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磷脂酶 C对大肠杆菌细胞膜通透性的影响 
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摘要：本文在大肠杆菌（E.coli BL21 DE3)中分别克隆表达了产气荚膜梭菌(Clostridium perfringens)和单核细胞增生性李斯特菌

（Listeria monocytogenes）来源的磷脂酶 C（PLC）基因，并系统研究了内源表达的重组 PLC对大肠杆菌 BL21(DE3)内外膜通透性的

影响。结果表明内源表达的产气荚膜梭菌和单核细胞增生性李斯特菌重组 PLC 对宿主菌内膜通透性影响较大，但对宿主菌外膜通透

性的影响相对较弱。此外，本文对两种不同来源重组表达的磷脂酶 C 蛋白进行了分离纯化，分析了外源添加重组磷脂酶 C对大肠杆

菌 BL21(DE3)细胞膜通透性的影响。结果表明外源 PLC 对大肠杆菌外膜通透性影响较大，而对内膜通透性影响相对较小。综上所述，

产气荚膜梭菌和单核细胞增生性李斯特菌来源的磷脂酶 C 可以改善大肠杆菌细胞膜的通透性，为进一步提高大肠杆菌工程菌株蛋白

异源表达提供新的思路。 
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Abstract: The phospholipase C proteins from Clostridium perfringens（Cp-PLC）and Listeria monocytogenes (lm-PLC) were cloned and 

expressed in E. coli BL21 (DE3), and the effect of PLC on the permeability of E. coli BL21 membranes was investigated systematically. The 

recombinant PLCs expressed in C. perfringens and L. monocytogenes clearly affected the permeability of the inner membrane In contrast, the 

permeability of the outer bacterial membrane increased slightly. In addition, the effect of PLC enzymes incorporation on the permeabilization of 

E. coli BL21 membranes was tested, indicating that the addition of PLC enzymes markedly increased the permeabilization of the outer 

membrane. However, the permeabilization of bacterial inner membrane was not affected to the same extent. More importantly, coexpression of 

Cp-PLC and lm-PLC in E. coli BL21 to increase permeabilization of the host cell membrane  opens a promising strategy for enhancing 

recombinant protein expression. 
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磷脂酶 C(PLC)是一种广泛存在于动植物和微生

物细胞中，能专一性水解磷脂甘油 sn-3位上甘油磷酸

酯键的脂类水解酶。根据其底物特异性可以分为 3 类：

磷脂酰肌醇特异性磷脂酶 C (PI-PLC)、磷脂酰胆碱偏

好型磷脂酶 C(PC-PLC)以及非特异性的磷脂酶

C(NPC)。在微生物中，PLC 作为病原菌重要的毒力因

子，通过水解宿主细胞的质膜实现浸染，如产气荚膜

梭菌(Clostridium perfringens)
[1~3]和单核细胞增生性李

斯特菌（Listeria monocytogenes）
[4~6]

。在真核生物中，

PLC 水解磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸（PIP2）生成的三磷 
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酸肌醇（IP3）和甘油二酯（DAG）。作为胞内重要的

信号分子，IP3 调节 Ca
2+的释放，而 DAG 调节蛋白激

酶 K(PKC)的活性，进而调控细胞的增殖、分化、收

缩，分泌和代谢等功能[7]。因此，可以通过抑制 PLC

的活性或阻断 PLC 信号传递路径减小血管张力以及

抑制结肠直肠癌细胞的增殖等[8]。PLC 在食品领域应

用十分广泛，在面包的烘焙应用方面，可以提高面团

的乳化性能、气泡的稳定性以及增大面包体积；在油

脂精炼方面，可以通过水解磷脂的 Sn-3 位酯键产生

1,2-甘二酯(1,2-DAG)和溶于水的磷酸酯类，减少皂脚

产生，提高毛油得率；此外还可以用于乳制品以及功

能食品加工等领域[9~13]。 

大肠杆菌(Escherichia coli)内膜（细胞质膜）由磷
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脂（20%~30%）和蛋白质（50%~70%）组成，具有维

持细胞功能、细胞信号传导以及调节细胞周期等重要

作用。外膜由脂多糖、磷脂和外膜蛋白组成，具有控

制细胞透性、调节 Mg
2+浓度、决定抗原定位等作用。

为了研究重组 PLC 对大肠杆菌细胞膜的影响，本文系

统研究了C.perfringens和L.monocytogenes来源的PLC

在大肠杆菌细胞中重组表达以及外源添加时，宿主菌

内外膜通透性的变化规律，为通过改善宿主工程菌细

胞膜通透性，以进一步提高重组蛋白的表达水平提供

新的解决思路。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

大肠杆菌(E. coli)BL21(DE3)、产 C.perfringens、

L.monocytogenes 以及质粒 pET-28a 均由本实验室保

存。 

商品化 PLC 制剂由诺维信(中国)生物技术有限公

司馈赠；对硝基磷酸胆碱 (p-nitrophehylphosphoryl- 

choline，p-NPPC)，考马斯亮蓝 R-250，丙烯酰胺、甲

叉双丙烯酰胺、十二烷基硫酸钠(SDS)、过硫酸铵等均

购自 Sigma 上海公司；蛋白分子量标准（低）购自

TaKaRa 大连公司；硫酸卡那霉素购自上海生工生物

工程有限公司；2-硝基苯基-β-D-吡喃半乳糖(ONPG)，

N-苯基-1-萘胺（NPN）以及常用分析纯试剂均购自国

药集团化学试剂有限公司。亲和层析柱和强阴离子色

谱交换柱购自美国通用电气上海公司。 

1.2  主要仪器设备 

凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司），高速离心机

（美国 Eppendorf 公司），低温恒温槽（上海舜宇恒

平科学仪器有限公司），超低温冰箱（德国 Thermo

公司），恒温摇床（上海智城分析仪器制造有限公司），

超声破碎仪（宁波新芝生物科技股份有限公司），pH

计（梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司)，荧光光谱仪

（日本 HITACHI 公司），全自动酶标仪（美国Thermo 

Fisher Scientific 公司）和 AKTA AVANT（美国通用电

气公司）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  C.perfringens和 L.monocytogenes磷脂酶

C 的克隆和表达 

分 别 利 用 引 物 P1a(5'-CGGAATTCATGTGG 

GATGGAAAGATTGATGGAA-3'EcoRⅠ)和 P1b(5'-AT 

AAGAATGCGGCCGCTTATTTTATATTATAAGTT-3' 

NotⅠ)；P2a(5'-CGGAATTCATGTGTTGTGATGAATA 

CTTACAAA-3'EcoRI）和 P2b（5'-ATGCGGCCGCTT 

ATTCATTTGTTTTTTT-3' Not I）从 C. perfringens 和

L.monocytogenes 基因组 DNA 中克隆得到 plc 基因片

段，与表达载体 pET28a 连接，得到重组表达载体

pET-cp 和 pET-lm。最后将重组表达质粒分别转化 E. 

coli BL21 (DE3)，进行诱导表达，SDS-PAGE电泳分

析。 

1.3.2  重组 PLC 的纯化 

分别选择 His Trap HP 亲和层析柱和 Hi Trap 

Q-Sepharose HP强阴离子色谱交换柱对重组PLC进行

纯化。 

1.3.3  p-NPPC 法测定重组 PLC 酶活力[14] 

PLC 可以将 p-NPPC 分解为对硝基苯酚，对硝基

苯酚在 410 nm 处有最大吸收峰，故通过分光光度计

法测定对硝基苯酚的浓度可以计算PLC 的酶活。酶活

单位定义为 pH 7.2、温度为 37 ℃条件下，每分钟水解

p-NPPC 生成 1 nmol对硝基苯酚所需的酶量为 1个活

力单位(U)。 

1.3.4  E.coil BL21（DE3）内膜通透性变化的

测定[15] 

通常宿主菌 β-D-半乳糖苷酶存在于胞内，当细胞

内膜渗透性达到一定水平时，其胞内的 β-D-半乳糖苷

酶就会渗透到细胞外。而 ONPG 是 β-D-半乳糖苷酶的

底物，水解后生成半乳糖和黄色的邻-硝基苯酚

（ONP）。ONP 在 405~420 nm 处有紫外吸收，因此通

过根据培养物吸光值的变化可以反映细胞内膜通透性

的改变。 

首先用 25 mmol/L pH 7.2 的Tris-HCl 0.5% NaCl

溶液将菌体稀释至 OD600=0.5，取 10 μL 30 mmol/L 

ONPG 溶液加入 100 μL菌液中，于 37 ℃下反应2 h。

最后在 405 nm 下测定吸光度。 

1.3.5  E.coil BL21(DE3)外膜通透性变化的测

定 

NPN 在疏水环境中表现出强烈的荧光吸收特性，

当 NPN 被加入细胞悬浮液中，其跨过细胞外膜进入

内膜疏水环境，从而表现出一定荧光吸收能力。根据

荧光吸收能力的大小，可以检测细胞外膜通透性的大

小。 

用 25 mmol/L pH 7.2 的Tris-HCl 0.5 % NaCl将菌

体稀释至 OD600=0.5，取 2 mL菌悬液于比色皿中，用

Tris-HCl 缓冲液补至 3 mL，随后加入 20 μL 1 mM 

NPN，立即放入荧光分光光度计，4 min 后记录读数。

荧光分光光度计激发波长 350 nm，发射波长 420 nm，

缝隙宽度 5 mm。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.7 

34 

1.3.6  数据分析 

用 EXCEL 软件进行数据分析和作图。每组实验

重复三次，计算平均值和标准偏差。 

2  结果与讨论 

2.1  重组 PLC 的表达及纯化 

PLC 的酶活与水解p-NPPC 所产生的对硝基苯酚

成线性关系，绘制标准曲线，得到回归方程：

y=93.38x-0.011，R
2
=0.999，其中 y为对硝基苯酚的浓

度(nmol/mL)，x 为不同浓度对硝基苯酚对应的吸光

值。 

30V

V011.0-A38.93
PLC




酶

总）（
酶活  

注：A 为反应后 OD410，V 为反应体系总体积，V 酶为酶

液体积。 

经过发酵条件优化，最终使重组 Cp-PLC 的酶活

力达到 304.3±10.3 U/mL以上，重组 Lm-PLC 的酶活

力达到 275.6±9.6 U/mL以上。随后利用亲和层析和离

子交换层析纯化目的蛋白，最终使 Cp-PLC 的纯度达

到了 93.3%以上，比活力达到 248.26 U/mg 以上；

Lm-PLC 的纯度达到 83%以上，比活力达到 471.1 

U/mg 以上。 

2.2  内源重组 PLC 对 E.coil BL21 内外膜通透

性的影响 

分别对E.coli BL21(pET-Cp)和E.coil BL21(pET– 

lm)进行培养，研究不同条件下内源重组PLC 对 E.coil 

BL21(DE3)细胞膜通透性的影响。 

2.2.1  诱导温度对内膜通透性的影响 

分别将重组菌液按 2%接种于含硫酸卡那霉素的

50 mL TB培养基中，37 ℃，200 r/min 条件下生长至

OD600=1.0 左右。利用终浓度为 8 g/L 的乳糖分别为

18 ℃，25 ℃，30 ℃，37 ℃条件下对E.coli BL21(pET-Cp)

和 E.coil BL21(pET-lm)诱导培养 32 h，以 E.coli BL21 

(pET-28a)作为阴性对照。诱导结束后分析内源重组

PLC 对细胞内膜通透性的变化影响(见图1)。 

不同诱导温度对细胞内膜通透性和 PLC 的酶活

力产生显著影响。随着诱导温度的上升，Cp-PLC 的

酶活力在 30 ℃时达到 304±13.5 U/mL，在 37 ℃时有

所下降。宿主菌内膜的通透性在 30 ℃最大，37 ℃时

有所下降。而 Lm-PLC 在 25 ℃时的酶活力达到

431±15.7 U/mL，内膜通透性最大。随着诱导温度进一 

 

步升高，酶活和宿主细胞膜的通透性都有下降。 

2.2.2  诱导时间对内膜通透性的影响 

分别于 30 ℃和25 ℃条件下对E.coli BL21(pET 

–Cp)和 E.coil BL21(pET-lm)进行诱导，诱导时间为

0~40 h，同时以 E.coli BL21(pET-28a)作为阴性对照，

分析不同诱导时间内源重组 PLC 对细胞内膜通透性

的变化影响(见图 2)。 

 

 

图1 Cp-PLC(a)和Lm-PLC(b)诱导温度对细胞内膜通透性的影响 

Fig.1 The effect of Clostridium perfringens phospholipase C 

(Cp-PLC) (a) and Listeria monocytogenes (lm)-PLC (b) 

induction temperature on the permeabilization of the inner 

membrane 

在图 2 中，E.coli BL21(pET-Cp)诱导 32 h 时，酶

活达到最大值，为 375±10.2 U/mL。随着诱导时间的

延长开始降低。内膜通透性则随着诱导时间的延长持

续增长，0~16 h增长较快，随后增长速率逐渐变缓，

32 h 后内膜通透性趋于稳定。而E.coil BL21(pET-lm)

在 0~24 h，酶活和内膜通透性都呈增长趋势，在 24 h

内源重组 PLC 酶活达到最大值（674±20.4 U/mL）。随

后，酶活和内膜通透性逐渐下降，32 h之后趋于稳定。 

2.2.3  内源表达重组 PLC 对宿主菌 E.coil BL21

外膜通透性的影响 
根据上述结果，分别选择 30 ℃诱导 Cp-PLC 表达

32 h，25 ℃诱导表达 Lm-PLC 表达 26 h，分析宿主菌

外膜通透性的变化。结果如图 3所示，Cp-PLC 和 Lm-P 

LC 对外膜的通透性影响相对较小。 
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图2 Cp-PLC(a)和Lm-PLC(b)诱导时间对细胞内膜通透性的影响 

Fig.2 The effect of Cp-PLC (a) and lm-PLC (b) induction time 

on permeabilization of the inner membrane 

 
图 3 内源 PLC对细胞外膜通透性的影响 

Fig.3 The effect of endogenous expression of PLC on the 

permeabilization of the outer membrane 

2.3  外源 PLC 对 E.coil BL21 内外膜通透性的

影响 

培养 E.coil BL21（DE3）至 OD600=0.5左右，取

10 ml菌液 4000g离心收集，用 25 mmol/L pH 7.2 的

Tris-HCl 0.5% NaCl重悬两次，最后用25 mmol/L pH 

7.2 的Tris-HCl-0.5% NaCl稀释至 OD600=0.5，2 mL菌

悬液加 1 mL缓冲液作阴性对照，2 mL菌悬液煮沸 5 

min 后补加 1 mL缓冲液作阳性对照。 

2.3.1  外源 PLC 浓度的影响 

取 2 mL菌悬液分别加入 10 U、50 U、100 U、300 

U、500 U 的商品化 PLC、重组 Lm-PLC 和重组

Cp-PLC，37 ℃下反应2 h，8000 g离心 5 min 收集菌

体，用 3 mL 缓冲液洗涤 2 次后分析不同酶量对细胞

外膜通透性的影响(见图 4)。结果表明，随着磷脂酶 C

的增加，细胞外膜的通透性不断增大。当酶活大于 200 

U 时，Cp-PLC 和 Lm-PLC 对细胞外膜通透性的影响

趋于最大。 

 
图 4 加酶量对细胞外膜通透性的影响 

Fig.4 The effect of enzyme concentrations on the 

permeabilization of the outer membrane 

2.3.2  外源 PLC 反应时间的影响 

分别加入适量的商品化 PLC、重组 Lm-PLC 和重

组 Cp-PLC，在37 ℃下反应 1 h、2 h、3 h、5 h 和 8 h。

8000 g 离心 5 min 收集菌体细胞，用 3 mL缓冲液洗涤

2 次。分析不同反应时间重组 PLC 对大肠杆菌外膜通

透性的影响（见图 5）。结果表明，随着反应时间的延

长，外膜通透性不断增加，Cp-PLC 和 Lm-PLC 在反

应 3 h 后达到最大，而商品化PLC 在 5 h 后才达到最

大值。 

 
图 5 反应时间对细胞外膜通透性的影响 

Fig.5 The effect of reaction time on the permeabilization of the 

outer membrane 

2.3.3  外源 PLC 反应温度的影响 

加入适量的商品化 PLC、重组 Lm-PLC 和重组

Cp-PLC，分别在18 ℃，25 ℃，30 ℃和 37 ℃条件下

反应一定时间。8000 g 离心 5 min 收集菌体细胞，用

3 mL缓冲液洗涤 2 次，分析不同反应温度对大肠杆菌
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细胞外膜通透性的影响（见图 6）。随着温度的上升，

外膜通透性不断提高。 

2.3.4  外源 PLC 对细胞内膜通透性的影响 

分别加入2,000 U的商品化 PLC、重组 Lm-PLC

和重组 Cp-PLC，于 37 ℃反应 5 h，测定细胞内膜通

透性的变化。结果表明相对阴性对照的吸光值

（0.221±0.02），添加了商品化 PLC、重组 Lm-PLC 和

重组 Cp-PLC 样品的吸光值分别上升为 0.290±0.05、

0.330±0.07 和 0.340±0.03。 

 
图 6 反应温度对细胞外膜通透性的影响 

Fig.6 The effect of reaction temperature on the 

permeabilization of the outer membrane 

综上所述，通过对不同来源的 PLC 对E.coil BL21 

(DE3)内外膜通透性的研究发现，重组 PLC 无论是在

內源表达还是在外源添加的条件下，都会对宿主菌的

细胞膜通透性造成一定影响，质膜的通透性大小与重

组 PLC 的酶活变化正相关。 

3  结论 

本文系统地研究了 Cp-PLC、Lm-PLC 和商品化

PLC 对 E.coli BL21(DE3)膜通透性的影响，结果表明

通过内源表达或外源添加产气荚膜梭菌和单核细胞增

生性李斯特菌重组 PLC，都会对宿主菌细胞膜通透性

产生显著影响。内源表达磷脂酶 C 对宿主菌内膜通透

性影响较大，而外源 PLC 对大肠杆菌外膜通透性影响

较大。值得注意的是，随着磷脂酶 C 反应时间和酶量

的增加，大肠杆菌细胞膜通透性逐步趋于最大，但不

会完全被破坏。因此，通过 PLC 的共表达，适当改善

宿主菌细胞膜的通透性，可以为进一步提升基因工程

菌株的蛋白表达水平提供新的解决思路。 
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