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研究报告 

III 型类人胶原蛋白在大肠杆菌重组表达及发酵制备 
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摘  要：【背景】胶原蛋白广泛应用于日用化工及生物医药中，相比传统方法，基因工程方法制备胶

原蛋白具有避免病毒隐患、产量高等优点，逐步受到广泛关注。【目的】获得 III 型类人胶原蛋白基

因，实现大肠杆菌中的异源表达。【方法】以人 III 型胶原蛋白 α1 链为模板，(Gly-X-Y)为最小研究

单位，优选亲水性氨基酸，设计目标基因 kit，构建重组大肠杆菌(Escherichia coli) pET-28a(+)-kit/BL21(DE3)，

并对其结构进行表征。【结果】类人胶原蛋白基因 kit 成功在大肠杆菌体系中表达，表达量约为 0.53 g/L，

7 L 发酵罐上补料发酵后其最大表达量提高至 3.02 g/L，亲和层析纯化类人胶原蛋白纯度约为 91%，

对其进行 N 端测序、氨基酸分析、质谱分析及圆二色谱分析，确定类人胶原蛋白成功表达。【结论】

类人胶原蛋白的成功表达为未来规模化制备及其在日用化工及生物医药行业的应用奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Collagen is widely used in daily-use chemical industry and biomedicine. Genetic 
engineering method for preparing collagen exhibits several advantages, such as avoiding virus infection 
and high expression level, which has attracted substantial attention in recent years. [Objective] A 
human-like collagen gene was obtained to achieve heterologous expression in E. coli. [Methods] Using 
human type III collagen α1 chain as template and (Gly-X-Y) as the smallest research unit, preferably 
selecting hydrophilic amino acids, designing and synthesizing gene kit, and constructing recombinant E. 
coli pET-28a(+)-kit/BL21(DE3), and characterizing it. [Results] The human-like collagen gene kit was 
successfully expressed in E. coli with expression level of about 0.53 g/L. After fed-batch fermentation on a 
7 L fermenter, the maximum expression level was increased to 3.02 g/L. Purification by affinity 
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chromatography was performed, which obtained the human-like collagen with a purity of about 91%. 
Human-like collagen was analyzed by N-terminal sequencing, amino acid analysis, mass spectrometry, and 
circular dichroism analysis to determine the successful expression of human-like collagen. [Conclusion] 
The successful expression of human-like collagen would lay the foundation for future preparation and its 
practical application in the daily chemical and biomedical industries. 

Keywords: Escherichia coli, Type III human-like collagen, Cloning and expression, Structural characterization 

胶原蛋白是哺乳动物体内含量最多的功能性

蛋白[1]。胶原蛋白由 3 条 α 链的多肽链亚基组成，α

链自身构型为左手螺旋，三条 α 链又互相缠绕成右

手螺旋结构，即胶原蛋白的“胶原域”[2]。胶原蛋白

的一级结构分析结果显示，其肽链由(Gly-X-Y)n 组

成，其中 X 通常是脯氨酸，Y 通常是羟脯氨酸[3]。

按照胶原蛋白发现的先后顺序，可将其分为 I 型、

II 型、III 型等 28 种胶原蛋白[4]，I 型胶原蛋白分子

组成为[α1(I)]2α2(I)，主要分布于骨骼中[5]；II 型胶

原蛋白由[α1(II)]3 组成，主要由软骨细胞产生，因

其含有大量赖氨酸残基，因而糖基化率较高[6]；III

型胶原蛋白分子组成为[α1(III)]3，因含半胱氨酸所

以肽链间形成二硫键，因此其本身就可形成细纤

维，III 型胶原蛋白血管中含量较高，主要存在于肺

泡间质中且分布杂乱，因而形成复杂的网状结构，

正是这种结构使得肺组织具有良好的柔韧性与弹

性，并且可以为细胞提供充足养分，使得皮肤饱满

透亮[7]。 

目前胶原蛋白的生产方法主要包括 3 种：(1) 传

统提取法。即动物组织如猪皮、牛皮等的酸碱处理

法，此法具有操作简单、生产时间短、回收率高等

优点，但得到的胶原蛋白成分复杂，可能含有一定

的免疫原成分，限制了其在医学组织材料领域的普

遍应用[8-9]；(2) 化学合成法。2006 年，Kotch 等通

过化学法合成了具有胶原蛋白特征序列(Gly-X-Y)n

的多肽，并且可以成功自组装为三螺旋结构[10]，然

而此方法在批量制备和成本控制方面，近十多年来

并未取得突破；(3) 基因工程法。这是目前技术发

展最快的胶原蛋白生产方法，可以通过基因工程技

术，选用昆虫[11]、转基因烟草[12]、大肠杆菌[13]、毕

赤酵母[14]等各种宿主细胞生产胶原蛋白，不仅可以

避免病毒隐患、免疫排斥反应等缺点，获得更高的

亲水性及安全性[15]，而且可以在新型的分子设计软

件指导下，对胶原蛋白的空间构型和性能进行个性

化设计。 

本研究设计了编码分子量为 13.6 kD 的人源 III

型胶原蛋白基因 kit，构建大肠杆菌表达菌株并进行

了表达，通过发酵罐上扩大培养提升 III 型类人胶

原蛋白的产量，并借助超滤初纯及亲和层析等策略

提高蛋白纯度，最终采用 N 端测序、氨基酸分析、

质谱分析及圆二色谱等分析方法表征所表达获得

的类人胶原蛋白。本研究制备的类人胶原蛋白表达

避免了传统提取法所带来的动物疾病或病毒等潜

在隐患以及免疫排斥反应，具有优良的医学性能，

同时其发酵法制备工艺可以使生产成本及产品质

量得到有效控制，也易于实现规模化生产。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

菌种 E. coli BL21(DE3)、人源胶原蛋白基因 kit

及表达质粒 pET-28a(+)由本实验室保藏。人源胶原

蛋白基因 kit 是根据人 III 型胶原蛋白 α1 链 mRNA

序列，选定胶原肽段 Gly-X-Y，将 Pro 之外的部分

疏水氨基酸进行亲水性氨基酸的相似性替换设计

而成。 

1.1.2  主要试剂和仪器   

PCR 引物由亦欣生物科技(无锡)有限公司合

成；DNA ladder、DNA marker 购于杭州宝赛生物科

技 有 限 公 司 ； Premix TaqTM DNA 聚 合 酶 购 于

TaKaRa 公司；限制性内切酶、羊抗鼠 IgG HRP、

化学发光底物 SuperSignal、抗生素 KanR 和 IPTG

购于 Thermo Fisher Scientific 公司。电泳仪购于
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Bio-Rad 公司；低温冷冻离心机购于 Eppendorf 公

司；pH 计购于 Sartorius 公司；镍琼脂糖凝胶色谱

柱 HisTrap HP (1 mL)纯化柱购于 GE 公司；酵母粉、

蛋白胨购于 Oxoid 公司。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：Tryptone 10.0，Yeast Extract 

5.0，NaCl 10.0。  

发酵培养基(g/L)：Tryptone 12.0，Yeast Extract 

24.0，K2HPO4 16.4，KH2PO4 2.3，Glycerin 20.0，

pH 6.8。 

补料培养基(g/L)：Tryptone 60.0，Yeast Extract 

120.0，K2HPO4 82.2，KH2PO4 11.6，Glycerin 333.0，

pH 6.8。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计与合成 

根据类人胶原蛋白(human-like collagen，HLC)

的 基 因 序 列 ， 设 计 并 合 成 引 物 。 kit-F ：

5′-CGGGATCCAGAGGTCCACCCGGTGAGC-3′ ；

kit-R ： 5′-CGGAATTCTTAACCACCGGCTGGA 

CCTTGG-3′。 

1.2.2  表达质粒 pET-28a(+)-kit 的构建 

采用 pUC57-kit 质粒为模板，以 kit-F 及 kit-R

为引物，PCR 扩增基因 kit。PCR 反应条件：95 °C   

5 min；95 °C 30 s；55 °C 30 s；72 °C 30 s，35 个循

环；72 °C 5 min；12 °C 12 h。PCR 反应体系：Premix 

TaqTM DNA 聚 合 酶 25 μL， 模 板 1 μL， kit-F       

(10 μmol/L) 1 μL，kit-R (10 μmol/L) 1 μL，ddH2O  

22 μL。将 PCR 产物及 pET-28a(+)质粒用 BamH I

和 EcoR I 双酶切，过夜连接后转化至 E. coli 

BL21(DE3)中，挑取阳性转化子，通过菌液 PCR 验

证、双酶切(BamH I/EcoR I)验证及测序验证后进行

斜面保藏。 

1.2.3  重组菌 pET-28a(+)-kit/BL21(DE3)的表达 

对斜面保藏的菌株进行活化后 37 °C、220 r/min

培养，当 OD600 为 1.0 时，使用终浓度为 0.2 mmol/L

的 IPTG 20 °C 诱导 20 h，对发酵液进行 SDS-PAGE

分析及 Western blotting 检测胶原蛋白含量。 

Western blotting 鉴定方法：将重组蛋白进行

SDS-PAGE，在电流的作用下，使蛋白质从 PAGE

胶转印至固相载体聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，封闭

1 h 使抗体只能和特异的蛋白质结合，过夜孵育一

抗(小鼠抗聚组氨酸单克隆抗体，1:1 000 稀释)，使

用 TBST 洗涤后孵育二抗 1 h (羊抗鼠 IgG-HRP，

1:1 000 稀释)，TBST 充分洗涤，加入化学发光底物

SuperSignal 检测试剂，选用 Image Lab 软件通过凝

胶成像仪进行曝光拍照。 

蛋白含量测定方法：Bradford 法测定菌体总蛋

白后，使用 Quantity One 软件扫描 SDS-PAGE 电泳

图，分析出重组蛋白占总蛋白的比例，再根据菌体

总蛋白量与重组蛋白的百分含量计算出重组蛋白

含量[16]。 

1.2.4  类人胶原蛋白的发酵及纯化 

利用 7 L 发酵系统进行类人胶原蛋白的发酵，

以 Invitrogen 公司的大肠杆菌发酵手册为参考，设

置以下发酵条件：pH 6.8，溶解氧(dissolved oxygen，

DO)>20%，37 °C，400 r/min。待 OD600 为 8.0 时用

终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG 20 °C 诱导 36 h 结束

发酵。将菌体低温超声破碎(破碎 4 s，停止 6 s，共

破碎 15 min)处理后，破碎液上清经超滤离心管初步

纯化后通过 0.22 μm纤维滤膜过滤，使用 HisTrap HP 

1 mL 镍柱通过线性洗脱的方式进行亲和层析

AKTA (Binding buffer：0.5 mol/L NaCl，20 mmol/L 

Tris-HCl，20 mmol/L 咪唑，pH 7.9；Elution buffer：

0.5 mol/L NaCl，20 mmol/L Tris-HCl，0.5 mol/L 咪

唑，pH 7.9)，收集洗脱液，采用 3 kD 的超滤管     

对洗脱液进行脱盐处理，冻干得到类人胶原蛋白 

纯品。 

1.2.5  类人胶原蛋白的 N 端测序 

采用蛋白多肽测序仪分析类人胶原蛋白 N 端

的 15 个氨基酸，由生工生物工程(上海)股份有限公

司完成。 

1.2.6  类人胶原蛋白的氨基酸分析 

对类人胶原蛋白水溶液使用 6 mol/L HCl 进行酸

水解，通过邻苯二甲醛(o-phthalic dicarboxaldehyde)
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和氯甲酸芴甲酯(FMOC-Cl)联用的衍生化后，使用

高效液相色谱经 C18 柱分离后分析氨基酸含量。 

1.2.7  类人胶原蛋白的质谱分析 

采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(matrix assisted laser desorption ionization time of 
flight mass spectrometry，MALDI-TOF-MS)对类人

胶原蛋白水溶液进行相对分子量测定。 

1.2.8  类人胶原蛋白的圆二色谱分析 

蛋白质肽键的紫外光吸收范围是 185−240 nm。

采用圆二色谱仪表征类人胶原蛋白，条件如下：带

宽：1 nm；响应值：1 s；测量范围：250−190 nm；

扫描速度：100 nm/min；溶剂：去离子水。 

2  结果与分析 

2.1  基因工程菌的构建 

对构建成功的基因工程菌进行菌液 PCR 验证，

并提取质粒进行双酶切验证(图 1)，从图 1 中可以看

出，菌液 PCR 与质粒双酶切均获得大小约为 320 bp

的基因片段，DNA 测序结果表明质粒构建成功。 

2.2  类人胶原蛋白的重组表达 

对构建成功的表达质粒进行摇瓶发酵，超声破

碎菌体，对细胞破碎液进行 SDS-PAGE 及 Western 

blotting 验证，通过蛋白含量计算得出类人胶原蛋白 

 

 
 
 

图 1  类人胶原蛋白表达载体验证结果 
Figure 1  Validation results of human-like collagen 
expression vector 

注：M：DL5000 DNA Marker；1：pET-28a(+)-kit/BL21 菌液 PCR

验证；2：pET-28a(+)-kit/BL21 质粒双酶切验证(BamH I/EcoR I). 
Note: M: DL5000 DNA Marker; 1: pET-28a(+)-kit/BL21 bacterial 
solution PCR verification; 2: pET-28a(+)-kit/BL21 plasmid double 
digestion verification (BamH I/EcoR I). 

表达量约为 0.53 g/L，结果见图 2 和图 3。从图 2、

3 中可以看出，目的蛋白表观分子量大小约为 27 kD

左右，但其实际分子量大小为 13.6 kD，推测原因

可能是类人胶原蛋白中亲水氨基酸较多，导致蛋白

与 SDS 结合能力变弱，负电荷减少使电泳迁移距离

变短，因而表观分子量变大[17]。 
 

 
 

图 2  类人胶原蛋白摇瓶发酵 SDS-PAGE 验证结果 
Figure 2  SDS-PAGE validation results of human-like 
collagen fermentation by shake flask 

注：M：蛋白分子标准；1：pET-28a(+)-kit/BL21 全细胞破碎液；

2：pET-28a(+)-kit/BL21 细胞破碎液上清；3：pET-28a(+)-kit/BL21

细胞破碎液沉淀；4：pET-28a(+)/BL21 全细胞破碎液(对照). 
Note: M: Protein Marker; 1: pET-28a(+)-kit/BL21 whole cell 
disruption solution; 2: pET-28a(+)-kit/BL21 cell disruption 
supernatant; 3: pET-28a(+)-kit/BL21 cell disruption solution 
precipitation; 4: pET-28a(+)/BL21 whole cell disruption solution 
(control). 

 

 
 

图 3  类人胶原蛋白摇瓶发酵 Western blotting 验证结果 
Figure 3  Western blotting validation results of human-like 
collagen fermentation by shake flask 

注：M：蛋白分子标准；1：pET-28a(+)-kit/BL21 细胞破碎液上

清；2：pET-28a(+)/BL21 细胞破碎液上清(对照). 
Note: M: Protein Marker; 1: pET-28a(+)-kit/BL21 cell disruption 
supernatant; 2: pET-28a(+)/BL21 cell disruption supernatant (control). 
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2.3  类人胶原蛋白的发酵制备与纯化 

在 7 L 发酵罐中对类人胶原蛋白采用 pH-stat

法补料发酵，通过控制补料使其 pH 保持在 6.8，在

细菌对数生长中后期使用终浓度为 0.2 mmol/L 的

IPTG 诱导 36 h，其中类人胶原蛋白表达量达到  

3.02 g/L (图 4)。发酵结束后，高压匀浆破碎菌体，

4 °C、10 000 r/min 离心 10 min 得到破碎液上清，

对上清采用超滤浓缩管初步纯化后，使用 0.22 μm

纤维滤膜过滤上清后进行蛋白纯化，经 SDS-PAGE

及 Quantity One 软件分析得出最终类人胶原蛋白纯

度约为 91% (图 5)。 
 

 
 

图 4  类人胶原蛋白 7 L 罐上补料发酵 
Figure 4  Fed-batch fermentation mode for production of 
human-like collagen on a 7 L fermentor 
 

 
 

图 5  类人胶原蛋白 AKTA 纯化液的 SDS-PAGE 分析 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of human-like collagen 
purified solution by AKTA  

注：M：蛋白分子标准；1：pET-28a(+)-kit/BL21 蛋白纯化液. 
Note: M: Protein Marker; 1: pET-28a(+)-kit/BL21 protein 
purification solution. 

2.4  类人胶原蛋白的 N 端测序 

蛋白质 N 端的序列直接影响其整体的生物学

功能。类人胶原蛋白 N 端分析结果为：NH2-Gly-Pro- 

Pro-Gly-Glu-Pro-Gly-Asn-Pro-Gly-Ser-Pro-Gly-Asn-
Gln，与预期蛋白 N 端序列结果一致。 

2.5  类人胶原蛋白的氨基酸分析 

氨基酸分析可以用于测定蛋白质、肽及氨基

酸的含量。氨基酸分析结果如表 1 所示，从表 1

中可以看出，类人胶原蛋白中甘氨酸、脯氨酸及

谷氨酸含量较多，胶原蛋白区别于其他蛋白最主

要的特点是甘氨酸与脯氨酸含量较多，而谷氨酸

含量多的原因则是酸水解技术导致谷氨酰胺转化

为谷氨酸。 

2.6  类人胶原蛋白的质谱分析 

MALDI-TOF-MS 可以准确分析出类人胶原蛋

白的分子量，从图 6 可以看出，类人胶原蛋白实际

分子量为 13 135.0 Da，与理论分子量一致。 

 
表 1  类人胶原蛋白氨基酸分析 
Table 1  Amino acid analysis of human-like collagen 
氨基酸 

Amino acid 

含量 

Content (mg/mL) 

百分比 

Percentage (%) 

Asp 0.27 8.36 

Glu 0.52 16.04 

Ser 0.08 2.51 

His 0.06 1.84 

Gly 1.28 39.27 

Thr 0.15 4.57 

Ala 0.05 1.54 

Met 0.05 1.46 

Lys 0.09 2.85 

Pro 0.70 21.56 

Arg − − 

Tyr − − 

Cys − − 

Val − − 

Phe − − 

Ile − − 

Leu − − 

总计 Total 3.26 100.00 

注：−：未检出. 
Note: −: Not checked out. 
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图 6  类人胶原蛋白 MALDI-TOF-MS 分析 
Figure 6  MALDI-TOF-MS analysis of human-like 
collagen 
 

2.7  类人胶原蛋白的圆二色谱分析 

天然胶原蛋白的圆二色谱特征一般是在 197 nm

处有一个负吸收峰，在 225 nm 处有一个微弱的正

吸收峰，吸收峰位置会随着氨基酸的长度和序列的

变化而偏移[18]。由图 7 可知，制备的类人胶原蛋白

符合天然胶原蛋白谱图特征。 

3  讨论与结论 

重组胶原蛋白具备极好的生物兼容性及生物

活性，已广泛应用于生物及医药领域。Guo 等利用

类人胶原蛋白 HLC 与转谷氨酰胺酶(transglutaminase，

TG)交联得到可承载碱性成纤维细胞生长因子

(basic fibroblast growth factor，bFGF)的水凝胶，实

验证明 HLC/TG 水凝胶对 bFGF 和细胞具有良好的

生物相容性[19]；马淑骅等证明重组人源胶原蛋白可

以修复激光受损的小鼠皮肤[20]；江山聚源生物科技 

 

 
 

图 7  类人胶原蛋白圆二色谱分析 
Figure 7  CD analysis of human-like collagen 

有限公司已将重组胶原蛋白应用于美容化妆品、营

养保健品及医疗器械等方面[21]。 

鉴于胶原蛋白所具备的优良特性和应用价

值，同时为避免动物来源产品的高风险，重组人

胶原蛋白的发酵制备受到了广泛关注，至今已有

20 多年的研究历史。早在 1999 年，Toman 等将

37 kb 的胶原蛋白基因片段和 αS1-乳腺酪蛋白特

异性启动子基因片段共同转化入小鼠分泌型乳

腺，生产出 8 mg/mL 人 I 型胶原蛋白[22]；日本广

岛大学的 Adachi 等把人 I 型胶原蛋白基因转入至

蚕细胞中，通过蚕的绢丝腺同时分泌人胶原蛋白

与绢丝蛋白，但其人胶原蛋白表达量只有 1%左

右，长度只占人胶原蛋白长度的 1/5[23]；Tang 等

在大肠杆菌中成功表达一段类人胶原蛋白基因，

最终产量为 0.26 g/L[24]。 

为了进一步提高重组人胶原蛋白的表达量及

纯度，近年来不同的发酵、基因工程及制备策略已

被采用。范代娣等将人 II 型胶原蛋白基因片段拼接

后转化至大肠杆菌中，通过高密度发酵得到 29.4%

的胶原蛋白[25]；南京理工大学的高立虎通过基因串

联技术构建了六串联体 III 型类人胶原蛋白提高表

达量[1]；王晓军等将类人胶原蛋白发酵液依次经

DEAE-52 和 Sephadex G-100 柱层析分离纯化后，

最终的产物纯度可以达到 98%[26]。 

本论文通过基因工程技术，设计类人胶原蛋白

基因 kit 并在 E. coli 中获得了成功表达，通过发酵

罐上的扩大培养，III 型类人胶原蛋白的产量可以达

到 3.02 g/L，通过超滤初纯及亲和层析，最终得到

了纯度约为 91%的类人胶原蛋白。通过 N 端测序、

氨基酸分析、质谱分析及圆二色谱分析表征类人

胶原蛋白，实验证明类人胶原蛋白成功表达。然

而本研究所制备的类人胶原蛋白的产量及纯度仍

有提升空间，未来可通过发酵优化、基因串联及

多步纯化的方法有望获得产量和纯度更高、分子

量及用途不同的类人胶原蛋白，将进一步提升其

工业应用价值。 
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