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溶氧反馈!分批补料高密度培养人骨形成蛋白!" 工程菌

李 毅 蒲 勤 赵忠良 柴玉波 陈南春 陈苏民"

（中国人民解放军第四军医大学生物化学与分子生物学教研室，西安 1!%%4$）

摘 要 对表达人骨形成蛋白0$ 成熟肽的基因工程大肠杆菌 3 ) 0(,# EF6!GHEF0I$- 在 6%%-J 摇瓶中进行了培养条

件的摸索实验，并在此基础上扩大至 *IK I<’B(’ L& $%J 发酵罐，利用溶氧反馈 M 分批补料培养技术：在培养过程中

保持适当的溶解氧（3%N），以溶氧值在线反馈控制搅拌速度及流加补料培养基，使细菌保持适当的比生长率，成功

地进行了工程菌的高密度培养，最终菌体密度达 45#%% O 61，每升干菌量 $$)" P，目的蛋白的表达量占细菌总蛋白的

4%N，人骨形成蛋白0$ 成熟肽的理论产率达到 4)62 PGJ。
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骨形成蛋白0$（I’?, -’/H>9/P,?S<= H/’S,<? $，ITU0
$）是一种多功能的形态发生因子，功能涉及骨骼组

织和骨骼外许多组织的器官发生和再生及损伤修

复［!，$］。研究发现 ITU0$ 除了在骨骼和牙齿的分化

发育和损伤修复中起作用，还参与胚胎发育中腹侧

和背侧的特化以及造血系统和神经系统的分化发育

和损伤修复，在胚胎发育过程中 ITU 能够诱导特定

的细胞凋亡参与某些组织或器官的形态发生，ITU0
$ 诱导细胞凋亡的作用也可发生于某些来源的肿瘤

细胞。因而 ITU0$ 有着良好的临床应用前景。

基因重组技术的发展已使重组蛋白特别是人的

细胞因子成为重要的基因工程药物，而人的重组蛋

白已成为生物医药中很重要、而且增长速度较快的

一部分。本课题组在国内外率先利用大肠杆菌表达

了完整的 />ITU0$ 成熟肽，并通过纯化、复性得到了

溶解性良好并具有良好活性的重组人骨形成蛋白0$
成熟肽（/>ITU0$-）［4］。因此，通过高密度发酵技术

可以大量制备 />ITU0$-，提高比生产率，降低生产

成本，以满足基础研究及临床应用的需求。

在高密度培养条件下，细菌代谢产物的积累会

严重影响细菌状态，甚至抑制细菌生长。因此实现

细菌高密度培养的关键在于通过保持适当的溶解氧

和限制甘油等营养补料的流加，将细菌的比生长率

控制在适当的范围内，尽量降低底物和有害代谢产

物对细菌生长和目的产物表达的抑制作用［3 V #］。利

用基因重组技术构建的生物工程菌的发酵工艺远不

同于传统的发酵工艺，要获得最大量的外源基因表

达产物，要充分考虑宿主、载体和外源基因三者之间

相互关系以及工程菌的生长状态［1，"］，需要对影响

外源基因表达的多种因素进行分析，即对培养基、补

料基质、补料方式和诱导时机等因素进行优化，探索

出一套适合于外源基因高效表达的发酵工艺。

# 材料与方法

# $# 材料

# $# $# 菌株：温度诱导型工程菌 3 ) 0(,# EF6!GHEF0
I$- 为本室构建并保存［4］，重组表达质粒 HEF0I$-
带有氨苄青霉素抗性基因，编码人骨形成蛋白0$ 成

熟肽基因受控于 UJ 启动子，在 3$W下能诱导表达

!4XE 的人骨形成蛋白0$ 成熟肽工程菌，在试管培养

中 />ITU0$ 成熟肽的表达量为细菌总蛋白的 4%N V
3%N。

# $# $" 培养基：JI 培养基［2］用于试管种子菌的培

养，半合成培养基［!%］用于发酵罐补料分批培养，每



升含：蛋白胨 !"，甘油 !#$，十二水磷酸氢二钠 %"，
磷酸二氢钾 & ’!"，硫酸铵 & ’!"，氯化铵 &"，七水合硫

酸镁 ( ’)!"，氯化钙 ( ’ ()"，硫酸亚铁 ( ’ (*"，甘氨酸

( ’!"。每升补料培养基含：甘油 &)(#$，蛋白胨 !("，
酵母抽提物 !("，七水合硫酸镁 )"。除特殊说明，培

养基的 +, 值全部调为 - ’(。培养基、补料和微量元

素溶液高压灭菌后使用，除发酵培养基和补料培养

基外，各种培养基使用前加入氨苄青霉素至终浓度

&((!".#$。

! "# 条件优化

! "# " ! 培养基的筛选：/’ $0 培养基，0’ 12 培养

基［2］，3’ 123/ 培养基［2］，4’ & ’ & ’ ) 中的发酵培养

基；)5接种，6(7培养 68 后，*)7诱导表达 *8，测定

工程菌在不同培养基中的人 019:) 成熟肽表达量

和细菌密度。

! "# " # +, 值优化：/’对工程菌生长的影响：将 $0
培养基的 +, 分别调成 % ’ (、% ’ !、- ’ (、- ’ !、; ’ (。)5
接种，6(7，)((<.#=> 培养，)8 调整一次 +,，测定工

程菌在不同 +, 值下的生长曲线。0’ 对人 019:)
成熟肽表达的影响：)5接种，6(7培养 68 后将 +,
分别调整为 % ’ (、% ’ !、- ’ (、- ’ !、; ’ (，*)7诱导表达

*8，其间每 & 个 8 调整一次 +,；测定工程菌于诱导

期间在不同培养 +, 下的人 019:) 成熟肽表达量和

细菌密度。

! "# "$ 碳源浓度优化：在摇瓶 $0 培养基中分别加

入 (，!，&(，&!，)(#$.$ 甘油。其他培养及检测方法

同 & ’) ’)0（不涉及 +, 的调整）。

! "# "% 诱导时间优化：*)7诱导过后，每隔 &8 取样

一次，直至诱导 -8。分析目的蛋白表达占菌体总蛋

白的比率。

! "$ 细菌的培养方法

! "$ " ! 种子菌活化：取 ? -(7保存菌种 &((!$ 接

种于 !#$ $0 培养基中，6(7，)((<.#=> 培养 &)8。

! "$ " # 种子菌的摇瓶扩大培养：取活化种子菌，按

)5接种量接种于 *((#$ $0 培养基中。6(7，)((<.
#=> 培养 ;8 左右。

! "$ "$ 溶氧反馈 & 分批补料高密度发酵：将 *((#$
发酵种子菌接种入 ;$ 发酵培养基中，利用 @0A 0=B:
CDB EF)($ 发酵罐进行高密度发酵，以 /GA:0=B3B#:
#H>I 0=B+<BJKLL=>" ABCMNH<K（FK<L=B> ) ’%&）软件对其进

行数据采集（每 6(L 采集数据 & 次）和实现计算机在

线控制，全过程共 )(8。

主要参数：

温度：生长阶段温度控制在 6(7，&%8 后采用一

步法迅速升温至 *)7诱导表达 *8。

+, 值：自动流加分析纯氨水，将 +, 始终控制

在 - ’( 或以上一点。

溶解氧：空气流量设定为 &)$.#=>。溶解氧在整

个发酵过程中控制在 *(5。

搅拌速度：设定搅拌速度下限为 )((<.#=#，上限

为 &(((<.#=>。生长过程中溶氧反馈控制当溶氧低

于设定值时通过计算机由 /GA:0=B3B##H>I 0=B+<B:
JKLL=>" ABCMNH<K（FK<L=B> ) ’%&）软件控制每分钟增长 *
转。诱导过后，搅拌速度改为由 @0A 0=BCDB EF 发酵

罐直接溶氧反馈控制。

补料流加：补料泵的运转直接由当前溶氧值实

施反馈控制。在前 &%8 生长阶段，当溶氧率在 6 #=>
内持续高于 %(5时补料泵以 !5的速率进行补加营

养。诱导阶段当溶氧值在 6 #=> 内持续高于 !(5时

补料泵以 &((5的速率进行补加营养 &#=>。

! "% 检测和分析方法

! "% "! 菌体密度及重量：分光光度计测定 !"%((值，

菌液对 %((># 光吸收与细菌密度成正比，& !"%((!
( ’*".$ 干菌，&" 湿菌约合 ( ’)" 干菌。

! "% "# 目的蛋白表达量测定：全菌样品进行还原型

A4A:9/OP 分析，考马斯亮蓝 Q:)!( 染色，薄层扫描

分析判定目的蛋白占菌体总蛋白的百分率。

! "% "$ 蛋白理论产量计算：<8019:) 的理论产量 R
!"%(( S ( ’*"（干菌体）.$ S ( ’ !)!"（蛋白）."（干菌）S
表达量（5）。

! "% "% 发酵过程中工程菌的稳定性分析：在发酵的

最后阶段取菌液进行 &(2 稀释，取 &)(!$ 铺没有氨

苄青霉素的 $0 平板，6(7培养 )(8 后，从生长的克

隆中随机挑取 &(( 个克隆转接到含 &((!".#$ 氨苄

青霉素的 $0 平板上，6(7培养 )(8，计算克隆长出

的比例；随机挑取 ; 个克隆接种到不含氨苄青霉素

的 $0 培养基中，提取质粒进行酶切鉴定，转接诱导

测定人 019:) 成熟肽的表达量。

# 结 果

# "! 发酵培养基的筛选

将工程菌接种于 /，0，3，4 培养基中诱导表达，

结果（见图 &）表明，四种培养基均适合于 # ’ $%&’
4,!".+4,:0)# 的高效表达，最后的细菌密度则是

半合成培养 4 基最高，所以我们选取半合成培养基

4 为发酵用培养基。
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图 ! 不同发酵培养基对工程菌表达的影响

"#$%! &’’()* +’ ,-.#+/0 1(2#-0 +3 *4( (56.(00#+3 +’ .4789:;1
<% =7；8% 8-.>(.；7% 8?；@% 8?@A；B% C(1#:2(’#3(2 1(2#-

! "! 培养基 #$ 值对工程菌生长和表达的影响

培养基 6D 值对工程菌生长和表达的影响（见

表 !、表 ; 和图 ;），结果显示 6DE% F G H % I 不但是工

程菌的最佳生长 6D，也是工程菌高效表达目的蛋白

的最佳 6D。

表 % 培养基 #$ 值对工程菌生长的影响

&’()* % +,,*-. /, 0*12’ #$ /3 .4* 56/7.4 /,
! " "#$% 8$9!:#8$;<!0

6D

!"EII

E %I E %F H %I H %F J %I

I4 I %;J I %;J I %;J I %;J I %;J

;4 ! %;! ! %;F ! %;? ! %!K I %JH

K4 ; %;L ; %LJ ; %KE ; %!E ! %FK

E4 L %K; L %HE L %EF L %!E ; %EI

J4 K %F! K %HJ K %F; K %I; L %LK

!I4 K %EL F %I! K %J; L %?; L %LK

表 ! 培养基 #$ 值对工程菌表达 64<=>;!0 的影响

&’()* ! +,,*-. /, 0*12’ #$ /3 .4* *?#6*@@2/3 /, 64<=>;!0

9D E%I E %F H %I H %F J %I

!"EII ! %H; L %JH L %LK ; %!J ; %IE

M4( (56.(00#+3 +’ .4789:;1（N） F LI LF !F !F

! "A 甘油浓度对工程菌生长和表达的影响

在 =7 培养基中加入不同浓度的甘油，由于消

耗甘油产酸，;4 后 6D 值下降到 E % J G E % I 不等，每

隔 ;4 加入不等量的氨水调节 6D 至 H % I。实验表明

当甘油的浓度高到 ;I1=O= 时，最终菌体密度有所下

降，4789:;1 的表达量也随之下降（见表 L 和图 L）。

因此限制性流加甘油，始终保持培养液中较低的碳

源，并适当延长培养时间是达到高密度和高表达培

养的关键因素。

图 ; 培养基 6D 值对工程菌表达 .4789:;1 的影响

"#$%; &’’()* +’ 1(2#- 6D +3 *4( (56.(00#+3 +’ .4789:;1
8% 8-.>(.；!% 6DE%I；;% 6DE%F；L% 6DH%I；

K% 6DH%F；F% 6DJ

表 A 甘油浓度对工程菌生长和表达的影响

&’()* A +,,*-. /, B’62/C@ 232.2’) 5)D-*6/) -/3-*3.6’.2/3@ /3 .4*
*?#6*@@2/3 /, 64<=>;!0 ’31 .4* 56/7.4 /, .4* 6*-/0(23’3.

!&"’()%"’%* "#$%

P3#*#-Q $QR)(.+Q

)+3)(3*.-*#+3

O（$O=）

"#3-Q

6D

P3#*#-Q )(QQ

2(30#*R
（!"EII）

"#3-Q )(QQ

2(30#*R
（!"EII）

M4(

(56.(00#+3 +’

.4789:;1ON

M4( R#(Q2 +’

.4789:;1

O（$O=）

I E %J I %!E ; %EJ LJ I %;K

F E %F I %!E L %JH LF I %LI

!I E %L I %!E L %F! LI I %L;

!F E %; I %!E L %KE LI I %L;

;I E %I I %!E L %;? LI I %L;

! "E 诱导时间长度的选择

不同的外源基因具有不同的诱导表达规律，了

解合理的诱导表达培养时间也很关键。取种子菌

KN接种 =7 培养基 LIS培养 L4 后 K;S诱导，分别

于诱导后 !、;、L、K、F、E 和 H4 取样，作 CBC:9<T&，凝

胶用考马斯亮蓝 U;FI 染色，比较不同诱导时间蛋白

表达情况发现，!L>B 蛋白在 K;S诱导 ! 4 后即有相

当的表达，诱导后 L 4 表达量趋于稳定，诱导时间再

延长仅引起细菌密度的缓慢增加，K 4 后细菌基本上

便停止生长，所以诱导表达的时间应控制在 K 4 左

右。

I;H 生 物 工 程 学 报 !J 卷



图 ! 甘油浓度对工程菌表达 "#$%&’() 的影响

*+,-! .//012 3/ 45"+367 +8+2+59 ,9:10"39 1381082"52+38
38 2#0 0;<"077+38 3/ "#$%&’()

%- %5"=0"；> - ?@,9:10"39；(- A@,9:10"39；!- >?@,9:10"39；

B - >A@,9:10"39；A - (?@,9:10"39

! "# ! " "#$% $%#!&’$%()!* 工程菌的高密度发酵

利用培养基中营养物质消耗殆尽时，细菌的有

氧代谢迅速减缓，导致培养液中溶解氧迅速持续升

高，加入营养物质后溶解氧又会迅速下降的原理，通

过溶氧反馈控制搅拌转速和营养成分的限制性补

加，使培养基中的营养物质保持在相对较低的浓度，

控制合适的比生长率和工程菌良好的生长状态，减

少有害副产物的生成和积累。基于上述原理进行的

"#$%&’() 工程菌的溶氧反馈调节’限制性补料高密

度发酵，发酵过程中发酵液的 <C 控制在 D - ?，!?E
生长 >F#，B(E诱导表达 B#，最终菌体密度达到了

!"F?? G AD，"#$%&’() 的 表 达 量 达 细 菌 总 蛋 白 的

!?H（见图 B），#$%&’() 的理论产量为 ! - AI,JK；整

个发酵过程中比生长率稳定在 ? - !A L ?- (> 之间，溶

氧值稳定于 B?H上下波动，诱导后 ># "#$%&’() 的

表达量就达到 (?H，第 !# 就基本上达到最大表达

量 !?H（见图 A）。诱导后细菌的生长状态受到很大

的影响，能量转向外源蛋白的表达，使本处于分裂旺

盛期的细胞不再快速生长，而呈现为对数生长末期

状态。在溶氧反馈补料控制过程中甘油的浓度保持

在每升 > - A)K 以内，整个过程中甘油消耗比较完

全，菌体对甘油的转换效率达到 > - ?F, 干菌J)K 甘

油。

! "+ 工程菌稳定性检测

高密度发酵的成功与否，发酵过程中工程菌的

稳定性起着关键的作用。在本实验中发酵的最后阶

段，取发酵液稀释 >?I 倍后铺 K$ 平板，长出约 !??
个克隆，从该平板上随机挑 >?? 个克隆分别转接到

含氨苄 K$ 平板上培养，所有克隆全部长出，重组质

粒的分离稳定性为 >??H；从中随机挑出 M 个进行

诱导，NON’&PQ. 显示这 M 个克隆都表达 >!=O 重组

蛋白，而且表达水平与种子菌一致（见图 FP）。随机

挑取 M 个克隆提取质粒，用 #$% RR S &’(T RRR 进行限

制酶酶切鉴定（见图 F$），从这 M 个克隆的质粒上都

切下了 !A? U< 的片段，说明重组质粒的结构稳定性

非常好，没有发生重排和目的基因的重组丢失。这

些结果都说明，本研究所使用的高密度发酵从培养

基到补料方法都不存在对工程菌的稳定性有负面影

响的因素。

图 B 高密度发酵过程中工程菌的生长和
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图 A 高密度发酵过程中的 "#$%&’() 诱导表达
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图 ! 高密度发酵过程中工程菌的稳定性
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! 讨 论

重组大肠杆菌的发酵工艺不同于传统的发酵工

艺，在发酵过程中不仅要提供工程菌保持良好生长

状态所需要的组成成分合理配比的培养基［BB］、最佳

的生长 52 和溶解氧浓度［B8］，还要确保这些条件有

利于工程菌的稳定性即每个细菌都有较高的正确的

表达载体的拷贝数［L，BM，BN］；在诱导表达阶段不仅需

要及时提供相对更为丰富的营养成分用于维持生长

分裂和表达外源蛋白［BO］，同时还需要提供更有利于

外源基因表达的发酵液的 52 和溶解氧环境，当然

工程菌的稳定性同样非常重要。一个发酵工艺只有

在给重组大肠杆菌提供了以上生长和表达环境后，

才有可能获得尽可能高的细菌密度和外源目的蛋白

表达量。

本研究探索了有利于工程菌 ! % "#$% 123!45126
7 89生长和表达的关键参数，选择了有利于高密度

培养的发酵培养基，将发酵液控制在有利于工程菌

生长和表达的 52 值附近，而且采用了溶氧反馈调

节6限制性补料的方法，合理地控制了生长和诱导表

达过程中溶解氧的量以及较为合适的碳、氮源和无

机盐的供给，因此，有效地降低了有害物质的积累，

保持了工程菌的稳定性；在整个高密度培养过程中，

有着较为理想的比生长率，最终目的蛋白的表达产

量大约占细菌总蛋白的 NMP E N3P，与小量试管诱

导的蛋白表达量相近。

该发酵工艺有一定程度的通用性，利用类似的

工艺已先后成功地进行了不下 3 种工程菌的高密度

培养，不仅适用于温度诱导表达型工程菌，同样也适

用于化学诱导型的工程菌。

"#$#"#%&#’（参考文献）

［ B ］ Q#=$)-(. 1 @% R’+* :/ 7@A) :/ #= 9+99+-)？S-;() 0</9 *’( 9/;)(
)’/<*6(+< 9;*+*#/=% *+,)-. /,),0，BFFO，()：B! E 8M

［ 8 ］ T#-(. U 2，V+=( W @，X<#)* @ T ,0 1$ % 7/=( 9/<5’/$(=(*#H 5</*(#=6
8：7#/-/$. +=: >55-#H+*#/=% 2$%) 3+04#5 1)- 6,$10,- 6,.，BFF!，

!*+：NF E OO
［ N ］ A; Y（蒲勤），S’(= Z S（陈南春），S’(= C @（陈苏民）% U?5<()6

)#/= /0 9+*;<( 5(5*#:( /0 ’;9+= ,/=( 9/<5’/$(=(*#H 5</*(#=68 #= !.7
"4,+%"4%1 "#$% % 8 9,- 2#$$ :;&，BFFG，(!（B）：OM E ON

［ O ］ [(( V，7-+=H’ 2 R% T(H/9,#=+=* 5</*(#= (?5<())#/= #= ’#$’ H(--
:(=)#*. 0(:6,+*H’ H;-*;<() /0 !."4,+%"4%1 "#$% % <%#0,"4)#$#=>，BFF8，

()（B8）：B33M E B33!
［ 3 ］ Q-(9+= \ V，C*</’- R T% >H(*+*( 9(*+,/-#)9 ,. !."4,+%"4%1 "#$% #=

’#$’6H(--6:(=)#*. 0(<9(=*+*#/=% &55$ !)?%+#) 9%"+#@%#$，BFFO，,)
（BB）：NF38 E NF3G

［ ! ］ U-6@+=)# U @，2/-9) R 2% S/=*</- /0 H+<,/= 0-;? */ +H(*+*( (?H<(6
*#/= :;<#=$ $</I*’ /0 !."4,+%"4%1 "#$% #= ,+*H’ +=: H/=*#=;/;) H;-6
*;<()% 8 /,) 9%"+#@%#$，BFGF，(!-：8GL3 E 8GGN

［ L ］ S/<H’(</ W V，]#--+^(<:( 1% A-+)9#: 9+#=*(=+=H( #= !."4,+%"4%1 "#$%
<(H/9,#=+=* H;-*;<( #) :<+9+*#H+--.，)*(+:#-.，+=: )5(H#0#H+--. #=0-;=6
H(=(: ,. 0(+*;<() /0 *’( (=H/:(: 5</*(#=)% <%#0,"4)#$ <%#,)=，BFFG，

-.（!M）：!83 E !N8
［ G ］ W+H_;() Z，\;#--(<(‘ W，1<(.0;) @% S;-*;<( H/=:#*#/=) :#00(<(=*#+--.

+00(H* *’( *<+=)-+*#/= /0 #=:#^#:;+- !."4,+%"4%1 "#$% 9TZ>% 8 9#$ <%7
#$，BFF8，**,：3FL E !MG

［ F ］ C+9,<//D W，"<#*)H’ U "，@+=#+*#) &% @/-(H;-+< S-/=#=$：> V+,/<+6
*/<. @+=;+- % 8=: (:，S/-: C5<#=$ V+,/<+*/<. A<())，Z(I [/<D，BFGF

［BM］ @#‘;*+=# C，@/<# 2，C’#9#‘; ,0 1$ % U00(H* /0 +9#=/ +H#: );55-(9(=*
/= H(-- .#(-: +=: $(=( 5</:;H* #= !."4,+%"4%1 "#$% ’+<,/<#=$ 5-+)9#:%
<%#0,"4)#$ <%#,)=，BFG!，*.：8MN E 8BB

［BB］ [(( V，7+=H’ 2 R% 1(0#=((: 9(:#+ /5*#9#‘+*#/= 0/< $</I*’ /0
<(H/9,#=+=* !."4,+%"4%1 "#$% aFM% <%#0,"4)#$ <%#,)=，BFFN，+(：

88B E 8NM
［B8］ Q’/)-+ S，S;<*#) W U，1(@/:(=+ W，T#=+) X，7+#-(. W U% U?5<()6

)#/= /0 #=*<+H(--;-+< ’(9/$-/,#= #95</^() 5</*(#= ).=*’()#) #= /?.$(=6
-#9#*(: !."4,+%"4%1 "#$% % <%#4 0,"4)#$#=>，BFFM，.（F）：GOF E G3N

［BN］ S’(=$ S [，2;+=$ [ V，[+=$ C &% > =/^(- 0((:#=$ )*<+*($. 0/< (=6
’+=H(: 5-+)9#: )*+,#-#*. +=: 5</*(#= 5</:;H*#/= #= <(H/9,#=+=* .(+)*
0(:6,+*H’ 0(<9(=*+*#/=% <%#0,"4)#$ <%#,)=，BFFL，-,（B）：8N E NB

［BO］ R/=$ 2 2，Q#9 [ S，V(( C [ ,0 1$ % U00(H* /0 5/)*6#=:;H*#/= =;*<#6
(=* 0((:#=$ )*<+*($#() /= *’( 5</:;H*#/= /0 ,#/+:’()#^( 5</*(#= #= !.7
"4,+%"4%1 "#$% % <%#0,"4)#$ <%#,)=，BFFG，,)（N）：8LB E 8L!

88L 生 物 工 程 学 报 BG 卷



!"#$ %&’(")* +&,-./)0$ 123)24& 56 !"#$%&’#$’( #)*’ %!7!89%!-.:;
<")$ %= +&&,->/0? 15’)453 56 @2)4"&’) +&&,"’#

!" #$ %& ’$( )*+, )-.(/0!$1(/ 2*+" #304. 2*56 61(02-3( 2*56 7308$(
（!"#$%&’"(& )* +,)-."’,/&%0 $(1 2)3"-43$% +,)3)50 )* &." 6)%&. 2,3,&$%0 2"1,-$3 7(,8"%/,&0，9,’$( 9:;;<=，:.,($）

A>()4/0) ,>?$@$A1?$.( .B C3D?$E1?$.( C.(F$?$.( .B GHC.@I$(1(? ; J -)3, K*L!M>K*04=@ 1(F ?-H C.(F$?$.( N3$?1IDH B.G HO>GHNN$.(

.B GHC.@I$(1(? @1?3GH >H>?$FH .B -3@1( I.(H @.G>-./H(H?$C >G.?H$(0= P1N C1GG$HF .3? $( L;;@! N-1Q$(/ BD1NQN 1(F ?-H( ?G1(N0
BHGGHF ?. 647 4$.BD. "R，1 =;! K, BHHF0I1CQ BHF0I1?C- C3D?3GH NSN?H@，?. .I?1$( G-48%0= J T-H GHN3D?N $(F$C1?H ?-1? QHH>$(/
F$NN.DEHF .OS/H( 1? U;V 1(F C.(?G.DD$(/ (3?G$H(? BHHF$(/ G1?H P$?- K, BHHF I1CQ N?G1?H/S C1( .I?1$( ?-H.GH?$C1DDS < JLW/ GHC.@I$0
(1(? @1?3GH >H>?$FH .B -48%0= >HG D$?HG .B IG.?-，?-H B$(1D CHDD FH(N$?S <!X;; GH1C-HN L9（== JY/ FGS CHDD PH$/-?M!），1(F ?-H HO0

>GHNN$.( .B G-48%0= 1@.3(?N ?. <;V .B ?-H ?.?1D >G.?H$( $( ; J -)3, J

B&* <54,( -3@1( I.(H @.G>-./H(H?$C >G.?H$(0=，GHC.@I$(1(? ; J -)3,，BHF0I1?C-，-$/- FH(N$?S C3D?$E1?$.(

ZHCH$EHF：;X0:;0=;;=

T-$N P.GQ P1N N3>>.G?HF IS [G1(?N BG.@ \HS %G./G1@ .B 8HF$C$(H Z]K B3(F .B %!+（ 6.J W:=;;U，W:<;:;，WXA;UL ）1(F \HS THC-(.D./$HN Z]K %G./G1@@H

.B 2-$(1（ 6.JY909==0;:0;Y）J

!2.GGHN>.(F$(/ 13?-HG J THD：YX0=W0<<9X9WW；^1O：YX0=W0<<9UL:<；50@1$D：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

C-H(N@_ B@@3J HF3J C(

C$& D&05’, E,")54"/3 .5/4, 56 1$"’&(& F524’/3 56 ."5)&0$’535#*
A%GHD=I
‘"+, Z3$07-H(（‘ J 7 J 2-1.） %G.BHNN.G

（"(N?$?3?H .B %D1(? %-SN$.D./S 1(F 5C.D./S，7-1(/-1$ "(N?$?3?HN B.G 4$.D./$C1D 7C$H(CHN，2-$(HNH +C1FH@S .B 7C$H(CHN，
7-1(/-1$ =;;;<=，2-$(1）
E%HC=I0H@01!HE+
#+6[ 7-H(/0!$ +C1FH@$C$1(

（7-1(/-1$ ZHNH1GC- 2H(?HG B.G 4$.?HC-(.D./S，2-$(HNH +C1FH@S .B 7C$H(CHN，7-1(/-1$ =;;=<<，2-$(1）
GH1E0E%HC=I0H@01!HE+（/39$/>&)"0/33*）

^+6[ Z.(/0a$1(/ %G.BHNN.G
（"(N?$?3?H .B 8$CG.I$.D./S，2-$(HNH +C1FH@S .B 7C$H(CHN，4H$b$(/ :;;;Y;，2-$(1）
*5 ^302-3 +C1FH@$C$1(

（"(N?$?3?H .B Z1F$1?$.( 8HF$C$(H，+C1FH@S .B @$D$?1GS 8HF$C1D 7C$H(CHN，4H$b$(/ :;;YL;，2-$(1）
7& )-$0[3. %G.BHNN.G

（"(N?$?3?H .B %G.CHNN 5(/$(HHG$(/，2-$(HNH +C1FH@S .B 7C$H(CHN，4H$b$(/ :;;;Y;，2-$(1）
#+6[ \1$0#3 %G.BHNN.G

（"(N?$?3?H .B 8$CG.I$.D./S，2-$(HNH +C1FH@S .B 7C$H(CHN，4H$b$(/ :;;;Y;，2-$(1）
#+6[ #3(0!$3 %G.BHNN.G

（"(N?$?3?H .B %D1(? %-SN$.D$/S 1(F 5C.D./S，7-1(/-1$ "(N?$?3?HN B.G 4$.D./$C1D 7C$H(CHN，2-$(HNH +C1FH@S .B 7C$H(CHN，
7-1(/-1$ =;;;<=，2-$(1）
JEJ.EID =+ C!E .=AI%（/39$/>&)"0/33*）

2+, #$0!$( 2*56 ‘$1( 2*56 ’$(/0a31( 2*56 7-.30#$ 2*56 7308$(
2*56[ ‘$(/ [+, #.30*H *+6 #308$( ‘"+ ‘$0)H(/ ‘"+6[ 6$(/
!" #30#1(/ !" )1$0%$(/ !"& 7-31(/0‘$1(/ 8+ ’$(/0‘3( 856[ [31(/0)-H(
’"+6[ 4.0’$( 7" 7-30#$ T+6 T$1(0cH$ T,6[ [31(/0)-$ c+6[ ‘3(（*.(/ \.(/）
c+6[ 7-30’$(/ c+6[ #$0%$(/ c& a$1(/0^3 a"5 #$ #+6[ \H0’$1(
#+6[ a$1. #+, 4$( )*+6[ 7$0!$1(/ )*+6[ a$1(05( )*+6[ )-$0’$(/
)*+, [3.0%$(/ )*& )-H(
JA@AKH@K E%HC=ID
c& cH( #5 ‘3(

<=9X 期 李毅等：溶氧反馈0分批补料高密度培养人骨形成蛋白0= 工程菌




