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摘  要: 通过考察 pH、培养温度、溶解氧浓度和诱导时机对细胞生长和类人胶原蛋白Ⅱ表达的影

响, 确定这些因素的最佳控制范围, 优化发酵条件。结果表明: 控制初始 pH 为 6.5, 诱导后 pH 为

6.8, 培养温度 34°C, DO 20%及在对数生长后期进行诱导, 有利于细胞生长和外源基因的表达, 最
终细胞密度为 88.4 g/L, 类人胶原蛋白Ⅱ产量达到 14.2 g/L。 
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Abstract: To study and optimize the fermentation parameters for expressing human-like collagenⅡduring E. 

coli high-density fermentation. The effects of pH, temperature, dissolved oxygen and induction instant on 
the cell growth and human-like collagenⅡproduction were investigated to optimize the fermentation condi-

tions. The results demonstrated that the following conditions were beneficial for cell growth and foreign 
gene expression, controlling pH in phase induction at 6.8 and initial pH at 6.5, maintaining fermentation 
temperature and dissolved oxygen concentration was controlled at 34°C and 20% respectively, and imple-
menting induction at the later logarithmic growth phase. Under the optimized condition, the cell density and 
human-like collagenⅡyield could reach 88.4 g/L and 14.2 g/L, respectively. 
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高密度发酵在获得较高生物量的同时, 还可以
显著提高目的基因表达产物的浓度。影响高密度发

酵的因素非常多, 首先培养温度是影响细菌生长和
调控细胞代谢的重要因素之一。柴家前等认为较高

的温度有利于细菌的高密度发酵, 低温培养能提高
重组产物的表达量, 而且在不同培养阶段采用不同
的培养温度有利于提高细菌的生长密度和重组产物

的表达量 , 并可缩短培养周期 [1]; 其次溶解氧的浓
度过高或过低都会影响细菌的生理代谢, 适当的溶
氧水平有利于菌体生长和产物合成, 因此有必要考
察每一种发酵产物的临界溶氧浓度和最适溶氧浓度, 
并控制发酵过程在最适的溶氧浓度范围; 另外, 诱
导时机也是必须考虑的问题, 一般控制在对数生长
中期或后期。此外, 还有pH、培养基组分、比生长
速率等影响因素。 

胶原蛋白是一种广泛存在于有机体中的结构蛋

白质, 是皮肤、软骨、动脉血管壁及结缔组织的主
要成分[2]。胶原蛋白分子大多是由 3条α链交联成为
规整的螺旋结构 , 在体外可形成较大的有序结构 , 
能聚合成强度良好的纤维, 成为细胞外间质的主要
功能蛋白, 具有良好的生物相容性、生物降解性与
吸收性、促新细胞形成及促上皮细胞形成等功能 , 
因而广泛应用于医药工业、食品工业、日用化学品

工业、生物合成及修饰等领域。重组类人胶原蛋白

是发酵生产的人源型胶原蛋白, 具有独特的化学结

构, 提高了结构灵活性和衍生物多变性。类人胶原
蛋白Ⅱ(Human-like collagenⅡ)是类人胶原蛋白族的
系列衍生物之一, 其生物学性能良好。类人胶原蛋
白Ⅱ与类人胶原蛋白Ⅰ相比, 溶液颜色浅、蛋白纤
维长, 真空冷冻干燥后质地较硬, 室温条件下具成
胶性, 且胶体性质不易发生改变, 适合做人工皮肤、
人工血管、手术缝合线等医用材料, 为人工骨骼、
人造人体器官等提供了可能的支撑物[3,4]。 

本论文以分批−补料发酵形式考察 pH、培养温
度、溶解氧浓度和诱导时机对类人胶原蛋白Ⅱ表达

的影响, 以提高类人胶原蛋白Ⅱ的表达率, 从而为
进一步扩大生产提供技术支持。  

1  材料和方法 

1.1  供试菌种 
基因工程菌E. coli BL21, 卡那抗性, 温度诱导, 

质粒pNWCP31[5]。由本实验室构建并保存。 

1.2  培养基 
种子培养基: LB培养基。发酵培养基和补料培

养基成分见表 1。 

1.3  培养方法 
1.3.1  种子培养: 斜面活化 24 h, 34°C下将种子在
装液量为 50 mL的 300 mL摇瓶中以 220 r/min, 振
荡培养 10 h, 然后按 25%接种量接入二级种子瓶中, 
在同样条件下培养 10 h。 

 

表 1  培养基的组成 
Table 1  Medium composition 

成分 
Composition 

分批发酵培养基(g/L) 
Medium of batch fermentaion 

补料培养基(g/L) 
Medium of fed fermentation 

葡萄糖 Glucose 40.0 1000.0 
酵母粉 Yeast extract 60.0 400.0 
K2HPO4 5.6 26.0 
NaH2PO4 3.4 12.6 
(NH4)2SO4  4.2 16.5 
MgSO4  1.8 20.0 
EDTA   0.8 3.0 
微量元素 Oligoelement 0.6 3.0 
卡那霉素硫酸盐 Kanamycin sulfate 0.003 0.003 

 
1.3.2  分批-补料培养: 将二级种子按 8%接种量接
入发酵罐中, 温度为设定值。通过调节空气流量、
提高搅拌转速和罐压控制 DO在 10%~40%, pH由氨
水自动调节, 初始控制在 6.5。待罐中葡萄糖即将耗
尽时, 开始流加补料培养基, 将比生长速率控制在

0.25/h。分别在对数生长中期, 中后期及后期, 快速
升温至 42°C进行诱导, 3 h后降温至 39°C, 继续诱
导 5 h~6 h。 

1.4  分析方法 
1.4.1  菌体浓度测定: 发酵液经合适倍数的稀释后, 
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用紫外分光光度计在λ＝600 nm处测吸光值, 其与
稀释倍数的乘积即发酵液的菌体浓度(OD600 )。 
1.4.2  细胞干重(DCW)测定: 取 30 mL发酵液, 离

心收集, 弃去上清。菌体于 105°C烘至恒重, 测定即

为细胞干重。 

1.4.3  质粒稳定性检测: 将发酵液适当稀释后涂布

于不含卡那霉素的 LB平板上, 于 37°C培养 48 h后, 

挑取 100 个单菌落复制到含有卡那霉素的 LB 平板

上, 37°C培养 48 h后, 通过计算含质粒细胞所占的

百分率来确定质粒稳定性。 

1.4.4  残糖测定: 斐林试剂法[6]。 

1.4.5  NH2-R测定: 甲醛滴定法。 

1.4.6  胶原蛋白含量测定: 羟脯氨酸测定法[7]。 

1.4.7  总蛋白浓度测定: 考马斯亮蓝法。 

1.4.8  乙酸含量: RP-HPLC[8]。 

1.5  发酵罐 
瑞士 Bioengineering公司 L523型 12.8 L自动控

制发酵罐, 可在线检测温度、转速、溶解氧浓度、
pH和补料速度。 

2  结果与分析 

2.1  pH 优化 
培养温度设为 30°C, 初始pH为 6.5, 当分批发

酵结束后, 进入补料发酵阶段, 采用近指数流加方
式[9], 控制比生长速率在 0.25/h, 培养 12 h后升温至
42°C诱导, pH分别控制在 6.5、6.6、6.7、6.8和 6.9, 3 
h后降温至 39°C继续培养 5 h~6 h。结果如图 1所示。 

 

 
 

图 1  pH 对细胞生长和类人胶原蛋白Ⅱ表达的影响 
Fig. 1  Effect of pH on cell growth and human-like collagen 

expressionⅡ   

葡萄糖, 氨基酸等亲水性物质不能直接透过脂
双层, 而是需要转运蛋白的协助才能进入胞内, 这
些转运蛋白活性位点的电离依赖于胞外的pH。而工
程菌的生长和表达是两个截然不同的阶段, 其对培
养基中的pH就有一定的要求。如刘晓铭和Erika等人
分别采取pH梯度法, 即在不同阶段维持不同的pH, 
可以提高目的蛋白的产量[10,11]。实验结果发现, 菌
体生长和外源蛋白表达所需的最适pH是不同的, 阶
跃变化式pH控制比恒定pH控制更有利于类人胶原
蛋白Ⅱ表达。当菌体在pH 6.5生长, 诱导后在pH 6.8
表达产物时, 菌体密度较高, 为 82.3 g/L, 类人胶原
蛋白Ⅱ浓度最高, 为 10.8 g/L。 

2.2  培养温度的优化 
发酵过程中, 前期培养分别采用 30°C、34°C和

36°C 3 个不同的培养温度和适宜的补料速率, 初始 
pH为 6.5, 12 h后升温诱导, pH调节为 6.8, 之后降
温继续培养 5 h~6 h。结果如图 2, 图 3所示。 

可以看出, 36°C下进行培养时, 细菌的比生长
速率较高, 糖耗快, 12 h后A600 即可达到 63左右, 此
时溶氧显著降低。该条件下最终生物量较高, 达到
89.5 g/L, 类人胶原蛋白Ⅱ浓度 10.0 g/L, 表达率(即
每g干细胞中类人胶原蛋白Ⅱ含量)为 11.2%, 质粒
稳定性为 67%。在 30°C进行培养时, 细菌的比生 
长速率较低, 糖耗慢, 最终生物量较低, 仅为67.6 g/L, 
类人胶原蛋白Ⅱ浓度 7.24 g/L, 表达率 10.7%, 质粒
稳定性 83%。其原因是大肠杆菌的最适生长温度为 
 

 
 

图 2  不同温度对细胞生长和类人胶原蛋白Ⅱ表达的影响 
Fig. 2  Effect of different temperature on cell growth and 
human-like collagen  expressionⅡ   
注: 实心图标为细胞密度; 空心图标为类人胶原蛋白 II 浓度.  

下同. 

Note: Solid icons represent cell density; holow icons represent 
human-like collagen II expression. The same below. 



常海燕等: 重组大肠杆菌高密度发酵生产类人胶原蛋白Ⅱ条件优化 873 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 3  不同温度对质粒稳定性和葡萄糖消耗的影响 
Fig. 3  Effect of different temperature on plasmid stability 
and glucose consumption 
 
37°C, 而质粒稳定温度大多为 30°C[12]。36°C下, 菌
体生理代谢活性较强, 比生长速率较快, 但由于质
粒复制速度赶不上菌体生长速度[13], 质粒拷贝数减
少, 造成质粒稳定性降低, 易丢失, 影响蛋白产量。
且菌体过早自溶, 19 h后细菌密度开始下降。30°C培
养条件下, 虽然质粒稳定性较强, 但细菌代谢水平
比较缓慢 , 繁殖速度慢 , 生物量低 , 影响蛋白最终
产量。34°C时, 菌体密度、质粒稳定性都较高, 类人
胶原蛋白Ⅱ产量是三者中最高的, 达到 11.8 g/L, 表
达率提高到 14.2%。由此可见, 在菌体生长阶段培养
温度控制在 34°C较为适宜。   

2.3  溶氧(DO)的优化 
本实验中, 温度控制在 34°C, 采用近指数流加

方式控制比生长速率在 0.25/h, 通过调整搅拌转速
及空气流量, 将 DO分别控制为 10%、20%、30%和
40%饱和度。结果见图 4, 图 5所示。 

好氧发酵过程中, 一味追求溶氧水平未必能得
到高表达效果。如Meyer和 Fiechter发现, 用枯草杆
菌生产A干扰素时, 溶氧限制在较低水平对产物形
成有利 [14]。研究认为, 氧含量充分, 菌体繁殖速度
过快, 容易导致质粒丢失。另外, 过高的溶解氧浓度
也不会提高细胞的比耗氧速率, 反而增加成本; 反
之, 溶氧水平过低会弱化TCA循环, 改变转录水平
的相关基因与葡萄糖和乙酸代谢[15], 导致乙酸大量
积累, 抑制菌体生长, 降低生物量和蛋白产量。另外
还有研究发现, 氧浓度太高时, 乙酸也会生成, 当
溶氧相对较低时, 生成的细胞膜中不饱和脂肪的含
量高, 流动性大, 易于吸收基质[16]。实验结果发现, 
DO为 20%时 ,  细菌密度和类人胶原蛋白Ⅱ浓度 

 
 

图 4  不同溶氧水平对细胞生长和类人胶原蛋白Ⅱ表达

的影响         
Fig. 4  Effect of different dissolved oxygen level on cell 
growth and human-like collagen  expressionⅡ   

 
 

图 5  不同溶氧水平对乙酸生成的影响 
Fig. 5  Effect of different dissolved oxygen level on produc-
tion of acetic acid 
 
很高, 分别达到 83.9 g/L和 13.4 g/L, 且代谢副产物
乙酸浓度也较低, 为 1.1 g/L。 

2.4  诱导时机的选择 
温度控制在 34°C, DO控制在 20%, pH为 6.5的

条件下, 分别在OD600=80, 即细胞密度为 40 g/L(对
数生长中期), OD600=95, 即细胞密度为 48 g/L(对数
生长中后期)和OD600=120, 即细胞密度为 56 g/L(对
数生长后期), 升温至 42°C开始诱导, 同时调节pH 
为 6.8, 3 h后降温培养。每小时取样测定细胞密度和
类人胶原蛋白Ⅱ的表达量。结果如图 6所示。 

可以看出, 当OD600=80, 即细胞密度为 40 g/L 
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图 6  诱导时机对细胞生长和类人胶原蛋白Ⅱ表达的影响 
Fig. 6  Effect of induction opportunity on cell growth and 
human-like collagen  expressionⅡ  
 

时 , 细菌处于对数生长中期 , 细胞生长旺盛 , 代谢
活跃, 菌体的比生长速率较高, 但是诱导后菌体繁
殖速度降低, 大量的宿主细胞资源被消耗, 最终细
胞密度是三者中最低的。在对数生长后期诱导时, 细
菌密度高, 对营养和氧的需求量大, 菌体旺盛的代谢
受到抑制, 主要进行外源蛋白的表达, 最终细胞密度
达到 88.4 g/L, 类人胶原蛋白Ⅱ的产量达到 14.2 g/L。 

3  结论 

本研究主要考察了pH、培养温度、溶解氧浓度
和诱导时机对重组大肠杆菌高密度发酵生产类人胶

原蛋白Ⅱ的影响。结果分析表明: 菌体生长和外源
蛋白表达的最适pH是不同的 , 采取阶跃变化式pH
控制方式, 更有利于菌体生物量和外源蛋白表达量
的提高; 较高的培养温度有利于细菌的高密度发酵, 
而低温培养能提高重组产物的表达量, 可能是适当
降低培养温度, 菌体生长速度相对较慢, 有利于质
粒的复制, 另外有研究表明, 适当降温则氧气溶解
性相对较好, 高密度培养时, 能防止菌体厌氧生长, 
抑制乙酸的生成[17], 所以对于基因工程菌应该适当
降低培养温度。 

对于本实验中的基因工程菌 E. coli BL21, 诱导
前 pH 6.5有利于菌体生长, 诱导后 pH 6.8适于类人
胶原蛋白Ⅱ表达。培养温度为 34°C时, 有利于细菌
的生长和类人胶原蛋白Ⅱ的表达。当 DO为 20%时, 
可能由于乙酸等代谢副产物积累较少, 细菌密度和
类人胶原蛋白Ⅱ产量都较高。另外, 最佳诱导时机
为对数生长后期, 最终细胞密度高达 88.4 g/L, 类人

胶原蛋白Ⅱ的产量达到 14.2 g/L。 
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