必要 。大肠杆

菌是最常用的表达异源蛋白的原核系统 。当合适的

表达系统建立后, 通过高密度发酵技术, 可以极大

的提高外源基因的表达量, 而大肠杆菌在生长时往

往会产生副产物乙酸, 随着发酵密度的提高, 乙酸

的积累对菌体的生长和表达有明显的抑制作用, 逐

渐成为制约大肠杆菌工程菌高密度发酵的最主要因

素
[ 2]
。基因工程教育部重点实验室先后构建了能表

达hAGN ( kringle1-4) 和 hAGN ( kringle1-3) 的大

肠杆菌工程菌
[ 3, 4]
。本文报道宿主菌及发酵培养基

的选择, 培养条件的优化并着重探讨了如何减少乙

酸的抑制作用。

1　材料和方法

1.1　菌种和质粒

E .coli DH5α( supE44 、  lac、 U169 、 (φ80lacZ

 M15) 、 hsdR17 、 recA1 、 end A1 、 gyrA96 、 thi_1 和

relA1 ) 。E .coli TG1 ( supE 44 、 F
-
、 thi_1 、 thr_1 、

leuB6 、 lacY1 、 tonA21) 以上菌株均由本室保存 。

重组质粒 pBVA2, pBV49_1由本室构建, 表达质粒

pBV220由中国预防医学科学院病毒学研究所病毒

基因工程国家重点实验室构建, 中山大学生物防治

国家重点实验室转赠 。

1.2　培养基

2×YT 培养基:w =1.6%蛋白胨, w =1%酵

母膏, w=0.5%NaCl, pH 7.0。2×YT固体培养基

为含 w=1.5%琼脂的 2×YT培养基 。

1.3　种子制备

取甘油种子接于含 100 mg L 氨苄青霉素的 2×

YT 培养基中, 30 ℃200 r min活化培养过夜, 作为

培养种子。

1.4　发酵培养

种子液按 φ=10%接种量转接于适当体积

( 500 mL三角烧瓶中盛 50 mL 2×YT 为宜) 含 100

μg mL Amp 的新鲜 2×YT 培养基中, 30 ℃250 r 

min振荡培养 2 ～ 3 h, 至 A600 =0.6时, 转移至 42

℃水浴诱导培养 3 h, 离心收集菌体 。

1.5　菌体浓度的测定

以吸光度表示, 发酵液稀释后, 以培养基为对

照, 于波长 600 nm测定吸光度 ( A600 ) 。

1.6　蛋白含量的测定

总蛋白的测定用 Bradford方法, SDS_PAGE 凝

胶光密度积分扫描分析在 Kodak 公司的 EDAS 120

型凝胶成像系统上进行, 其扫描分析采用 Pharma-

cia Biotech公司的 ImageMaster软件。

1.7　表达产物的 SDS_PAGE分析

诱导表达的菌体经超声波破碎后, 离心收取上

清液, 按文献 [ 5] 的方法进行。

2　结果与讨论

2.1　大肠杆菌工程菌 TG1 pBVA2和 TG1 pBVK13

的表达鉴定

　　两株工程菌在 2×YT 培养基中 30 ℃培养至
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A600后 42 ℃诱导 3 h。细胞裂解液进行 SDS_PAGE。

结果如图 1。重组转化菌 TG1 pBVA2 和 TG1 pB-

VK13分别在 45 000及 40 000 bp附近出现了一条蛋

白带, 对照菌则没有。免疫印迹实验结果显示:

40 000及 45 000 bp两条蛋白带都能与人纤溶酶原抗

血清特异结合 (图略 ) , 说明血管生成抑制素

( kringle1-4) 和 ( kringle1-3) 在大肠杆菌 TG1中

得到了表达。

图 1　工程菌 TG1 pBVA2和 TG1 pBVK13

表达产物的 SDS_AGE分析

Fig.1　SDS_PAGE analysis of expression products from

E .coli TG1 pBVA2 and TG1 pBVK13

1:Protein marker;2:TG1 pBVA2 non_induced;

3:TG1 pBV220 induced;4:TG1 pBVA2 induced;

5:TG1 pBVK13 induced

箭头 a指的是 hAGN k1-4 蛋白的表达位置;

箭头 b 指的是 k1-3蛋白的表达位置

2.2　宿主菌的选择

大肠杆菌的不同种和亚种由于所含的蛋白酶不

一样, 其生理因素, 如产酸等, 对外源基因的表达

有不同的影响
[ 6]
。本论文比较了 DH5α和 TG1两种

大肠杆菌菌种作为宿主菌的生长和表达特性。图 2

表明, 在 2×YT 培养基中, TG1的比生长速率 μ

为0.71, DH5α的 μ为 0.43。可见在 2×YT 培养基

中TG1的 μ远大于 DH5α。

μ=
1
x

dx
d
t

其中, x 指的是细胞浓度, 由 ln A600对培养时间

(前 3 h) ,按方程 ln A600=μ·t-c 作直线回归得到 。

　　hAGN ( k1-4) 及 hAGN ( k1 -3) 在 E.coli

DH5α和 TG1中的表达情况如图 3。光密度积分扫

描结果显示:hAGN ( k1-4) 在 TG1中表达量占总

蛋白的17.5%, 在 DH5α中为 18.8%;hAGN ( k1-

3) 在 TG1 中表达量占总蛋白的 15.4%, 在 DH5α

中为 11.1%。

　　综合以上结果, 宿主菌 DH5α和 TG1对 hAGN

的表达影响不大, 但在 2×YT 培养基中 TG1的 μ

远大于DH5α, 因此采取TG1作为宿主菌 。

图2　E.coli TG1和 DH5α的生长曲线

Fig.2　Growth curve of E.coli TG1 and DH5α

图 3　宿主菌 ( DH5ê , TG1) 对 hAGN ( k1-3)

和 hAGN ( k1-4) 表达的影响

Fig.3　Expression of hAGN ( k1-3) and hAGN ( k1-4)

in E.coli TG1 and DH5α

1:DH5α pBVA2 non_induced;2:TG1 pBV220 induced;

3:TG1 pBVA2 induced;4:DH5α pBVA2 induced;

5:TG1 pBVK13 induced;6:DH5α pBVK13 induced

2.3　培养基的筛选

培养基优化是高密度发酵的关键之一 。大肠杆

菌工程菌的高密度发酵要获得高生物量和高表达产

物, 需要投入几倍于生物量的基质, 以满足细菌生

长繁殖及表达外源基因产物的需要, 根据在基本培

养基中的菌体生长量可以推导出每种元素获得 1 g 

L的大肠杆菌菌体所需的无机盐 ( L
-1
) :0.77 g

NH4Cl, 0.125 g KH2PO4 , 17.5 mg MgSO4·7H2O, 7.5

mg K2SO4 , 0.64 mg FeSO4·7H2O, 0.4 mg CaCl2
[ 6]
。除

了采用营养丰富的 2×YT 培养基 ( w =1.6%蛋白

胨, w=1%酵母粉, w( NaCl) =0.5%)为种子培养基

外,重点研究了高密度发酵培养基。在参考一些大

肠杆菌工程菌高密度发酵文献[ 7, 8]的基础上, 设计

了发酵培养基。

培养基 A1, A2, A3 成分( L
-1
) :KH2PO4 13.3 g 、

( NH4 ) 2HPO4 4 g 、MgSO4·7H2O 1.2 g 、Citric acid 1.7

g 、微量元素,其中A1, A2, A3葡萄糖的质量浓度分

别为20, 10, 6 g L。

培养基 B1, B2, B3 成分 ( L
-1

) :NH4Cl 1.33 g 、

KH2PO4 3 g 、K2HPO4 15 g 、MgSO4·7H2O 0.1 g 、微量元

素, 其中 B1, B2, B3葡萄糖的质量浓度分别为 20,

10, 6 g L。
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培养基C1, C2, C3成分( L
-1
) :Yeast 10 g 、MgSO4

·7H2O 2.4 g 、NH4Cl 0.2 g 、KH2PO4 4 g 、K2HPO4 4 g 、

Na2HPO4·12H2O 7 g 、微量元素,其中C1, C2, C3葡

萄糖的质量浓度分别为 20, 10, 6 g L。

培养基 D1, D2, D3成分( L
-1
) :Yeast 10 g 、NH4Cl

1.33 g 、NaH2PO4 5.5 g 、Na2HPO4 9 g 、MgSO 4·7H2O 1

g, 其中 D1, D2, D3葡萄糖的质量浓度分别为 20,

10, 6 g L。

2.4　不同的培养基对菌体生长和基因表达的影响

上述 12种培养基接种 TG1 pBVA2后, 30 ℃培

养, 每2 h 取样测菌液光密度, 连续测 8 h, 以 ln

A600对培养时间按方程 ln A600 =μ·t -c 作直线回

归, 计算 μ, 观察不同的培养基对菌体比生长速率

的影响, 结果如表 1。 E.coli TG1 pBVA2 在 D3 培

养基中有最高的比生长速率。

取具有较高比生长速率的培养基 B3 、 C3 、 D3,

研究其对 hAGN 表达的影响 。接种 TG1 pBVA2后,

待 A600长至0.6时, 42 ℃诱导 3 h, 测 hANG的表达

水平, 观察不同培养基对 hANG k1-4表达的影响 。

表1的结果表明, 工程菌的表达水平在 3种培养基

中差别不大, 但由于工程菌在 D3培养基中有更高

的比生长速率, 因而在后续的高密度培养中取 D3

为发酵培养基。

表 1　不同培养基对工程菌 TG1 pBVA2

比生长速率及表达水平的影响

Tab.2　Effect of culture media on the growth rate and

protein expression level of E.coli TG1 pBVA2

培养基 A1 A2 A3 B1 B2 B3

μ h-1 0.46 0.54 0.52 0.45 0.48 0.55

表达水平 % - - - - - 21.1

C1 C2 C3 D1 D2 D3

0.60 0.68 0.59 0.72 0.73 0.79

- - 23.5 - - 23.3

2.5　不同 pH 的培养基中乙酸对菌体生长和 hAGN

表达的影响

　　采用 D3 作为发酵培养基, 调节 pH 分别为

5.8 、 6.4 、 7.0 、 7.6 、 8.2, 在每个 pH 做 1组 2 个

摇瓶, 其中 1个不含乙酸, 另 1个含有 5 g L 的乙

酸。接种后, 30 ℃培养, 每小时取样测菌液 A600

值, 连续测 4 h 。以 ln A600对培养时间按方程 ln

A600=μ·t-c 作直线回归, 计算 μ, 观察不同 pH

的培养基中乙酸对菌体生长的影响 (图 4) 。

　　按以上组合接种后30 ℃培养至 A600 0.6, 42 ℃

诱导 3 h, 测 hANG ( k1-4) 的表达水平, 结果如

图4 。

图 4　不同 pH 的培养基中乙酸对

菌体生长和蛋白表达的影响

Fig.4　Effect of acetate on the growth rate and

expression level of E.coli TG1 pBVA2 at various pH

　　以上结果表明:当 pH过高和过低时, 对工程

菌的生长和表达都不利, 没有乙酸存在时, pH 为

6.4, 7.0及 7.6, 对菌体的生长和表达区别不大。

而有乙酸存在时, 菌体的生长和表达水平下降, 但

随 pH 提高, 蛋白表达量有明显提高, 表明提高 pH

能降低乙酸的抑制作用 。
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Cloning and Sequencing of Hemoglobin β_Chain cDNA

from Orange_spotted Grouper ( Epinephelus coioides)

YIN Zhi_xin, HE Jian_guo

( School of Life Sciences, Sun Yat_sen University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:Phage clones were randomly selected from leukocytes cDNA library of orange_spotted grouper and used as tem-

plates for PCR amplification using λTriplEx 5&3LD_Insert Screening Amplimers.Then the expression sequecne tags

( ESTs) were sequenced.The hemoglobin β_chain cDNA was isolated from the library.It consists of the longest open

reading frame of 444 bp that encodes of 147 amino acids.Using a computer software ( Compute pI MW at

http:  www.expasy.cn ) , the calculated relative molecular mass of the hemoglobin β_chain is 16 544, with the pI of

6.95.It shows a 73.0% amino acid sequence identity with common carp beta globin type_3.The distal and proximal

histidine residues at the heme binding region were conserved.The functionally important residues that are involved in the

contacts with the heme and contacts between subunits were highly conserved.

Key words:orange_spotted grouper;hemoglobin β_chain;expression sequence tags ( ESTs) ;cDNA library

(上接第 57 页)

Effect of Culture Condition on the Growth and Expression of

Recombinant E.coli ( hAGN) and on the Control of Acetate

ZHOU Lian, LUOJ in_xian, ZHANG Tian_yuan, SUN Ci_huang, CHEN Hong

( Key Laboratory of Genetic Engineering of Ministry of Education∥

School of Life Sciences, Sun Yat_sen University Guangzhou 510275, China)

Abstract:The cultural condition of recombinant E.coli ( hAGN) was studied.The appropriate host strain, culture

media, and pH was determined and found that the inhibition of acetate on gene expression could be decreased by in-

creasing pH.

Key words:E.coli;angiostatin;culture condition;acetate
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