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［摘要］ 对重组耐碱性蛋白 Ａ 的大肠杆菌工程菌株进行发酵优化以提高目标蛋白表达量， 筛选出 ＴＢ 培

养基作为基础发酵培养基； 通过单因素实验在摇瓶水平上对培养基组分进行优化， 然后在最优培养基的基

础上对发酵条件进行优化， 最后通过 ３０ Ｌ 发酵罐进行放大验证。 结果表明， 最优培养基组分为蔗糖 ８ ｇ ／ Ｌ、
大豆蛋白胨 １２ ｇ ／ Ｌ、 酵母浸粉 ２４ ｇ ／ Ｌ、 ＫＨ２ ＰＯ４２３􀆰 １ ｇ ／ Ｌ、 Ｋ２ ＨＰＯ４ １２５􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０； 最优摇瓶发酵条

件为 ５％ 接种量、 ４０％ 装液量、 ３７ ℃培养至工程菌株 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８ 时加入 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ、 ３７ ℃诱导 ８ ｈ，
优化后的蛋白 Ａ 表达量为优化前的 ３􀆰 ０１ 倍。 ３０ Ｌ 发酵罐放大验证结果表明， ３７ ℃ 诱导 ８ ｈ 后， 蛋白 Ａ 表

达量达到最高， 与摇瓶水平优化结果一致。
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０　 引言
随着生物制药行业的发展， 抗体药物因其具有高特异性、 有效性和安全性等优点， 在医学诊断技

术和疾病治疗领域备受关注［１］ 。 抗体纯化是抗体制造的重要环节， 亲和层析具有高选择性、 高效率

和便捷的优点， 是抗体纯化的关键步骤［１ － ２］ ， 层析分离约占抗体纯化总成本的 ５０％ ［３］ 。
金黄色葡萄球菌蛋白 Ａ （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ＳＰＡ）， 简称蛋白 Ａ， 是存在于金黄色葡萄

球菌中的细胞壁蛋白质。 蛋白 Ａ 能够通过疏水相互作用与多种哺乳动物 ＩｇＧ 的 Ｆｃ 片段结合［４］ ， 常被用

作配基制备亲和层析介质， 用于抗体纯化。 在蛋白 Ａ 亲和层析填料的应用中， 原料成本、 结合效率和耐

碱性等仍有待优化。 蛋白 Ａ 的 Ｂ 结构域相对稳定， 与抗体结合能力较强， 因此多选择在 Ｂ 结构域进行

改造来提高蛋白 Ａ 的耐碱性。 Ｃｅｄｅｒｇｒｅｎ 等［５］ 在 Ｂ 结构域突变了 Ｌ１７Ｄ、 Ｎ２８Ａ、 Ｉ３１Ａ、 Ｋ３５Ａ、 Ｆ３０Ａ 等 ５
个位点， 对突变后的蛋白 Ａ 与人 ＩｇＧ 的相互作用、 结合能力进行研究， 发现蛋白 Ａ 与 ＩｇＧ 的 Ｆｃ 片段进

行结合， 并且除 Ｆ３０Ａ 外的其余４ 个突变位点均降低蛋白 Ａ 与 ＩｇＧ 的结合能力， 说明这几个氨基酸残基对

ＩｇＧ 的结合有重要影响。 Ｌｉｎｈｕｌｔ 等［６］发现， 在 Ｂ 结构域中突变 Ｎ２３Ｔ 位点可以提高蛋白 Ａ 的耐碱性能。 在

前期的研究中， 本实验室通过对 Ｂ 结构域进行多个位点改造， 构建出耐碱性金黄色葡萄球菌蛋白 Ａ 工程菌

株 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ⁃ＳＰＡ， 该重组耐碱蛋白 Ａ 的理论相对分子质量为 ３５ ｋｕ， 等电点为 ４􀆰 ８６。
对重组大肠杆菌产耐碱性蛋白 Ａ 进行发酵优化可以提高目标蛋白的生产效率， 控制生产成本。

都晓君［７］通过对重组蛋白 Ａ 的发酵条件进行优化， 确定在菌体培养 ５ ｈ 后加入 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ， 继

续诱导 ５ ｈ 能提高耐碱蛋白 Ａ 的表达量。 郭子豪［８］ 通过接种量、 菌体浓度、 ＩＰＴＧ 浓度、 诱导时间、
诱导温度等优化提高高性能蛋白 Ａ 的表达。 本研究对已构建的耐碱性金黄色葡萄球菌蛋白 Ａ 工程菌

株在摇瓶条件下进行发酵培养基和发酵条件的优化实验， 并进一步在 ３０ Ｌ 发酵罐中进行发酵工艺放

大验证， 为实现蛋白 Ａ 更大规模、 更高效和更经济的生产提供一定的理论参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与仪器

耐碱性金黄色葡萄球菌蛋白 Ａ 工程菌株 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３） ／ ｐＥＴ２８ａ⁃ＳＰＡ 为实验室前期构建保存；
甘油购于上海麦克林生化科技股份有限公司； 胰蛋白胨、 大豆蛋白胨、 牛肉膏、 酵母浸粉均购于广东

环凯微生物科技有限公司； 重组耐碱蛋白 Ａ 酶联免疫分析试剂盒购于上海恒远生物科技有限公司；
蔗糖、 Ｄ（＋）⁃无水葡萄糖、 磷酸氢二钾、 磷酸二氢钾、 Ｄ（－）⁃果糖、 氯化钠、 氯化铵、 硝酸钠、 磷酸

氢二钠、 磷酸二氢钠、 咪唑等均为国产分析纯产品。
立式压力蒸汽灭菌器 （上海博迅生物仪器股份有限公司）； 超声波细胞粉碎机 （宁波新芝生物科

技股份有限公司）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０ Ｒ 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 （美国 ＧＥ 医疗器械公司）； ２ＷＹＣ⁃２９３２ 型恒温培养振荡箱 （厦门史维斯技术服务有限公司）；
分析天平 （上海佑科仪器仪表有限公司）； 电子天平 （德国赛多利斯公司）。
１􀆰 ２　 培养基的配制

１） ＬＢ 培养基。 胰蛋白胨１０ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉５ ｇ ／ Ｌ， 氯化钠１０ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ 值调至７􀆰 ０， 高温高压灭菌。

·９４３·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ３０ 卷

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

２） ＴＢ 培养基。 胰蛋白胨 １２ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉 ２４ ｇ ／ Ｌ， 质量分数为０􀆰 ４％的甘油， ｐＨ 值调至７􀆰 ０， 高温

高压灭菌后， 加入体积分数为 １０％已灭菌的磷酸盐缓冲液 （０􀆰 １７ ｍｏｌ ／ Ｌ ＫＨ２ＰＯ４， ０􀆰 ７２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｋ２ＨＰＯ４）。
３） Ｍ９ 培养基。 取 ２００ ｍＬ 的 ５ × Ｍ９ 盐溶液 （６４ ｇ ／ Ｌ Ｎａ２ ＰＯ４·７Ｈ２ Ｏ， １５ ｇ ／ Ｌ ＫＨ２ ＰＯ４ ， ２􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ

ＮａＣｌ， ５ ｇ ／ Ｌ ＮＨ４ Ｃｌ）， ２ ｍＬ ＭｇＳＯ４ （１ ｍｏｌ ／ Ｌ）， ０􀆰 １ ｍＬ ＣａＣｌ２ （１ ｍｏｌ ／ Ｌ）， ２０ ｍＬ 质量分数为 ２０％ 的

葡萄糖溶液 （０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤除菌）， 加灭菌双蒸水至 １ Ｌ。
４） ＳＢ 培养基。 胰蛋白胨 ３２ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉 ２０ ｇ ／ Ｌ， 氯化钠 ５ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ 值调至 ７􀆰 ０， 高温高压灭菌。
５） ２ＹＴ 培养基。 胰蛋白胨 １６ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉 １０ ｇ ／ Ｌ， 氯化钠 ５ ｇ ／ Ｌ， ｐＨ 值调至 ７􀆰 ０， 高温高压灭菌。

１􀆰 ３ 　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 蛋白 Ａ 工程菌株的活化

取 １ ｍＬ 菌液于 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中 （含 ０􀆰 ０５ ｇ ／ Ｌ 卡那霉素）， ３７ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １２ ｈ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 蛋白 Ａ 工程菌株的生物量测定

参照劳才文等［９］ 的方法。 发酵过程中取菌液样品， 稀释一定倍数后， 在 ６００ ｎｍ 波长下测定吸光

度值。
１􀆰 ３􀆰 ３　 蛋白 Ａ 质量浓度的测定

参照 Ｍｏｕ 等［１０］ 的方法。 将发酵液进行 ７０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集菌体， 用缓冲液 （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＨ２ ＰＯ４ ， ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 进行菌体重悬， 超声破碎细胞后， 在 ４ ℃
下 １２ ０００ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ， 收集上清液， 得到粗蛋白。 利用重组耐碱性蛋白 Ａ 酶联免疫分析试剂盒， 采

用双抗体夹心法， 将纯化的重组耐碱蛋白 Ａ 的抗体包埋于微孔中， 然后向微孔中加入待测的蛋白质

样品， 再加入酶标抗体， 最后进行底物显色， 用酶标仪测定 Ａ（４５０）， 根据标准曲线计算出提取的粗

蛋白中耐碱性蛋白 Ａ 的质量浓度。
１􀆰 ３􀆰 ４　 基础培养基的筛选

将活化后的菌液按 １％ 的接种量接种于 ３００ ｍＬ 含 ０􀆰 ０５ ｇ ／ Ｌ 卡那霉素的不同发酵培养基 （ＬＢ 培养

基、 ＴＢ 培养基、 Ｍ９ 培养基、 ＳＢ 培养基、 ２ＹＴ 培养基） 中， ３７ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养至 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８，
加入 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ， １６ ℃ 、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培养 ６ ｈ， 诱导目的蛋白合成。 测定工程菌株的生物

量和蛋白 Ａ 的质量浓度， 筛选发酵培养基。
１􀆰 ３􀆰 ５　 培养基组分的优化

在筛选发酵培养基的基础上， 以菌体的生长和蛋白 Ａ 的表达量为指标优化培养基成分， 包括优化碳

源种类 （甘油、 葡萄糖、 果糖、 蔗糖、 乳糖） （添加量为 ４ ｇ ／ Ｌ） 和添加量 （２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｇ ／ Ｌ）， 氮

源种类 （胰蛋白胨、 大豆蛋白胨、 牛肉膏、 ＮａＮＯ３ 、 ＮＨ４ Ｃｌ） （添加量为 １２ ｇ ／ Ｌ） 和添加量 （１０、 １２、
１４、 １６ 和 １８ ｇ ／ Ｌ）， 以及培养基的 ｐＨ 值 （６􀆰 ０、 ６􀆰 ５、 ７􀆰 ０、 ７􀆰 ５、 ８􀆰 ０）。
１􀆰 ３􀆰 ６　 摇瓶水平发酵条件优化

在优化发酵培养基的基础上， 采用单因素实验考察诱导温度 （１６、 ２０、 ２５、 ３０、 ３７ ℃ ）、 接种量

（１％ 、 ３％ 、 ５％ 、 ７％ 、 １０％ ）、 装液量 （ ２０％ 、 ３０％ 、 ４０％ 、 ５０％ 、 ６０％ ）、 ＩＰＴＧ 终浓度 （ ０􀆰 １、
０􀆰 ３、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７、 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 诱导时机 （ ＩＰＴＧ 添加时菌体的 Ａ （６００ ） ＝ ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、
１􀆰 ０）、 诱导时间 （６、 ８、 １０、 １２、 １４ ｈ） 对菌体生长和蛋白 Ａ 表达的影响， 优化发酵条件。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ３０ Ｌ 发酵罐放大验证

在摇瓶水平培养基和发酵条件优化的基础上， 利用 ３０ Ｌ 发酵罐进行发酵， 装液量为 ４０％ （１２ Ｌ），
ｐＨ 值控制在 ７􀆰 ０， 溶氧控制在 ３０％ ， 转速控制在 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ， 按体积分数为 ５％ 接种量在 ３７ ℃下培养

至 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８， 加入 ＩＰＴＧ 使其终浓度为 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 进行诱导。 诱导后每隔 ２ ｈ 取样 １ 次， 测定工

程菌株的生物量和蛋白 Ａ 的质量浓度。
１􀆰 ４　 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
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比较采用 Ｄｕｎｃａｎ 法 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 组间差异用字母法标记； 利用 Ｏｒｉｇｉｎ 软件进行绘图。

２　 实验结果及分析

图 1 不同培养基对蛋白 A 表达的影响
Fig.1 The influence of different culture media

on the expression of protein A
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２􀆰 １　 发酵培养基及其组分的优化

２􀆰 １􀆰 １　 不同基础培养基对蛋白 Ａ 表达的影响

不同的基础培养基组分不同， 各组分的比例也不

同， 这对于微生物的生长和代谢具有重要影响。 本研

究在 ５ 种不同基础培养基中培养诱导微生物， 观察微

生物的 Ａ（６００）值和蛋白 Ａ 的表达量， 结果如图 １ 所

示。 可见， ＳＢ 培养基中菌体的 Ａ（６００） ＝ ２􀆰 ３， 其蛋白

Ａ 的表达量为 ８０􀆰 ３３ ｍｇ ／ Ｌ； ＴＢ 培养基中菌体的

Ａ（６００） ＝ ２􀆰 ２， 蛋白 Ａ 的表达量为 ７６􀆰 ６５ ｍｇ ／ Ｌ。 与 ＳＢ
培养基相比， ＴＢ 培养基的菌体量和蛋白质表达量均相

差不多， 且其成本相对较低， 因此， 综合考虑， 在后

续实验中选择 ＴＢ 培养基作为初始培养基。 姜正日

等［１１］认为， ＴＢ 培养基中蛋白质的表达量较高是因为

ＴＢ 培养基添加了磷酸缓冲液， 能够长期维持稳定的

ｐＨ 值， 并且 ＴＢ 培养基的营养较为丰富， 为重组菌生长提供了优良条件。
２􀆰 １􀆰 ２　 碳源种类和添加量对蛋白 Ａ 表达的影响

碳源是微生物合成有机化合物的重要原料， 碳源能够影响微生物的代谢途径和微生物生长的营养

需求， 不同的碳源具有不同的代谢速率和代谢特征［１２］ 。 不同的微生物所产生的酶系不同， 对不同碳

源的利用效果也不同。 本研究在初始培养基的基础上， 用不同碳源 （葡萄糖、 果糖、 蔗糖、 乳糖 ）
替换初始培养基中的甘油， 从而确定最佳碳源， 结果如图 ２ａ 所示。 可见， 当甘油作为唯一碳源时，
菌体的 Ａ（６００） ＝ ２􀆰 ４， 而当碳源为蔗糖时， 菌体的 Ａ（６００） ＝ ３􀆰 ５， 此时蛋白 Ａ 的表达量为 ８４􀆰 ６７ ｍｇ ／ Ｌ，
说明蔗糖有助于重组大肠杆菌合成蛋白 Ａ。

以蔗糖为碳源， 对添加量进行优化， 菌体的 Ａ（６００）值和蛋白 Ａ 的表达量情况如图 ２ｂ 所示。 可

见， 随着蔗糖添加量的增加， 菌体 Ａ（６００）和蛋白 Ａ 的表达量均呈现先增加后减少的趋势， 说明过高

浓度的蔗糖对微生物的生长有抑制作用［１３］ 。 在蔗糖添加量达到 ８ ｇ ／ Ｌ 时， Ａ（６００）达到最大为 ４􀆰 ５， 蛋

白 Ａ 的表达量达 ９９􀆰 ０４ ｍｇ ／ Ｌ。 因此， 确定蔗糖的最优添加量为 ８ ｇ ／ Ｌ。

图 2 不同碳源对蛋白 A 表达的影响
Fig.2 The influence of different carbon sources on the expression of protein A
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２􀆰 １􀆰 ３　 氮源种类和添加量对蛋白 Ａ 表达的影响

氮源对微生物蛋白质的合成和细胞增殖至关重要， 同时影响含氮化合物的合成和细胞信号传

导［１４］ 。 本研究在确定了 ８ ｇ ／ Ｌ 蔗糖作为碳源的基础上， 用不同氮源 （大豆蛋白胨、 牛肉膏、 硝酸钾、
氯化铵） 替换初始培养基中的胰蛋白胨， 确定最佳氮源， 结果如图 ３ａ 所示。 可见， 当胰蛋白胨作为

氮源时， 菌体的 Ａ（６００） ＝ ４􀆰 ８， 用大豆蛋白胨替换胰蛋白胨作为氮源时， 菌体的 Ａ（６００）值增加到

５􀆰 ０， 此时蛋白 Ａ 的表达量最高， 为 １２１􀆰 ４３ ｍｇ ／ Ｌ， 最终确定大豆蛋白胨作为氮源。 同时由图 ３ａ 还可

见， 无机氮源的蛋白 Ａ 表达量较低， 但是菌体量与有机氮源相比并未减少太多。 这是因为有机氮源

能够满足微生物中后期生长需要， 而无机氮源作为速效氮源， 可以满足菌体前期生长需求， 但是并不

能满足重组菌产目的蛋白的需求［１５］ ， 因此有机氮源在重组菌产蛋白 Ａ 中更具优势。
对氮源大豆蛋白胨添加量进行优化， 结果如图 ３ｂ 所示。 可见， 随着大豆蛋白胨添加量的增加，

菌体浓度与蛋白质表达量均呈现先增加后减少的趋势， 在大豆蛋白胨添加量达到 １２ ｇ ／ Ｌ 时， 菌体浓

度和蛋白质表达量均最高， 此时的菌体 Ａ（６００） ＝ ５􀆰 １， 蛋白 Ａ 的表达量为 １２５􀆰 ７７ ｍｇ ／ Ｌ。 因此， 选择

大豆蛋白胨的最优添加量为 １２ ｇ ／ Ｌ。
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b） 大豆蛋白胨质量浓度
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图 3 不同氮源对蛋白 A 表达的影响
Fig.3 The influence of different nitrogen sources on the expression of protein A

6

A(
60
0)

1

2

3

4

0

5

6

氮源种类

蛋白 A 质量浓度
A(600)

蛋白 A 质量浓度
A(600)

２􀆰 １􀆰 ４　 ｐＨ 值对蛋白 Ａ 表达的影响

图 4 不同 pH 值对菌体浓度和蛋白 A 表达的影响
Fig.4 The influence of different pH on bacterial
concentration and the expression of protein A
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ｐＨ 值会影响培养基中物质和代谢物的解离， 从而

影响微生物对这些物质的利用。 同时细胞外的 ｐＨ 值会

改变菌体细胞内部的 ｐＨ 值， 影响菌体细胞的代谢反

应［１６］ 。 本研究设置 ５ 个不同的 ｐＨ 值， 研究 ｐＨ 值对蛋

白 Ａ 表达的影响， 结果如图 ４ 所示。 可见， 当 ｐＨ 值介

于 ６􀆰 ０ ～ ７􀆰 ０ 时， 菌体浓度和蛋白 Ａ 表达量均逐渐上升，
当 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 时， 菌体浓度及蛋白质表达量均达到最高，
此时菌体 Ａ（６００） ＝ ５􀆰 ２， 蛋白 Ａ 表达量为 １４３􀆰 ８１ ｍｇ ／ Ｌ；
而当 ｐＨ 值超过 ７􀆰 ０ 时， 菌体浓度和蛋白 Ａ 表达量有所

下降， 可能是酸性和碱性的环境对菌体生长和蛋白 Ａ
的表达有抑制作用［１７］ 。 因此， 本文选择 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 为最

佳 ｐＨ 值。 Ｓｈａｈｚａｄｉ 等［１８］在研究大肠杆菌产纤维素酶的

发酵优化中也发现， 当 ｐＨ 值大于或小于 ７􀆰 ０ 时， 纤维

素酶的表达量都会降低。

·２５３·
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２􀆰 ２　 发酵条件的优化

２􀆰 ２􀆰 １　 诱导温度对蛋白 Ａ 表达的影响

大肠杆菌需要合适的诱导温度， 较低的温度通常可以减少蛋白质的错误折叠， 但是菌体的生长速

度会受到限制； 较高的温度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［１９］ 。 诱导温度对蛋白 Ａ 表达的影响结果如图 ５ 所示。 可见， 当温度

达到 ３７ ℃时， 菌体浓度达到最高 （Ａ（６００） ＝ ６􀆰 ９）， 蛋白 Ａ 的表达量也达到最高， 为 ２０２􀆰 ６２ ｍｇ ／ Ｌ。
因此， 后续实验选择诱导温度为 ３７ ℃ 。
２􀆰 ２􀆰 ２　 接种量对蛋白 Ａ 表达的影响

接种量对生物发酵也有一定的影响， 提高接种量能够缩短发酵周期， 降低发酵中染菌的概率。 但

是接种量过大， 代谢会向生物量转变， 不利于目的蛋白的合成与积累［２０］ 。 本研究分别按不同接种量

进行接种， 结果如图 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先增加后减少，
当接种量为 ５％ 时， 菌体 Ａ（６００）达到最大为 ７􀆰 ０， 蛋白 Ａ 的表达量也最大为 ２０４􀆰 ９６ ｍｇ ／ Ｌ。 因此， 后

续实验选择接种量为 ５％ 。
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图 5 诱导温度对蛋白 A 表达的影响
Fig.5 The influence of induction temperature on

the expression of protein A

图 6 接种量对蛋白 A 表达的影响
Fig.6 The influence of inoculation amount on

the expression of protein A
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２􀆰 ２􀆰 ３　 装液量对蛋白 Ａ 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， 目的蛋白的表达跟菌体的生长也有

一定的关系。 在摇瓶发酵中， 培养基的装液量直接影响培养基的溶氧量［２１］ 。 因此， 合适的装液量有

助于菌体的生长及蛋白质的表达。 本研究分别按不同装液量进行大肠杆菌的发酵培养， 结果如图 ７ 所

示。 可见， 蛋白 Ａ 的表达量随着装液量的增加呈现先升高后降低的趋势， 当装液量为 ４０％ 时， 蛋白

Ａ 的表达量达到最高为 ２０８􀆰 ３０ ｍｇ ／ Ｌ。 因此， 后续实验选择 ４０％ 为最适装液量。
２􀆰 ２􀆰 ４　 诱导剂浓度对蛋白 Ａ 表达的影响

实验中蛋白 Ａ 工程菌所使用的表达载体为 ｐＥＴ⁃２８ａ（ ＋ ）， 该载体中带有 Ｔ７ 启动子和乳糖 （ ｌａｃ）
操纵子［２２］ 。 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。 但是过高浓度的 ＩＰＴＧ 对菌体有一定毒性， 会使菌体的生长和蛋白质的表

达受阻［２３］ 。 因此， ＩＰＴＧ 的使用有一定的浓度范围， 一般在 ０􀆰 １ ～ １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内进行实验。
ＩＰＴＧ 浓度对蛋白 Ａ 表达的影响结果如图 ８ 所示。 可见， 蛋白 Ａ 的表达量在 ＩＰＴＧ 浓度为 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
时达到最高， 为 ２１６􀆰 ３２ ｍｇ ／ Ｌ， 而后随着 ＩＰＴＧ 浓度的增加， 菌体生长和蛋白 Ａ 的表达均受到抑制。
这也说明， 合适的诱导剂浓度能够有利于目的蛋白的合成［９］ 。 因此， 本文选择的最优 ＩＰＴＧ 浓度为

０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。

·３５３·
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图 7 装液量对蛋白 A 表达的影响
Fig.7 The influence of liquid loading volume

on the expression of protein A
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图 8 IPTG 浓度对蛋白 A 表达的影响
Fig.8 The influence of IPTG concentration on

the expression of protein A
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２􀆰 ２􀆰 ５　 不同菌体浓度诱导对蛋白 Ａ 表达的影响

目标蛋白的表达可能会受到诱导时菌体浓度的影响。 过早诱导， 菌体浓度太低， 没有足够的菌体

来表达蛋白质， 所获得的目的蛋白就较少； 菌体浓度越高， 所获得的目的蛋白更多。 但是由于菌体会

出现老化现象， 蛋白质表达能力减弱， 导致蛋白质表达量与诱导时的菌体浓度并不成正比， 所以蛋白

质的表达通常要使菌体处于一定的生长水平［２４］ 。 因此， 诱导剂应该在菌体的对数生长期添加最为合

适， 此时菌体活力旺盛， 合成蛋白质的能力最强。 不同菌体浓度诱导对蛋白 Ａ 表达的影响结果如图 ９
所示。 可见， 当 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８ 时添加诱导剂， 诱导 ６ ｈ 后菌体 Ａ（６００）达到 ７􀆰 ５， 蛋白 Ａ 的表达量达

到最大， 为 ２１２􀆰 ３１ ｍｇ ／ Ｌ。 因此， 本文选择菌体 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８ 时为诱导剂添加的最优时间点。
２􀆰 ２􀆰 ６　 诱导时间对蛋白 Ａ 表达的影响

诱导时间与蛋白质的表达量有一定的关系。 一般来说， 诱导时间越长， 越有利于目的蛋白的积

累。 但是时间过长可能会产生一些酶和毒蛋白， 使部分蛋白质发生降解［２５］ 。 本研究分别诱导 ６、 ８、
１０、 １２、 １４ ｈ， 菌体浓度与蛋白 Ａ 的表达量结果如图 １０ 所示。 可见， 随着诱导时间的增加， 菌体浓

度与蛋白质表达量均呈现先升高后降低的趋势， 当诱导至 ８ ｈ 时， 菌体 Ａ（６００） ＝ ８􀆰 ０， 蛋白 Ａ 的表达

量为 ２２６􀆰 ６８ ｍｇ ／ Ｌ。 因此， 本文确定最优诱导时间为 ８ ｈ。
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图 9 不同菌体浓度诱导对蛋白 A 表达的影响
Fig.9 The influence of induction on the expression
of protein A at different bacterial concentrations

图 10 诱导时间对蛋白 A 表达的影响
Fig.10 The influence of induction time on

the expression of protein A
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２􀆰 ３　 培养基和发酵条件优化对蛋白 Ａ 表达的影响

通过单因素实验优化培养基组分和培养条件后， 蛋白 Ａ 表达量和 Ａ（６００）结果如图 １１ 所示。 可

见， 优化后蛋白 Ａ 的表达量大幅提升， 增加到优化前的 ３􀆰 ０１ 倍， 菌体浓度 Ａ（６００）也增加到优化前的

３􀆰 ５１ 倍。 说明对培养基组分和培养条件的优化， 既提高了菌体浓度， 又提高了蛋白 Ａ 的表达量。
２􀆰 ４　 ３０ Ｌ 发酵罐放大验证

与摇瓶发酵相比， 发酵罐能够更好控制发酵条件， 而且与实际生产方式更接近， 更具有现实意

义。 因此， 本实验最后利用 ３０ Ｌ 发酵罐来进行放大验证。 图 １２ 的实验结果表明， 在诱导时间为 ０ ～ ８ ｈ
时， 随着时间的增加， 菌体逐渐生长， 蛋白 Ａ 表达量也逐渐增加。 在 ８ ｈ 时， 蛋白 Ａ 表达量最高能达

到 ２３２􀆰 ３６ ｍｇ ／ Ｌ， 此时 Ａ（６００） ＝ ８􀆰 ７， 菌体干质量达 １８􀆰 ６ ｇ ／ Ｌ； 超过 ８ ｈ 后， 菌体逐渐衰退， 蛋白 Ａ
表达量也逐渐减少。 在 ３７ ℃诱导 ８ ｈ 后， 蛋白 Ａ 表达量、 Ａ（６００）值和菌体干质量均为最高， 与摇瓶

水平优化结果一致。
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图 11 优化前后蛋白 A 质量浓度和菌体浓度的对比

Fig.11 Comparison of protein A mass concentration and
bacterial concentration before and after optimization

图 12 30 L 发酵罐放大培养结果
Fig.12 Scale鄄up culture results in a 30 L fermenter
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３　 结论
本研究通过单因素实验对重组耐碱性蛋白 Ａ 的大肠杆菌工程菌株进行了发酵培养基组分和发酵

条件优化， 并进行了 ３０ Ｌ 发酵罐的放大实验。 结果表明， 得到的最优培养基组分为： 蔗糖 ８ ｇ ／ Ｌ， 大

豆蛋白胨 １２ ｇ ／ Ｌ， 酵母浸粉 ２４ ｇ ／ Ｌ， ＫＨ２ ＰＯ４ ２３􀆰 １ ｇ ／ Ｌ， Ｋ２ ＨＰＯ４ １２５􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０； 最优摇瓶发酵

条件为： ５％ 接种量， ４０％装液量， ３７ ℃培养至工程菌株 Ａ（６００） ＝ ０􀆰 ８ 时加入 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ， ３７ ℃
诱导 ８ ｈ， 优化后的蛋白 Ａ 表达量为优化前的 ３􀆰 ０１ 倍。

［ 参考文献 ］

［１］ＡＭＲＩＴＫＡＲ Ｖ，ＡＤＡＴ Ｓ，ＴＥＪＷＡＮＩ Ｖ，ｅｔ ａｌ． Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ｆｏｒ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ［Ｊ］． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ａｄｖａｎｃｅｓ，２０２０，４４：１０７６３２．

［２］ＡＲＯＲＡ Ｓ，ＳＡＸＥＮＡ Ｖ，ＡＹＹＡＲ Ｂ Ｖ． Ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ：ａ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ［ Ｊ］． Ｍｅｔｈｏｄｓ，
２０１７，１１６：８４⁃９４．

［３］ＦＡＲＩＤ Ｓ Ｓ． Ｐｒｏｃｅｓｓ ｅｃｏｎｏｍｉｃｓ ｏｆ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｂ，２００７，８４８
（１）：８⁃１８．

［４］ＬＩＮＤＭＡＲＫ Ｒ，ＴＨＯＲÉＮ⁃ＴＯＬＬＩＮＧ Ｋ，ＳＪÖＱＵＩＳＴ Ｊ． Ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｍａｍｍａｌｉａｎ ｓｅｒａ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ，１９８３，６２（１）：１⁃１３．

［５］ＣＥＤＥＲＧＲＥＮ Ｌ，ＡＮＤＥＲＳＳＯＮ Ｒ，ＪＡＮＳＳＯＮ Ｂ，ｅｔ ａｌ． Ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ

·５５３·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ３０ 卷

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

ａｎｄ ｈｕｍａｎ ＩｇＧ１ ［Ｊ］． Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，１９９３，６（４）：４４１⁃４４８．
［６］ＬＩＮＨＵＬＴ Ｍ，ＧÜＬＩＣＨ Ｓ，ＧＲÄＳＬＵＮＤ Ｔ，ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ａ ａｎａｌｏｇｕｅ ｔｏ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｌｋａｌｉｎｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅｓ

ｕｓｉｎｇ ａ ｂｙｐａｓｓ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｐｐｒｏａｃｈ［Ｊ］． Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００４，５５（２）：４０７⁃４１６．
［７］都晓君． 耐碱蛋白 Ａ 的表达及相关蛋白的分离纯化研究［Ｄ］． 大连：大连理工大学，２０１５．
［８］郭子豪． 高性能蛋白 Ａ 亲和层析介质的制备、性能与应用研究［Ｄ］． 无锡：江南大学，２０２４．
［９］劳才文，吴金勇，李忠奎，等． 大肠杆菌合成 ２􀆳⁃岩藻糖基乳糖基因组整合型菌株构建及发酵优化［Ｊ］． 安徽农业大学学

报，２０２４，５１（１）：１２４⁃１３１．
［１０］ＭＯＵ Ｍ Ｊ，ＨＵ Ｑ Ｓ，ＬＩ Ｈ Ｂ，ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ⁃ｔｏｌｅｒａｎｔ ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎａｓｅ Ｂ ｆｒｏｍ ａ ｍａｒｉｎｅ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ． ＡＬＷ１［Ｊ］． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０２２，２３（９）：５００８．
［１１］姜正日，殷仁凯，王泽建，等． 大肠杆菌表达高性能融合鱿鱼环齿⁃类弹性蛋白的发酵优化［Ｊ］． 华东理工大学学报（自

然科学版），２０２４，５０（１）：７１⁃７９．
［１２］伊进行，宗媛，孙超，等． 大肠杆菌利用不同碳源生产 Ｎ⁃乙酰神经氨酸的研究［Ｊ］． 食品与发酵工业，２０２４，５１（１）：１８⁃

２５．
［１３］李淑英，侯丽真，高雅鑫，等． 枯草芽孢杆菌 ＢＳＮＫ⁃５ 合成 γ⁃聚谷氨酸发酵工艺优化［ Ｊ］． 食品与发酵科技，２０２３，５９

（４）：１４⁃１９，５０．
［１４］齐勇，陈森林，芮枝花，等． 重组大肠杆菌产腈水合酶的发酵工艺研究［Ｊ］． 安徽化工，２０２２，４８（３）：８１⁃８４．
［１５］ＡＶＩＧＮＯＮＥ ＲＯＳＳＡ Ｃ Ａ，ＹＡＮＴＯＲＮＯ Ｏ Ｍ，ＡＲＣＡＳ Ｊ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｏｒｇａｎｉｃ ａｎｄ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅ ｒａｔｉｏ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｂａｃｉｌ⁃

ｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ ｖａｒ． ｉｓｒａｅｌｅｎｓｉｓ ｄｅｌｔａ⁃ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［ Ｊ］． Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９０，６
（１）：２７⁃３１．

［１６］孙家凯，吴晓娇，史建明，等． ｐＨ 值对大肠杆菌发酵异亮氨酸的影响［Ｊ］． 食品与发酵工业，２０１２，３８（３）：１２⁃１６．
［１７］肖云，陈洁． 重组大肠杆菌生产 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶发酵工艺优化［Ｊ］． 粮油食品科技，２０２３，３１（４）：１５４⁃１６１．
［１８］ＳＨＡＨＺＡＤＩ Ｉ，ＡＬ⁃ＧＨＡＭＤＩ Ｍ Ａ，ＮＡＤＥＥＭ Ｍ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｓｃａｌｅ⁃ｕｐ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅ⁃

ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｎｄｏｇｌｕｃａｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｔｈｅｒｍｏｃｅｌｌｕｍ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０２１，１１（１）：７１４５．
［１９］ＤＵＡＮ Ｘ Ｇ，ＨＵ Ｓ Ｂ，ＱＩ Ｘ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍａｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｉｒｃｕｌａｎｓ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｉｎ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）［Ｊ］． Ｐｒｏｃｅｓｓ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１７，５３：１７⁃２４．
［２０］名晓东，郭自涛，陈剑雄，等． 重组大肠杆菌产卤代烷脱卤酶的发酵条件优化［Ｊ］． 食品与发酵工业，２０２２，４８（１３）：１６⁃

２４．
［２１］谢颂洋，顾正华，郭自涛，等． 重组表达 Ｄ⁃泛解酸内酯水解酶乳酸克鲁维酵母的发酵工艺优化［Ｊ］． 食品与发酵工业，

２０２１，４７（２３）：３８⁃４５．
［２２］吴一凡，张双全，高秀玉，等． 乳糖诱导 ｐＥＴ 载体表达重组蛋白的研究［ Ｊ］． 南京师大学报（自然科学版），２００２，２５

（１）：８９⁃９３．
［２３］ＭÜＨＬＭＡＮＮ Ｍ，ＦＯＲＳＴＥＮ Ｅ，ＮＯＡＣＫ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ａｕｔｏｍａｔｅｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ

ｉｎ ｍｉｃｒｏｔｉｔｅｒ ｐｌａｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ［Ｊ］． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓ，２０１７，１６（１）：２２０．
［２４］张金红，陈华友，李萍萍． 基因工程菌发酵研究进展［Ｊ］． 生物学杂志，２０１２，２９（５）：７２⁃７５．
［２５］张萍，施磊，郭昌明，等． 绿色荧光蛋白在大肠杆菌中的表达条件优化、纯化及鉴定［ Ｊ］． 江苏农业科学，２０１２，４０（９）：

２２⁃２５．

（责任编辑　 马建华　 英文审校　 刘静雯）

·６５３·


