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　　摘要：为了进一步研究基因工程菌Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２９ａ－ｃｃｔ在培养基中传代５０次过程中菌种的稳定
性，通过将菌体和菌落的形态、质粒的稳定性、质粒酶切图谱和重组 ＣＣＴ酶的表达量及活性作为指标进行考察，来评
价该工程菌的稳定性。结果显示，重组ＣＣＴ酶基因的工程菌在转接５０次的过程中质粒稳定性高，其保有率为９０％，
表达产物可达发酵液总蛋白的１５％以上。该菌在第５０代后仍具有转化活性，说明工程菌转化活性稳定。
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　　大肠杆菌遗传背景清楚，生长迅速，发酵周期短，是基因
工程的主要受体菌，已得到广泛应用。然而，克隆有外源基因

的重组质粒转化到大肠杆菌细胞之后，会产生一系列的负面

生理效应，从而影响其稳定性。外源基因表达后，增加了细胞

的代谢负担，质粒稳定性会下降［１］。一般来说，丢失质粒的

细胞往往比含有质粒的细胞具有更高的生长速率［２］。基因

工程菌的质粒不稳定现象在生产实践中普遍存在，这导致对

它的应用受到一定的限制。通常质粒稳定性的高低是影响发

酵产量的重要因素，质粒丢失会导致所表达的蛋白产量下降，

进而影响发酵产物的收率，还可能造成较大的经济损失。

磷酸胆碱胞苷转移酶（ＣＣＴ酶）可直接催化胞苷三磷酸
（ＣＴＰ）和磷酸胆碱合成胞二磷胆碱。在之前的研究中，本课
题组已克隆到酿酒酵母磷酸胆碱胞苷转移酶基因（ｃｃｔ）并插
入表达载体 ｐＥＴ２９ａ（＋）中，成功构建了重组工程菌 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２９ａ－ｃｃｔ，获得了具有催化活性的工程菌
株［３］。该工程菌株具有较好的工业应用前景，为确保生产中

菌种的稳定性，进一步对该重组工程菌的稳定性进行研究具

有相当重要的实际意义。

１　材料与方法

１．１　材料和培养基
重组大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２９ａ－ｃｃｔ由江苏省中

国科学院植物研究所分子实验室构建。除发酵培养基外，使

用的皆为 ＬＢ培养基，发酵培养基配方：Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ
２４０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４４．９ｇ，ＮａＣｌ０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．０ｇ，ＣａＣｌ２
０．１ｇ，酵母粉５．０ｇ，蛋白胨５．０ｇ，ｐＨ值调至７．２，１２１℃灭菌

２０ｍｉｎ。
１．２　方法
１．２．１　菌种的传代　将保存于－８０℃冰箱中的原始菌株大
肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２９ａ－ｃｃｔ划线于含卡那霉素
（５０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ固体培养基上，再挑取单菌落接种于液体
培养基中，３７℃振荡过夜。按１％ 接种量将过夜培养物转接
于不含抗生素的ＬＢ液体培养基中，３７℃培养１２ｈ，每转接１
次计传代１次，共转接５０次。分别取第１０、２０、３０、４０、５０次
的转接培养物 ５００μＬ，加入甘油（终浓度为 ３０％），保存于
－８０℃ 冰箱中，备用。
１．２．２　工程菌形态的观察　取样后菌体用生理盐水洗涤３
次后，再用少量的生理盐水悬浮。制片并进行革兰氏染色，于

光学显微镜下观察。

１．２．３　平板稀释计数法　将连续摇瓶培养试验转接的第
１０、２０、３０、４０、５０代取样进行平板稀释检测质粒的缺失程度。
检测时，取菌液１ｍＬ用无菌水逐级稀释，取３个合适的梯度，
分别涂在固体选择性培养基和非选择性培养基平板上，每个

处理３次重复。倒置在３７℃培养箱中培养过夜，计算培养皿
中的菌落数，根据选择性培养基中的菌落数与非选择性培养

基中菌落数的比值，即可计算出质粒的缺失率。

１．２．４　质粒酶切图谱的鉴定　采用碱裂解方法从第１０、２０、
３０、４０、５０代菌体中提取质粒，０．７５％ 琼脂糖凝胶电泳检测。
为确定ＣＣＴ酶编码基因的稳定性，进一步将各代菌所提质粒
用限制性内切酶ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切，琼脂糖凝胶电泳
检测。

１．２．５　重组ＣＣＴ酶的表达稳定性及酶活鉴定　取０、１０、２０、
３０、４０、５０代菌种，分别接种于液体 ＬＢ培养基中，３７℃振荡
过夜培养，转接于新鲜的发酵培养基中，３７℃培养３～５ｈ，加
入ＩＰＴＧ（终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ）３０℃诱导表达１０ｈ，取１ｍＬ
菌液，于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，收集菌体并重悬于５００μＬ
１×ＳＤＳ加样缓冲液，沸水浴中煮沸１０ｍｉｎ以充分裂解细胞，
１２０００ｒ／ｍｉｎ室温离心１０ｍｉｎ，使细胞碎片及ＤＮＡ等沉淀，取
适量溶液上样，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。粗酶液制备及酶活测定方
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法参照文献［３］。

２　结果与分析

２．１　工程菌形态
将取样的各代菌体进行革兰氏染色，光学显微镜下可见

形态均匀一致的革兰氏阴性短杆菌，划线培养未见杂菌生长，

菌体和菌落的形态均正常。

２．２　种子液选择压力对质粒稳定性的影响
通过添加抗生素可选择性使得只有那些保留相应质粒的

细胞才能够生长，采取施加选择压力可以用来消除重组质粒

的分配性不稳定。在种子培养基中分别添加终浓度为０、１０、
２０、５０μｇ／ｍＬ卡那霉素，３７℃振荡培养２４ｈ后，采用平板稀
释计数法考察工程菌质粒的缺失情况，结果见表１。

表１　种子液中卡那霉素浓度对质粒稳定性的影响

卡那霉素浓度

（μｇ／ｍＬ）
Ｄ６００ｎｍ

质粒保有率

（％）

０ ５．６ ８９．２
１０ ５．４ ９５．５
２０ ５．５ １００．０
５０ ５．４ １００．０

　　从表１中可以看出，当种子培养基中没有添加抗生素时，
质粒有一定程度的丢失，当卡那霉素浓度大于２０μｇ／ｍＬ时，
质粒保有率为１００％。
２．３　重组质粒的稳定性

在无选择压力的培养条件下，若重组菌丢失质粒，由于其

没有额外的代谢负担，随着传代次数的增加最终可取代带有

质粒的工程菌，从而导致发酵失败，因此还需检测在无选择压

力的培养基中工程菌中重组质粒的稳定性。

试验结果表明，经传代１０次后，工程菌中的质粒保有率
为１００％，２０代后工程菌中质粒的保有率开始下降，第２０代
为９８％，第３０代为９５％，第４０代为９２％，５０代后的菌种质
粒保有率仍保持９０％，表明工程菌在未加抗生素的培养基中
传代，重组质粒仍可以在工程菌中稳定存在。

由图１可以看出，工程菌在传代５０次后仍带有质粒，说
明重组质粒在工程菌中稳定性较好。为确定 ＣＣＴ酶编码基
因在反复传代后的稳定性，将从各代菌体中提取的质粒用限

制性内切酶ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切后，上样，用０．７５％琼脂糖
凝胶电泳。由于原始质粒ｐＥＴ－２９ａ－ｃｃｔ上ＣＣＴ酶的编码基
因为１２７５ｂｐ，质粒 ｐＥＴ２９ａ（＋）全长位５３７１ｂｐ，从图２可
见，在１．３ｋｂ和５．３ｋｂ处各有１个条带，这与理论值相符。
质粒电泳和酶切验证的结果表明：经传代后的工程菌保留了

原重组质粒，质粒骨架与重组基因的大小均未发生改变，说明

工程菌 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２９ａ－ｃｃｔ人工传代５０次
后，质粒仍稳定存在。

２．４　ＣＣＴ酶的表达及活性稳定性
电泳的结果（图３）显示，在５０ｋｕ附近有１条带，和 ＣＣＴ

酶分子量理论值相符合，各代之间无明显差异。电泳结果表

明，工程菌在传代５０次的过程中，ＣＣＴ酶的表达稳定，ＣＣＴ酶
的表达量占发酵液中总蛋白的１５％以上。酶活检测显示工
程菌粗酶液在第５０代后仍具有活性，酶活为０．０４Ｕ／ｍＬ，说
明该工程菌的ＣＣＴ酶活性稳定。

３　讨论

在本实验室成功构建获得了具有磷酸胆碱胞苷转移酶催

化活性的基因工程菌Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２９ａ－ｃｃｔ后，
为进一步了解该工程菌的稳定性，本研究通过多次传代来考

察该工程菌中重组质粒的稳定性，同时鉴定了该工程菌在反

复传代后外源蛋白的表达及其活性的稳定性。

质粒的不稳定性可分为２种———结构不稳定性和分裂不
稳定性。在本研究采用的试验方法和条件下，该基因工程菌在

连续传代５０次后，提取质粒酶切验证后证明外源基因片断没
有丢失，说明该质粒具有结构稳定性；但是在无抗生素选择压

力的培养条件下，传代２０代后开始出现质粒丢失的细胞，连续
传代５０次后，约有９０％的细胞含有正常质粒，该基因工程菌表
现出一定的分裂不稳定性。为了保证该基因工程菌的正常生

长及ＣＣＴ酶的表达，在种子液中添加卡那霉素可以在一定程
度上保证该基因工程菌的稳定性。因此该基因工程菌在质粒

稳定性方面满足工业化生产的要求，可以应用于扩大生产。

（下转第６９页）
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表４　因素互作对玉米产量的影响效应

施磷水平

（Ｘ１）
不同施钾量下的玉米产量 不同施氮水平量下的玉米产量

２ １ ０ －１ －２ ２ １ ０ －１ －２
－２ ６８２４．１０ ９６１７．５５ １１５２９．４５ １２５５９．６５ １２７０８．３０ ９５６１．１５ １０５４５．３０ １１５２９．４５ １２５１３．６０ １３４９７．９０
－１ ８２８３．９０ １０４８３．９５ １１８０２．３０ １２２３９．１０ １１７９４．２０ １０８１８．１５ １１３１０．３０ １１８０２．３０ １２２９４．４５ １２７８６．６０
　０ ９７４３．８５０ １１３５０．３５ １２０７５．３０ １１９１８．５５ １０８８０．１０ １２０７５．３０ １２０７５．３０ １２０７５．３０ １２０７５．３０ １２０７５．３０
　１ １１２０３．８０ １２２１６．７５ １２３４８．１５ １１５９８．００ ９９６６．００ １３３３２．４５ １２８４０．３０ １２３４８．１５ １１８５６．１５ １１３６４．００
　２ １２６６３．６０ １３０８３．１５ １２６２１．１５ １１２７７．３０ ９０５２．０５ １４５８９．４５ １３６０５．３０ １２６２１．１５ １１６３６．８５ １０６５２．７０

施钾水平

（Ｘ２）
不同密度水平下的玉米产量

２ １ ０ －１ －２
－２ １３５３３．９０ １１９３９．８５ １０８８０．１０ １０３５４．８０ １０３６３．９５
－１ １３４６２．５０ １２４２３．３０ １１９１８．５５ １１９４８．１０ １２５１２．１０
　０ １２５０９．５５ １２０２５．２０ １２０７５．３０ １２６５９．７０ １３７７８．５５
　１ １０６７４．９０ １０７４５．４０ １１３５０．３５ １２４８９．７５ １４１６３．４５
　２ ７９５８．５５ ８５８４．０５ ９７４３．８５ １１４３８．１０ １３６６６．６５

１６０７２．３５ｋｇ／ｈｍ２，Ｎ、Ｐ２Ｏ５、Ｋ２Ｏ 的 最 佳 比 例 为

１．００∶０．２０∶０．３３。综合得出的最佳施肥量是适合该区域玉
米生态系统的推荐施肥量［３］。

３　结论与讨论

本试验所建立的效应模型拟合性较好，比较综合地反映

了施磷量、施钾量、密度、施氮量４项栽培措施对玉米产量的
影响效应；４项栽培措施对玉米产量的影响效应从大到小依
次为密度＞施磷量＞施钾量 ＞施氮量，说明玉米的栽培密度
对产量影响效应最大，在玉米栽培中可作参考。本试验结果

表明，在单因素情况下，密度（Ｘ３）对玉米产量影响最大，其次
是施磷量（Ｘ１）和施钾量（Ｘ２），施氮量（Ｘ４）对产量的影响不
显著。在 ２因素互作的情况下，施磷量和施钾量互作
（Ｘ１Ｘ２）、施磷量和施氮量互作（Ｘ１Ｘ４）、施钾量和密度互作
（Ｘ２Ｘ３）对产量的影响显著，说明同时增施磷肥、钾肥、氮肥中
任意２种肥料可以相互促进吸收利用，从而提高肥料的利用
率，提高产量。小区试验各处理间产量差异显著，说明不同肥

效有本质区别。由回归方程获得最佳施肥量为：Ｎ
３４５ｋｇ／ｈｍ２、Ｐ２Ｏ５ ６７．５ｋｇ／ｈｍ

２、Ｋ２Ｏ１１２．５ｋｇ／ｈｍ
２、密度

５２５００株／ｈｍ２，最佳玉米产量是１６０７２．３５ｋｇ／ｈｍ２，Ｎ、Ｐ２Ｏ５、
Ｋ２Ｏ最佳比例为１．００∶０．２０∶０．３３。综合得出的最佳各因素
组合是适合该区域玉米生态系统的推荐组合。通过田间试验

及数据统计分析获得的施磷量、施钾量、密度、施氮量４项栽培
措施对玉米产量影响的回归方程，全面分析每个因素及２个因

素互作对玉米产量的影响，通过回归方程分析各处理的理论产

量与实际产量吻合度较好，可以作为实际生产中的栽培方案。
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７２．

（上接第５０页）
　　基因工程菌产业化应用的最大障碍在于保存及培养过程
中表现出的传代不稳定性。试验结果表明，本实验室构建的

酵母磷酸胆碱胞苷转移酶工程菌在传代过程中的质粒未发生

明显丢失，也未发现质粒结构不稳定，而且传至５０代次后仍
保留重组质粒，并保持原代菌种的卡那霉素抗性、生物催化活

性及其他生理特征，表明此工程菌适合于工业化生产。
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