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摘  要: 对毕赤酵母胞内表达重组鲈鱼生长激素(rljGH)的发酵罐上生产进行了研究。建立了指 
数流加甲醇的策略并考察了不同比生长速率对 rljGH 生产的影响。结果表明, 随着比生长速率的 
增加 , 平均比生产速率相应增加 , 但是胞内持续积累 rljGH 的时间减少。最大比 rljGH 产量 
(0.58 mg/g WCW)在比生长速率为 0.029/h 时获得。进一步考察了在诱导阶段添加硫酸铵、蛋白胨

和酵母抽提物的影响。结果表明, 添加硫酸铵和蛋白胨对于 rljGH 生产没有显著影响; 添加 2.5 g/L
酵母抽提物有助于胞内 rljGH 的积累, 并使胞内积累持续时间由 17 h 增加到 23 h, 提高了发酵稳

定性。 
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Abstract: The bioreactor production of recombinant Lateolabrax japonicus growth hormone (rljGH) ex-
pressed intracellularly by Pichia pastoris was investigated. A strategy of feeding methanol at the exponential 
rate was established and the effect of specific growth rate on the rljGH production was examined. The results 
indicated that the average specific production rate increased and the rljGH production duration decreased as 
the specific growth rate increased. The maximum specific rljGH production (0.58 mg/g WCW) was achieved 
at a specific growth rate of 0.029/h. The effect of supplementing ammonium sulfate, peptone and yeast ex-
tract on the rljGH production was further investigated. The results indicated that the effects of ammonium 
sulfate and peptone were not significant. Supplementing yeast extract of 2.5 g/L was advantageous for the 
rljGH production. The duration of the rljGH production was increased to 23 h from 17 h and the fermenta-
tion stability of run-to-run could be improved. 
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鱼生长激素是由 190 个左右的氨基酸残基组成
的一种蛋白质, 在鱼的脑垂体前叶合成。它在鱼的
生长、发育、代谢、摄食和渗透调节方面起着关键

作用。已有报道表明胞内表达鱼生长激素的重组酵

母能大大促进鱼的生长[1]。由于酵母本身就是一种

良好的蛋白补充剂, 再加上对人体无副作用的重组
鱼生长激素的促生长作用, 这种具备双重功效的重
组酵母作为绿色饲料添加剂在水产养殖业具有良好

的应用前景。工业化生产这种重组酵母是实现其应

用价值的前提。因此, 本文对毕赤酵母胞内表达重
组鲈鱼生长激素 (recombinant growth hormone of 
Lateolabrax japonicus, rljGH)的发酵工艺进行了研
究。相对于分泌表达而言, 对毕赤酵母胞内表达体
系的发酵研究较少。而毕赤酵母胞内表达具有分泌

表达不可代替的一些优点, 比如能够表达一些不需
要糖基化或较少糖基化的蛋白和疏水性的膜相关蛋

白等[2]。因此, 对 rljGH表达菌株的发酵研究也有助
于增加对毕赤酵母胞内生产重组蛋白的认识。指数

流加甲醇策略是应用于毕赤酵母高密度发酵中的一

种有效的甲醇流加策略[3]。本文建立了一套能应用

于发酵罐生产重组鲈鱼生长激素的指数流加甲醇策

略, 优化了诱导阶段比生长速率, 揭示了比生长速
率对胞内积累 rljGH 的影响, 并进一步考察了氮源
添加物在诱导阶段对生产的影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
毕赤酵母(Pichia pastoris)GS115 用作重组表达

的宿主(Invitrogen 公司)。鲈鱼生长激素基因被整合
到毕赤酵母胞内表达载体质粒 pHIL-D2, 然后转化
宿主菌 GS115获得 Mut+型的重组表达菌株。通过甲

醇诱导, 鲈鱼生长激素能在毕赤酵母细胞内表达[4]。 

1.2  培养基 
种子培养基 (1 L)：YNB(Yeast nitrogen base 

without amino acids, Sigma公司) 13.4 g, 甘油 10 g, 
生物素 0.4 mg; 发酵用 BSM(Basal salt medium)培
养基(1 L)：甘油 40 g, 85% H3PO4 26.7 mL, CaSO4 
0.93 g, K2SO4 18.2 g, MgSO4·7H2O 14.9 g, KOH  
4.13 g, ANTIFOAM 204 (Sigma) 0.3 mL, PTM1 4.5 mL。 

甘油补料培养基：50% (W/V) 甘油(含 12 mL/L 
PTM1); 甲醇补料培养基：含有 12 mL/L PTM1 的 
甲醇。 

PTM1[3]。 

1.3  发酵 
1.3.1  诱导阶段指数流加甲醇：酵母细胞在种子培

养基里生长至 OD600为 6 时, 以 10%的接种量接种
到装有 3 L BSM 培养基的 5 L 发酵罐中(华东理工
大学阿华生物工程研究所, 型号 EHUA5L-A)开始分
批培养。用 28%的氨水控制 pH 在 5.0, 温度控制在
30 , ℃ 溶氧(DO)控制在空气饱和的 40%, 必要时补
充纯氧。一旦 DO 迅速回升, 表示培养基里的甘油
完全消耗, 分批培养结束, 开始以 15 mL/(L·h) 的
流速补加 50% (W/V)甘油。3.5 h后停止甘油补料, 无
菌操作条件下取出 4份 500 mL的培养液分别加到 4
个 1 L 发酵罐中作不同条件的培养。在每一个 1 L
发酵罐中, 先加入 2 mL甲醇以便酵母快速适应甲醇, 
1.5 h后以 2.5 mL/(L·h) 的流速补加甲醇 2 h, 然后按
指数流加策略流加甲醇以控制不同的比生长速率。 
1.3.2  诱导阶段添加不同的氮源：甘油分批阶段、

甘油补料阶段以及甲醇适应期的操作同上, 甲醇适
应后按优化的比生长速率以指数策略流加甲醇。指

数流加甲醇 11 h后把 5 L罐中的培养液分装至多个
1 L 发酵罐中继续培养, 同时考察添加(NH4)2SO4 

(12 g/L)、蛋白胨(Peptone, 2.5 g/L)和酵母抽提物
(Yeast extract, 2.5 g/L, 5 g/L和 15 g/L)的影响。 

1.4  分析方法 
1.4.1  细胞湿重(WCW)测定：取 1 mL 发酵液, 以
10000 × g离心 5 min, 去上清, 称量菌体湿重(WCW)。
取至少 3次测定的平均值。 
1 .4 .2   鲈鱼生长激素的测定：毕赤酵母细胞以 
270 g/L 的浓度悬于裂解缓冲液中 (100 mmol/L 
Tris-Base (Tris(hydroxymethyl) aminomethane),  
25 mmol/L EDTA, 1 mmol/L PMSF (phenylmethyl-
sulfonylfluoride), 0.01 mmol/L pepstatin A, 用盐酸调
pH 到 8.0, PMSF 和 pepstatin A 用前现加), 充分混
匀。取 1.1 mL 菌悬液装入 1个 2 mL 的破壁专用管
(Biospec Products, Bartlesville, USA)中, 加 1.8 g 玻
璃珠 , 然后在细胞破碎仪(Mini-BeadBeater-8, Bio-
spec Products)上高速振荡 6个循环(每循环为 2 min
振荡加 2 min冰浴)。收集裂解液并用低温冷冻离心
机在 4  ℃ 条件下, 20000 × g 离心 30 min, 以去除
细胞碎片, 得到含可溶鲈鱼生长激素的裂解上清。
以 Western blot 方法对裂解上清中的鲈鱼生长激素
进行测定[5,6]。 
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1.4.3  平均比生产速率的计算方法：参见文献[7]。 

2  结果与讨论 

2.1  指数流加甲醇模型的建立 
由物料平衡可知, 在毕赤酵母发酵的甲醇诱导

阶段, 甲醇比消耗速率 νM (g/g WCW/h)满足以下 
关系： 

 M M
M

X/M X/M,M
m

Y Y
μ μ

ν = = +   (1) 

其中 , μM 是菌体以甲醇为碳源的比生长速率(1/h), 
YX/M是菌体关于甲醇的得率(g WCW/g), YX/M,M是菌

体关于甲醇的最大得率(g WCW/g), m是菌体以甲醇
为碳源的维持系数(g/g WCW/h)。YX/M,M和 m可认为
恒定, 但是很难直接得到其数值, 而 νM和 μM可以由

发酵数据直接计算出。因此通过先前多批发酵得到

多组 νM和 μM的数据, 回归出两者之间的线性关系, 
由所得直线的斜率和截距就可得到 YX/M,M 和 m, 结
果见图 1。 
 

 
 
图 1  甲醇比消耗速率与比生长速率的关系 
Fig. 1  Relationship between specific methanol consump-
tion rate and specific growth rate 
 

图 1 表明了甲醇比消耗速率与比生长速率呈线
性关系(R2=0.98), 因此得下述方程： 

 M M= 0.6 +0.0094ν μ   (2) 
在甲醇限制性补料的条件下, 若要保持恒定的

比生长速率, 在指数流加时间为 t 时的甲醇补料速
率 FM ,t(mL/h)应当满足下述方程[8,9]： 

  (3) M
M,t M t t M 0 0/ 0.792 / 0.792tF v X X v X V eμ= =

其中, Xt(g WCW/L)和 Vt(L)分别为指数流加时间 t时
的湿细胞密度和发酵液体积, X0(g WCW/L)和 V0(L)
分别为指数流加开始点的湿细胞密度和发酵液体积, 

0.792(g/mL)是甲醇的密度。把方程(2)代入方程(3)
即得到指数流加甲醇方程： 

  (4) M
M, t M 0 0(0.6 + 0.0094) / 0.792tF X V eμμ=

2.2  比生长速率对 rljGH 胞内积累的影响 
设定 4 个不同的比生长速率 0.015/h, 0.035/h, 

0.05/h, 0.065/h, 应用方程(4)进行指数流加。通过指
数流加甲醇, 酵母能保持较恒定的比生长速率。由
于系统误差, 实际得到的比生长速率比设定的要小, 
分别为 0.011/h, 0.029/h, 0.043/h, 0.058/h。 
 

 
 
图 2 不同比生长速率下的比 rljGH 产量时间曲线 
Fig. 2  Time course of specific rljGH production at differ-
ent specific growth rates 
 

图 2 表明,在这 4 个比生长速率下, 比 rljGH 产
量(每克湿细胞重对应的 rljGH 产量)的时间变化趋
势是类似的, 即都是先增加而后下降。但是, 所能达
到的最大比 rljGH 产量及其相对应的诱导时间是不
同的。当比生长速率维持在相对较高的 0.058/h 时, 
比 rljGH产量在诱导 11 h后就达到最大值; 相反, 在
0.011/h时, 比 rljGH产量在诱导 23 h后才达到最大
值。当比生长速率维持在 0.029/h时, 诱导 17 h后比
rljGH产量达最大, 而且其最大比 rljGH产量是 4个
比生长速率里最高的。过高或过低的比生长速率均

不利于 rljGH的胞内积累。 
除了影响收获时间和比 rljGH 产量以外, 比生

长速率还影响细胞密度、体积产量和平均比生产速

率(表 1)。随着比生长速率的增加, 平均比生产速率
明显增加。特别是在比生长速率为 0.058/h时, 平均
比生产速率达到 0.071 mg/g WCW/h。但是考虑到其
比 rljGH产量比 0.029/h时明显减少, 我们选择比生
长速率 0.029/h为最优的诱导阶段比生长速率。 
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表 1  比生长速率对发酵结果的影响 
Table 1  Effect of specific growth rate on fermentation performance 

比生长速率 
Specific growth rate 

(1/h) 

收获时间 
Harvest time

(h) 

细胞密度 
Cell density 
(g WCW/L) 

rljGH体积产量 
Volumetric rljGH production

(mg/L) 

比 rljGH产量 
Specific rljGH production 

(mg/g WCW) 

平均比生产速率 
Average specific production rate

(mg/g WCW/h) 

0.011 22 182 72.8 0.4 0.025 

0.029 17 217 125.9 0.58 0.051 

0.043 13 223 116.0 0.52 0.064 

0.058 11 229 103.1 0.45 0.071 

 
鲈鱼生长激素在毕赤酵母胞内积累到一定量就

减少, 这一现象在其他毕赤酵母胞内蛋白生产过程
中也存在[10]。其机理可能和毕赤酵母生理状态的变

化以及重组蛋白合成与降解的动态平衡相关 [11, 12]。

而比生长速率有可能影响毕赤酵母的生理状态以及

细胞生长与重组蛋白生产之间的能量平衡。 

2.3  诱导阶段添加氮源对胞内 rljGH 积累的影响 
有研究表明添加氮源能够促进毕赤酵母表达重

组蛋白[13,14]。因此, 我们进一步研究了在诱导阶段
添加硫酸铵、蛋白胨和酵母抽提物对胞内 rljGH 积
累的影响。 
 

 
 
图 3 甲醇诱导阶段添加硫酸铵、蛋白胨和酵母抽提物对

比 rljGH 产量的影响 
Fig. 3  Effect of adding ammonium sulfate, peptone and 
yeast extract on specific rljGH production during methanol 
induction 

 
图 3 表明诱导阶段添加(NH4)2SO4 和蛋白胨对

胞内 rljGH的表达没有显著影响。添加更高浓度(如
15 g/L以上)的蛋白胨反而使 rljGH产量减少(数据未
列出)。添加 2.5 g/L的酵母抽题物使比 rljGH产量提
高 10%, 诱导时间从 17 h延长到 23 h(图 3)。虽然添
加酵母抽提物没有大幅度提高胞内 rljGH 积累量, 

但是显著地延长了诱导时间、缓和了胞内产量在高

峰后下降的趋势, 有利于提高发酵稳定性。蛋白胨
的主要成分是短肽和游离氨基酸, 而图 3 的结果说
明添加单一的短肽和氨基酸并不能提高 rljGH 表达
量。同样, 只添加 NH4

+也不能提高产量。酵母抽提

物主要成分是游离氨基酸、短肽、核苷酸、维生素(特
别是 B族维生素)、微量元素、谷胱甘肽等。核苷酸、
维生素、微量元素和谷胱甘肽等成分有可能是提高

rljGH产量的有效因子。另外也有可能是营养成分的
组合效应所致。由于甲醇代谢的毒性, 部分毕赤酵
母的代谢活力不断下降[12], 而酵母抽提物中的多种
生长因子有可能恢复其代谢活力从而提高重组蛋白

表达量。有研究表明添加酵母抽提物能够提高毕赤

酵母甲醇代谢关键酶 AOX(Alcohol oxidase)的比活
以及 AOX 的稳定性[15]。酵母抽提物的作用机制尚

需进行专门的研究。 
 

 
 
图 4 甲醇诱导阶段添加不同浓度酵母抽提物对比 rljGH
产量的影响 
Fig. 4  Effect of supplements of different concentration yeast 
extract on specific rljGH production during methanol induc-
tion 
 

进一步考察了添加更高浓度酵母抽提物对

rljGH表达的影响(图 4)。结果表明, 添加 5 g/L酵母
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抽题物和添加 2.5 g/L酵母抽题物的结果没有显著不
同。添加 15 g/L酵母抽题物导致了胞内 rljGH积累
量的减少, 在这种情况下, 毕赤酵母可能优先把酵
母抽提物用作了碳源, 导致重组蛋白表达减少; 也
有可能是过于丰富的营养导致蛋白过量表达引发重

组蛋白误折叠响应所致。所以, 2.5 g/L酵母抽提物
的添加量比较合适。 

3  结论 
通过拟和获得甲醇比消耗速率与比生长速率的

线性关系, 建立了指数流加甲醇的策略, 利用该策
略对诱导阶段不同比生长速率的影响进行了研究 , 
结果表明比生长速率对于毕赤酵母胞内生产 rljGH
的各项指标有显著影响。比生长速率越高, rljGH的
平均比生产速率越高, 而收获时间越早。但是过高
或过低的比生长速率均不利于胞内 rljGH 的积累, 
适度的比生长速率如 0.029/h 最有利于胞内积累
rljGH。考察了在诱导期间添加硫酸铵、蛋白胨和酵
母抽提物的影响。结果表明, 添加 2.5 g/L的酵母抽
提物能够提高胞内 rljGH 积累量 10%, 延长诱导时
间 6 h。鲈鱼生长激素本身的特点可能限制了它在毕
赤酵母胞内的大量积累。 
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