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第十四章
基因工程菌的发酵
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第一节 工程菌的来源和应用
一、基本概念

1，重组DNA技术的基本定义

• 重组DNA技术是指将一种生物体（供体）的基因
与载体在体外进行拼接重组，然后转入另一种生
物体（受体）内，使之按照人们的意愿稳定遗传
并表达出新产物或新性状的DNA体外操作程序，
也称为分子克隆技术。

• 因此，供体、受体、载体是重组DNA技术的三大
基本元件。
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2，基因工程的基本定义

• 基因工程是指重组DNA技术的产业化设计与应用，

包括上游技术和下游技术两大组成部分。上游技

术指的是基因重组、克隆和表达的设计与构建（

即重组DNA技术）；而下游技术则涉及到基因工程

菌或细胞的大规模培养以及基因产物的分离纯化

过程。
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• 基因工程一般分为4个步骤：

取得符合人们要求的DNA片段，这种DNA片
段被称为“目的基因”；
将目的基因与质粒或病毒DNA连接成重组
DNA；

把重组DNA引入某种细胞；

把目的基因能表达的受体细胞挑选出来。
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重组DNA技术的操作过程重组DNA技术的操作过程

切切 接接 转转

增增

检检
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3，重组DNA技术与基因工程的基本用途

分离、扩增、鉴定、研究、整理生物信息资源分离、扩增、鉴定、研究、整理生物信息资源

大规模生产生物活性物质大规模生产生物活性物质

设计、构建生物的新性状甚至新物种设计、构建生物的新性状甚至新物种
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• 大规模生产生物活性物质• 大规模生产生物活性物质

工程细胞工程细胞
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途径工程
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野生细胞野生细胞• 野生细胞• 野生细胞

生物活性物质生物活性物质
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二、工程菌的获得

• 确定目的产物。

• 找出产该产物的细胞。

• 将细胞破碎后提纯出全部信使RNA。这些信使中包含了
该细胞内表达的所有蛋白质的合成信息。

• 利用基因扩增技术（PCR），找出所需的目的基因。

• 将目的基因连接到设计好的质粒载体，形成了重组DNA
分子。

• 将重组后DNA分子引入到受体细胞内，然后选择合适的
培养条件使细胞繁殖。根据选择性标记，从菌落中筛选
出目的基因的重组(工程)菌。

• 这一过程的核心技术是DNA的重组技术。



9

9

三、工程菌应具备的条件

• 发酵产品是高浓度、高转化率和高产率的
，同时是分泌型菌株。

• 菌株能利用常用的碳源，并可进行连续发
酵。

• 菌株不是致病株，也不产内毒素。

• 代谢控制容易进行。

• 能进行适当的DNA重组，并且稳定，重组
的DNA不易脱落。
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四、工程菌的应用

1，基因药物

• 红细胞生成素

• 胰岛素

• 干扰素

• 乙肝疫苗

• 生长激素

• 粒细胞巨噬细胞集落刺激因子
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2，其它发酵产品

• 酶制剂

• 氨基酸（苏氨酸、色氨酸）

• 抗生素

• 有机酸

• 其它代谢产物
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3，工程菌处理废水

• 例如，分离出了具有生物絮凝作用和生
物降解作用的两类菌株，运用生物工程
技术把降解菌的基因片段通过转基因工
程转入絮凝菌株，培养出具有絮凝和降
解双功能基因的高效基因工程菌并应用
于染料废水的处理。
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第二节 工程菌的培养

• 就生产流程而言，从发酵到分离、纯化
目标产物，工程菌和常规微生物并无太
多的差异。但工程菌在保存过程中及发
酵生产过程中表现出不稳定性，以及安
全性等问题，使得工程菌的培养有着自
身所特有的特点。
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一、安全问题

• 关于基因工程的社会问题，必须提到它
的潜在危险性。经过重组的菌和质粒一
旦用于工业化生产，就不可避免地进入
自然界。这些菌能间接地危害人体健康
，使治疗药物失去效用，污染环境等。
因此，安全问题是极其重要的。
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• 1974年，提出了DNA重组实验具有潜在

生物危险性的问题。后来，制定了有关
DNA重组实验的准则，其目的是保证实
验的安全和推动重组DNA的研究。

• 这些准则参照了防止病原微生物污染的
措施，以及根据对实验安全度的评定，
采用物理密封(P1~P4)和生物学密封(B1
和B2)两种方法。
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• 物理密封是将重组菌封闭于设备内，以防止
传染给实验人员和向外界扩散。实验规模在
20L以下时，物理密封由密封设施、实验室
设计和实验注意事项组成。密封程度分为P1
、P2、P3和P4级，数字越大，密封水平越高
。

• 生物学密封要求用只有在特殊培养条件下才
能生存的宿主，同时用不能转移至其它活细
胞的载体，通过这样组合的宿主载体系统，
可以防止重组菌向外扩散。按密封程度分B1
和B2级，B2级的密封要求最严格。
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二、工程菌培养的特点

• 工程菌工业化培养中，产物的产率往往比实验室培
养规模为低。

• 为提高工程菌体表达效率，需采取适当措施，提高
重组DNA在受体细胞内的拷贝数及促进表达产物自
细胞内向细胞外分泌。

• 工程菌体的原宿主通常是某些培养物质(如某种氨
基酸或维生素等)的缺陷型，有些基因工程细胞生
产过程亦产生某些抑制细胞生长的代谢物。在培养
过程中应考虑控制培养液营养成分及其浓度，同时
采取措施，消除抑制细胞生长的代谢物，以保证细
胞正常生长。



18

18

三、工程菌的培养

• 工程菌的营养控制

• 质粒稳定性

• 重组质粒拷贝数的控制及表达效率
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• 基因工程细胞的培养过程与一般需氧细胞
培养基本一致，同时培养方式亦无差异，
可采用分批培养方式，亦可采用连续培
养、半连续培养及透析培养等方式。至
于影响基因工程细胞培养的细胞生物量得
率与产物量的因素及有关参数。亦可参照
普通细胞相应培养方式求得。
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1，底物浓度的控制

• 在基因工程茵培养过程，至少要遵循PI级物理防护
的规定，因此必需进行菌体的高密度培养。

• 从生物安全性考虑，培养的基因工程菌通常是维生
素或氨基酸的营养缺陷型突变株。培养过程细胞对
维生素需求量甚微，在培养开始即加入必需量对细
胞生长并无影响，但培养一开始即加入足够量氨基
酸则可能因氨基酸浓度过大而抑制细胞生长。在此
情况下，可采取培养过程中，在调节pH值同时补

加氨基酸混合物和葡萄糖的方法，以便培养过程葡
萄糖及氨基酸浓度的基本恒定，从而实现高密度培
养
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2，质粒稳定性

（1）质粒不稳定的类型

• 分离性不稳定：这是由于在细胞分裂过程
中质粒缺失分配到子细胞中而导致整个质
粒丢失。

• 结构性不稳定：这是由于重组质粒DNA发

生缺失、插入或重排引起的质粒结构变化
。
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（2）质粒不稳定产生的原因

含质粒菌产生不含质粒子代菌

的频率；

这两种菌比数率差异的大小。



23

23

（3）质粒稳定性的分析方法

样品样品 不含抗性标记抗生素

平 板 培 养基

不含抗性标记抗生素

平 板 培 养基

10-12h10-12h

100个菌落100个菌落

含抗性标记抗生素

平 板 培 养 基

含抗性标记抗生素

平 板 培 养 基

10-12h10-12h
统计生长菌落数

重复三次,计算比值

(稳定性stability)

重复三次,计算比值

(稳定性stability)
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（4）影响质粒稳定的因素

• 与质粒稳定有关的基因及质粒结构自身
对其稳定性的影响

• 宿主对质粒稳定的影响

• 质粒拷贝数

• 重组质粒的表达对质粒稳定性的影响
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（5）使质粒稳定的措施

• 组建合适载体

• 选择适当宿主

• 施加选择压力

– 抗生素添加法

– 抗生素依赖变异法

– 营养缺陷型法

• 控制基因过量表达

• 控制培养条件（温度、pH、DO）
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（6）质粒保持率

• 为考察质粒稳定性，在此引入质粒保持率Fn
的概念，Fn表示分批培养中细胞分裂n次后，

培养液中基因工程细胞数与总细胞数的比值
，即

%100×=
培养液中细胞总数

数培养液中基因工程细胞F n
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• 假定在分批培养过程中，细胞在对数生长期
每次分裂时，其质粒丢失率为P，则Fn为

：细胞分裂次数

持菌株的比值质粒丢失菌株与质粒保

n

P
P

PnnF
:

1
1

2 )1(

α

α
α

α −−⋅−−
−−

=

理论上基因工程菌载荷外源性基因，培养过
程细胞大量合成外源性产物，其负荷大于质
粒丢失菌株，故基因工程菌株比生长速率μ
通常较质拉丢失菌株小，当然亦有变化不大
者。



28

28

• 由图。假定P＝1％， 当
α＝0时，表明质粒丢失

菌株不能生长，培养处于
最理想的稳定状态，亦为
质粒最稳定状态，此时Fn
接近于1.0；但在无选择压
力下，α值越大，Fn越低
，即质粒稳定性越差。



29

29

3，表达效率及质粒拷贝数控制

• 在工程菌培养过程中，表达效率与质粒拷贝数有关
。在质粒稳定基础上，应尽可能提高细胞内质粒拷
贝数。

• 在工业生产中易于操作的方法是在培养的不同阶段
，采用不同培养温度达到提高拷贝数目的，在前培
养阶段采用低温，以减少细胞负荷，此时拷贝数较
低，而比生长速率升高，在主培养中途升高温度，
质粒拷贝数增加，目的基因产量提高。
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• 例如，用工程菌
生产β-内酰胺酶
。在25℃下培养
至浊度为5。再将

培养温度提高至
37℃，则质粒拷

贝数增加，基因
产物β-内酰胺酶
活性增加37倍左
右。
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第三节 工程菌分批培养动力学

对于质粒脱落性不稳定，细胞在分裂时丢失
质粒的概率为p，

则
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所以所以

对于底物对于底物

对于产物对于产物
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第四节 培养装置与产物的提取

• 工程菌的培养与普通微生物的培养方法类
似。在进行以工业化为目的的DNA重组实

验，以及为生产异种基因产物而培养重组
菌时，当然应采用简便易行的培养系统。
现在多半使用大肠杆菌为宿主，而在一般
的通气搅拌罐中大肠杆菌能生长良好。
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一、发酵罐
• 作为基因重组体的培养装置，与一直沿用的通气搅
拌培养罐要有区别，即不仅要防止外部微生物侵入
罐内，还必须采用不使培养物外漏的培养装置。按
实验准则，可把这类密闭型通气搅拌式培养罐划分
为操作液量20L以上和20L以下两种。

• 现今使用的微生物培养装置，按其灭菌法又可分两
类。
– 一是在高压灭菌器中进行培养基及培养罐的灭菌，罐本
身通常是玻璃制的，容量在10L以下的居多；

– 另一类是20L以上的培养罐，一般为不锈钢制品，多采
用通新鲜蒸气进行灭菌（原位灭菌）。
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二、工程菌外漏的防范
• 首先应了解培养微生物在普通通气搅拌罐中可能
发生外漏的部位和操作。归纳起来有：

排气

机械密封

接种

取样

培养后的灭菌(通入湿热蒸气)
排液(输至下一工序)。
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1，排气
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2，机械密封

• 考虑培养液外漏的情况，培养
基因工程菌时，以用上部搅拌
的双机械密封为好。
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3，取样

• 普通发酵罐的取样管道在取样时会流出样品。
取样后对样品管道灭菌时，未灭菌的培养液污
水被排至排水管内。对此，必须采取措施，如
用取样工具进行取样。此法可在培养液不接触
外界的条件下取样。
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• 操作都由人工控制，操作中难免出错。为了减少操
作人员接近工程菌的机会，尽量不用人工操作而采
用自动取样装置最为安全。下图为自动取样装置的
流程图。取样方法与人工取样程序大致相同。同时
，取样过程因采用程序系统控制而易于变动。取出
的样品保存于冷库内，冷库内的空气经滤器过滤，
内部也可进行灭菌。
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4，培养后的灭菌

• 培养后对培养液和管道等进行灭菌
时，一开始流出的末灭菌排水有可
能存在活的重组菌。取样、排液的
管道中能产生这类排水，因此，一
定要另行安装排水管并与废液灭菌
贮槽等相连接，以便排放污水。
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5，接种

• 向罐内直接接种的方法是不安全的。简
单的安全接种法是将种子瓶与培养罐以
管相连接后，用无菌空气加压压入的方
法。另一种方法是先把种子液在安全柜
内移至供接种用的小罐内，再将其与培
养罐连接，用蒸汽对连接部分灭菌后，
把种子罐中的种子液接入培养罐内。
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6，排液

• 培养后要将培养液输送至贮罐等下一道
工序，这时也有可能产生气溶胶和重组
菌的扩散。安全的方法是在培养开始前
就将排液口与下段工序相连接并进行灭
菌，这样培养一结束即可直接输送培养
液。如果排液口未与下段工序相连那就
应与连结废液灭菌罐的排水管道相接，
这样就安全了。
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三、培养罐的管道布局
• 下图表示重组菌培养罐(P2、P3级)的整体流
程图。重组菌培养罐中，凡有可能外漏重组
菌的部分都与排污管道相连。图中所示的管
路能分离并排出污染重组菌的污水。
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四、基因工程产品的提取和精制

• 传统的发酵产品和基因工程产品在提取和精
制上的不同，主要表现在下列两方面：

– 传统发酵产品多为小分子(工业用酶除外，但它
们对纯度要求不高，提取方法较简单)，其理化

性能，如平衡关系等数据都已知，因此放大比较
有根据；相反，基因工程产品大都是大分子，必
要数据缺乏，放大多凭经验。

– 基因工程产品大多处于细胞内，提取前需将细胞
破碎，增添了很多困难。
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• 另外，对于基因工程产品，还应注意生物安
全(biosafety)问题，即要防止菌体扩散，特别

对前面几步操作，一般要求在密封的环境下
操作。例如用密封操作的离心机进行菌体分
离时，整个机器处在密闭状态，在排气口装
有一无菌过滤器，同时有一根空气回路以帮
助平衡在排放固体时系统的压力，无菌过滤
器用来排放过量的气体和空气，但不会使微
生物排放到系统外。


