
第三章 基因工程制药

2.8 高密度发酵

一、课程目标

掌握基因工程菌高密度发酵的主要程序过程。

二、课程组织

同学们大家好，上节课我们一起学习了重组工程菌的培养，今天我们一起学习高密度发

酵。

外源基因表达量与单位体积产量呈正相关；单位体积产量与细胞浓度和单个细胞平均表

达量呈正相关。高密度发酵是在单个细胞平均表达量不变的前提下，通过单位体积的菌体数

量的增加，实现产物总表达量的提高。

2.8.1 高密度发酵的概念

高密度发酵是指基因工程菌在发酵过程中，培养液中工程菌的菌体浓度在每升干重 50

克以上的发酵方式，最高可达 200g 以上，通过提高单位体积的菌体浓度来提高发酵产量。

高密度发酵特点是菌体高密度，总表达量高、生物反应器体积小、单位体积生产能力高、

生产周期短，分离成本小。

2.8.2 影响高密度发酵的因素

影响高密度发酵的因素有以下几个方面。

1.培养基的成分在培养基中，氮源、碳源和无机盐的含量，对菌体的生长繁殖和外源蛋白的

表达有很大的影响，为了达到理想的培养效果，需要对基质中营养物质的配比进行优化，以

满足细菌大量繁殖和外源基因的表达需要。

2.溶氧浓度：在菌体增值过程中，需要大量氧参与氧化分解代谢，氧的及时供给非常重要，

因此溶氧浓度是影响高密度发酵的一个重要因素，在实际发酵中，通过调整发酵罐的通气量

和搅拌速度，以保持适宜的溶氧浓度。

3.pH 值：稳定的 pH 是菌体保持最佳生长状态的必要条件。特别是在高密度发酵过程中，pH

的改变会影响细胞的生长和基因产物的表达。因此，在发酵条件的控制上，一定要考虑菌体

生长的的最适 pH。

4.温度：培养温度是影响菌体生长和调控细胞代谢的重要因素，在一定范围内，较高的温度

有利于菌体的生长，提高菌体的生物量。



5.代谢副产物：在菌体发酵过程在中，会产作一些有害的代谢副产物，如乙酸、二氧化碳等.

这些物质的积累会抑制菌体的生长和蛋白质的表达。采取流加式补料法，或加入甘氨酸、甲

硫氨酸可以抑制这些有害物质的产生，提高发酵的产率。

刚才我们学习了影响高密度发酵的因素，那么如何实现高密度发酵呢?下面我们就学习一下

实现高密度发酵的方法。

2.8.3 实现高密度发酵的方法

1.发酵条件的改进

(1)培养基的选择：培养基采用 6g/L 的甘油作碳源，可以宿短工程菌的发酵时间，各组分浓

度较发酵前提高 2~3 倍。

(2)建立流加式培养方式：

流加式补料培养可以使菌体维持高的生长速率。补料的方式有两种：反馈补料包括恒速补料、

变速补料、指数补料；非反馈补料包括恒溶氧法、pH 法、菌体浓度反馈法。

(3)提高供氧能力：

采用的方法加压、纯氧、添加过氧化氢、提高氧传质能力等。

2.构建产乙酸能力低的工程化宿主菌

高密度发酵后期由于菌体的生长密度较高，培养基中的溶氧浓度往往比较低，氧气的不足导

致生长速率降低和乙酸的累积，乙酸的存在对目标基因的高效表达有明显的阻抑作用。

因此发酵工艺研究中最迫切需要解决的问题构建产乙酸能力低的工程化宿主菌，常采用以下

方法。

(1)阻断乙酸生产的主要途径：用基因敲除技术或基因突变技术使大肠杆菌的磷酸转乙酰酶

基因和乙酸激酶基因失活，使丙酮酸到乙酸的合成途径被中断。

(2)对碳代谢流进行分流：其方法是丙酮酸脱羧酶和乙醇脱氢酶Ⅱ可将丙酮酸转成乙醇，毒

性小于乙酸。

(3)限制进入糖酵解途径的碳代谢流：其方法是用基因敲除技术将磷酸转移酶系统酶Ⅱ的基

因破坏，降低葡萄糖的摄取速率。

(4)引入血红蛋白基因：其方法是将透明颤菌血红蛋白基因导入大肠杆菌，可以提高氧传质

能力，使菌体耐缺氧环境。

3.构建蛋白水解酶活力低的工程化宿主菌

对于以可溶性或分泌形式表达的目标蛋白而言，随着发酵后期各种蛋白水解酶的累积，且标

蛋白会遭到到蛋白水解酶的作用而被降解，为了使对蛋白水解酶比较敏感的目标蛋白也能获



得较高水平的表达，需要构建蛋白水解酶活力低的工程化宿主菌。

同学们大家好，这节课我们学习了高密度发酵的概念、影响高密度发酵的因素、实现高密度

发酵的方法这节课就学到这里，我们下节课再见。


