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化学 －渗透压法温和破碎处理下大肠杆菌细胞
胞内蛋白质的释放率

赵烨清，石　莉，欧阳臻，闻崇炜
（江苏大学药学院，江苏镇江２１２０１３）

　　摘要：恰当的细胞破碎工艺是获取胞内蛋白质的必需环节，然而现有细胞破碎技术仍有较多不足。为了研究合适
的细胞破碎方法，拟通过化学法与渗透压法的联用，建立化学－渗透压法温和高效破碎大肠杆菌细胞的新工艺。结果
表明：（１）单用化学法处理大肠杆菌细胞，最高仅能释放 ３７．３％的胞内蛋白质，而化学 －渗透压法最高可以释放
８４２％的胞内蛋白质；对渗透压处理环节进行优化后，胞内蛋白质释放率提高至９３．１％及以上；（２）以优化的化学 －
渗透压法释放重组原动蛋白２β（ＰＫ２β）工程菌细胞的胞内蛋白质，其中７０．５％～８０．２％重组ＰＫ２β呈可溶性，而超声
法处理的样品中不含有可溶性重组ＰＫ２β，表明化学－渗透压法不仅简便高效、成本低廉，而且有利于保留可溶性重组
蛋白质，而超声破碎法会导致可溶性蛋白发生变性沉淀而增加蛋白质分离的难度。综合分析可知，化学－渗透压法在
基因工程及生物工程中具有良好的应用前景。
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　　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，简称Ｅ．ｃｏｌｉ）是基因工程与生
物工程中表达重组蛋白质最常用的宿主菌。重组蛋白质通常

被表达在 Ｅ．ｃｏｌｉ胞内，必须进行细胞破碎后才能进行相应的
分离纯化［１］。现有的细胞破碎方法分为机械法、化学法、物

理法及生物酶法四大类，在实际应用中这些方法仍有较多不

足。例如，机械法破碎效率高，但是需要高速珠磨机、高压匀

浆机等贵重设备，同时由于发热大，可能重组蛋白质的生物活

性［２－３］；化学法简便，但所用有机溶剂及变性剂也可能影响重

组蛋白质的生物活性［４－５］；物理法条件温和，但破碎效率较

低［６］；生物酶法条件温和、破碎效率较高，但碎菌成本较

高［７］。因此可见，开发温和且具有高破碎效率的简便工艺在

基因工程及生物工程中有较高的应用价值。

形态结构学研究表明，Ｅ．ｃｏｌｉ细胞壁是由脂多糖层、磷
脂层与肽聚糖层组成的复合结构，具备较强的抗拉伸与抗剪

切能力。渗透压法利用渗透压差破碎细胞，条件温和，可以很

好地保留蛋白质的生物活性，但是作用力较弱，不足以完全破

碎Ｅ．ｃｏｌｉ细胞壁，目前仅用于释放出周质空间的蛋白质［８］。

本试验拟研究将化学法与渗透压法联用（本研究均简称为化

学－渗透压法），从而实现既高效彻底破坏Ｅ．ｃｏｌｉ细胞壁，又
完全释放胞内蛋白质，同时能保留蛋白质生物活性的可能性。

本研究为该法处理 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、重组原动蛋白 ２β
（ＰＫ２β）工程菌的试验结果。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）为笔者所在研究室保存，重组质粒

ｐＥＴ－２８－ＰＫ２β为笔者所在研究室构建，按常规方法转化获
得相应重组工程菌［９］。
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蛋白胨、酵母膏，购自 Ｏｘｏｉｄ公司；异丙基 －β－Ｄ－硫代
半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、考马斯亮蓝、卡那霉素、二硫苏糖醇
（ＤＴＴ），购自 ＢＢＩ公司（ＢｉｏＢａｓｉｃＩｎｃ．）；溴酚蓝，购自
ＡＭＲＥＳＣＯ公司；十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）（生物技术级），购自
Ｍｅｒｃｋ公司；丙烯酰胺（超级纯）、Ｎ，Ｎ′－亚甲基双丙烯酰胺
（超级纯）、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ，分析纯），购自生工生物工
程（上海）股份有限公司；ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（化学纯），购自国药
集团化学试剂有限公司；三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、甘氨酸、
过硫酸铵、Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－四甲基乙二胺、乙醇、冰醋酸等其他
试剂均为分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司；琼脂粉

（进口分装），购自中国医药（集团）上海化学试剂公司；蛋白

分子量标准 ＳｐｅｃｔｒａＴＭ ＭｕｌｔｉｃｏｌｏｒＢｒｏａｄＲａｎｇｅＰｒｏｔｅｉｎＬａｄｄｅｒ，
购自ＭＢＩ公司，含有１０、１５、２５、３５、４０、５０、７０、１００、１４０、２６０ｋｕ
的条带。

１．２　试验方法
１．２．１　大肠杆菌培养和收集　Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）采用一步
法培养：将Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）甘油菌冻存液按１‰比例接种
到新鲜ＬＢ培养基（含１％蛋白胨、０．５％酵母膏、１％ ＮａＣｌ）
中，３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ过夜培养１５ｈ。培养液于１００００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，弃上清，菌体保存于－２０℃备用。

重组ＰＫ２β的Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）工程菌采用两步法培
养：取３μＬ重组工程菌冻存液接种到３ｍＬ新鲜 ＬＢ培养基
（含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）中，３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ过夜培养１５ｈ
获得种子。随后将种子液按照１％比例接种到新鲜 ＬＢ培养
基（含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）中，３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ继续培养至
Ｄ６００ｎｍ达到０．６左右，加诱导剂后继续振荡培养４ｈ。培养液
于１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，菌体保存于－２０℃备用。
１．２．２　常规化学－渗透压法　包括化学法预处理、渗透压法
２个环节，具体操作如下：（１）称取适量冻存 Ｅ．ｃｏｌｉ菌体，按
每３０ｍｇ菌体分别加入１ｍＬＥＤＴＡ碎菌液或２．５ｍＬＴｒｉｔｏｎ

Ｘ－１００碎菌液，４℃混匀过夜，然后于 １００００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，收集菌体备用；（２）取上述化学法预处理所得菌体，按
每３０ｍｇ菌体加１ｍＬ高渗液的比例重悬，室温放置２０ｍｉｎ，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，再按每３０ｍｇ菌体加１ｍＬ低渗液的
比例重悬，室温放置２０ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；（３）继
续按步骤（２）重复处理残留菌体２～４次。分别收集所得上
清与沉淀菌体，待分析。

化学 预 处 理 液 含 适 量 ＥＤＴＡ 或 ＴｒｉｔｏｎＸ －１００，
０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）及０．１０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ。低渗
液含０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ（ｐＨ值８．０）、０．００２５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
（ｐＨ值８．０）。在低渗液中加２０％蔗糖作为渗透压稳定剂，即
得高渗液。

１．２．３　改进化学－渗透压法　具体操作流程同“１．２．２”节；
化学预处理液成分同“１．２．２”节；低渗液成分同“１．２．２”节；
高渗液中改用３５％蔗糖或２０％ＰＥＧ８０００为渗透压稳定剂。
１．２．４　超声破碎法　按吴蕾等所述流程［１０－１１］并略作修改：

取５０ｍｇ菌体重悬于预冷的低渗液中，冰浴中用超声破碎仪
（购自宁波新芝生物科技股份有限公司）处理（功率３００Ｗ，
每次超声破碎２５ｓ，暂停２５ｓ，超声２０次）。取适量样品于
１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分出上清与沉淀，待分析。
１．２．５　蛋白质电泳　按常规方法［１２］进行十二烷基硫酸钠－
聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分析，其中浓缩胶浓度为
５％，分离胶浓度为 １０％。电泳结束后凝胶用考马斯亮蓝
Ｒ２５０染色，脱色后的凝胶用成像系统拍照保存待分析。
１．２．６　胞内蛋白质释放率计算　样品中蛋白质含量与电泳
对应条带及染色后条带深浅呈线性关系，因此可通过分析染

色后条带的灰度值计算蛋白质含量［１３］。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶图
像用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅＴＭ ｖ４．５软件（购自 Ｂｉｏ－ＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
Ｉｎｃ．）进行各条带的灰度值分析定量，按照以下公式计算胞内
蛋白质释放率：

胞内蛋白质释放率＝ 上清蛋白灰度值×上清稀释倍数
上清蛋白灰度值×上清稀释倍数＋沉淀蛋白灰度值×沉淀稀释倍数×１００％。

１．２．７　大肠杆菌菌落形成单位（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔａｓｓａｙ，简
称ＣＦＵ）检测　参照 Ｓａｈｏｏ等所述流程并略作修改：用含有
１．５％琼脂粉的新鲜ＬＢ固体培养基（含５０μｇ／ｍＬ卡那霉素）
制备平板，将对照菌液与化学 －渗透压法处理所得菌液适当
稀释后涂平板，于３７℃培养箱倒置培养 １６ｈ，取出平板，计
算所得菌落数量［１４－１５］。

１．２．８　大肠杆菌形态观察　Ｅ．ｃｏｌｉ细胞按邹如意等所述方
法［１６］进 行 固 定，用 扫 描 电 镜 技 术 （ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，简称ＳＥＭ）直接观察 Ｅ．ｃｏｌｉ细胞处理前后的形
态，所用仪器为日立公司的 Ｓ－４８００型场发射扫描电子显微
镜，放大倍数为２０００倍。

２　结果与分析

２．１　化学法预处理Ｅ．ｃｏｌｉ菌体
按“１．２．２”节所述，用１０～３０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ与０．２５％～

１．２５％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００预处理 Ｅ．ｃｏｌｉ菌体，结果表明，以上２
种试剂分别可以释放出２．４２％ ～１１．８％与１２．５％ ～３７．３％
的胞内蛋白质，２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ与１．００％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００为
各组的较优处理（图１）。ＥＤＴＡ与ＴｒｉｔｏｎＸ－１００分别为温和

的螯合剂与表面活性剂，分别作用于细胞壁中的脂多糖层与

磷脂层。由图 １还可以看出，ＴｒｉｔｏｎＸ－１００的释放率高于
ＥＤＴＡ，可能因为ＥＤＴＡ除去脂多糖层后，磷脂层仍保持完整，
胞内蛋白质不易透过；而 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００除去磷脂层后，脂多
糖层有较多间隙，胞内蛋白质较易透过。

２．２　常规化学－渗透压法破碎Ｅ．ｃｏｌｉ菌体
为了提高胞内蛋白质释放率，将化学法预处理法与常规

渗透压法联用，以２０％蔗糖为渗透压稳定剂，进行３次渗透
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压法处理。结果表明，化学法预处理提高了后续渗透压法的

破碎效率，不仅释放出 Ｅ．ｃｏｌｉ周质空间的蛋白质，而且释放
出大量胞内蛋白质。其中，ＥＤＴＡ＋２０％蔗糖处理可释放出
１６．９％～３５．７％的胞内蛋白质；ＴｒｉｔｏｎＸ－１００＋２０％蔗糖处
理可释放出３７．６％～８４．２％的胞内蛋白质；２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
与１．００％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００分别为各组的较优处理（图２）。形
态结构学研究表明，Ｅ．ｃｏｌｉ细胞具有外膜、内膜的双层膜结
构，影响了高渗液与低渗液进入细胞内部，因此单用渗透压法

不能完全破碎细胞。而化学法预处理可以使外膜与内膜产生

缺陷，有利于随后的高渗液、低渗液迅速进入细胞，细胞来不

及发生相应形变而被完全破碎。

２．３　改进的化学－渗透压法破碎Ｅ．ｃｏｌｉ菌体
改进渗透压稳定剂与增加处理次数可以提高渗透压法碎

菌的效率，因此，分别配制含有 ３５％蔗糖、２０％ ＰＥＧ８０００、
２０％ ＰＥＧ４０００的高渗液进行细胞破碎。如图３所示：各高渗
液的碎菌效率排序依次为 ３５％蔗糖、２０％ＰＥＧ８０００＞２０％
ＰＥＧ４０００＞２０％蔗糖；５次渗透压法碎菌效率比３次渗透压
法高６．９％～４６．７％。

　　综上所述，化学 －渗透压法的最优条件为 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ预处理Ｅ．ｃｏｌｉ菌体，再以３５％蔗糖或２０％ ＰＥＧ８０００
为渗透压稳定剂进行５次渗透压法处理；或以１％ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００预处理Ｅ．ｃｏｌｉ菌体，再以３５％蔗糖或２０％ＰＥＧ８０００为
渗透压稳定剂进行３、５次渗透压法处理，胞内蛋白质释放率
分别可以达到９３．１％、１００．０％。

２．４　改进的化学－渗透压法破碎重组ＰＫ２β工程菌
以上述改进的化学 －渗透压法处理重组 ＰＫ２β工程菌，

对ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶进行定量分析表明，２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ ＋
３５％蔗糖、２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ＋２０％ ＰＥＧ８０００处理分别可以
释放９６．４％、９１．３％的胞内蛋白质；１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００＋３５％
蔗糖、１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００＋２０％ ＰＥＧ８０００处理分别可以释放
９９．０％、９４．３％的胞内蛋白质；以超声破碎法处理重组工程
菌，胞内蛋白质释放率为９２．５％。因此可见，改进的化学 －
渗透压法的破碎效率与目前常用的超声破碎法相当。

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果还显示，化学－渗透压法破碎工程菌后
所得上清及沉淀中均含有重组 ＰＫ２β，上清中含有的可溶性
重组ＰＫ２β占总量的７０．５％～８０．２％；而在超声破碎法中，处
理相同样品后，重组ＰＫ２β均在沉淀中，上清中未见可溶性重
组ＰＫ２β（图４）。由此表明，超声破碎法不仅损伤重组蛋白
质［１７］，同时会使可溶性重组蛋白质变性沉淀，从而增加后续

蛋白质分离的难度。

　　以菌落形成单位（ＣＦＵ）检测与扫描电子显微镜（ＳＥＭ）
观察化学－渗透压法处理对工程菌细胞的影响。菌落数量检
测结果表明，化学－渗透压法处理后样品所产生的克隆数仅
为对照组的１％以下，表明该方法可以完全破碎工程菌细胞。
ＳＥＭ结果显示，破碎前大肠杆菌细胞形态完整，而化学 －渗
透压法处理后大肠杆菌几乎完全被破碎，留下很多无定形细

胞残片；超声法处理后大肠杆菌发生断裂，留下很多短棒状细

胞残片（图５）。由此表明，化学 －渗透压法与超声法的碎菌
机制不同，从而产生不同的破碎效果。

３　讨论与结论

温和高效地破碎大肠杆菌细胞是获取其胞内蛋白质的必

经流程，但现有的细胞破碎工艺仍有较多不足，影响了基因工

程及生物工程的发展。为了便于后续分离及获取有生物活性

的重组蛋白，目前常用共表达分子伴侣蛋白质、二硫键异构酶

或脯氨酸异构酶，或构建带金黄色葡萄球菌蛋白 Ａ、谷胱甘
肽－Ｓ－转移酶、大肠杆菌麦芽糖结合蛋白 ｍａｌＥ、大肠杆菌硫
氧还蛋白的融合蛋白以提高重组蛋白质的可溶性［１８－２１］。本

研究结果表明，即使有可溶性蛋白表达出来，超声破碎法也可

能导致可溶性蛋白质被变性沉淀，从而使后续分离复杂化并
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需要额外的复性环节。

本研究建立的化学－渗透压法具有简便高效、成本低廉、
易于操作及放大的优点，可以完全破碎重组 ＰＫ２β工程菌细
胞，并且获得７０．５％的可溶性重组 ＰＫ２β，为后续大量制备该
蛋白提供了便利。同时该法也可用于破碎其他工程菌细胞，

有利于保持其他可溶性重组蛋白质的活性，因此在基因工程

及生物工程中具有良好的应用前景。
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