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［摘要］ 对产融合蛋白 ＡＧ 的重组大肠杆菌 ＢＬ２１（ ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ｒＰＡＧ 进行发酵优化以提高其表达量。
从筛选后的 ＴＢ 培养基出发， 通过单因素实验对 ＴＢ 培养基的组分和摇瓶发酵的培养条件进行优化， 确定了

最适的培养基组分， 即酵母浸粉为 ２４ ｇ ／ Ｌ、 大豆蛋白胨为 １２ ｇ ／ Ｌ、 蔗糖为 ８ ｇ ／ Ｌ、 ＫＨ２ ＰＯ４ 为 ２􀆰 ３１ ｇ ／ Ｌ、
Ｋ２ ＨＰＯ４为 １２􀆰 ５４ ｇ ／ Ｌ。 在此基础上， 利用单因素实验获得了最佳的培养条件， 即培养基初始 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０、
接种量为 ５％ 、 装液量为 ４０％ 、 菌液 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８ 时加入 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ、 ３０ ℃诱导发酵 ８ ｈ。 优化培养

基组分和发酵条件后， 重组大肠杆菌的 Ａ（６００） 值是优化前的 ３􀆰 ５８ 倍， 融合蛋白 ＡＧ 相对含量是优化前的

２􀆰 ９２ 倍。 在 ３０ Ｌ 发酵罐进行初步放大验证， 诱导发酵 ８ ｈ 后， 融合蛋白 ＡＧ 相对含量最高， Ａ（６００） 值最高

达 ８􀆰 ６８８， 湿质量达到 １８􀆰 ５６ ｇ ／ Ｌ。
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０　 引言
随着生物医药行业的发展， 单克隆抗体被广泛应用于酶联免疫吸附实验等医学诊断技术［１⁃２］ 和抗

原纯化层析技术［３］ ， 占据了生物制药产品大部分市场份额［４］ 。 近年来， 抗体细胞培养效价的显著提

高使上游加工不再是抗体制造的瓶颈， 追求高通量的下游加工逐渐成为降低生产成本的迫切需求。 在

抗体下游纯化工艺中， 亲和层析是一种高选择性、 高效率和便捷的技术［５］ 。 细菌蛋白类亲和层析是

最常用的抗体捕获层析技术， 利用特殊细菌蛋白作为亲和配基以实现抗体的分离纯化［６］ ， 这些细菌

蛋白的层析主要包括金黄色葡萄球菌蛋白 Ａ （ ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ＳＰＡ） 层析、 链球菌蛋白 Ｇ
（ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ， ＳＰＧ） 层析［７］等。 利用基因工程技术将 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 的 ５ 个结合域 （Ｅ、 Ｄ、 Ａ、
Ｂ、 Ｃ） 与 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 的 ３ 个结合域 （Ｃ１、 Ｃ２、 Ｃ３） 重组得到的融合蛋白 ＡＧ （ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＡＧ）
具有更广谱的抗体吸附能力［８］ 。

与单独的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 或 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 相比， 融合蛋白 ＡＧ 既改善了 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 对 ＩｇＧ３ 结合能力弱的缺

陷， 又弥补了 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 无法结合其他类型免疫球蛋白的不足。 重组后的融合蛋白 ＡＧ 理论相对分子质

量为 ５４􀆰 ３８ ｋｕ， 等电点为 ４􀆰 ６２， 与 ＩｇＧ 结合的 ｐＨ 值依赖性较低， 在抗体纯化、 免疫共沉淀和疾病治

疗等领域都具有重要应用价值。 Ｍａｌｉ 等［９］研究发现， 与传统的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 琼脂糖层析介质相比， 利用

融合蛋白 ＡＧ 琼脂糖层析介质纯化肿瘤抑制蛋白 ｐ５３ 的性能更好。 Ｂａｒｗｉｃｋ 等［１０］ 使用融合蛋白 ＡＧ 琼

脂糖磁珠将 ６６１ Ｗ 细胞裂解复合物进行免疫共沉淀， 结果表明， 跨膜受体蛋白 Ｓｉｇ１Ｒ 中存在大量

ＮＲＦ２， 为 ＮＲＦ２ 调节参与 Ｓｉｇ１Ｒ 介导的视网膜神经保护提供了有力支持。 Ｌｉｕ 等［１１］利用融合蛋白 ＡＧ
与高盐浓度下过量 β⁃原纤维制成的薄膜， 结合 ＩｇＧ 分子并通过传统的针刺注射器在体内注射， 将生物

治疗药物集中在病变组织中以实现局部递送， 提高了生物利用度。
当前， 融合蛋白 ＡＧ 存在生产成本高和效率低等问题， 不利于其规模化生产。 对重组大肠杆菌产

融合蛋白 ＡＧ 进行发酵优化可以提高目标蛋白的产量和效率， 减少生产成本。 目前， 利用蛋白表达量

为指标对融合蛋白 ＡＧ 的发酵进行优化的相关研究较少， 对于发酵培养基的筛选和发酵条件优化实验

不多。 因此， 本研究以实验室前期构建表达的重组大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ｒＰＡＧ 为发酵菌株，
筛选发酵培养基， 并研究培养基组分、 培养条件对重组菌株生长和融合蛋白 ＡＧ 表达的影响， 进一步

提高融合蛋白 ＡＧ 的产量， 并在 ３０ Ｌ 发酵罐中进行放大验证， 为融合蛋白 ＡＧ 的大规模发酵生产提供

重要的参考价值。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 菌株

重组大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ｒＰＡＧ 工程菌株为本实验室前期构建和保存。
１􀆰 ２　 培养基

１） ＬＢ 培养基。 胰蛋白胨为 １０ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉为 ５ ｇ ／ Ｌ， ＮａＣｌ 为 １０ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０。
２） ＴＢ 培养基。 胰蛋白胨为 １２ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉为 ２４ ｇ ／ Ｌ， ＫＨ２ ＰＯ４ 为 ２􀆰 ３１ ｇ ／ Ｌ， Ｋ２ ＨＰＯ４ 为

１２􀆰 ５４ ｇ ／ Ｌ， 甘油为 ４ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ６􀆰 ５。
３） ＳＢ 培养基。 胰蛋白胨为 ３２ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉为 ２０ ｇ ／ Ｌ， ＮａＣｌ 为 ５ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０。
４） ２ＹＴ 培养基。 胰蛋白胨为 １６ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉为 １０ ｇ ／ Ｌ， ＮａＣｌ 为 ５ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０。
５） Ｍ９ 培养基。 Ｎａ２ ＰＯ４·７Ｈ２ Ｏ 为 １２􀆰 ８ ｇ ／ Ｌ， ＫＨ２ ＰＯ４ 为 １２􀆰 ８ ｇ ／ Ｌ， ＮａＣｌ 为 ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ， ＮＨ４ Ｃｌ 为

１ ｇ ／ Ｌ， 葡萄糖为 ４ ｇ ／ Ｌ， ＭｇＳＯ４为 ０􀆰 ２４ｇ ／ Ｌ， ＣａＣｌ２为 ０􀆰 ０１１ ｇ ／ Ｌ。
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１􀆰 ３　 主要仪器与试剂

ＵＶ⁃５２００ 型紫外可见分光光度计 （上海元析仪器有限公司）； Ｅｐｏｃｈ２Ｔ 型酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司）； ＪＹ９２⁃ⅡＮ 型超声波细胞粉碎机 （宁波新艺生物科技股份有限公司）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０Ｒ 型台式离

心机 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， Ｃｈｉｎａ）； ３０ Ｌ 发酵罐 （镇江东方生物工程设备技术有限责任公司）； 高速冷冻离心

机 （厦门百萌生物科技有限公司）； 多色荧光凝胶成像仪 （ ＧＥ 医疗器械公司）； ＤＨＰ⁃９０１２２９３２ 型恒

温培养振荡箱 （上海一恒科学仪器有限公司）； 微孔板恒温振荡器 （杭州瑞诚仪器有限公司）。
耐碱蛋白 Ａ 酶联免疫分析试剂盒购自上海恒远生物科技有限公司； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶快速配制试剂

盒购自碧云天生物技术有限公司； 硫酸卡那霉素和异丙基⁃β⁃Ｄ⁃硫代吡喃半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ） 购自北京

索莱宝科技有限公司； 蔗糖、 Ｄ（ － ） ⁃ 果糖、 乳糖、 磷酸氢二钠、 磷酸二氢钠、 咪唑等均为国产分析

纯产品。
１􀆰 ４　 实验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 菌株活化

将保存在 － ８０ ℃的重组大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ｒＰＡＧ 工程菌株在 ＬＢ 固体培养基进行划

线， 在 ３７ ℃恒温培养箱培养 １６ ｈ， 挑取单菌落于 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 （含 ０􀆰 ０５ ｇ ／ Ｌ 卡那霉素， 下

同） 中， ３７ ℃培养 １２ ｈ 作为一级种子液。 将一级种子液按体积分数为 １％ （下同） 接种量接种于 ５０ ｍＬ
ＬＢ 液体培养基中， 在 ３７ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温培养箱中培养 １２ ｈ， 作为二级种子液。
１􀆰 ４􀆰 ２　 发酵培养基筛选

将二级种子液按 １％ 接种量接种于 ３００ ｍＬ 不同液体发酵培养基 （ＬＢ、 ＴＢ、 Ｍ９、 ＳＢ 和 ２ＹＴ， 含

０􀆰 ０５ ｇ ／ Ｌ 卡那霉素） 中， ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ３ ｈ， 而后加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 在 １６ ℃、
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温条件下培养 ６ ｈ。 测定大肠杆菌工程菌株的生物量和融合蛋白 ＡＧ 相对含量， 筛选初始

发酵培养基。
１􀆰 ４􀆰 ３　 重组大肠杆菌的生物量测定

参照郭茹等［１２］的方法， 发酵过程中取菌液样品， 稀释一定倍数后， 使用分光光度计在 ６００ ｎｍ 波

长处测量吸光度值， 测定工程菌株的菌体生物量。
１􀆰 ４􀆰 ４　 融合蛋白 ＡＧ 相对含量的测定

发酵结束后， 将 １５０ ｍＬ 发酵液 ７０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集菌体， 用 ５ ｍＬ 缓冲液 （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４、
３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑， ｐＨ ＝８􀆰 ０） 将菌体重悬， 超声破碎后在 ４ ℃下 １２ ０００ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ，
收集上清液。 耐碱蛋白 Ａ 酶联免疫分析试剂盒 （上海恒远生物科技有限公司） 应用双抗夹心法， 将

抗体包被在微孔板制成固相抗体， 融合蛋白 ＡＧ 样品加入后与固相抗体相结合， 再加入 ＨＲＰ 标记的

二抗结合形成抗体⁃抗原⁃酶标抗体复合物显色， 测定上清液中蛋白 Ａ 的含量水平， 以分析融合蛋白

ＡＧ 的相对含量。 融合蛋白 ＡＧ 相对含量 ＝ （上清液中蛋白 Ａ 浓度 ／ 单因素优化条件下蛋白 Ａ 最高浓

度） × １００％ 。 培养基及发酵优化前后分别取 ３０ μＬ 上清液进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ， 凝胶染色后， 分析融合

蛋白的表达量。
１􀆰 ４􀆰 ５　 培养基组分的优化

以工程菌的生物量和融合蛋白 ＡＧ 的相对含量为指标， 在初始发酵培养基的基础上优化培养基组

分， 包括不同碳源种类 （甘油、 葡萄糖、 果糖、 蔗糖和乳糖）， 并对最适碳源的添加量 （２、 ４、 ６、 ８、
１０ ｇ ／ Ｌ） 进行优化。 在碳源优化的基础上， 优化氮源种类 （胰蛋白胨、 大豆蛋白胨、 牛肉膏、 硝酸钾和

氯化铵）， 并对最适氮源的添加量 （１０、 １２、 １４、 １６、 １８ ｇ ／ Ｌ） 进行优化， 确定最佳培养基组分。
１􀆰 ４􀆰 ６　 摇瓶水平发酵条件的优化

以工程菌的生物量和融合蛋白 ＡＧ 的相对含量为指标， 在碳源、 氮源及其添加量优化后的发酵培

养基的基础上， 采用单因素实验优化培养基的初始 ｐＨ 值 （６􀆰 ０、 ６􀆰 ５、 ７􀆰 ０、 ７􀆰 ５、 ８􀆰 ０）、 诱导温度

（１６、 ２０、 ２５、 ３０、 ３７ ℃ ）、 接种量 （１％ 、 ３％ 、 ５％ 、 ７％ 、 １０％ ）、 装液量 （２０％ 、 ３０％ 、 ４０％ 、

·１３４·
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５０％ 、 ６０％ ）、 ＩＰＴＧ 添加量 （０􀆰 １、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７、 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 添加诱导剂时间 （ Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ２、
０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０）、 诱导发酵时间 （６、 ８、 １０、 １２、 １４ ｈ）， 确定最佳摇瓶发酵条件。
１􀆰 ４􀆰 ７　 ３０ Ｌ 发酵罐放大验证

在摇瓶水平培养基成分和培养条件优化的基础上， 利用 ３０ Ｌ 发酵罐进行放大发酵， 装液量为

４０％ （１２ Ｌ）， ｐＨ 值控制在 ７􀆰 ０， 溶氧量控制在 ３０％ ， 加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 后诱导， 每

２ ｈ 取样 １ 次， 测定重组大肠杆菌的生物量和融合蛋白 ＡＧ 的相对含量。 参照王建荣等［１３］ 的方法， 将

发酵液离心去掉上清液后进行称重， 根据前后质量差计算菌体湿质量。
１􀆰 ５　 数据处理

利用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 进行数据整理， 采用 ＳＰＳＳ 软件进行单因素方差分析 （ＡＮＯＶＡ）， 多重

比较采用 Ｄｕｎｃａｎ 法 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 利用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 软件进行绘图。

２　 实验结果与分析
２􀆰 １　 发酵培养基筛选及组分优化

２􀆰 １􀆰 １　 发酵培养基种类对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响
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图 1 不同培养基对融合蛋白 AG 相对含量
和菌体生长的影响

Fig.1 Effects of different culture media on the relative
content of recombinant protein AG and cell growth

说明：
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不同小写字母表示具有统计学意义（P＜0.05）（以 LB
培养基中融合蛋白相对含量为 100%）。

发酵培养基的组分和碳氮源的比例对于微生物

的生长、 代谢具有重要影响［１４］ 。 利用 ５ 种不同基础

发酵培养基培养重组大肠杆菌 ＢＬ２１ （ ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃
２８ａ⁃ｒＰＡＧ 工程菌， 测定微生物的生长和目标蛋白的

表达情况， 结果如图 １ 所示。 可见， 当培养基为 ＳＢ
时， 融合蛋白 ＡＧ 的相对含量和菌体量均最高， 其

次为 ＴＢ 和 ２ＹＴ 培养基。 虽然 ＴＢ 培养基中菌体生

物量略低于 ＳＢ 培养基 ５􀆰 ８４％ ， 但 ＳＢ 培养基的融合

蛋白 ＡＧ 相对含量与 ＴＢ 培养基没有显著性差异。
考虑到 ＴＢ 培养基的经济成本相对较低， 且韦利军

等［１５］认为， ＴＢ 培养基中含有磷酸盐缓冲液， 可以

在一定阶段内控制发酵液维持一定的酸碱度， 利于

工程菌的生长。 因此， 本文选择 ＴＢ 培养基作为初

始发酵培养基。
２􀆰 １􀆰 ２　 碳源种类及添加量对融合蛋白 ＡＧ 表达的

影响

碳源是微生物合成有机化合物的重要原料， 它

能够影响微生物的生长和代谢［１６］ 。 以 ＴＢ 培养基为

基础， 利用不同碳源替换 ＴＢ 培养基中的甘油， 确定最佳碳源， 结果如图 ２ａ 所示。 可见， 当甘油作

为碳源时， 菌体的 Ａ（６００） ＝ ２􀆰 １３３， 而当蔗糖作为碳源时， 菌体的 Ａ（６００） 值增加了 ３３􀆰 ３１％ ， 融合

蛋白 ＡＧ 相对含量提高了 １２􀆰 ９２％ ， 说明蔗糖有助于重组大肠杆菌生长导致的融合蛋白产量增加。 此

外， 考虑到蔗糖的经济成本较低， 因此， 本文选择蔗糖为最佳碳源。
蔗糖质量浓度对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响如图 ２ｂ 所示。 可见， 随着蔗糖质量浓度的增加， 菌体

Ａ（６００） 值和融合蛋白 ＡＧ 的相对含量均呈现先增加后减少的趋势。 当蔗糖质量浓度达到 ８ ｇ ／ Ｌ 时，
Ａ（６００） 达到最高值 ４􀆰 ５７８， 融合蛋白 ＡＧ 相对含量较蔗糖添加为 ４ ｇ ／ Ｌ 时提高了 ３０􀆰 ４５％ 。 但当进一

步提高蔗糖质量浓度时， 目的蛋白的表达量却下降， 可能是因为蔗糖质量浓度过高导致渗透压增大，
影响菌株生长和蛋白质的表达［１７］ 。 因此， 本文选择蔗糖的质量浓度为 ８ ｇ ／ Ｌ 作为发酵培养基的碳源

浓度。

·２３４·
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图 2 碳源种类、 蔗糖质量浓度对融合蛋白 AG 相对含量和菌体生长的影响
Fig.2 Effects of carbon sources and sucrose concentrations on the relative content

of recombinant protein AG and cell growth

说明：
a) 碳源种类 b) 蔗糖质量浓度
碳源种类 ρ（蔗糖）/（g·L-1)

不同小写字母表示具有统计学意义 （P＜0.05）（以 TB 培养基中的甘油和添加质量浓度为 4 g/L 下融合蛋白
AG 相对含量为 100%）。

２􀆰 １􀆰 ３　 氮源种类及添加量对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响

氮源的种类和浓度会影响微生物对含氮化合物的代谢能力， 在微生物的生长和蛋白质合成中发挥

重要作用［１８］ 。 在蔗糖及其添加量优化的基础上， 利用不同氮源替换 ＴＢ 培养基中的胰蛋白胨， 确定最

佳氮源， 结果如图 ３ａ 所示。 可见， 与胰蛋白胨作为氮源相比， 当以大豆蛋白胨作为氮源时， 融合蛋

白 ＡＧ 相对含量提高了 １８􀆰 ９９％ ， 菌体 Ａ（６００） 值也达到了 ４􀆰 ８２９。 此外， 培养基中添加有机氮源比添

加无机氮源的融合蛋白 ＡＧ 相对含量和菌体量都高， 这可能是因为有机氮源中含有丰富的生长因子，
能够促进大肠杆菌的生长［１９］ 。 因此， 本文选择大豆蛋白胨作为最佳氮源。

氮源质量浓度对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响如图 ３ｂ 所示。 可见， 融合蛋白 ＡＧ 相对含量随着大豆蛋

白胨添加量的增加呈现先增加后减少的趋势， 在大豆蛋白胨添加量达到 １２ ｇ ／ Ｌ 时， 菌体量和蛋白质

表达量均最高。 因此， 本文选择大豆蛋白胨的最佳质量浓度为 １２ ｇ ／ Ｌ。
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图 3 氮源种类、 大豆蛋白胨质量浓度对融合蛋白 AG 相对含量和菌体生长的影响
Fig.3 Effects of nitrogen sources and soy peptone concentrations on the relative content

of recombinant protein AG and cell growth

说明：
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氮源种类 ρ（大豆蛋白胨)/(g·L-1)

不同小写字母表示具有统计学意义 （P＜0.05）（以 TB 培养基中的胰蛋白胨和质量浓度为 12 g/L 下融合蛋白
AG 的相对含量为 100%）。
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２􀆰 ２　 摇瓶发酵条件优化

２􀆰 ２􀆰 １　 培养基初始 ｐＨ 值对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响

培养基的 ｐＨ 值是发酵过程中微生物生长和合成产物的重要参数［２０］ 。 在培养基组分优化的基础

上， 对发酵培养基的初始 ｐＨ 值进行优化， 结果如图 ４ 所示。 可见， 当 ｐＨ 值低于 ７􀆰 ０ 时， 菌体生物

量和融合蛋白 ＡＧ 相对含量均逐渐上升； 当 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０ 时， Ａ（６００） 值达到最高值 ５􀆰 １８３， 融合蛋白

ＡＧ 相对含量比组分优化后的 ＴＢ 培养基高 １５􀆰 ２７％ ； 当 ｐＨ 值高于 ７􀆰 ０ 时， 菌体浓度及融合蛋白 ＡＧ
表达量均呈下降趋势， 可能是由于微碱性的环境对重组大肠杆菌生长和融合蛋白 ＡＧ 的表达有抑制作

用［８］ 。 因此， 本文选择培养基初始 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 为最佳培养条件。
２􀆰 ２􀆰 ２　 发酵温度对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响

大肠杆菌需要合适的诱导温度， 低温可以减少蛋白质错误折叠， 但是菌体的生长速度会受到限

制； 高温虽然可以加快菌体的代谢速度， 缩短发酵周期， 但是蛋白质容易出现错误折叠， 产生大量的

不溶性蛋白质［２１］ 。 温度对融合蛋白 ＡＧ 相对含量和菌体生长的影响如图 ５ 所示。 可见， 当温度达到

３７ ℃时， 菌体 Ａ（６００） 值达到最高值 ６􀆰 ６０５， 但融合蛋白 ＡＧ 相对含量低于 ３０ ℃的。 因此， 本文的后

续实验选择最佳诱导温度为 ３０ ℃ 。
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图 4 培养基初始 pH 值对融合蛋白 AG 相对含量和菌体生长的影响
Fig.4 Effect of pH value on the relative content of recombinant

protein AG and cell growth
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图 5 发酵温度对融合蛋白 AG 相对含量和菌体生长的影响
Fig.5 Effect of fermentation temperature on the relative

content of recombinant protein AG and cell growth

说明：

融合蛋白 AG 相对含量
A(600)

pH 温度/℃
不同小写字母表示具有统计学意义（P＜0.05）（以培养基初
始 pH=6.5 下融合蛋白 AG 相对含量为 100%）。

不同小写字母表示具有统计学意义（P＜0.05）（以初始
发酵温度 16 ℃下融合蛋白 AG 相对含量为 100%）。
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２􀆰 ２􀆰 ３　 接种量对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响

接种量对发酵周期和蛋白质合成有直接的影响。 高接种量虽然能够缩短发酵周期， 降低发酵中染菌

的概率， 但是接种量过高， 菌体繁殖过快， 容易造成溶氧不足， 持续生长时间短、 自溶加快， 不利于目

的蛋白的合成与积累［２２］ 。 接种量对融合蛋白 ＡＧ 相对含量和菌体生长的影响如图 ６ 所示。 可见， 随着接

种量的增加， 菌体浓度与蛋白质表达量均呈现先增加后减少的趋势。 当接种量为５％时， 菌体 Ａ（６００） 值

达到最高值 ６􀆰 ７３１， 此时融合蛋白 ＡＧ 相对含量也达到最高。 因此， 本文确定后续实验的接种量为 ５％ 。
２􀆰 ２􀆰 ４　 装液量对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响

大肠杆菌是兼性厌氧菌， 其生长受到培养基中溶氧量的影响。 在摇瓶发酵中， 培养基的装液量会

直接影响培养基的溶氧量［２３］ 。 过高的溶氧会产生活性氧和代谢副产物， 不利于目的产物的累积； 氧

气供给不足会影响菌体前期的生长及蛋白质的表达。 装液量对融合蛋白 ＡＧ 相对含量和菌体生长的影

·４３４·
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响如图 ７ 所示。 可见， 融合蛋白 ＡＧ 的表达量随着装液量的增加呈现先升高后降低的趋势。 当锥形瓶

装液量为 ４０％ 时， 融合蛋白 ＡＧ 的表达量达到最高。 因此， 本文选择 ４０％ 为最佳装液量。
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图 6 接种量对融合蛋白 AG 相对含量和菌体生长的影响
Fig.6 Effect of inoculum amount on the relative content of

recombinant protein AG and cell growth
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图 7 装液量对融合蛋白 AG 相对含量和菌体生长的影响
Fig.7 Effect of loading volume on the relative content of

recombinant protein AG and cell growth
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不同小写字母表示具有统计学意义 （P＜0.05）（以
1%接种量下融合蛋白 AG 相对含量为 100%）。

不同小写字母表示具有统计学意义 （P＜0.05）（以
装液量 60%下融合蛋白 AG 相对含量为 100%）。

２􀆰 ２􀆰 ５　 诱导剂添加量对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响

图 8 IPTG 添加量对融合蛋白 AG 相对含量
和菌体生长的影响

Fig.8 Effect of IPTG addition on the relative content of
recombinant protein AG and cell growth

说明：
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不同小写字母表示具有统计学意义（P＜0.05）（以
添加 IPTG 至终浓度为 0.5 mmol/L 下融合蛋白
AG 相对含量为 100%）。

重组大肠杆菌所携带的 ｐＥＴ⁃２８ａ 表达载体上带有

Ｔ７ 启动子和乳糖操纵子［２４］ ， 而 ＩＰＴＧ 是有效的乳糖操

纵子的诱导剂。 ＩＰＴＧ 浓度过低会导致诱导剂的量不足

以与阻遏蛋白结合， 从而降低表达水平［２５］ ， 但是过高

浓度的 ＩＰＴＧ 对菌体有一定毒性， 会使得菌体生长和蛋

白质表达受阻［２６］ 。 ＩＰＴＧ 添加量对融合蛋白 ＡＧ 相对含

量和菌体生长的影响如图 ８ 所示。 可见， 融合蛋白 ＡＧ
的表达量在 ＩＰＴＧ 浓度为 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时达到最高， 比

ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时高 ７􀆰 ８３％ 。 而当 ＩＰＴＧ 浓

度超过 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， ＩＰＴＧ 对菌体产生毒性， 导致蛋

白质表达量减少［２７］ 。 因此， 本文选择最佳的 ＩＰＴＧ 浓度

为 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
２􀆰 ２􀆰 ６　 添加诱导剂时间对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响

诱导时间对重组蛋白表达有重要影响， 过早诱

导， 菌体浓度太低， 没有足够的菌体来表达蛋白质，
重组蛋白产量下降； 诱导时间过长， 菌体浓度过高，
则会出现菌体老化现象， 培养基中营养物质被大量消

耗， 代谢副产物累积， 导致蛋白质表达量减少［２８］ 。 分

别在不同菌体 Ａ（６００） 值时添加诱导剂， 发酵结束后菌体 Ａ（６００） 值和融合蛋白相对含量的结果如图 ９
所示。 可见， 当 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８ 时添加诱导剂， 融合蛋白 ＡＧ 相对含量最高， 比 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ６ 时添加

诱导剂高 １４􀆰 ９５％ ， Ａ（６００） 值达到最高 ７􀆰 ５２８。 因此， 本文选择菌体浓度 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８ 时为诱导剂添

加的最佳时间点。
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２􀆰 ２􀆰 ７　 诱导发酵时间对融合蛋白 ＡＧ 表达的影响

发酵时间与蛋白质产量密切相关， 较长时间的发酵有利于目的蛋白的积累， 但是可能会出现蛋白

质降解的现象［２９］ 。 而且随着发酵时间的增加， 培养基中固定的碳源和氮源会限制菌体的生长和蛋白

质的表达。 加入 ＩＰＴＧ 诱导后分别发酵不同时间， 菌体浓度与融合蛋白 ＡＧ 的表达量结果如图 １０ 所

示。 可见， 随着发酵时间的增加， 菌体浓度与蛋白质表达量均呈现先升高后降低的趋势。 当发酵至 ８ ｈ
和 １０ ｈ 时， 融合蛋白 ＡＧ 相对含量和菌体生物量较高。 因此， 考虑到时间因素， 确定最佳诱导发酵时

间为 ８ ｈ， 此时菌体的 Ａ（６００） 值为 ８􀆰 ０４８。

125

100

75

50

25

0

融合蛋白 AG 相对含量
A(600) 8

6

4

2

0
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

融
合

蛋
白

AG
相

对
含

量
/%

A(
60

0)

c

d

d

d

c

c
a

a

b

b

图 9 添加诱导剂时间对融合蛋白 AG 相对含量
和菌体生长的影响

Fig.9 Effect of time adding the inducer on the relative
content of recombinant protein AG and cell growth
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图 10 发酵时间对融合蛋白 AG 相对含量
和菌体生长的影响

Fig.10 Effect of fermentation time on the relative content
of recombinant protein AG and cell growth

说明：
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不同小写字母表示具有统计学意义（P＜0.05）（以诱
导 A(600)=0.6 下融合蛋白 AG 相对含量为 100%）。

不同小写字母表示具有统计学意义 （P＜0.05）（以发
酵时间 6 h 下融合蛋白 AG 相对含量为 100%）。

２􀆰 ３　 培养基及发酵条件优化前后融合蛋白 ＡＧ 相对含量的对比
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图 11 融合蛋白 AG 相对含量和菌体生物量优化前后的对比
Fig.11 Comparison of the relative content of fusion protein

AG and microbial biomass before and after optimization

说明：以优化前融合蛋白 AG 相对含量为 100%（*** 表示
P＜0.001，**** 表示 P＜0.0001）。

采用单因素实验对培养基的组分及培养条件进

行优化， 菌体 Ａ（６００） 值及融合蛋白 ＡＧ 相对含量如

图 １１ 所示。 可见， 以优化前的融合蛋白 ＡＧ 相对含

量为 １００％ ， 优化后的融合蛋白 ＡＧ 相对含量为

２９２􀆰 ２７％ ， 达到优化前的 ２􀆰 ９２ 倍。 优化前菌体

Ａ（６００） 值最高为 ２􀆰 １８４， 优化后菌体 Ａ（６００） 值最

高为 ７􀆰 ８３９， 是优化前的 ３􀆰 ５８ 倍。 培养基组分和培

养条件的优化， 不仅提高了重组大肠杆菌的菌体密

度， 而且还大幅提高了融合蛋白 ＡＧ 相对含量。 发

酵结束后， 对细胞进行破碎， 离心后收集上清液进

行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析， 结果如图 １２ 所示。 可见， 融合

蛋白 ＡＧ 相对分子质量理论值约为 ５８􀆰 ３４ ｋｕ， 在保

证蛋白质上样量一致的情况下， 可以明显看到， 泳

道 ３ 比泳道 ２ 目的蛋白的条带要粗和宽 （箭头所

示）， 说明菌体浓度的增加使优化后的融合蛋白 ＡＧ
产量得到很大提升。
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２􀆰 ４　 ３０ Ｌ 发酵罐放大实验

与摇瓶发酵相比， 发酵罐培养可以更准确地控制发酵条件， 为后续工业化生产融合蛋白 ＡＧ 提供现

实参考。 本研究利用 ３０ Ｌ 发酵罐研究重组大肠杆菌的生长和融合蛋白 ＡＧ 的表达情况， 结果如图 １３ 所

示。 可见， 随着发酵时间的增加， 重组大肠杆菌菌体浓度逐渐增加并趋于平衡。 当发酵时间为 ８ ｈ
时， Ａ（６００） 值最高达 ８􀆰 ６８８， 较优化后的摇瓶水平提高 １０􀆰 ８３％ 。 菌体密度增大， 菌体湿质量最高达

１８􀆰 ５６ ｇ ／ Ｌ， 此时融合蛋白 ＡＧ 相对含量也最高， 而且与优化后摇瓶水平上目的蛋白相对含量一致。

图 13 发酵时间对湿质量浓度、 A(600)
和融合蛋白 AG 相对含量的影响

Fig.13 Effect of fermentation time on wet weight
concentration, A(600) and the relative content of

recombinant protein AG
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M—Marker ；1—未添加 IPTG 诱导细胞破碎后的
上清液；2—培养基及发酵条件优化前细胞破碎
后的上清液；3—培养基及发酵条件优化后细胞
破碎后的上清液。

说明：

图 12 优化前后诱导细胞内蛋白质的 SDS鄄PAGE 分析
Fig.12 SDS鄄PAGE analysis of intracellular proteins

before and after optimization induction

说明：以发酵时间 8 h 下融合蛋白 AG 相对含量为 100%。
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３　 结论
本研究在摇瓶水平上探究了不同培养基的碳源、 氮源及其添加量的单因素影响， 实现了融合蛋白

ＡＧ 在重组大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ｒＰＡＧ 中的高效表达。 结果表明， 最佳培养基组分为蔗糖

８ ｇ ／ Ｌ、 大豆蛋白胨 １２ ｇ ／ Ｌ、 酵母浸粉 ２４ ｇ ／ Ｌ、 ＫＨ２ ＰＯ４ ２􀆰 ３１ ｇ ／ Ｌ、 Ｋ２ ＨＰＯ４ １２􀆰 ５４ ｇ ／ Ｌ。 优化后最优的发

酵条件为培养基初始 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０、 ５％ 接种量、 ４０％ 装液量、 ３７ ℃ 培养至菌液 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８ 时加入

０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ、 ３０ ℃诱导表达８ ｈ。 利用３０ Ｌ 发酵罐进行工艺放大， 菌体浓度和融合蛋白 ＡＧ 相对含

量均在发酵 ８ ｈ 时达到最高。 优化后的融合蛋白 ＡＧ 产量在生产发酵水平上得到显著提高， 发酵液的

Ａ（６００） 值最高达 ８􀆰 ６８８， 菌体湿质量达到 １８􀆰 ５６ ｇ ／ Ｌ， 融合蛋白 ＡＧ 相对含量与优化后的摇瓶水平一致。
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