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［摘要］, 从发酵时间、接种量、-.值、诱导剂量等方面对重组基因工程（毕赤酵母甲醇利用缓慢型）的摇瓶发
酵条件进行了优化，进一步探索了酵母菌表达猪 !"#!的发酵工艺，包括种细胞密度对初始发酵期的影响，补加

甘油、甲醇速率条件的控制等’结果表明，摇瓶发酵时，诱导最佳时间为 )+ /，甲醇最适浓度为 0 1 2 3，发酵 -.范

围为 +4 5 6 )4 (，最适接种量 %7 $’在分批发酵、接种量为 $(8且种子细胞光密度（9:+((）为 ; 6 + 时，最有利于细

胞的高密度培养，在补料发酵时，根据溶氧控制甘油流加速率与时机，细胞干重达到 $$04 *; 1 2 3，在 50 / 重组猪

!"#!表达量达到 $4 &(5 1 2 3’
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B, 引言
干扰素是动物中出现最早、作用最快的第一抵御病毒体系，能够诱导一系列细胞内的蛋白表达，继而

发挥抗病毒、抗细胞增殖和调节免疫应答等作用［$］’使用干扰素防治家畜病毒性疾病克服了传统抗病毒药
物成本高，副作用大，疗效不佳等缺点’
目前，国内用于防治病毒性疾病的猪 !"#!主要由诱导的猪白细胞中提取，成本较高，限制了它的广泛
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应用［!］"为了解决这个问题，我们选择具有高表达、高分泌、高稳定等特点的甲醇利用缓慢型（#$%&）毕赤酵
母为宿主菌，并实现了 ’()!基因在其中的分泌表达［*］"
目前国内外关于甲醇利用慢型毕赤酵母的研究多集中在基因表达方面，而关于摇瓶表达和高密度发

酵优化的报道比较少"本文分别在不同的时间、不同的诱导型、不同的 +,、不同的诱导剂量方面进行了详
细的对比研究，得到了一套较完善的在甲醇利用慢型毕赤酵母中表达猪 ’()! 基因的优化条件，并根据结
果对基因工程菌毕赤酵母高密度发酵表达重组猪 ’()!基因的工艺优化进行了研究"

-. 材料和方法
-/ -. 材料
-/ -" -. 菌种
. . 巴斯德毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）0#1-,（ ’()!2+3’45!6）菌株（#$%&78& 9，36:;-，载体 +3’45!，蛋白信
号肽序列为来自毕赤酵母 !2#(，外源基因为猪 ’()! <=)6，载体呈线型整合在染色体上），由本实验室构
建"
-/ -/ !. 培养基
酵母培养采用 >3=，?#@>，?##>；发酵用基本培养基及 3A#- 见 ’)B’AC:@D)公司实验手册"

-/ -/ *. 仪器
E F不锈钢发酵罐购自德国 ?" GHI$公司"

-/ !. 方法
-/ !/ -. 摇瓶发酵方法
. . 从新鲜培养基上挑一单菌落到 -JJ KF摇瓶生长培养基中，*JL，!EJ M *JJ H N K8O，培养至 :=PJJ值为 !
M P，- EJJ M * JJJ Q，室温离心 E K8O 收集菌体，菌体沉淀用 !J KF ?##> 重悬，:=PJJ值为 - 左右，!R M
*JL，!EJ M *JJ H N K8O培养 S M E T，每 !S 7补加甲醇至一定浓度，并在 J，!S，SR，1!，UP，-!J 7分别取少量的
培养上清进行分析"
-/ !/ !. 补料高密度发酵方法
接种单菌落于 E KF ?#@> 中，*JL，!EJ M *JJ H N K8O，培养过夜，将菌液转入 *JJ KF ?#@> 中培养至

:=PJJ到 E M P，按 -JV接种量接入到 * F分批发酵培养基进行培养（用 !EV),*·,!:调 +,至 E/ J），通过
调节转速、通气量和补料速度等控制溶氧不低于 !JV "培养约 -R M !J 7，此时培养基中的甘油大部分已消
耗完毕，进入补料阶段"以溶氧为反馈控制参数流加甘油，既补加甘油，直至溶氧开始下降，停止补加；后在
溶氧回升的过程中补加甘油，待溶氧出现下降现象后停止补料"如此流加 R M -J 7 左右（整个过程通过控
制通气量、搅拌速度等控制溶氧不低于 !JV）"细胞光密度达到 *JJ M EJJ，结束补料"当溶氧迅速回升到最
高值后，饥饿 J" E 7，以消耗掉残余的甘油，开始甲醇诱导"最初 P 7 以每升培养基 -/ J KF N 7 的速度，流加甲
醇（-! KF 3A# - N F），P 7后将补料速度升至每升培养基 !/ J KF N 7，溶氧稳定"之后每隔 P 7左右缓慢增加
甲醇的补入量，最大不超过 * KF N 7，并维持溶氧值在 !JV以上"发酵过程中每 -! 7 取样，进行 W=W236@D
分析"
-/ !/ *. 细胞光密度（:=PJJ）分析

菌液稀释后于波长 PJJ OK以去离子水为对照进行比色测定 :=PJJ X读数 Y稀释倍数"
-/ !/ S. 细胞干重分析

-J KF发酵液 -J JJJ H N K8O离心 -J K8O，去上清，水洗 ! 次，PJL烘干至恒重"
-/ !/ E. ’()!分析
发酵产物进行 W=W236@D凝胶电泳，凝胶图像处理系统进行分析"

!. 结果
!/ -. 摇瓶发酵
!/ -/ -. 基因工程菌 !+ !%’()*"’甲醇诱导培养表达猪 ’()!
. . 按摇瓶培养方法对基因工程菌（!+ !%’()*"’）用 E Q N F甲醇浓度诱导培养 -!J 7，每 !S 7 取样进行分析"
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结果见图 !"
在 !#$ %的甲醇诱导培养过程中，随着诱导时间的增长，目的蛋白表达量也逐渐增多，&’ % 显著提高，

达到 (#() !$& *+ , -，之后目的蛋白量基本不变"从缩短发酵周期及防止蛋白酶对表达产物的可能降解，将
最适诱导时间定为 &’ %"
#) !) #. 甲醇浓度对基因工程菌 !" !#$%&’($表达 /01!的影响
按摇瓶培养方法每 #2 %分别补加甲醇使其在培养基中浓度为 3、4、!$、#$、($、2$ + , -"诱导培养 &’ %"

结果见图 #"

由图可知，在摇瓶条件下，甲醇浓度在 3 5 4 + , -范围内，目的蛋白表达量较高"在 !$ + , -时达到最大，
为 (4!) ’!4 *+ , -"随着甲醇浓度的继续升高，目的蛋白表达量开始下降，到 ($ + , -，杂蛋白显著增多（电泳
图略），目的蛋白量及细胞光密度显著下降，可能诱导阶段甲醇浓度过高，对细胞产生损伤，从而影响目的

蛋白的表达"所以在摇瓶培养条件下最有利于目的蛋白表达的甲醇浓度为4 + , -"
#) !) (. 67对基因工程菌（!" !#$%&’($）表达 /01!的影响
按摇瓶培养方法把菌种接至用 $) ! *89 , - 磷酸缓冲液配制好的摇瓶诱导培养基中，67 分别 3) 2$、

3) ’(、3) :&、’) &’、:) 3#、:) :(" 结果见图 ("
由图可知，在酸性范围内，目的蛋白表达量与细胞光密度都很低，67 在 ’) &’ 5 :) :( 的范围内蛋白表

达量较高，且细胞光密度基本相同"为了进一步确定最有利于目的蛋白表达的 67范围，又进一步做了两个
不同 67 范围浓度的摇瓶实验，分别为 3) :&、’) 2、’) &’、:) 3#、4) !&、4) 33、&) ’3 与 3) :&、’) 2、:) $、:) 2、
:) :(、4) !&、4) 43"我们发现，在 67为 ’) 2 5 4) 43 这个范围内较有利于目的蛋白的表达，且细胞光密度波动
不大"可见，在摇瓶条件下，碱性环境不仅适合目的蛋白的表达，同样适合重组菌株的生长"
#) !) 2. 接种量对基因工程菌（!" !#$%&’($）表达 /01!的影响
按摇瓶培养方法培养细胞，根据摇瓶生长培养基体积与摇瓶诱导培养基体积之比分别为 $) 3; !，!; !，#

; !，(; !，2; !，3; !，离心摇瓶生长培养基中菌体，弃去上清液，分别接入摇瓶诱导培养基中，培养 &’ %"结果
见图 2"
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! ! 在接种量为 "# $% &时，目的蛋白表达较少，随着接种量的增加，细胞光密度度与目的蛋白表达量也
逐渐升高，细胞光密度在 $% &时达到最高，之后开始下降’而目的蛋白表达量则在 (% &时最大（)*+# )) ,- .
/）’这可能是由于接种量过多，往往使菌丝生长过快、培养液粘度增加，造成溶解氧不足，从而影响产物合
成’可见在摇瓶条件下，最适接种量为 (% &’
(# (! 基因工程菌（!" !#$%&’($）高密度发酵
(# (# &! 接种龄对重组菌株前期生长的影响
通常接种龄以菌丝处于生命力极为旺盛的对数生长期，且

培养液中菌体量还未达到最高峰时，较为合适’我们针对毕赤酵
母的对数生长期（01)""为 ( 2 )），分别将不同种龄的种子接入发
酵罐中进行高密度发酵，发现其对重组菌株前期生长影响显著，

结果见图 $’
由图可知，种细胞密度在 3# 3 时，前期生长缓慢（&" 4），从而

延长了整个发酵周期，产物开始形成的时间也随之推迟，且表达

量较低’随着接入的种细胞密度的增大，前期生长时间也逐渐缩
短（种细胞密度为 $# * 时，前期生长时间仅为 3# 3 时的 5$6），这
不仅缩短了发酵周期，也使目的蛋白在较短时间内得到表达’
(# (’ (! 甘油流加方式对工程菌生长的影响
不同的补料措施，对细胞密度、生长速率及生产率会产生不同的效果’为了有效的进行中间补料，必须

选择适当的反馈参数’ 我们比较了两种不同流加甘油的方式’ 一种为参考 78948: ;<=,<>?:?8@> 7=@9<AA
BC8D<E8><A（ F>G8?=@-<>），每小时每升培养基加入 (" ,/甘油；一种为以溶氧作为反馈控制参数补加甘油’两
种流加方式对工程菌生长的影响见图 )’
根据 FHFIJ0BKL推荐的补料流加方式，不仅所需补料时间长，且细胞光密度较低，达不到高密度发酵

的目的（补料约 &( 4，01)""值不到 (""）’而以溶氧为反馈控制参数流加甘油，则可在较短时间内获得比较
高的菌体密度（补料约 +# $ 4 01)""值达到 3"$# *）’
(# (# 3! 补料高密度发酵表达猪 F;L!的结果
根据补料高密度发酵方法进行多批高密度发酵’在补加甲醇之前，

目的蛋白含量几乎为零，开始补加后，重组猪 F;L!蛋白浓度迅速升高，在发酵 5+ 4达到 &# 3"5 - . /，后目的
蛋白量相差不大，M1MN7OBK电泳图显示，在诱导之后，相对分子质量为 &+ """ 2 (5 """ 范围有一片弥散的
蛋白带出现，可能为目的蛋白降解产物（图 *）’

3! 讨论
摇瓶试验的结果显示，在摇瓶条件下最有利于目的基因表达的范围在 )# $ 2 +# +$’在高密度发酵时将

甘油利用期的 PQ值定为 $’诱导期的 PQ值定为 )# $ 2 *# "，这样既可以使细胞处于较好的生长状态，又保
—R*—
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证了外源基因的高表达，低 !"值也减少了细菌污染的可能性#
根据 $%&$’()*+%的表达手册，摇瓶培养时，甲醇浓度高于 , - . / 时就有可能对细胞产生毒性作用#

但从摇瓶试验我们可以看出，重组菌株对于甲醇的耐受性很高，（甲醇浓度为 01 - . / 时，目的蛋白表达量
为 2103 14 5- . /）#而在高密度发酵时，重组菌株对于甲醇浓度却十分敏感，在高于 67的浓度下目的蛋白
几乎不表达（结果略）#分析原因，摇瓶培养时对甲醇的耐受性高，可能是在摇瓶培养时，溶氧不足，使得甲
醇代谢的速率受到了限制，从而避免了细胞内甲醛和过氧化氢的过量积累［0］#因而在摇瓶发酵的连续诱导
过程中适当提高甲醇浓度，应更有利于目的蛋白的表达#但在高密度发酵时，供氧充分，过高的甲醇浓度就
会对细胞产生毒性作用，从而影响目的蛋白的表达#巴斯德毕赤酵母 89:6"（ $;%!<!=$>?!@）菌株为甲醇
利用缓慢型，在利用甲醇为碳源时，氧气消耗量很低，无法根据溶氧的波动控制流加甲醇#根据摇瓶发酵的
研究结果，结合 =ABCAD ;EF5EGHDHAIG =FIBEJJ *KALEMAGEJ（ $GNAHFI-EG），在发酵初始，甲醇以 6 5/ . C . MAHEF的方式
流加，之后缓慢提高，最终浓度不超过 O 5/ . C . MAHEF#
巴斯德毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）具有强烈的好氧生长偏爱性，有较宽的 =" 适应范围（O3 1 P Q3 1），可

在极高的培养密度下维持高水平表达，因而适合大规模工业化生产#但是其发酵周期长一直是无法逾越的
难题#在酵母及不少其他微生物菌体的生产中，溶氧值是控制其代谢方向的最好指标之一#其原理是在发
酵过程中添加碳源时，菌丝量和呼吸会因此增加，摄氧率多少取决于所补碳源的质和量，溶氧呈明显下降

趋势#相反培养液中可以利用的碳源减少，便导致呼吸的减少，溶氧上升#本文在高密度发酵时，提高了种
细胞光密度并结合根据溶氧来流加甘油后，将生长阶段缩短到 O1 C 以内，大大缩短了整个发酵周期#这将
非常有利于猪 $;%!的中试研究以及之后的发酵生产#
本文在完成酵母工程菌 89:6 的构建和 $;%!在毕赤酵母表表达的基础上，对工程菌的摇瓶表达及发

酵工艺进行了研究#首先对工程菌生长和表达的最适条件进行了摸索，确定了摇瓶发酵的最适诱导时间、
甲醇浓度、!"和接种量#结合摇瓶表达的优化结果，又进行了多批 , /罐发酵，探索了猪 $;%! 大批生产的
发酵工艺流程及优化的重要参数#为重组猪 $;%!的规模化生产打下良好的基础#由于具体的发酵设备和
其它条件的限制，最后的生物量和表达水平还不够高，还有改善和提高的余地#
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