
!" 卷 # 期

$%%! 年 & 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-. $%%!

收稿日期：$%%%/!!/!&，修回日期：$%%!/%!/$%。

基金项目：教育部骨干教师基金资助项目。

" 联系作者。01)：23/&!%/&2%#44% 5 "64；7-8：23/&!%/&23&&6&；9/:-;)：-<;:=>;?@8A); * 1BA* ><

营养条件对 !"#$%&’()* 质粒 #$% 生产的影响
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摘 要 为了考查营养条件对质粒 C+D 的生产影响，采用不同的培养基培养含 E>C+D##/FGH 质粒的大肠杆菌

I,!%4。实验结果表明：碳源、氮源对质粒 C+D 产量有明显的影响。葡萄糖是质粒合成过程中较佳的碳源，蛋白胨

是较佳的氮源。在 ,4J 培养基中，选择合适的硫酸铵浓度对质粒 C+D 的生产有一定的作用。由于 K).，D=E，K)A 能

提供合成核苷酸的氮源，在 ,4K 培养基中添加 !L$MNO 的 D=E，!L%MNO 的 K)A 和 %L6MNO 的 K). 后，经 $%P 培养，质粒产

量可达 $&:MNO。外源核苷也影响质粒 C+D 的产量，通过添加 %L6MNO 胞苷与胸苷的混合物（摩尔比为 !Q!）到 ,4J 培

养基中，质粒 C+D 的产量可达 #&:MNO。
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用质粒 C+D 来免疫动物是 4% 年代才发展起来

的一种新技术，它比用传统的蛋白免疫有更多的优

势，如能激发 0 细胞免疫。这种技术通过将抗原基

因片段重组于强启动子（如巨噬细胞病毒 S,’）下

构建而成，在大肠杆菌中扩增后提取，然后直接免疫

动物。尽管经过多年科学家的努力，目前市场上仍

然没有免疫用质粒 C+D 出售，主要问题存在于下游

加工过程中［! 5 #］。

与蛋白相比，含有人类或非人类基因的质粒

C+D 有很大的分子量（有一些学者认为是纳米微

粒），质粒经常含有 &%%% 5 $%%%% 个碱基对，分子量

约为 #L# T !%3 5 !#L$ T !%3C。目前有较多重组蛋白

发酵条件优化的报道，然而对于质粒 C+D 的发酵条

件研究报道较少，质粒 C+D 发酵条件与重组蛋白发

酵条件不一样。为了选择性地增加质粒 C+D 的产

量，充分的能量来源，丰富的核苷酸池较为有利，而

其他细胞活性成分应当保持最低，如 U+D 的转录与

蛋白质的翻译通常要保持最低。

质粒 C+D 的发酵条件研究是下游加工工艺的

一个中心环节，V’W1<<1B. 首次研究了培养基对质

粒 C+D 产量的影响，然而只是对比了 # 种培养基

（OG，HCHVX，HCSDH）［6］，目前仍然没有有关营养条

件对质粒 C+D 生产的较详细报道。本文选用乙肝

C+D 疫苗 E>C+D#H/FGH 作为质粒 C+D 发酵条件研

究对象，考察了培养基中的不同营养组分对 E>C/
+D#H/FGH 质粒 C+D 的产量影响，重点研究了无机

盐（+F6）$ HV6，# 种氨基酸（K).，K)<，D=E）与核苷（胞

苷，胸苷）对 E>C+D#H/FGH 质粒 C+D 的产量影响。

质粒 C+D 高产量生产对于质粒纯化过程有重要意

义。

+ 材料和方法

+,+ 菌种与质粒

3&0"%*#0"#+ 0(,# I,!%4，含有 E>C+D#H 质粒（由中

国科学院上海生物化学研究所汪垣研究员提供），

E>C+D#H/FGH 是在 E>C+D# 的 30(U!与 .+4F!克

隆点之间重组有 FG=DM 基因而构建成。

+,- 培养基

OG 培养基（MNO）：胰蛋白胨 !%，+-S) !%，酵母抽

提物 &。,4K 矿 物 盐 培 养 基（MNO）：C/葡 萄 糖 $&，

（+F6）$ HV66，+-$FJV6·"F$V 2L%，WF$JV6!#L#，,MHV6

·"F$V !L$，柠 檬 酸 !L"，+-$9C0D·$F$V %L%%26，

S(S)$·3F$V %L%%$&，,<HV6·6F$V %L%!&，SAHV6·$F$V
%L%!&，F#GV# %L%%#，+-$,<V6 · $F$V %L%%$&，



!"#$%&’&()，*+#$) &’( 组成。,-. 的组成为在 ,-/
培养基的基础上加蛋白胨 (&0 而组成，高压灭菌后，

加盐酸硫胺素至 1’230·45 (，最后加入氨苄青霉素

至 (&&30·45 (（67 值 8’2）。

!"# 培养方法

从 49 固体培养基中挑取单菌落，接种于盛有

%234 液体培养基（含 234 49）的试管中，):;震荡

培养 %1<。在 %2&34 的三角瓶中加入 2&34 的发酵培

养基，接入 2&&!4 的菌种，):;，%&&=>3?"，培养 %1<。

!"$ 分析方法

!"$"! 菌量的测定：菌量通过测量菌液在 22&"3 下

的吸光度来确定。

!"$"% 质粒制备与纯化：质粒制备与纯化参照文献

［2］，采用碱溶与玻璃珠结合法。玻璃珠的制备参照

文献［8］。

!"$"# 质粒的浓度分析：选用 @A?B+C 报道的荧光光

度法测量［:］。以不同浓度的"D@E 溶液作标准，用

&’2!0>34 的溴乙锭为荧光染料，在激发波长与发射

波长分别为 2%&"3，8&("3 下测定荧光吸收强度，绘

制标 准 曲 线，所 得 标 准 曲 线 方 程 为 ! F 2’G): H
8%’:2I，" F &’--:。取经适当稀释后的质粒待测溶

液 &’234 与 &’234 溴乙锭溶液混匀后，在室温下放

置 23?"，测定荧光强度，质粒浓度可从标准曲线中

得出。

!"$"$ 氨基酸分析：氨基酸的浓度通过氨基酸全自

动分析仪（E0?$+"B #AJ KL6+ ((&&）测定，样品先经过

(%&&& M 0 离心 23?" 后，将上清液经 &’%%!3 硝酸纤

维素滤膜过滤后用于分析。

% 结果与讨论

%"! 碳源对质粒 &’( 的影响

在 ,-. 培养基中用不同种类的碳源作对比实

验，添加量为 %20>4，结果如表 ( 所示。实验表明 DN
葡萄糖对质粒 D@E 的生产是一种较佳的碳源，当用

乳糖及甘露糖为碳源时效果最差，而用甘油为碳源

时，发现虽然菌量与质粒浓度不如葡萄糖，但质粒浓

度与菌量之比是所有碳源中最高的，这表明甘油对

于增加质粒 D@E 的浓度有一定的作用。

% )% 氮源对质粒 &’( 浓度与菌体浓度的影响

在 ,-/ 矿物盐培养基中用不同的氮源作对比

实验，氮源添加量为 (&0>4。结果如表 % 所示，选用

蛋白胨做氮源能得到最大质粒 D@E 产量，而用胰蛋

白胨作为氮源时，质粒 D@E 浓度与菌体浓度比是所

有氮源中最高的，这表明胰蛋白胨能增加菌体内质

粒 D@E 的含量。当用酵母膏为氮源时发现菌量比

蛋白胨为氮源时增加了近 % 倍，而质粒的含量却增

加不多，主要原因是菌体生长率增加后而导致质粒

的拷贝数下降。

表 ! 碳源对质粒 &’( 浓度（相对误差 * +,）

与菌量的影响

-./01 ! 2331456 73 8.9:7;6 4.9/7< 67;9416 7< =0.6>:? &’(
47<41<59.5:7<（910.5:81 19979 * +,）.<? /:7>.66

#O=PA"

QAR=S+C

.$OC3?T

SA"S+"B=OB?A"

>（30>4）

9?A3OCC

>（0>4）

UOB?A AV 6$OC3?T

SA"S+"B=OB?A" BA

P?A3OCC

DN0$RSAC+ 8 J2 % J& ) J%2

DN$OSBAC+ ( J2 & J1 ) J:2

DNV=RSBAC+ 2 J& % J1 % J&G

QRS=AC+ 2 J1 % J) % J)2

/$LS+=A$ ) J: & J2 : J1&

DN3O""?BA$ ( J8 & J8 % J8:

表 % 氮源对质粒 &’( 浓度（相对误差 * +,）

与菌量的影响

-./01 % 2331456 73 8.9:7;6 <:597@1< 67;9416 7< =0.6>:?
47<41<59.5:7<（910.5:81 19979 * +,）.<? /:7>.66

@?B=A0+"

QAR=S+C

.$OC3?T

SA"S+"B=OB?A"

>（30>4）

9?A3OCC

>（0>4）

UOB?A AV 6$OC3?T

SA"S+"B=OB?A" BA

P?A3OCC

.+6BA"+ 8 J2 % J& ) J%2

K=L6BA"+ 1 J( ( J( ) J:)

W+OCB +XB=OSB 8 J1 1 J& ( J8&

,+OB +XB=OSB 2 J% % J% % J)8

#OC+?" +"YL3OB?S 2 J- ( J: ) J1:

<LT=A$LCOB+

%"# 碳氮比对质粒 &’( 产量的影响

在 ,-. 培养基中，通过改变（@71）% QZ1 浓度，使

碳氮比在一定范围内变化，本文中碳氮比（# [ @）指

的是葡萄糖与硫酸铵的摩尔比，结果发现最终菌量

以及生长速率都不受 #[ @ 比影响，然而质粒的产量

受培养基 #[@ 比影响较大（如图 (），质粒 D@E 产量

在 #[ @ 比为 %’: [ ( 时可达 (&30>4。# [ @ 比对质粒

D@E 的影响较大的原因仍不是十分清楚，9=L+=C［G］认

为大肠杆菌中的质粒 D@E 丢失率与 #[ @ 比有很大

的关系，当大肠杆菌在较高的 # [ @ 比中生长时，葡

萄糖大部分被代谢为乙酸及其它一些次生代谢产

物，而减少了葡萄糖的利用率，这就有可能使细胞中
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质粒的拷贝数受到了影响，而使质粒的产量减少，相

似的结果也被 !’"#$$#%& 发现［’］。

图 ( )*+ 比对质粒 ,+- 的产量（!）（相对误差 . /0）

及生物量（"）的影响

1234( 566#789 :6 )*+ ;<82: :$ =><9?2% ,+- &2#>%（!）

（;#><82@# #;;:; . /0）<$% A2:?<99（"）

!"# 氨基酸对质粒 $%& 产量的影响

在 BCD 培养基中添加 E 种氨基酸后研究 E 种

氨基酸对质粒 ,+- 产量的影响。从代谢过程分析

发现 E 种氨基酸：谷氨酰胺，天冬酰胺，以及甘氨酸

参与合成 / 种碱基［C，(F］。

GD>$ H -9= H D>&#DH GD>I
GD>$ H G-9= H D>&#-H GD>I
GD>$ H -9=#) H GD>I
D>$ H -9=#JH D>I
D>$ H -9=#K H D>I

以上方程是根据氮平衡得到的。为了增加质粒

,+- 的产量，有必要考虑外源加入 E 种氨基酸以提

高质粒 ,+- 的拷贝数。在 BCD 培养基中分别添加

E 种氨基酸，经 G’L 培养后质粒 ,+- 产量的实验结

果表明，添加 E 种氨基酸后质粒 ,+- 的产量分别有

所增加，当 D>& 的添加量为 FM’3NO，D>$ 的添加量为

(MF3NO，-9= 的添加量为 (MG3NO 时，质粒 ,+- 产量可

分别达 /MP3NO，CM/3NO，P 4 F3NO 的较大值。这表明质

粒 ,+- 因为氨基酸限制作用已经有所放大。

进一步，在 BCD 培养基中每升添加 (MG3 -9=，

( 4F3 D>$，F 4’3 D>& E 种氨基酸的实验如图 G 所示，在

培养 G’L 后，D>$ 与 D>& 已基本消耗完，而 -9= 仍有

过量，说明菌体利用 D>$ 与 D>& 较快，添加 E 种氨基

酸后质粒 ,+- 的产量最高可达 G/?3NO。这表明添

加纯的 E 种氨基酸比添加 (F3 蛋白胨能获得更高的

质粒 ,+- 产量。主要是因为菌体在纯氨基酸中生

长的生长率比在蛋白胨中要低，这就为质粒的复制

提供了时间，有利于质粒的复制，提高质粒的拷贝数

与产量。因此在质粒 ,+- 生产中用矿物盐培养基

值得考虑，这也与在氨基酸不充足的情况下质粒

,+- 有效放大理论一致［(F］。

图 G 添加 -9=（"），D>$（$），D>&（%）E 种氨基酸到 BCD 中

后对质粒 ,+- 产量（!）（相对误差 . /0）的影响

1234G 566#789 :6 <%%282:$ -9=（"），D>$（$），D>&（%）2$8: BCD
?#%2I? :$ =><9?2% ,+- &2#>%（!）（;#><82@# #;;:; . /0）

!"’ 核苷对质粒 $%& 产量的影响

脱氧核糖核酸是染色体 ,+- 与质粒 ,+- 的组

成单元，脱氧核糖核酸 %-KQ，%DKQ，%)KQ 是由相应

的 -BQ，DBQ，)BQ 通过了取代 GRS!T 基上的氢而形

成的，%KKQ 是由甲基化 %JKQ 形成的，然后 %-KQ，

%DKQ，%)KQ，%KKQ 直接用于 ,+- 与质粒 ,+- 的合

成。为增加质粒 ,+- 的产量，丰富的核苷酸池通常

是有利的。

核苷作为 ,+- 合成的底物有重要的作用，为了

更高效地增加质粒 ,+- 的产量有必要考虑添加

,+- 合成的底物核苷。添加高浓度的胸苷会在细

胞内形成巨大的 %KKQ 池［((］，同时大大增加 %DKQ 和

%-KQ 池，且减少了 %)KQ 池，而供给胞苷后，则会增

加 %)KQ 池，使质粒 ,+- 的产量再次扩增。因此在

BCQ 培养基中加入摩尔比为 ( *( 的胞苷与胸苷进行

实验，实验结果如图 E 所示。

图 E 添加核苷后对质粒 ,+- 的产量（!）

（相对误差 . /0）及生物量（"）的影响

1234E 566#789 :6 9I==>#?#$8<82:$ $I7>#:92%#9 :$ =><9?2%
,+- &2#>%（!）（;#><82@# #;;:; . /0）<$% A2:?<99（"）

当核苷的添加量为 FM’3NO 时质粒 ,+- 的产量

G(E 生 物 工 程 学 报 (U 卷



可达 !"#$%&，而菌体干重无明显增加。过多的添加

核苷酸作用不明显。

! 结 论

质粒 ’() 的生产近年来受到重视，研究培养基

的组成对质粒 ’() 的产量影响有一定的意义。微

生物的生长与代谢是一个十分复杂的过程，如果考

虑大肠杆菌详细代谢过程将变得非常复杂，由于未

知量过多，以及在不同的生长条件下，动力学参数不

同会导致分析失败。本文从营养物质代谢途径分析

生产质粒 ’() 的需求，重点对氨基酸与核苷酸进行

了研究，发现在 *+, 培养基中添加 ! 种氨基酸 ,-.、
)/0、,-1 能使质粒 ’() 产量达到 2"#$%&，而在 *+3
介质中，添加核苷酸后质粒 ’() 的产量可达 !"#$%&。

致谢 本文得到 波 兰 ,456/7 大 学 分 子 生 物 学 系
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