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氨基酸对类弹性蛋白多肽产量的影响

葛慧华，张光亚，王士斌

（华侨大学 化工学院，福建，厦门３６２０２１）

摘要：　采用谷氨酰胺来确定氨基酸初始添加浓度，分析各种氨基酸对类弹性蛋白多肽［ＫＶ８Ｆ?４０］产量的影

响．结果表明：苏氨酸、精氨酸和半胱氨酸都能较大提高产量，其中以苏氨酸最为明显，产量可达１２６．９ｍｇ·

Ｌ－１，比对照增加５４．０％．利用响应面设计对上述３种氨基酸进行３因素３水平实验，经优化后所得理论最大

产量为１００．３ｍｇ·Ｌ
－１．经实验验证，所得实验值为１０３．１ｍｇ·Ｌ

－１，与理论值吻合，但其产量低于单个氨基

酸．交互作用分析表明：３种对产量有促进作用的氨基酸之间没有互作或者存在拮抗作用．
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类弹性蛋白多肽（ｅｌａｓｔｉｎ?ｌｉｋｅｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＥＬＰｓ）是一类有重复五肽序列的生物高分子，其五肽序

列为Ｖａｌ?Ｐｒｏ?Ｇｌｙ?Ｘａａ?Ｇｌｙ（Ｘａａ是除了Ｐｒｏ外的其他２０种氨基酸中的任何一种）．因具有特殊的相变特

性，使其在生物技术和生物医药方面具备广阔的应用前景．将 ＥＬＰｓ作为药物载体具有诸多优势，如有

良好的生物相容性，无毒，可在体内自然降解，可增加药物的溶解性，能有效延长药物的半衰期、减少药

物的毒理作用，以及可定向在肿瘤部位累积等［１］．有研究者发现，不同类型ＥＬＰｓ在３７℃下可形成粒径

均一的颗粒，其直径从６ｎｍ到１６０２ｎｍ不等
［２］，而经特殊设计的ＥＬＰｓ在３７℃和ｐＨ＝７时，可自发形

成高度均一的纳米颗粒（直径为５００ｎｍ），用于蛋白类药物的定向运送
［３］．尽管如此，ＥＬＰｓ目前主要是

通过基因工程菌发酵制备．由于其高度重复的序列，导致编码基因也高度重复，翻译过程中密码子使用

疲劳，从而降低表达效率，使得ＥＬＰｓ的产量不高，在一定程度上限制了其应用．文献［４］的研究发现，通

过添加氨基酸可以显著提高ＥＬＰｓ的产量，但由于该文献使用的ＥＬＰｓ与文献［５］的ＥＬＰｓ［ＫＶ８Ｆ?４０］

（以下简称为ＥＬＰｓ４０）在一级结构上存在明显差异．因此，有必要进行ＥＬＰｓ４０制备条件的优化，提高其产

量，为其大规模应用奠定基础．本文通过单因素考察，结合响应面分析优化了工程菌的培养基条件．

１　材料与方法

１．１　菌种及培养基

菌种犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）为本实验室保存，该菌株用于高效表达克隆含有噬菌体Ｔ７启动子的表达

载体（如ｐＥＴ系列）的基因．Ｔ７噬菌体ＲＮＡ聚合酶位于λ噬菌体ＤＥ３区，该区整合于ＢＬ２１的染色体

上．该菌适合表达非毒性蛋白．其基因型为：Ｆ－，ｏｍｐＴ，ｈｓｄＳ（ｒＢＢ?ｍＢ－），ｇａｌ，ｄｃｍ（ＤＥ３）．

ＴＢ培养基的配方．组分１：蛋白胨１２ｇ，酵母粉２４ｇ，甘油（Ｇｌｙｃｅｒｏｌ）４．５ｍＬ，蒸馏水９００ｍＬ．组分

２：磷酸氢二钾１６．４３ｇ，磷酸二氢钾２．３１ｇ，蒸馏水１００ｍＬ．将２种组分经高温高压灭菌后，降温至６０

℃后按照９∶１的体积比混合即可．

１．２　菌种培养条件

在培养基中加入１％的氨苄，将种子菌按照１∶１００的比例添加入ＴＢ培养基中，置于摇床振荡培养

（培养条件为３０℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１）２ｈ．然后，添加ＩＰＴＧ诱导ＥＬＰｓ４０的表达，ＩＰＴＧ也按照１∶１００的比
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例加入菌液中，置于摇床中振荡培养１０ｈ，培养条件为２５℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１．

１．３　类弹性蛋白多肽的定量测定

设计ＥＬＰｓ４０基因时，在其末端添加了一个色氨酸的密码子，故表达出的ＥＬＰｓ４０分子上都相应含有

一个色氨酸．色氨酸在紫外波长２８０ｎｍ处有最大吸收峰，其光密度值与色氨酸浓度成正比，利用不同

浓度的色氨酸溶液制作标准曲线，可以计算ＥＬＰｓ４０的产量
［６］．

２　结果与分析

２．１　不同谷氨酰胺浓度对犈犔犘狊４０产量的影响

微生物在氮同化代谢过程中，转氨的供体来自谷氨酸（Ｇｌｕ）与谷氨酰胺（Ｇｌｎ），而大肠杆菌可合成

全部所需氨基酸，所以在ＴＢ培养基中采用谷氨酰胺来确定氨基酸添加的浓度
［７］．不同谷氨酰胺浓度

（犆Ｇｌｎ）下，培养２４ｈ之后的菌体生长量（用光密度犇（６００）表示）和ＥＬＰｓ４０摩尔产量（犆ＥＬＰｓ
４０
）如表１所

示．其中，菌体犇（６００）是培养２４ｈ后离心收集菌体用ＰＢＳ溶液混匀，定容至４．５ｍＬ时所测得光密度

值．由表１可知，当Ｇｌｎ浓度为１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，ＥＬＰｓ４０产量最高．

表１　不同浓度Ｇｌｎ对单位菌体的光密度值及ＥＬＰｓ４０摩尔产量

Ｔａｂ．１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＧｌｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｂｉｏｍａｓｓａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＥＬＰｓ４０

项目
犆Ｇｌｎ／ｍｍｏｌ·Ｌ

－１

０ ０．５ １．０ １．５ ２．０ ２．５ ５．０

犇（６００） ２．９２ ２．７８ ２．８４ ２．８３ ２．７６ ２．８０ ２．７６

犆ＥＬＰｓ
４０
／μｍｏｌ·Ｌ

－１
６．４７ ５．３５ ５．９４ ６．７４ ４．８０ ５．７４ ４．９６

图１　不同浓度Ｇｌｎ下单位菌体的ＥＬＰｓ４０产量

Ｆｉｇ．１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＧｌｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＥＬＰｓ４０ｐｅｒｃｅｌｌ

　　不同浓度Ｇｌｎ对单位菌体产ＥＬＰｓ４０量（单位犇（６００）

值产生的ＥＬＰｓ４０的量）的影响，如图１所示．由图１可知：

当Ｇｌｎ浓度为１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，单位菌体表达的ＥＬＰｓ４０

量达到极大值，因此选用１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１作为氨基酸初始

添加浓度进行．

２．２　不同氨基酸对犈犔犘狊４０产量的影响

ＴＢ培养基中，每种氨基酸添加浓度为１．５ｍｍｏｌ·

Ｌ－１，其他培养条件不变，培养２４ｈ后分离菌体，纯化蛋白，

测蛋白含量，结果如表２所示．表２中：犇ａｖ（６００）为犇（６００）

平均值；ρ（ＥＬＰｓ４０）为ＥＬＰｓ４０产量；η为增长比例．

由表２可知：在１９种氨基酸中，对ＥＬＰｓ４０产量增长影

响从大到小依次为：丝氨酸（Ｔｈｒ）、精氨酸（Ａｒｇ）、半胱氨酸

（Ｃｙｓ）、甲硫氨酸（Ｍｅｔ）、组氨酸（Ｈｉｓ）、谷氨酰胺（Ｇｌｎ）、异

表２　各种氨基酸对ＥＬＰｓ４０产量的影响

Ｔａｂ．２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＥＬＰｓ４０

氨基酸 犇ａｖ（６００）ρ（ＥＬＰｓ４０）／ｍｇ·Ｌ
－１

η／％
① 氨基酸 犇ａｖ（６００）ρ（ＥＬＰｓ４０）／ｍｇ·Ｌ

－１

η／％
①

对照组 ２．８７ ８２．４ ／ Ｔｙｒ ３．０７ ６９．３ －１６．０

Ｌｙｓ ３．１５ ６５．５ －２０．５ Ｇｌｙ ３．１８ ６８．７ －１６．７

Ａｌａ ２．９７ ６７．４ －１８．３ Ｔｒｐ ２．８２ ５８．８ －２８．７

Ｔｈｒ ３．０１ １２６．９ ５４．０ Ｍｅｔ ３．０１ １１４．３ ３８．７

Ｌｅｕ ３．１０ ６７．１ －１８．５ Ｉｌｅ ３．０４ ９８．６ １９．６

Ｇｌｕ ３．１２ ８１．５ －１．１ Ｇｌｎ ３．０８ １０３．１ ２５．１

Ａｓｐ ３．０２ ８６．６ ５．１ Ｐｒｏ ３．０９ ９３．２ １３．１

Ｓｅｒ ３．１２ ７５．７ －８．２ Ｈｉｓ ２．９７ １１０．８ ３４．４

Ｖａｌ ３．１１ ４９．４ －４０．１ Ｃｙｓ ２．９８ １１６．２ ４１．０

Ａｒｇ ２．９３ １１７．２ ４２．２ Ｐｈｅ ３．０１ ９２．４ １２．１

　　① “－”表示负增长，即该氨基酸抑制了ＥＬＰｓ４０的产生

３４５第５期　　　　　　　　　　　　　葛慧华，等：氨基酸对类弹性蛋白多肽产量的影响



亮氨酸（Ｉｌｅ）、脯氨酸（Ｐｒｏ）、苯丙氨酸（Ｐｈｅ）和天冬氨酸（Ａｓｐ）．其中，苏氨酸（Ｔｈｒ）、精氨酸（Ａｒｇ）、半胱

氨酸（Ｃｙｓ）对于ＥＬＰｓ４０产量的促进作用最大，分别比对照提高了５４．０％，４２．２％和４１．０％．

在ＥＬＰｓ４０中，每连续的１０个Ｖａｌ?Ｐｒｏ?Ｇｌｙ?Ｘａａ?Ｇｌｙ单元中，其第４位的Ｘａａ有１个为赖氨酸（Ｋ），

有８个为缬氨酸（Ｖ），１个为苯丙氨酸（Ｆ），４０表示有４０个以Ｖａｌ?Ｐｒｏ?Ｇｌｙ?Ｘａａ?Ｇｌｙ为单元的重复序列．

因此，缬氨酸（Ｖａｌ），脯氨酸和甘氨酸（Ｇｌｙ）含量丰富，而Ｐｈｅ和赖氨酸（Ｌｙｓ）含量较少，其他氨基酸为

ＥＬＰｓ４０所不含的氨基酸（色氨酸除外）．因此把氨基酸分成２组，第一组为在ＥＬＰｓ４０中含量丰富的氨基

酸，包括Ｖａｌ，Ｐｒｏ，Ｇｌｙ，Ｐｈｅ和Ｌｙｓ；第二组为在ＥＬＰｓ４０中含量不丰富的氨基酸．

研究发现：在ＥＬＰｓ４０中含量丰富的氨基酸并没有很大促进ＥＬＰｓ４０产量的提高，反而是在ＥＬＰｓ４０中

含量不丰富的氨基酸可以较大幅度的提高其产量．这与文献［４］的报道吻合．究其原因可能是，由于添加

后缓解了大肠杆菌代谢压力，促使蛋白表达量增多，但也有可能与细胞内氨酰ｔＲＮＡ合成酶的量有关．

２．３　３种氨基酸的配比优化

设计３因数３水平响应面试验考察中对ＥＬＰｓ４０产量有明显促进作用的苏氨酸、精氨酸和半胱氨

酸，以期能进一步提高ＥＬＰｓ４０产量．２０组响应面试验设计及其结果，如表３所示．表３中：Ａ为Ｔｈｒ浓

度；Ｂ为Ａｒｇ浓度；Ｃ为Ｃｙｓ浓度；ρ为ＥＬＰｓ４０产量．

表３　响应面试验设计

Ｔａｂ．３　Ｄｅｓｉｇｎｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

组别
因素

Ａ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１　　　Ｂ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１　　　Ｃ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ρ／ｍｇ·Ｌ

－１

实验值　　　　　　　理论值

１ １．５ １．５ ０．５ ９３．８ ９３．２

２ １．５ ０．５ １．５ ９０．９ ９２．６

３ ０．２ １．０ １．０ １０３．９ １０３．６

４ ０．５ ０．５ ０．５ ８４．８ ８９．７

５ １．０ １．８ １．０ ６７．１ ７３．５

６ １．０ １．０ １．０ ７６．３ ８４．２

７ ０．５ １．５ ０．５ ９７．２ ９２．０

８ １．０ １．０ １．０ ８４．６ ８４．２

９ ０．５ ０．５ １．５ １０３．１ １００．２

１０ １．０ １．０ １．８ ８９．５ ９３．１

１１ １．５ １．５ １．５ ８９．５ ８０．９

１２ １．０ １．０ １．０ ８４．６ ８４．２

１３ １．０ １．０ １．０ ８３．７ ８４．２

１４ １．５ ０．５ ０．５ ９５．８ ９１．４

１５ １．８ １．０ １．０ ９２．７ ９８．２

１６ ０．５ １．５ １．５ ８８．２ ８９．０

１７ １．０ １．０ １．０ ９０．９ ８４．２

１８ １．０ １．０ ０．２ ９３．１ ９４．６

１９ １．０ １．０ １．０ ８５．９ ８４．２

２０ １．０ ０．２ １．０ ８２．６ ８１．４

　　通过对各因素值和响应值分析计算，得到回归方程为

犢 ＝９７．５－４０．６Ａ＋２８．２Ｂ－５．４Ｃ－０．５ＡＢ

＝９．３ＡＣ－１３．４ＢＣ＋２３．６Ａ
２
－９．５Ｂ

２
＋１３．６Ｃ

２．

式中：犢 为ＥＬＰｓ４０的产量，Ａ，Ｂ，Ｃ分别为Ｔｈｒ，Ａｒｇ和Ｃｙｓ的浓度．模型的狆值为０．０４２８，小于０．０５，说

明该模型是显著的，具有统计学意义．回归模型的决定系数为０．７４１３，说明该模型能够解释７４．１３％的

变化．模型预测结果表明：当苏氨酸、精氨酸和半胱氨酸浓度分别为０．５，０．５和１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，模型

达最大值，每升发酵液的ＥＬＰｓ４０的理论最大产量为１００．３ｍｇ．经试验验证，所得实验值为１０３．１ｍｇ，与

预测值误差为２．９６％．

２．４　氨基酸之间的交互作用分析

由以上结果可知，经响应面优化得到的ＥＬＰｓ４０产量不如添加１．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１苏氨酸的产量，而选
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取的３种氨基酸都是能够提高ＥＬＰｓ产量的，这与预期结果存在差异．为此，分析了３种氨基酸之间的

交互作用．

响应面图形是响应值犢 对应于试验因素Ａ，Ｂ，Ｃ所构成的三维空间曲面图，以及其在二维平面上

的等高图．响应面图形可以直观地反映各因素及它们之间的交互作用对响应值的影响．将一个因素固定

（ａ）　Ｔｈｒ和Ａｒｇ的交互作用

在某一水平，可作出另外两因素交互作用的响应曲面图，其

结果如图２所示．

由图２（ａ）可知：在这浓度区间，ＥＬＰｓ４０产量没有取到

极值，说明Ｔｈｒ和Ａｒｇ对ＥＬＰｓ４０产生过程没有交互作用．

由图２（ｂ）可知：在这浓度区间，ＥＬＰｓ４０产量没有取到极值，

说明Ａｒｇ和Ｃｙｓ对ＥＬＰｓ４０产生过程没有交互作用．由图２

（ｃ）可知：在这浓度区间，ＥＬＰｓ４０产量得到一个极小值，说明

Ｔｈｒ和Ｃｙｓ对ＥＬＰｓ４０产生过程存在交互作用，且为抑制作

用．这表明当把能提高ＥＬＰｓ４０产量的Ｔｈｒ和Ｃｙｓ同时添加

到培养基中时，二者会产生阻遏效应，从而抑制了ＥＬＰｓ４０

的产生，这可能与这两种氨基酸分别属于不同的合成途

（ｂ）　Ａｒｇ和Ｃｙｓ的交互作用　　　　　　　　　　　（ｃ）　Ｔｈｒ和Ｃｙｓ的交互作用

图２　氨基酸之间的交互作用分析

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ

径［８］有关，导致这种结果的机制有待进一步探讨．

３　结论

通过单因素考察可知：当培养基中添加１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１苏氨酸时，ＥＬＰｓ４０的产量可达１２６．９ｍｇ·

Ｌ－１，较之对照提高了５４．０％．选取了３种能明显提高ＥＬＰｓ４０产量的氨基酸进行响应面分析．经优化后，

当苏氨酸、精氨酸和半胱氨酸浓度分别为０．５０，０．５５和１．５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，模型达最大值，每升发酵液

的ＥＬＰｓ４０的理论最大产量为１００．３ｍｇ．实验验证可知：所得实验值为１０３．１ｍｇ，与理论值基本吻合．但

这３种氨基酸并没有预期的相互促进的效果，反而是苏氨酸和半胱氨酸之间产生相互抑制的现象，其机

理有待进一步探讨．

目前，有关氨基酸对重组蛋白产量影响的研究主要集中于单个氨基酸对发酵产量的影响［４，７，９?１０］，

多个氨基酸之间的协同效应的研究较少，对其相互作用机制的研究也鲜见报道．今后可采用均匀设计的

方法更大范围的搜索氨基酸的配比，以进一步提高其产量，并在此基础上结合代谢分析，探讨氨基酸之

间相互作用的分子机制．
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