
第二章 基因工程制药
2.7 重组工程菌的培养

一、课程目标

掌握基因工程菌培养的主要程序过程。

二、课程组织

同学们大家好，上节课我们一起学习了工程菌的中试，今天我们一起学习基因工程菌的

培养。在进行工业化生产时，工程菌株大规模培养的优化设计和控制对外源基因的高效表达

至关重要。优化发酵过程既包括工艺方面的因素也包括生物学方面的因素。工艺方面的因素

如选择合适的发酵系统或生物反应器，目前应用较多的有罐式搅拌反应器、鼓泡反应器和气

升式反应器等。

生物学方面的因素包括多方面：首先是与细菌生长密切相关的因素，如发酵系统中的

溶氧、pH、温度和培养基的成分等，这些条件的改变都会影响细菌的生长及基因表达产物的

稳定性。第二是对外源基因表达条件的优化，在发酵罐内工程菌生长到一定的阶段后，开始

诱导外源基因的表达，诱导的方式包括添加特异性诱导物和改变培养温度等，使外源基因在

特异的时间进行表达，不仅有利于细胞的生长代谢，而且能提高表达产物的产率。第三是提

高外源基因表达产物的总量，外源基因表达产物的总量取决于外源基因表达水平利菌体浓度，

在保持单个细胞基因表达水平不变的前提下，提高菌体密度可望提高外源蛋白质合成的总量。

良好的发酵工艺对表达外源蛋白至关重要，直接影响到产品的质量和生产成本，决定着

产品在市场上的竞争力，基因工程菌的培养过程包括：通过摇瓶操作了解基因工程菌生长的

基础条件，如温度、pH、培养基各种组分、碳氮比，分析表达产物的合成、积累对受体细胞

的影响；通过发酵罐操作确定培养参数和控制的方案以及顺序。

下面我们学习一下基因工程的培养方式，

2.7.1 基因工程菌的培养方式

1.补料分批培养

将种子接入反应器中后，培养一段时间，然后间歇或连续补加新鲜培养基，使菌体进一

步生长。为保持基因工程菌生长所需的良好环境，延长对数生长期，获得高密度菌体，通常

把溶氧控制和补料措施结合起来，根据生长规律来调节补料速率。



2.连续培养

将种子接入反应器后，培养一段时间，到一定菌浓，开动蠕动泵，同时进料和出料，控

制一定稀释速率，由于基因工程菌不稳定，可将生长阶段和基因表达阶段分开，进行两阶段

连续培养，关键的控制参数是诱导水平、稀释率、细胞比生长速率。

3.透析培养

利用膜的半透性使代谢产物和培养基分离，通过去除培养液中的代谢产物来解除其对生

产菌的不利影响。

4.固定化培养

基因工程菌固定化后，质粒的稳定性大大提高。便于进行连续培养，特别是对于分泌型

菌体更为有利。

2.7.2 基因工程菌的培养工艺

利用基因重组技术构建的生物工程菌的发酵工艺不同于传统的发酵工艺，就其选用的生

物材料而言，生物工程菌为含有带外源基因的重组载体的微生物细胞；从发酵工艺考虑，生

物工程菌的发酵生产之目的是希望能获得大量的外源基因产物，尽可能减少宿主细胞本身蛋

白质的污染。

外源基因的高水平表达，不仅涉及宿主、载体和克隆基因之间的相互关系，而且与其所

处的环境条件息息相关。不同的发酵条件，工程菌的代谢途径也许不一样，对下游的纯化工

艺会造成不同的影响，因此，发酵水平的好坏还直接影响产品的纯化及其质量。仅按传统的

发酵工艺生产生物制品是远远不够的，需要对影响外源基因表达的因素进行分析，探索出一

套既适于外源基因高效表达，又有利于产品纯化的发酵工艺。

现就几个主要因素进行分析。基因工程菌培养目的是为了使外源基因大量表达，尽可能

减少宿主细胞本身蛋白的污染，外源基因的高效表达，不仅涉及宿主、载体和克隆基因之间

的相互关系，而且也其所处的环境也密切相关。不同的发酵条件，代谢途径也不相同，对下

游的纯化工艺就会造成不同的影响。

1.培养基的影响

培养基的组成既要提高工程菌的生长速率，又要保持重组质粒的稳定性，使外源基因能

够高效表达。使用不同的碳源对菌体生长和外源基因的表达有较大的影响，如葡萄糖做碳源

菌体产生的副产物较多，甘油做碳源菌体得率较大酪蛋白水解物做氮源有利于产物的合成与

分泌。无机磷在许多初级代谢的酶促反应中是一个效应因子，在低磷浓度下，尽管最大菌浓

较低，但产物产率和产物浓度都较高。启动子只有在低磷酸盐时才被启动。



2.接种量的影响

接种量的大小影响发酵的产量和发酵周期，量小，延长菌体延迟期，不利于外源基因的

表达；量大，有利于对基质的利用，可以缩短生长延迟期，并使产生菌能迅速占领整个培养

环境，减少污染机会，但会使菌体生长过快，代谢产物累积过多，反而会抑制后期菌体的生

长。

3.温度的影响

温度对基因表达的调控作用可发生在复制、转录、翻译或小分子调节分子的合成上。复

制，可通过控制复制来改变基因拷贝数，影响基因的表达；转录可通过影响 RNA 聚合酶的作

用或修饰 RNA 聚合酶，来调控基因表达。酶促反应。

4.溶解氧的影响

菌体在大量扩增过程中，进行耗氧的氧化分解代谢，采用调节搅拌转速的方法可以改善

培养过程中的氧供给，提高活菌产量。在发酵前期采用较低转速，即可满足菌体生长，在培

养后期，提高搅拌转速才能满足菌体继续生长的要求。这样既节约能源又可满足各个不同阶

段菌体生长的要求。

5.诱导剂的影响

IPTG是一种十分有效的乳糖操纵子的诱导剂。然而由于IPTG对于人体具有潜在的危险，

IPTG 诱导表达应用于人体的重组药物时，有可能对最终的产品带来一些不利影响。另的价

格也较为昂贵， 尤其是在较大体积的发酵罐中进行诱导时， IPTG 的应用会造成发酵成本

的增加。

6.诱导时机的影响

一般在对数生长期或对数生长期后期升温诱导表达，对数生长期，细胞快速繁殖，直到

细胞密度达到 109 个/每毫升为止，这时菌群数目倍增，对营养和氧的需求量急增，营养和

氧成了菌群旺盛代谢的限制因素。

7.pH 的影响

两阶段培养工艺，培养前期着重于优化工程菌的最佳生长条件，培养后期着重于优化外

源基因的表达，生长最佳期 pH6.8-7.4，外源蛋白表达时 pH6.0-6.5。

2.7.3 基因工程菌的培养设备

生物药品已进入生物技术时代，愈来愈多的应用发酵罐来进行大规模培养基因工程菌。

为了防止基因工程菌丢失携带的质粒，保持基因工程菌的遗传特性，因而对发酵罐的要求十

分严格。由于生化工程学和计算机技术的发展，新型自动化发酵罐完全能够满足安全可靠地



培养基因工程菌的要求。

常规做生物发酵设备可直接用于基因工程菌的培养。但是微生物发酵和基因工程菌发酵

有所不同，微生物发酵主要收获的是它们的初级或次级代谢产物，细胞生长并非主要目标，

而基因工程菌发酵是为了获得最大量的外源基因表达产物，由于这类物质是相对独立于细胞

染色体之外的重组质粒上的外源基因所合成的、细胞并不需要的蛋白质，因此、培养设备以

及控制应满足获得高浓度的受体细胞和高表达的基因产物。

发酵罐组成部分有：

(1)发酵罐体

(2)保证高传质作用的搅拌器

(3)精细的温度控制和灭菌系统

(4)空气无菌过滤装置

(5)残留气体处理装置

(6)参数测量与控制系统

(7)培养液配制及连续操作装置等

对发酵罐的特殊要求

(1)要提供菌体生长的最适条件；

(2)培养过程不得污染，保证纯菌培养；

(3)培养及消毒过程中不得游离出异物，干扰细菌代谢活动；

(4)发酵罐的结构材料的稳定性要好，一般要应用不锈钢制成；

(5)罐体表面光滑易清洗，灭菌时没有死角；

(6)与发酵罐连接的阀门要用膜式阀，不用球形阀；

(7)所有的连接接口均要用密封圈密封，不留“死腔”，不得有泄漏

(8)搅拌器转速和通气应适当；

(9)空气过滤系统要采用活性碳和玻璃纤维棉材料：

(10)培养液要经化学处理或热处理后才可排放；

(11)发酵罐排气口须有蒸汽灭菌或微孔滤菌器除菌后才将废气放出

(12)轴封可采用磁力搅拌或双端面密封。

随时计算机自动控制技术的发展，基因工程菌的发酵效率不断提高，培养的种类也日益增加。

同学们，大家好，今天我们主要学习了基因工程菌的培养，基因工程菌的培养方式、基

因工程菌的培养工艺、基因工程菌的培养设备，通过改进培养条件可以获得高密度的发酵，



今天我们就讲的这里，下节课再见。


