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摘 要：用不同比生长速率!的毕赤酵母探讨其表达外源重组蛋白的差异性，通过起始 BD值、甲醇诱导浓度和周
期、菌体浓度、装液量等实验，优化具有较高!的对数生长期毕赤酵母表达 EAF2G"的摇瓶条件。结果表明，!对毕
赤酵母表达 EAF2G"有显著影响。!为 %C&"&$A@ &的毕赤酵母表达 EAF2G"最高为 11’69HI，较!为 %C&#$&、%C%1%1和
%C%%1$A@ &的毕赤酵母分别提高 1%J、"’J和 ??J。对数生长期的毕赤酵母表达 EAF2G"的最适摇瓶表达条件为：
$1%6I摇瓶装入 #%6I KLLM，控制菌体浓度达到 $%% ( #%%9HI（NON），起始 BD值自然，每 $!A添加甲醇 &19HI一次，
诱导表达周期为 !P。通过表达条件的优化，EAF2G"的表达量达到 &%.%69HI，较优化前提高 &!?J。
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甲醇营养型毕赤酵母（L,SAT0>SE>BA7; !"#$"%
&%’()*"’）已发展成为能够表达多种外源蛋白的卓越
表达系统，迄今为止，已有 !%%多种外源蛋白在该体
系中成功表达［& ( #］。毕赤酵母表达外源重组蛋白时

的表达量高低差别很大，高可达 &$9HI［!］，最低仅有
&69HI［1］，这主要取决于外源基因的性质，但通过基
因的改造和发酵表达条件的研究，在最适条件下可

以大幅度提高表达量。毕赤酵母表达干扰素"的
水平差别也较大，U>PE79*,V等［"］在毕赤酵母中分泌
表达重组牛干扰素"&可达 !%%69HI，而齐连权等［.］

在毕赤酵母中分泌表达重组人干扰素"则只有
&’69HI左右。
影响毕赤酵母表达外源蛋白的环境因素很多，

如溶解氧［’ ( &%］、BD值、培养基组成、甲醇浓度和诱导
时间［&& ( &#］、菌体密度等因素对外源蛋白的表达均有

很大影响。I,>8,+ 等［&!］在研究鱼抗冻蛋白过程中
发现，在生长阶段毕赤酵母维持细胞较高的比生长

速率!，有利于获得外源基因的高表达，但未进行更
细致的研究。本研究在优化毕赤酵母表达重组人干

扰素"（EAF2G"）的发酵条件时发现，用处于不同生
长阶段即比生长速率不同的细胞进行实验，EAF2G"
的表达量差别非常大。比生长速率越高，表达 EAF2G"
越多，处于对数生长期的细胞有利于获得高表达。这

表明比生长速率!对毕赤酵母表达外源蛋白也有极

大影响，且未见相关报道。为此，我们针对对数生长

期毕赤酵母高效表达 EAF2G"进行了详细的摇瓶发酵
特性研究，以期获得优化的摇瓶表达条件。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株：毕赤酵母（!"#$"% = &%’()*"’ ）WX&&1菌株
8&，遗传表型 3>4Y A7ZY，醇氧化酶启动子 [3>4&，载体

BL5\?]，蛋白信号肽序列为酿酒酵母的#杂交因子
RL2，外源基因为人干扰素"的 ;^GR，载体呈线性
整合在染色体上。该菌株由军事医学科学院微生物

流行病研究所构建［.］。

!"!"# 主要试剂和仪器：1I全自动发酵罐，德国 K=
KE3*+ K7>S,;A公司；摇瓶震荡培养器，哈尔滨东联仪
器厂；酵母提取物，英国 _4>7P公司；水解酪蛋白，日
本制药株式会社；其它试剂均为国产分析纯。

!"!"$ 培养基：M[^ 平板固体培养基、KLWM 摇瓶
和发酵罐生长培养基以及 KLLM摇瓶诱导表达培
养基配方均参照文献［&1］。
!"# 菌体培养和 %&’()!的诱导表达
!"#"! 菌体培养：先将保藏菌株划线于 M[^ 平板
培养基上，$’ ( #%‘恒温培养 $! ( #$A，得到单菌落；
再从 M[^平板培养基上挑出单菌落，接入 $1%6I三
角瓶装的 1%6I KLWM 培养基中，于 $%%EH67+ $’ (



!"#振荡培养 $%&，作为摇瓶种子；最后，以 ’"(（)*
)）摇瓶种子接入 +,发酵罐的 -./0 培养基中，$1
2 !"#进行搅拌培养，当湿菌体浓度达到 ’$"3*,左
右（即菌体处于对数生长中后期）时，%#离心收集菌
体，作为摇瓶诱导试验菌体。

!"#"# 4&567!的诱导表达：按各组试验的需要，称
取经发酵罐培养的对数生长期菌体，并悬浮于适量

-..0培养基中，$1 2 !"#诱导表达 8$ 2 ’$"&，每
$%&添加甲醇一次。每个实验做 !个摇瓶。
!"$ %&’()!表达条件的优化
为实现 4&567!在基因工程毕赤酵母中的高水

平表达，对对数生长期毕赤酵母的摇瓶表达条件进

行了优化，包括起始 9:值、甲醇浓度、甲醇诱导时
间、起始菌体浓度、装液量等多种参数。

!"* 表达产物的 +,+-./01分析
毕赤酵母表达的 4&567!含有一个 7;糖基化寡

糖链，分子量约为 $$<’=>?@，采用 A?A;BC/D能有效
地将其与杂蛋白分开，电泳结果经计算机扫描，根据

电泳条带染色强度进行定量分析［’+］。

!"2 菌体生长量的测定
采用湿重法和干重法测定毕赤酵母生长量。取

!份 +E,发酵液置于离心管中 +"""4*EFG离心 +EFG，
弃上清液，称重离心菌体，计算菌体湿重（HIH，JKL
MKNN JKF3&L，单位为 3*,）。将离心菌体置于 ’"1#烘
至恒重，称重菌体，计算菌体干重（?IH，O4P MKNN
JKF3&L，单位为 3*,）。

# 结果

#"! 不同比生长速率"细胞对 %&’()!表达的影响
用 +, 全自动发酵罐，按典型方式培养毕赤酵

母，其中 " 2 $1&为甘油碳源的生长阶段，$1 2 !=&为
甲醇诱导阶段，每 %& 取样测定菌体浓度，分别在
’$、’=、$%和 !=&取菌体离心，再悬浮于 -..0培养
基中进行 4&567!的诱导表达。图 ’ 为毕赤酵母的
对数生长曲线和比生长速率"随时间的变化曲线。
箭头所示分别为 ’$、’=、$% 和 !=& 时毕赤酵母的比
生长速率 "<’=’$、"<’!$’、"<"+"+和 "<""+$&Q ’，可以

看出 ’$和 ’=&正处于对数生长中后期，$%&处于减
速期，!=&处于静止期。
用上述 %种比生长速率"的细胞进行诱导表达

的结果表明，比生长速率"为 "<’=’$&Q ’的毕赤酵母

表达 4&567!最高为 ++1E3*,，而比生长速率为
"<""+$&Q ’的毕赤酵母表达 4&567!最低为 =E3*,，随
着比生长速率的降低，4&567!的表达量大幅度下

图 ! 在分批发酵过程中，基因工程 ! 3 "#$%&’($的对数生
长曲线和比生长速率"变化曲线
6F3R’ ,S3@4FL&E 34SJL& MT4UK（!）@GO L&K LFEK MT4UKV SW"（"）

OT4FG3 4KMSEXFG@GL ! R "#$%&’($ X@LM& WK4EKGL@LFSGR

降，依次只有前者的 +"(、!$(和 ’(。
实验结果表明，处于不同比生长速率"的毕赤

酵母，表达 4&567!的能力有很大差别。要获得
4&567!的高表达，必须保持毕赤酵母良好的生长状
态，即具有高的比生长速率"。该结论与 ,KSJKG
等［’%］的研究结果一致。由于对数生长期的毕赤酵

母具有 4&567!高表达的能力，为此，作者以下实验
均是以发酵罐培养、处于对数生长期的毕赤酵母进

行摇瓶表达特性研究，获得优化的摇瓶表达条件。

#"# 起始 45对 %&’()!表达的影响

图 # 起始 45对 %&’()!表达的影响
6F3R$ DWWKML SW FGFLF@N 9: U@NTK SG 4&567! KY94KVVFSGR

用不同 9:值的磷酸缓冲液配制 -..0诱导培
养基，使其起始 9: 值分别为 +<"、=<"、8<"、1<" 和
Z<"，控制菌体浓度 $""3*,（HIH），装液量 !"E,，甲
醇浓度 ’+3*,，每 $%& 添加一次甲醇（共 !O）进行实
验，其结果见图 $。4&567!表达量随起始 9:值的升
高呈逐渐增加，在起始 9:值 8<"时可获得最高表达
为 %!"E3*,；随着起始 9:值的继续升高，4&567!的
表达稍有下降，起始 9:值高达 1<" 2 Z<"时也能维
持较高的 4&567!表达量。结果表明，对数生长期毕
赤酵母摇瓶表达 4&567!的最适起始 9:值为 =<+ 2
8<+。通过测定，-./0 培养基用蒸馏水配制灭菌
后，其起始 9:值为 =<+左右，因此，下面的实验中培
养基的起始 9:值自然。
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!"# 甲醇诱导浓度对 $%&’(!表达的影响
甲醇是甲醇营养型毕赤酵母表达外源蛋白诱导

剂，其浓度对外源目标蛋白的表达影响很大。按摇

瓶诱导培养方式，装液量 !"#$，菌体浓度 %""&’$
（()(），起始 *+值自然，每 %,-添加一次甲醇（共
!.），控制每次添加甲醇量分别为 /"、/0、%"和 %0&’$
进行实验，结果见图 !（1）。甲醇诱导浓度在 /" 2
%0&’$浓度范围内对毕赤酵母表达 3-456!影响不是
非常显著，/0&’$时相对较高为 0/%#&’$。

图 # 甲醇诱导浓度量（)）和甲醇诱导周期（*）对 $%&’(!
表达的影响

57&8 ! 9::;<= >: #;=-?@>A ?#>B@=（1）?@. =-; 7@.B<;. *;37>. >:

#;=-?@>A（C）>@ 3-456! ;D*3;EE7>@8

!"+ 甲醇诱导周期对 $%&’(!表达的影响
控制菌体浓度 %""&’$（()(），装液量 !"#$，起

始 *+值自然，按每 %,- 添加甲醇 /0&’$一次，共添
加甲醇诱导 0次（/%"-）进行甲醇诱导周期对对数生
长期毕赤酵母表达 3-456!影响的实验，结果见图 !
（C）。甲醇诱导开始 / 2 %.，3-456!的表达量增加较
缓慢，! 2 ,. 增加迅速；第 , 天达到表达高峰为
F!!#&’$；诱导延长到第 0.，3-456!表达量迅速降
低。因此，对数生长期毕赤酵母摇瓶表达 3-456!的
最适诱导周期为 ,.。

图 + 菌体浓度（)）和装液量（*）对 $%&’(!表达的影响
57&8, 9::;<= >: <;AA <>@<;@=3?=7>@（1）?@. #;.7B# G>AB#;（C）>@
3-456! ;D*3;EE7>@8

!", 菌体浓度对 $%&’(!表达的影响
用 CHHI悬浮从 CJHI培养得到的菌体，使其

菌体浓度达到 /0" 2 !0"&’$（()(），控制装液量
!"#$，起始 *+值自然，按每 %,-添加甲醇 /0&’$一
次，诱导周期为 ,. 进行实验，结果见图 ,K1。菌体
浓度对对数生长期毕赤酵母表达 3-456!影响的不
显著，3-456!表达量维持在 L"" 2 F""#&’$ 范围内，
最高可达 F%F#&’$。

!"- 装液量对 $%&’(!表达的影响
在 %0"#$ 三角瓶中装入 !"、,"、0" 和 /""#$

CHHI，控制菌体浓度达到 %""&’$（()(），起始 *+
值自然，按每 %,-添加甲醇 /0&’$一次，诱导周期为
,.进行实验，结果见图 ,KC。对数生长期毕赤酵母
表达 3-456!会受到装液量的一定影响，呈现先增加
后降低再平稳的变化趋势，但波动不大。!"#$装液
量时 3-456!获得最高表达为 /"M"#&’$，较 %"#$和
,"#$装液量时的 3-456!表达（LLF#&’$和 M00#&’$）
高 %"N,O和 ,/NMO。
综上所述，对数生长期毕赤酵母表达 3-456!的

摇瓶表达优化条件为：在 %0"#$三角瓶中装入 !"#$
CHHI，控制菌体浓度达到 %"" 2 !""&’$（()(），起
始 *+值自然，按每 %,- 添加甲醇 /0&’$一次，诱导
表达周期为 ,.。在此优化条件下，3-456!的表达较
优化前提高 /,FO。

# 讨论
本实验较细致地对具有不同比生长速率、处于

不同生长阶段的毕赤酵母表达外源重组蛋白进行了

研究，认为不同比生长速率"的毕赤酵母表达外源
重组蛋白有较大影响。$;>P;@ 等［/,］也发现较高的
比生长速率"有利于毕赤酵母获得外源基因的高表
达。周祥山等［/Q］利用甘油K甲醇混合流加工艺使毕
赤酵母表达水蛭素的产量提高 %QN!O。这是由于
甘油的异化供能，增加了能量供应，改善了毕赤酵母

诱导表达时的比生长速率"，提高细胞活力，从而提
高表达外源目标蛋白的能力。提示：在毕赤酵母表

达外源重组蛋白的过程控制中，应充分注意比生长

速率"对目标蛋白表达的影响。
胡光星等［/M］在研究重组毕赤酵母表达系统发

酵，从利用甘油为碳源生长到利用甲醇为碳源表达

外源蛋白的表达过渡阶段碳源代谢途径关键酶酶活

性变化时发现，甲醛脱氢酶和 QKRK葡萄糖脱氢酶分
别增加了 QN/ 和 %N0 倍，而丙酮酸脱氢酶和异柠檬
酸脱氢酶分别下降为原酶活的 %FN,O及 /QN,O。
其中酶活性降低的部分酶或许是影响外源重组蛋白

高表达的关键因素，有关比生长速率较高的对数生

长期毕赤酵母内的酶系变化值得深入研究。

我们在比较摇瓶培养 ,L-的毕赤酵母和发酵灌
培养至对数生长期毕赤酵母表达 3-456!时发现，不
同比生长速率"细胞在表达外源重组蛋白时对环境
的敏感性有很大差别。结合文献［/0］分析可知，比
生长速率较高的对数生长期毕赤酵母受甲醇诱导浓

度、细胞密度和装液量的影响不大，而比生长速率较

低的摇瓶培养细胞则受这些因素影响较大，尤其受

"%, R16 +>@&K<-B@ !" #$ 8 ’%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（%""Q）,Q（!）



菌体浓度和装液量的影响最为显著；而且前者（!"）
较后者（#"）有更长的表达周期，在优化的表达条件
下，$%&’(!表达量前者较后者（最高 )#*+,-.）提高
了 /0#1，也大大高于文献［2］和［/］报道的表达水
平。分析表明，比生长速率较高的毕赤酵母在表达

外源重组蛋白时对外界环境有更强的适应性，而比

生长速率较低的毕赤酵母对环境更为敏感。
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