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摘  要 : 为了获得可实现工业化生产的重组人源性胶原蛋白，根据人 I 型胶原蛋白 Gly-X-Y 序列，优选亲水性的

Gly-X-Y胶原肽段设计人源性胶原蛋白氨基酸序列及对应的核苷酸序列，利用酶切技术构建 pPIC9K-COL表达载体，

电转化毕赤酵母获得人源性胶原蛋白毕赤酵母工程菌，并对其进行发酵罐发酵、纯化及鉴定。结果显示，获得表达

量达 4.5 g/L，纯度大于 95%的人源性胶原蛋白，经氨基酸 N 端测序、分子量测定、氨基酸分析及胶原酶降解试验，

确定获得的蛋白与理论的人源性胶原蛋白一级结构一致；同时胶原经冷冻干燥后进行扫描电镜分析及细胞毒性试

验，确定人源性胶原蛋白冻干品具有多孔纤维网状结构及优良的细胞相容性，预示其具备作为生物医学材料的潜质。 

关键词 : 胶原蛋白，人源性，毕赤酵母，生物材料 

Preparation and characterization of recombinant 
human-source collagen 
Zengmiao Hou, Xiaoying Li, Min Li, Jinfang Yang, Xiaolin Yang, and Jinli Zhao 

Shaanxi HuiKang Bio-Tech Co Ltd., Xi’an 710054, Shaanxi, China 

Abstract:  This study aimed to obtain a recombinant human-source collagen for industrialization. First, based on the 

Gly-X-Y sequence of human type I collagen, we optimized the hydrophilic Gly-X-Y collagen peptide, designed the human 

collagen amino acid sequence and the corresponding nucleotide sequence. Next, the expression vector pPIC9K-COL was 

constructed via endonuclease digestion technology. We obtained an engineering strain of human-source collagen by 

electrotransforming Pichia pastoris, and then it was fermented, purified and identified. As a result, the expression level 

reached 4.5 g/L and the purity was over 95%. After amino acid N-terminal sequencing, molecular weight analysis, amino acid 

analysis and collagenase degradation test, we confirmed that the obtained collagen was consistent with designed primary 

structure of human-source collagen. After freeze-drying, we analyzed the collagen by scanning electron microscope and cell 

cytotoxicity, confirming that the collagen has porous fiber reticular structure and superior cytocompatibility. This indicates 

that human-source collagen has potential to be applied as biomedical material. In conclusion, we successfully obtained the 

·生物技术与方法·
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expected human-source collagen and laid a foundation to its further application. 

Keywords:  collagen, human-source, Pichia pastoris, biomaterial 

胶原蛋白  (Collagen) 是体内含量最多的一

种蛋白质，是细胞外基质 (ECM) 的主要成分，

其对维护细胞、组织、器官的正常生理功能和损

伤修复有重要作用[1]。在分子结构上，每条胶原

肽链主要由 Gly-X-Y (X、Y 是 Gly 之外的任何氨

基酸残基) 三联体重复构成，这种独特的结构是

形成胶原纤维高级结构所必需的，它决定了胶原

蛋白优良的生物相容性和低免疫原性，已广泛应

用于医药、保健品及化妆品行业中[2-3]。 

在现有技术中，胶原蛋白的主要来源是动物

组织提取，而随着生物技术的发展，利用基因重

组技术，通过微生物发酵法获得重组胶原已取得

巨大成果，与天然胶原蛋白相比，利用该技术生

产的胶原蛋白解决了传统提取法存在的病毒隐患

缺陷，同时又显著提高了胶原蛋白的稳定性、亲

水性和生物相容性[4]。微生物发酵所用宿主菌目前

主要采用大肠杆菌[5-7]和甲醇营养酵母[8-9]，但采用

大肠杆菌表达获得的重组胶原蛋白存在纯化困难

的问题及内毒素含量高的风险，而甲醇营养型巴斯

德毕赤酵母作为一种真核表达系统具有目的蛋白

表达量高、纯化方法简单、不受内毒素影响等特点，

已广泛应用于重组蛋白的表达，是胶原蛋白重组表

达的优势宿主菌。本研究以毕赤酵母为宿主菌，构

建表达人源性胶原蛋白基因工程菌，经发酵纯化获

得高纯度人源性胶原蛋白，并对其结构及性能进行

表征，为人源性胶原蛋白的深入应用奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器 

梯度 PCR 仪 (MJMini，BIO-RAD)，电穿孔

仪 (GenePulse，BIO-RAD)，150 L 发酵系统 (上

海保兴)，三足式离心机 (辽阳阳光)，超滤系统 

(武汉新力协力)，中空纤维膜组件 (天津膜天膜)、

蛋白纯化色谱层析系统 (Hanbon)，紫外分光光度

计 (752N 型，上海精科)，电泳仪 (北京六一)，

高效液相色谱仪  ( 日立 ) ，扫描电子显微镜 

(VEGA 3 LM (SEM)，TESCAN) 等。 

1.2  材料 

大肠杆菌 E. coli DH5α (天根生化)，Pichia 

pastoris GS115 (Invitrogen 公司)，pPIC9K (Invitrogen

公司，对 5 709 bp 处的 XhoⅠ位点进行点突变)，

Taq PCR MasterMix (天根生化)，DNA 纯化回收

试剂盒  (天根生化)，质粒小提试剂盒  (天根生

化)，限制性内切酶 (Thermo Fisher Scientific)，

Solution  (TaⅠ KaRa)，CM FF (交大保赛)，C8 柱，Ⅰ型

胶原酶 (Gibco)，其他试剂均为国产分析纯试剂。 

1.3  基因工程菌的构建 

根据人Ⅰ型胶原蛋白氨基酸序列，优选亲水

性的 Gly-X-Y 胶原肽段设计合成人源性胶原蛋白

氨基酸序列，包含 411 个氨基酸，理论分子量约

38 kDa，等电点为 9.7，同时按照毕赤酵母密码子

偏好性设计对应的 DNA 序列 (氨基酸序列及对

应 核 苷 酸 序 列 已 提 交 GenBank ， 登 录 号 为

MH544244，5′端添加 XhoⅠ限制性内切酶酶切位

点 CTCGAG 和 KEX2 酶切位点序列 AAAAGA，

3′ 端 添 加 EcoRⅠ 限 制 性 内 切 酶 酶 切 位 点

GAATTC，将设计的核苷酸序列送生工生物工程 

(上海) 股份有限公司全基因合成，之后对合成产

物进行 XhoⅠ和 EcoRⅠ双酶切，连接至载体

pPIC9K，获得 pPIC9K-COL 表达载体。然后，将

pPIC9K-COL 电转化至毕赤酵母 GS115 菌株，经

G418 (Geneticin，遗传霉素) 及摇瓶筛选，获得人

源性胶原蛋白基因工程菌。 

1.4  胶原的发酵及纯化 

利用 150 L 中试发酵系统进行人源性胶原蛋
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白发酵，参考 Invitrogen 公司“Pichia Fermentation 

Process Guidelines”方法，发酵参数为：pH 5.0，

温度 29 ℃，溶氧控制大于 30%，待发酵液湿菌重

达 200 g/L 时进行甲醇诱导，诱导时间约为 48 h，

放罐，经离心机进行固液分离，利用 0.22 μm 中

空纤维膜超滤，去除残留的菌体及杂质，然后使

用截留分子量为 10 kDa 的中空纤维膜超滤，收集

截留液，将截留液进行阳离子交换层析 (A 相：

pH 6.0，10 mmol/L 柠檬酸缓冲液；B 相：A 相+ 

1 mol/L NaCl)，用 5%的 B 相洗脱，收集洗脱液，

洗脱液经 10 kDa 卷式膜超滤浓缩脱盐，冷冻干

燥，即可获得人源性胶原蛋白冻干品纯品，并经

HPLC 高效液相色谱分析纯度及含量测定 (C8 柱，

A 相：超纯水+0.1% TFA；B 相：乙腈+0.1% TFA)。 

1.5  胶原的 N 端测序 

通过岛津全自动蛋白质多肽测序仪 (PPSQ-33A) 

对人源性胶原蛋白 N端序列 15 个氨基酸进行分析，

由生工生物工程 (上海) 股份有限公司完成检测。 

1.6  胶原的分子量研究 

对人源性胶原蛋白纯化后冻干品进行基质辅

助激光解吸电离飞行时间质谱 (5800 MALDI-TOF/ 

TOF) 检测其相对分子量，判断重组人源性胶原

蛋白的实际分子量，由生工生物工程 (上海) 股

份有限公司检测。 

1.7  胶原的氨基酸分析 

采用的实验方法是使用 6 mol/L 盐酸对人源性

胶原蛋白样品进行酸水解成游离氨基酸，然后用

PITC 对游离氨基酸进行衍生化处理，之后使用高

效液相色谱对衍生化的氨基酸样品进行分析。最后

使用 Labsolution 软件对高效液相色谱数据进行分

析，根据外标法计算确定样品的氨基酸组成摩尔百

分比 (由生工生物工程 (上海) 股份有限公司检测)。 

1.8  胶原的胶原酶降解分析 

利用 1 mg/mL Ⅰ型胶原酶消化液溶解重组人源

性胶原蛋白冻干品样品，使胶原的浓度为 1 mg/mL，

37 ℃水浴作用 4 h，同时以牛Ⅰ型胶原蛋白作为

阳性对照，牛血清白蛋白 (BSA) 为阴性对照，

利用 SDS-PAGE 检测。 

1.9  胶原冻干品的扫描电镜分析 

采用扫描电子显微镜 (VEGA 3 LM (SEM)，

TESCAN) 对重组人源性胶原蛋白冻干品进行扫

描显像。 

1.10  胶原的细胞毒性测定 

用含 10%胎牛血清的 DMEM/F12 培养液将培

养的成纤维细胞 L929 (小鼠成纤维细胞) 稀释配

成 6×103/mL 的单细胞悬液；取 3 块 96 孔培养板，

每孔接种 100 μL 的细胞悬浮液，置于 5% (体积分

数) CO2 培养箱中，37 ℃培养 24 h；弃去原培养液，

每孔加入 100 μL 实验组 (100 mg/L，500 mg/L，

1 000 mg/L，5 000 mg/L，10 g/L) 配制溶液，同

时设置阴性对照组 (单纯细胞培养液) 和阳性对

照组 (4% DMSO)，每组 8 孔；将 3 块培养板移

入 37 ℃、5% (体积分数) CO2 培养箱中，分别于

接种后 48 h、96 h 各取出 1 块培养板，每孔再

加入 MTT (噻唑蓝) 50 μL，继续在 37 ℃条件下

培养 2 h，吸弃原培养液，立即加入二甲基亚砜，

每孔 150 μL，室温放置并轻轻振荡 10–15 min；

选择 490 nm 波长，在酶标仪上测定各孔光吸收值 

(A)，并计算细胞相对增殖率 RGR (%) = (实验组

吸收值/阴性对照组吸收值)×100%。 

2  结果与分析 

2.1  基因工程菌的构建 

对构建的表达载体 pPIC9K-COL 电转化毕赤

酵母宿主菌 GS115，利用摇瓶发酵筛选，甲醇诱导，

SDS-PAGE 检测，结果如图 1 所示，获得的目的蛋白

条带明确，杂蛋白较少，表达菌株可用于下一步试验。 

2.2  胶原的发酵及纯化 

从甲醇诱导开始，每隔 4 h 取样收集上清，

10 倍稀释后，进行 SDS-PAGE，结果如图 2 所示， 
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图 1  人源性胶原蛋白摇瓶筛选 SDS-PAGE 检测结果 

Fig. 1  Detection results of SDS-PAGE for screening 
human-source collagen by shake flask. 
 

 
 

图 2  人源性胶原蛋白发酵罐发酵过程不同诱导时间

检测 SDS-PAGE 检测结果 

Fig. 2  SDS-PAGE results in different times of induction 
of human-source collagen fermentation process with 
fermentor. M: marker; 1: 0 h; 2: 24 h; 3: 28 h; 4: 32 h; 5: 
36 h; 6: 40 h; 7: 44 h; 8: 48 h.   

 

甲醇诱导后，重组人源性胶原蛋白随着诱导时间

的延长，表达量呈逐渐升高趋势，48 h 放罐后，经

HPLC 检测，发酵上清液中重组人源性胶原蛋白

的表达量最高达 4.5 g/L，且在发酵过程中人源性

胶原蛋白降解少，杂蛋白少，有利于后期的纯化。 

发酵结束后，经固液分离、两步超滤粗纯以

及 CM 离子交换层析即可获得高纯度的重组人源

性胶原蛋白，如图 3 所示，粗纯重组人源性胶原

蛋白样品上样 CM FF 高流速琼脂糖凝胶柱，穿柱

为发酵色素物质及未挂柱的杂蛋白，收集 5% B

相洗脱峰即为目的蛋白，30% B 相洗脱的为杂质。

最后，将收集的 5% B 相洗脱液经超滤脱盐、冷

冻干燥，即可获得纯品，纯品经 HPLC 检测纯度，

结果如图 4，纯度达 95%以上。 

 
图 3  人源性胶原蛋白离子交换层析过程检测 

Fig. 3  Detection of human-source collagen by ion 
exchange chromatography. 1: crude purified sample; 2: 
flow through 1; 3: flow through 2; M: marker; 4: flow 
through 3; 5: 5% B washing; 6: 30% B washing. 
 

 
图 4  HPLC 检测重组人源性胶原蛋白纯度色谱图 

Fig. 4  Detection of the purity of recombinant human-source 
collagen by HPLC. 

2.3  胶原的 N 端测序 

蛋白质的生物合成起始于 N 端，是否获得与

理论的 N 端序列，是重组蛋白的关键，因此，对

于重组蛋白质 N 端序列的分析，是鉴定重组表达

蛋白的最直接的方法。人源性胶原蛋白经 N 端测

序分析，结果与预期设计的 N 端序列一致，序列

如下：NH2-Gly-Pro-Pro-Gly-Glu-Pro-Gly-Asn-Pro- 

Gly-Lys-Pro-Gly-Ser-Pro。 

2.4  胶原的分子量测定 

分子质量作为蛋白质样品的主要特征参数之

一，是确定一种新型蛋白、进行蛋白质后续研究活

动的重要前提。本研究设计的重组人源性胶原蛋白

理论分子量为 38 kDa，但从图 1 和图 2 中可以看出，

在 SDS-PAGE 结果中显示目的蛋白处于分子量

Marker 的 45–66.2 kDa 之间，大于理论分子量因此

对纯化后的冻干样品进行 MALDI-TOF/TOF 分子量

测定，以鉴定其实际分子量，结果显示为 38 359 Da，

与理论分子量一致 (图 5)。分析电泳表观分子量 
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图 5  人源性胶原蛋白分子量测定结果 

Fig. 5  Molecular weight of human-source collagen. 
 

大于实际分子量，可能与胶原蛋白的 Gly-X-Y 氨

基酸组成有关。 

2.5  胶原的氨基酸分析 

氨基酸组成分析是多肽蛋白质化学研究中最

基本的内容之一。通过氨基酸组成分析可以初步

了解多肽蛋白质的化学结构特点，为蛋白质结构

与功能的研究提供科学的信息。重组人源性胶原

蛋白经氨基酸组成分析见表 1，结果显示实测氨

基酸与理论氨基酸个数和摩尔百分比一致。 

2.6  胶原的胶原酶降解分析 

胶原酶具有特异性降解胶原蛋白特性，能够

特异性地识别胶原蛋白序列中 Pro-X-Gly-Pro 序

列 (该序列高频率出现在胶原中，很少发现于其

他蛋白中) 并切割该序列中性氨基酸  (X) 和甘

氨酸 (Gly) 之间的肽键，将胶原蛋白降解为大小

不一的肽段。本实验结果显示，经胶原酶降解两批

次生产的重组人源性胶原蛋白 (1213 批和 1214 批) 

和牛Ⅰ型胶原，人源性胶原蛋白具有与牛Ⅰ型胶

原蛋白相同的降解特性，降解后电泳图中只能观

察到胶原酶的特征性条带，而牛血清白蛋白 

(BSA) 几乎不能被降解，结果见图 6。 
 

表 1  氨基酸分析结果 

Table 1  Results of amino acid analysis 

Amino 
acid

AA number 
of theories

Measured sample 

AA 
mole 

AA 
number 

Error 
(%) 

Mole (%)

Asp 42 563.99 42.88 2.08 10.48 

Glu 63 864.25 65.70 4.29 16.07 

Ser 37 471.80 35.87 –3.06 8.77 

Gly 137 1 764.54 134.14 –2.08 32.80 

His 0 − − − − 

Arg 0 − − − − 

Thr 1 14.14 1.07 7.49 0.26 

Ala 12 163.39 12.42 3.51 3.04 

Pro 95 1 240.15 94.28 –0.76 23.05 

Tyr 0 − − − − 

Val 0 − − − − 

Met 0 − − − − 

Cys 0 − − − − 

Ile 0 − − − − 

Leu 0 − − − − 

Phe 0 − − − − 

Trp 0 − − − − 

Lys 24 297.28 22.60 –5.83 5.53 
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2.7  胶原冻干品的扫描电镜分析 

图 7 展示了两张放大倍率分别为 200、500 倍

的扫描电镜谱图，从图中可以看出人源性胶原蛋

白冻干品具有明显的多孔网状结构，这样的网状结

构预示其具有应用于生物医学材料领域的潜力。 

2.8  胶原的细胞毒性检测 

采用 MTT 法检测不同浓度重组人源性胶原

蛋白促 L929 细胞增殖作用，阴性对照组及样品组

细胞生长良好，根据计算的 RGR 值 (表 2) 及细

胞毒性评价表评价标准 (表 3)，对样品细胞毒性

进行评价，样品组 48 h 和 96 h，0.1–5 g/L 浓度细

胞毒性反应均为 0 级，而样品组 10 g/L 浓度细胞毒

性反应为 1 级，分析原因是因为胶原浓度达 10 g/L

时，样品的渗透压已超过细胞的正常渗透压，从

而影响了细胞的正常生长。 

综上所述，重组人源性胶原蛋白无明显的细

胞毒性，具有良好的细胞相容性，满足作为生物

材料的要求。 

 

 
 

图 6  人源性胶原与牛Ⅰ型胶原降解分析 

Fig. 6  Degradation of human-collagen and bovine I collagen. 

 

 
 

图 7  人源性胶原蛋白冻干品的 SEM 图 

Fig. 7  SEM results of human-source collagen freeze-dried products. (A) 200×. (B) 500×. 
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表 2  48 h 和 96 h 细胞增殖率测定 

Table 2  RGR value of 48 h and 96 h 

Sample 
48 h 96 h 

A value RGR (%) A value RGR (%)

0.1 g/L 1.092±0.086 103.7 2.090±0.047 108.6 

0.5 g/L 1.241±0.045 117.9 2.078±0.009 107.9 

1 g/L 1.173±0.074 111.4 2.033±0.006 105.6 

5 g/L 1.118±0.094 106.2 1.957±0.078 101.6 

10 g/L 1.002±0.033 95.2 1.595±0.039 82.9 

Negative 
control 

1.053±0.087 100.0 1.925±0.021 100.0 

Positive 
control 

0.083±0.007 7.8 0.075±0.012 3.9 

 

表 3  细胞相对增殖率与细胞毒性分级 

Table 3  Relationship between cell proliferation rate 
and cytotoxicity grade 

Grade 0 1 2 3 4 5 

RGR (%) ≥100 75–99 50–74 25–49 1–24 0 

 

3  讨论 

重组胶原蛋白作为一种优良的生物材料，已

广泛得到应用，如 2018 年张斌杰等[10]利用重组

人源胶原制备的凝胶可有效促进深Ⅱ度烧伤患

者伤口愈合，有效提高愈合质量，2017 年李伟娜

等 [11]发现毕赤酵母表达获得的Ⅲ型类人胶原在胃

粘膜的修复具有显著的作用；2015 年 Islam 等[12]

将重组人胶原蛋白进行化学交联，获得重组人胶

原基角膜替代物，展现了其优良的生物安全性和

良好的光学和力学性能，为角膜疾病患者带来曙

光。重组人源Ⅱ型胶原蛋白能刺激细胞外软骨基

质的更新合成，被应用于软骨再生[13]。另外，重

组胶原蛋白与其他天然生物材料、人工合成材料

及纳米材料联合使用，使得复合材料既无免疫原

性，同时又具备了良好的细胞相容性、一定的机械

强度和可控的生物降解速率，以便为组织工程修

复组织和器官缺损提供更为优良的支架材料[14]。以

重组胶原蛋白为原材料的Ⅱ类医疗器械目前已广

泛应用于临床，如山西锦波生物的医用重组人源

胶原蛋白功能敷料 [15]以及西安巨子生物的类人

胶原蛋白敷料[16-18]，在皮肤屏障功能损伤修复的

临床应用中具有显著作用。 

文中采用毕赤酵母发酵表达人源性胶原蛋

白，获得的胶原降解少，发酵上清液表达量高达

4.5 g/L，经过超滤粗纯及阳离子交换精纯即可获

得纯度大于 95%的人源性胶原蛋白，生产工艺简

单，利于人源性胶原蛋白的产业化。同时，对于

获得的人源性胶原蛋白进行表征，经过氨基酸 N

端测序、分子量测定、氨基酸分析及胶原酶降解

试验，确定获得的蛋白与设计的理论人源性胶原

蛋白一级结构一致；并经扫描电镜分析及细胞毒

性试验，确定人源性胶原蛋白冻干品具有多孔纤

维网状结构及优良的细胞相容性，预示其具备作

为生物医学材料的潜质，为人源性胶原蛋白在敷

料、组织工程、美容等方向的应用奠定基础。 
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