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重组I型人源化胶原蛋白在大肠杆菌中的

可溶性表达及纯化
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摘要：胶原蛋白（Collagen）目前广泛应用于食品、医疗、美容等领域，然而，重组胶原蛋白存在包涵体形式

表达及纯度较低等问题，限制了其规模化生产及制备应用。该研究在 I 型人源化胶原蛋白 hCOL1A1 的基础上，在

其 N 末端融合了小分子泛素样修饰蛋白（SUMO）和 6×His 标签，构建了重组表达载体 pET21a（+）-SUMO-hCOL1A1，

并转化至大肠杆菌 BL21（DE3）。通过对工程菌 BL21（DE3）/pET21a（+）-SUMO-hCOL1A1 进行 IPTG 诱导表达、

培养条件的优化及蛋白的分离纯化，实现了重组 I 型人源化胶原蛋白 hCOL1A1 在大肠杆菌中的可溶性表达及有效

纯化。工程菌破碎上清经 Ni-NTA 亲和层析、TEV 酶切、离子交换层析纯化，可收获纯度 95% 以上的 hCOL1A1 蛋白。

所确定的 25 ℃诱导培养温度，添加 0.4 mmol/L IPTG 的最佳诱导培养条件，进一步在 5 L 发酵罐进行分批补料发酵

放大，最终蛋白产量达到 1.43 g/L。该研究实现了 hCOL1A1 蛋白的可溶表达、5 L 发酵罐生产及纯化，为重组胶原

蛋白大规模生物合成及纯化提供了参考。
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Abstract: Collagen is currently widely used in the food, medical, and beauty industries. However, isolating 

recombinant collagens poses considerable challenges because of factors such as inclusion body expression and low purity, 

limiting its large-scale production and application. Based on humanized type I collagen (hCOL1A1), a recombinant 

expression vector pET21a(+)-SUMO-hCOL1A1 was constructed by fusing a small ubiquitin-like modifier protein (SUMO) 
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胶原蛋白是一类功能性蛋白，约占人体总蛋白

的三分之一 [1]。天然胶原蛋白包含有多个 α- 螺旋链，

每个 α- 螺旋都包含大量（Gly-x-y）n 重复序列，x、
y 通常代表脯氨酸、羟脯氨酸或羟赖氨酸 [2]，这种特

殊结构赋予了它稳定性、良好的生物相容性和可降

解性 [3]。其在化妆品制剂 [4]、皮肤组织修复 [5]、生物

复合材料 [6] 等领域均有广泛的应用前景和商业价值，

《国内高品质胶原蛋白行业发展白皮书》预计，全

球胶原蛋白市场规模到 2027 年将达 226.22 亿美元，

其中中国胶原蛋白的市场规模预计将达 15.76 亿美

元，约占全球市场的 6.96% [7]。此外，国家食品药

品监管总局数据显示，胶原蛋白相关的保健食品已

发展至 190 余种，包括胶囊、冲剂等 [8]，用于肉制

品和乳制品当中的例子也不胜枚举，研究表明胶原

蛋白可以用于改善食品口感及质量 [9]。目前，天然

胶原蛋白主要利用传统酸碱法进行分离提纯，面临

纯度较低，具有病毒隐患等问题 [10,11]，限制了胶原

蛋白的应用开发，因此，重组胶原蛋白具有广阔的

发展前景。其中，大肠杆菌相较其他宿主生长速度

快、培养成本低、遗传背景清晰 [12]，通过基因改造、

高密度培养、下游分离纯化，能大大降低重组胶原

蛋白的生产成本 [13]，提升其在食品、化妆品、生物

材料领域的潜力 [14]。

目前已报道约 29 类胶原蛋白 [15]，I 型胶原蛋白

作为人体中最常见、也是目前医疗器械中常用胶原

蛋白，是异源三聚体结构（α1[ Ⅰ ]2α2[ Ⅰ ]） [16]，西北

大学范代娣团队将人胶原蛋白片段 hCOL1A1 与胰

岛素基因 insulin 融合表达，利用毕赤酵母摇瓶发酵

实现了 300 mg/L 的产量，且 pH 值、热稳定性均有

一定的提升 [17]，杨晶等 [18] 利用大肠杆菌生产重组类

人Ⅰ型胶原蛋白，产量达 520 mg/L，且能有效促进

小鼠纤维细胞 3T3 细胞的增殖。当前，国家响应

重组胶原蛋白原材料和创面敷料的管理，包括国

家药监局发布关于征求《重组人源化胶原蛋白》

行业标准意见，推动了市场医疗器械等产业高质量

发展，鼓励重组人源化胶原蛋白新型生物材料的研

发创新。

本文选取了来自 I 型胶原蛋白 α1 链的 hCOL1A1
截短片段，其中肽段 743-880 被证明能有效促进人

真皮成纤维细胞的胶原合成与伤口愈合 [19]。在 N 端

融合了 SUMO 标签蛋白，能促进了重组蛋白的可

溶性表达，有效地避免重组胶原蛋白水解及聚集情

况 [20]。构建了 SUMO-hCOL1A1 融合蛋白的大肠杆

菌表达体系，通过表达条件的优化、5L 发酵罐分

批补料发酵、Ni-NTA 亲和层析纯化、离子交换层

析纯化等方法，有效地实现的 hCOLA1 蛋白的小

试放大生产及多种易于放大的纯化方法的开发，为

hCOL1A1 的进一步开发利用提供参考，为重组胶

原蛋白大规模生产提供借鉴意义。

1  材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株与质粒

E. coli Top10 作为质粒扩增的宿主菌，E. coli 
BL21（DE3）作为表达目的基因的宿主菌，均由

华南理工大学生物科学与工程学院微生物酶学实

验室保存，SUMO 基因序列来源于 GenBank，氨

基酸序列号：AVL26008.1，基因 hCOL1A1 DNA 序

列源自于中华生物医学研究院福活因子产品系列，

GenBank 氨基酸序列号：WOZ30155.1，pET21a（+）
购自南京金斯瑞生物科技有限公司。

and 6×His tag at the N-terminus of hCOL1A1, which was then transformed into Escherichia coli BL21 (DE3). Soluble 

expression and purification of recombinant hCOL1A1 in E. coli were achieved through IPTG induction, optimization of the 

culture conditions, and protein purification of the engineered strain produced by BL21/pET21a(+)-SUMO-hCOL1A1. The 

supernatant of the engineered strain was purified through Ni-NTA affinity chromatography, TEV enzyme digestion, and ion-

exchange chromatography, ultimately yielding hCOL1A1 protein with a purity of over 95%. The optimal culture conditions 

were determined to be an induction temperature of 25 ℃ and a concentration of 0.4 mmol/L IPTG. Further scale-up in 5 L fed-batch 

fermentation resulted in a final protein yield of 1.43 g/L. Soluble expression of the hCOL1A1 protein, 5 L bioreactor production, and 

purification were achieved, serving as a valuable reference for the large-scale biosynthesis and purification of recombinant 

collagen.

Key words: type I collagen; recombinant humanized collagen; fusion expression; protein purification; fed-batch 

fermentation
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1.1.2 主要试剂及培养基

标准分子量蛋白质Marker、PCRMix、DNAMarker，
均购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；质粒提

取试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒，Magen 公司；

Bradford 蛋白浓度测定试剂盒，购自上海捷瑞生

物工程有限公司；氨苄青霉素（Ampicillin）、异丙

基 -β-D- 硫代半乳糖苷（IPTG），购自生工生物工

程（上海）股份有限公司；限制性内切酶 Nde Ⅰ和

Xho Ⅰ，购自 TaKaRa 公司；TEV 蛋白酶，碧云天

生物有限公司；其余常用试剂均为国产分析纯。

氨苄青霉素母液：100 mg/mL，工作质量浓度

50~100 μg/mL，0.22 μm 滤膜除菌；IPTG 母液：

1 mg/mL，0.22 μm 滤膜除菌，-20 ℃低温保存；平

衡缓冲液 Buffer A1 ：20 mmol/L 三羟甲基氨基甲烷

Tris，500 mmol/L 氯化钠，pH 值 7.5 ；洗脱缓冲

液 Buffer B1 ：20 mmol/L 三羟甲基氨基甲烷 Tris，
500 mmol/L 氯化钠，500 mmol/L 咪唑，pH 值 7.5 ；

平衡缓冲液 Buffer A2 ：20 mmol/L Na2HPO4，pH 值

7.5 ；洗脱缓冲液 Buffer B2 ：20 mmol/L Na2HPO4，

1 mol/L NaCl，pH 值 7.5 ；LB 培养基（g/L）：5 g 酵

母提取物，10 g 胰蛋白胨，10 g 氯化钠；发酵培养

基（g/L）：20 g/L 酵母提取物，10 g/L 胰蛋白胨，

13.5 g/L 磷酸二氢钾，1 g/L 硫酸镁，8 g/L 甘油；补

料培养基（g/L）：80 g/L 酵母提取物，40 g/L 胰蛋

白胨，13.5 g/L 磷酸二氢钾，4 g/L 硫酸镁，400 g/L
甘油。培养基均经 115 ℃，20 min 灭菌处理。

1.2 仪器与设备

恒温振荡培养箱，上海知楚仪器有限公司；

Eppendorf 5804R 型高速冷冻台式离心机，德国

Eppendorf 公司；UV-2350 型分光度计，UNICO 公

司；AKTA 蛋白纯化系统，美国通用电气公司；Ni 
Focurose 6FF（IMAC）5 mL 预装柱，武汉汇研生物

科技有限公司；UniSP-50XS 阳离子层析柱，苏州纳

微科技股份有限公司；SOURCE 30Q（GE/Cytiva）；
超声破碎仪，宁波新芝科技股份有限公司；5 L 全自

动通气搅拌发酵罐，迪必尔生物工程有限公司。

1.3 实验与方法

1.3.1 重组表达质粒pET21a（+）-SUMO-hCOL1A1
的构建与鉴定

重组 I 型人源化胶原蛋白基因（Recombinant 
Humanized Type I Collagen, rhCOL1A1），在其 N 端

融合 SUMO 标签蛋白，两序列之间插入酶切位点

BamHI 及氨基酸序列 ENLYFQ ↑ S（“↑”为蛋白

酶切割处），为蛋白酶 TEV Protease（Tobacco Etch 
Virus Protease，烟草蚀纹病毒蛋白酶）识别序列位

点。为实现 Ni-NTA 亲和层析纯化，融合蛋白带有

His 标签，全序列氨基酸经大肠杆菌密码子优化，

委托南京金斯瑞生物科技有限公司合成，基因克隆

至质粒 pET21a（+）的 Nde I 与 Xho I 酶切位点中，

重组质粒 pET21a（+）-SUMO-hCOL1A1。
将重组质粒转化 BL21（DE3）感受态细胞，

并涂布至含氨苄青霉素的 LB 平板中，37 ℃过

夜培养，抗性筛选转化子，并通过上下游引物

T7-F ：TAATACGACTCACTATAGG， 引 物 T7-R ：

CAAAAAACCCCTCAAG，PCR 扩增转化子，PCR
溶液体系：PCRMIX 4.8 μL，ddH2O 4.8 μL，单菌落

模版，上游引物 0.2 μL，下游引物 0.2 μL，总体系

为10 μL。PCR程序为：预热94 ℃，5 min，变性94 ℃，

30 s，延伸 72 ℃，1 kb/min，复性 72 ℃，10 min，
保温，16 ℃，其中变性、退火、延伸各 30 个循

环。结合 Nde I 与 Xho I 内切酶双酶切质粒 pET21a
（+）-SUMO-hCOL1A1，将结果正确的转化子送往

广州擎科生物有限公司测序。

1.3.2 重组SUMO-hCOL1A1蛋白的摇瓶表达

挑选鉴定正确的 BL21(DE3)/pET21a(+)-SUMO-
hCOL1A1 单菌落，接种至含氨苄青霉素的 LB 液体

培养基 （10 mL）中，于 37 ℃，220 r/min 的摇床

中过夜培养。移取活化的种子液，按 1%（V/V）接

种量至含氨苄青霉素的 LB 液体培养基，500 mL 摇

瓶装液量为 20%（V/V），于 37 ℃，220 r/min 的摇

床中培养 OD600 至 0.6~0.8，添加终浓度为 0.4 mmol/L 
IPTG 诱导蛋白表达，16 ℃，220 r/min 条件下诱导

表达 12~16 h，同时培养 BL21（DE3）对照菌株。

将上述发酵液在 4 ℃，6 000 r/min 条件下离心

10 min，收集菌体并用 Buffer A1 洗涤菌体。将重悬

菌液置于冰浴条件下，以 6 mm 变幅杆，30% 频率，

超声 3 s，间隔 3 s，超声破碎 20 min，细胞裂解物

于 4 ℃，10 000 r/min 离心 30 min，收集上清和细

胞碎片，进行 SDS-PAGE 电泳分析。

1.3.3 重组SUMO-hCOL1A1蛋白的表达条件优化

1.3.3.1 诱导剂浓度优化

参考 1.3.2 的小试表达方案，诱导时每组分别加

入不同浓度的 IPTG（0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L），
在 16 ℃，220 r/min 条件下诱导表达 12~16 h。收集

不同组分进行 SDS-PAGE 电泳，分析不同诱导剂浓
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度下重组蛋白的表达量。

1.3.3.2 诱导温度优化

参考本文 1.3.2 的小试表达方案，诱导时添加

0.4 mmol/L 的 IPTG，且每组分别以不同的诱导温度

（16、20、25、30 ℃），在 220 r/min 条件下诱导

表达 12~16 h。收集不同组分进行 SDS-PAGE 电

泳，分析不同诱导温度下重组蛋白的表达情况。

1.3.4 重组表达菌株5 L罐的分批补料发酵

1.3.4.1 种子液准备

参考本文 1.3.2 的小试表达方案，准备一级、

二级种子液。

1.3.4.2 5L发酵罐的分批补料发酵

将培养至对数生长期的二级种子液以 5%（V/V）
接种量接种至 5L 发酵罐中，并加入终质量浓度

为 100 μg/mL 的氨苄青霉素，最终装液量为 2 L 的基

础培养基，培养期间流加氨水控制 pH 值至 6.8~7.0。
初始培养温度 37 ℃，搅拌转速 200~800 r/min，空

气 流 速 1 800~2 000 L/h， 溶 氧 30%~50%， 罐 压

0.04~0.06 MPa。待营养物质耗尽后，溶氧上升，控

制溶氧为 30%，联动转速 200~800 r/min，控制补料

速度 4.5 g/h，连续流加补料。待菌体处于对数生长

期时开始诱导：温度 25 ℃、0.4 mmol/L IPTG，诱

导期间每 3 h 取菌液留样，稀释各组分 OD600=20，
SDS-PAGE 检测诱导表达情况。

1.3.5 重组SUMO-hCOL1A1蛋白的酶切与纯化

收集发酵破碎液的蛋白上清，经 0.45 μm 滤膜

过滤后，以 2 mL/min 的流速，加载上清至清洗完

毕且系统平衡的 AKTA 蛋白纯化系统，于 4 ℃收

集蛋白流穿液、洗脱液进行 SDS-PAGE 电泳分析

纯化情况。酶切条件按照碧云天 TEV 酶使用说

明书进行。

1.3.6 蛋白浓度测算方法

通过 SDS-PAGE 分析细胞各组分重组蛋白的表

达情况，Bradford 法测定样品蛋白浓度，再利用软

件 Image J 分析电泳条带，通过电泳条带的面积和

灰度值，测算目的蛋白所占比例。

1.3.7 数据分析方法

使用 GraphPad Prism 9 进行图形和图表的制作，

并进行数据分析。特定的图像分析使用 Image J 软
件完成。蛋白浓度等数据测算均进行了至少三次独

立实验，以确保结果的可重复性和可靠性。

2  结果与讨论

2.1 重组pET21a（+）-SUMO-hCOL1A1表
达载体的构建及鉴定

研究表明，从分子水平改善胶原蛋白亲水性，

可提升其用于组织材料工程中易于使用 [21]，解决重

组胶原蛋白在宿主中表达受限的和表达量低的问

题 [22]，因此在 hCOL1A1 的 N 端融合了 SUMO 蛋白。

以单菌落 BL21（DE3）/pET21a（+）-SUMO-hCOL1A1
为模板，PCR 扩增目的基因筛选阳性转化子，琼脂

糖凝胶电泳结果如图 1 所示，4 号泳道 1 500 bp 上

方出现单一明亮的条带，与理论值相符；此外，重

组质粒经 Nde I 与 Xho I 酶双酶切后，产生两条明显

的特异性条带，分别对应目的基因 SUMO-hCOL1A1
的 1 442 bp 与质粒双酶切后片段 5 365 bp，条带大

小与胶图条带相对应，结合测序结果，证明重组菌

株构建成功。

图 1 重组表达菌株验证

Fig.1 Identification of recombinant strain of 

BL21(DE3)/pET21a(+)-SUMO-hCOL1A1

注：a图为菌落 PCR验证阳性转化子图，M表示 5 000 bp

标准 DNA 电泳 Marker，1~4 表示 BL21（DE3）转化子菌落

PCR 验证。b 图为 pET21a（+）-SUMO-hCOL1A1 双酶切验证，

M 表示 10 000 bp 标准 DNA 电泳 Marker，1 表示质粒双酶

切验证条带。

2.2 重组SUMO-hCOL1A1蛋白的摇瓶表达

参照本文 1.2.2 的方法，对 BL21（DE3）/pET21a
（+）-SUMO-hCOL1A1 工程菌进行 500 mL 摇瓶

培养，装液量为 20%（V/V），经 IPTG 诱导 12 h、
离心收集菌体、超声破碎后，SDS-PAGE 分析重

组蛋白表达。同时发酵 BL21（DE3）菌株作为

对照组，结果如图 2 所示。工程菌经低温诱导
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培养，SUMO-hCOL1A1 主要以可溶形式存在于

细胞裂解物的上清中。经中华生物医学研究院确

认，hCOL1A1 理论分子量大小为 31.8 ku，考虑到

SUMO 大小为 14.5 ku，重组蛋白 SUMO-hCOL1A1
的理论分子大小应为 46.3 ku，而由于 SUMO 的共

价修饰和其带电情况（pI=4.97），且融合蛋白由于

亲水氨基酸占比较大，因此 PAGE 胶图可能显示分

子量偏大 [23]。通过与对照组相比，在工程菌细胞破

碎上清液中，55~65 ku 处出现一明显条带，表明重

组 SUMO-hCOL1A1 能以可溶形式在大肠杆菌中成

功表达，少部分为沉淀形式。

图 2 重组蛋白 SUMO-hCOL1A1 表达情况

Fig.2 Expression of recombinant protein of SUMO-hCOL1A1

注：M 代表标准蛋白电泳 Marker，1~3 代表 BL21(DE3)

破碎液全蛋白、上清、沉淀，4~6 代表 BL21(DE3)/pET21a(+)-

SUMO-hCOL1A1 破碎液全蛋白、诱导后上清、诱导后沉淀。

2.3 重组蛋白SUMO-hCOL1A1的表达条件
优化

重组蛋白生产期间，诱导温度和诱导剂浓度

至关重要，它决定了如何在更短时间的培养时间

内收获更多的蛋白。因此，在菌株对数生长期即

OD600=0.6~0.8 时，设置了添加不同梯度的 IPTG（0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L）诱导重组 SUMO-hCOL1A1
蛋白的表达，通过对比 BL21（DE3）对照组菌株、

未添加诱导剂前 BL21（DE3）/pET21a（+）-SUMO-
hCOL1A1菌株的表达情况，如图 3。结合 SDS-PAGE和

Image J 分析，相较 0.4 mmol/L 的 IPTG，添加终浓度

为 0.6、0.8、1.0 mmol/L 的 IPTG 均无表达量的明显

提升，因此确定 0.4 mmol/L 的 IPTG 为最佳诱导

浓度。

在菌株对数生长期，添加 IPTG 后，通过设置

不同的诱导温度（30、25、20、16 ℃），诱导重

组 SUMO-hCOL1A1 蛋白的表达，通过对比 BL21
（DE3）对照组菌株、未诱导前 BL21（DE3）/pET21a
（+）-SUMO-hCOL1A1 菌株的表达情况，如图 3。
结合 Image J 分析，确定最佳诱导温度为 25 ℃。

图 3 重组蛋白 SUMO-hCOL1A1 表达条件的优化

Fig.3 The optimization of theexpressionconditions for the 

recombinant protein SUMO-hCOL1A1

注：a 图为重组蛋白的诱导剂浓度优化，M 代表标准蛋

白电泳 Marker，1~2 代表 BL21(DE3) 对照菌株、未诱导菌株，

3~7 代表 IPTG 诱导浓度 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L 的

菌株表达情况。b 图为重组蛋白的诱导温度优化，M 代表标

准蛋白电泳 Marker，1~2 代表 BL21(DE3) 对照菌株、未诱

导菌株，3~6 代表诱导温度 30、25、20、16 ℃的菌株表达情况。

2.4 重组菌株BL21(DE3)/pET21a(+)-SUMO-
hCOL1A1的5L罐的分批补料发酵

Tang 等 [24] 通过 ALH、P4H 酶与胶原蛋白的共

表达，结合 10L 发酵罐的高密度发酵，实现了重组

胶原蛋白在大肠杆菌中的可溶表达，最终发酵罐产

量达 260 mg/L，表明重组胶原的工业化生产与实现

产品转化的潜力。因此，为验证工程菌株的放大稳

定性及蛋白表达情况，对菌株进行了 5 L 发酵罐

的分批补料发酵。在诱导温度 25 ℃，IPTG 终浓

度为 0.4 mmol/L 的诱导条件下，经 17 h 诱导，培
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养时长为 24 h，菌密度 OD600 达 61.73，其生长情况

如图 4a 所示。收集不同培养阶段的菌体，经破碎

收集上清，经 Bradford 法测定总蛋白浓度以及结合

Image J 灰度分析，重组蛋白 SUMO-hCOL1A1 的在

5 L 发酵罐中产量最终达 1.43 g/L，为 hCOL1A1，见

图 4b。

图 4 重组菌株的 5 L 高密度发酵过程监测图

Fig.4 5 L high-density fermentation process monitoringof 

the recombinant strain

注：a 图为重组菌株 5 L 发酵罐的发酵过程图，b 图为

重组菌株不同发酵时间点的样品 SDS-PAGE 分析。M 代表

标准蛋白电泳 Marker，1~6 代表培养 10、13、16、19、22、

24 h 的菌株破碎上清液（样品均稀释至 OD600=20）。

2.5 重组SUMO-hCOL1A1蛋白的纯化

2.5.1 重组SUMO-hCOL1A1蛋白的镍离子亲和层

析纯化

本文使用 Ni-NTA 亲和层析纯化重组 SUMO-
hCOL1A1，这种纯化策略不仅可用于验证重组蛋白

的存在，还可实现高纯度 SUMO-hCOL1A1 蛋白的

生产。测试了不同咪唑洗脱条件下的蛋白纯化情

况，SDS-PAGE 电泳结果如图 5a 所示，观察到在

50 mmol/L 咪唑浓度下，大量杂蛋白被有效洗脱。

当咪唑浓度提升至 100 mmol/L 以上时，目标蛋白

SUMO-hCOL1A1 开始从柱中洗脱。在 200 mmol/L

咪唑浓度下，实现了目标蛋白的初步纯化。通过对

SDS-PAGE 条带进行灰度扫描分析，纯化后的蛋白

纯度超过 50%，且蛋白分子量与预期相符。

2.5.2 重组SUMO-hCOL1A1蛋白的阴离子交换层

析纯化

为了提高 TEV 蛋白的酶切效果，在二次纯化

时使用了 G25 凝胶层析除盐，将含有咪唑的缓冲液

置换为缓冲液 20 mmol/L Na2HPO4，pH 值 7.5。接

下来，通过 TEV 酶切分离 SUMO 和 hCOL1A1
蛋白，由图 5b 的 1 号泳道可知，在 15~25 ku 和约

40 ku 分子量处有明显的两条条带，分别为 SUMO
和 hCOL1A1 蛋白，Yao 等 [25] 在表达 I 型类人胶原

蛋白时，SDS-PAGE 结果显示条带较理论分子量

大，给出的理由是可能由于多肽链之间的多聚化作

用，此外也有文献表明胶原蛋白及明胶类物质在

SDS-PAGE 中的表观分子量比其真实分子量高 1~4
倍 [26,27]，因此这也可能是导致 hCOL1A1 蛋白实际

分子量较大的原因。

在本研究中，重组融合蛋白 SUMO-hCOL1A1
（理论等电点 pI=5.69）被设计为通过 TEV 蛋白酶

的作用，将 SUMO 标签（pI=4.97）与 hCOL1A1 蛋

白（pI=9.0）分离。利用蛋白等电点的差异，采用

阴离子交换层析进行后续纯化。在这一过程中，等

电点 pI 低于 7.5 的蛋白质（如 SUMO 标签）因带

负电荷而被阴离子交换柱吸附，而 hCOL1A1 蛋白

由于其理论等电点 pI 为 9.0，大于 7.5，故未被柱吸

附并在流穿液中得以收集。

通过 SDS-PAGE 电泳分析（如图 5b 所示），在

2 号泳道中观察到目的蛋白 hCOL1A1 的条带。通

过对 SDS-PAGE 条带进行灰度扫描分析，计算得到

目的蛋白 hCOL1A1 的纯度超过 95%。这一结果表

明，通过 TEV 蛋白酶切和阴离子交换层析的组合纯

化策略，有效地验证并实现了高纯度的 hCOL1A1
蛋白的纯化。

2.5.3 重组SUMO-hCOL1A1蛋白的阳离子交换层

析纯化

本研究还探讨了利用阳离子交换层析分离目的

蛋白的策略。在此方法中，等电点 pI 低于 7.5 的蛋

白（如 SUMO 蛋白）因带负电荷而无法与阳离子

交换柱的填料结合，从而存在于流穿液中。相反，

hCOL1A1 蛋白由于其理论等电点 pI 为 9.0，大于

7.5，因此能够有效地结合至阳离子交换柱。实验

中发现，当 NaCl 浓度达到 0.2 mol/L 时，可以实现
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hCOL1A1 蛋白的有效洗脱。

图 5 重组蛋白 SUMO-hCOL1A1 的纯化结果

Fig.5 Purification of recombinant protein SUMO-hCOL1A1

注：图 a 为重组蛋白 SUMO-hCOL1A1 的镍离子亲和层

析结果，M 代表标准蛋白电泳 Marker，1~7 代表重组 SUMO-

hCOL1A1 的上清、流穿液、50、100、175、200、500 mmol/L

咪唑洗脱液。图 b 为阴离子交换层析纯化结果，M 代表标准

蛋白电泳 Marker，1~3 代表重组 SUMO-hCOL1A1 酶切上清、

流穿液、流穿液，4~8 代表 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mol/L 

NaCl 洗脱液。图 c 阳离子交换层析纯化结果，M 代表标准

蛋白电泳 Marker，1~3 代表重组 SUMO-hCOL1A1 酶切上清、

流穿液、流穿液，4~6 代表 0.2、0.4、0.6 mol/L NaCl 洗脱液。

图 d 为纯化流程图。

通过 SDS-PAGE 电泳分析（如图 5c 所示）及

对应条带的灰度扫描分析，计算得出采用阳离子交

换层析后 hCOL1A1 蛋白的纯度达到或超过 95%。

hCOL1A1 的纯化策略在图 5d 中有详细展示。

综上所述，本研究通过摇瓶及发酵罐水平的表

达、基于 His 标签的 Ni-NTA 亲和层析纯化、基于

TEV 蛋白酶的蛋白分离、以及基于蛋白等电点性质

的阳离子和阴离子交换层析方法，成功验证并实现

了高纯度 hCOL1A1 蛋白的生产，为重组 hCOL1A1
蛋白的纯化应用提供了有效的策略。

3  结论

本实验成功构建了 BL21/pET21a（+）-SUMO-
hCOL1A1重组蛋白工程菌，通过与SUMO标签融合，

实现了重组 I 型人源化胶原蛋白 hCOL1A1 的可溶

表达。通过对工程菌株进行了培养条件（诱导温度、

诱导剂浓度）的优化，确定了 25 ℃，0.4 mmol/L 
IPTG 的最优诱导表达条件，在 5L 分批补料发酵体

系下，融合蛋白 SUMO-hCOL1A1 产量可达 1.43 g/L，
所开发的两种纯化工艺，即融合蛋白经 Ni-NTA 亲

和层析、酶切、阴、阳离子交换层析两步纯化，

hCOL1A1 蛋白纯度可达 95% 以上。上述研究实现

了重组Ⅰ型人源化胶原蛋白（产品名称：福活因

子）的可溶生产和纯化，为目前生物法合成重组胶

原蛋白的放大生产提供示例，促进 hCOL1A1 在食

品、化妆品、医疗等领域的进一步开发。
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