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摘  要 : 为提高重组毕赤酵母 Pichia pastoris 发酵重组人Ⅲ型胶原蛋白产量，采用响应面对其生长阶段的

BMGY 培养基 (Buffered minimal glycerol-complex medium) 组成进行优化。通过 Placket-Burman 试验，得出酵

母提取物、蛋白胨、甘油对胶原蛋白产量有显著影响，通过 Box-Behnken 中心组合实验以及 Design-Expert 分

析软件建立了以胶原蛋白产量为响应值的响应方程，得到最适浓度分别为酵母提取物 1.13%，蛋白胨 1.61%，

甘油 0.86%。经实验验证，在最优 BMGY 培养基条件下培养 12 h 后，所得到毕赤酵母干重为 4.41 g/L，生长

阶段的菌重量增加了 26%。在 22 L 发酵罐中通过高密度发酵，产量达到 4.71 g/L。该重组胶原蛋白对大鼠乙

酸灼伤胃粘膜有明显修复作用，为生物医用材料的应用制备奠定了基础。 

关键词 : 毕赤酵母，重组人Ⅲ型胶原蛋，响应面优化法，胃粘膜 
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Production of gastric-mucosa protective collagen Ⅲ by 
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Abstract:  To improve collagen production by recombinant Pichia pastoris, we applied Placket-Burman and 

Box-Behnken design to optimize the fermentation medium. Through Placket-Burman design, three variables in the medium 

(concentration of yeast extract, peptone and glycerol) were selected for having significant effect on cell dry weight. 

Through Box-Behnken design regression coefficients analysis, a secondary degree polynomial equation was established, 

and the optimum levels of the three variables were yeast extract 1.13%, peptone 1.61% and glycerol 0.86%. During the 

growth period, an average cell dry weight of 4.41 g/L was obtained after 12 h fermentation, increased by 26%. Through 

high density fermentation, the production of recombinant human collagen (Ⅲ) was up to 4.71 g/L in 22 L fermentor. The 

recombinant human collagen (Ⅲ) exhibited good results to repair acetic acid induced gastric ulcer in rats. 

Keywords:  Pichia pastoris, human collagen (Ⅲ), response surface methodology, gastric tissue 

胶原蛋白是结缔组织中最主要的结构蛋白，

对维持细胞形态、维护生物组织和器官的正常生

理功能和损伤修复都有着重要作用[1-2]。因良好

的生物相容性、生物可吸收性和促新细胞形成等

特征，广泛应用于包括生物医用材料、化妆品、

食品工业、医药和印染等领域[3]。相比酸、碱水

解法或酶解法从动物的皮和骨组织中提取并纯

化过程中易带来病毒隐患、生物功效和临床疗效

不稳定等问题，利用基因工程技术重组表达胶原

蛋白成为研究热点和研究方向[4-5]。 

嗜甲醇酵母菌Pichia pastoris主要应用于基

因工程蛋白的表达[4,6]。相比哺乳动物细胞，具

有真核蛋白质合成途径的Pichia pastoris不要求

复杂的生长培养基或培养条件，在基因水平上

比较容易操纵[7]。一般可以通过培养基的优化设

计、发酵过程关键参数的调控以及甲醇诱导等

发酵控制策略实现 P. pastoris的高密度发酵[8]。

Placket-Burman (PB) 设计是一种高效筛选重要

影响因素的统计方法[9]，近年来应用广泛的响应

面分析方法  (RSM) 可预测响应值以及研究因

素间交互作用，并且已成功应用于多例发酵培

养基成分优化中[10-11]。 

消化性溃疡是消化系统的常见病、多发病，

一般认为主要与胃粘膜的攻击因子和防御因子

之间的失衡有关，以胃粘膜防御能力的减弱为

主。服用抗酸性药物如西咪替丁、沙漠替丁等

可缓解，但易引起多种并发症[12]。结合类人胶

原蛋白具有的良好生物学相容性、细胞黏附性、

促新细胞形成和止血功能，推测胶原蛋白对于

粘膜治愈方面能够发挥很大的优势[10-14]。 

重组 P. pastoris 胶原蛋白发酵属于分段式

发酵，与产物生成紧密相关的诱导阶段发酵已
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经经过优化[15]，因此本研究对菌体生长阶段所

需具有缓冲能力的甘油混合培养基 (BMGY 培

养基参数，包括酵母提取物、蛋白胨、甘油、

硫酸铵、酵母氮碱和生物素等) 进行优化。首先

通过 PB设计确定对 P. pastoris胶原蛋白产量影

响的重要参数并以 RSM进行优化，然后在 22 L

生物工程 (Bioengineering) 发酵罐中进行高密

度发酵。最后，以造模成功率最高 (接近 100%)、

稳定性良好的大鼠乙酸性胃黏膜损伤模型研究

类人胶原蛋白对乙酸性胃溃疡的修复作用，探

究重组人Ⅲ型胶原蛋白对胃溃疡治疗的效果。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 感受态细

胞购自 TaKaRa 公司。巴氏毕赤酵母 GS115 宿

主菌株为本实验室保存。表达载体穿梭质粒

pPIC9k购自 Invitrogen 公司。实验动物 SPF级

健康雄性 SD大鼠 20只，体重 100−120 g，购于

西安交通大学医学部实验动物中心。 

1.2  仪器 

瑞士 Bioengineering 22 L发酵罐，发酵在线

控制器，空气压缩机；纯氧瓶；高速冷冻离心

机，湖南湘仪有限公司；电子分析天平：瑞士

Mettler 公司；蛋白电泳仪：美国 BioRad公司；

酶标仪 Power Wave XS2：美国 Gene公司；分

光光度计 Model 2082PCS：美国 UNICO；真空

冷冻干燥机：美国 Labconco公司。 

1.3  方法 

1.3.1  菌种和培养基 

选择本实验室自构建的重组 P. pastoris GS115

为实验菌种，表达载体为 pPIC9k。P. pastoris AOX1

基因的启动子受甲醇强烈诱导，使其能够利用甲

醇作为唯一碳源快速生长并表达分泌性人Ⅲ型胶

原蛋白[16]。P. pastoris GS115中重组人Ⅲ型胶原

蛋白载体的构建和蛋白的表达方法参考文献[16]。 

1.3.2  细胞生长条件 

生长阶段的 P. pastoris细胞在YPD (酵母提

取物 1%，蛋白胨 2%，葡萄糖 2%，琼脂 2%) 中

培养，30 ℃、24 h。在 25 mL BMGY缓冲培养

基  (酵母提取物 1%，蛋白胨 2%，0.1 mol/L    

pH 6.0磷酸钾缓冲液，酵母氮碱 1.34%，生物素

4×10–5%，甘油 1%) 中操作，220 r/min、18 h

后，室温 1 500−3 000×g离心 5 min，收集菌体

细胞。轻轻倒出上清液，将底部菌体重悬至

OD600为 1.0，然后在 BMMY (buffered methanol- 

complex medium) 培养基中诱导表达[15]，培养

基成分为发酵培养基成分：酵母提取物 1.19%、

蛋白胨 2.1%、甲醇 1.18%、酵母氮碱 0.3%、硫

酸铵 0.77%和生物素 4.5×10–5%。 

1.3.3  分析方法 

分光光度计通过浊度测定 OD600 的细胞密

度。用 BandScan 5.0 软件分析胶原蛋白

SDS-PAGE 条带所占比例，然后乘以其对应的

总蛋白含量，计算出相应胶原蛋白含量。 

1.3.4  过程参数优化 

通过 PB设计确定重要参数。筛选发酵培养

基中对毕赤酵母细胞生长量有显著影响的浓度

参数：酵母提取物、蛋白胨、甘油、酵母氮碱、

硫酸铵和生物素。对每个因素分别选取高、低

水平，以胶原蛋白产量作为响应值，PB试验设

计如表 1 所示。用 Design-Expert 8 (Stat-Ease, 

Inc., Minneapolis, MN, USA)软件对各因素效应

分别进行 t检验，根据因素置信度高低，选取显

著因素作进一步考察。 
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表 1  因素水平 PB 试验设计对应细胞生长结果及各因素效应的统计分析 

Table 1  Response to Plackett-Burman design of 6 variables and 12 trials for dry cell weight and model 
coefficients estimated by multiple linear regressions 

Variables 
Yeast extract (%) Peptone (%) Glycerol (%) Ammonia sulfate (%) Biotin (%) YNB (%) DCW 

(g/L) X1 X2 X3 X4 X5 X6 

1 0.8 2.25 1.2 1.2 3.0×10–5 0.30 2.931 

2 1.2 1.50 0.8 0.8 4.5×10–5 0.30 3.129 

3 1.2 2.25 0.8 0.8 3.0×10–5 0.45 2.924 

4 1.2 2.25 1.2 0.8 3.0×10–5 0.30 2.692 

5 1.2 1.50 1.2 0.8 4.5×10–5 0.30 2.983 

6 1.2 2.25 0.8 1.2 4.5×10–5 0.45 2.763 

7 1.2 1.50 1.2 1.2 3.0×10–5 0.45 2.994 

8 0.8 1.50 0.8 1.2 3.0×10–5 0.45 3.334 

9 0.8 2.25 0.8 1.2 4.5×10–5 0.45 2.459 

10 0.8 1.50 0.8 0.8 3.0×10–5 0.30 2.944 

11 0.8 1.50 1.2 0.8 4.5×10–5 0.30 2.789 

12 0.8 2.25 1.2 0.8 4.5×10–5 0.45 2.425 

Statistical analysis of Plackett-Burman design in six variables 

 X1 X2 X3 X4 X5 X6 Intercept

Coefficient 0.1264 –0.1367 –0.1241 –0.5978 –0.0372 –0.0603 2.8643

t-value 5.271 5.699 –3.989 –2.492 –1.551 –2.516 119.429 

P-value 0.003b 0.002a 0.004c 0.055a 0.182c 0.053a 0.000 

Confidence 
level (%) 

100 99.7 99.8 99.6 94.5 81.8 94.7 

Note: R2=95.33%; R2 (adj)=89.72%; a Non-significant at P<0.05; b Significant positive effect; c Significant negative effect. 
 

响应面法分析。重要参数确定后采用快速

爬坡实验进行三因素三水平实验设计，每个因

素分别设计因素水平中心点和最低、最高水平，

细胞干重为响应值。因素与编码水平如表 2 所

示，根据 Box-Behnken 试验设计及输入变量预

测二次方程。运用 Design-Expert 8 软件响应面

分析程序对 17组试验的响应值进行回归分析，

经过回归方程拟合，根据回归方程的方差分析

及模型可信度分析，以验证模型的有效性。 

1.3.5  毕赤酵母高密度发酵 

在 22 L发酵罐中对毕赤酵母进行大规模诱导

表达，发酵罐搅拌转速 500 r/min，罐压 0.1 Mpa，

溶氧维持在 20%以上。当 OD600为 20左右时，

发酵罐中接种 2 L BMGY种子培养基。甘油间

歇补料，开始补甘油 (含 12 mL/L PTM1微量元

素的 50%甘油)，补料速度为每 L初始发酵体积

18 mL/h，温度和 pH分别维持在 28.5 ℃和 5；

流加甘油阶段，搅拌速度逐渐增加到 900 r/min；

培养液溶氧水平突然增加，表明培养基中的甘

油消耗完全。以含 12 mL/L PTM1微量元素溶液

的纯甲醇启动诱导，采取 60 s 控制阶段以维持

30%左右的溶解氧水平。诱导维持约 78 h，定时

收集样品以检测培养上清液中的细胞生长 

(OD600) 和蛋白浓度。 
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表 2  BBD 试验因素编码水平、试验设计和实验结果 

Table 2  Box-Behnken design plan in coded value 
and the observed response 

Coded 
level 

Variables  

Yeast extract 
(X1) 

Peptone 
(X2) 

Glycerol 
(X3) 

 

–1 1.1 1.3 0.7  

0 1.2 1.5 0.8  

+1 1.3 1.7 0.9  

Code X1 X2 X3 DCW (g/L)

1 1.2 1.875 1.2 4.534 

2 1.0 1.500 1.2 3.634 

3 0.8 1.875 1.2 4.225 

4 1.0 2.250 0.8 4.834 

5 1.0 1.500 0.8 1.890 

6 1.0 1.875 1.0 2.941 

7 1.2 1.500 1.0 4.356 

8 1.0 1.875 1.0 2.222 

9 1.0 1.875 1.0 4.281 

10 1.0 1.875 1.0 1.791 

11 1.0 2.250 1.2 3.869 

12 0.8 2.250 1.0 3.603 

13 0.8 1.500 1.0 2.894 

14 0.8 1.875 0.8 1.751 

15 1.2 1.875 0.8 3.782 

16 1.0 1.875 1.0 4.628 

17 1.2 2.250 1.0 3.569 

Note: x1=(X1−1.2)/0.1; x2=(X2−1.5)/0.2; x3= (X3−0.8)/0.1. 

 

1.3.6  蛋白的分离纯化 

收集酵母发酵液，4 ℃、8 000 ×g离心 20 min，

收集上清。乙醇沉淀，溶解、过滤、硫酸铵分

级沉淀，收集沉淀蛋白并用磷酸缓冲液 (PBS) 

溶解。经超滤样品用 CM琼脂 Fast Flow柱层析，

上样，用 0.01 mol/L PBS (pH 6.0) 平衡柱子，

然后用 0−1.0 mol/L的氯化钠溶液梯度洗脱，收

集蛋白峰。层析后的样品负载于 Sephadex G-100

脱盐，紫外检测波长为 215 nm，收集目的蛋白[17]。  

1.3.7  类人胶原蛋白修复大鼠的乙酸性胃溃疡 

将 20 只雄性大鼠分 2 组，每组 10 只，分

笼喂养，在实验室条件下正常喂养 2 d，使其能

够更好地适应环境；胃溃疡模型建立前 24 h禁

食不禁水。如图 1 所示，大鼠腹腔注射麻醉药

麻醉后，仰卧固定，上腹部皮肤正中切口，切

开腹腔找到胃，于胃体与幽门部分界处血管最少

的区域内，用微量注射器在胃窦前壁注入 50 μL 

20%乙酸溶液达胃壁肌层与浆膜层之间，将大网

膜组织与注射部位的浆膜组织缝合一针，关闭

腹腔，缝合，术后单笼饲养，模型建立完成。

模型建立后第 3天开始，每日灌胃给药 1次 (模

型组为生理盐水，实验组为类人胶原蛋白)，灌

胃量 0.8 mL/200 g，连续给药 7 d，末次给药 1 d

后脱臼处死。打开大鼠腹壁并结扎贲门、幽门，

向胃内注入 1%甲醛溶液 10 mL，然后将胃浸泡

于 10%甲醛溶液中固定 15 min。沿胃大弯剪开

胃壁，生理盐水冲洗。 

 

 

 
图 1  大鼠胃粘膜修复实验建模过程中大鼠仰卧固定 

(A)，切开大鼠腹壁在腹腔找到胃 (B)  

Fig. 1  Animal modeling process on gastric mucosa in 
rats on back fixation (A), and cutting the abdominal wall 
of rat to find the stomach in the abdominal cavity (B).  
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2  结果与分析 

2.1  PB 设计实验筛选参数 

复杂的营养成分为微生物生长和生产次级代

谢物所必需，营养原料是控制该菌体生长合成的

关键[18]。从发酵培养基参数：酵母提取物、蛋白胨、

甘油、酵母氮碱、硫酸铵和生物素中筛选出对胶原

蛋白产量有显著影响的浓度参数，通过 PB设计实

验对这 6个因素进行 12组实验，结果见表 1。PB

设计得到的细胞干重变化范围在 2.42–3.33 g/L之

间。通过 t 检验筛选有显著影响的变量。P<0.05

说明该因素对响应有显著影响。如表 1 所示，P

为 0.002 的蛋白胨确定为最重要影响因素，其次

为酵母提取物 (0.003) 和甘油 (0.004)。因此，选

取这 3个因素作为显著因素用于后续优化研究。 

2.2  Box-Behnken 设计实验 

采用响应面分析法中的 Box-Behnken 设计

法，进一步研究关键因素，对筛选的 3因素取 3

个水平，Box-Behnken设计及其实验结果如表 2，

预测值和实验值接近，实验细胞干重最低、最

高值分别为 1.75 g/L，4.83 g/L。对细胞干重进

行二次回归拟合，得到对蛋白胨 (X1)、酵母提

取物 (X2) 和甘油 (X3) 带交互项和平方项的三

元二次方程： 

YDCW = 4.43 – 0.077X1 + 0.059X2 + 0.92X3 – 
0.33X1

2 – 0.60X2
2 – 1.13X3

2 – 0.58X1X2 –
 0.26X1X3 – 

0.044X2X3。 

上述拟合模型的 R2=95.87%，调整后的 R2= 

89.67%，这表明该拟合模型只有约 10.33%的变

量无法被其解释，说明该模型拟合性良好。回

归方程的方差分析结果见表 3，可以看出，该拟

合模型的失拟项 F=0.051>0.05，表明模型失拟

不显著，另外 P=0.000，失拟值 P=0.945也说明

回归显著，曲面效应显著。 

表 3  用于细胞干重优化的拟合多项式回归方程的方

差分析 

Table 3  Analysis of variance (ANOVA) for the 
fitted quadratic polynomial model of the optimization 
of dry cell weight 

Source DF Seq SS Adj MS F P 
Regression 9 15.217 1 1.690 8 15.46 0.002

Linear 3 6.880 3 2.293 4 20.97 0.001

Square 3 6.727 5 2.242 5 20.51 0.001

Interaction 3 1.609 2 0.536 1 4.91 0.047

Residual error 7 0.656 1 0.109 3 – – 

Lack of fit 3 0.032 0 0.010 7 0.051 0.982

Pure error 4 0.623 9 0.208 0 – – 

Total 16 15.873 1 – – – 

 

2.3  响应曲面分析 

3D 响应面和 2D 等高线图是回归方程的图

形表示[19]，如图 2A、B、C 所示，通过响应面

及等高线图，更直观地判断各两两因素对因变

量 (细胞生长量) 的影响，优化浓度范围。 

图 2A为甘油浓度取中间水平时，酵母提取

物与蛋白胨对毕赤酵母菌体生长量的影响。等

高线图相对椭圆的轮廓可知，在整个酵母提取

物浓度范围内，随蛋白胨含量的增加，细胞生

长量不断提高，但是蛋白胨浓度高于 1.5% (零

水平) 时，细胞生长量随蛋白胨浓度的增加而逐

渐降低。和 Plackett-Burman 的结果相符合，蛋

白胨在酵母提取物和蛋白胨对毕赤酵母菌体生

长量的影响中占主要地位。 

图 2B 为当蛋白胨为零水平时，在整个酵母

浓度范围内，甘油低于 0水平 (浓度 0.7%–0.8%) 

时，毕赤酵母菌体产量的增加随着二者含量的增

加而不断提高；而甘油浓度高于零水平 

(0.8%–0.9%) 时，其生长量随甘油含量的增加而

逐渐降低。因此，甘油在蛋白胨和甘油对毕赤酵

母菌体生长量的影响中占主要地位。 
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图 2  酵母提取物与蛋白胨 (A)、酵母提取物与甘油 

(B)、蛋白胨与甘油 (C) 交互影响胶原蛋白产量的响

应面和等高线图 

Fig. 2  Response surface plot and contour plot of 
alternate the effect of yeast extra and peptone (A), yeast 
extra and glycerol (B), peptone and glycerol (C) on 
human-like collagen. 

 
图 2C为以酵母提取物浓度取中间水平时，

在整个蛋白胨浓度范围内，毕赤酵母菌体生长

量随着甘油和蛋白胨浓度的增加而提高，而当

甘油浓度高于零水平 (0.8%–0.9%) 时，其生长

量随甘油含量的增加而逐渐降低。由此可见，

甘油在蛋白胨和甘油对毕赤酵母菌体生长量的

影响中占主要地位。 

2.4  模型验证实验结果分析 

对回归方程中的各个变量求一阶偏导数，

求得 X1、X2、X3对应真实值分别为酵母提取物

1.13%，蛋白胨 1.61%，甘油 0.86%，再将真实值

代入方程式中，算出细胞干重最优值为 4.44 g/L。 

重新活化菌种，经种子液培养，然后接种

到 BMGY培养液中，保持其他条件相同，经过

12 h BMGY培养基培养，收获菌体进行测定，所

得毕赤酵母干重平均值为 4.41 g/L。相对于之前

未优化培养基培养的毕赤酵母干重值 3.50 g/L，

高出 26%。因此该响应面法对培养基优化结果可

靠，达到了较好的优化效果。 

2.5  高密度发酵工艺 

P. pastoris表达系统成本低、表达量高、能

对外源基因进行正确翻译和修饰等优势；近来

在发酵罐培养重组蛋白表达方面的优势日益显

现[20-21]。 

根据响应面优化工艺控制参数，菌体生长

曲线和目的蛋白表达曲线如图 3 所示。已知经

BMMY发酵培养基成分优化，诱导期 P. pastoris

表达系统生产重组人Ⅲ型胶原蛋白的量成功增

加了 19.3%[15]。甲醇流加方式对细胞代谢的影

响表明，相较脉冲方式，间歇甲醇流加更有利

于目的蛋白的生产[22]。我们采取两段式补料，在

甲醇诱导补料初期，细胞开始从以甘油生长状态

转变为以甲醇为碳源诱导表达的生长状态需要

一定适应期，如图 3A所示，第 27小时甲醇诱导

补料时，菌体细胞生长极其缓慢，在甲醇诱导初

期前 3 h设定甲醇流加量为 3.6 mL/(h·L)，经过

3−5 h适应期，菌体逐渐适应利用甲醇为碳源的

环境，菌体密度开始逐渐增加，目的蛋白也开

始诱导表达。当酵母菌体细胞完全适应甲醇的

代谢后，菌体生长繁殖增快，根据溶氧变化逐

渐加大甲醇补加速率。随着酵母菌体细胞密度

的增加，蛋白表达量也逐渐增加。在甲醇诱导

33 h左右，菌体浓度 OD600达到 240。 
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图 3  高密度发酵菌体生长和目的蛋白表达曲线 (A) 和发酵中不同时间点蛋白 SDS-PAGE 分析 (B)  

Fig. 3  The cell growth curve and target protein expression curve of high density fermentation (A) and SDS-PAGE 
analysis of time-dependent protein expression (B). 1-6 in (B) are samples in fermented supernatant at 3, 6, 9, 12, 27 
and 33 h during induction culture. 
 

分 析 不 同 时 间 点 发 酵 液 上 清 蛋 白

SDS-PAGE，结果见图 3B。目的蛋白表达量逐

渐增加，同时蛋白降解。当酵母细胞培养到 54 h

时，即诱导 27 h左右，菌体量、目的蛋白表达

量趋于稳定，继续发酵目的蛋白增加量不多，

因菌体密度过大自溶释放胞内酶，造成对目的

蛋白的降解。因此，甲醇诱导第 33小时时，停

止发酵。经蛋白浓度检测，发酵培养到 60 h时，

目的蛋白表达量最高，可达 4.71 g/L。 

2.6  类人胶原蛋白促进胃粘膜修复的生物功效 

类人胶原蛋白可通过影响细胞膜，增强细

胞贴壁生长功能而促进细胞生长[19]，以前课题

组的实验结果显示类人胶原蛋白具有促进上皮

细胞、成纤维细胞生长的功效[23-24]，能促进溃

疡愈合。课题组研究的外用类人胶原蛋白口腔

粘膜修复液治疗溃疡安全有效，能显著缩短溃

疡愈合时间，已经获得国家医疗器械注册许可

进入市场。本研究旨在研究实验室构建的系列

类人胶原蛋白在粘膜修复方面其他的潜在用

途，课题组以胃溃疡作为粘膜修复模型，建立

了乙酸致慢性胃溃疡模型[25]。本文利用重组类

人胶原[26]、Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白 α1链修复大鼠

的乙酸性胃溃疡，研究 HLC对乙酸性胃溃疡的

修复作用。 

在本次动物实验中，动物溃疡模型建立后，

分别用类人胶原蛋白与重组的类人Ⅰ、Ⅲ型胶

原蛋白 α1链进行修复对比，观察不同的人源型

胶原 HLC 对乙酸性胃溃疡的修复效果。由图 4

可以看出，给药胶原蛋白实验组的大鼠胃粘膜

都有一定程度的修复。在给药 1 周后，其中类

人胶原蛋白的修复效果最佳，已基本修复为正

常水平，胃内粘膜光滑未见溃疡斑点，类人胶

原Ⅰ型和Ⅲ型胶原 α1链相对于模型组也有比较

好的修复效果，但修复效果弱于类人胶原蛋白，

而胃溃疡后单纯补给生理盐水的模型组的溃疡

部位不能随着时间延长自行修复。实验结果同

时显示，类人胶原蛋白治疗乙酸损伤胃黏膜大

鼠时未发现毒副作用，大鼠生长正常 (图 5)。 
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图 4  模型组 (A) 与实验组类人胶原蛋白 (B)、Ⅰ型 

(C) 和 Ⅲ型 (D) 大鼠胃部解剖图 

Fig. 4  Anatomical drawings of rat in stomach for 
model group (A) and experimental human-like collagen 

group (B), human collagen Ⅰ group (C), human 

collagen Ⅲ group (D), respectively.  

 

 
 

图 5  健康对照组、模型对照组与实验组类人胶原蛋

白、Ⅰ型和Ⅲ型大鼠给药治疗前后体重变化 

Fig. 5  Body weight change of rats for healthy control 
group, model group and experimental human-like 

collagen group, human collagen Ⅰ group, human 

collagen Ⅲ group, respectively. 

类人胶原蛋白及其系列重组人源型Ⅰ型、Ⅲ型

胶原 α1链均可用于胃溃疡粘膜的修复，其作用

效果初步获得实验验证。 

后续还需要进一步通过以下两方面实验验

证：1) 确定类人胶原蛋白对胃溃疡作用的量效

关系。研究不同剂量的胶原蛋白在修复胃溃疡

模型时对溃疡指数、溃疡抑制率及对病灶部位

的修复程度进行组织学观察；2) 研究类人胶原

蛋白对乙酸性胃溃疡黏膜的修复机制。测定胃

组织碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、表皮生

长因子 (EGF)、肿瘤坏死因子 (TNF-β) 的水平

等，为进一步开发功效性药食兼用的粘膜修复

药物提供基础数据。 

3  结论 

对 P. pastoris 表达系统生产重组人Ⅲ型胶

原蛋白的 BMMY发酵培养基成分 (酵母提取物

1.13%、蛋白胨 1.61%、甘油  0.86%、硫酸铵

0.8%、酵母氮碱 0.3%和生物素 4.5×10–5%) 进行

优化，使得重组人Ⅲ型胶原蛋产量成功增加了

19.3%。采取甲醇间歇流加补料，在 22 L 自控

发酵罐上进行类人胶原蛋白高密度发酵，产量

达到 4.71 g/L，对于后期工业发酵过程的工艺优

化和生产成本的缩减有重要意义。实验结果同

时显示，类人胶原蛋白治疗乙酸损伤胃黏膜大

鼠时未发现毒副作用，大鼠生长正常。类人胶

原蛋白及其系列重组人源型Ⅰ型、Ⅲ型胶原 α1

链均可用于胃溃疡粘膜的修复，其作用效果初

步获得实验验证。 
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