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疟疾目前仍是危害人类健康的主要传染病，现全球每年

新增疟疾病例 / D 5 亿人，其中约 /%% 万人死于该病。特别

是病原虫抗药性的产生和扩散已给疟疾防治工作带来极大

困难，因此研制新的预防措施已成为当务之急。研制有效的

疟疾疫苗被认为是人类控制乃至消灭疟疾的重要途径，已越

来越受到重视，并已构建和鉴定多个疫苗候选抗原［!，$］。本研

究进行高密度优化表达的融合抗原就是一个疫苗候选抗原。

近年来，甲醇营养型毕赤酵母（E4F>-(’F:’G>9? 3#0"#+ 4+&5
/(*#&）已被公认是外源分泌蛋白和胞内外源蛋白表达的一个

优秀表达系统［/］。本文报道采用 HCIJ! 启动子的毕赤氏酵母

工程菌，发酵表达恶性疟原虫融合抗原高密度发酵条件优化

试验和提高目的蛋白的表达产量。

! 材料与方法

!"! 菌种

毕赤氏酵母 KL!!5MGN?G 菌株，含有恶性疟原虫融合抗原

基因表达质粒，能稳定表达出约 /# D /0OP 的融合蛋白，该菌

株由第二军医大学病原生物学教研室构建。

!"# 培养基

!"#"! 平板培养基：QHP 培养基［#］。

!"#"# 种子培养基：EKQ 培养基［#］。

!"#"$ 摇瓶生长培养基：EKQ 培养基［#］。

!"#"% 摇瓶诱导培养基（<MR）：Q48=F 6SF:8?F（IJITP 产品）!%，

H’(-G4GF’@（日本制药株式会社产品）$%，Q*U（不含氨基酸，

PTVWI 产品）!%%，生物素 $（单独过滤除菌），用 %B!7’(MR 磷酸

缓冲液（GX Y 0)%）配制，%B%1HE8 灭菌 !579@。

!"#"& 分批发酵培养基用 VE$! 基础盐配成含甘油 #Z（6M
7）和 #7RMR H3E! 微量元素溶液［"］。

!"#"’ 补料生长培养基：5%Z甘油（6M7，含 !$7RMR H3E!）

补料液。

!"#"( 发酵诱导培养基：!%%Z甲醇（含 !$7RMR H3E!）诱导液。

!"$ 培养方法

!"$"! 摇瓶培养法：从平板上挑一单菌落，接入装 $%7R 摇

瓶生长培养基的 $5%7R 三角瓶中，/%[，$$%:M79@，培养 !0 D
$#>（890%% Y $% 左右）。#[，/%%%:M79@ 离心收集菌体，弃去上

清液，再接入至 $%7R 诱导培养基中，/%[，$$%:M79@，培养 20
D !$%>。每 $#> 补加 !%%Z甲醇（CB\），使甲醇在发酵上清液

中终浓度（6M7）在一定范围（% D !5<MR）。

!"$"# 补料分批发酵方法：从新鲜 QHP 平板上挑一单菌落

到种子培养基中，/%[，$$%:M79@ 培养 $% D $5> 后，按 !%Z接

种量接入到装 $B5R 分批发酵培养基的 5R 发酵罐中进行分

批培养（用氨水调 GX 至 5B5 左右），当碳源甘油耗尽后（PI
陡然上升，!79@ 内），流加补料生长培养基（流加速率维持溶

氧大于 !%Z）。当细胞光度密为 5%% D "%% 时停止补料，甘油

耗尽后，补入发酵诱导培养基进行甲醇诱导表达发酵（GX 用

$5Z*X/·X$I 控制为 5B" D "B%），通过调节转速、罐压、空气

流量和流加甲醇速度使溶氧大于 $%Z，并使发酵上清液中

甲醇浓度小于 !%<MR，诱导发酵 !%%> 左右（VEK.5R 自动发酵

罐为华东理工大学国家生化工程技术研究中心（上海）提

供）。

!"% 分析方法

!"%"! GX：GX 电极在线检测并采用 HTP 闭环控制方式控制

（KTI1%GX 电极为华东理工大学国家生化工程技术中心研

制）。

!"%"# 溶氧（PI）：溶氧电极在线检测（瑞典 T@<’(] 公司产品

WP25! ^ %0）。

!"%"$ 细胞光密度（89）分析：发酵液稀释后于波长 0%%@7
处以去离子水为对照进行比色测定。890%% Y 89 读数 _ 稀

释倍数。

!"%"% 甘油测定方法：采用高碘酸钠氧化滴定法［5］。

!"%"& 甲醇测定：气相色谱（KW）分析发酵上清液中甲醇浓

度［0］。



!"#"$ 目的蛋白分析：按文献［!］"#"$%&’( 凝胶电泳分析

和 )*+,*-. /01, 分析，将电泳胶经计算机扫描，由于目的蛋白

为融合蛋白，本实验以牛血清白蛋白为标准，根据电泳带染

色强度进行定量分析（’2"$3444 数码凝胶图像分析系统，564
版本，按说明书操作，背景消除按自动进行，低分子标准蛋白

为上海丽珠东风生物技术有限公司产品）。

% 结果与讨论

%"! 甲醇诱导周期对蛋白表达的影响

每 578 按 964:;< 甲醇终浓度补加甲醇，诱导培养基因工

程菌 ! = "#$%&’($ 至 3548，每 578 取 5 瓶发酵瓶进行分析。从

图 3 可以看出：随着诱导时间的延长，细胞光密度（)*>44 ）和

表达蛋白量逐渐增加。细胞生长以 4 ? 7@8 较快，此后生长

减慢，放瓶最终 )*>44 为 5!69，而蛋白表达前 7@8 速率增长较

慢，此后逐渐加大，A>8 表达量为最大，97B:;< 左右，随后表

达量下降。根据细胞光密度（)*>44 ）和蛋白量的曲线变化，

诱导前 7@8 的细胞比生长速率（!）与表达蛋白比产率（ +C）基

本呈线性增加，细胞比蛋白表达速率（ +C ）为 46DDB:;（<·8）

（直线斜率）；而诱导 7@8 后细胞生长基本处于维持状态，表

达蛋白比产率却继续增加，达到 363B:;（8·<）。因此，细胞在

以甲醇为唯一碳源和能源进行生长和表达外源蛋白的发酵

时，前期以细胞生长为主，中后期则以细胞维持生长和表达

外源蛋白为主。另外，在整个摇瓶发酵过程中甲醇残量均较

低，约为 3:;<，甚至更低（数据未列），这说明在细胞生长期和

蛋白表达期以 9:;< 甲醇浓度进行发酵均可能受到甲醇碳源

的限制，有进一步研究甲醇诱导浓度的必要。

通过 "#"$%&’( 电泳图谱分析（图 5）和 )*+,*-. /01, 分

析，目的蛋白———恶性疟原虫融合抗原的分子 量 为 D7 ?
D>E#（5 条电泳带均有免疫活性）。

图 3 甲醇诱导时间对细胞生长和蛋白表达的影响

FG:=3 (HH*I,+ 1H B*,8J.10 G.KLI,B*., C*-G1K 1.

I*00 :-1M,8 J.K C-1,*G. *NC-*++G1.

图 5 "#"$%&’( 电泳图谱分析

FG:=5 "#"$%&’( J.J0O+G+ 1H ,J-:*,$C-1,*G.+ *NC-*++*K G. ! = "#$%&’($
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%"% 甲醇诱导浓度对重组 ! & "#$%&’($ 生长与蛋白表达的影响

在摇瓶诱导发酵时，每 578 补加甲醇，使终浓度分别为

569，964，!69，3464，3569，3964:;<，培养 A>8 后取下摇瓶进行

数据分析，结果如表 3。

表 3 甲醇浓度诱导基因工程菌 ! = "#$%&’($ 生长与蛋白表达试验结果

’()*+ 3 ,+-.*/- 01 2+** 3405/6 (78 /(43+/$940/+:7- +;94+--:07 :7 4+20<):7(7/ ! = "#$%&’($ 5:/6 <+/6(70* :78.2+<+7/

P*,8J.10

I1.I=

;（:;<）

Q1,J0 I1.I= 1H

P*, JKK*K

"4 ;（:;<）

CR

S*00 1C,GIJ0

K*.+G,O

;)*>44

%-1,*G.

I1.I=

;（B:;<）

T*+GKLJ0 I1.I=

1H B*,8J.10

";（:;<）

S*00

C-1KLI,GUG,O

!,（:;<）

S*00 OG*0K

I1*HGIG*.IO

-N;+（:;:）

569 34 >673 536! 3D6!3 46@A3 D6@5 4675

964 54 >634 D36A 9767@ 46!>5 >63> 46D5

!69 D4 96>D D!69 >96@3 46!54 !677 4659

3464 74 9677 7564 !A674 46@94 @67! 4655

3569 94 965> 7!64 >365@ 46!7! A6>5 4654

3964 >4 9644 7D64 5A69> 46344 @6!7 4639

V1,*：3 )*>44"4655A:;<；2.G,GJ0 )*>44 W 9；!, W（)*>44 X 2.G,GJ0 )*>44）Y 4655A（:;<）；-Z;" W!,;（.1 X .）（:;:）；T*C0GIJ,G1. .LB/*- G+ 5 G. ,8G+

*NC*-GB*., =

从表 3 中可看出：此基因工程菌 ! = "#$%&’($ 在以甲醇为

基质进行生长和蛋白表达发酵时的最适浓度以 34:;< 为好。

%"= 9> 对基因工程菌 ! & "#$%&’($ 蛋白表达的影响

用磷酸缓冲液配制不同 CR 值的摇瓶诱导培养基（甲醇

浓度为 34:;<）进行基因工程菌 ! = "#$%&’($ 诱导摇瓶培养，结

果（表 5）可知：基因工程菌 ! = "#$%&’($ 表达恶性疟原虫融合抗

原的初始 CR 范围为 >64 ? !64，且愈高愈好。

%"# 补料分批培养高密度发酵表达外源蛋白

根据摇瓶发酵表达外源目的蛋白的优化结果，进行了补

料分批发酵。
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表 ! 不同 !" 值时基因工程菌 ! " "#$%&’($ 目的蛋白表达的试验结果

#$%&’ ! ()*+’*,-$,.)* )/ ,$-0’,,’1 !-),’.*2 ’3!-’22’1 .* -’+)4%.*$*, ! " "#$%&’($ $, 1.//’-’*, !" 5$&6’

#$
#$（%&’()

%*’+,-%.(/）

#$（%’ (0/ +&

,*-’1.%’1+0）

2(-- +#’1,%-

/(031’45（!"677）

8)+’(103

,+0," 5（9:5;）

<(31/*%- ,+0," +&

9(’=%0+-5（:5;）

>?7 @?AB @?>C !6?> 7?B> !?!@

>?B >?BD >?D@ !6?> @?>A !?!@

6?7 6?7B >?>E !6?B !D?>C !?76

6?E 6?!> >?C@ !B?E @6?>7 D?CE

6?6 6?@C 6?DD E7?7 D76?>E D?B7

B?7 6?AD 6?@D E!?7 DAC?!C D?6B

B?@ B?E> B?D6 E@?! DA6?B7 D?>6

F+’(：<(#-1,%’1+0 0*9G() 13 ! 10 ’=13 (H#()19(0’ "

7898: 分批培养基因工程菌 # " $%&’()*& 的菌体生长：采用分

批发酵培养基进行基因工程菌 # " $%&’()*& 的分批培养，培养

!!=后 甘 油 耗 尽，细 胞 光 密 度（ !"677 ）达 到 DD!?>。由 于 D

!"677约为 7?!!A:I2J 5;（I2J，/)4 ,(-- K(1:=’），即菌体干重达

到 !>?B6:5;，因此甘油底物得率系数 +L5M为 7?6>:5:。通过细

胞光密度（!"677）对培养时间（ ’）进行线性回归得：

+!"677
N D?D@AB,7?!D@ ’

线性相关系数 -! N 7?AA@B，其中 +OI677
为细胞光密度，’

为培养时间。

这说明采用二级发酵时，摇瓶菌种接种后能迅速进入指

数生长期，由指数方程可知细胞比生长速率（!）为 7?!D@=P D，

与恒化培养最大菌体产率（7?DAA=P D）（另文发表）基本吻合，

此方程可用于进行指数流加发酵的基础，但由于发酵培养时

甘油不能过量，只能是限制状态，否则由于溶氧供应不足，甚

至为零，因此容易导致甘油的厌氧发酵而产生乙醇、乳酸等，

对基因 工 程 菌 # " $%&’()*& 的 外 源 目 的 蛋 白 的 表 达 极 为 不

利［C］，因此应尽量控制甘油补料流速。

图 E 细胞光密度和蛋白表达浓度在补料发酵中的变化

Q1:"E 2(-- +#’1,%- /(031’4 %0/ ,+0,(0’)%’1+0 +& #)+’(103 (H#)(33(/

10 # " $%&’()*& /*)10: &(/RG%’,= &()9(0’%’1+0

78987 补料高密度培养表达目的蛋白：高密度发酵是基因

重组菌提高外源蛋白表达量的重要策略之一。本试验在整

个发酵周期中，菌体细胞光密度在前期（即分批发酵阶段）是

按指数生长上升，此后进入补料生长期（图 E）。通过从 !!=
开始补加补料生长培养基，细胞光密度仍继续上升，当细胞

光密度达到 >>7 左右（细胞密度约为 D!7:5;）时停止流加补

料生长培养基，发酵过渡到甲醇诱导蛋白表达阶段（过渡期

为 E7910 左右）。从 @D= 开始补加甲醇，从而进入甲醇诱导蛋

白表达阶段。甲醇加入后，诱导启动子（#SOLD ）启动，表达目

的蛋白，但诱导初期蛋白表达产率不高，当甲醇补入 D T @=
即细胞在甘油与甲醇两种底物转换适应后，目的蛋白表达产

率迅速提高，并不断分泌到发酵液中。发酵后期，目的蛋白

表达产率逐渐减少，而目的蛋白被蛋白酶降解却愈来愈多，

杂蛋白增多，因此最佳放罐点的选择十分重要。本试验以摇

瓶表达目的蛋白的优化条件为基础，经过 @ 罐批发酵，蛋白

表达量最高达到 BC79:5;，比摇瓶优化结果提高了 @ 倍左右。

致 谢：华东理工大学生物工程学院 A6 级方旭燕同学参与

部分实验，在此表示衷心的感谢！
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基因脉冲导入仪

性能指标 95’<>< 95’*><

输出波形 指数尖脉冲 矩形脉冲

输出电压（]） <>> ^ *A>> <>> ^ *>>>

最大电流（4） <A> <>

配置电容 >_A ^ *<_A!=

基因脉冲导入仪可用于植物、动物和各种微生物的各类细胞电穿

孔，并能获得很高的转化率，经天津市科委组织鉴定一致认为达到 X>
年代末期国外同类产品的先进水平，可替代进口产品。

该产品荣获 <UU* 年全国新技术、新产品展销会金奖，被评为 <UU*
年度国家级新产品，获天津市科技成果三等奖，<UU+ 年授予专利权，目

前已在国内许多国家级重点实验室应用，很受用户欢迎。

整机由微机控制，工作安全，稳定可靠，操作简单，使用方便。

研制单位：天津理工学院科技开发中心

通信地址：天津市南开区红旗南路天津理工学院电子工程系 邮政编码：+>><U<
电 话：>** ‘ *+V@U?<A；>** ‘ *+V@U*+X 联 系 人：徐宝强

UA?? 期 郭美锦等：毕赤氏酵母工程菌高密度发酵表达恶性疟原虫融合抗原的研究


