
ys!tus °ªÙ�o每一浓度重复四孔o用 |y孔培养板 vzε !xh

≤ su 孵箱中培养 uw «o参照 � ¤±¶̈±等人的方法用 � × × 法测

细胞活性∀记录各组细胞的吸光值o并以 s °ªÙ�多肽作为对

照o其细胞生长率为 tssh o其余各组按}生长率� k各浓度组

吸光值Ù对照组吸光值l≅ tssh 与之比较o作图∀

2  结果

2q1  ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳 如图 t所示o≥⁄≥2聚丙烯

酰胺凝胶电泳显示一条带o分子量小于 tw wss⁄¤∀

图 1  纯化的多肽 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳图

t 标准分子量蛋白样品ou 纯化的多肽∀

2q2  鲎血细胞多肽氨基酸序列测定 经委托单位测得该多

肽 �2末端 tx个氨基酸残基为}�2°2�2�2� 2� 2�2≠ 2�2� 2� 2× 2

∂ 2� 2°2∀

2q3  鲎血细胞多肽对肿瘤细胞生长的影响 结果如图 u所

示∀不同浓度鲎血细胞多肽对 w种肿瘤细胞生长均具有抑制

作用o但不同肿瘤细胞对多肽的敏感度不同o而多肽浓度在

us∗ tus °ªÙ�范围对成纤维细胞无明显毒性∀

3  讨论

从鲎血细胞中可提取多种生物活性物质o如目前广泛用

于检测输液中内毒素的鲎试剂∀ 采用酸抽提法和 ≥ ³̈«¤§̈ ¬

� 2xs凝胶层析分离出一活性组分的提取物o实验结果证明

该物质是一种多肽o具有抗菌!抑制内毒素引起的鲎试剂反

应≈u ∀

图 2 多肽对不同肿瘤细胞生长的影响

� × × 法测定活细胞数及细胞增殖是目前美国国立肿瘤

研究所进行抗癌药物体外筛选的常用方法之一∀实验结果显

示o多肽对不同的肿瘤细胞的生长具有不同程度的抑制作

用o从图 u中各曲线可以推断o多肽 uw«内对 � �2ys细胞!

�xyu细胞!≥°≤ 2� 2t细胞的半数抑制率的浓度约为 uw!zz!

wv °ªÙ�左右o而对 � ¨̄¤细胞o多肽浓度为 zqx °ªÙ�和 tx

°ªÙ�时o细胞的生长超过对照组o但统计学证明是无显著差

别的o这也许是孔间误差造成∀当多肽浓度达 ys °ªÙ�时o其

生长率为 zxh o即使高达 tus °ªÙ�时也为 zth ∀ 在相同浓

度范围内多肽对人成纤维细胞生长无显著影响otus °ªÙ�

多肽浓度时o成纤维细胞生长率为空白对照的 |uqvh ∀ 多肽

对不同肿瘤细胞的抑制程度不同的机制尚待进一步研究探

明∀
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²¥·¤¬± §̈¤¶©²̄ ²̄º ¬±ª}·̈° ³̈ µ¤·∏µ̈ vuε o¬±²¦∏̄∏° √²̄ ∏°¨tsh k∂ Ù∂ lo¬±²¦∏̄∏° ¤ª̈ � ⁄xxs tqs∗ vqso° §̈¬∏° √²̄ ∏° ẗsh k∂ Ù
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ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ ¥¤·¦« ©̈ µ° ±̈·¤·¬²±oµ̈¦²°¥¬±¤±·∞q ¦²̄ ¬o�¤¦� ∂ x³¤µ| ª̈©o«∞�ƒ

  人表皮生长因子 k«∏°¤± ∞³¬§̈ µ° ¤̄ �µ²º·« ƒ¤¦·²µo

«∞�ƒl在控制正常细胞生长!致癌!伤口愈合的分子机制中

起着重要作用∀ 由于对 «∞�ƒ 已经在理论上进行了深入研

究≈t o«∞�ƒ 的结构!生物学活性以及其医疗应用前景都已比

较确切o从而推动了重组 «∞�ƒ 的生产和分离纯化研

究≈u∗ w ∀ 重组菌含有外源的质粒o在其发酵过程中往往存在

着质粒的不稳定和表达产物的不稳定o质粒稳定性研究成了

重组菌发酵研究的中心问题≈x ∀ 影响质粒稳定性的因素很

多o主要归结为三个方面≈y }to质粒自身因素}uo宿主因素~

vo环境因素∀ 本文主要着眼于优化培养条件o研究培养条件

对表达水平和质粒稳定性的影响∀

1  材料和方法

1q1  质粒和菌种}宿主菌为野生型 ∞q¦²̄ ¬�� tst � °³敏

感型o质粒 �¤¦� ∂ x³¤µ{ ª̈©带有 � °³. 基因o转化了质粒

�¤¦� ∂ x³¤µ{ ª̈©的工程菌为工程菌 �¤¦� ∂ x³¤µ{ ª̈©o由浙江

大学生物工程研究所保存∀

1q2  培养基}优化 � ��培养基kª# �
p tlo葡萄糖 xoso酵母

抽提物 usq so胰蛋白胨 usq so酪蛋白酸水解物 tsq so

k�� lu� °swvqxo�� u°� w vqxo�u� °� w xqso� ª≥sw# z� u� tq

so�¤≤ ¯vqso微量元素液 vqs ° ō接种前加入无菌氨苄青霉

素k� °³lzs Λª# °¯
p t∀ 微量元素液组成kª# �

p tl}ƒ ≤̈ v̄#

y� u� sqtyuo�±≤ ū # w� u� sqstwwo≤ ²≤ ū # y� u� sq tuo

�¤u� ²� w# u� u� sqstuo≤ ¤≤ ū# u� u� sqsxo≤∏≥� w# x� u�

tq|o� v�� v sqxo盐酸 vz ° ∀̄

1q3  细胞生长测定}用光密度法o取一定量发酵液o适当稀

释后o在 xxs ° ±波长下测定吸光值 � o则 � ⁄xxs� � ≅ 稀释

倍数∀

1q4  °
n 和 °

p 菌浓度的测定}用平板稀释法o样品经系列稀

释后o选取合适的三个稀释度涂布不含 � °³和含 � °³� ��

平板o取两个平行样o乘以稀释倍数o分别得到活细胞k包括

°
n 和 °

p 菌l浓度和 °
n 菌及 °

p 菌的百分浓度∀

1q5  «∞�ƒ 的测定}取一定量发酵液otssss µ³° 离心 ts

°¬±o取 上 清 液 测 «∞�ƒ 含 量∀ «∞�ƒ 含 量 测 定 按 照

� ° µ̈¶«¤±公司的 «∞�ƒ � �� 试剂盒k≤ ²§̈ �� qt|ytl规定的

方法进行∀

2  结果与讨论

2q1 摇瓶发酵

利用摇瓶发酵研究工程菌 �¤¦� ∂ x³¤µ{ ª̈©的最优培养

条件∀

2q1q1 装液量对菌体生长和 «∞�ƒ 积累的影响

在 uxs ° ¯三角瓶中装入不同体积的发酵液o在 vsε

uusµ³° 下进行摇床试验∀ 当 � ⁄xxs为 vq s 时加入 sq t

° � �°× � k异丙基2Β2⁄2硫代半乳糖苷l进行诱导o诱导后 t{

«µ测 «∞�ƒ 含量o实验结果见表 t∀ 装液量对工程菌的生长

和 «∞�ƒ 的表达都有显著的影响∀ 最适装液量为 vs ° Ù̄uxs

° ō随着装液量的增加o发酵终点时 «∞�ƒ 表达水平o细胞浓

度和 ³� 都随之降低o说明 «∞�ƒ 表达需要较高的溶氧∀

表 1 装液量对摇瓶发酵的影响

装液量k° l̄ us vs xs zs |s

� ⁄xxs usq{t utqvs txqtv tvqwx tuquw

³� zqv zqx zqu yq| yqz

«∞�ƒk°ª# �p tl uwqt uwq{ t|qt tzqx tvqu

2q1q2 发酵温度对 «∞�ƒ 积累的影响

摇瓶装液量为 vs ° Ù̄uxs ° ō在不同温度下 uus µ³° 培

养o诱导条件同 uqtqto结果见表 u∀ 随着发酵温度升高o

«∞�ƒ 积累亦增加ovuε 达到最大值o温度继续升高o«∞�ƒ

积累量下降∀ 质粒的稳定性随发酵温度的升高不断下降∀

表 2 发酵温度对 «∞�ƒ 积累的影响

温度kε l ux u{ vs vu vw

质粒稳定性 sq|u sq{z sqzw sqyy sqwt

°n 细胞浓度kts|# °¯p tl tx yq| sqyw sqvx sqtz

«∞�ƒk°ª# �p tl wqx zq{ t{qu uwqt tyqu

2q1q3 种子菌龄和接种量对发酵的影响

种子质量和数量会直接影响发酵产物的产率和整个发
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酵系统的效率o一般认为o合适的种龄为对数生长期的中后

期∀ 过于年轻的种子会导致较长的延迟期o菌龄过高又可能

引起菌种生产能力的下降∀ 在重组菌种子制备中o还应尽可

能使种子液中含质粒细菌占绝对优势o以降低发酵过程中质

粒的不稳定性∀ 不同菌龄种子液在 vs ° Ù̄uxs ° ¯装液量!

vuε uus µ³° 条件下的发酵结果见表 vo接种量为 tsh ∀ 工

程菌 �¤¦� ∂ x³¤µ{ ª̈©的种子 � ⁄xxs在 sqx∗ vqs之间变化o含

质粒菌数在总细胞数中比例在 ||qz∗ |zqxh 之间o含质粒细

菌占绝对优势∀ 种子 � ⁄xxs在 tqt∗ vqs之间o对菌体生长和

«∞�ƒ 积累无明显影响o说明该菌具有优良的生产性能∀

表 3 种子菌龄对细胞生长和 «��ƒ 积累的影响

菌龄k� ⁄xxsl sqxu tqtt uqsx vqs{ wqtv

°n 的百分浓度 ||qz |{q| ||qx |zqx |yqv

«∞�ƒ 相对含量 |uqx tssqs tswqx tsvqw |sqx

细胞密度k� ⁄xxsl tuqv{ txqy tyqux tyqt{ twq{t

  不同接种量的实验结果如表 w所示o当接种量在 x∗

txh 范围内o«∞�ƒ 浓度相对较高o合适的接种量司取 tsh ∀

表 4 接种量对 «∞�ƒ 积累的影响

接种量kh l tqs xqs tsqs txqs usqs

«∞�ƒ 相对含量 |uqz |{qw tssqs tsvqz |xqv

2q1q4 诱导条件对工程菌发酵的影响

在工程菌的培养过程中o质粒基因的转录和翻译增加了

工程菌的能量要求o阻碍了菌体的生长o严重时会导致细菌

的大量死亡∀通过合适的诱导条件将工程菌的发酵过程分为

菌体生长和产物表达二阶段o能在保持较高菌体浓度的基础

上高水平地合成目的产物∀诱导时间和诱导方法对产物表达

率有重要影响∀ 在不同生长期分别添加 sqt ° � �°× � 进行

诱导o结果如表 x所示∀ 在对数生长期中后期加入 �°× � 进

行诱导可得到最大的 «∞�ƒ 积累量}在对数生长期初期诱导

时o由于细胞浓度较低o总的 «∞�ƒ 表达水平不高o仅为前一

种诱导方式的一半左右~在稳定期诱导o有着最多的含质粒

细胞数o但个体 «∞�ƒ 产率低o导致 «∞�ƒ 表达量仍然较低∀

表 5 不同诱导时间对 «∞�ƒ 积累的影响

培养时间 u y { tu

生长阶段
对数生长初期

∞¤µ̄¼ ²̄ª³«¤¶̈

对数生长中期

� ¬§§̄¨ ²̄ª³«¤¶̈

对数生长后期

�¤·̈ ²̄ª³«¤¶̈
稳定期

� ⁄xxs vqsu yq{v |qvt txqzy

«∞�ƒ 浓度k°ª# �p tl tuqx uxqv uyq{ t{qx

°
n 细胞浓度kts

z# °¯
p t

l uqu tsqv tuqu tvqv

  在对数生长期后期添加不同浓度 �°× � 进行诱导o试验

结果如图 t所示∀ «∞�ƒ 的表达在加入 �°× � 进行诱导后 tw

到 ty «µ出现峰值∀ 在小于 squ° � 范围内时o«∞�ƒ 表达水

平随着 �°× � 浓度增大而增加o当 �°× � 浓度大于 squ ° �

时o随浓度增大而 «∞�ƒ 表达水平下降∀squ ° � 是最适的诱

导剂量o«∞�ƒ 达到 vwqy{ °ª# �
p t∀

2q2 重组 «∞�ƒ 在小型发酵罐上的间歇发酵

�q�µ¤∏° � u2�¬·̈¬µ标准发酵罐与计算机相连o可以调

整温度o³� !⁄� !通气量!搅拌转速等参数∀ 装料系数为

ysh o培养温度为 vuε o并通过酸碱泵自动补加 t ° ²̄ # �
p t

� u≥� w 和 t ° ²̄ # �
p t
�¤� � 溶液控制发酵罐中的 ³� 为 yq

{o通过调节搅拌速度!通风量和补充纯氧等方法控制发酵过

程中 ⁄� 在 ush 以上∀表 y比较了摇瓶kxss ° l̄和 u �发酵

罐中所取得的发酵结果∀ 从表 y可看出o在发酵罐中生长明

显比在摇瓶中加快o发酵周期缩短了约三分之一o菌体千重

有明显提高o含质粒细胞浓度增加了 wxh o质粒稳定性没有

大的变化o«∞�ƒ 表达水平接近摇瓶中表达水平o较好地实

现了重组 «∞�ƒ 从摇瓶到发酵罐的放大∀

图 1 �°× � 浓度对 «∞�ƒ 表达的影响

表 6 摇瓶与发酵罐发酵的结果比较

摇瓶

≥«¤® 2̈©̄¤¶®

u�发酵罐

u�©̈ µ° ±̈·²µ

总时间k«µl uw tx

诱导后时间k«µl ty ts

细胞干重kª# �p tl ttqx tvq{

«∞�ƒ 浓度k°ª# �p t u{qvx uzqzs

°n 细胞浓度kts{# �p t tqzy uqxy

°n 细胞百分含量kh l z{qz z{qx

3  结论

3q1  摇瓶发酵的最优培养条件为}温度 vuε o接种量 tsh o

种子液 � ⁄xxstqs∗ vqso装液量 tsh o摇床转速 uus µ³° ~温

度升高o诱导后细胞浓度下降o质粒稳定性亦下降∀

3q2 摇瓶发酵的最优诱导条件是}在对数生长中后期诱导o

�°× � 最适浓度为 sou ° � ∀

3q3  u�发酵罐发酵与摇瓶发酵相比o发酵周期缩短了约三

分之一o菌体干重有明显提高o含质粒细胞浓度增加了 wxh o

质粒稳定性和 «∞�ƒ 表达水平接近摇瓶中发酵水平o«∞�ƒ
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静滴双黄连致皮肤过敏 18例

陶美娣 k绍兴 vtusvs 绍兴第四医院儿科l

  我们自 t|||年 {月至 usss年 w月遇到静滴双黄连致皮

肤过敏的病人 t{例o其中男 z例o女 tt例o年龄 v月∗ t岁 y

例o∗ v岁 {例o∗ {岁 w例∀原发疾病均为上呼吸道感染∀其

中 tx例分别有哮喘及药物!食物等过敏史∀ 双黄连粉针剂

k由哈尔滨松花江制药厂生产o批号 ||sztsl按常规剂量

ys°ªÙ®ª# §o溶于 x∗ tsh 葡萄糖溶液静滴o浓度� tqsh o

滴速为 sqx∗ t° Ù̄°¬±kts∗ us滴Ù°¬±l∀ 过敏反应多发生在

用药后 ts∗ us°¬±∀ 全部病例均出现不同程度荨麻疹o轻者

仅局部出现荨麻疹o重者出现全身皮肤发红o搔痒o眼睑部浮

肿o并同时出现胃肠道及胸闷不适等反应∀ 一旦发生上述情

况o立即停止注射o并同时应用地塞米松!抗组胺药及葡萄糖

酸钙o约半小时内症状迅速缓解∀ 另有 x例患者再次应用双

黄连粉针后又出现全身荨麻疹o即予以地塞米松静推o症状

迅速缓解∀

双黄连粉针是由金银花!连翘!黄芩组成o具有清热解

毒o轻宣透邪的作用∀尚有大量实验证明毒副作用较小o具有

抗菌和抗病毒及使细胞免疫功能增强的作用o因而广泛应用

于临床o其发生过敏反应的机理o是由于双黄连颗粒静滴入

体内后作为半抗原成份o从而引起¬ 型及® 型变态反应o并

出现相应的症状体征∀严重者曾有静滴双黄连致过敏性休克

的报道∀ 因此o双黄连致皮肤过敏认为与其剂量!滴速!疗程

及药理作用无关o而与患者的个体差异密切相关∀ 在应用双

黄连制剂时应注意对特殊体质患儿谨慎使用∀

收稿日期}usssp syp tw

立止血致过敏反应 1例

李晴宇 k杭州 vtsssy 浙江杭州市第一人民医院药剂科l

  患者女ou|岁o体重 xx®ª∀因患慢性肾小球肾炎!急性尿

路感染于 usss 年 x 月 t| 日入院治疗∀ 经体格检查o体温

vyqxε ! 心 率 zs 次Ù°¬±o 呼 吸 t| 次Ù°¬±o 血 压 tusÙ

{s°°� ªo无药物过敏史∀ x月 uw日肾穿后发现包膜下一血

肿o予以立止血 t®∏k瑞士素高药厂o批号 s{|wstln 生理盐

水 us° ¯静推后突感胸闷!心悸!气促!出汗o四肢冰凉o神情

紧张∀查双肺听诊阴性o心率 {s次Ù°¬±o心律齐∀予鼻塞吸氧

后 x°¬±后缓解o血压 ttxÙ{s°°� ªo心率 {w次Ù°¬±∀

讨论}立止血是由巴西蛇毒液经分离和提纯制备得到的

血凝酶o绝对不含神经毒素及其他毒素o不良反应发生率极

低o偶见过敏样反应o特报道供临床用药参考∀
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