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摘 要：用 .B 发酵罐研究了 ! ( "#$% CD2E*F%)# 和 ! ( "#$% CD2E*F%G2" 的高密度培养工艺，确

定了诱导及补料策略，在不降低外源基因表达量的前提下，工程菌 CD2E*F%)# 高密度发酵菌

体干重为 2HIAJEB，K)D-（G2 0 !）的表达量为菌体总蛋白的 #!I2L，相当于 2I"/ JEB；同样的方

法，工程菌 CD2E*F%G2" 菌体干重可达 2HJEB，K)D-（G2 0 "）占菌体总蛋白 #.IAL，相当于

2I!. JEB。
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基因工程菌的发酵是基因工业产业化的重要组成部分。它与传统的发酵工艺不同，

要想获得大量的外源基因表达产物，需要分析影响外源基因表达的因素，摸索适于工程菌

快速生长和外源基因高效表达的发酵工艺。血管生成抑制素（)@J,&8N7N,@，)D-）是近年发

现的分子量为 "A OP 的血管生成抑制因子，相当于血纤溶酵原（Q’786,&J>@，QBD）的 G+,@J’>
2 0 ! 功能区，它能高效抑制新生血管的生成和肿瘤的生长和转移［2］。后来发现 QBD 的

G+,@J’> 2 0 " 比 G+,@J’> 2 0 ! 具有更强的抑制血管形成和肿瘤生长的活性［#］，本研究组先

后克隆和在大肠杆菌中表达了 G2 0 !［"］及 G2 0 " 功能区基因［!］。本文对分别含 G2 0 ! 及

G2 0 " 基因的大肠杆菌工程菌 CD2E*F%)# 和 *F%G2" 的高密度发酵做了探索。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒

! ( "#$% PR.!基因型为：&’(4!!，!$)"，S2H/，（"A$ $)"1"T2.），*&+U23，,-")2，-.+
)2，/0,)/H，1*%5 2 和 ,-$)2。! ( "#$% CD2 基因型为：&’(4 !!，V0 ，1*% 0 2，1*, 0 2，$-’FH，

$)"W2，1#.)#2。以上菌株均由本室保存。重组质粒 *F%)#［"］和 *F%G2"［!］由本室构建。

!"# 培养基

!"#"! 种子培养基（# X WC）：蛋白胨 2HJ，酵母粉 2$J，-7Y’ .J，加水定容至 2B。

!"#"# 发酵培养基：酵母粉 2$JEB，-R!Y’ 2I!JEB，-7R#QZ! .I.JEB，-7#RQZ!/JEB，*R3I$。

用前加入无菌的 TJ[Z!·3R#Z 至 2JEB、葡萄糖至 HJEB、)6* 至 2$$6JEB。

!"#"$ 补料液成分：葡萄糖 .$$JEB，酵母粉 2$$JEB，TJ[Z!·3R#Z 2#I.JEB，以上成分分开

灭菌，使用前再合并。



!"# 培养条件

!"#"! 种子培养：接种 ! ! "#$% "#$%&’()* 单菌落于含 $++!,%-. )-& 的 * / 0" 培养液中，

1+2振荡培养过夜进行活化。按 $3接种量将活化菌转移至 * 个 4++-. 三角瓶中（每瓶

盛 * / 0" *++-.，含 )-& $++!,%-.），1+2 *++5%-67 摇床培养 $* 8，作为种子液。

!"#"$ 发酵培养：发酵罐为 4.，’! ’59:7 ’6;<=9= ’ 型。装液量 >.，按 $+3接种量接入种

子液。发酵参数：起始设定为 &?@A+，搅拌转速 B++5%-67，通气量 >.%-67；发酵过程中通过

调节通气量和搅拌转速来控制溶氧大于 1+3。

!"% 菌体浓度的测定

以光密度（CD）表示，发酵液稀释后，以培养基为对照，于波长 B++7- 测定吸光度。

!"& 蛋白含量的测定

总蛋白的测定用 ’59EF;5E 方法［4］，GDGHI)#J 凝胶光密度积分扫描分析在 K;E9L 公司

的 JD)G $*+ 型凝胶成像系统上进行，其扫描分析采用 I895-9M69 ’6;=NM8 公司的O-9,NP9<=N5
软件。

!"’ 细胞干重的测定方法

取 $+-. 发酵液，离心收菌，菌体于 $+42烘至恒重，测其重量，即为细胞干重。

!"( 葡萄糖浓度的测定

采用碘量法［B］。

$ 结果和讨论

$"! 培养基的筛选

除了采用营养丰富的 * / 0" 培养基为种子培养基外，重点研究了高密度发酵培养

基。在参考了一些有关工程菌发酵的文献［@ Q R］的基础上，设计了如下发酵培养基。

培养基 )：每 . 含 K?*IC> $1A1,，（S?>）*?IC> >,，P,GC>·@?*C $A*,，T6=56M 9M6E $A@,，微

量元素。

培养基 ’：每 . 含有 S?>TU $A11,，K?*IC> 1,，K*?IC> $4,，P,GC>·@?*C +A$,，微量元

素。

培养基 T：每 . 含有 0N9<= JV=59M= $+,，P,GC>·@?*C *A>,，S?>TU +A*,，K?*IC> >,，
K*?IC> >,，S9*?IC>·$*?*C @,，微量元素。

培养基 D：每 . 含有 0N9<= JV=59M= $+,，S?>TU $A11,，S9?*IC> 4A4,，S9*?IC> W,，P,GC>·

@?*C $,。
培养基 )$、)*、)1 分别表示在培养基 ) 中含葡萄糖的浓度为 *+,%.、$+,%.、B,%.。’$

Q 1、T$ Q 1、D$ Q 1 照此类推。

上述 $* 种培养基接种 "#$%&’()* 后，1+2摇瓶培养，每 *8 取样测菌体光密度，连续

测 R8，以 U7（&’B++）对培养时间按方程 U7（&’B++）X!·= Y M 作直线回归，计算比生长速率!，

观察不同的培养基对菌体比生长速率的影响，如图 $。! ! "#$% "#$%&’()* 在 D1 培养基中

有最高的比生长速率。

取具有较高比生长速率的培养基 ’1、T1 和 D1，研究其对 8)#S 表达的影响。接种
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图 ! 不同培养基对工程菌 "#!$%&’()
比生长速率的影响

!"#$% &’’()* +’ ),-*,.( /(0"1 +2 *3( #.+4*3 .1*(

+’ ! $ "#$% 56%789:;<

56%789:;< 后，待 &’=>> 长至 >?= 时，@<A诱

导 B3，测 3;C6 的表达水平，观察不同培养基

对 3;C6 表达的影响。结果表明，工程菌的

表达水平在 B 种培养基中差别不大（图略），

但由于工程菌在 DB 培养基中有更高的比生

长速率，因而在后续的高密度培养中取 DB 为

发酵培养基。

)*) 不同 %+ 的培养基中乙酸对菌体生长

和 ,(#- 表达的影响

采用 DB 作为发酵培养基，调节 8E 分别

为 F?G、=?@、H?>、H?=、G?<，在每个 8E 组做两

个平行试验，其中摇瓶一个不含乙酸，另一个

含有 F#7I 的乙酸。接种后，B>A培养，每小时取样测菌体光密度 &’ 值，连续测 @3。计算

比生长速率!，观察不同 8E 的培养基中乙酸对菌体生长的影响。结果如图 <。

按以上组合接种后 B>A培养至 &’=>>接近 >?=，@<A诱导 B3，测 3;C6（J%—@）的表达

水平，结果如图 B。

图 ) 不同 %+ 的培养基中乙酸对菌体

生长的影响

!"#$< &’’()* +’ 1)(*1*( +2 *3( #.+4*3 .1*( +’

! $ "#$% 56%789:;< 1* K1."+,L 8E

! >#7I 1)(*") 1)"0；" F#7I 1)(*") 1)"0$

图 . 不同 %+ 的培养基中乙酸对 ,(#-
表达的影响

!"#$B &’’()* +’ 1)(*1*( +2 3;6C（J%—@）(M8.(LL"+2

1* K1."+,L 8E

! >#7I 1)(*") 1)"0；" F#7I 1)(*") 1)"0$

以上结果表明：当 8E 过高和过低时，对工程菌的生长和表达都不利，无乙酸存在时，

8E 为 =?@、H?> 及 H?=，对菌体的生长和表达区别不大。而有乙酸存在时，菌体的生长和表

达水平下降，但随 8E 提高，蛋白表达量有明显提高，表明提高 8E 能降低乙酸对表达的抑

制作用。

)*. 补料时机的确定

在分批培养过程中，一般在罐中葡萄糖耗尽后开始补料，这样就可通过控制补料速度

来控制菌体的比生长速率。采用 FI 的发酵罐，装料 @I，培养温度 B>A，8E 设定为 H?>，溶

氧由在线控制。前 <3 通气量设为 <I7/"2，之后定为 =I7/"2。定时取样，观察其 &’=>>及残
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图 ! 分批培养中工程菌的生长曲线

!"#$% &’()*+ ’,*- (. ’-/(01"2,2* 3$ /(4" "2 1,*/+ .-’0-2*,*"(2

! 5-44 6-27"*8（!"9::）；" ;"77(4<-6 (=8#-2；# >-7"6?,4 #4?/(7-@

糖的变化。结果如图 %，当糖耗

尽后，菌体基本上停止生长，此

时溶氧也会突然回升。由于测

残糖需要较长时间，我们采取溶

氧突然回升 A:B作为补料开始

的时间。

"#! 指数补料

在补料培养中，控制补料速

度与菌体消耗葡萄糖的速度持

平，使培养基中葡萄糖浓度近似

为零；补料的体积很小，可以基

本忽略补料引起的培养基体积

变化，则在生长期菌体的生长和

补料速率符合下列关系

!·5 C（!DEFDG H!I,/ DEIJ/DG）·F（*）·K （L）

F（*）C F（*:）-=M［!·（* N *:）］ （A）

!：补料流速（ OD+）；5：补料液浓度（#DO）；!：设定控制的比生长速率（+N L）；EFDG：菌体

得率系数（!"9::·OD#）；!I,/：乙酸的比生长速率（#D!"9::·+）；EIJ/DG：乙酸得率系数（#D#）；

F（*）：* 时刻的菌体浓度（!"9::）；K：发酵液的体积（O）；F（*:）*: 时刻的菌体浓度（!"9::）

!I,/随比生长速率的变化而变化，当没有乙酸积累时!I,/ C :，此时（L）、（A）式可简化为：

! C｛!·F（*:）·-=M［!·（* N *:）］·K｝D（5·EFDG） （P）

图 $ 指数补料时工程菌 %&’()*+," 的生长曲线

!"#$Q &’()*+ ’,*- (. ’-/(01"2,2* # $ $%&’ R&LDMSKJA ,* -=M(2-2*",4 .--6"2#

! 5-44 6-27"*8（T;9::）；# >-7"6?,4 #4?/(7-$

采用（P）式可确定没有乙酸积累时，控制特定比生长速率所需的补料速度，此时菌体

的生长与糖耗成正比。当有乙酸积累时，由于部分葡萄糖转化为乙酸，实际比生长速率小

于设定比生长速率。而且随乙酸积累，!I,/也会变化，因而菌体生长不再与补料速度呈正

比。由于菌体浓度测定和补料速度的控制都是 L U A+ 完成一次的，因而这里控制的比生

长速率是在一定时间间隔内的

平均比生长速率。

当发酵罐中葡萄糖耗尽后，

按照设定比生长速率为 :@LA+N L

进行补料，观察工程菌 R&LDMSV
KWLP 的生长，如图 Q。本文通过

控制补料速度来控制菌体的比

生长速率，其中 EFDG 的值为 L@L
U L@9（根据数批发酵罐中的数

据推导得来）。而实际的比生长

速率的值为 :@:X+N L U :@AQ +N L。
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!"# 工程菌 $%&’()*+&, 高密度发酵的条件

!"#$$% 是温度诱导型表达载体，当升温至 &$’诱导后，工程菌在诱导后的第 () 内保

持较高的比生长速率，然后逐渐降低，在诱导 $) 后，菌体的生长基本停止。根据菌体诱

导后的生长特性，诱导开始时按!* %+$), ( 进行指数补料控制，$) 后按 $+-./·), (·/, ( 的

速度进行恒速补料。

!"#"& 诱导时机对工程菌 01(2!"#3(4 发酵的影响：分别在工程菌 01(2!"#3(4 对数生长

的前期（!"5%% * %+$ 6 -%）、中期（!"5%% * %+5 6 -%）、后期（!"5%% * %+- 6 (%%）开始诱导，

)718（3( , 4）的表达量见表 $，可见从前期开始诱导时，&) 后 )718 的表达量为总蛋白的

(-9，而从中期开始诱导时，)718 的表达量仅为总蛋白的的 5+:9。从对数生长的后期

开始诱导时，外源基因没有表达。

表 ! 诱导的时期对 -.%/ 表达量的影响

0;<=> $ ?@@>AB C@ DEFGABDCE ;B H;IDCGJ JB;K>J C@ KICLB) CE )718 >M!I>JJDCE

NEFGABDCE JB;K> NEFGA>F BD.>2) )718 >M!I>JJDCE =>H>=29 ODE;= <DC.;JJ2!"5%%

?;I=P =CK !);J>
（!"5%% * %+$ 6 -%）

& (- %+&$ 6 -%

QDF =CK !);J>
（!"5%% * %+5 6 -%）

& 5+: %+4R 6 (%%

/;B> =CK !);J>
（!"5%% * %+- 6 (%%）

& 8C >M!I>JJDCE %+-R 6 (%%

!"#"! 诱导时间及 !S：在工程菌 01(2!"T
#3(4 生长的对数中期时开始诱导，&) 后，

调节 !S 至 U+5，继续诱导至 (%)，观察 )718
（3( , 4）表达量的变化，如图 5。诱导 &) 后

调节 !S 至 U+5，有利于 )718 的表达，调 !S
在 () 内 )718 的 表 达 量 从 5+:9 提 高 至

(5+-9，(%) 后，表达量达到了 $-+(9。

!"0 工程菌 $%&’()*+&, 和 $%&’()*.!
的高密度发酵

综合以上结果，工程菌的发酵方案如下

所述：选取新鲜转化菌种，划线保存于 $ 6
V0 琼脂平板，接种于 $ 6 V0 液体培养基中，

4%’摇床培养过夜作为种子液。发酵罐为

-/ 的 "W "I;GE 型，装料 &/。在按 (%9的接

种量接种后，4%’培养，控制 !S 为 U+%，溶

氧大于 4%9，当发酵罐基质中葡萄糖耗尽

后，通过指数补料控制菌体的生长，控制菌

体的比生长速率约为 %+($，当菌体稀释 -%
倍测 !"5%%约为 %+5 时，开始升温至 &$’诱

图 0 (1 及诱导时间对工程菌 $%&’()*+&,
表达的影响

ODKW5 ?@@>AB C@ !S ;EF DEFGABDCE BD.> CE )718 >M!I>JJDCE
DE 01(2!"#3(4+

(+ ECE , DEFGA>F；$ X :+ DEFGA>F ()，$)，4)，&)，-)，5)，

:)，(%)W
0)> !CDEB>I 7 DEFDA;B>J B)> <;EF C@ )718（Y( , 4）>M!I>JJDCEW

（;）Z[Z , \71?；（<）光密度积分扫描 W
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图 ! 高密度培养时工程菌 "#$%&’()$* 的生长和表达曲线

!"#$% &’()*+ ,-. #/-/ /01’/22"(- (3 ! $ "#$%

4&5617895: "- +"#+ ;/<< ./-2"*= ;><*>’/

! $ ?/<< ./-2"*=；@ $ ABB(-">B +=.’(0"./；"! $ C/2".>,< #<>;(2/；#" $ +A&D$

导，诱导 E+ 后，调节 1F 至 %GH，继续诱导至 5I+。诱

导后定时取样进行 JKJ L MA&N 分析。工程菌 4&56
17895: 的表达产物电泳结果见图 H，生长和表达曲

线如图 %。按以上条件，诱导 5I+ 后菌体密度达到

了 &’HII O IGE @ 5II，细胞干重为 5H#6P，按 5GQ 节的

方法检测到总蛋白含量为 QGH#6P，+A&D 的表达量占

总蛋白的 RQGST，相当 5GEQ#6P。工程菌 4&56178AR
的表达产物电泳结果如图 S。1F%GH 时诱导 %+ 的条

件下基因表达的水平最高。菌体密度为 &’HII O
IGER @ 5II，测 得 +A&D（95 L E）占 菌 体 总 蛋 白 的

REG5T，细胞干重为 5HGS#6P，菌体总蛋白为 QGS#6P，

+A&D（95 L E）的表达量相当于 5G:U#6P。

图 + &, 和诱导时间对工程菌

"#$%&’(-. 表达的影响

!"#$S N33/;* (3 1F ,-. "-.>;*"(- *"B/ (-

+A&D（95 L E）/01’/22"(-

5G 4&56178AR -(-V"-.>;/.；

R W %G 4&56178AR "-.>;/. R+，E+，Q+，

%+，S+，U+$ 4+/ 1("-*/’ "-.";,*/2

*+/ X,-. (3 +A&D（95 L E）/01’/22"(-$
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