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研究论文 基于λ噬菌体裂解基因表达的

犘犎犅分离新工艺
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（清华大学化学工程系，北京１０００８４）

摘　要　将犛基因琥珀突变的λ噬菌体裂解基因 （犛－犚犚狕）引入产聚β羟基丁酸酯 （ＰＨＢ）的重组大肠杆菌

ＶＧ１（ｐＴＵ１４）中以实现细胞的可控裂解破壁．采用ＥＤＴＡ／Ｔｒｉｓ（ｐＨ值８．０）缓冲液处理结果表明，犛－犚犚狕

在ＶＧ１（ｐＴＵ１４）中能够成功表达，且ＥＤＴＡ对细胞裂解的决定性作用是由于它模拟了犛基因产物的功能．当

细胞内ＰＨＢ含量为８５％～９０％时，大量积累的ＰＨＢ颗粒可以改变细胞膜的通透性，实现重组细胞的内控自裂

解．对ＰＨＢ与细胞进行直接分离的后处理工艺研究表明，在犛－犚犚狕成功表达的基础上，采用升温处理模拟犛

基因产物的功能诱导细胞自裂解，ＰＨＢ产品纯度可以达到９５％以上．
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引　言

由于合成塑料制品很难在自然界中降解 （长达

２０～５００年以上），且废旧塑料的回收利用和运输

处理的效率都很低，因此，以石油化工为基础的化

学合成塑料在给人们带来便利的同时也带来了许多

的问题［１］．为此，具有生物可降解性、生物相容

性、压电性等许多独特优点的聚β羟基丁酸酯

（ｐｏｌｙβｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅ，ＰＨＢ）开始受到人们的

重视．

ＰＨＢ是一类由微生物合成的新型可降解高分

子材料，它是微生物在不平衡的生长条件下储存于

细胞内的能源物质，是一种胞内产物［２，３］．为了提

取和纯化ＰＨＢ，必须先破碎细胞，将它从细胞内

分离出来．细胞破碎的传统方法包括机械法和溶剂

萃取法、化学试剂法、酶法等非机械法［４］．其中，

溶剂萃取法操作简单，不会对ＰＨＢ分子产生降

解，目前仍被大量采用，但成本高，且污染环境．

化学试剂法是利用氢氧化钠等强碱、次氯酸钠等氧

化剂、ＳＤＳ等表面活性剂或ＥＤＴＡ等螯合剂的作

用，将细胞中的非ＰＨＢ杂质转变成可溶性的成分

而除去的方法，操作简单，破壁效果好，但会导致

ＰＨＢ分子不同程度的降解，有时也带来环境污染

问题．酶法则是用酶 （如蛋白裂解酶等）消化细胞

中的杂质成分，使之降解成可溶于水的小分子而被

除去的方法．酶法作用条件比较苛刻，分离过程比

较复杂，因此也限制了广泛使用．机械破壁法一般

只能作为一种预处理方法，使ＰＨＢ颗粒从细胞中

释放出来．

随着生物技术的日益成熟，利用基因工程技

术———可控噬菌体破细胞壁的方法也发展了起来．

该法可以归纳为两类，分别为：将噬菌体的ＤＮＡ

全部整合到宿主细胞的染色体上形成溶源菌，以及

将噬菌体的裂解基因克隆到宿主菌中构建基因工程

菌，其中后一种方法更为可行．与上述传统的破壁

方法相比较，利用噬菌体破细胞壁的方法具有操作

简单、条件温和、可方便控制细胞裂解等许多优

点．它不需昂贵的设备，不需外源酶，避免了严重

的环境污染和产品降解，因此近年来越来越受到人

们的重视［５～８］．

本课题组通过分子克隆已经成功构建了ＰＨＢ

合成基因 （狆犺犫ＣＡＢ）和λ 噬菌体裂解基因

（犛－犚犚狕）共表达的新质粒ｐＴＵ１４（Ａｐ＋）
［９］．将质

粒导入携带透明颤菌血红蛋白基因 （狏犵犫）的宿主

细胞ＶＧ１中，获得了同时表达狏犵犫和犛－犚犚狕的

产 ＰＨＢ 菌株 ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）
［９～１１］．在对 ＶＧ１

（ｐＴＵ１４）进行细胞培养的基础上，本研究进一步

提出了基于犛－犚犚狕表达的ＰＨＢ分离新工艺．

１　材料和方法

１１　菌株、质粒、培养基与试剂

透明颤菌血红蛋白基因整合型宿主ＶＧ１由中

国科学院上海生物工程中心杨胜利院士惠赠；质粒

ｐＴＵ１４和重组犈．犮狅犾犻ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）由本所构

建［９］；基因犛－犚犚狕 （如图１）为本课题组尹进博

士从犛基因琥珀突变的λ噬菌体ｃⅠ８５７ｓａｍ７（购

自Ｐｒｏｍｅｇａ公司）中克隆获得
［４］．种子培养基和

发酵培养基配方同文献 ［１２］．裂解缓冲液Ｂｕｆｆｅｒ

Ａ：５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，ｐＨ

值８．０；裂解缓冲液 ＢｕｆｆｅｒＢ：５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ，ｐＨ值８．０．

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｇｅｎｅｍａｐｏｆｌｙｓｉｓｇｅｎｅｓｏｆ

ｐｈａｇｅλｗｉｔｈ犛ａｍｂｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ
　

１２　实验方法

摇瓶实验：将收获的同一批菌液按相同体积

（１００ｍｌ）分装不同的摇瓶，在不同的处理工艺下

进行后处理，分析处理后ＰＨＢ产品的纯度，以考

察不同后处理方法的作用效果．

发酵罐实验：上罐结束后，直接在发酵罐上按

照不同的后处理工艺进行ＰＨＢ产品的直接分离纯

化．放出处理后的菌液离心，洗涤，烘干，称取部

分产品进行ＰＨＢ的纯度分析．

细胞裂解能力检测：将离心收获的细胞以

ＢｕｆｆｅｒＡ重悬，测定ＯＤ６００值的变化，并分别利用

细胞的结晶紫染色法 （电子显微镜）或超薄切片电

镜照相 （电子透射电镜）考察细胞形态的变化．同

时将收获的平行样细胞以ＢｕｆｆｅｒＢ重悬，进行

ＥＤＴＡ裂解处理的对比．

分析方法：菌体培养液浊度测定，采用分光光

度法；菌浓测定，采用干重法；ＰＨＢ含量定量测

定，采用硫酸降解法［９］和气相色谱法［１３］；细胞结
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构分析，采用超薄切片电镜照相法．

２　结果与讨论

２１　犛基因产物功能类似物调控犞犌１（狆犜犝１４）细

胞的裂解

　　根据文献 ［７］的分析，λ噬菌体裂解基因

（犛－犚犚狕）可以编码裂解细菌细胞壁的几种酶．其

中，犚和犚狕基因产物可以分解细胞壁的肽聚糖及

切割肽聚糖寡糖间以及肽聚糖与胞壁外膜间的交

联，犛基因产物则可以在细胞膜上形成多孔结构，

增大细胞膜的通透性．由于质粒ｐＴＵ１４在构建过

程中破坏了犾犪犮Ⅰ基因的完整性，使阻遏蛋白不能

合成，因此犛－犚犚狕不需添加诱导剂异丙基硫代β

Ｄ半乳糖苷 （ＩＰＴＧ）即可表达．此时若直接引入

犛－犚犚狕基因，在细胞培养过程中裂解基因就会表

达，致使细胞在产品积累之前就破裂，不能获得细

胞的高密度培养及产品的高产量．为此，本研究克

隆了犛基因琥珀突变 （ＵＡＧ）的裂解基因，使犛

基因产物终止编码，这样犚和犚狕基因产物就不能

通过细胞膜，到达细胞壁，进而裂解细胞壁．要使

细胞有效裂解，需要用其他因素模拟犛基因产物

的功能，改变细胞膜的通透性，从而达到细胞可控

裂解的目的．

细胞膜是一种动态结构，它的通透性取决于细

胞的生理状态．采用重金属盐、氯仿、乙二胺四乙

酸二钠盐 （ＥＤＴＡ）等化学试剂处理，或加热、辐

射、电流刺激及冻融等物理作用，均可使细胞发生

损伤，使细胞的通透性增加，破坏细胞膜的完整

性［１４］．为此，本文首先选用操作方便、用量少的

ＥＤＴＡ缓冲液作为控制细胞裂解的化学试剂．

将优选菌株 ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）在ＬＢＧ培养基

（Ａｐ＋）中进行２４ｈ摇瓶培养，收获后的细胞分别

以ＢｕｆｆｅｒＡ和ＢｕｆｆｅｒＢ重悬处理，平行测定菌悬

液浊度的变化，结果如图２所示．

由图可见，当ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）细胞以Ｂｕｆｆｅｒ

Ａ重悬时，菌悬液的ＯＤ６００值大幅度下降，下降的

原因是由于细胞的大量裂解，说明λ噬菌体裂解基

因在 ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）中能够成功表达．但若以

ＢｕｆｆｅｒＢ重悬ＶＧ１（ｐＴＵ１４）细胞，ＯＤ６００值变化

却并不显著，说明对细胞裂解起决定性作用的因素

是ＢｕｆｆｅｒＡ中的ＥＤＴＡ．ＥＤＴＡ诱导细胞裂解的

机理是因为它可以与细胞膜上的Ｃａ２＋和Ｍｇ
２＋等相

结合，从而改变细胞膜的通透性，进而使犚和犚狕

Ｆｉｇ．２　ＯｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆＶＧ１（ｐＴＵ１４）

ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＢｕｆｆｅｒＡａｎｄＢｕｆｆｅｒＢ
　

的基因产物从细胞内渗透出来，到达细胞壁，产生

裂解作用．因此，ＥＤＴＡ的作用就相当于犛基因

产物功能类似物．

２２　犘犎犅颗粒大量积累时犞犌１（狆犜犝１４）细胞的

自裂解

　　进一步研究表明，在ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）的培养

过程中，当细胞内逐渐积累的ＰＨＢ的百分含量达

到细胞干重的８５％～９０％时，细胞不需ＢｕｆｆｅｒＡ

重悬处理，就会出现自动裂解现象．

如图３所示，培养过程中ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）细

胞的显微观察表明，在１１ｈ时，细胞内的ＰＨＢ颗

粒少量积累；到了５８ｈ，细胞内的ＰＨＢ大量积累，

细胞胀成椭球形，且相当一部分细胞产生了自裂

解，视野内观察到了很多裂解后的细胞碎片以及一

些释放到胞外的ＰＨＢ颗粒．

Ｆｉｇ．３　ＡｕｔｏｌｙｓｉｓｏｆＶＧ１（ｐＴＵ１４）ｃｅｌｌｓｉｎ

ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｆｌａｓｋｃｕｌｔｕｒｅ（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ：１６００×）
　

分别收获４８ｈ和７２ｈ培养的ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）

细胞进行超薄切片电镜观察，结果如图４所示．在
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图４（ａ）中，可以分别看到细胞壁未裂解的细胞

和正在裂解的细胞，而在图４（ｂ）的视野中，细

胞已经完全裂解，ＰＨＢ颗粒被释放出来．而细胞

之所以发生自裂解破壁，是由于ＰＨＢ颗粒在细胞

内的高水平积累，增大了细胞膜的通透性．在这

里，大量积累的ＰＨＢ颗粒就相当于犛基因产物的

类似物．由此推论，在ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）的高密度

发酵培养过程中，通过控制ＰＨＢ在细胞内的积累

水平，就可以控制细胞的自裂解程度，从而有望简

化ＰＨＢ的分离提取步骤．

Ｆｉｇ．４　ＣｅｌｌｓｏｆＶＧ１（ｐＴＵ１４）ｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙ

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
　

２３　犘犎犅与细胞直接分离的后处理方案的筛选

基于犛－犚犚狕基因在ＶＧ１（ｐＴＵ１４）细胞内的

成功表达，本研究提出了在发酵罐上直接进行细胞

处理和ＰＨＢ分离纯化的新思路，以进一步简化

ＰＨＢ分离提取步骤，降低ＰＨＢ的分离回收成本．

核心思想就是对犛基因产物的功能进行模拟．

尹进博士在应用几种化学试剂分离提取ＰＨＢ

的研究中提出，氧化剂 （３％ ＮａＣｌＯ）、阴离子表

面活性剂 （１０ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ）和非离子表面活性剂

（２．５ｇ·Ｌ－１ＴｒｉｔｏｎＸ１００）都对ＰＨＢ的分离纯化

具有较好的作用效果，尤其是当ＴｒｉｔｏｎＸ１００与

ＮａＣｌＯ及ＳＤＳ与ＮａＣｌＯ相结合时，作用效果更为

明显［４］．在上述研究的基础上，本文设计了如表１

所列的１９种后处理方案，对比了ＰＨＢ与细胞直接

分离的新工艺 （奇数方案）和离心后再分离的原对

照工艺 （偶数方案）的处理效果，并进一步提出了

冻融和升温处理的新思路．在室温、２２０ｒ·ｍｉｎ－１

的摇床上对上述方案进行对比研究，收获处理后的

固相，再次离心洗涤后烘干测定ＰＨＢ产品纯度，

结果如表１所示．其中，各方案处理前的细胞内

ＰＨＢ的初始纯度均为８７．３５％．

由表１可见，当采用先离心洗涤再用化学试剂

进行处理的后处理策略时，方案１２和方案１４的效

果最好，ＰＨＢ产品的纯度都可以达到１００％．当

使用ＮａＣｌＯ、ＳＤＳ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００等不同的化学试

剂对ＶＧ１（ｐＴＵ１４）细胞进行ＰＨＢ的直接分离处

理时，相对于离心洗涤后再进行ＰＨＢ分离回收的

方法，其处理效果都较差，ＰＨＢ纯度的提高幅度

普遍较低．这是因为培养基中含有尚未消耗完全的

碳源、有机氮源及无机盐离子等各种杂质，因此，

采用化学试剂法 （以及酶法、溶剂萃取法）都不能

很好地实现ＰＨＢ与杂质的分离．

进一步考察方案１７、方案１８的处理效果可

见，发酵液直接进行冻融处理后，ＰＨＢ纯度可以

提高到１００％左右，高于方案１８的处理效果，说

明细胞与发酵液直接进行冻融处理的方式更有利于

冰晶的形成和细胞的破壁效果．然而，在大规模的

工业生产中，对发酵液直接进行冻融处理需要消耗

大量的能量，因此，冻融法只适合在实验室中

使用．

由方案５和方案６，即用ＥＤＴＡＴｒｉｓ缓冲液

处理细胞的实验结果可以发现，当ＥＤＴＡＴｒｉｓ作

用于离心洗涤后的菌泥时效果较好，ＰＨＢ产品纯

度从８７％提高到了９８％；然而，该方法不能用于

ＰＨＢ与细胞的直接分离，此时ＰＨＢ产品纯度只从

８７％提高到９２％．

在方案１９，即发酵液在调节ｐＨ值后直接进

行升温处理的实验中，可以发现ＰＨＢ产品的纯度

有一定程度的提高，说明温度的改变增大了细胞膜

的通透性，从而使λ噬菌体裂解基因的破壁作用能

够体现．考虑到在工业生产中的易实现性，本研究

选择加热处理来进行ＰＨＢ与细胞直接分离的进一

步研究．

２４　基于裂解基因表达的发酵液升温处理

对发酵液直接进行升温处理，在大规模生产中

极易实现．因此，应用发酵液直接升温处理的策略来

实现ＰＨＢ分离纯化的研究思路应该具有可行性．
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犜犪犫犾犲１　犘狉狅犼犲犮狋狊犪狀犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘犎犅狉犲犮狅狏犲狉狔

Ｎｏ． Ｃｏｎｔｅｎｔｓ
ＰＨＢｐｕｒｉｔｙａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ／％
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５ ２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ＋５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，１５ｍｉｎ ９１．９９ ４．６４

６ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｎｄｗａｓｈ；ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ＋５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，１５ｍｉｎ ９６．７２ ９．３７

７ ２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ＋５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ ９０．４ ３．０５

８ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｎｄｗａｓｈ；ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ＋５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ，１０ｍｉｎ；

３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ

９２．６６ ５．３１

９ ０．５ｇ·Ｌ－１ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ ９４．５４ ７．１９

１０ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｎｄｗａｓｈ；ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；０．５ｇ·Ｌ－１ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ ９４．４ ７．０５

１１ ２．５ｇ·Ｌ－１ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ ９１．８８ ４．５３

１２ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｎｄｗａｓｈ；ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；２．５ｇ·Ｌ－１ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ １００．２ １２．８５

１３ １．０ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ ９４．１４ ６．７９

１４ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｎｄｗａｓｈ；ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；１．０ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ １００．２ １２．８５

１５ ５．０ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ ９１．１４ ３．７９

１６ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｎｄｗａｓｈ；ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；５．０ｇ·Ｌ－１ＳＤＳ，１０ｍｉｎ；３％ＮａＣｌＯ，５ｍｉｎ ９９．１ １１．７５

１７ ｆｒｏｚｅｎａｎｄｔｈａｗｅｄ；ｓｈａｋｉｎｇ，３０ｍｉｎ １００．１ １２．７５

１８ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｎｄｗａｓｈ；ｆｒｏｚｅｎａｎｄｔｈａｗｅｄ；ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；ｓｈａｋｉｎｇ，３０ｍｉｎ ９８．０ １０．６５

１９ ａｄｊｕｓｔｉｎｇｐＨ１０．０；ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｏ４２℃，３ｍｉｎ；ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｂａｃｋｔｏ３７℃；ｓｈａｋｉｎｇ，３０ｍｉｎ ９２．６ ５．２５

　　细菌的细胞膜是一种动态结构，其构造细节和

通透性均随环境的变化而改变．在一定温度下，细

胞膜会出现一种相变，在这种相变中，膜的厚度减

少，但面积增加，此时膜对离子和分子的通透性增

加．有研究表明，大肠杆菌细胞膜的相变温度约为

４２～５０℃
［１４］．

为此，在上罐发酵结束后，首先调节发酵液的

ｐＨ值到１０．０，再分别将罐温提高到４２、４５和５０℃，

保持６０ｍｉｎ，收获细胞，洗涤烘干后测定发酵罐升

温前后的样品中的ＰＨＢ百分含量，得到如表２所

示的结果．

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犻狀犱狌犮犻狀犵狋狉犲犪狋犿犲狀狋

狋狅犮犲犾犾犾狔狊犻狊犪狀犱犘犎犅狆狌狉犻狋狔

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
ＰＨＢｃｏｎｔｅｎｔｂｅｆｏｒｅ

ｌｙｓｉｓ／％

Ｌｙｓｉｓ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

ＰＨＢｐｕｒｉｔｙ
／％

１ ８９．７１ ４２ ９５．２６

２ ９０．９０ ４５ ９６．６５

３ ９２．０３ ５０ ９８．７９

由表可见，当在调节发酵液ｐＨ值的基础上再

进行升温处理时，４２～５０℃之间的处理温度均有

较好的ＰＨＢ分离纯化效果．此外，当发酵液温度

升高到４２～５０℃后，仅保持３ｍｉｎ，再降回３７℃

温育６０ｍｉｎ，可以得到类似的结果．说明采用升

温处理模拟犛基因产物的功能具有较好的效果．

如图５所示，当ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）细胞进行升温处

理后，细胞发生裂解现象，白色的ＰＨＢ颗粒被释

放出来．

２５　基于λ噬菌体裂解基因表达的犘犎犅分离新

工艺

　　根据上述讨论，提出如下基于λ噬菌体裂解基

因表达的ＰＨＢ分离新工艺：

（１）在发酵后期，首先通过ＰＨＢ颗粒在细胞

内部的大量积累诱发重组细胞的自裂解；（２）在发

酵结束时，调节发酵液ｐＨ值约１０．０后直接进行

４２～５０℃升温处理，保持３ｍｉｎ，降回３７℃温育

６０ｍｉｎ，进一步诱导细胞裂解； （３）离心收获细

胞，洗涤２次后烘干，收获ＰＨＢ产品．在该工艺

条件下，ＰＨＢ产品纯度可以达到９５％以上．

综上所述，在今后的ＰＨＢ大规模生产中，基

于λ噬菌体裂解基因的成功引入，可以直接采用提

·７２６·　第５５卷 第４期　 　于慧敏等：基于λ噬菌体裂解基因表达的ＰＨＢ分离新工艺



Ｆｉｇ．５　ＣｅｌｌｓｏｆＶＧ１（ｐＴＵ１４）ｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙ

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｂｅｆｏｒｅａｎｄ

ａｆｔｅｒｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｄｕｃｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ
　

高罐温的方法，对重组菌ＶＧ１ （ｐＴＵ１４）进行简

单的后处理，分离ＰＨＢ产品．若要进一步获得高纯

度的ＰＨＢ产品，则可选用少量的ＳＤＳ继续进行纯化．

３　结　论

由于λ噬菌体裂解基因在细胞内的成功表达，

重组大肠杆菌ＶＧ１（ｐＴＵ１４）具有可控裂解破壁

的独特优点．采用含有ＥＤＴＡ的缓冲液处理细胞，

改变细胞膜的通透性，可以对重组细胞的裂解程度

进行外部调控．细胞内大量积累的ＰＨＢ颗粒同样

会增大细胞膜的通透性，诱发细胞的自裂解，因此

控制细胞内ＰＨＢ的积累水平即可间接控制细胞的

自裂解程度．在调节发酵液ｐＨ值为１０．０的基础

上进行简单的升温处理，在４２～５０℃的处理温度

下，收获的ＰＨＢ产品纯度可以达到９５％以上．因

此，在λ噬菌体裂解基因表达的基础上，通过

ＰＨＢ颗粒内积累和外升温处理双重措施共同模拟

犛基因产物的功能，可以成功地裂解重组细胞，获

得ＰＨＢ产品，实现ＰＨＢ与细胞直接分离的新工

艺，从而大大简化ＰＨＢ产品的分离回收步骤，降

低ＰＨＢ的生产成本．
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