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甲醇抑制时重组毕赤酵母发酵的特性研究

周祥山 范卫民 张元兴"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海 $%%$&G）

摘 要 本文对毕赤酵母进行了恒化培养研究。以甲醇为唯一碳源时，在稀释率较低时（3 H %I%45 ?J ! ），连续培

养系统操作很稳定。但在稀释率高时（3 K %I%45?J !），连续培养系统的定态点不止一个，实验不能维持，故采用比

生长速率恒定的分批流加培养进行研究。结果表明，毕赤酵母的生长符合 L@F2-M 普遍化底物抑制模型。综合考虑

水蛭素的生成、底物的消耗，在生产中维持甲醇浓度为限制性浓度（%I# ANO），且维持比生长速率为 %I%$ ?J !时，水蛭

素 P<26# 的比生成速率达到最大值 %I$ 0AN（A·?）且甲醇的比消耗速率为 %I%4 AN（A·?）。
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甲醇营养型毕赤酵母（4#0"#+ 5+&/(*#&）表达系统

是近年飞快发展的一个优秀的真核表达系统，$%%%
年报道已有 $$% 多种外源蛋白在毕赤酵母中表达，

其中 胞 内 表 达 的 巴 西 三 叶 胶 羟 腈 裂 解 酶（ 6%7%+
8*+&#,#%$&#& ?=F2(:=@</2<)- )=9E-）产量高达 $$ANO［!］，胞外

分泌表达的鼠明胶蛋白（R(DE- A-)9/<@）达到 !4I5AN
O［$］。重组毕赤酵母表达外源蛋白时一般以甲醇为

碳源，但甲醇是一种抑制性底物，不能简单地采用常

规的连续培养方法进行研究。

目前文献中关于以甲醇为碳源连续培养基因工

程毕赤酵母的报道很少。S?9@A 等 $%%% 年［&］报道了

4#0"#+ 5+&/(*#& RD/T 菌株胞内表达肉毒杆菌神经毒

素 C（U(+7NL（PC））的研究；F’L@V(D 等 $%%! 年［4］报

道了 4 * 5+&/(*#& RD/, 菌株胞外分泌表达抗冻蛋白

（E2L8W）的连续培养研究。但对于 4 * 5+&/(*#& RD/T

菌株胞外分泌表达的连续培养研究还未见报道。本

文用连续培养和比生长速率恒定的流加培养相结合

的方法，对重组毕赤酵母分泌表达水蛭素进行了恒

化培养研究，为发酵优化控制奠定基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：重组毕赤酵母（4#0"#+ 5+&/(*#&）RD/T 基

因工程菌，分泌表达水蛭素（2P’$3O=E4G）［#］。

!"!"# 培养基：种子培养基为 RXY 培养基，恒化培

养用培养基为 8R$! 培养基［#］。

!"# 方法

!"#"! 连续培养：#O 发酵罐中装 8R$!（添加 # Z甘

油）培养基 &O。菌体先在 8R$! 培养基中以甘油为

碳源进行分批发酵，当甘油耗尽后，开始连续流加

8R$!3甲醇（!#Z，9 N9）培养基进行连续培养，通过

流加氨水使 .P 恒定在 #I%。使用虹吸管使培养基

的体积维持 &O。每隔 5 ? 取样检测细胞、甲醇及水

蛭素浓度。当三者浓度至少维持 $4 ? 不变时可视

为已达定态。

!"#"# 甲醇过量流加培养：菌体先以甘油为碳源进

行分批、流加阶段的培养，然后以低的速率流加甲醇

维持 & [ 6 ? 的过渡阶段。当过渡阶段结束后，通过

甲醇传感器控制甲醇（!%%Z）的流加速度，使发酵液

中的甲醇浓度维持在设 定 值（& [ !% ANO）进 行 发

酵［#，6］。当细胞干重达到 !!% ANO（湿重 4#% ANO）时终

止发酵。

!"#"$ 分析方法：甲醇浓度用岛津气相色谱 X\3
!4\ 分析。水蛭素浓度分析采用 PWO\ 法，各种不同

的水蛭素组分的含量由纯化的标准品作对比确定。

# 结果与讨论

#"! 连续培养系统建立

毕赤酵母先以甘油为碳源进行分批培养 $% ?，

之后通过流加甘油 # ? 使细胞量增大到 #&I! ANO，然



后将流加培养基换成 !"#甲醇$%&’! 培养基，同时，

通过虹吸管控制发酵罐的液位，使发酵液的体积维

持恒定。图 ! 为稀释率为 ()(* +, ! 的连续培养情

况，从 ’" + 开始连续流加甲醇进行连续培养，由图

可看出在最初的几小时内甲醇量有一点积累，达到

- ./0，这主要是由于刚开始时细胞对甲醇不适应造

成的。但之后甲醇浓度开始下降。产物水蛭素诱导

表达时，会产生 * 种组分，分别为目的产物 1234" 及

1234" 的 5 末端降解 ! 6 - 个氨基酸的 - 种降解组

分。到 7" + 时，细胞干重、甲醇浓度、水蛭素总量

（即四种水蛭素组分之和）、1234" 的浓度已基本稳

定，说明系统已达到定态。

图 ! 甲醇稀释率为 ()(* +, ! 的重组毕赤酵母

连续培养建立过程

%2.8! 93:;<== :> ;:?@2?A:A= ;AB@A3< :> 3<;:CD2?E?@ !"#$"%

&%’()*"’ E@ @+< C<@+E?:B F2BA@2:? 3E@< :> ()(* +, !

!"! 高底物浓度下的恒化培养

当稀释率在 ()(*G +, !达到定态以后，加大补料

速率，使稀释率变为 ()(4 +, !。图 ’ 为稀释率变为

()(4 +, !后，发酵罐内菌体量 +，底物甲醇浓度 H 的

变化情况，其中从 G + 开始增大稀释率。稀释率变

为 ()(4 +, !后，图中可看出，底物浓度 , 不断增加，

!G + 内从 ’)I ./0 增为 !G)! ./0，而菌体量 + 则不断

减少，从 "-)* ./0 降到 -’)- ./0，且这种趋势仍在继

续，系统不能达到定态。

一般甲醇浓度超过 " ./0 时对毕赤酵母的生长

有抑制作用。图 ’ 中在 ’4 + 时甲醇浓度已达 !G)!
./0，而菌体量有递减趋势，说明是由于高甲醇浓度

对菌体的生长产生了抑制，导致细胞的比生长速率

小于稀释率，系统趋向于洗出状态。由于甲醇的抑

制，这时已不能使用底物无抑制的 &:?:F 方程描述

菌体的生长，应考虑用底物抑制的菌体生长模型。

对于毕赤酵母发酵中甲醇的抑制，一般认为使

用 J?F3<K 提出的普遍化底物抑制模型比较合适［7］：

图 ’ 甲醇稀释率为 ()(4 +, ! 时重组毕赤酵母连续

培养中细胞和甲醇浓度的变化

%2.8’ 93:>2B< :> ;:?@2?A:A= ;AB@A3< :> 3<;:CD2?E?@ !"#$"%

&%’()*"’ E@ @+< C<@+E?:B F2BA@2:? 3E@< :> ()(4 +, !

! L!CEM N !
! O -H /, O , /- PH

（!）

式中 -H 为饱和常数，- PH为抑制常数，!CEM为无

底物抑制的最大比生长速率。

该底物抑制模型如图 - 中曲线 Q，这时对同一

个生长速率有两个不同的 , 值。图中曲线 J 为

&:?:F 模型。

对普遍化底物抑制模型，当底物浓度 , L ,;32@

时，比生长速率! L!C。当 , R ,;32@ 时，F!/F, S (，

连续培养系统是一个很稳定的系统，具有很好的抗

变量和参数扰动的能力［7，G］。

但 当 , S ,;32@ 时，如 在 图 - 中 ,’ 处，因

F!/F, R (，该状态点不符合稳态的要求。若因流加

入口处培养基的不均匀引起底物浓度波动，例如 ,
增加，则!反而下降，菌体生长变慢，菌体量减少，

使得底物的消耗速度减慢，从而使底物浓度 , 积累

得更高，直到洗出。反之，若 , 发生波动而减少，则

状态点 ,’ 沿曲线 Q 向左移动，最后到达另一个定

态点 ,! 点。

图 - 底物抑制时比生长速率!和底物浓度 , 关系图

%2.8- T<BE@2:?=+2U D<@K<<? @+< =U<;2>2; .3:K@+ 3E@<! E?F
@+< =AD=@3E@< ;:?;<?@3E@2:? , A?F<3 =AD=@3E@< 2?+2D2@2:?
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因此若细胞生长符合普遍化底物抑制模型，若

存在底物抑制，即当 ! ! !"#$% 时，要想用连续培养的

方式将状态点维持在定态点 !& 是非常困难的，因为

在实际操作中，各操作参数和变量（如稀释率 "、流

加培养基中的甲醇浓度 !’ 等）发生微小波动是不可

避免的，这时需采用连续培养以外的其他方式进行

研究。

符合 ()*)+ 方程的底物无抑制连续培养系统

（,-./）或比生长速率!恒定的分批流加培养都可

看作恒化培养（,012)3%4%）［5］。

比生长速率恒定的分批流加培养中，不管菌体

生长是符合 ()*)+ 模型或是底物抑制的 6*+#17 模

型，!都是 ! 的函数，因此!为定值时 ! 也为定值。

若在所研究的细胞浓度范围内（如指数生长期）细胞

的生理生化活性变化不大，则菌体对底物得率常数

#89-、底物的比消耗速率 $ 3、产物比生成速率 $: 也

恒定，这时流加培养可以看作拟定态（;<43$=3%14+>
3%4%1）。

在实际的流加培养操作中，为获得拟定态，可使

用甲醇传感器控制甲醇的流加，使发酵罐中底物甲

醇浓度维持恒定，从而维持恒定的比生长速率，这时

系统可与 ,-./ 一样看作定态，从而可研究高底物

浓度抑制下的动力学特征。

实验中菌体先在甘油中进行分批培养，之后采

用甲醇传感器控制甲醇流加使发酵罐中甲醇浓度维

持恒定，当细胞干重达到 ??’ @9A（湿重 BC’ @9A）后

停止实验，因为此时细胞生长已进入稳定期，系统已

不能维持拟定态。

恒定比生长速率的整个流加实验中维持甲醇浓

度恒定在 D E ?’ @9A 内的某一值，这时对细胞生长来

说甲醇浓度是过量的，即 ! ! !"#$%（图 D）。这种培养

方式也称为甲醇过量流加培养。

图 B 为甲醇浓度维持在 C @9A 时的流加培养过

程。从图中可看出在经历甲醇适应期后，甲醇浓度

较好的维持在 C @9A。从图 BF 可看出，在 &C 0 到 C’
0 之间，菌体量 % 和培养液体积 & 的乘积 G*（%&）与

时间 ’ 基本成直线，该直线的斜率即比生长速率，为

’H’BB 0I ?，说明用维持恒定底物浓度的方法维持恒

定的比生长速率是可行的。

图 B （6）甲醇浓度恒定为 C @9A 时重组毕赤酵母流加培养过程中细胞干重、甲醇浓度、水蛭素总产量

及 J$#KC 的浓度变化；（F）G*（%&）的变化

L$@MB （6）,1GG +#> 71$@0%（!），21%04*)G（"），%)%4G 42)<*% )N 0$#<+$*（#）4*+ J$#KC ")*"1*%#4%$)*（ O ）$* %01 L1+=P4%"0
"<G%<#1 )N #1")2P$*4*% ()*+), -,.’/0). 4% 21%04*)G ")*"1*%#4%$)* )N C @9A；（F）.$21 ")<#31 )N G*（%&）

!"# 底物浓度对比生长速率的影响

将底物无抑制连续培养和底物过量流加培养所

得的比生长速率、甲醇浓度得数据集中表示在图 C
中，并用 6*+#17 普遍化底物抑制模型进行非线性拟

合，得到以下方程：

! Q ’H’5R !
?HB S ! S !& 9RH? （&）

该方程的饱和常数 1- 为 ?HB @9A，抑制常数 1 T-

为 RH? @9A，无底物抑制的最大比生长速率!24U 为

’H’5R 0I ?。

从该方程可以计算出，当临界甲醇浓度 !"#$% 为

DH? @9A 时，比生长速率达到存在底物抑制时的最大

值!2，为 ’H’BKB 0I ?。

图 C 中，在临界点 !"#$%左侧的 6 区域（! V !"#$%），

生长特征为甲醇浓度无抑制生长，随甲醇浓度的增

加，比生长速率增加。在临界点 !"#$% 右侧的 F 区域

（! ! !"#$% ），生长特征为甲醇浓度抑制性（过量）生

长，随甲醇浓度的增加，比生长速率降低。

’&K 生 物 工 程 学 报 ?W 卷



图 ! 重组毕赤酵母培养中比生长速率和

甲醇浓度之间的关系

"#$%! &’()*#+,-.#/ 0’*1’’, -/’2#3#2 $4+1*. 4)*’ ),5 6’*.),+(
2+,2’,*4)*#+, #, 4’2+60#,),* !"#$"% &%’()*"’ 27(*74’

8：9 : 924#*，;+,*#,7+7- 27(*74’（!）；<：9 = 924#*，6’*.),+(>#,.#0#*’5

3’5>0)*2. 27(*74’（"）

!"# 比生长速率及甲醇浓度对水蛭素总的比生成

速率 !$%及 &’()* 比生成速率 !$)*的影响

图 ? 为水蛭素总的比生成速率 +/@ 及 A#4?! 比

生成速率 +/?! 与比生长速率及甲醇浓度之间的关

系。从图可以看出，对于水蛭素总的比生成速率来

说，当甲醇处于限制性浓度时（ : BCD $EF），若! :
GCGH .I D，则随比生长速率及甲醇浓度增加，水蛭素

总的比生成速率增加；若! = GCGH .I D，则随比生长

速率及甲醇浓度增加，水蛭素总比生成速率降低。

在甲醇处于抑制性浓度（ = BCD $EF）时，随甲醇

的增加，水蛭素总的比生成速率 +/@增加。这一点与

以前的报道一致［J］。即高甲醇浓度下酵母的生长受

到抑制，本来用于生长的能量减少，使用于产物表达

的能量增加，产物的表达量提高。在甲醇限制性浓

度下，比生长速率低时（! : GCGH .I D ），水蛭素总的

比生成速率低可能是虽然细胞生长慢用于生长方面

的能量少，但由于流加的甲醇少，总的能量提供也

少，故表达量低。

对于 目 的 蛋 白 A#4?! 来 说，在 甲 醇 浓 度 小 于

GC!$EF（或! : GCGH .I D ）时，随甲醇浓度的增加，

A#4?! 的比生成速率 +/?! 增加；但在甲醇浓度在 GC!
K BCD$EF 时，随甲醇浓度的增加，A#4?! 的比生成速

率减少。在甲醇浓度大于 BCD $EF 的甲醇抑制性浓

度下，随甲醇浓度的增加，虽然水蛭素总的比生成速

率增加，但由于水蛭素的降解程度增加，导致 A#4?!
的比生成速率降低。在比生长速率!为 GCGH .I D

（甲醇浓度 , 为 GC!$EF）时，A#4?! 的比生成速率 +/?!

有最大值 GCH 6$E（$·.）。

综合考虑水蛭素的降解和比生成速率，在生产

中维持甲醇浓度为限制性（无抑制）浓度（GC! $EF），

且维持比生长速率为 GCGH .I D 比较好，这时，A#4?!
的降解较少，而且比生成速率最高。

图 ? 甲醇浓度及比生长速率对水蛭素总的

比生成速率及 A#4?! 比生成速率的影响

"#$%? L33’2* +3 6’*.),+( 2+,2’,*4)*#+, ),5 -/’2#3#2 $4+1*.
4)*’（!）+, *.’ -/’2#3#2 /4+572*#+, 4)*’ +3 *.’ *+*)(

.#475#, +/@（#）),5 *.’ A#4?! +/?!（"）

!"* 甲醇浓度对甲醇比消耗速率的影响

图 M 为甲醇浓度与甲醇比消耗速率之间的关

系。从图可以看出，在甲醇浓度小于 ! $EF 时，甲醇

比消耗速率基本上随甲醇浓度的增加呈线性上升。

在甲醇浓度大于 ! $EF 时，甲醇比消耗速率随甲醇

浓度增加而减小，这主要是由于高甲醇浓度下细胞

的代谢受到抑制。

从生产考虑，甲醇消耗得越少越好，即甲醇比消

耗速率越低越好。因为生产同样数量的菌体，用甲

醇作碳源所需的氧气是葡萄糖的 B K N 倍，另外，氧

化甲醇所释放的热量是葡萄糖的 H K B 倍，可达到

N!G OPE（F·.）。消耗甲醇越多所产的热量也越大，所

需设备的冷却能力要求越高。因此在实际生产中，

若能降低甲醇的消耗量，将降低能耗，节约成本。

在前述的最优的操作条件下（甲醇浓度 , 为

GC! $EF），即比生长速率为 GCGH .I D 时，甲醇的比消

耗速率为 GCGN $E（$·.），这一数值相对于图 M 中的其

他点来说是比较低的，具有较好的应用价值。

图 M 甲醇浓度对甲醇比消耗速率的影响

"#$%M L33’2* +3 6’*.),+( 2+,2’,*4)*#+, +, *.’
-/’2#3#2 6’*.),+( 2+,-76/*+, 4)*’
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! 结 论

为研究细胞生长、底物消耗和产物生成的动力

学规律，对毕赤酵母进行了甲醇恒化培养研究。以

甲醇为唯一碳源时，毕赤酵母的生长不符合 !"#"$
方程，而是符合 %#$&’( 普遍化底物抑制模型。在稀

释率较低时（! ) *+*,- ./ 0），连续培养系统操作很

稳定。但在稀释率高时（! 1 *+*,- ./ 0 ），连续培养

系统的定态点不止一个，稳定的定态点为洗出点，实

验不能维持，故采用比生长速率恒定的分批流加培

养进行研究。通过这两种培养方式相结合，得出了

产物水蛭素的生成、底物甲醇的消耗规律。研究表

明在生产中维持甲醇浓度为限制性浓度（*+2 345），

且维持比生长速率为 *+*6 ./ 0 比较好，此时水蛭素

78&92 的比生成速率达到最大值 *+6 :34（3·.）。在

下一步的研究中可以通过指数流加的方式控制比生

长速率恒定为 *+*6 ./ 0，以减少降解和提高水蛭素

的产量。
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