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大肠杆菌!"#$（%&’）磷酸转乙酰基酶缺陷变株的发酵研究

张惟材" 邓兵兵 彭清忠 黄培堂 朱厚础
（军事医学科学院生物工程研究所 北京 !$$$"!）

摘 要 研究了340(,#CD#!（E;5）及其磷酸转乙酰基酶（F6G）缺陷变株9H22发酵过程中菌体生长和有机酸产

生情况，并以肿瘤坏死因子（6)9）为外源蛋白表达的模型考察了IJ-基因缺陷对外源蛋白表达的影响。在摇瓶培

养条件下，IJ-变株6)9的表达水平比亲株提高了#5K。在2D发酵罐中进行了补料分批培养试验，在不限制比生

长速率的条件下IJ-变株能够以较长时间和较高比生长速率保持对数生长，最终达到5#L2M（ENO）／D的菌密度，

6)9的总表达量达#L3M／D；而在相同条件下，以CD#!（E;5）为受体菌的对照组最高菌密度为!4L2M（ENO）／D，

6)9总表达量只有$L38M／D。表明IJ-变株对于提高工程菌外源蛋白的表达和实现高密度培养具有一定应用价

值。分析了补料分批培养过程中发酵液有机酸组成和含量的动态变化情况，发现IJ-变株乙酸累积水平明显降低

（为亲株乙酸累积水平的8#K）的同时，其他几种有机酸（丙酮酸、乳酸、琥珀酸）的累积有显著增加的趋势，使发酵

液中总有机酸浓度增加了!#5K，其中乳酸的累积是影响菌体进一步生长的主要因素。
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在工程菌发酵过程中，乙酸的大量累积不利于

菌体的高密度培养和外源蛋白的高表达。利用代谢

工程对工程菌进行改良，可望从根本上解决毒副代

谢产物累积的问题，具有良好的应用前景［!］。磷酸

转乙酰基酶（F?&QI?&J.-+Q-A7J/’-Q7，F6G）是大肠杆

菌同化乙酸以及产生乙酸主要途径上的一个关键

酶，IJ-基因的缺陷能够阻断大肠杆菌乙酸产生的

主要通路，直接降低乙酸的累积水平。关于IJ-变

株在工程菌发酵中的优劣，在一些报道中的结论不

尽一致［#"8］。我们以CD#!（E;5）为出发菌，筛选得

到了2株IJ-缺陷变株，并对IJ-变株的特性进行了

考察［2］。本文我们选择了其中一株IJ-变株9H22
进行了发酵和外源蛋白表达的研究，现将结果报道

于下。

$ 材料和方法

$($ 材料

$($($ 菌株和质粒：3&0"%*#0"#+0(,#CD#!（E;5）为

本室保藏的基因工程受体菌，9H22系本课题组自

CD#!（E;5）选育得到的一株磷酸转乙酰基酶缺陷

变株［2］，IRST$$!为表达人6)90#的重组质粒，由

本所周晓巍博士构建。

$($(# 主要仪器和试剂：C=&QJ-JC型发酵罐和N7.0
J&<-JU型恒温振荡器均系德国贝朗国际生物工程

公司产品，NV045$!FN型薄层扫描仪系日本岛津公

司产品，气相色谱仪UF834$E和UF099GF毛细管

分析柱均系惠普（U7@’7JJF-AW-.X）公司生产。人

6)90#由本室吴军博士惠赠，蛋白胨和酵母提取物

系英国Y+=I-J?公司产品，其余均系国产分析纯化

学试剂。

$($(’ 培养基：DC培养基见文献［1］，DCS培养基

见文献［2］。

9ZR培 养 基（发 酵 初 始 培 养 基，!D）：蛋 白 胨

5$M，酵 母 提 取 物 5$M，[#UF\8·5U#\!$L15M，

)-U#F\8·#U#\8L82M，RMV\8，$L2M，N-N’#5$<M，

灭菌后每升培养液中加!$K泡敌$L2<D，2$K葡萄

糖溶液5$<D。

$(# 方法

乙酸和非挥发性有机酸的气相色谱分析方法已

另文［"］发表，葡萄糖含量测定采用5，20二硝基水杨



酸法［!］，蛋白质定量测定采用"#$%&法［’］，()*的

表达量测定采用+,+-./01分离后用考马斯亮蓝

染色，再通过凝胶扫描进行分析［2］，以()*标准品

为外 标 对 ()*进 行 定 量。()*的 表 达 水 平 用

()*在菌体总可溶性蛋白中的百分含量表示。

! 结 果

!"# 摇瓶培养下外源蛋白的表达

分别以3"45（,16）和*788为宿主考察了外源

蛋 白 的 表 达 情 况。 用 表 达 ()*-!的 重 组 质 粒

9:0;<<5分别转化两株受体菌，考察在摇瓶实验条

件下工程菌的生长和()*的表达水平。每株菌各

设六组试验，分别在菌密度为<=6"5=!下开始升温

诱导，在不同时间取样分析菌密度和()*的表达水

平，测定每组最适诱导时间下菌密度和()*表达水

平。结果见表5。

表# 摇瓶培养条件下$%!#（&’(）及其)*+变株的,-.表达

,+/01# ,-.12)314456768$%!#（&’(）+795*4)*+:;*+7*
;79134<+=57>?6795*5674

>?@@A?BCDE&
F?G#%?DBAHIED#B

（!2<<）

>?@@A?BCDE&JGE?%DBAHIED#B
（!2<<）

()*?K9%?CCD#B
（L）

3"45（,16） *788 3"45（,16） *788
<M6 6MN2 5M82 5!M! ONM!
<M2 OM82 4M2! 64M! 86MN
<M’ 8M58 6M2O 64MN O!M<
5M4 OM’! 6M!N O5M4 O’M4
5M8 8M5O OM48 O6M2 O5M4
5M! 8M45 OM4’ O4M5 64MO

从表5结果看到：#在()*的表达中，对于

3"45（,16）及其9EJ变株*788均有一个最适的诱

导菌密度。3"45（,16）／9:0;<<5过早地升温诱导

会导致()*表达水平显著下降，其最适诱导菌密度

为@=8左右，而*788／9:0;<<5宜在较早期开始诱

导，菌密度在<=2"5=4之间时诱导()*表达水平

较高。$一般情况下9EJ变株*788对()*的表达

水平高于亲株3"45（,16），在最适条件下变株()*
的表达量可达86=NL，比亲株3"45（,16）的最高表

达水平（O6=2L）提高了46L。

!"! 补料分批培养

将3"45（,16）／9:0;<<5和*788／9:0;<<5
分别在不限制比生长速率条件下进行补料分批培

养，使菌体以较高的比生长速率生长。发酵条件：发

酵初始培养基为*P:，初糖浓度52Q／"，在培养过程

中取样检测发酵液中葡萄糖的残留量，葡萄糖浓度

低于4=8Q／"时开始流加8<L的葡萄糖进行补料，

并使发酵液的葡萄糖浓度不低于4=8Q／"，接种量为

8L，发酵温度6<R，至菌密度!2<<达到6<时开始

升温诱导，诱导温度O4R。图5为上述分批补料培

养的结果。从这一结果看到，在同等条件下进行不

限制比生长速率的补料分批培养时，最初亲株3"45
（,16）以较高速率增长，但在菌密度达4<左右，生

长速率减慢，菌密度达到O<左右时实际已停止生

长，进入衰退期。而9EJ变株的生长速率在此时虽

然也明显下降，但仍能以一定生长速率增长。发酵

56S菌密度达到22=!，比在控制比生长速率条件下

达到同等菌密度（结果未显示）缩短了OS。

从图5结果还看到，9EJ变株不呈典型的细菌生

长曲线增长。*788在接种初期生长速率略低，其

后比生长速率逐渐增加。这可能是由于发酵初期累

积的低浓度乙酸对9EJ变株生长具有刺激作用引起

的。尽管在发酵后期*788的比生长速率也有所下

降，仍在<=6左右，超过了野生型大肠杆菌产生乙酸

的阈值。

通过+,+-./01检测了外源蛋白()*的表达

情况，结果见图4和表4。从这些结果看到，在不限

制比生长速率的补料分批培养条件下，9EJ变株()*
的总表达量可达4=!Q／"，而亲株只有<=!5Q／"。

图5 不限制比生长速率的补料分批培养时，

3"45（,16）／9:0;<<5和*788／9:0;<<5的生长

*DQM5 0%#$ES#G3"45（,16）／9:0;<<5JBA
*788／9:0;<<5HBA?%G?A-FJEISIH@EH%?I#BADED#BC$DES#HE

C9?IDGDIQ%#$ES%JE?@DTDEJED#B
!#%"：U9EDIJ@A?BCDE&$DES3"45（,16）／9:0;<<5

#%*788／9:0;<<5
##%$：+9?IDGDIQ%#$ES%JE?$DES3"45（,16）／9:0;<<5

#%*788／9:0;<<5

表! $%!#（&’(）及其)*+变株补料分批培养结果

,+/01! @14;0*468819A/+*?<?;0*;3168$%!#（&’(）

+795*4)*+:;*+7*

3"45（,16）／9:0;<<5 *788／9:0;<<5
>?@@A?BCDE&（!2<<） O<M< 22M!
,%&I?@@$?DQSE 5’M8Q／" 64M8Q／"

.?%I?BEJQ?#G()*
#BE#EJ@9%#E?DB 6NM<L 8’M2L

>#BI?BE%JED#B#G()* <M!OQ／" 4M!Q／"
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图! "#!$（%&’）及其()*变株对+,-的表达

-./0! +,-12(3144.5657"#!$（%&’）*68.)4()*9:)*6)
$0-;<<／(=>?@@$ !0A)*68*38+,- ’0"#!$（%&’）／(=>?@@$

图’ "#!$（%&’）及其()*变株在补料分批发酵过程中有机酸的累积

-./0’ BCC:9:D*).565753/*6.C*C.848:3.6/718EF*)CGC:D):3157"#!$（%&’）*68.)4()*9:)*6)
!"#!$（%&’）／(=>?@@$ "-;<<／(=>?@@$

!0" 补料分批发酵过程中有机酸的累积

用气相色谱法分析了发酵过程中有机酸的产生

情况，发现"#!$（%&’）在发酵过程中产生的有机酸

以乙酸为主，其他有机酸含量都较低，而变株-;<<
在乙酸累积水平显著降低的同时其他几种有机酸累

积水平明显升高。这几种有机酸主要为乳酸、丙酮

酸和琥珀酸。分析了两株菌在不限制比生长速率的

补料分批发酵过程中各种有机酸累积浓度的变化情

况，结果见图’。

从图’结果看到：!在不限制比生长速率的补

料分批发酵过程中，()*变株的乙酸累积低于其亲

株"#!$（%&’），尤其在发酵后期两者差异更加显

著。在发酵终期乙酸的累积浓度分别为HI!!/／#
（J@I’995D／#）和KIJK/／#（$L’995D／#），前者为后

者的H’M。"在"#!$（%&’）的发酵过程中，乳酸、

丙酮酸和琥珀酸的累积很低，只是在发酵后期（发酵

$@G后，菌密度达到!L@@N’@左右）才开始有较明

显的累积，而且累积浓度都不太高。()*变株-;<<
对这些有机酸的累积则明显高于其亲株。#()*变

株-;<<乳酸的累积在发酵$!G时一度达到$$/／#
（$!’995D／#），但很快又迅速下降，而此时丙酮酸累

积浓度突然急剧增加。从这个现象来看，似乎有一

部分乳酸转变为丙酮酸。可见在发酵过程中各种有

机酸可能发生相互转化。$在发酵结束时"#!$
（%&’）和-;<<产生的H种有机酸的摩尔浓度总和

分别约为@I!!95D／#和@IHO95D／#，这与发酵过程

中补加碱液（H95D／#的氨水）的总量大致吻合，说明

H种有机酸摩尔浓度的总和基本上反映了发酵液中

有机酸 的 总 浓 度。这 个 结 果 表 明，尽 管()*变 株

-;<<在乙酸累积方面明显低于亲株"#!$（%&’），

但由于其它有机酸的大量分泌，使其分泌的有机酸

$L$期 张惟材等：大肠杆菌"#!$（%&’）磷酸转乙酰基酶缺陷变株的发酵研究



总量高于亲株。我们还考察了发酵初始阶段培养液

中葡萄糖的残留量，发现尽管!"#变株的生长速率

低于亲株，但对葡萄糖的消耗速率反而有所增加（结

果见图$）。

图$ 发酵初始阶段葡萄糖消耗的比较

%&’($ )*+,-./,-0.+1!"&-0#"&0&"&#*."#’/-22/345#",6,+*"+7/
!89:;（<=>）／!?)@AA; "%BCC／!?)@AA;

! 讨 论

!"#变株在工程菌发酵中具有一定实际应用价

值。从前文［C］及本文取得的结果看到，!"#变株的

许多特性与亲株相比发生了较大的变化，其中有些

变化对工程菌的发酵是有利的，包括乙酸累积水平

下降、对乙酸抑制的抵抗性增强等。本文结果显示，

无论在摇瓶还是在补料分批培养条件下!"#变株对

DE%的表达与亲株89:;（<=>）相比有明显提高，

这种现象在其他同类研究中也有过报道［:］，有理由

相信!"#变株会适用于更多外源蛋白的高表达。但

我们也发现，!"#变株并非对所有外源蛋白的表达

都有增强作用。前文［C］报道过，!"#变株不但乙酸

累积水平下降而且对乙酸抑制作用的抵抗力也有所

增强，变株DE%表达水平提高与两者都可能存在一

定关系。以!"#变株作为基因工程的宿主菌适合于

进行中等水平的高密度培养，可以在不限制比生长

速率的条件下在较短时间内获得较高菌密度和外源

蛋白表达水平，既可简化高密度培养的工艺，又可缩

短培养时间，而且能够获得较高的外源蛋白表达。

!"#变株的碳代谢发生了显著变化。本文研究

结果表明，!"#变株乙酸累积水平显著降低的同时

其他几种有机酸的累积有大幅度增加。!"#基因缺

陷仅仅阻断了大肠杆菌产生乙酸的一条主要通路，

没有为进入中心代谢途径大量碳代谢流提供合理的

出路，因而过量的碳代谢流生成其他有机酸。本文

!"#变株有机酸总累积量增加以及葡萄糖消耗速率

加快的结果还提示，!"#变株对葡萄糖的摄取速率

可能还有所提高，而一般认为大肠杆菌对葡萄糖的

过量摄取是有机酸类副产物累积的主要原因。

在发酵过程中89:;（<=>）及其!"#变株的生长

受到各种有机酸的综合影响。关于各种有机酸对

89:;（<=>）及其!"#变株%BCC生长的影响，我们

在前文［C］已经作了考察。根据本项工作对发酵液

中各种有机酸累积情况的分析和有机酸对菌株生长

的影响可以看出：!在89:;（<=>）的发酵过程中乙

酸累积浓度较高，而其他有机酸浓度较 低，89:;
（<=>）对乙酸也较敏感，因此乙酸是发酵中生长抑

制的主要因素。!"#变株%BCC的乙酸累积速率较

为缓慢，乙酸累积浓度也较低，至发酵;>6时达到

$F:’／9（GA11-*／9）。这个浓度对于%BCC生长的

抑制作用很弱（事实上这个浓度的乙酸对变株的生

长反而略有刺激作用）。!"#变株累积的乙酸可能

不是抑制菌体生长的主要因素。"%BCC琥珀酸累

积最高水平只有$(G’／9（$A11-*／9），此浓度的琥

珀酸对菌体生长有一定抑制作用，但还不是造成生

长停滞的主要因素。#!"#变株在发酵过程中丙酮

酸的累积一般不高，只是在发酵至;>6突然增加到

:HI11-*／9，从丙酮酸对各菌株生长影响的考察结

果看，丙酮酸对菌体生长的抑制作用不明显，尤其对

!"#变株生长的抑制作用更弱。而且丙酮酸的累积

并不是一种浪费，累积的丙酮酸随时可进入三羧酸

循环。因此丙酮酸的累积对于菌体的生长可能没有

较大的影响。此外，从丙酮酸和琥珀酸的累积反映

出，在上述发酵条件下大肠杆菌的三羧酸循环及呼

吸链可能处于饱和状态。此时在三羧酸循环上增强

碳代谢流的结果可能只是进一步增加琥珀酸的累

积，无益于细胞的代谢和生长。$!"#变株的乳酸

累积有明显增加，在考察乳酸对各菌株生长的影响

时看到，乳酸在低浓度时对菌体生长的影响较弱，而

到达一定浓度（GC%;AA11-*／9左右）时抑制作用

突然加强，甚至出现溶菌现象。而!"#变株的乳酸

累积在发酵;:6时一度达到了;:>11-*／9的浓度，

尽管至;>6乳酸浓度降至H:11-*／9，也说明!"#变

株的乳酸累积可能成为其发酵中的一个不利因素。

因此乳酸的累积成为!"#变株%BCC达到更高培养

密度的主要障碍。

!"#变株的有些变化对工程菌发酵是不利的，

需要对菌株进一步进行改良。这些不利变化包括生

长速率减缓、其他有机酸尤其是乳酸累积浓度增高

等，可以针对乳酸的形成进行改良。另外在不改变

总的碳代谢流量的情况下将酸性的副产物转化为低

毒的中性副产物，也是一种简便可行的策略。业已
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证明，在发酵工艺上通过限制葡萄糖的补料速率控

制工程菌的比生长速率来减少乙酸的产生，是实现

工程菌高密度培养的一项成功的策略［!"］。因此通

过控制工程菌对葡萄糖的摄取速率来限制进入中心

代谢途径上的碳代谢流量，从而限制工程菌发酵中

有机酸类代谢副产物形成，应当取得与上述工艺手

段异曲同工的效果。
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