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周期操作对重组大肠杆菌高密度发酵
表达类人胶原蛋 白的影响

马晓轩
,

范代娣
‘ ,

刘树文
,

骆艳娥
‘

‘ 西北大学 化 「学院 陕西 西安 。 西北农林科技大学 葡萄酒学院
,

陕西 杨凌

摘 要 〕 采用补料一分批式发酵
,

研究 了 种不同间歇周期补氮操作对细胞生长和类人胶原蛋 自表达的影

响
,

以及发酵过程中细胞质粒稳定性
、

细胞菌落形成能力和 乙酸生成量的变化
。

结果表明
,

在侮隔 连续补加

工 补料氮溶液 完成补加操作 的周期操作下
,

细胞质粒稳定性明显提高
,

细胞菌落形成能力下降较小
·

乙

酸生成量低
,

仪 。
,

最终细胞密度为
,

类人胶原蛋自表达量 可达到 连
,

在 种操作方式中最高
。
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胶原蛋 白是一种广泛存在于骨
、

键
、

软骨
、

皮肤

及其他结缔组织中的生物高分子蛋白
。

由于其具有

生物降解性
、

弱抗原性
、

生物相容性
、

促上皮细胞形

成等特性
,

已广泛应用于 医学
、

美容
、

化妆品和保健

品等行业
。

传统的胶原蛋 白生产方法为动物提取法
,

但 由

于胶原蛋白具有非水溶性
、

病毒传染性
、

异体免疫排

异性及结构的弱加工赋型性等缺点川
,

限制 了其许

多潜在用途的开发
。

因此
,

对胶原蛋白进行改性研究

就显得尤为重要
。

近年来
,

利用基因工程系统表达 目

的基因产物已经成为一个重要的研究课题
,

国际 上

已有利用重组酵母
、

重组哺乳动物细胞
、

重组烟草
、

重组昆虫
、

重组蚕等生产人源型胶原蛋白的报道
。

该

类重组蛋 白克服了动物源胶原蛋 白的缺点
,

但存在

蛋 白表达量低
、

生产周期长
、

成本高等缺点
,

难 以大

规模工业化生产侧
。

大肠杆菌因其生 长周期短
,

培养成本低廉
,

代谢

调控较为成熟
,

在重组蛋 白外源基 因表达系统中占

主导地位
。

米钮等厂
’‘

曾报道将一段已知序列的人源

胶原蛋白基因的 经逆转录生成
,

并修

饰后转化于 、
,一 认人‘ 。礴 内

,

经发酵
、

分离纯化后

所得的重组蛋白命名为
“

类人胶原蛋 白
” ,

其水溶性
、

免疫排异性
、

成胶性等特性均优于天然胶原蛋白
。

在基因工程菌的发酵中
,

外源基因高表达条件

下的高密度发酵
,

对于提高生产效率
、

降低生产成本

及简化产品纯化工艺等均具有非常重要的意义
,

但

高密度发酵过程中易出现菌体过早衰老
、

质粒丢失
、

自溶和外源基因不能充分表达等现象川
。

因此
,

优化

过程控制参数对提高外源蛋白的产量至关重要
。

本

研究采用含有人源型胶原蛋 白 的重组大肠

杆菌进行补料一分批式发酵
,

研究了 种不同间歇

周期的补氮操作对细胞生长和类人胶原蛋白表达的

影响
,

以为提高发酵产率
、

降低生产成本提供科学依

据
。

材料与方法

菌株与质粒

基因工程菌 动。 动
、

、 、

质粒

由本实验室构建并保存
,

卡那抗性
、

温度诱导
、

目标蛋白在细胞内以可溶性蛋白形式存在困
。

培养基

种子培养基
“

培养基
。

发酵培养基 葡萄糖
,

酵母粉 功
、 ,

。

’
, ·

工
,

‘

二
、 , , ·

, 才 ,

八 及微量元素
只 一 了 。

一 一
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,

主要从事生物材料与发酵工程研究
,

陕西蒲城人
,
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。
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补料糖溶液 葡萄糖
,

二
, 。

补料氮溶液 酵母粉
, , 、

, · , 「 ·

,

及微量元素 川
。

发酵罐

瑞士 公司 型 自动控制发

酵罐
,

容积为
,

可在线检测温度
、

搅拌转速
、

溶解氧浓度 和 值
。

培养方法

种子培养 斜面活化 后
,

将种子在
、

装液量为 的摇瓶中以

振荡培养
,

然后按起始 、 一 接人二级种

子瓶中
,

同样条件下培养
。

高密度发酵 将二级种子按体积分数

接种量接人发酵罐中
,

初始装液体积为 工
、 ,

培养温

度为
,

值由体积分数 氨水 自动调节为

左右
。

当发酵进行到约第 小时时
,

发酵罐中

葡萄糖基本耗尽
,

开始流加补料培养基 包括补料糖

溶液和补料氮溶液
,

通过改变搅拌转速
、

通气量 以

及补糖速率
,

维持 比生长速率 川为 。 左右
,

为 。 一 饱和度
。

当搅拌转速
、

通气量达到

上限后
,

若 快速上升则提高补糖速率 若 低

于设定值则降低补糖速率
。

补氮采用 种不同方式
工 每隔 连续补加 补料氮溶液 简称

,

以 下 同 亚 皿

。

其中
,

补料蠕动泵的

补加速率为
、

并保持恒定
。

在细胞对数

生长的中后期 约第 小时 升温至 进行诱

导
,

后降温至 继续诱导
,

放罐收集细

胞
。

分析方法

葡萄糖浓度 采用斐林试剂法川测定
。

质粒稳定性 采用复制平板法测定
。

将发酵

液适当稀释后接种于不含卡那霉素的 平板培养

基上
,

于 培养 后
,

挑取其中 。个菌落复

制到含有卡那霉素的 平板培养基上
,

再培养
,

读取菌落形成个数
,

计算含质粒细胞所 占百分

率
,

用其来表征质粒稳定性
。

细胞活性检测 将发酵液适当稀释后接种

于含卡那霉素的 平板培养基上
,

于 培养
,

读取菌落形成数
,

计算每克干细胞 的菌落形成

数
,

用其来表征细胞活性的大小
。

细胞密度 取 发酵液
,

离心
,

弃去上

清液
,

将沉淀用重蒸水洗涤 次后
,

烘干至恒

重
,

计算细胞对葡萄糖的得率系数
。

乙酸浓度 采用
一

法川测定
。

类人胶原蛋 白表达量 取
一

发酵液
,

离心
,

弃去上清液
,

将沉淀用重

蒸水洗涤 次后
,

重悬浮
,

超声波破碎
,

用轻脯氨酸

测定法仁
“ 〕测定破碎上清液中类人胶原蛋白含量

。

结果与分析

周期操作对细胞质粒稳定性的影响

高密度发酵过程中
,

基 因工程菌的质粒稳定性

是影响其实现规模化生产的一个重要因素
,

质粒的

脱落或结构性突变都会使细胞失去生产能力
。

本研

究中
,

采用不含卡那霉素的发酵培养基和补料培养

基进行细胞培养
,

每隔 取样 次进行细胞质粒

稳定性检测
,

结果如图 所示
。

从图 可 以看出
,

随着培养时间的延长
,

含
一

质粒

细胞所占百分率逐渐减少
,

其中
, “

方式

下的含质粒细胞所 占百分率迅速下降
,

当发酵结束

时 培养 时 降到 以下
。

与

方式相 比
,

和
了

两种方式

下的细胞质粒稳定性有一定提高 而

方式下的细胞质粒稳定性明显提高
,

即使是诱导后

一
,

含质粒细胞所 占百分率也仅是略有下

降
,

当发酵结束时 培养 时 达到 以上
。

表

明适当间歇周期的补料操作
,

可 以 明显提高细胞质

粒稳定性
。

周期操作对细胞生长的影响

采用含卡那霉素的发酵培养基进行高密度发

酵
,

在第 小时进行补料操作
,

第 小时升温至

进行诱导
。

每隔 取样 次分析细胞密度
,

计算

细胞对葡萄糖的得率系数
,

结果如图 和图 所示
。

从图 可 以看出
,

补料操作后
,

各操作方式下的

细胞得率系数均开始下降
,

其中
,

及

两种方式下 的细胞得率系数下降较快

而
才

方式下 的细胞得率 系数下降最

慢
。

当发酵结束时 培养 时
, 二 , 方

式下的细胞密度最高
,

达到
一

和

。 两种方式下的细胞密度略低 而

工 方 式 下 的 细 胞 密 度 最 低
,

仅 有
才

图
。
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周期操作对细胞活性的影响

基因工程菌高密度发酵过程中
,

由于代谢副产

物的积累以及外源基因的表达
,

细胞逐渐失去分化

能力
,

生理活性降低
。

本研究中
,

每隔 取样 次
,

检测细胞在选择压力下的菌落形成能力
,

考察细胞

活性的变化
,

结果如图 所示
。

从图 可 以 看 出
,

当发酵结束时 培养

时
,

方式下细胞的菌落形成数较发酵

开始时下降了 左右
,

诱导以后其细胞活性较

低 和 。 两种方式下的菌

落形成能力较 。 方式有一定幅度的提

高
,

发酵结束时其细胞菌落形成数较发酵开始时分

别下降了 和 写 而 方式

下的菌落形成能力下降很小
,

仅有 左右
,

说明

适当间歇周期的补料操作可以明显提高细胞活性
。

一
目
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图 周期操作对细胞质粒稳定性的影响

王 、 、

图 周期操作对细胞得率的影响
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培养时间 培养时间

图 周期操作对细胞密度的影响 图 周期操作对细胞活性的影响

周期操作对类人胶原蛋 白表达的影响

高密度发酵过程中易生成乙酸等代谢副产物
,

抑制细胞的生长和外源基因的表达〔
’‘〕。 本研究中

,

每隔 取样 次分析乙酸的生成量
,

并于诱导后

每小时测定类人胶原蛋白表达量
,

考察周期操作对

乙酸代谢的影响以及由此所引起的 目标蛋白表达量

的变化
,

结果如图
、

图 所示
。

从图 可以看出
,

补料操作前
,

由于葡萄糖浓度



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 期 马晓轩等 周期操作对重组大肠杆菌高密度发酵表达类人胶原蛋 白的影响

较高
,

乙酸大量生成 补料操作 以后
,

由于葡萄糖浓

度一直维持在较低水平
,

乙酸的生成速率逐渐降低
。

当发酵结束时 培养 时
,

方式

下的乙酸生成量最低
,

仅有

和 。 两种方式下的 乙 酸生成量次之
,

分别为 和 而 方式

下的乙酸生成量最高
,

达到了
。

从图 可以

看出
,

当发酵结束时 培养 时
,,

方

式下的类人胶原蛋白表达量最低
,

仅有 。 岁 而

方式下的类人胶原蛋白表达量最高
,

达到了
。

一刁蛤

一 , 份

一代 一

一州 一

︸︷︸︸。即时。。淄一
·月

昌月妇
。。一卜︵

一闷
·

巴啊泪喂皿阳吸燮袱称

,‘︺凸了勺‘

⋯⋯
八”八曰八曰

﹁。川。﹃祠。。‘喃。祠。尸口。口尹闷
·

巴侧袋咽唱鲁闷

培养时间 培养时间

图 周期操作对 乙酸生成量的影响 图 周期操作对类人胶原蛋白表达的影响

结 论

本试验主要研究了不同间歇周期的补氮操作对

细胞生长和类人胶原蛋白表达的影响
,

结果表明 短

的间歇周期 下
,

细胞质粒稳定性和菌

落形成能力均有较大幅度下降
,

发酵结束时 培养

时 其 乙酸生成量在 种补氮方式中最高
,

为
,

细胞密度只有
,

类人胶原蛋白表达

量为
,

在 种补氮方式中最低
。

而 。

方式下
,

细胞质粒稳定性明显提高
,

菌落形成能

力下降很小
,

当发酵结束时 培养 时
,

其 乙酸

生成量在 种补氮方式中最低
,

仅有 。
, ,

细胞

密度 为
,

类人胶 原蛋 白表达量 可 达到
,

在 种补氮方式中最高
。

以上结果表明
,

发酵

过程 中采取适当的周期操作可 以有效提高发酵收

率
,

降低生产成本
,

简化后分离以及纯化工艺
‘

高密度发酵中
,

适当间歇周期的补氮操作可 以

提高细胞质粒稳定性和细胞活性
,

减少乙酸生成量
,

有
‘

利于细胞生长和外源蛋白的表达
,

其机制 目前尚

不完全清楚
,

还需要经过进一步的分子水平研究和

代谢流分析
,

以确定细胞生理状态和代谢通量的改

变
。

参考文献 」

蒋挺大
,

张春萍 胶原蛋白 〕北京 化学工业 出版社
, 一

·

口
一 ,

王
一 , ,

一

〔 〕
, , ,

〔〕
, , ,

一

「 」 米 任
,

惠俊锋
,

范代娣
,

等 类人胶原蛋白生物相容性研究 〕西北大学学报 自然科学版
, ,

弱
一 ·

仁 」 张嗣 良
,

储 炬 多尺度微生物过程优化 〕北京 化学工业出版社
,

于
·

习 范代娣
,

段明瑞
,

米 任
,

等 重组 工程菌高密度培养生产人源型胶原蛋白 〕化工学报
, , 一



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

西北农林科技大学学报 自然科学版 第 卷

〔
, , 一 一 「 一 「

, 、 一 ,

」 张龙翔 生物化学实验方
一

法和技术仁 〕北京 高等教育出版社
,

更, 一

仁 〕 二
, 一 、‘ 尸 , 。

〔〕
,

一

「。」 张玉娥 肺组织胶原蛋白测定方法的探讨 「】中兽医 医药杂志
,

”
一
电

仁习 沈林南
,

魏东芝
,

周宇荀 等 乙酸对重组大肠杆菌生 长及外源基因表达的影响 刁微生物学通报
, , 一

一

, , 。
·

一 , , 一 , , 。一 , , 一 ’

动“ , , , 〔沂。 , , , ‘、‘ , , , ,君。 , , , , ,、人 。尸 之 , , , ,尸
, , ,

乞。
, , ,二 , ,

人, , ,

。 月沼 左, ,。 。月〕, , ,丫 。。
‘了
艺子

’

乙
, , , ,。 ,二 , 〕,

·

, , 刀 , “ 。 , ,
·

〔

一 ,

石、
, 一

, ,

· · ,

二

, ,

, , 一

二 ,

尸 , , 一 一


