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大肠杆菌的夕一半乳糖普酶高产菌株的组建”

潘星时 张美华 张雅芬 陈瑞冠
（上海市儿科研究所）

目前酶免疫测定法已成为医学及免疫学研

究领域中一种新的重要测试手段【71。常用来作

为酶标的酶主要有碱性磷酸醋酶131，辣根过氧

化物酶E51及 斑半乳糖昔酶〔飞

fl-半乳糖营酶一般都从大肠杆菌品系 （E.

coil K 12）中提取制备，所用菌株有 CSH66即

$7074141, 3300", A324-5121等。CSH36为染

色体上乳糖操纵子发生缺失但F因子上带有

户半乳糖普酶结构基因的组成型菌株，3300为

染色体上乳糖操纵子的调节基因发生突变的组

成型菌株，A324-5为染色体及F因子上都带

有 fl-半乳糖昔酶结构基因但调节基因都发生

突变的组成型菌株。A324-5菌的酶产量虽高，

但需在含有墟}n酸盐的基本培养基中才能大量

产生 f6-半乳糖营酶，而且此菌繁殖一代的时间

为240分钟，比大肠杆菌在一般培养基中繁殖

一代的时间要长10倍左右。

我们在比较了 CSH36及 CSH66（即 M

7133)菌株的 价半乳糖营酶的产量的基础上，

将 CSH“ 中带有编码 户半乳糖昔酶的结构
基因的原噬菌体 Xc1 857 S7 Plac5iz+y一转移

到 CSH36的染色体上，构成 SIp-1菌株，它

在一般完全培养液中能比原株 CSH36或 CSH

66产生出更多的 户半乳糖营酶。

材 料 和 方 法

（一）菌株 实验用的菌株及组建后的

新菌株见表10

（二）培养基 LB培养基的成份为每

升中含多陈 10克、酵母抽提物5克、氯化钠 ，

克，pH 7.0 ,配制固体培养基时加人 2并 琼脂，

1.5,磅高压灭菌20分钟。20并乳糖溶液分别灭
菌，在需要时加人。

（三）新菌株组建的方法 CSH66菌株

是溶源性菌株，在其染色体上整合的几原噬菌
体除了带有 cl 857和S7这两个突变外，还带

有编码 fl-半乳糖昔酶的结构基因 z+，至于乳

糖操纵子的调节基因已发生组成突变 （F).

c1857突变编码的x阻遏蛋白对温度敏感，因

而当 CSH菌株短期接触 43-44℃ 这样的高

温时，细菌细胞中几原噬菌体就会由于几阻遏

蛋白失活而进人营养繁殖期，从而在短期内形

成大量又噬菌体。 (S7）能阻止正常的大肠杆

菌细胞在形成成熟的免噬菌体之后裂解，为了

表1 实验所用的菌株及组建后的新菌株

菌 株 基 因 型 来 源

CSH36

CSH66

F lac I- pro A+B+/A (lac pro), sup E thi-

F- A (lac), thi (Ad 857, S7, plac 5 i z+y-)
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SIP-1 F' lac I pro A+B+/A (lac pro), sup E, thi

(;Lei 857, S7, plac 5 i-z+y
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取得浇噬菌休，这时需要在细菌悬液中加人少

量氯仿，使细菌细胞裂解并释放出几噬菌体。

为将原噬菌体 XcI857 S7 Plac 5 z-z+ y一从
CSH66转移到 CSH66 CSH36菌株中，先将

CSH66接种于25毫升LB培养液中，30℃静

止培养过夜。次日按 1:20量接种于新鲜 LB

培养液中，300C振荡培养2.5小时，当 A6o。达

约0.4时，转移到 43-44℃ 水浴中振摇20分

钟，然后在 37℃ 中继续摇瓶培养3小时，使

CSH 菌株的细胞中形成大量z噬菌体。 此时

加人氯仿0.25毫升，充分混和 10秒钟后离心

除去氯仿。取1毫升上清液（用带有；up F (Sii
3）的 CSH 25, zeI 857 S7能在其体内形成

噬菌体），每毫升中含 2.5 X 1010X噬菌体，与1
毫升 CSH36菌悬液 （Aeo。约为0.幻 混和，放

30℃静止培养过夜。次日在LB琼脂平板上划

线分离单菌落。由于凡溶源有 X cI 857 Plac 5

x z+Y一的细菌在42℃ 中细胞中能形成大量又

噬菌体而死亡，为了鉴别所分离的单菌落是否

是溶源性细菌，随机取30个单菌落，分别点种

于两个 LB琼脂平板上，一个放30 0C，一个放

42℃培养过夜。次日选留仅能在 30℃生长而

42℃ 不生长的菌落 26个，作进一步酶产量的

检测。

（四）夕一半乳糖营酶的分析方法 参照

文献【4)，取活化斜面菌接种于25毫升LB培

养液中，30℃静止培养过夜，次日以1:25比例

再接人新鲜 LB培养液中，放 30℃ 旋转振荡

培养5.5小时。 先测定培养菌悬液的 戊。。值，

然后吸取一定量的菌液 （5-10微升），用 Z

缓冲液 （0.06 M NaaHPO, " 7 H2O, 0.04 M

NaH,PO,·H2O, 0.01M KCl、0.001M MgSO,·

7H,O, 0.05 M 疏基乙醇，加水至 1立升，pH

7.0）补充体积到2毫升。 28℃ 预热 10分钟，

加人 0.4毫升邻硝基苯 ,B-D一半乳糖营 印－

ONPG，用0.1m磷酸缓冲液配制成4mg/ml),

摇匀，在28℃中反应25分钟后，用1毫升1M

Na2CO3溶液中止反应，并测定 人2。及 Ate,
值。

单位 Asa．值酶单位按下列公式计算：

‘ ，、＿ ，。。。‘＿A 。一 1.75 X A
单Alt二 1000 X 二二0一一立匕二‘二‘竺5!
一 IX vx A600

A。及 A55o为反应混合物的读数；1.75 X

kss。相当于反应混合物中细胞碎片所造成的读

数偏差；，为分析中反应时间（分）；，为分析时

培养物体积；A600为分析所用培养物浊度。

按下列公式计算每毫升培养物中酶单位：

一 二，、＿， ， A,,n一 1.75 X Assn
侧盈月王i-U i m i一 — 一

’－－－一’ 0.0045X1XV,

结 果

（一）组建菌株及原株的拼半乳糖昔酶的

产璧的比较

将25个溶源有 Id 857 S7 Plac 5的 CSH

36细菌的单菌落，在 LB液中培养后，测定各

菌单位 A6。值的酶单位，其中 1株菌单位在

2,000以下，2株单位在2000-2500之间，7株

单位在 2500-3000之间，8株单位在 3000-

3500之间，3株单位在3500-4000之间，1株

单位在 4500-5000之间，2株单位在5400-

5500之间，其中单位最高的一株定名为SIP-1,

作为新组建的菌株和原株的产酶量进行比较，

结果列于表20

从表2可见，每毫升培养液中酶单位 SIP-

1比原株 CSH36和 CSH“ 分别高 617外和

230外，如果根据培养液的 A60。值换算成每毫

克细菌蛋白中9-半乳糖营酶的活力单位计算，

SIP-1仍然比原株 CSH36和 CSH66分别高

467多和 138外。

（二）培养液中加人乳糖对 SPA 及

CSH36和‘CSH66产 口，半乳糖营酶的影响

野生型的大肠杆菌在含有乳糖的 LB培养

表2 Slp-1及 CSH36, CSH66的
拼半乳枪普酶的产f

菌 株 酶单位f ml培养液 酶单位Zmg蛋白龙）

CSH36

CSH66

SIP-1

1,0义

2,296

7,576

9,026

21,458

51,189

功 按Aeo。为1.4相当于每毫升培养液中含1 X 10，个细
菌，这时每毫升约含 150微克蛋白〔47，将单位 A,o。值

酶单位换算酶单位}mg蛋白。
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液中会大量合成9-半乳糖昔酶，而fl-半乳糖昔

酶组成型菌株在不含乳糖的LB培养液中即能

大量合成 价半乳糖营酶。 表3是比较在 LB
培养液中加人 0.4多 乳糖对 CSH36, CSH66

和 SIp-1这三株组成型菌株产酶的影‘响。 当

LB培养液中加人乳L糖时，CSH“ 特别是

SIp--1菌株的产酶量下降，但对 CSH36却没

有影响。此外，乳糖能明显地降低 CSH36和

SIp-1这两个菌株的生长量（前者降低1/3，后

者降低 1/4)0

讨 论

从表2可见组建的新菌株 SIp-1的 价半

乳糖普酶的产量比原种高，显然是与细菌细胞

中 价半乳糖昔酶的结构基因拷贝数增多有关。

CSH36, CSH66及 SIp-1均为 fl-半乳糖营酶

的组成型菌株，酶的产生不需诱导，而且 SIp-1

和 CSH“ 一样，当培养液中存在乳糖时，夕－

半乳搪营酶的产量反而下降。掘内等人分离的

I株过量产生 fl-半乳糖昔酶的大肠杆菌

耳203产量比 Fow珍r所用的 A3}4-5低，而且

需要在培养基中添加诱导物才能大量 产生 fl-

半乳糖昔酶。A3:24-5在一般培养基中酶产量

很低 （每毫克蛋自仅 3000-7000酶单位1210

SIp-1在 LB培养基中生长产酶量虽仅为

A324-5最高产酶量的三分之二，但因培养基成

份简单，细菌生长迅速，有利于大量制备廉价的

户半乳糖昔酶Q 我们曾试图用带有克隆 居半

乳糖昔酶结构基因的多拷贝质粒的大肠杆菌来

制备 价半乳糖着酶，但由于宿主细胞中质粒很

不稳定，使 户半乳糖普酶的产量受到影响。至

于是否能通过高温 (43-449C）诱导使原噬菌

体活化，并在短时间内大量扩增 9-半乳糖营酶

结构基因的拷贝数，从而使 务半乳糖营酶的产

量提高，工作尚在进行之中。
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表 3 派加乳枯对酶产t的影响

遭1一丫一藻寥酶单位／单位Ado。值

CSH36/LB

CSH36/LB＋0.4％ 乳糖
CSH66/LB

CSH66/LB＋0.4％ 乳塘
SIP一I/LB

SIP一1/LB＋0.4% 乳精

4,360

4,670

10,340

6,060

24,770

8,180
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异，是核型非常相似的近缘种。灰头鹤和黄喉
鸭仅有2对V形染色体 （相当于中部或亚中部

着丝点染色体），把它们的核型与表3描述的4

种鸭相比较，概观6种鸭在核型上的亲缘关系，

似乎灰头鹤和黄喉鹤最为原始，次为金胸鸥和

黄鸥，小鸥和三道眉草鸭比较特化。
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