
收稿日期：２０１１　１１　１８
基金项目：广东省自然科学基金重点项目（０３６６９２）；广东药学院基金项目（２００６ＪＣＸ０７）
作者简介：游　娟（１９７８ ），女，湖北洪湖人，讲师，博士，主要从事蛋白质与多肽的生物化学研究。Ｅ　ｍａｉｌ：ｙｏｕｊｕａｎ１０１０＠１６３．ｃｏｍ
＊通讯作者：韩日畴（１９６３ ），男，海南文昌人，研究员，博士，博士生导师，主要从事功能基因、生物农药的基因工程研究。

昆虫病原细菌Ｃｉｐ蛋白基因工程菌
发酵条件的优化

游　娟１，黄建林２，曹　莉３，韩日畴３＊
（１．广东药学院 生物化学与分子生物学系，广东 广州５１０００６；

２．广州计量检测技术研究院，广东 广州５１００３０；３．广东省昆虫研究所，广东 广州５１０２６０）

摘要：昆虫病原发光杆菌属（Ｐｈｏｔｏｒｈａｂｄｕｓ）细菌产生的２种胞内晶体蛋白ＣｉｐＡ和ＣｉｐＢ已在大肠
杆菌原核表达系统中进行稳定表达，为进一步提高该蛋白在大肠杆菌中的表达水平，确定工程菌摇
瓶培养的最适条件，研究了多种无机离子、装液量、培养基初始ｐＨ值、诱导前添加葡萄糖等因素对
工程菌摇瓶发酵的影响。结果显示，在发酵培养基中添加１０ｍｍｏＬ／Ｌ　Ｍｇ２＋ 和１５ｍｍｏＬ／Ｌ
ＰＯ４３－，调节初始ｐＨ值至７．２，装液量为２５ｍＬ（２５０ｍＬ摇瓶），诱导前添加１０ｇ／Ｌ葡萄糖时，Ｃｉｐ
蛋白的表达量可明显提高，发酵条件优化后ＣｉｐＡ和ＣｉｐＢ的表达量达到了３９％和４１％。
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　　Ｃｉｐ蛋白（ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅ　ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ）是昆虫
病原发光杆菌属（Ｐｈｏｔｏｒｈａｂｄｕｓ）细菌胞内产生的２
种形态显著的晶体蛋白，命名为ＣｉｐＡ和ＣｉｐＢ，分子
量分别为１１．６ｋＤ和１１．３ｋＤ［１－２］。发光杆菌属细

菌与昆虫病原异小杆属（Ｈｅｔｅｒｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ）线虫互惠
共生［３］，后者作为一类高效安全的生物防治因子，对
人畜、环境安全，可以豁免注册进入大多数国家，是
欧美销售量第二的生物农药［４－５］。

　河南农业科学，２０１２，４１（６）：９２－９６
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对“线虫－细菌”共生关系的研究发现，Ｃｉｐ蛋
白不能为共生菌自身所利用，其氨基酸序列与已知
蛋白并无相似性，氨基酸含量和组成与线虫的营养
需求类似，被认为与线虫完成世代及形成高侵染力
的感染期线虫（ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ　ｊｕｖｅｎｉｌｅ）有关［６－７］。目前，

Ｃｉｐ蛋白的编码基因已分别被克隆到原核及真核系
统进行表达［７］，但还没有有关工程菌表达条件优化
的报道。
为进一步提高Ｃｉｐ蛋白表达量，本试验研究了

无机离子（Ｍｇ２＋，Ｃａ２＋，ＮＨ＋
４ ，ＰＯ３－４ ）、培养基初始

ｐＨ值、装液量及诱导前添加葡萄糖等因素对菌体
生长和蛋白表达的影响，以期为此类蛋白的大规模
发酵生产奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＢＬ２１
（ＤＥ３）由广东省昆虫研究所保存，重组质粒ｐＥＴ
１５ｂ ｃｉｐＡ及ｐＥＴ　１５ｂ ｃｉｐＢ由广东省昆虫研究
所构建并保存。

１．１．２　试剂　胰蛋白胨（ｂａｃｔｏ－ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、酵母浸
出粉（ｂａｃｔｏ－ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ），英国ＯＸＯＩＤ公司；羧苄
青霉素（ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ　ｄｉｓｏｄｉｕｍ，Ｃａｒ），美国Ｓｉｇｍａ公
司；ＩＰＴＧ （ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ－β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ），

ＭＤ生物公司；蛋白质宽分子量标准（１０～２２５ｋＤ），
美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；其他试剂为国产分析纯。

１．１．３　主要仪器　ＵＶ　２１０２Ｐｃ型紫外分光光度
计，ＵＮＩＣＯ（上海）仪器有限公司；Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　３２型台
式冷冻离心机，德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司；ＤＹＣＺ　２４Ｄ型
垂直电泳槽，北京六一仪器厂；ＥＰＳ１００１型电泳电
源，Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ　２２００
型凝胶图像分析系统，Ａｌｐｈａ　Ｉｎｎｏｔｅｃｈ公司。

１．２　方法

１．２．１　工程菌的培养及诱导表达　将－８０℃甘油
储存菌在ＬＢ抗性平板（１０ｇ／Ｌ胰蛋白胨，５ｇ／Ｌ酵
母膏，１０ｇ／Ｌ　ＮａＣｌ，１．５％ 琼脂粉，５０μｇ／ｍＬ　Ｃａｒ）

上划线培养，挑取直径１ｍｍ左右的单菌落接种至

３ｍＬ　ＬＢ（含５０μｇ／ｍＬ　Ｃａｒ）培养基中，３７℃下、２００
ｒ／ｍｉｎ活化培养２．５ｈ，按３％接种量转接至含有

Ｃａｒ的 ＬＢ培养基中，继续培养至 ＯＤ６００＝０．８～
１．０，加入ＩＰＴＧ溶液至终浓度为１ｍｍｏＬ／Ｌ，３７℃
下、２００ｒ／ｍｉｎ诱导培养８ｈ。

１．２．２　无机离子对蛋白表达和细菌生长的影响试
验　在发酵培养基中分别添加不同浓度的无机离
子：Ｍｇ２＋ （０、１０、２０、３０ｍｍｏＬ／Ｌ），Ｃａ２＋ （０、３、６、９

ｍｍｏＬ／Ｌ），ＮＨ＋
４ （０、１０、２０、３０ｍｍｏＬ／Ｌ），ＰＯ３－４ （０、

１５、３０、４５ｍｍｏＬ／Ｌ），按照１．２．１方法进行重组菌
的培养及诱导表达，测定菌体干质量，并分析目的蛋
白的表达情况。

１．２．３　装液量对蛋白表达和细菌生长的影响试验

　在摇床转速一定（２００ｒ／ｍｉｎ）的情况下，设置摇瓶
（２５０ｍＬ）装液量分别为２５、５０、７５、１００、１２５ｍＬ（即
装液量１０％～５０％），进行重组菌的培养及诱导表
达，测定菌体干质量及蛋白表达情况。

１．２．４　初始ｐＨ值对蛋白表达和细菌生长的影响
试验　调节发酵培养基的初始ｐＨ值为６．５～８．０，
进行重组菌的培养及诱导表达，测定菌体干质量及
蛋白表达情况。

１．２．５　诱导时期对蛋白表达和细菌生长的影响试
验　挑取单菌落接种至３ｍＬ　ＬＢ抗性培养基中，

３７℃下、２００ｒ／ｍｉｎ活化２．５ｈ，按３％接种量再转
接至ＬＢ抗性培养基中继续培养，每小时取样测定

ＯＤ６００值。其中，培养至对数生长期时，选取２个不同
时间点（ＯＤ６００＝０．８、１．５）加入ＩＰＴＧ溶液。

１．２．６　补加葡萄糖对蛋白表达和细菌生长的影响
试验　诱导前在培养基中加入不同质量浓度的葡萄
糖（０、１０、２０、３０、４０ｇ／Ｌ），进行重组菌的培养及诱导
表达，测定菌体干质量，并分析目的蛋白的表达
情况。

１．２．７　菌体干质量的测定　发酵液经过离心
（６　０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）后，双蒸水洗涤３次，收集菌
体，４０℃烘干至恒质量，进行测定。

１．２．８　蛋白表达量分析　取０．２～０．５ｍＬ发酵
液，离心得菌体，洗涤后，加入５０μＬ水与５０μＬ　２×
ＳＤＳ　 ＰＡＧＥ 上样缓冲液等体积混合，沸水浴

２ｍｉｎ，－２０℃下保存备用或直接进行ＳＤＳ　ＰＡＧＥ
电泳分析。采用Ｇｅｌ　Ｐｒｏ（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ）软件
分析蛋白表达情况。

２　结果与分析

２．１　无机离子对蛋白表达和细菌生长的影响

２．１．１　Ｍｇ２＋　在发酵培养基中添加 ＭｇＣｌ２，结果
显示：Ｍｇ２＋的加入，使工程菌菌体干质量和Ｃｉｐ蛋
白的表达量均有所增加。当 Ｍｇ２＋ 浓 度 为 １０
ｍｍｏＬ／Ｌ时，ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ的表达量最高，超过了

３４％。随着 Ｍｇ２＋浓度继续增大，Ｃｉｐ蛋白的表达量
持续下降，而菌体干质量持续上升（图１）。说明

Ｍｇ２＋的加入有利于菌体生长，而高浓度的 Ｍｇ２＋则
会抑制目的蛋白表达。培养基中加入１０ｍｍｏＬ／Ｌ
的 Ｍｇ２＋为宜。

３９　第６期 游　娟等：昆虫病原细菌Ｃｉｐ蛋白基因工程菌发酵条件的优化



图１　Ｍｇ２＋浓度对ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ表达及细菌生长的影响

２．１．２　Ｃａ２＋　在培养基中加入ＣａＣｌ２，以提供不同
浓度的Ｃａ２＋。结果显示，随着Ｃａ２＋的加入，菌体干
质量并没有明显改变，保持在１．１ｇ／Ｌ左右。Ｃａ２＋

浓度较低时，对目的蛋白的表达影响不大，但当

Ｃａ２＋浓度超过３ｍｍｏＬ／Ｌ，Ｃｉｐ蛋白表达量显著下
降（图２）。因此，发酵培养基中无需添加Ｃａ２＋。

图２　Ｃａ２＋浓度对ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ表达及细菌生长的影响

２．１．３　ＮＨ＋
４ 　培养基中加入 ＮＨ４Ｃｌ，Ｃｉｐ蛋白的

表达量下降，而菌体干质量无明显变化或是略有下
降（图３）。因此，发酵培养基中亦不用添加ＮＨ＋

４ 。

图３　ＮＨ＋４ 浓度对ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ表达及细菌生长的影响

２．１．４　ＰＯ３－４ 　ＰＯ３－４ 的加入对Ｃｉｐ蛋白的表达有
一定促进作用，随着离子浓度的增加，２种Ｃｉｐ蛋白
的表达量均略有上升。而菌体量则呈现不同变化：
加入较低浓度的ＰＯ３－４ 时，菌体干质量明显增加，而
离子浓度大于１５ｍｍｏＬ／Ｌ时，菌体干质量反而下
降（图４）。综合考虑ＰＯ３－４ 对蛋白表达量与菌体量
的影响，发酵时培养基中宜加入１５ｍｍｏＬ／Ｌ　ＰＯ３－４ 。

图４　ＰＯ３－４ 浓度对ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ表达及细菌生长的影响

２．２　装液量对蛋白表达和细菌生长的影响
由图５可知，随装液量的增加，Ｃｉｐ蛋白表达量

逐渐下降，其中装液量为２５ｍＬ时表达量最高，Ｃｉ－
ｐＡ、ＣｉｐＢ分别为３６．２８％和３７．４４％。而装液量在
２５ｍＬ和５０ｍＬ时，菌体干质量无显著差异，介于
０．９～１．１ｇ／Ｌ。但装液量增加为７５ｍＬ时，干质量
略有下降，随着装液量继续增加，则菌体干质量显著

图５　装液量对ＣｉｐＡ（Ａ）及ＣｉｐＢ（Ｂ）表达和细菌生长的影响
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下降。综合考虑该因素对目的蛋白产量的影响，宜
选用２５ｍＬ（２５０ｍＬ摇瓶）的装液量。

２．３　初始ｐＨ值对蛋白表达和细菌生长的影响
在培养基初始ｐＨ 值大于６时，随着ｐＨ 值增

大，Ｃｉｐ蛋白的表达量有所增加，但在ｐＨ 值大于
７．２后，目的蛋白的表达量开始下降，菌体干质量则
没有明显变化（图６）。其中，ｐＨ 值为７．２时，ＣｉｐＡ
及ＣｉｐＢ的表达量最高，分别为３０．１％和３１．１％。
因此，发酵时宜选用培养基初始ｐＨ值７．２。

图６　初始ｐＨ值对ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ表达和细菌生长的影响

２．４　诱导时期对重组菌生长的影响
前期研究表明，在重组菌的对数生长期诱导，菌

体量达到一定规模，代谢旺盛，目的蛋白产量较高。
图７、图８的表达曲线显示：在此段时期的不同时间

图７　重组菌ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ　１５ｂ ｃｉｐＡ的表达曲线

图８　ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ　１５ｂ ｃｉｐＢ的表达曲线

点加入ＩＰＴＧ进行诱导，即使诱导时ＯＤ６００值差异较
大，诱导一段时间后，菌体量趋于接近。说明ＩＰＴＧ
的加入明显增加了重组菌的代谢负担，改变诱导开
始时间并不能显著增加菌体量。

２．５　葡萄糖对蛋白表达和细菌生长的影响
加入ＩＰＴＧ诱导前，在培养基中加入不同质量

浓度的葡萄糖，目的蛋白的表达量没有明显差异，但
葡萄糖的加入使菌体干质量有一定提高，其中，加入

１０ｇ／Ｌ的葡萄糖时，菌体干质量最大，分别达到

１．８２ｇ／Ｌ和１．７８ｇ／Ｌ（图９）。因此，可在诱导前添
加１０ｇ／Ｌ的葡萄糖。

图９　诱导前添加葡萄糖对ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ
表达和细菌生长的影响

２．６　优化后目的蛋白的表达量
经过以上发酵条件的优化，即在ＬＢ培养基（初

始ｐＨ 值 ７．２）中添加 １０ ｍｍｏＬ／Ｌ　Ｍｇ２＋ 和 １５
ｍｍｏＬ／Ｌ　ＰＯ３－４ ，装液量２５ｍＬ（２５０ｍＬ摇瓶），诱导
前添加１０ｇ／Ｌ葡萄糖，在菌液ＯＤ６００达到０．８～１．０
时，以１ｍｍｏＬ／Ｌ　ＩＰＴＧ溶液诱导培养８ｈ，重组蛋
白ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ的表达量可分别提高至胞内总蛋
白的３９％和４１％（图１０），菌体干质量则分别达到

１．６９ｇ／Ｌ和１．５２ｇ／Ｌ。

１．优化后的ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ　１５ｂ ｃｉｐＡ重组菌；２．优化前
的ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ　１５ｂ ｃｉｐＡ重组菌；３．优化后的ＢＬ２１
（ＤＥ３）／ｐＥＴ　１５ｂ ｃｉｐＢ重组菌；４．优化前的ＢＬ２１（ＤＥ３）／
ｐＥＴ　１５ｂ ｃｉｐＢ重组菌；Ｍ．蛋白分子量标准 （２２５，１５０，
１００，７５，５０，３５，２５，１５，１０ｋＤ）

图１０　优化前后Ｃｉｐ蛋白表达情况
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３　结论与讨论

昆虫病原发光杆菌属（Ｐｈｏｔｏｒｈａｂｄｕｓ）细菌为昆
虫病原异小杆属（Ｈｅｔｅｒｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ）线虫的共生细
菌，在该类线虫的产业化培养中发挥着重要作
用［８－９］。初生型细菌产生２种胞内晶体蛋白 ＣｉｐＡ
及ＣｉｐＢ，这类晶体蛋白被认为与形成具有生物防治
效果的感染期线虫直接相关。为大量获得此类蛋
白，使该蛋白的研究更为接近线虫产业化的实践，本
试验利用经典的大肠杆菌原核表达系统，在已构建
稳定携带ｃｉｐＡ及ｃｉｐＢ 基因的重组菌的基础上，进
一步优化发酵条件，为Ｃｉｐ蛋白发酵规模的扩大提
供参考，同时为细菌－线虫共生关系的深入研究提
供材料，以进一步促进该类生物农药的产业化。
大肠杆菌表达系统具有遗传背景清晰，生长速

度快，稳定高效，易于高密度培养等特点，而外源基
因在被诱导高水平表达的同时，表达产物常常聚集
成胞内不溶性的、不具备正确三维结构的包涵体形
式。而本研究中的Ｃｉｐ蛋白，天然状态为胞内晶体，
生物学作用主要与其氨基酸组成及含量有关，因此，
大肠杆菌是大量生产Ｃｉｐ蛋白较合适的宿主。
要维持工程菌正常的生长代谢及满足高水平表

达目的蛋白的要求，除基础培养基提供必需的碳源、
氮源外，还需要 Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋、Ｎａ＋、ＮＨ＋

４ 、磷酸盐等
微量元素及盐类［１０］，它们可能是一些酶的激活剂或
是酶的活性组分，参与到细胞的基础代谢。这些离
子在体外翻译体系中，可以降低有害代谢产物的积
累，增加菌体得率，提高外源蛋白的表达水平，还可
显著降低蛋白质合成中的错读概率。本试验表明，
适宜在发酵培养基中添加１０ｍｍｏＬ／Ｌ的 Ｍｇ２＋、１５
ｍｍｏＬ／Ｌ　ＰＯ３－４ ，无需添加Ｃａ２＋及ＮＨ＋

４ 。Ｃａ２＋的加
入会抑制目的蛋白的表达，而随ＮＨ＋

４ 浓度的提高，

Ｃｉｐ表达量亦下降，可能培养基中能提供足够氮源，

ＮＨ＋
４ 的加入成为抑制菌体生长的因素。试验中还
发现，诱导剂ＩＰＴＧ的加入对菌体生长有极大影响。
在对数生长期中后期的不同时间点进行诱导，即使
诱导时ＯＤ６００值有明显差异，ＩＰＴＧ加入后菌体密度
亦非常接近。说明在诱导阶段，外源蛋白大量表达，
造成重组菌代谢负担，同时培养基营养不足，菌体生
长受到限制。菌体量的不足会影响目的蛋白的得
率，因此，尝试添加葡萄糖以提供可能的限制性基
质———碳源，其比较合适的添加浓度为１０ｇ／Ｌ。
综上所述，将发光杆菌的ＣｉｐＡ及ＣｉｐＢ蛋白在

大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中进行优化表达时，在发酵培
养基（初始ｐＨ值７．２）中添加１０ｍｍｏＬ／Ｌ　Ｍｇ２＋和

１５ｍｍｏＬ／Ｌ　ＰＯ３－４ ，装液量２５ｍＬ（２５０ｍＬ摇瓶），
诱导前添加１０ｇ／Ｌ葡萄糖，ＣｉｐＡ和ＣｉｐＢ的表达量
可提高至３９％和４１％。这种胞内晶体蛋白表达优
化的研究，不仅有利于线虫－细菌共生机制的探索，
而且将促进线虫的产业化。
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