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摘  要：【背景】细胞焦亡是一种细胞程序性死亡。在古菌和细菌中，gasdermin 同源蛋白(GSDM)
能够被特定的活化 caspase (protease)酶切，从而激活类似于细胞焦亡的效应，产生细胞破碎效果。

【目的】合成生物学、代谢工程和生物制造等应用过程中，细胞破碎是不可或缺的一步。利用细

胞焦亡法破碎细胞取代传统的破碎方法，可以简化操作、提高生产效益。【方法】在大肠杆菌

(Escherichia coli) BW25113 中共表达 protease 和不同来源的 GSDM，选择有明显细胞焦亡效应即

来源 Runella sp.的 GSDM 进行蛋白截短改造，使其在诱导表达蛋白截短体 GSDMJD 后能直接激活

细胞焦亡效应。对 GSDMJD 进行过表达优化，获得可控大肠杆菌细胞焦亡菌株。进一步以重组表

达蔗糖磷酸化酶为研究模型，验证本系统应用于细胞破碎释放蛋白的效果。【结果】实现了大肠

杆菌中细胞焦亡的人为可控。焦亡菌株在诱导表达焦亡相关蛋白 2 h 后大肠杆菌细胞破碎死亡，内

容物释放。将上述系统和超声法应用于制备蔗糖磷酸化酶粗酶液，细胞焦亡法制备的粗酶液的相

对酶活显著高于超声法制备的粗酶液。在制备粗酶液的菌液 OD600 值为 2.0 时，细胞焦亡法制备的

粗酶液相对酶活最高并且相较于超声法制备粗酶液，提高了 60%的相对酶活。【结论】细胞焦亡

提供了一种更加简单快捷、绿色环保的微生物细胞破碎方式，为合成生物学与代谢工程的发展奠

定了基础。 

关键词：大肠杆菌；细胞焦亡；微生物细胞的破碎；蔗糖磷酸化酶 



 
王成林 等 | 细胞焦亡法破碎微生物细胞在合成生物学与代谢工程的应用 341 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Application of pyroptosis in the disruption of microbial cells in 
synthetic biology and metabolic engineering 
WANG Chenglin1,2, LIU Weifeng*2,3, TAO Yong*2,3, LIU Bo4 

1 Department of Life Sciences and Medicine, University of Science and Technology of China,  
Hefei 230052, Anhui, China 

2 Key Laboratory of Microbial Physiology and Metabolic Engineering, Institute of Microbiology, Chinese 
Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

3 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 
4 Microcyto Biotechnology (Beijing) Limited Company, Beijing 102209, China 
 
Abstract: [Background] Pyroptosis is a form of programmed cell death. Gasdermin (GSDM) 
can be cleaved by cysteinyl aspartate-specific caspase (protease) in archaea and bacteria, which 
results in cell disruption, similar to the effects of pyroptosis in eukaryotes. [Objective] Cell 
disruption is a crucial step in synthetic biology, metabolic engineering, and biomanufacturing. 
Utilizing pyroptosis as a cell disruption method can simplify the operation and improve the 
production efficiency compared with the conventional methods. [Methods] Protease and GSDM 
from different sources were co-expressed in Escherichia coli BW25113. The GSDM with 
obvious pyroptosis effect from Runella sp. was selected for protein truncation, so that it could 
directly activate pyroptosis effect after inducing the expression of truncated protein (GSDMJD). 
After overexpression of GSDMJD and optimization, an E. coli strain with controllable 
pyroptosis effect was obtained. Furthermore, sucrose phosphorylase was used to verify the 
effects of this system and ultrasonic disruption on enzyme activity. [Results] The regulation of 
pyroptosis was successfully implemented in E. coli. After the strain was induced to express the 
pyroptosis-related protein for 2 h, the cells were disrupted and released the contents. The above 
system and ultrasonic method were applied to the preparation of crude liquid of sucrose 
phosphorylase. The relative activity of crude enzyme liquid prepared by the pyroptosis method 
was significantly higher than that of crude enzyme liquid prepared by the ultrasonic method. In 
the case of OD600 2.0, the crude enzyme liquid prepared by the pyroptosis method had the 
highest enzyme activity, which increased by 60% compared with that of the crude enzyme 
liquid prepared by the ultrasonic method. [Conclusion] Pyroptosis serves as a simple, fast, and 
environmentally friendly method for microbial cell disruption, laying a foundation for the 
development of synthetic biology and metabolic engineering. 
Keywords: Escherichia coli; pyroptosis; disruption of microbial cells; sucrose phosphorylase 
 

细胞焦亡最初是巨噬细胞受到病原体侵害

后的一种激活炎症反应，是一种细胞程序性死

亡方式；它的发生依赖于炎性 caspase 的激活，

从而对 gasdermin 蛋白家族的多个成员进行剪

切，释放 gasdermin 蛋白 N 端结构域形成多聚

体[1-3]。Gasdermin 蛋白 N 端结构域具有结合膜

脂的活性，其多聚体形成网状结构，从而使得

在膜上形成小孔[4]。由于细胞内外渗透压不同，

细胞吸水胀破死亡[5]。在细菌和古细菌中存在

与 gasdermin 同源的基因[6]。Johnson 等证明来
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自微生物细胞的 gasdermin 类蛋白具有介导细

胞焦亡的功能，从而确定细胞焦亡也存在于微

生物中且原理相同(图 1)；细胞焦亡在原核细胞

中可能是一种“防御系统”，在受到病毒(噬菌体)
的攻击中通过细胞焦亡来稳定群体[7]。  

合成生物学利用人工设计的代谢调控通路

构建出全新的生物系统[8]。随着合成生物学的

不断发展，生物系统在生物医药、天然产物合

成、工农业、生物能源等诸多领域具有广泛的

应用[9-10]。天然生物系统往往可以被人工改造成

生物学工具，应用于基础研究、生物医药、生

物制造和合成生物学等领域。例如，CRISPR
系统常常被改造成基因编辑工具，在基础研究

和应用过程中被广泛使用[11]。在合成生物学与

代谢工程的应用过程中，微生物细胞破碎是不

可或缺的一步。例如，在制备蛋白产品或是胞

内化合物，需要通过细胞破碎将蛋白质和产物释

放到细胞外，进行进一步的分离纯化处理[12-13]。

微生物细胞破碎的方式包括机械法和非机械

法[14]。非机械法采用价格较高的溶菌酶等手段，

存在破碎率低等缺陷[15]。利用机械法包括超声

破碎、匀浆机等破碎细胞是当前的主流，但这

些机械法破碎微生物细胞时因温度升高等原因

会影响蛋白或化合物的功能[16]。细胞焦亡法破

碎微生物细胞是一种温和、高效的破碎方式，

适用范围广、操作简便。细胞焦亡法破碎微生

物细胞在合成生物学与代谢工程中能够优化生

产工艺降低生产成本，绿色节能环保。 
 

 
 
图 1  细胞焦亡法破碎微生物细胞原理图 
Figure 1  Schematic of pyroptosis fragmentation of microbial cells. 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品 

本工作中使用的所有菌株和质粒见表 1。

用大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 构建质粒，

以 E. coli BW25113为相应蛋白表达及应用的宿

主。所采用载体 pLB1s 和 pYB1k 为 araBAD 启动

子及 rrnB 终止子，载体 pSL91c 使用组成型表达

的 119 启动子。编码 Bradyrhizobium tropiciagri、

Vitiosangium sp.、Desulfuromonadales 和 Runella 

sp.这 4 种来源的 gasdermin (GSDM)基因以及

Runella 来源的 protease 基因均由南京金斯瑞生

物科技有限公司人工合成。编码蔗糖磷酸化酶

(sucrose phosphorylase, BASP)的基因由通用生

物(安徽)股份有限公司人工合成。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶、高保真 DNA 聚合酶和

Gibson 试剂盒，Vazyme Biotech 公司；蔗糖、

葡萄糖、果糖和纤维二糖，上海盛思生化有限

公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒，北京鼎国

昌盛生物技术有限责任公司；DNS 溶液，深 
 
表 1  本研究中使用的菌株和质粒 
Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Description Source 
Strain   

BW25113 Wild type This laboratory 
B1 BW25113 harboring pLB1s-RP and pSL91c-BGSDM This study 
B2 BW25113 harboring pLB1s-RP and pSL91c-VGSDM This study 
B3 BW25113 harboring pLB1s-RP and pSL91c-DGSDM This study 
B4 BW25113 harboring pLB1s-RP and pSL91c-RGSDM This study 
B9K BW25113 harboring pYB1k-RP and pSL91c-RGSDM This study 
BJS BW25113 harboring pLB1s-RGJD This study 
BJK BW25113 harboring pYB1k-RGJD This study 
BUK BW25113 harboring pUB1k-RGJD This study 
BJKBP BW25113 harboring pYB1k-RGJD and pSL91c-BASP This study 

Plasmid   
pLB1s Expression vector Laboratory 
pYB1k Expression vector Laboratory 
pUB1k Expression vector Laboratory 
pSL91c Expression vector Laboratory 
pSL91c-BGSDM pSL91c containing GSDM gene from Bradyrhizobium tropiciagri This study 
pSL91c-VGSDM pSL91c containing GSDM gene from Vitiosangium sp. This study 
pSL91c-DGSDM pSL91c containing GSDM gene from Desulfuromonadales This study 
pSL91c-RGSDM pSL91c containing GSDM gene from Runella sp. This study 
pLB1s-RP pLB1s containing protease gene from Runella sp. This study 
pYB1k-RP pYB1k containing protease gene from Runella sp. This study 
pLB1s-RGJD pLB1s containing GSDMJD gene from Runella sp. This study 
pYB1k-RGJD pYB1k containing GSDMJD gene from Runella sp. This study 
pUB1k-RGJD pUB1k containing GSDMJD gene from Runella sp. This study 
pSL91c-BASP pSL91c containing BASP gene from Bifidobacterium adolescentis This study 
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圳市文乐生物科技有限公司。凝胶电泳仪，

Bio-Rad 公司；酶联免疫检测仪，上海旦鼎国际

贸易有限公司；多功能高真空镀膜仪和日立冷

场发射扫描电镜，Hitachi 公司。 
1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，氯化钠 10.0。M9 无机盐溶液(g/L)：十二

水合磷酸氢二钠 17.0，磷酸二氢钾 3.0，氯化铵

1.0，氯化钠 0.5[17-18]。氯霉素(50 mg/mL)、硫酸

链霉素(50 mg/mL)或卡那霉素(50 mg/mL)根据

需要添加至培养基中。 
1.2  菌株和表达载体的构建 

试验中所使用的引物见表 2。质粒的构建

依据同源重组的原理[19]。利用引物 NcoI-F 和

XhoI-R 构建 NcoI-BGSDM-XhoI 片段，Nco I、
Xho I 酶切质粒 pSL91c 后得到质粒 pSL91c 骨

架片段。NcoI-BGSDM-XhoI 片段和质粒 pSL91c
骨架片段利用 Gibson 组装成质粒 pSL91c- 
BGSDM。同样的方法将 VGSDM (Vitiosangium 
sp.来源)、DGSDM (Desulfuromonadales 来源)
和 RGSDM (Runella sp.来源)构建到质粒 pSL91c
上。利用引物 NcoI-Ru protease-R 和 XhoI-Ru 
protease-F 构建 NcoI-RP-XhoI 片段，Nco Ⅰ、  
Xho Ⅰ酶切质粒 pLB1s 和 pYB1k 后得到质粒

pLB1s 骨架片段和质粒 pYB1k 骨架片段。

NcoI-RP-XhoI 片段利用 Gibson 分别与质粒

pLB1s 骨架片段和质粒 pYB1k 骨架片段组装成

质粒 pLB1s-RP和 pYB1k-RP。利用引物 RGSDM 
jd-F 和 XhoI-Ru GSDM jd-R 构建质粒 pLB1s- 
RGJD 和 pYB1k-RGJD。测序正确后将不同来源

GSDM 基 因 的 质 粒 pSL91c-GSDM 与 质 粒

pLB1s-RP 共转入 BW25113 中构建出菌株 B1、
B2、B3 和 B4。将质粒 pYB1k-RP 和 pSL91c- 
RGSDM 共转入 BW25113 构建出菌株 B9K。将

质粒 pLB1s-RGJD、pYB1k-RGJD 和 pUB1k-RGJD
分别转入 BW25113 中构建出菌株 BJS、BJK 和

BUK。利用引物 NcoI-BasPase-F 和 XhoI-BasPase-R
构建质粒 pSL91c-BASP，转入菌株 BJK 中构建

出 BJKBP。 

1.3  菌株诱导生长曲线 
按照 1%接种量将菌株 B1、B2、B3 和 B4

接种在添加氯霉素(终浓度 50 µg/mL)和硫酸链

霉素(终浓度 50 µg/mL)的液体 LB 培养基中；将

菌株 B9K 接种在添加氯霉素(终浓度 50 µg/mL)
和卡那霉素(终浓度 50 µg/mL)的液体 LB 培养基

中；将菌株 BJS 接种在添加硫酸链霉素(终浓度

50 µg/mL)的液体 LB 培养基中；将菌株 BJK 和

BUK 接种在添加卡那霉素(终浓度 50 µg/mL)的
液体 LB 培养基中。37 ℃、220 r/min 摇床培养

至生长稳定期即 12 h 后加入诱导剂(终浓度为 
 
表 2  本研究中使用的引物 
Table 2  Primer used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
RGSDM jd-F CTCGAGGGTAGATCTGGTACTA 22 
NcoI-F GCTAACAGGAGGAATTAACC 20 
XhoI-R TAGTACCAGATCTACCCTCGAG 22 
XhoI-Ru GSDM jd-R TAGTACCAGATCTACCCTCGAGTTACAGAACACGGTTGAAGTCTTG 46 
NcoI-Ru protease-R GCTAACAGGAGGAATTAACCATGTCAACATTAAATAACC 39 
XhoI-Ru protease-F TAGTACCAGATCTACCCTCGAGTTAGGTCGTCTTTTTGAAG 41 
NcoI-BasPase-F GCTAACAGGAGGAATTAACCATGAAAAACAAGGTGCAGCTC 41 
XhoI-BasPase-R TAGTACCAGATCTACCCTCGAGTCAGGCGACGACAGGCGGATT 43 
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0.2%的阿拉伯糖)，继续 37 ℃、220 r/min 摇床

培养。每 2 h 记录下菌液 OD600 值，观察在加

入诱导剂后菌株 OD600 值的变化并绘制成菌

株诱导生长曲线图。 

1.4  扫描电镜观察 
菌株 B4 在 1.3 所述的条件下培养，分别在

加入诱导剂后 0.5、1、2、6 和 12 h 取样进行扫

描电镜观察。制样：取约 20−30 µL 菌体于离心

管中，用戊二醛重悬，在室温中至少静置 30 min
后放置于 4 ℃冰箱中 8 h 以上。吸出戊二醛固

定液，加入去离子水浸泡样品 4 min，5 000 r/min
离心 2 min；吸出去离子水，再加入去离子水浸

泡 5 min，5 000 r/min 离心 2 min；吸出去离子

水，再加入去离子水浸泡 6 min，5 000 r/min 离

心 2 min；吸出去离子水，加入 50%乙醇浸泡

14 min；吸出乙醇，加入 70%乙醇浸泡 14 min；
吸出大部分乙醇，留取约 100 µL 70%乙醇重悬，

将菌液滴入滤纸包裹的载玻片上(纸包)；将纸包

放置于培养皿中，加入 85%乙醇浸泡 14 min；
倒出乙醇，加入 95%乙醇浸泡 14 min；倒出乙

醇，加入 100%乙醇浸泡 15 min (100%乙醇浸泡

过程重复 3 次)；取出纸包，烘干；取出纸包中

的载玻片在多功能高真空镀膜仪中镀膜；利用扫

描电镜观察大肠杆菌细胞表面形态和结构[20]。 

1.5  焦亡菌株破碎细胞后胞外可溶性蛋白

含量检测 
按照 1%接种量将菌株 B4 接种在添加氯霉

素 (终浓度 50 µg/mL)和硫酸链霉素 (终浓度   
50 µg/mL)的液体 LB 培养基中，37 ℃、220 r/min
摇床培养 3 h 后放入 25 ℃、220 r/min 摇床中培

养 12 h，5 000 r/min 离心 10 min 收集菌体。利

用 M9 盐溶液溶解菌体后分成两组，一组加入

诱导剂诱导菌株发生细胞焦亡；另一组控制试

验条件与前一组相同但不加入诱导剂。将两组

菌液放置于 37 ℃、220 r/min 摇床培养，每 2 h

取 1 mL 菌液，5 000 r/min 离心 10 min 取上清，

利用 BCA 法测定上清中可溶性蛋白含量。 

1.6  活菌计数检测 
选取菌株 B9K 和 BJK 进行活菌计数检测。

菌株在 1.3 所述的条件下培养，在培养 12 h 和

加入诱导剂继续诱导 12 h 分别取 1 mL 菌液作

为样品。各样品菌液连续稀释 103、104、105、

106 和 107 倍。取各稀释倍数的 200 µL 菌液均匀

地涂布在相应氯霉素(终浓度 50 µg/mL)或卡那

霉素(终浓度 50 µg/mL)的固体 LB 平板上，放置

于 37 ℃培养箱中培养 12 h 后取出计数[21]。 

1.7  SDS-PAGE 检测 
按照 1%接种量将菌株 B4、B9K、BJS、BJK

和BUK接种在添加相应氯霉素(终浓度50 µg/mL)、
硫酸链霉素(终浓度 50 µg/mL)或卡那霉素(终浓

度 50 µg/mL)的液体LB培养基中，37 ℃、220 r/min
摇床培养 12 h 后加入诱导剂(终浓度为 0.2%的

阿拉伯糖)，诱导表达 12 h 后 5 000 r/min 离心

10 min 收集菌体，进行 SDS-PAGE。按照 1%接

种量将菌株 BJKBP 接种在添加氯霉素(终浓度

50 µg/mL)和卡那霉素(终浓度 50 µg/mL)的液体

LB 培养基中，37 ℃、220 r/min 摇床培养 3 h 后

放入 25 ℃、220 r/min 摇床中培养 12 h，5 000 r/min
离心 10 min 收集菌体，进行 SDS-PAGE[22]。 

1.8  不同方法制备蔗糖磷酸化酶粗酶液的

相对酶活比较 
菌株 BJKBP在与上述 SDS-PAGE的相同培

养条件下培养并收集菌体。不同生物量的菌体

溶于 1 mL M9 盐溶液中制备成 1.0、2.0、4.0、
6.0、8.0 和 10.0 OD/mL (OD600)菌液，再分别利

用细胞焦亡法或超声法破碎菌株细胞制备蔗糖

磷酸化酶粗酶液。蔗糖磷酸化酶粗酶液根据反

应体系[500 µL 10%蔗糖、480 µL 100 mmol/L
磷酸缓冲液(pH 7.0)、20 µL 粗酶液]在 37 ℃反

应釜中反应 5 min，12 000 r/min 离心 5 min 取
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上清，利用 DNS 法测定上清中果糖含量的吸光

值(A540)。蔗糖和磷酸在蔗糖磷酸化酶的作用下

生成 G-1-P 和果糖(图 2)，利用 DNS 法测定果

糖含量的吸光值(A540)来比较超声法和细胞焦

亡法制备粗酶液的相对酶活[23-24]。 

2  结果与讨论 
2.1  细胞焦亡相关基因的选择 

为了筛选出合适的细胞焦亡介导蛋白

GSDM，本研究克隆了 Bradyrhizobium tropiciagri、
Vitiosangium sp.、Desulfuromonadales 和 Runella 
sp.这 4 种不同来源的 GSDM 及 Runella sp.来源

的 protease，并分别构建质粒。将带有不同来源

GSDM 基因的质粒 pSL91c-GSDM 与质粒

pLB1s-RP 共转入 BW25113，获得菌株 B1、B2、
B3 和 B4。 

试验结果表明，菌株 B1、B2 和 B3 在加入

诱导剂后菌液的 OD600 值未见明显变化；而菌

株 B4 在加入诱导剂后菌液的 OD600 值迅速下

降，并在诱导 2 h 后下降到最低点(图 3)。推测

原因是当 Runella sp.来源的 GSDM 和 protease 
(菌株 B4)共表达时，引发了细胞焦亡效应，导

致菌株细胞破碎，使菌液的光密度降低。 

2.2  菌株细胞焦亡的验证 
为了进一步验证细胞是否发生焦亡，对菌

株 B4 诱导前后的细胞进行了扫描电镜观察[25]。

观察结果显示，菌株 B4 诱导前细胞形态饱满完

整，未发现细胞形态的改变(图 4A)；菌株 B4 诱

导 0.5 h 后大量的细胞开始发生形态上的变化，

细胞呈现透明状且形态结构发生扭曲变形，可

见多处破损甚至出现细胞碎片(图 4B)；利用细

胞计数器对诱导前后细胞进行计数，诱导前共发

现 370 个细胞(图 4C)；诱导 0.5 h 后细胞大量减

少，仅发现 80 个细胞，其中有 72 个细胞呈现

透明状并且形态结构发生扭曲变形(图 4D)。 
对诱导后的菌株细胞进一步放大观察，发

现膜结构已被破坏，细胞破裂(图 4E)。膜上形

成了直径大约为 20 nm 的孔隙(图 4F)。试验结

果表明，菌株 B4 诱导后能在细胞膜上形成孔

隙，这些孔隙使得细胞吸水胀破，进而导致细

胞破碎。结合上述试验结果，验证了菌株 B4
在诱导表达焦亡相关蛋白后能引发细胞焦亡效

应，导致菌株细胞破碎。 
菌株 B4 在诱导发生细胞焦亡后菌株细胞

破碎。为了确定菌株细胞破碎后细胞内容物的

去向，本研究设计了焦亡菌株破碎细胞后胞外

可溶性蛋白含量检测试验。 
试验结果显示，菌株 B4 诱导发生细胞焦亡

后，细胞破碎，上清中的蛋白含量显著提高。

在 6 h 后，上清中的蛋白含量最多达到 450 mg/L。 

 

 
 
图 2  BASP 的酶促反应 
Figure 2  Enzymatic reaction of BASP. 
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图 3  各菌株诱导生长曲线图 
Figure 3  Induction growth curve of each strain. 

 
而菌株 B4 非诱导细胞焦亡时，上清中的蛋白含

量未发生明显变化，保持在 50 mg/L (图 5)。以

上结果验证了菌株 B4 经诱导后引起焦亡效应。

在细胞发生破碎的同时，细胞内容物可以有效

释放到培养基(胞外)中。 

2.3  菌株细胞焦亡的优化 
为了进一步提高菌株发生细胞焦亡的效率，

本研究通过增加载体拷贝数的方式提高 protease
的表达量，构建质粒 pYB1k-RP，并和质粒

pSL91c-RGSDM 共转入 BW25113，获得菌株

B9K。同时对 Runella sp.来源的 GSDM 进行截短

改造，获得截短体 GSDMJD 。在诱导表达

GSDMJD 后，直接引发细胞焦亡，从而使得细

胞破碎。将截短体分别克隆至具有不同拷贝数

的载体得到质粒 pLB1s-RGJD、pYB1k-RGJD 和

pUB1k-RGJD，并分别转入 BW25113，获得菌

株 BJS、BJK 和 BUK。 
将上述菌株诱导后进行 SDS-PAGE 分析。

根据 SDS-PAGE 图(图 6)显示，GSDM 蛋白分子

量为 30 kDa。诱导发生焦亡后，GSDM 蛋白条

带大小由 30 kDa 变为 28 kDa，表明其 C 端小肽

被降解；且在提高 protease 的表达后，可溶性的

GSDM 的 C 端小肽完全降解。电泳图 5B 中未见

到明显的 GSDMJD 蛋白条带，这可能是由

GSDMJD 引发焦亡后细胞迅速破碎并未积累一

定量的 GSDMJD 所引起的。 
对上述重组菌株进行诱导生长曲线测试，

结果显示(图 7)，各菌株在加入诱导剂诱导发生

焦亡后，菌液的 OD600 值急剧下降，并在诱导 2 h
后菌液的 OD600 值下降到最低点。其中，菌株

B9K、BJK 和 BUK 菌液的 OD600 值最低点低于

菌株 B4、BJS 的菌液的 OD600 值最低点。然而，

菌株 BUK 在其菌液的 OD600 值下降到最低点后

出现了回升现象，进一步基因测序结果表明菌

株 BUK 出现了突变，因此不适合作为大肠杆菌

细胞焦亡菌株。 
进一步对菌株 B9K和 BJK进行活菌计数检

测，菌株 BJK 诱导前活菌数为 2.25×109 CFU/mL 
(图 8A)；诱导 12 h 后活菌数为 6.5×104 CFU/mL 
(图 8B)；死亡率为 99.997%。菌株 B9K 诱导前

活菌数为 3.9×109 CFU/mL (图 8C)；诱导 12 h
后活菌数为 1.37×106 CFU/mL (图 8D)；死亡率

为 99.965%。上述结果表明，虽然菌液 OD600 值

未发生变化，但大部分细胞已经死亡。试验结

果验证了细胞焦亡法能有效使大肠杆菌破碎死

亡，焦亡菌株 BJK 的效果更为显著。此外，根

据诱导生长曲线和基因测序显示，本菌株性质

稳定，不易发生突变。综上所述，菌株 BJK 是

作为可控细胞焦亡的最优菌株。 

2.4  不同方法制备蔗糖磷酸化酶粗酶液的

相对酶活比较分析 
为了验证细胞焦亡法破碎细胞对胞内产物

的影响，本研究在制备蔗糖磷酸化酶粗酶液的

应用中，对比了细胞焦亡法破碎和超声破碎得

到的粗酶液的相对酶活。将表达蔗糖磷酸化酶的

质粒 pSL91c-BASP 转入焦亡菌株 BJK 中，构建

出菌株 BJKBP。根据菌株 BJKBP 的 SDS-PAGE
图显示，BASP 蛋白分子量约 55 kDa (图 6)。菌 
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图 4  扫描电镜下菌株 B4 细胞的形态结构   A：诱导前菌株 B4 细胞的形态结构. B：诱导 0.5 h 后菌

株 B4 细胞的形态结构. C：诱导前菌株 B4 细胞群的形态结构. D：诱导后菌株 B4 细胞群的形态结构. E：

诱导后菌株 B4 细胞的膜结构. F：诱导后菌株 B4 细胞的膜孔结构 
Figure 4  Morphological structure of strain B4 cells under scanning electron microscope. A: Morphological 
structure of B4 cells before induction. B: Morphological structure of B4 cells after induction for 0.5 h. C: 
Morphological structure of B4 cells before induction. D: Morphological structure of B4 cells after induction. 
E: Membrane structure of B4 cells after induction. F: Membrane pore structure of B4 cells after induction. 
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图 5  菌株 B4诱导与非诱导细胞焦亡的胞外可溶

性蛋白含量分析 
Figure 5  Analysis of extracellular soluble protein content 
in induced and non-induced pyroptosis of strain B4. 

株 BJKBP 表达蔗糖磷酸化酶后，利用细胞焦亡

法和超声法制备成粗酶液。 
结果显示，在制备粗酶液的生物量即菌液

OD600 值为 1.0、2.0、4.0 和 6.0 时，细胞焦亡法

制备的粗酶液的相对酶活显著高于超声法制备

粗酶液的相对酶活。在制备粗酶液的菌液 OD600

值为 2.0 时，细胞焦亡法制备的粗酶液相对酶

活最高，且比超声法制备粗酶液的相对酶活提

高了 60%。在制备粗酶液的菌液 OD600 值为 8.0、
10.0 时，蔗糖磷酸化酶酶量充足，细胞焦亡法

制备的粗酶液与超声法制备的粗酶液的相对酶

活相同(图 9)。试验结果表明，细胞焦亡法破碎 
 

 
 

图 6  各菌株表达目的蛋白的 SDS-PAGE 分析   A：菌株 B4 诱导表达目的蛋白前后的 SDS-PAGE 分

析. M: Protein Marker；1：菌株 B4 诱导表达目的蛋白前的可溶性提取物；2：菌株 B4 诱导表达目的蛋

白前的不可溶性提取物；3：菌株 B4 诱导目的蛋白表达后的可溶性提取物；4：菌株 B4 诱导目的蛋白

表达后的不可溶性提取物. B：菌株 B9K、BJS、BJK、BUK 和 BJKBP 诱导表达目的蛋白前后的 SDS-PAGE
分析. M：Protein Marker；1：对照；2‒3：诱导前菌株 B9K 目的蛋白表达(依次为可溶性提取物和不可

溶性提取物，后述同理)；4‒5：诱导后菌株 B9K 目的蛋白表达；6‒11：诱导后菌株 BJS、BJK 和 BUK
目的蛋白表达；12‒13：菌株 BJKBP 目的蛋白表达 
Figure 6  SDS-PAGE analysis of the target protein expressed by each strain. A: SDS-PAGE analysis of strain 
B4 before and after expression of target proteins. M: Protein Marker; 1: Soluble extract before the expression of 
target protein induced by strain B4; 2: The insoluble extract before the target protein was induced by strain B4; 
3: Soluble extract of strain B4 after induction of target protein expression; 4: Insoluble extract of target protein 
expression induced by strain B4. B: SDS-PAGE analysis of strains B9K, BJS, BJK, BUK and BJKBP before 
and after expression of target proteins. M: Protein Marker; 1: Control E. coli BW 25113; 2‒3: Expression of 
B9K target protein before induction (soluble extract and insoluble extract in turn, the same as the following); 
4‒5: B9K target protein expression after induction; 6‒11: Expression of BJS, BJK and BJK target proteins after 
induction; 12‒13: Expression of strain BJKBP target protein. 
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图 7  各菌株诱导生长曲线图   A：菌株 B4 和 B9K 诱导生长曲线图. B：菌株 BJS、BJK 和 BUK 诱

导生长曲线图 
Figure 7  Induction growth curve of each strain. A: Strain B4 and B9K induced growth curve. B: Strain BJS, 
BJK and BUK induced growth curve. 
 

 
 
图 8  菌株 BJK (A)和 B9K (B)发生焦亡前后的活菌计数统计 
Figure 8  Count statistics of live bacteria before and after pyroptosis of strains BJK (A) and B9K (B).  
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图 9  不同方式制备的蔗糖磷酸化酶粗酶液的相对酶活   以换算为稀释前 540 nm 光吸收值为相对酶活. 
J1‒J10：利用细胞焦亡法制备粗酶液用于反应，制备粗酶液的菌液的 OD600 值为 1.0、2.0、4.0、6.0、
8.0 和 10.0；C1‒C10：超声法制备粗酶液用于反应，制备粗酶液的菌液的 OD600 值为 1.0、2.0、4.0、
6.0、8.0 和 10.0 
Figure 9  Relative enzyme activity of crude sucrose phosphorylase solution prepared by different methods. 
J1‒J10: The crude enzyme solution was prepared by cell pyroptosis method for reaction. The OD600 values of 
the bacterial solution for preparing the crude enzyme solution were 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, and 10.0; C1‒C10: 
The crude enzyme solution was prepared by ultrasonic method for the reaction. The OD600 values of the 
crude enzyme solution were 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, and 10.0. 
 
 
 

大肠杆菌后内容物释放且更好地保留了胞内

产物的活性。并且此方法仅需在表达相关酶

后，加入诱导剂即可破碎细胞用于检测酶活，

极大地减少了工作量，优化了生产工艺。综上

所述，细胞焦亡法破碎微生物细胞可取代超声

破碎成为代谢工程与合成生物学中的重要技

术手段。 

3  结论 
本研究验证了细胞焦亡确实可以使大肠杆

菌细胞破碎。该细胞焦亡系统具有严谨且破碎

效率高等特性。焦亡菌株在诱导表达焦亡相关

蛋白 2 h 后大肠杆菌细胞破碎死亡，内容物释

放。Protease 处理后的 GSDM 和 GSDMJD 的表

达水平对焦亡具有重要影响。通过进一步的表

达优化，最终获得可控细胞焦亡的最优菌株

BJK。另一方面，将上述系统和超声法应用于

制备蔗糖磷酸化酶粗酶液中，细胞焦亡法制备

的粗酶液的相对酶活显著高于超声法制备粗酶

液的相对酶活。在制备粗酶液的菌液 OD600 值

为 2.0 时，细胞焦亡法制备的粗酶液相对酶活

最高，并且比超声法制备粗酶液的相对酶活提

高 60%。细胞焦亡法仅需加入诱导剂诱导一定

时间，即可破碎微生物细胞制备成粗酶液，操

作简单快捷，极大地减少了工作量，优化了生

产工艺。综上所述，细胞焦亡法可以取代传统

的微生物细胞破碎方式。在合成生物学与代谢

工程中，细胞焦亡法破碎微生物细胞会逐渐成

为新的生物学技术手段，让生物合成取代化学

合成并成为主流。 
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