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摘　 要: 基因工程法能够简便易行的合成重组芋螺毒素ꎬ发酵条件会影响其表达产量ꎮ 为获得高效表达ꎬ采用单因素试

验法优化基因工程大肠杆菌的发酵条件如发酵时间、ＩＰＴＧ 浓度、初始 ｐＨ 和发酵温度等ꎮ 利用蛋白定量试剂盒测定表达

上清总蛋白量ꎬ并用 Ｔｒｉｃｉｎｅ￣ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离后灰度扫描分析重组芋螺毒素的含量ꎮ 实验结果获得最佳发酵条件:发
酵时间为 ４ ｈꎬＩＰＴＧ 浓度为 ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ培养基初始 ｐＨ 为 ６.０ꎬ发酵温度为 ２６℃ ꎬ优化后表达量为 １９.４ ｍｇ / Ｌꎬ研究结果为

大规模生产芋螺毒素 ＭｒＶＩＢ 奠定了坚实的基础ꎮ
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ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｏｎｏｔｏｘｉｎｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ４ ｈꎬ ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ０. ４ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｗａｓ ６. ０ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ２６℃ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｙｉｅｌｄ ｗａｓ １８ ｍｇ / Ｌ ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｉｅｄ ａ ｓｏｌｉｄ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ ＭｒＶＩＢ.
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　 　 ＭｒＶＩＢ 属于 μＯ￣家族芋螺毒素ꎬ于 １９９５ 年从

大理石芋螺(Ｃ. ｍａｒｍｏｒｅｕｓ)中分离纯化获得了

ＭｒＶＩＡ 和 ＭｒＶＩＢꎮ 其中 ＭｒＶＩＢ 由 ３１ 个氨基酸组

成且含 ６ 个半胱氨酸ꎬ作用机理为阻断钠离子通

道ꎬ具有多种药理活性[１~３]ꎮ 由于 ６ 个半胱氨酸

和多个疏水氨基酸的存在ꎬ人工化学合成 ＭｒＶＩＢ
线性肽后存在氧化折叠形成异构体多、分离难度

大、产率低和成本高等问题[４]ꎮ 近年来ꎬ基因工

程法能够简便易行的合成大量的芋螺毒素ꎬ尤其

是对富含半胱氨酸、易成二硫键的多肽具有显著

优势[５]ꎮ 通过融合不同标签的方式将芋螺毒素

基因在大肠杆菌中成功表达的研究已有较多文献

报道ꎬ但通过融合信号肽来引导芋螺毒素在大肠

杆菌中分泌表达的报道较少[６~８]ꎮ



本研 究 的 前 期 工 作 已 将 分 泌 表 达 载 体

ｐＥＴ２２ｂ( ＋) / Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 构建和鉴定好ꎬ并转

化至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３) ｐＬｙｓＳ 中获得分泌表

达ꎬ但分泌量较低且易形成包涵体[９]ꎮ 因此ꎬ本
研究从发酵时间、ＩＰＴＧ 浓度、培养基 ｐＨ 和发酵

温度等影响因子对重组基因工程菌株的发酵条件

进行了初步优化ꎬ获得最佳分泌发酵条件ꎬ为芋螺

毒素 ＭｒＶＩＢ 的药理活性、新药研发和规模化生产

奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

恒温摇床(美国 ＮＢＳ 公司)ꎻ手持式超声波细

胞破碎仪(中国 Ｂｉｏｓａｆｅｒ)ꎻ台式高速冷冻离心机

(德国 Ｓｉｇｍａ)ꎻ垂直电泳仪(北京六一仪器厂)ꎻ全
自动数码凝胶图像分析系统(Ｔａｎｏｎ ４１００)ꎻ紫外

风光光度计(ＵＶ￣１８００ＰＣ)ꎮ
ＩＰＴＧ、氨苄抗生素、低分子量蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ

和蛋白定量试剂盒均购自天根生化科技有限公

司ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳相关试剂购自海南合辉实业

有限公司ꎻ其他相关试剂为国产分析纯ꎮ
菌株:含有 ｐＥＴ２２ｂ( ＋) / Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 的大

肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＬｙｓＳꎬ 由本实验室前期构建

并保存ꎮ
ＬＢ 培养基:其成分为蛋白胨 １０ ｇ / Ｌꎬ酵母膏

５ ｇ / ＬꎬＮａＣｌ １０ ｇ / ＬꎬｐＨ ７.０ꎮ

１.２　 实验方法

１.２. １ 　 生长曲线测定 　 将基因工程菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３) ｐＬｙｓＳ ( ｐＥＴ２２ｂ ( ＋) / Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ) 在含

１００ μｇ / ｍＬ 氨苄青霉素的 ＬＢ 固体培养基上划线ꎬ
３７℃培养过夜ꎮ 挑取单菌落接种于 ５ ｍＬ ＬＢ 液体

培养基中ꎬ置 ３７℃和 ２５０ ｒ / ｍｉｎ 摇床培养过夜后

作为种子液ꎮ 取种子液 １ ｍＬ 接种于 １００ ｍＬ ＬＢ
液体培养基中ꎬ按上述条件培养ꎬ每隔 １ ｈ 取 １ ｍＬ
检测 ＯＤ 值ꎮ
１.２.２　 基因工程菌发酵件优化方法 　 基本培养

条件:取种子液按 １∶ １００ 比例接种于 １００ ｍＬ ＬＢ
液体培养基中ꎬ发酵温度为 ３７℃ꎬ２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡

培养至对数生长期ꎬ加入 ＩＰＴＧ 终浓度为 １. ０
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ诱导发酵 ４ ｈꎮ 在基本培养条件基础上ꎬ
分别设置不同的发酵时间(１ ｈ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ、５ ｈ、
６ ｈ)、 ＩＰＴＧ 浓度 ( ０. １ ｍｍｏｌ / Ｌ、０. ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、０. ４

ｍｍｏｌ / Ｌ、０. ８ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １. ０ｍｍｏｌ / Ｌ )、 发 酵 温 度

(１６℃、２１℃、２６℃、３１℃、３６℃)和初始 ｐＨ(５. ０、
６.０、７.０、８.０、９.０)来进行优化ꎮ
１.２.３　 重组芋螺毒素的含量测定 　 上述不同条

件下获得的样品进行超声破碎ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ 后留上清ꎬ采用蛋白定量试剂盒测定表

达上清中总蛋白浓度ꎬ再采用 Ｔｒｉｃｉｎｅ￣ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
对上清电泳后进行灰度扫描获得重组芋螺毒素所

占上清总蛋白的百分率ꎬ计算重组芋螺毒素浓度ꎮ

重组芋螺毒素浓度(ｍｇ / Ｌ) ＝ 上清总蛋白浓

度(ｍｇ / Ｌ)×灰度扫描百分比ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 重组芋螺毒素表达的电泳分析

重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 的理论分子量

为 ４.９３６ ｋＤａꎬ电泳图显示在诱导的总蛋白和裂解

上清中在 ４.１ ~ ６.５ ｋＤａ 间具有符合大小的特异条

带ꎬ而未诱导菌中对应位置无相应条带ꎮ 说明重

组芋螺毒素 ＭｒＶＩＢ 获得了分泌表达ꎬ但表达量较

低(图 １)ꎮ

图 １　 Ｔｒｉｃｉｎｅ￣ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析重组芋螺毒素的表达

Ｆｉｇ.１　 Ｔｒｉｃｉｎｅ￣ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｍ:蛋白分子量 Ｍａｒｋｅｒꎻ １:未诱导的大肠杆菌总蛋白ꎻ ２~６:诱导

大肠杆菌的总蛋白ꎻ ７:诱导的大肠杆菌上清ꎻ ８:诱导大肠杆菌

的颗粒蛋白ꎮ

２.２　 生长曲线

根据菌液吸光度值绘制重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣
Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 基因工程菌的生长曲线如图 ２ 所示ꎮ
在 １％接种量下ꎬ重组大肠杆菌生长比较旺盛ꎬ接
种后 ２ ｈ 进入对数生长期ꎬ８ ｈ 后大肠杆菌开始进

入稳定期ꎬ１４ ｈ 开始有衰退迹象ꎮ 可见ꎬ添加诱

导剂的时机应该选择在对数生长旺盛期约 ４ ｈꎬ持
续发酵时间应该不超过 ８ ｈ 为宜ꎮ

３５３刘云海ꎬ等:重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 发酵条件优化



图 ２　 基因工程大肠杆菌的生长曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｅ. ｃｏｌｉ.

２.３　 发酵时间

重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 表达量随发酵

时间延长而逐步增加ꎬ在发酵时间达 ４ ｈ 时表达

量最高ꎬ继续延长发酵时间则重组芋螺毒素表达

量没有继续增加ꎬ反而出现了下降趋势ꎬ可能由于

发酵时间过长导致菌体开始衰退死亡ꎬ随之重组

芋螺毒素发生降解现象(图 ３)ꎮ

图 ３　 发酵时间对重组芋螺毒素表达的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ.

２.４　 ＩＰＴＧ 浓度

重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 表达量随着

ＩＰＴＧ 浓度的升高而逐渐增加ꎬ当浓度为 ０. ４
ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ再增加 ＩＰＴＧ 浓度并未出现表达量的

增加的情况ꎬ为了节约 ＩＰＴＧ 的用量选择低浓度

０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ 为最适 ＩＰＴＧ 浓度(图 ４)ꎮ

２.５　 初始 ｐＨ
重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 表达量在不同

培养基初始 ｐＨ 条件下ꎬ结果在初始 ｐＨ 为 ６.０ 时

表达量最高ꎮ 从图 ５ 可以看出ꎬｐＨ 偏碱时产物表

达相对较少ꎬｐＨ 偏酸时有利于产物表达ꎮ

图 ４　 ＩＰＴＧ 浓度对重组芋螺毒素表达的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ.

图 ５　 初始 ｐＨ 对重组芋螺毒素表达的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ.

２.６　 发酵温度

发酵温度对重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 表

达量有较大影响ꎮ 在 ２６℃ 条件下发酵培养 ４ ｈ
后ꎬ可获得较高的表达量ꎬ温度过低或过高都不利

于重组芋螺毒素的分泌表达(图 ６)ꎮ

图 ６　 发酵温度对重组芋螺毒素表达的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ.
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２.７　 最佳条件下诱导表达

通过以上实验结果获得最佳发酵条件为:发
酵时间为 ４ ｈꎬＩＰＴＧ 浓度为 ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ培养基初

始 ｐＨ 为 ６.０ꎬ发酵温度为 ２６℃ꎬ优化后表达量为

１９.４ ｍｇ / Ｌꎬ是优化前表达量的 ２ 倍(图 ７)ꎮ

图 ７　 发酵条件优化前后重组芋螺毒素表达量的比较

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ.

３　 讨论

目前芋螺毒素表达的文献报道逐年增多ꎬ从
原核表达系统到真核表达系统ꎬ以及从表达形成

包涵体到分泌表达的转变等[１０]ꎮ 诸多文献报道

利用基因工程法能够合成芋螺毒素ꎬ能够防止过

度采集天然芋螺导致其资源匮乏、解决天然芋螺

毒素分离纯化困难和化学合成成本高且难氧化折

叠等问题[４]ꎮ 但也存在一定的问题:如芋螺毒素

分子量较小、二硫键丰富、疏水氨基酸含量大等特

点导致了其较难在外源表达系统中获得高效表

达ꎮ 因此ꎬ芋螺毒素基因在利用外源宿主合成芋

螺毒素时ꎬ会受到多种因素影响ꎬ其中除了宿主菌

本身因素和表达载体的选择外ꎬ发酵条件的优化

也是基因工程法合成芋螺毒素的一个关键环

节[１１]ꎮ 高炳淼等[１２]通过改变发酵条件等影响因

子对重组芋螺毒素 Ｋ４１ 的表达条件进行了优化ꎬ
表达产量大大提高ꎮ

本实验在通过单因素考察各因素对重组芋螺

毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 表达量的影响ꎮ 其中诱导剂

ＩＰＴＧ 浓度对于表达量有较大影响ꎬ在 ＩＰＴＧ 浓度

增加到 ０. ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ重组芋螺毒素表达量达到

最大值ꎬ为了降低实验成本没有必要再增加 ＩＰＴＧ
的浓度ꎮ 温度过高菌体生长较快ꎬ合成的过量的

外源重组芋螺毒素无法进行正确的剪切和折叠而

形成包涵体ꎮ 温度过低ꎬ菌体生长受到抑制ꎬ无法

获得足够的菌体量ꎬ外源重组芋螺毒素表达量太

少ꎮ 因此ꎬ发酵温度是影响重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣
ＭｒＶＩＢ 在大肠杆菌中获得高效分泌表达的最重要

因素之一[１３]ꎮ 本实验结果表明 ２６℃时重组芋螺

毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 表达量最高ꎬ可确定最佳温度

在 ２６℃左右ꎮ 该结果与 Ｐｉ 等[８]采用 ２１℃都是低

温诱导获得可溶性的重组芋螺毒素ꎮ 培养基的最

佳 ｐＨ 在 ６.８ ~ ７.６ 之间时ꎬ大肠杆菌生长较好ꎬ外
源蛋白的表达最佳 ｐＨ 为 ７.０ 左右ꎮ 但本实验获

得最佳初始 ｐＨ 为 ６ꎬ原因在于酸性培养基中中性

蛋白酶的活性受到抑制ꎬ有利于重组芋螺毒素

Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 的稳定性ꎮ 重组芋螺毒素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣
ＭｒＶＩＢ 优化后的表达量为 １９.４ ｍｇ / Ｌꎬ是优化前的

２ 倍ꎬ也明显高于前期研究重组芋螺毒素 ＭｒＶＩＢ￣
Ｈｉｓ￣ｔａｇ 表达量 ５.９ ｍｇ / Ｌꎬ但低于可溶性融合芋螺

毒素 Ｔｒｘ￣Ｈｉｓ￣ＭｒＶＩＢ 的表达量 ７３.６ ｍｇ / Ｌ[６ꎬ１４]ꎮ
本研 究 结 果 表 明 重 组 芋 螺 毒 素 Ｈｉｓ￣Ｘａ￣

ＭｒＶＩＢ 最佳发酵条件为发酵时间 ４ ｈꎬＩＰＴＧ 浓度

０.４ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ 发酵温度 ２６℃ꎬ培养基初始 ｐＨ 为

６.０ꎮ 通过对重组芋螺毒素工程菌在摇瓶水平上

优化了发酵条件ꎬ可以有效提高重组芋螺毒素

Ｈｉｓ￣Ｘａ￣ＭｒＶＩＢ 的表达量ꎬ为规模化和工业化发酵

奠定了坚实的基础ꎮ
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