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大肠杆菌发酵生产重组人源抗!"#$ %&’
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摘 要 在 CDE#$$$ 发酵罐中利用补料分批培养技术培养表达含重组质粒 FGHIJKGL E,M 的 4NO!$ 大肠杆菌，生产

人源抗1KGL E,M，为批量生产作准备。在发酵过程中，控制溶氧 %$P以上，温度 %7Q，在基础培养基内生长 3 ? 后，

补加以甘油为碳源的补料，继续生长到 " ?，加入阿拉伯糖，至终浓度为 $)$#P，%$Q诱导表达 B?，收集菌体，纯化制

备目的蛋白。利用 R5L@5/- M(’@ 方法检测 E,M 抗原性，I’@ M(’@ 方法检测生物学活性。!3? 发酵结束后，菌体密度最终

达 "2<JD，纯化所得蛋白大约占菌体总蛋白的 2P，含量为 6$9<JD。以重组质粒 FGHIJKGL E,M，大肠杆菌 4NO!$ 表达

生产的人源抗1KGL E,M 为可溶性具生物学活性的蛋白，与包涵体表达相比避免了变性、复性这一复杂过程，发酵罐

表达比率与摇瓶相比没有降低，表达量达 6$9<JD 左右，为大批量生产作了准备。
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特异性抗体治疗是最具特异性，最有应用潜力

的治疗手段，近年来已有近百余种人源化抗体在前

期临床或临床试用，它在多种疾病治疗中发挥着重

要作 用［!］，本 实 验 用 FGHIJKGLE,M，4NO!$ 表 达 系

统，阿拉伯糖诱导表达生产从噬菌体抗体库中筛选

出的人源抗1KGL E,M 片段，与以往 FT’9M% 载体表达

系统，UO4V 诱导表达相比，非诱导态控制更加严格，

消除了基础表达对宿主菌的生长密度和诱导状态下

高表达的影响，诱导剂价格低廉，更加适合发酵培养

生产蛋白，同时载体本身带有六组氨酸尾，所得蛋白

易于纯化。此表达系统为周质腔表达，避免了胞浆

表达形成包涵体后复杂的变性复性过程，直接得到

有生物活性的可溶性蛋白，而且蛋白产量也较大，我

们经过发酵培养金属螯合层析纯化，得到了 6$9<JD
左右的具生物学活性的目的蛋白，为批量生产打下

了基础。

( 材料与方法

()( 材料

()()( 菌株及质粒：宿主大肠杆菌 4NO!$ 及 FGHIJ
<!H 质粒由第二军医大学长征医院临床免疫中心

提供，重组质粒 FGHIJKGL E,M 图谱见图 !。它带有

氨苄青霉素抗性基因，以及编码人源抗 KGLH< 抗体

重链 EW 段及"轻链的基因，分别受两个阿拉伯糖启

动子的控制，在"轻链基因后连有 2 组氨酸尾，在阿

拉伯糖启动子后，有 < !信号肽序列，加入阿拉伯糖

后能诱导人抗 KGXH< 抗体重链 EW 片段及"轻链的

表达，在周质腔内重链 EW 片段和"轻链由二硫键连

接组装成 E,M 片段。

图 ! 重组质粒图谱

E:<)! 4?5 LA?595 ;’/ /5A’9M:-,-@ F(,L9:W

()()* 培养基：试管种子培养及二级种子培养均选

用 DG 培养基，含有（<JD）：蛋白胨 !$、酵母粉 B、*,T(
!$。发酵罐中基础培养基为半合成培养基含（<JD）：

蛋白胨 !$、酵母粉 !$、CK#ON3 #、C#KON3 3、*,#KON3

!#K#N 7、（*K3 ）# XN3 !)#、*K3T( $)#、Y-XN3·BK#N
$)$$!、T’T(#·2K#N $)$$3 、*,#Y’N3·#K#N $)$$#、

Z-T(# $)$$#、T.XN3 ·BK#N $)$$!、K%GN3 $)$$B、

E5XN3·7K#$ $)$#、T,T(#·#K#N $)$#、Y<XN3·7K#N
$)%、去泡剂 $)#9DJD。补料培养基中含（<JD）：甘油



!"#、酵母粉 "$ 、蛋白胨 "$、%&’()·*+,( $-*。培养

基 .+ 值全部调至 *-#，并加入氨苄青霉素至终浓度

!##!&/01。

!"!"# 其它试剂、蛋白胨，酵母粉均为 (23(4 公司

产品，阿拉伯糖为 ’5&06 公司产品，75879:86;&6;<=>
层析纯化柱为 ?3:@A7 公司产品，其它试剂均为国

产分析纯。

!"!"$ 主要发酵设备：瑞士产 B1C,### 发酵系统，

含 .+ 控制器、溶氧控制器、温度控制器、搅拌控制

器、空气混合器及补料进样系统等。

!"% 方法

!"%"! 细菌的培养方法：

培养基的准备：基础培养基组分蛋白胨，酵母粉

溶解后，加入发酵罐，!,!D灭菌 E#05F，冷却后加入

灭 菌 的 B+,G()、B,+G()、76,+G() · !,+,(、

（7+)）, ’()、7+)HI 、微量元素液和去泡剂 ’G! 以及

抗生素。补料培养基组分酵母粉和蛋白胨溶解后，

!,!D灭菌 E#05F，与同样条件灭菌的甘油和 %&’()·

*+,( 冷却后混合并加入抗生素。培养基各溶液在

灭菌前都用 76(+ 调节到适当的 .+ 值。

一级种子培养制备：取 J *#D保存菌株，二次划

板活化，再转接于 1K 液体培养基中，E*D，,,$;/05F
摇床过夜，作为活化的一级种子。

二级种子培养制备：取一级种子液，以 $L的接

种量转接于 !##01 1K 培养基中，E*D，,,$;/05F 震

摇 $M，作为接入发酵罐的种液。

发酵罐分批补料培养：按发酵罐工作体积的

$L接入二级种子液，接种后发酵液体积为 !-$1。

分三阶段培养，开始 )M 为菌体在基础发酵培养基中

生长，)M 后开始加入补料，继续生长不同时间（EM、

)M、$M、"M）后开始进入第三个阶段。第三个阶段为

加入阿拉伯糖，温度降至 E#D，在继续补料的情况

下诱导表达，在诱导后 ! N "M 内间隔 ! M 取样测表

达率，补料根据溶氧变化反馈补料，在细菌发酵整个

过程中，要根据 .+ 变化补加 E#L氨水，维持培养体

系 .+ 值在 "-$ N *-#，并调控搅拌速度及空气流量

使溶氧不低于 E#L，必要时通纯氧。

!"%"% 分析方法：菌体生长情况监测：在发酵过程

中每 !/, M 测定 ! 次 菌 体 浓 度，用 分 光 光 度 计 在

"##F0 波长处测光密度值（!""## ），发酵结束后，发

酵菌液以 $###;/05F，在 )D下离心 E#05F 称量菌体

湿重。

C6O 蛋白初步纯化：将菌体按 !：!#（# /$）悬浮

于 GK’ 中，于冰水浴中 E## N )##P 反复超声 !$ 次，

每次 !#=，间隔 !#=，完全裂解菌体，以 $###;/05F，在

)D下离心 E#05F，取上清用 75879:8:&6;<=> 金属螯

合层析柱进行纯化，经过上柱结合，洗涤，洗脱几个

步 骤，洗 涤 液 组 份：$#00<I/1 76+,G()、E##00<I/1
76HI、,# 00<I/1 505Q6R<I>，.+ S T-#。洗脱液组份：

$#00<I/1 76+,G()、E##00<I/1 76HI、,$#00<I/1 5058
Q6R<I>，.+ S T-#。

C6O 蛋白表达率测定和计算：取纯化所得蛋白

以及变性裂解所得的细菌总蛋白，按一定稀释度用

K>UV06F 公司生产的 4W ")# 核酸及蛋白分析仪测定

其在 ,T#F0 波长的光密度值，初步估化其纯度及浓

度，计算表达率。并作发酵罐和摇瓶以及诱导 ! N
"M 内蛋白表达量的比较。

C6O 蛋白抗原活性测定：以 +XG8羊抗人 3&@ 作

为显色抗体作 P>=Y>;F OI<Y，检测 C6O 蛋白抗原性。

并作发酵罐和摇瓶所得蛋白表达量以及诱导表达

)M、$M、"M 后蛋白表达量的比较。

C6O 蛋白生物学活性测定：在硝酸纤维膜上点

+K=:& 抗原，用所纯化的抗体作为一抗，+XG8羊抗人

C6O 抗体作为二抗，作 4<Y OI<Y 分析鉴定 C6O 蛋白的

抗原结合活性。

% 结 果

%"! 补料培养细菌生长情况

我们分别在细菌生长到 *M、TM、ZM、!#M 开始诱

导表达，发现 *M、TM 开始诱导细菌最终密度较小，ZM
开始诱导细菌最终密度已达最大，继续延长开始诱

导的时间到 !#M，菌体最终密度变化不大，说明 ZM
已经到达细菌生长的对数中后期，见表 !。对发酵

总时间，补料开始时间，诱导时机及诱导时间进行优

化后，发现本方法培养 !)M 菌体密度最大可达到

!""## S )T-E 左右，相当于湿菌 Z"&/1。

表 ! 不同的诱导时间和最终菌体密度关系表

&’()* ! +*)’,-./0 (*,1**/ -/234,-./ ,-5* ’/2

6*)) 2*/0-,7 ’8,*9 43),-:’,-./

% /M * T Z !#

H>II Q>F=5Y[/!""## !"-Z ,"-T )T-E )T-!

当菌落生长到 )M 后，此时溶氧下降速度明显减

慢，这一现象表明，培养基中营养物质已被消耗，细

菌生长速度开始下降，故耗氧能力下降，应该开始补

TT 生 物 工 程 学 报 !T 卷



料，为维持 !" # $%& ’ (%) 及溶氧 *)+以上，我们在

第 ( 小时开始补加 *)+氨水，转速由第 * 小时开始

由 *)) ,-./0上调，到第 $1 达最大转速 ()),-./0，于第

( 小时空气流量也达到最大，开始通纯氧。在发酵

过程中菌体密度变化以及溶氧、转速、!" 值和温度

变化见图 2 ’ $。

图 2 发酵时间和菌体密度变化关系

3/4%2 516 718046 9: 76;; <60=/>? @/>1 >16 >/.6 9: :6,.60>8>/90

图 * 发酵过程中溶解氧的变化

3/4%* 516 718046 9: </==9;A6< 9B?460 <C,/04
:6<DE8>71 :6,.60>8>/90

图 F 发酵过程中转速的变化

3/4%F 516 718046 9: 84/>8>/90 <C,/04
:6<DE8>71 :6,.60>8>/90

!"! #$% 蛋白的初步纯化

发酵结束后收获的细菌反复超声 G& 次以后，离

心取上清，沉淀重复以上操作再得到的上清，H9>
E;9> 分析几乎测不到 38E 蛋白，所以超声 G& 次已经

最大限度的获取了目的蛋白。纯化蛋白电泳结果见

图 (。可见 F(%&IH 左右的 38E 蛋白和 2&IH 左右部

分未组装的轻链蛋白。

图 & 发酵过程中 !" 值的变化

3/4%& 516 718046 9: !" <C,/04 :6<DE8>71 :6,.60>8>/90

图 $ 发酵过程中温度的变化

3/4%$ 516 718046 9: >6.!6,8>C,6 <C,/04
:6<DE8>71 :6,.60>8>/90

图 ( 纯化后人源抗 "J= 38E 蛋白 KHKDLMNO 结果

3/4%( 516 KHKDLMNO 808;?=/= 9: !C,/:/6<
1C.80 80>/D"J= 38E !,9>6/0

G%38E 6B!,6==6< /0 =!/006, :;8=I；2%38E 6B!,6==6< /0 :6,.60>6,%*%P8,I6,

!"& #$% 蛋白的表达率计算

利用 Q/DQ5MDM48,9=6 柱亲和层析纯化上清中的

38E 蛋白，用 J67I.80 公司生产的 HC $F) 核酸及蛋

白分析仪测定其在 2R)0. 波长的光密度值计算所

纯化 蛋 白 的 纯 度 及 浓 度，最 终 获 得 蛋 白 得 率 为

)%R*.4-4 湿菌，故发酵后所获蛋白量为 R).4-S 菌

液，同样方法测定未纯化之前细菌的总蛋白，计算出

38E 蛋白占菌体总蛋白比例为 $+左右，比较发酵罐

培养诱导表达 G ’ $1 后的蛋白表达率，发现诱导后

G ’ 21 为高表达期，诱导后 F ’ $1 蛋白变化不大已

TRG 期 安 峰等：大肠杆菌发酵生产重组人源抗D"J= 38E



达到最大表达量，见图 !。比较摇瓶和发酵罐表达

率，发现摇瓶和发酵罐蛋白表达差别不大，这说明菌

体密度的提高和培养条件的改变并没有对目的蛋白

的表达造成影响，因而利用发酵罐表达提高菌体密

度可以直接有效的提高目的蛋白的产量。

图 ! 诱导后不同时间 "#$ 蛋白的表达比率

"%&’! ()*+,--%./ .0 "#$ #1 2%00,+,/1 1%3,- #01,+ %/2451%./

!"# 发酵罐与摇瓶所得 $%& 蛋白表达量的 ’()*(+,
&-.* 比较

摇瓶与发酵罐所获得蛋白的 6,-1,+/ $7.1 比较，

二者差别不大，结果见图 8。9:’;<= 左右为 "#$ 蛋

白。

图 8 纯化后人源抗>?@- "#$ 蛋白抗

原性的 6,-1,+/ $7.1 检测结果

"%&’8 6,-1,+/ $7.1 #/#7A-%- .0 #/1%&,/%5%1A 0.+
*4+%0%,2 B43#/ #/1%>?@- "#$

C’D#+<,+；E’"#$ ,)*+,--,2 %/ 0,+3,/1,+；

F’"#$ ,)*+,--,2 %/ -*%//,+ 07#-<

!"/ 诱导表达不同时间后所得 $%& 蛋白表达量的

’()*(+, &-.* 比较

取相同量诱导表达 9B、;B、GB 后的菌体，纯化蛋

白作 6,-1,+/ $7.1 鉴定发现 9B "#$ 蛋白已达最大量，

9B 后蛋白表达变化不大，见图 CH。

!"0 $%& 蛋白生物活性测定

=.1 $7.1 结果显示，"#$ 蛋白有良好生物学活性，

其结果见图 CC。

图 CH 诱导不同时间后 "#$ 蛋白表达的 6,-1,+/ $7.1 结果

"%&’CH 6,-1,+/ $7.1 #/#7A-%- .0 "#$ *+.1,%/ ,)*+,--%./
#1 2%00,+,/1 1%3,- #01,+ %/2451%./

C’I+.1,%/ 3#+<,+；E，F ’"#$ *+.1,%/ #1 1B, 0.41B B.4+ #01,+ %/2451%./；9’

"#$ *+.1,%/ #1 1B, 0%01B B.4+ #01,+ %/2451%./；;’ "#$ *+.1,%/ #1 1B, -%)1B

B.4+ #01,+ %/2451%./

图 CC 人源抗>?@- "#$ 蛋白抗原

亲和性的 =.1 $7.1 检测结果

"%&’CC J,+%0%5#1%./ .0 1B, B43#/ #/1%>?@- "#$K-
$%/2%/& #51%L%1A 1. ?@-M& $A =.1 $7.1

C’?@-M& #- M/1%&,/；N’I@O #- M/1%&,/（/,&#1%L, 5./1+.7）；NNN’ @OM #-

M/1%&,/’（/,&#1%L, 5./1+.7）；C，E’"#$ ,)*+,--,2 %/ 0,+3,/1,+ #- 1B, 0%+-1

#/1%$.2A；F，9’"#$ ,)*+,--,2 %/ -*%//,+ 07#-< #- 1B, 0%+-1 #/1%$.2A

1 讨 论

周质腔分泌表达是制备生物工程抗体的首选策

略，主要因为（C）蛋白质易纯化。（E）周质腔中蛋白

水解酶与细胞内相比少得多，蛋白不易被胞浆中的

蛋白酶所降解，可提高重组蛋白稳定性。（F）消除了

被分泌蛋白对细胞的毒作用。（9）周质腔有一定的

蛋白修饰功能。（;）抗体糖基化位点一般位于 P?C，

P?E 区，极少情况下位于可变区，大部分抗体 "#$ 段

内没有糖基化位点，则糖基化与否不会影响抗体的

抗原亲和性［E，F］。

由于周质腔分泌表达产物为可溶性和有生物学

活性的蛋白，故表达蛋白时最好选用慢速持续的表

达策略，一般选用中等强度的启动子，较低的生长温

H8 生 物 工 程 学 报 C! 卷



度，中等诱导剂浓度和较丰富培养基，!" # $%& ’
(%)，这样可以减少包涵体的形成。基于以上原因，

选用 !*+,-.!+，/012) 表达系统，!*+,-.!+ 载体

含阿拉伯糖启动子，它的调控快速而灵敏，未诱导前

表达水平极低，诱导后 2345 就开始表达蛋白，不同

浓度的诱导剂诱导作用的差别有明显的梯度，诱导

范围较宽［6］。发酵培养过程中选用半合成培养基。

诱导 后 温 度 由 7(8 降 为 7)8，诱 导 剂 浓 度 为

)%)9:。

利用 !*+,-.!+，/012) 表达系统，翻译出的

;< 片段与"轻链经周质腔正确折叠组装，借助链内

及链间二硫键形成有功能的 ;=> 蛋白，经 ?4@?/+@
+.=ABCD 柱直接纯化得到可溶性具生物学活性的蛋

白，避免了胞浆包涵体形式表达后复杂的变性，复性

过程，以及包涵体复性后所得有活性蛋白比例较小

的缺点，更加上我们选用发酵培养，提高了菌体重

量，进 而 提 高 了 蛋 白 产 量，为 大 规 模 生 产 作 了 准
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