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高效表达 AIM 工程菌的发酵培养基及发酵条件优化 
 

黎 明，张俊环，周 政，牛 涛 
(工业微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：为了进一步提高工程菌的载脂蛋白 AI 米兰突变体(AIM)的表达量，降低发酵成本，通过碳氮源优化实验并结

合正交实验筛选出该工程菌产 AIM 的最适培养基为(g/L)：蔗糖 10，酵母粉 10，硫酸铵 6 和 NaCl 10；最适发酵条件为：

装液量 30 mL，接种量 8%，诱导时机 A600 1.0，诱导剂浓度 0.8 mmol/L，诱导时间 6 h．在此优化的条件下，AIM 的表达量

为 2.26 g/L，是未优化条件下的 1.58 倍． 
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Optimization of Fermentation Mediums and Fermentation Conditions  

for AIM Production by Engineering Bacteria 

LI Ming，ZHANG Jun-huan，ZHOU Zheng，NIU Tao 

(Key Laboratory of Industrial Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：The optimal medium and optimal fermentation condition for AIM production by engineering bacteria were

founded through carbon and nitrogen sources optimization experiments and orthogonal experiments. The optimal me-

dium(g/L)：sucrose 10，yeast powder 10， ammonium sulfate 6 and NaCl 10. The optimal fermentation condition：liquid 

loading 30 mL，inoculum size 8%，induction opportunity A600 1.0，inductor concentration 0.8 mmol/L，induction time 6 h.

Expression level of AIM is 2.26 g/L in the optimized conditions，which is the 1.58 times of the expression level in the basic

conditions.  

Keywords：apolipoprotein A-I-Milano；fermentation media；fermentation conditions；E.coli 

 

载脂蛋白 AI(apoAI)是高密度脂蛋白(HDL)的

最主要结构成分，在外周组织中作为游离胆固醇的受

体，促进 HDL 对外周组织中胆固醇的摄取；在脂蛋白

表面作为卵磷脂胆固醇酰基转移酶(Lecithin-choles-

terol acyltransferase，LCAT)的辅助激活因子，参与胆

固醇的酯化；在肝脏表面介导 HDL 与 B 族Ⅰ型清道

夫受体(scavenger receptor class B type Ⅰ，SR-BI)的

作用，将 HDL 中胆固醇酯转移到肝脏进行代谢，从而

降低胆固醇在外周组织的沉积；另外，apoAI 通过其

抗炎、抗血栓形成和内皮功能保护等多种作用抑制动

脉粥样硬化的发生和发展．动物和临床实验证明血

浆中 apoAI 和 HDL 的含量与动脉粥样硬化心脑血管

病的发生呈负相关性[1]，apoAI 具有明显的抗动脉粥

样硬化的生物学效应[2]．因此，apoAI 基因已经成为

预防和治疗动脉粥样硬化症的靶基因[3]． 

载脂蛋白 AI 米兰突变体(AIM)是第一个被发现

的 apoAI 的天然半胱氨酸突变体[4]．至今 AIM 携带

者无一人被检出动脉粥样硬化的临床或病理表征，这

主要是由于 AIM 具有独特的结构[5]和功能特性[6–7]，

从而高度保护其携带者免于发生心脑血管疾病．与

apoAI 相比较，AIM 的构象更稳定，在血浆中的半衰

期延长；而且链间二硫键使 AIM 二硫键 C 末端 40

多个氨基酸残基形成一个新的结构域，呈环状突出于

HDL 颗粒表面，结合脂的能力大大增强[8]，能更有效
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地排出细胞中的胆固醇，且较少的底物就可激活

LCAT；同时，AIM 游离的巯基具有抗脂类氧化的作

用[7]．因此 AIM 比 apoAI 的抗动脉粥样硬化的能力

更强[7,9]． 

大量动物和临床实验证明，重组人 AIM 不仅能

在短时间内显著“逆转”动脉粥样硬化，而且临床研

究也未见明显的毒副反应．但是，由于 AIM 的临床剂

量在克级水平，临床用量很大，因此 AIM 用于临床治

疗不可能从血液中提取，可依赖基因工程技术将 AIM

基因在微生物中表达．前期工作已经构建了高效表

达 AIM 的工程菌，为了进一步提高表达量，降低发酵

成本，本文对 AIM 工程菌的培养基和培养条件进行

优化，为其应用研究和工业化发酵生产奠定基础．  

1 材料与方法 

1.1 菌株 

含质粒 pET22b-AIM 的重组 E.coli BL21，本实验

室保存． 

1.2 培养基 

种子培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母粉 5，NaCl 

10，氨苄青霉素 0.05，pH 7.0． 

原始发酵培养基(g/L)：葡萄糖 10，蛋白胨 10，

NaCl 10，氨苄青霉素 0.05，pH 7.0． 

1.3 培养方法 

种子培养：从平板上挑取重组 E.coli BL21 单菌

落，接种到装有 30,mL 种子培养基的 250,mL 摇瓶

中，37,℃、200,r/min培养 14,h，制成种子液． 

原始发酵培养：按 6%的接种量将种子液接种到

装有 30,mL 原始发酵培养基的 250,mL 摇瓶中，

37,℃、200,r/min 培养 2～3,h，当 A600 为 0.8 时，加入

IPTG 至终浓度为 0.6,mmol/L，诱导 4,h． 

1.4 发酵培养基优化 

基于微生物对营养利用情况及成本的比较，在文

献[10]的基础上，运用单因素实验筛选出最适碳、氮

源及最适浓度． 

1.4.1 碳源的选择 

以 10,g/L 的蛋白胨为氮源，10,g/L 的 NaCl 为无

机离子，分别加入 10,g/L 的葡萄糖、蔗糖和甘油进行

发酵，筛选出最适碳源；再以 10,g/L 的蛋白胨为氮

源，10,g/L 的 NaCl 为无机离子，加入 5、10、15,g/L 的

最适碳源，筛选出最适碳源的最适浓度． 

1.4.2 氮源的选择 

以最适浓度的最适碳源和 10,g/L 的 NaCl 为培

养基基本组分，分别加入 10,g/L 的酵母粉、蛋白胨、

黄豆饼粉，经发酵筛选出最适有机氮源；再以最适浓

度的最适碳源和 10,g/L 的 NaCl 为培养基基本组分，

加入 5、10、15,g/L 的最适有机氮源，筛选出最适有机

氮源的最适浓度． 

以最适浓度的最适碳氮源和 10,g/L 的 NaCl 为

培养基基本组分，分别加入含氮量为 0.56,g/L 的不同

无机氮源(g/L)：硫酸铵 2.64、硝酸铵 1.60 和氯化铵

2.12，筛选出最适无机氮源；再以最适浓度的最适碳

氮源和 10,g/L 的 NaCl 为培养基基本组分，分别加入

2、3、4,g/L 的最适无机氮源，筛选出最适无机氮源的

最适浓度． 

1.4.3 正交实验 

利用 L9(3
3
)正交实验筛选出蔗糖、酵母粉和硫酸

铵的最佳配比． 

1.5 发酵条件优化 

1.5.1 装液量的确定 

以原始发酵培养为基础，分别将种子液接种到不

同体积的最适发酵培养基中，筛选出最适装液量． 

1.5.2 接种量的确定 

以原始发酵培养为基础，分别按不同的接种量进

行接种，筛选出最适接种量． 

1.5.3 诱导时机的确定 

以原始发酵培养为基础，分别在 A600 为 0.4、0.6、

0.8、1.0、1.2、1.4 时加入 IPTG 进行诱导，筛选出最适

诱导时机． 

1.5.4 诱导剂量的确定 

以原始发酵培养为基础，加入 IPTG 至终浓度分

别为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2,mmol/L，筛选出最适诱

导剂量． 

1.5.5 诱导时间的确定 

以原始发酵培养为基础，分别诱导 3、4、5、6、7、

8,h，筛选出最适诱导时间． 

1.6 分析方法 

1.6.1 生物量的测定 

以未接种的发酵培养基为空白对照，测定不同培

养时期发酵液在 600,nm 波长下的吸光度，使其在

0.10～0.65 之间，经稀释后测得的 A600乘以稀释倍数

即为生物量的值． 

1.6.2 SDS-PAGE 蛋白电泳 

收集发酵菌体，完全超声破碎后离心取上清液，

用 15%分离胶和 5%浓缩胶进行 SDS-PAGE．电泳完

毕后分别用考马斯亮蓝染色液和脱色液进行染色和

脱色． 

1.6.3 AIM 表达量的测定 

以不含质粒的 E.coli BL21 为对照，采用改良的
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Bradford 蛋白质定量检测试剂盒测定 AIM 的表达

量．操作方法：取 4 µL 蛋白标准液(牛血清白蛋白溶

液)加 PBS 稀释至 100,µL(一般可用 PBS 稀释标准

品)，使终浓度为 200,µg/mL；将稀释后标准品按 0、1、

4、6、8、10、15,µL 分别添加到 96孔板中，加 PBS补足

至 20,µL，每孔蛋白含量分别为：0、0.2、0.4、0.8、1.2、

1.6、2.0、3.0,µg；加适当体积样品到 96孔板中，加 PBS

至 20,µL；各孔加 200,µL Bradford Reagent，混匀，室

温放置 5,min；用预热的酶标仪测定 A595 并绘制标准

曲线，计算样品中的蛋白浓度． 

2 结果与讨论 

2.1 发酵培养基优化 

2.1.1 碳源 

由表 1 可知，以葡萄糖为碳源的菌体 A600 最大，

以蔗糖为碳源的菌体 A600稍低，但是 AIM 的表达量

最高，故选用蔗糖作为碳源．蔗糖最适浓度实验结果

表明，质量浓度为 10,g/L 时 AIM 表达量最高，达

1.625,g/L． 

表 1 不同碳源下工程菌的生物量及 AIM表达量 

Tab.1  Biomass and AIM expression levels of engineering 

bacteria for different carbon sources 

碳源 A600 AIM表达量/(g·L-1) 

葡萄糖 1.328 1.423 

蔗糖 1.221 1.625 

甘油 0.997 1.551 

以葡萄糖为碳源的培养基 AIM 表达量反而不及

另外两种培养基，可能是由于微生物在利用葡萄糖作

为碳源时，葡萄糖降解速度较快，使得降解速度超过

菌体吸收速度，一些葡萄糖代谢物如丙酮酸、乙酸等

在细胞内积累，从而降低了环境的 pH，抑制了菌体代

谢物的产出． 

2.1.2 氮源 

有机氮源在发酵培养基中不仅是菌体生长繁殖

的营养，有些还是某些产物合成的前体．常用的有机

氮源有酵母粉、蛋白胨、花生饼粉、黄豆饼粉等．本实

验用酵母粉、蛋白胨、黄豆饼粉作试用氮源．由表 2

可知，以酵母粉为氮源的菌体 A600 最大，且 AIM 的表

达量最高，因此选用酵母粉作为有机氮源．酵母粉最

适浓度实验结果表明，质量浓度为 10,g/L 时 AIM 表

达量最高，达 1.648,g/L． 

无机氮源吸收快、易利用、成分简单．在确定了

碳源和有机氮源之后，以硫酸铵、硝酸铵、氯化铵为无

机氮源，考察其对菌体生长及 AIM 表达量的影

响．由表 3 可知，以硝酸铵为氮源的菌体 A600 最大，

其次为硫酸铵，但以硫酸铵为氮源的 AIM 表达量最

高，因此选用硫酸铵作为无机氮源．硫酸铵最适浓度

实验结果表明，质量浓度为 4,g/L时AIM表达量最高，

达 1.772,g/L． 

表 2 不同有机氮源下工程菌的生物量及 AIM表达量 

Tab.2  Biomass and AIM expression levels of engineering 

bacteria for different organic nitrogen sources 

有机氮源 A600 AIM表达量/(g·L-1) 

黄豆饼粉 1.173 1.565 

酵母粉 1.306 1.648 

蛋白胨 1.226 1.609 

表 3 不同无机氮源下工程菌的生物量及 AIM表达量 

Tab.3  Biomass and AIM expression levels of engineering 

bacteria for different inorganic nitrogen sources 

无机氮源 A600 AIM表达量/(g·L-1) 

硫酸铵 1.415 1.772 

硝酸铵 1.465 1.722 

氯化铵 1.331 1.694 

2.1.3 正交实验 

由表 4 可知，在蔗糖、酵母粉和硫酸铵 3 种培养

基组分的不同配比中，AIM 表达量最高的组合为

(g/L)：蔗糖 10，酵母粉 10，硫酸铵 6．极差分析结果

表明硫酸铵对菌体生长的影响最大，蔗糖次之，酵母

粉的影响较小． 

表 4 正交实验 

Tab.4 Orthogonal test 

实验号 
蔗糖/ 

(g·L-1) 

酵母粉/ 

(g·L-1) 

硫酸铵/ 

(g·L-1) 

AIM表达量/

(g·L-1) 

1 5 5 2 1.356 

2 5 10 4 1.591 

3 5 15 6 1.515 

4 10 5 4 1.609 

5 10 10 6 1.694 

6 10 15 2 1.522 

7 15 5 6 1.701 

8 15 10 2 1.525 

9 15 15 4 1.557 

k1 1.487 1.555 1.467  

k2 1.608 1.603 1.585  

k3 1.594 1.531 1.636  

R 0.121 0.072 0.169  

优化后的最适发酵培养基为(g/L)：蔗糖 10、酵

母粉 10、硫酸铵 6 和 NaCl 10．由图 1 可知，重组

E.coli BL21 在最适发酵培养基中生长情况良好，而且

AIM 的表达量达 1.775 g/L，是在原始培养基中表达

量的 1.247倍． 
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图 1 发酵培养基优化前后的生物量及 AIM的表达量 

Fig.1  Biomass and expression levels for fermentation me-

dium optimization 

2.2 发酵条件 

2.2.1 装液量 

由图 2 可知，装液量对 AIM 表达量的影响较大，

在 10～30,mL 时 AIM 表达量逐渐升高，在 40～

60,mL 时 AIM 表达量严重下降，表明充足的氧供应

是菌体生长和高表达 AIM 的必需条件．因此，发酵

时装液量应控制在 30,mL． 

 
图 2 装液量对 AIM表达量的影响 

Fig.2 Effect of media volume on the expression of AIM 

2.2.2 接种量 

接种量的大小决定于生产菌种的生长繁殖速度，

较大的接种量可以缩短菌体繁殖达到高峰的时间，使

产物的形成提前到来，并可减少杂菌的生长机会．但

接种量过大或者过小，均会影响发酵．过大会引起溶

氧不足，影响产物合成，而且会过多产生代谢废物；过

小会延长培养时间，降低生产率．由图 3 可知，接种

量为 8%时 AIM 表达量最高． 

 
图 3 接种量对 AIM表达量的影响 

Fig.3 Effect of inoculum size on the expression of AIM 

2.2.3 诱导时机 

诱导时机是影响 AIM 表达量的重要工艺参

数．由图 4 可知，在 A600 为 1.0 时诱导，AIM 的表达

量最高． 

 

图 4 诱导时机对 AIM表达量的影响 

Fig.4 Effect of induction opportunity on the expression of 

AIM 

2.2.4 诱导剂量 

工程菌中的表达载体为 IPTG 诱导型表达载体，

因此 AIM 的表达必须加入 IPTG 进行诱导．由图 5

可知，终浓度 0.8,mmol/L 的 IPTG诱导效果最佳． 

 

图 5 诱导剂量对 AIM表达量的影响 

Fig.5 Effect of induction concentration on the Expression 

Fig.5 of AIM 

2.2.5 诱导时间 

由图 6 可知，随着诱导时间从 3,h 到 6,h，AIM 表

达量逐渐增加并达到最高，继续增加诱导时间，AIM

并没有发生降解．因此，选择诱导时间为 6,h． 

 

图 6 诱导时间对 AIM表达量的影响 

Fig.6 Effect of induction time on the expression of AIM 
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2.3 验证实验 

通过对重组大肠杆菌 BL21/pET22b-AIM 发酵条

件的研究，确定其最适发酵条件为：装液量 30 mL，接

种量 8%，诱导时机 A600 1.0，诱导浓度 0.8 mmol/L，诱

导时间 6 h．发酵后的蛋白样品经 SDS-PAGE 电泳

后，在 28.0 ku 有清晰明显条带(如图 7 所示)，和

AIM 的结果一致．由图 8 可知，在最适发酵培养基和

最适发酵条件下 AIM 的表达量可达 2.26 g/L，是优化

前的 1.58倍．  

 

图 7 发酵培养基和发酵条件优化前后的 SDS-PAGE 

Fig.7 SDS-PAGE for fermentation medium and fermenta- 

tion conditions optimization 

 

图 8 最适发酵培养基和发酵条件下的生物量及 AIM表达量 

Fig.8 Biomass and expression level in optimized fermenta- 

tion medium and conditions  

3 结 论 

本实验基于微生物对营养利用情况及成本的比

较，运用单因素实验和 L9(3
3
)正交实验筛选出最适发

酵培养基为(g/L)：蔗糖 10，酵母粉 10，硫酸铵 6 和

NaCl 10；单因素实验筛选出最适发酵条件为：装液量

30,mL，接种量 8%，诱导时机 A600 1.0，诱导浓度 0.8 

mmol/L，37,℃、200,r/min 诱导 6,h，AIM 的表达量达

2.26,g/L，是未优化条件下的 1.58倍． 
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