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乳糖诱导葡萄球菌肠毒素 A 基因在
大肠杆菌中的表达

丁 岚, � 侯晓彦, � 王小红* , � 陈福生, � 张永霞
(华中农业大学 食品科技学院,湖北 武汉 430070)

摘 � 要: 以乳糖作为诱导剂代替传统方法中的 IPT G, 分别从菌龄、诱导剂浓度、诱导时间及诱导剂

的添加方式等方面,对乳糖诱导金黄色葡萄球菌肠毒素 A ( staphy lococcal entero to xins A, SEA)

基因在大肠杆菌 BL21( DE3)中的表达进行了研究。结果表明,重组大肠杆菌表达 SEA 的优化条

件为: 在对数生长期( OD 600约为 0� 6) , 一次性添加终浓度为 0� 5 mmo l/ L 的乳糖诱导 6 h。目标蛋

白的表达量占菌体总蛋白质的 36� 9% ,略低于以 IPTG为诱导剂时 38� 1%的表达量。乳糖价格仅
为 IPTG的 1%左右,因此, 在 SEA 的大规模制备中,使用乳糖作为诱导剂可以大大节约成本。
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Lactose�Induced Expression of Staphy lococcus aureus Enterotoxin A

in Escherichia coli BL21( DE3)

DING Lan, � HOU Xiao�yan, � WANG Xiao�hong* , � CHEN Fu�sheng, � ZHANG Yong�xia
( School of Food Science and T echnolog y, Huazhong Agr iculture Univesit y, Wuhan 430070, China)

Abstract: Expression of staphylo coccus aureus enterotox in A in Escher ichia col i BL21 ( DE3)

using lactose as inducer instead of IPT G was invest igated. Effect o f inducing conditions,

including cel l ag e of recombinant , concentrat ion o f lacto se, inducing time and adding model of the

lactose on the expr ession level w ere detaited studied and analy zed. T he opt imal inducing

condit ions listed as follow ed: 0� 5 mmol/ L( final concentration) lacto se by one�t ime method at the
m id�phase of cell g row th ( OD600 = 0� 6) and then cultured bacter ia at 37 � , 180 r / min for 6 h.
T he yield of recombinant staphylococcal enterotox in A induced by lactose w as about 36� 9% of

the total cel l solution protein. It w as just a lit t le below o f that induced by IPTG( 38� 1%) . The
price of lactose is only 1% of that of IPT G. All o f these suggested that the lactose is available to

be effect ive inducer w ith low er cost in the process of large�scale product ion of recombinant
protein.

Key words: S taphy lococcus aureus , s taphylococcal enterotox ins A ( SEA ) , lacto se, Isopr opy l

beta�D�thiog alactopyr anoside ( IPTG) , genet ic engineering



� � 金黄色葡萄球菌( Stap hy lococcus aur eus )是引

起食品污染的一种重要细菌, 广泛存在于空气、水、

灰尘及人和动物的排泄物中
[ 1]
。美国疾病控制中

心报告中,由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒居第

二位,占整个细菌性食物中毒的 33%。每年中国此

类中毒事件也时有发生 [ 2]。金黄色葡萄球菌的致

病力主要取决于其所产生的金黄色葡萄球菌肠毒

素( staphy lococcal entero to xins, SEs)。SEs 是一

组结构相关、毒力相近、抗原性不同胞外蛋白质,其

相对分子质量为24 000 ~ 32 000, 且具有超抗原

( Superantig en, SA g)活性
[ 3]
。SEs 可致食物中毒,

其典型症状为恶心、呕吐
[ 4]
。目前, 免疫学方法是

检测 SEs的常用方法之一, 具有快速、灵敏、操作简

便等优点
[ 5- 6]
。免疫学检测 SEs 的前提是获得较

纯的 SEs并制备相应的抗体, 但是直接用产毒菌株

制备 SEs,产量极低且容易失活, 所以目前一般采用

基因工程菌来制备 SEs [ 7]。

乳糖是一种天然的 lac启动子的诱导物, 目前

用乳糖替代传统 IPT G 作为诱导物的报导已有很

多[ 8] ,但用乳糖诱导 SEA基因在大肠杆菌内的表达

的未见报导。因此, 作者在实验室构建含有 SEA

基因重组表达菌株的基础上, 以乳糖作为诱导剂替

代 IPT G,对其在重组表达菌株中诱导表达 SEA 的

表达条件进行优化,以大量制备 SEA 样品,为后续

制备 SEA 单抗、诊断试剂盒,用于快速检测食品中

的金黄色葡萄球菌提供基础。此外, 以乳糖替代

IPT G在表达菌株大肠杆菌 BL21( DE3)中的研究,

对于乳糖在原核表达系统中进行重组蛋白质的大

规模生产,也具有一定的应用价值。

1 � 材料与方法

1� 1 � 主要仪器与试剂

5415R台式高速冷冻离心机:上海力康发展有

限公司制造; 102C超声波破碎仪: 美国 Sonics and

M aterials公司制造; 24DN 垂直板电泳型凝胶电泳

仪: 北京六一仪器厂制造。

乳糖( Lactose) : 购于上海试剂二厂; IPTG: 购

于 Sigma公司;蛋白质相对分子质量 Marker:购于

Fermentas公司; 其余均为国产分析纯试剂。

1� 2 � 菌种与培养基
宿主菌 BL21 ( DE3) : 由华中农业大学植物科

学技术学院提供; 重组表达质粒 pET28a: 由北京军

事医学科学院提供; 工程菌 BL21 ( DE3)、pET 28a�
SEA:由作者所在实验室构建并保存; LB培养基。

1� 3 � 方法
1� 3� 1 � 培养条件及重组蛋白质表达量的测定方法
� 按体积分数 2%接种 pET 28a�SEA 菌株于 LB培

养基中, 37 � 、180 r/ min离心 10 h 后,再于 2 g/ dL

LB中扩大再培养至 OD600为 0� 6 左右,进行二次扩
大再培养。

在 250 mL 摇瓶中加入 100 mL LB培养基,将

预先培养的种子培养液加入该培养基中, 放入 37

� 摇床振荡培养,当菌体 OD600值达到 0� 6 时, 用终
浓度为 0� 5 mmol/ L 的 IPTG 诱导, 继续培养 6 h。

取 10 mL 培养液, 放入离心管中, 5 000 r/ m in 离心

10 m in。用 1 mL、0� 02 mo l/ L pH 7� 4 PBS 缓冲液
重悬菌体沉淀,超声波破碎, 12 000 r/ m in 离心 20

m in,取上清液,用考马斯亮蓝法测上清液中总蛋白

质质量浓度 [ 9]。上清液进行 SDS�PAGE 电泳, 用
Bandscan5� 0软件分析 SDS�PA GE 电泳条带中的
目的蛋白质在菌体总蛋白质中的比例, 从而计算出

目的蛋白质即重组 SEA ( recombinant SEA , 简称

r SEA)的质量浓度。

1� 3� 2 � 不同时间段加入乳糖对目的蛋白质表达量
的影响 � 在 pET28a�SEA 菌株生长 1、2、3、4、5、6 h

后, 向培养液中加入终浓度为 0�5 mmol/ L 的乳
糖[ 10] , 37 � 、180 r/ min诱导 6 h,取样冰浴超声,离心

后取上清液 SDS�PAGE电泳,并测细菌总蛋白质。
1� 3� 3 � 乳糖诱导后培养时间对目的蛋白质表达量
的影响 � 在 pET28a�SEA菌株生长 3 h后, 向培养液

中加入终浓度为 0� 5 mmol/ L 的乳糖, 37 � 、180 r/
min分别诱导 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 h,取样冰浴超声,离心

后取上清液 SDS�PAGE电泳,并测细菌总蛋白质 [10]
。

1� 3� 4 � 乳糖浓度对目的蛋白质表达量的影响 � 在
pET28a�SEA菌株生长 3 h 后, 向培养液中分别加

入终浓度为 0� 25, 0� 5, 1, 5 mmo l/ L 的乳糖, 37 � 、
180 r/ min诱导 6 h, 取样冰浴超声, 离心后取上清

液进行 SDS�PAGE电泳, 并测细菌总蛋白质。
1� 3� 5 � 乳糖添加方式对目的蛋白质表达量的影响
� 在 pET 28a�SEA 菌株生长 3 h 后,采用两种方式

添加乳糖。其中一种是向 100 mL 培养液中一次性

加入终浓度为 0� 5 mmol/ L 的乳糖, 另一种则每隔
1 h分 4次等量加入 0� 125 mmol/ L 的乳糖, 37 � 、
180 r/ min诱导 6 h, 取样冰浴超声, 离心后取上清

液 SDS�PAGE电泳, 并测细菌总蛋白质质量浓度。

2 � 结果与分析

2� 1 � 最佳菌龄的确定
在菌株生长的不同时间段添加乳糖, 具体方法
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参考 1� 3� 1及 1� 3� 2。在重组菌生长 3 h 后( OD600

约为 0� 6)开始诱导, rSEA表达量较高,约占总蛋白
的 36� 9% ( Bandscan 5� 0分析) , 见图 1 及表 1。推

测可能与在对数生长的前中期,菌体的各种代谢酶

系统活性最佳有关,有利于重组质粒的表达
[ 11]
。因

此,在菌体对数生长期添加诱导剂效果较为理想,

可以达到在适宜菌体密度的条件下, 收获较多的目

的蛋白质的效果。

M : Mr 标准; 1~ 6: 分别代表菌株生长 1~ 6 h 添加乳糖诱导

后的 rSEA 表达量

图 1 � 不同生长时期加入乳糖时 rSEA 表达的 SDS�

PAGE图

Fig. 1 � SDS�PAGE of rSEA induced by lactose at differ�

ent growth period

表 1 � 不同生长时期加入乳糖对 rSEA表达的影响

Tab. 1 � Ef fect of lactose on the expression of soluble rSEA at

different growth period

泳道
可溶性蛋白质
质量浓度/
( mg/ L)

可溶性 r SEA
质量浓度/
( mg/ L )

可溶性 rSEA 占
可溶性蛋白质
的百分比/ %

1 220� 2 0 0

2 140� 3 42� 8 30� 5

3 168� 5 62� 2 36� 9

4 168� 4 52� 9 31� 4

5 169� 7 50� 7 29� 9

6 171� 8 31� 6 18� 4

7 180� 3 9� 0 5� 0

2� 2 � 乳糖添加后最佳培养时间的的确定
乳糖添加后在不同时间段收获菌体, 具体方法

参考 1� 3� 1及 1� 3� 3, SDS�PA GE 电泳见图 2及表

2。乳糖添加 2 h 后,重组菌就开始表达 rSEA, 且在

2~ 6 h 诱导过程中,表达量逐渐增多,但在 6 h 后达

到 63� 4 mg/ L, 且表达量不再上升。分析原因可能
是诱导一定时间后, 由于外源蛋白质的表达, 代谢

副产物的累积、细菌的衰老等原因, 细菌会停止生

长,蛋白质的合成也会停止
[ 12]
, 所以应在适宜的时

机(乳糖加入后 6 h 左右)停止培养, 以避免菌体自

溶导致目的蛋白质变性。

M: M r 标准; 1: 空白对照; 2~ 7: 分别代表乳糖诱导 1~ 6 h

后 rSEA 表达量

图 2 � 乳糖添加后不同诱导时间 rSEA 表达的 SDS�

PAGE图

Fig. 2� SDS�PAGE of rSEA induced by lactose at diff er�

ent inducing time

表 2 � 乳糖添加后不同诱导时间对 rSEA表达的影响

Tab. 2� Effect of lactose on the expression of soluble rSEA at

different inducing time

泳道
可溶性蛋白质
质量浓度/
( mg/ L )

可溶性 r SEA
质量浓度/
( mg / L )

可溶性 rSEA 占
可溶性蛋白质
的百分比/ %

1 218. 3 0 0

2 169� 1 25� 0 14� 8

3 171� 5 43� 9 25� 6

4 185� 7 38� 4 20� 7

5 190� 1 40� 5 21� 3

6 192� 2 63� 4 33� 0

7 189� 8 52� 0 27� 4

2� 3 � 乳糖诱导最佳浓度的确定

设定不同乳糖浓度,按照 1� 3� 1 及 1� 3� 4 方法

所述, 其对 rSEA 表达的影响见图 3 及表 3。乳糖

浓度在 0� 25~ 5 mol/ L 时, rSEA 均有所表达, 但当

乳糖浓度达到 0� 5 mmo l/ L 时, 即可获得 32� 7%的

r SEA,说明重组菌对乳糖的诱导效应是较为敏感

的, 即低浓度的乳糖 (菌液中乳糖终浓度为 0� 25

mmol/ L)即可启动目的基因的表达。这种现象产

生的原因可能是由于乳糖从胞外转移至胞内需要

��半乳糖苷透过酶的作用, 这是一种主动运输的过

程,高浓度的乳糖会造成菌体质子推动力的消耗,

从而分散了菌体的能量
[ 8]
。
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M : M r标准; 1:空白对照; 2 ~ 5: 用 0. 25、0. 5、1、5 mmol/ L

乳糖诱导后 rSEA 表达量

图 3� 不同浓度乳糖对 rSEA表达影响的 SDS�PAGE图

Fig. 3 � SDS�PAGE of rSEA induced by lactose at differ�

ent concentration

表 3 � 不同浓度乳糖诱导对 rSEA表达的影响

Tab. 3 � Ef fect of lactose on the expression of soluble rSEA at

different concentration

泳道

可溶性蛋白质

质量浓度/
( mg/ L)

可溶性 r SEA 占

可溶性蛋白质
的百分比/ %

可溶性 rSEA

质量浓度/
( mg/ L)

1 218. 1 0 0

2 178� 3 30� 6 53� 6

3 182� 4 32� 7 59� 6

4 181� 8 15� 1 27� 5

5 182� 1 14� 4 26� 2

2� 4 � 乳糖添加方式的确定

采用不同方式添加乳糖, 具体方法参考 1� 3� 1
及 1� 3� 5所述,其对 r SEA 表达的影响见图 4和表

4。

M : M r标准; 1: 空白对照; 2: 一次性加入乳糖 ( 0� 5 mmol/

L )诱导 后 rSEA表达量; 3: 分 4次加入乳糖诱导后 rSEA 表

达量(每次 0� 125 mmol/ L)

图 4� 乳糖加入方式对 rSEA表达的影响

Fig. 4 � SDS�PAGE of rSEA induced by lactose at differ�

ent dosing method

� � 实验结果表明, 一次性添加乳糖较分次添加乳

糖的蛋白质表达量要高, 可达到 52� 6 mg / L。由于
乳糖转运是一个主动运输的过程,这一过程需要消

耗一定的菌体能量, 一次性加入大批量的乳糖会加

大主动运输的负荷, 从而对菌体的生长有一定的影

响。而分次加入少量乳糖, 则对菌体生长影响较

小, 但菌体生长过旺反过来会影响目的蛋白的表

达 [ 13]。

表 4� 乳糖加入方式对 rSEA表达的影响

Tab. 4� Effect of lactose on the expression of soluble rSEA at

different dosing method

泳道
可溶性蛋白质
质量浓度/
( mg/ L )

可溶性 r SEA 占
可溶性蛋白质
的百分比/ %

可溶性 rSEA
质量浓度/
( mg/ L )

1 212. 2 0 0

2 185� 9 28� 3 52� 6

3 184� 1 26� 5 48� 8

2� 5 � 乳糖与 IPTG诱导效果的比较

参照 1� 3� 1培养方法,用乳糖与 IPT G 优化后

的条件进行诱导表达, 以未优化前为对照, 比较两

者对 rSEA 表达的影响, 两者表达 r SEA 的 SDS�
PAGE 电泳图经 Bandscan5� 0分析结果见图 5。结

果表明,诱导条件优化后目的蛋白质表达量均较优

化前有所提高, 其中 IPT G 诱导 rSEA 表达量为

64� 2 mg/ L (占总菌体总蛋白质的 36� 9% ) , 略高于
乳糖诱导 rSEA 表达量 62� 0 mg / L (占菌体总蛋白
的 38� 1% ) ,可溶性菌体总蛋白质量近乎持平。但
从成本的角度考虑,乳糖不及 IPT G的 1%, 因此可

用乳糖替代 IPTG作为诱导剂用于重组蛋白质的大

规模生产,以节约生产成本。

图5 � 乳糖和 IPTG作为诱导剂对 rSEA表达影响的比较

Fig. 5 � Comparison of lactose and IPTG as inducer on

the expression of soluble rSEA

3 � 结 � 语

乳糖操纵子( lac)是目前研究较为详尽、应用较

为广泛的一种可诱导的负调控型操纵子[ 14] 。传统

诱导剂 IPTG(异丙基���D巯基半乳糖苷, Isopropyl
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beta�D�thiogalactopyranoside)是一种高效的乳糖启
动子诱导剂。IPT G可以直接进入大肠杆菌细胞内

发挥诱导作用, 是一种非代谢性的诱导物, 不被菌

体所消耗,只需极少量的存在就能稳定地诱导乳糖

启动子的转录; 但其具有潜在的毒性
[ 15]
, 对菌体生

长有一定抑制作用, 且价格昂贵, 不宜用于大规模

生产。乳糖是一种天然的 lac启动子的诱导物, 相

比传统的 IPTG 而言, 具有无毒、价廉、可以作为碳

源、氮源被利用等优点, 且成本不足 IPTG 的

1% [ 16] ,乳糖则需要借助乳糖透过酶( Permase)的作

用进入细胞, 经 ��半乳糖苷酶的作用转化为异乳糖
( A llolactose)才能起到诱导剂的作用

[ 17]
。因而有

可能成为替代 IPTG 的诱导剂。然而由于乳糖的转

运和转化比 IPT G复杂,且作为一种碳源可以被菌

体代谢利用, 对于菌体的生理及代谢也有一定程度

的影响。因此在采用乳糖作为诱导剂时, 有必要对

菌体生长及诱导条件进行更为精细的研究和优化。

作者在前期表达质粒菌株 ( BL21 ( DE3 )�
pET28a�SEA)构建成功的基础上, 用乳糖作为诱导
剂替代 IPT G表达 rSEA。外源基因的表达水平除

了涉及到宿主、载体和外源基因三者之间关系的影

响,而且受到所处环境影响也较大 [ 18]。对于各种影

响因素的优化组合, 可以通过每次改变一个单因素

或同时改变几个参数来进行。本次实验主要固定

其它参数, 而对单个因素分别加以优化, 从而获得

整体的优化。

该实验中, SDS�PAGE电泳及菌体可溶性总蛋
白质的测定所取样均来自超声后上清液(可溶性蛋

白质)。菌体在超声后分为上清液和沉淀两大部

分。其中上清液为可溶性蛋白质,沉淀中主要是破

碎的菌体残壁、目的蛋白的包涵体及其它不溶杂蛋

白等物质, 考虑到后期纯化的可行性操作, 实验只

考虑可溶性蛋白质的表达量。

实验结果表明,不同菌龄加入诱导剂对菌体总

量与外源可溶性蛋白的表达量有着双重影响。诱

导过早,会减少菌体总量与外源蛋白质的表达量;

过晚虽可以提高菌体的产量, 但却减少了外源基因

的表达时间。实验发现在细菌生长的对数期( OD 600

为 0� 6)时目的蛋白质表达量最大, 定为最适值。乳
糖的用量亦影响着目的蛋白质的表达量。实验显

示,在乳糖终浓度为 0� 5~ 1� 0 mmol/ L 时,蛋白质
的产量最大, 为了降低成本, 实验最终选择 0� 5
mmol/ L 的乳糖终浓度。诱导时间是蛋白质表达与

降解的一个平衡点, 诱导剂加入后, 细菌生长受到

一定的影响。一定时期内蛋白质表达达到高峰后,

表达量通常不再增加, 却会因不断降解而降低。本

试验显示,乳糖添加 6 h为最佳菌体收获时间。

通过采用优化后的表达参数对菌液进行诱导

表达,发现 IPT G和乳糖两种诱导剂对目的蛋白质

的诱导表达量相当, 且经一步亲和层析纯化后可以

得到较高纯度的重组蛋白质。
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