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摘要  目的 }减少大肠杆菌发酵过程中包含体的形成 ∀方法 }在发酵过程中 o加入 �°× �后 o降低培养温度进行低温诱导 ∀结

果 }表达产物在细胞内大部分没有形成包含体 ∀结论 }低温诱导可减少大肠杆菌发酵中包含体的形成 ∀
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  在基因工程的研究中 o大肠杆菌是用来做基因表达的最

常用的一种载体 ∀分子生物学家已成功地将外源基因导入

∞q¦²̄¬等宿主细胞 o并获得了较为稳定的表达 ∀但是 o将 ∞q

¦²̄¬表达的产物提取出来 o还要克服难以预料的困难 o因为大

部分产物在细胞内表达 o需要将细胞破碎后来释放产物 o而

且有相当多的蛋白质产物在胞内凝集成没有活性的固体颗

粒一包含体≈t  ∀

包含体基本是由蛋白质构成 o其中大部分是克隆表达的

产物 o这些产物在一级结构上是正确的 o但在立体构象上却

是错误的 o因此没有生物学活性 o要分离出具有活性的蛋白

质 o一般要经过下列步骤 }

破碎细胞 ψ分离出包含体 ψ溶解包含体 ψ提取产物 ψ

目标产物的复性≈t 

本实验探索在大肠杆菌发酵过程中 o利用低温诱导的方

法 o使目的产物在细胞内不形成包含体 o减少了后处理的工

作量 ∀

1  材料和方法

1 q1  材料

1 q1 q1  菌种 }宿主菌为大肠杆菌k°∞× 体系≈v l o将重组牛催

乳素 °� �k� ¦̈²°¥¬±̈ §¥²√¬±̈ ³µ²̄¤¦·¬±l的 ⁄�� 序列表达进

去 o工程菌由国外惠赠 ∀

1 q1 q2  设备 }发酵罐为德国 �q�µ¤∏± �¬²·̈¦«�±·̈µ±¤·¬²±¤̄ 的

���≥× �× ≤us2v型 ∀

1 q1 q3  试剂 }

×µ¼³·²±̈     ⁄�ƒ≤ � 公司

≠ ¤̈¶·∞¬·µ¤¦· ⁄�ƒ≤ � 公司

≤¤¶̈¬± ≥¬ª°¤公司

�°× � ��� � ��公司

其它均为国产分析纯试剂 ∀

电泳槽为 ���2� �⁄公司的 �¬±¬2°� � × ∞��µ型电泳槽

电泳所用试剂 }

丙烯酰胺           �¬²°²̄ 公司

甲叉双丙烯酰胺 °µ²° ª̈¤公司

≥⁄≥k≥²§¬∏° §²§̈¦¼̄ ¶∏̄©¤·̈l ���公司

1 q2  方法

1 q2 q1  制备菌种 }将 p {s ε 保存的菌种 o涂于 ��固体培养

基上 o于 vz ε 培养箱中倒置培养 o至菌落长到 t qx ∗ u°° ∀

从固体培养基上挑一单个菌落 o接种于 ��体培养基中 o于

vz ε 振荡培养 tu«左右 ∀

t qu qu  发酵 }将菌种按 tΒtss的比例接种于 �2|发酵培养

基中 ovz ε 培养 o°�u 保持 vs h 以上 o培养至 �⁄yss±°达 s q{

时 o加 �°× �至终浓度 s qx ° � 进行诱导 o同时将培养温度降

至 us ε o继续培养 tu ∗ tx«∀

1 q2 q3  发酵产物的处理 }离心收集菌体 o将菌体用缓冲液悬

浮 o超声破碎 o然后于 w ε otysss转离心 us°¬±o把上清和沉

淀分开 o将上清和沉淀分别做 ≥⁄≥2°��∞检查 ∞�ƒ的情况 ∀

2  结  果

菌体破碎后的上清与沉淀的 ≥⁄≥2°��∞结果见下图 }

分子量 ux�的条带为表达产物的条带 o由于表达产物在

细胞内大部分没有形成包含体 o所以菌体破碎后产物大部分

溶于上清中 o由图可见 o°� �大部分存在于破碎后的上清

中 o沉淀中只有少量 °� �o说明在低温下诱导可减少包含体

的形成 ∀

3  讨  论

包含体形成的原因比较复杂 o到目前为止还不完全清

楚 ∀有说法认为包含体的形成是外源蛋白质在生成的过程
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t1 菌体破碎后上清  u1 蛋白质标准  v1 菌体碎片

中 o缺少某些协助因子或由于周围的物理环境k如温度等l不

适 o使其难以连续进行次级键的形成 o中间产物相互凝集而

积累成包含体≈u  ∀一般的水溶液很难将其溶解 o只有在变性

溶液中才能溶解 o在这些溶液中 o溶解的蛋白质是变性状态 o

而蛋白质的复性是十分复杂的过程 o其中目标产物的复性率

非常低 o一般不超过 us h ≈w  ∀

我们在大肠杆菌的发酵实验中发现 o在低温条件下诱

导 o可减少包含体的形成 o使表达产物大部分存在于破碎后

的上清中 ∀这样就避免了蛋白质变性 !复性的棘手问题 o给

下面的纯化工作带来方便 ∀但国内外的论著 !文献中 o对有

关包含体的论述非常少 o有关低温诱导可减少包含体形成的

机制也还不十分清楚 ∀通过查阅资料 o有专家认为 o低温诱

导可减少包含体形成的机制 o有可能是在低温下 o蛋白质的

合成速度减慢 o使折叠的速度也减慢 o这样 o就有更多的机会

进行正确的折叠 o从而会减少包含体的形成 o表达产物中有

活性的蛋白质的量会增加≈x  ∀
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异烟肼 !利福平 !乙胺丁醇三联疗法致亚急性重症药物性肝炎死亡 1 例

顾正平  周龙祥  宋  浩k上海 ustvss上海市南汇县中心医院l

  患者 o女 ow{岁 ∀ usss 年 y 月 tx 日在常规体检中发现

双侧胸腔积液 ∀为进一步诊治而入院 ∀查体 }×vz ε o

³yw¥̈ ¤·¶r°¬±o� us¥̈ ¤·¶r°¬±o�³tyrtt®³¤o神清 o口唇无绀 o律

齐 ∀未闻及胸膜摩擦音 o双肺未闻及干湿性罗音 o腹软 o肝脾

未触及 o双下肢无浮肿 ∀辅检 }∞≤ � o三大常规 o肝肾功能均

正常 o免疫全套未见异常 ∀ �超示 }双侧胸腔少量积液 ∀初

诊为双侧胸腔积液原因待查 ∀以抗炎治疗三周后 o�超复

查 }胸腔积液无减少 ∀故改用诊断性抗痨治疗 ~z月 ts日口

服异烟肼k上海信谊药厂 o批号 ssststls qvª §́o利福平k上

海五洲药厂 o批号 sssxsxls qwxª §́o乙胺丁醇k上海信谊药

厂 o批号 ||s|sxls qzxª §́∀服用二周后复查全胸片示 }双侧

胸腔积液基本吸收 o肝功能正常 ∀继服抗痨药物 wx§后 o患

者开始出现乏力 o纳差 o厌油腻 o巩膜及皮肤轻度黄染 ∀复查

肝功能 o��×utss�∏r�o�≥×t|ss�∏r�∀经市医院专家会诊 o

确诊为亚急性重症药物性肝炎 ∀停用抗痨药物 o转入专科医

院诊治 ∀临床上以保肝 !解毒 !降酶 !退黄及调节机体免疫功

能治疗 vs§后 o患者出现乏力 o纳差加重 o全身黄疸进行性加

深 o双下肢出现浮肿明显 o腹水日益加重 ∀tt月 t日转入市

传染病总院住院治疗 o虽经 xs§诊治 o但疗效极差 o病情进一

步恶化 o黄疸腹水日渐加重 o腹部已隆起 ∀ ∞≤ �示 }窦性心

律 ∀ �超示 }脾肿大 o肝硬化 ∀电解质紊乱 o曾多次反复出现

肝性脑病 ∀经 /人工肝0等治疗 o尽管浮肿较前消退 o腹水稍

减轻 o但黄疸无明显好转 ∀t§前患者出现神志不清 o呼之不

应 o二便失禁 o伴有双上肢抽搐 ∀经全力抢救无效而死亡 ∀

讨论 }目前三联疗法治疗结核性胸膜炎临床上被广泛使

用 o然而几乎所有的抗结核性药物都可能引起肝毒性 ∀本文

一例经抗痨药物治疗 ys§后致重症药物性肝炎死亡 o报道较

罕见 ∀患者以往无肝炎病史 o无药物过敏史 o服抗痨药物之

前 o肝肾功能均正常 ∀故笔者认为出现亚急性重症肝炎 o并

发肝硬化 !腹水 !肝性脑病导致死亡的因素由三联疗法所致 ∀
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