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工业生物技术                                                              

鲨肝刺激物质类似物在大肠杆菌中的高密度发酵 

叶波平, 潘征, 李怀标, 王颖, 郑珩, 吴梧桐 
中国药科大学生命科学与技术学院, 南京 210009 

摘  要: 为建立重组鲨肝刺激物类似物(r-sHSA)的高密度发酵方法, 本研究在利用单因素实验和均匀设计实验优化摇

瓶发酵培养基的组成和浓度以及诱导剂(IPTG)浓度的基础上, 利用 5 L 发酵罐进行了放大试验, 探讨了补料方式、补料

培养基的组成和浓度、诱导剂加入时间和诱导后菌体的收获时间对工程菌生物量和 r-sHSA 产量的影响。结果表明: 在

改良 LB 培养基 (0.97% 甘油 , 0.91% 酵母粉 , 0.72%胰蛋白胨 , 0.782% KH2PO4, 0.267% K2HPO4·3H2O, 0.062% 

MgSO4·7H2O, 0.5% NaCl, pH 7.0)中, 当 pH 控制在 7.0、溶氧浓度为 25%~30%的前提下, 采用指数补料方式加入优化后

的补料培养基(620 g/L 甘油, 94.8 g/L 胰蛋白胨, 3.3 mL/L 微量元素, 7.5 g/L MgSO4·7H2O)进行培养, 在工程菌的 OD600

达到 23 时, 加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导 6 h 后收获菌体, 菌体的生物量可达(123.27±1.184) g/L, r-sHSA 产量

为(2.662±0.041) g/L, 比优化前提高了 13.7 倍。 

关键词 : 重组鲨肝刺激物质类似物 , 高密度发酵 , 均匀设计 , 生物量 , 表达量  

High cell-density fermentation of shark hepatical stimulator 
analogue in Escherichia coli 

Boping Ye, Zheng Pan, Huaibiao Li, Ying Wang, Heng Zheng, and Wutong Wu 

School of Life Science and Technology, China Pharmaceutical University, Nanjing 210009, China 

Abstract: The potential effects of recombinant shark hepatical stimulator analogue (r-sHSA) in liver disease have been revealed in 
our previous studies. In order to further evaluate its clinic application, we carried out high cell-density fermentation in 5 L fermentor 
to get enough products. Based on the trials in shaking flask, we optimized the parameters for 5 L fermentor, including medium 
composition, medium supplement, inducer concentration and induction time, etc. In detail, the improved LB medium (0.97% glycerol, 
0.91% yeast extract, 0.72% tryptone, 0.782% KH2PO4, 0.267% K2HPO4·3H2O, 0.062% MgSO4·7H2O, 0.5% NaCl, pH 7.0) is chosen 
to cultivate the engineering bacteria with the constant fermentation condition (pH 7.0, and the dissolved oxygen concentration is 
about 25%−30%). When bacterial culture reaches exponential phase, the modified feeding medium (620 g/L glycerol, 94.8 g/L 
tryptone, 3.3 mL/L trace elements, and 7.5 g/L MgSO4·7H2O) is then supplied through the method of exponential fed-batch mode. 
After the optical density (OD600) of engineering bacterial culture reaches to 23, the ultimately concentration of 0.5 mmol/L IPTG is 
added to induce the expression of r-sHSA for 6 h. Results show that the amount of r-sHSA production is (2.662±0.041) g/L, which is 
about 13.7 folds of the one optimized before. 
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重组鲨肝刺激物类似物 (Recombinant shark 

hepatical stimulator analogue, r-sHSA)是本实验室从

条纹斑竹鲨鱼(Cihiloscyllium plagiosum)肝脏中克隆

到的一个功能基因片段 [1]的原核表达产物, 低浓度

r-sHSA 具有刺激肝癌细胞株增殖的活性[2], 对 CCl4

诱导的急性肝损伤小鼠具有明显的降酶保肝作用[3], 

并可通过抑制转化生长因子(TGF-β1)的表达以及降

低肝组织中细胞外基质(ECM)的蓄积起到明显的降

酶保肝作用 , 具有开发成抗肝纤维化药物的潜力 , 

目 前 已 申 请 国 家 发 明 专 利 ( 专 利 公 开 号 : 

CN101041066), 正在开展将其开发成抗肝纤维化药

物的临床前研究工作。 

建立稳定的 r-sHSA发酵工艺, 制备合格的原料

药中试产品是开展将 r-sHSA 开发成抗肝纤维化药

物临床前研究工作的前提。基于均匀设计法的“均

匀分散, 整齐可比”优点以及在多因素多水平实验

条件优化方面的高效率特点 [4], 本研究考查了培养

基组成、诱导剂的浓度以及补料方式和补料培养基

的成分等对 r-sHSA 工程菌发酵以及重组产物产量

的影响, 建立了稳定的发酵工艺, 为后续对 r-sHSA

的开发奠定了一个良好的工作基础, 并为原核表达

的基因工程类产品的生产和制备提供了有益的参照。 

1  材料与方法 

1.1  工程菌、培养基、试剂及主要仪器 
基因工程菌 E. coli BL21/pET28a-sHSA由本实

验室构建, 甘油管中−70oC保存。 

Luria-Bertani(LB)培养基 (W/V): 1% 胰蛋白胨 , 

0.5% 酵母粉, 1% NaCl (pH 7.0)。分批发酵培养基

(W/V): 0.97% 甘油, 0.91% 酵母粉, 0.72% 胰蛋白胨, 
0.782% KH2PO4, 0.267% K2HPO4·3H2O, 0.062% 
MgSO4·7H2O, 0.5% NaCl(pH 7.0)。初始补料培养基 

(W/V): 15.7% 甘 油 , 10% 胰 蛋 白 胨 , 0.75% 

MgSO4·7H2O。微量元素母液: 0.91 g/L CoCl2·6H2O,  
5.5 g/L MnCl2·4H2O, 0.91 g/L CuCl2·2H2O, 1.1 g/L 
H3BO3, 0.91 g/L Na2MnO4·2H2O, 8.2 g/L ZnSO4·7H2O, 
14.5 g/L FeSO4·7H2O, 1.8 g/L CaCl2。 

胰蛋白胨和酵母提取物为 Oxoid 公司产品; 丙

烯酰胺、双叉丙烯酰胺为 BBI 公司产品; 卡那霉素

(Kan)和异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)为Amresco

公司产品; 考马斯亮兰蛋白测定试剂盒购自南京建

成生物工程研究所, 其余试剂均为国产分析纯。 

L-1523型自动发酵罐(5 L)购自瑞士比欧公司。 

1.2  种子培养 
将在−70oC、15%甘油中保存的工程菌株接种于 

LB平板上, 37oC培养 12 h。在平板上挑取单菌落, 接

种到 LB斜面, 于 37oC再活化 12 h。从斜面中挑取

单菌落 , 接种到 20 mL LB 液体培养基中 (含      

50 μg/mL卡那霉素), 37oC、200 r/min 摇床中培养

12 h, 使菌体 OD600达到 3.2~3.5 之间, 作为一级种

子液。将一级种子液以 0.5%(750 μL)接种到装有 

150 mL LB 液体培养基(含 50 μg/mL 卡那霉素)的

500 mL三角瓶中, 在 37oC、200 r/min 条件下培养

10 h, 当其 OD600达到 3.8~4.1 之间时作为二级种子

液。 

1.3  摇瓶发酵初始条件 
将一级种子液以 2%(V/V)接种到装有 50 mL LB

液体培养基(含 50 μg/mL卡那霉素)的 250 mL三角

瓶中。在 37oC、200 r/min条件下培养至菌体 OD600

为 1.0时加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG诱导 6 h

后收集菌体, 测定 r-sHSA表达量和菌体湿重。 

1.4  外加碳源的优化 
在 LB 液体培养基中分别加入 0.4%的葡萄糖、

甘油或蔗糖, 按 1.3 的方法分析诱导后重组蛋白表

达量和测定菌体湿重, 实验重复 6 次, 用软件数据

处理系统(DPS7.05)的多元方差分析处理结果。 

1.5  外加无机氮源的优化 
在 LB 液体培养基中分别加入 0.2%的硫酸铵或

硝酸钾, 按 1.3 的方法分析诱导后重组蛋白表达量

和测定菌体湿重, 实验重复 6 次, 用软件数据处理

系统(DPS7.05)的多元方差分析处理结果。 

1.6  无机盐的均匀设计 
在 LB液体培养基中添加MgSO4·7H2O、KH2PO4

和 K2HPO4·3H2O这 3种无机盐, 使用 DPS7.05对这

3种无机盐和 LB中原有的 NaCl设计 4因素 3水平

的混合水平的均匀试验 U9(34), 因素水平见表 1。按
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1.3 的方法分析诱导后菌体湿重和重组蛋白表达量, 

实验重复 3次。用 DPS(7.05)分析结果, 建立回归方

程, 求得优化条件。 

1.7  碳/氮比的均匀设计 
在确定无机盐的组成和浓度基础上 , 使用

DPS7.05 对优化培养基中的蛋白胨、酵母提取物和

甘油设计 3因素 3水平的混合水平的均匀试验U6(33), 

因素水平见表 2。按 1.3的方法分析诱导后菌体湿重

和重组蛋白表达量, 实验重复 3次。用 DPS(7.05)建

立回归方程, 求得优化条件。 

表 1  无机盐优化的水平和因素 
Table 1  Factors and levels of experiment for inorganic salts 

Factors Level 1 Level 2 Level 3 

X1 (NaCl, g/L) 5 10 15 

X2 (MgSO4·7H2O, g/L) 0.25 0.5 1 

X3 (KH2PO4, g/L) 2 4 8 

X4 (K2HPO4·3H2O, g/L) 2 4 8 

 

表 2  碳/氮比优化的水平和因素 
Table 2  Factors and levels of experiment for carbon- 
nitrogen ratio 

Factors Level 1 Level 2 Level 3

Z1 (Glycerol, g/L) 5 10 20 

Z2 (Yeast extract, g/L) 2.5 5 10 

Z3 (Tryptone, g/L) 5 10 20 
 

1.8  IPTG 浓度的确定 
在确定培养基的组成后, 按 1.3 的方法培养工程

菌至菌体 OD600达到 1.0时, 分别加入 0.25、0.5、0.75、

1.0 mmol/L的 IPTG诱导 6 h, 测定菌体 r-sHSA表达量。 

1.9  高密度发酵条件优化 
将优化后的培养基在 5 L 发酵罐中进行放大实

验。发酵总体积为 3.5 L, 将 1.2 中的二级种子液以

5%接种量接入发酵罐中(含 50 mg/L 卡那霉素)。发

酵过程中用 25%(V/V)氨水和 40%(V/V)磷酸维持发

酵液的 pH 在 7.0 左右; 调节通气量和转速, 使溶氧

保持在 25%~30%。每小时取样测定菌体密度。当

OD600 达到最大 OD 值的 1/3 处时加入终浓度为     

0.5 mmol/L的 IPTG诱导, 直至菌体 OD值不再增加

或补料结束为止, 测定菌体湿重和重组蛋白浓度。 

1.9.1  补料方式的选择 

发酵 3 h 40 min后开始补料, 补料体积为 500 mL, 

补料量以甘油浓度来计算, 分别以恒速和指数补料

流加。恒速补料速度为 4.5 mL/min; 指数补料速度

根据公式[5]: F=(uX0V0/YSF)eut 控制流加速度, 其中: 

F为培养基流速; u为比生长速率, 控制在 0.3左右; 

V0为补料时发酵液体积, 本研究中设置为 3 L; Y为

菌体对底物的得率系数, 为 0.43[6]; X0为补料开始时

菌体浓度, 设置为 4 g; SF为甘油浓度(g/L); t为补料

时间(h)。根据甘油的浓度计算每小时的流量。 

1.9.2  补料培养基的优化 

先对补料液中的碳源、氮源和微量元素的浓度

进行单因素优化, 再设计 3 因素 3 水平的混合水平

的均匀实验 U6(33), 以确定补料培养基的成分和浓

度。在本研究中, 当菌体 OD600达到 16 时, 加入终

浓度为 0.5 mmol/L的 IPTG诱导 6 h后, 测定菌体的

生物量和 r-sHSA的表达量。 

1.9.3  IPTG诱导条件的优化 

当菌体 OD600达到 23、28 和 35 时分别加入终

浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG 进行诱导, 直至补料结

束。在 IPTG加入后, 每隔 1 h时取样 1次至补料结

束, 测定菌体 OD600和重组蛋白浓度。 

1.10  菌体生物量和重组产物的产量计算 
菌体密度 OD600测定: 取 1 mL发酵液, 稀释至

适当倍数, 于 600 nm波长处测定吸光值。 

菌体湿重测定: 菌液以 6000 r/min离心 10 min

后, 收集沉淀, 晾干后测重。 

r-sHSA 表达量的测定: 表达产物的 SDS-PAGE 

(12%)电泳检测参照文献[7], 用 Bio-Rad凝胶成像仪

扫描成像分析结果。 

r-sHSA产量测定: r-sHSA产量(g/L)＝总蛋白浓

度×表达量×每升菌体湿重×菌体稀释倍数。总蛋白浓

度测定采用考马斯亮蓝法, 按照南京建成生物工程

研究所提供的试剂盒说明书进行。 

2  结果 

2.1  摇瓶发酵条件下的培养基组成 
2.1.1  外加碳源对工程菌的生长及 r-sHSA表达量的

影响 

与 LB液体培养基相比, 本研究中添加的 3种碳

源(0.4%的葡萄糖、甘油或蔗糖)均能促进工程菌的

生长, 其中 0.4%的葡萄糖和 0.4%的甘油能显著提高
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工程菌的生物量和 r-sHSA的表达量(P<0.001), 并以

0.4%甘油为碳源的 LB 液体培养基为最佳(表 3), 故

在后续的发酵中加入 0.4%的甘油。 

2.1.2  外加无机氮源的优化 

与 LB液体培养基相比, 本研究中添加的 2种氮

源(0.2%硫酸铵或硝酸钾)对工程菌生物量的增加以

及 r-sHSA 的表达无明显的改善(表 4), 故确定在后

续的发酵过程中不添加无机氮源。 

表 3  碳源对工程菌生物量及 r-sHSA 表达量的影响 
Table 3  Effect of carbon sources on the biomass of 
engineering bacteria and r-sHSA expression level 

Carbon sources Biomass (g/L) Expression level (%)

LB 6.52±0.24 22.47±0.34 

LB+0.4% glucose 7.92±0.51** 23.75±0.65** 

LB+0.4% sucrose 6.92±0.32 23.67±0.40 

LB+0.4% glycerol 8.31±0.58** 24.08±0.51** 

F-value 22.4155 12.4578 

P 0.0001 0.0001 
** P<0.001, vs LB. 

表 4  无机氮源对工程菌生物量及 r-sHSA 表达量的影响 
Table 4  Effect of inorganic nitrogen sources on the 
biomass of engineering bacteria and r-sHSA expression level 

Inorganic sources Biomass (g/L) Expression level (%)

LB 6.49±0.25 22.30±1.17 

LB＋0.2% (NH4)2SO4 6.45±0.30 22.00±1.69 

LB＋0.2% KNO3 6.49±0.25 22.20±1.25 

F-value 0.036 0.0726 

P 0.9647 0.9303 
 

2.1.3  无机盐优化结果 

按表 5 的均匀设计方案 , 考察了 NaCl(X1)、

MgSO4·7H2O(X2)、KH2PO4(X3)和 K2HPO4·3H2O(X4)

这 4 种无机盐对工程菌生长和 r-sHSA 表达的影响, 

以菌体湿重和 r-sHSA 表达量之积(Yt)作为回归方程的

分析指标。利用 DPS(7.05)对获得的数据进行二次多项

式逐步分析后得出回归方程为 : Y=174.3975+ 

98.8663X2+14.1456X3+0.0736X1X1−75.3561X2X2−0.7466X3X3

−0.4048X1X3−0.7210X2X3, 回归方程的相关系数
R=0.9994, F=118.0384, p=0.0708, S=0.7369, 
F>F7,1(0.1)=58.9000, F检验通过(α=0.1)。软件的理论

优化值如下: 当 X1=5.00、X2=0.62、X3=7.82、X4=2.67

时, Ymax= 254.211。 

按上述优化条件重复 3 次实验, 获得的 Yt的平

均值为 254.82, 与理论值接近。 

2.1.4  碳氮比优化结果 

在确定培养基无机盐组分的基础上 , 对甘油

(Z1)、酵母提取物(Z2)和胰蛋白胨(Z3)进行了优化, 按

表 6 的均匀设计方案制备培养基考察了它们对工程

菌的生物量和 r-sHSA表达量的影响。以菌体湿重和

重组蛋白表达量之积(Yt)作为回归方程的分析指标, 

利用 DPS(7.05)对获得的数据进行分析后得出回归

方程为 : Y=235.2400+6.9811Z2−0.4038Z2Z2−0.0158Z3Z3+ 

0.0339Z2Z3, 回归方程的相关系数 R=0.9999, F= 
1530.2116, S=0.2355, p=0.0192, F>F4,1(0.01)= 
563.0000, F检验通过(α=0.01)。 

在上述回归方程中, Z1(蛋白胨)并未列入方程中, 

这可能是由于蛋白胨和酵母粉都可以作为氮源, 在计

算时可能是作为一个整体进行的, 但在计算结果中给

出了蛋白胨的配比 , 理论优化值如下 : 当 Z1=7.2, 

Z2=9.1, Z3=9.7时, Ymax=266.833。按上述优化条件重复

3次实验, 获得 Yt的平均值为 272.694, 比理论值略高。 

表 5  无机盐对工程菌生物量及 r-sHSA 表达量的影响 
Table 5  Effect of inorganic salts on the biomass of engineering bacteria and r-sHSA expression level 

Trial No. X1 X2 X3 X4 Expression level (%) Y1 Biomass (g/L) Y2 Yt 

1 10 1 8 8 24.50 9.49 232.572 

2 5 0.5 2 8 24.37 9.35 227.775 

3 15 1 2 4 24.97 9.06 226.147 

4 15 0.25 4 8 24.90 9.28 230.957 

5 10 0.25 2 2 25.10 8.70 218.261 

6 5 1 4 2 24.40 9.57 233.391 

7 10 0.5 4 4 24.43 9.78 239.022 

8 5 0.25 8 4 24.40 10.00 244.000 

9 15 0.5 8 2 24.80 9.49 235.420 
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2.2  IPTG 诱导浓度的选择 
根据 2.1 的优化的结果, 确定了工程菌培养的

改良 LB培养基组成(W/V): 0.97% 甘油, 0.91% 酵母

粉 , 0.72% 胰蛋白胨 , 0.782% KH2PO4, 0.267% 
K2HPO4·3H2O, 0.062% MgSO4·7H2O, 0.5% NaCl, pH 
7.0。与 LB培养基相比, 工程菌在改良 LB培养基中 

生长时的对数生长期明显延长(图 1A)。在改良 LB
培养基中, 当菌体 OD600达到 1.0时, 分别加入终浓度
为 0.25、0.5、0.75、1.0 mmol/L的 IPTG诱导 6 h后, 测
定 r-sHSA表达量, 发现当 IPTG终浓度为 0.5 mmol/L
时, r-sHSA的表达量最高(图 2B), 故确定 IPTG的诱导
浓度为 0.5 mmol/L。 

表 6  碳氮比对工程菌生物量及 r-sHSA 表达量的影响 
Table 6  Effect of carbon-nitrogen ratio on the biomass of engineering bacteria and r-sHSA expression level 

Trial No. Z1 Z2 Z3 Expression level (%) Y1 Biomass (g/L) Y2 Yt 

1 20 2.5 5 25.77 9.71 250.198 

2 10 5 10 26.00 10.00 260.000 

3 5 2.5 20 26.07 9.42 245.556 

4 10 5 10 26.03 10.00 260.333 

5 5 10 5 25.67 10.36 265.966 

6 20 10 20 25.77 10.29 265.135 

 
图 1  工程菌在 LB 和改良 LB 培养基中的生长曲线(A)及不同浓度 IPTG 诱导下的 r-sHSA 表达量(B) 
Fig. 1  Growth curve of the engineering bacteria in LB and improved LB (A) and the expression level of r-sHSA induced by 
different concentration of IPTG (B). 
 

2.3  补料方式的选择 
在摇瓶发酵条件优化的基础上, 本研究进一步

考察了恒速和指数 2 种补料方式对工程菌在 5 L 发

酵罐中发酵时生物量及 r-sHSA表达量的影响, 结果

显示: 在发酵过程中采用流加补料方式补充培养基

可明显提高工程菌的生物量和 r-sHSA的产量(表 7), 

故确定在后续的发酵过程中采用指数补料的方式流

加培养基。 

2.4  补料培养基的单因素优化 
在确定指数补料方式后, 对补料培养基中的碳

源(甘油)设置 3个浓度(620、550、480 g/L)进行了单因

素试验。结果表明: 当甘油浓度为 550 g/L时工程菌的

生物量和 r-sHSA的产量相对最高(表 8)。 

将初始补料培养基的甘油浓度设置为 550 g/L, 

对 3种浓度的胰蛋白胨(100、80和 60 g/L)进行了单因

素实验。结果表明: 当胰蛋白胨为 100 g/L时工程菌的

生物量和 r-sHSA的产量相对最高(表 9)。 

表 7  分批发酵和补料分批发酵对 r-sHSA 产量的影响 
Table 7  Effect of fed-batch and batch fermentation on 
r-sHSA production 

Feeding 
pattern 

Biomass
(g/L) 

Expression 
level (%) 

r-sHSA concentration
(g/L) 

Constant 40.5 24.1 0.561 

Exponent 60.11 24.7 0.987 

No feeding 19.43 23.2 0.194 
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将初始补料培养基的甘油和胰蛋白胨分别设置

为 550 g/L和 100 g/L, 考察了微量元素对工程菌生

长及 r-sHSA 表达的影响(表 10), 结果表明: 添加微

量元素尽管在一定程度上可以降低 r-sHSA 的表达

量, 但可明显提高工程菌的生物量(与表 8 和表 9 中

的数据相比), 从而最终提高 r-sHSA的产量。 

表 8  甘油浓度对 r-sHSA 产量的影响 
Table 8  Effect of the glycerol concentration on r-sHSA 
production 

Glycerol 
(g/L) 

Biomass 
(g/L) 

Expression 
level (%) 

r-sHSA concentration 
(g/L) 

620 80.26 24.5 1.671 

550 80.49 24.3 1.715 

480 77.62 24.3 1.376 
 

表 9  胰蛋白胨浓度对 r-sHSA 产量的影响 
Table 9  Effect of the tryptone concentration on r-sHSA 
production 

Tryptone 
(g/L) 

Biomass 
(g/L) 

Expression level 
(%) 

r-sHSA concentration
(g/L) 

100 80.72 24.1 1.704 

80 80.46 24.2 1.694 

60 77.22 24.1 1.530 
 

表 10  微量元素浓度对 r-sHSA 产量的影响 
Table 10  Effect of the tracemetals concentration on r-sHSA 
production 

Tracemetals 
(mL/L) 

Biomass 
(g/L) 

Expression level 
(%) 

r-sHSA concentration
(g/L) 

2 115.90 22.6 2.364 

3 118.54 23.1 2.375 

4 120.66 22.3 2.380 

 
在上述工作的基础上, 利用 U6(33)均匀设计方

案安排 6 次试验考察了甘油(T1)、胰蛋白胨(T2)和微

量元素(T3)对工程菌生长和 r-sHSA 表达的影响。在

菌体 OD600达到 23时加入 0.5 mmol/L IPTG(终浓度)

诱导 6 h后收集菌体, 测得 r-sHSA产量(表 11)作为

回归方程的分析指标。将获得的数据取平均值后 , 

应 用 DPS(7.05) 进 行 分 析 得 出 回 归 方 程 为

Y=0.643500+0.031564T2−0.000208T2T2+0.000013T1T2, 
回 归 方 程 的 相 关 系 数 为 R=0.9570, F=7.2573, 

S=0.0585, p=0.1235, F>F3,2(0.25)=3.1500, F 检验通

过(α=0.25)。 

在回归方程中, 微量元素(T3)没有列入方程, 说

明其浓度为 2 mL/L 以上时对工程菌生长和 r-sHSA

表达的影响很小。根据回归方程, 利用软件获得的

理论优化值如下: 当 T1=620,  T2=94.8, T3=3.3 时, 

Ymax=2.5106。 

按照优化的补料培养基(甘油 620 g/L, 胰蛋白

胨 94.8 g/L, 微量元素 3.3 mL/L, MgSO4·7H2O 7.5 g/L)

进行了实验验证, 获得的菌体生物量为 124.1 g/L, 

r-sHSA的产量达到了 2.657 g/L。 

2.5  IPTG 诱导条件 
在 5 L发酵罐中 , 用优化后的补料培养基指数

流加培养 , 在菌体 OD600为 23、28 和 35 时分别加

入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG 诱导至补料结束

(分别诱导了 6 h、5 h和 4 h)。结果发现: 当 OD600

为 23时, r-sHSA的产量达到最高, 为 2.657 g/L (表

12)。  

在 OD600为 23 时 , 加入终浓度为 0.5 mmol/L

的 IPTG, 每隔 1 h 取样 1 次至补料结束 , 结果证

明诱导 6 h时后的菌体生物量和产量是最高的(图

2)。  

表 11  补料培养基组成及浓度对 r-sHSA 产量的影响 
Table 11  Effect of the feeding medium’s composition and concentration on r-sHSA production 

Trial No. T1 T2 T3 Biomass (g/L) Expression level (%) r-sHSA concentration (g/L) 

1 550 80 3 118.54 22.3 2.453 

2 480 60 4 113.05 21.4 2.152 

3 480 100 2 115.15 22.4 2.328 

4 620 100 4 122.67 22.5 2.504 

5 550 80 3 119.27 21.0 2.336 

6 620 60 2 116.11 21.5 2.261 
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表 12  诱导时间对 r-sHSA 产量的影响 
Table 12  Effect of the induction time on r-sHSA production 

OD600 23 28 35 

Expression level (%) 24.1 23.8 24.1 

Biomass (g/L) 124.10 122.27 124.47 

r-sHSA concentration (g/L) 2.657 2.522 2.608 

 

图 2  工程菌在改良 LB 培养基中发酵时添加优化的补料

液情况下的生长曲线及诱导不同时间的 r-sHSA 表达量 
Fig. 2  Growth curve of the engineering bacteria cultured in 
improved LB medium with the optimized feeding medium and 
the expression level of r-sHSA on different time. 
 

2.6  优化前后工程菌的生物量和表达量的变化 
按照上述优化后的发酵条件, 在 5 L 发酵罐中

对工程菌进行了培养和诱导, 5次重复实验的结果具

有良好的稳定性(表 13)。与优化前(表 7 分批发酵)

相比, 工程菌的生物量和 r-sHSA的产量有了明显的

提高, 其中 r-sHSA的产量提高了 13.7倍左右。 

表 13  工程菌在优化发酵条件下的稳定性试验 
Table 13  Stabilized experiment of the engineering bacteria 
under the modified fermentation condition 

Trial No. Biomass 
(g/L) 

Expression 
level (%) 

r-sHSA 
concentration (g/L) 

1 121.95 24.1 2.729 

2 122.89 24.3 2.628 

3 122.47 23.9 2.642 

4 124.56 23.8 2.675 

5 124.46 24.1 2.638 

X±SD 123.27±1.184 24.04±0.195 2.662±0.041 
 

3  讨论 

尽管已建立多种基于真核表达模式的基因工程

类产品生产的策略, 但原核表达体系在一些表达产

物无需经翻译后修饰的产品的生长过程中, 仍因其

简便、生长周期相对较短以及成本较低的优点而受

到各方面的重视[8], 在工业生产中得到广泛的应用。 

基因工程类产品的发酵生产受到碳源、氮源、

pH、溶氧量、诱导剂以及补料控制等多种因素的影

响, 优化培养基的组成和培养条件, 将在很大程度

上提高产品的表达量, 降低培养成本。在本研究中, 

基于常规的 LB 培养基虽然营养丰富但缺乏能被细

菌快速利用碳源的特点, 比较了添加不同碳源下的

工程菌生长及重组产物的表达情况, 结果证明: 在

LB 中添加甘油能显著提高工程菌的生物量及

r-sHSA 的产量, 其原因可能与使用甘油作为碳源时

可以在很大程度上减少有害代谢产物乙酸的积累[9]

有关, 而当添加葡萄糖为碳源进行发酵培养时, 将

由于产生大量的乙酸而抑制菌体的生长, 降低重组

蛋白的产量[10-11]。 

在工程菌的高密度发酵过程中, 无机盐的种类

和含量对细胞的生长和重组产物的表达也有很大的

影响, 如: 过低的磷酸盐将导致培养菌体的密度低, 

而浓度过高时, 早期菌体生长旺盛, 容易使得菌体

因过早衰老死亡而降低工程菌的生物量[12]; 镁离子

则是许多酶系的辅助因子或激动剂, 参与了生命活

动的各个过程, 因此适当添加镁离子将在一定程度

上改善工程菌的生长[13]。在本研究中, 当在常规的

LB培养基中添加一定浓度的磷酸盐和硫酸镁后, 工

程菌的生物量和 r-sHSA的产量均有了明显的提高。 

在工程菌的发酵生产过程中, 补料分批发酵方

式因可以增加菌体密度、延长产物合成周期和降低

有害副产物[14]而被广泛应用于一些重组产物的发酵

工艺中[15]。在分批补料发酵时, 流加培养基的方式

在避免代谢溢流、溶氧限制、有害物质的积累以及

获得高密度的细胞和较高的生产力过程中起着至关

重要的作用[9]。本研究比较了恒速补料和指数补料

这 2 种常见的补料方式对工程菌生长的影响, 结果

证明指数补料方式优于恒速补料方式, 其原因可能

与前者能使菌体在所需比生长速率下生长时有害副

产物乙酸的大量产生有关[16], 因而指数补料更适合

工程菌的高密度发酵。补料培养基的组成和浓度对

发酵结果也有较大影响[17], 当碳源和氮源等满足菌
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体的生长后, 微量元素则会成限制性因子 [18], 通过

在培养过程中加入微量元素, 则能明显提高发酵产

量。为此, 本研究通过在补料培养基中添加适量的

微量元素, 使工程菌的生物量和 r-sHSA的产量有了

明显的提高。 

总之, 本研究通过对工程菌发酵培养基的组成

以及相关培养条件的优化, 初步建立了适合 r-sHSA

生产的工艺。与优化前相比, 优化后的 r-sHSA的产

量高达(2.662 ± 0.041) g/L, 比优化前提高了 13.7倍

左右, 已经能够满足后续的中试产品生长的需要。

但是鉴于工程菌在不同的生长阶段(如指数生长期

和平台期等)对营养成分的需求有所不同, 因此, 进

一步优化工程菌不同生长阶段时补料培养基的组成, 

将可能在一定程度上提高工程菌的生物量以及重组

产物的表达量, 相关的工作值得进一步探讨。 
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