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研究报告                                                              

混合碳源流加对重组毕赤酵母生产碱性果胶酶的影响 

汪志浩 1, 张东旭 1, 李江华 1, 堵国成 1,2, 陈坚 1,2  
1江南大学 工业生物技术教育部重点实验室, 无锡 214122 
2江南大学 食品科学技术国家重点实验室, 无锡 214122 

摘  要: 为提高重组毕赤酵母生产碱性果胶酶(PGL)的产量和生产强度, 在诱导期采用多种碳源与甲醇混合添加的模

式。实验结果发现: 甘油、山梨醇、乳酸与甲醇的混合添加均可以提高 PGL 的产量, 其中山梨醇与甲醇的混合流加效

果最为显著。研究表明, 通过双碳源混合流加可以提高细胞活力, 增强醇氧化酶活力, 提高毕赤酵母表达外源蛋白效

率。当山梨醇的流速为 3.6 g/(h·L)时, PGL 酶活可达 1593 U/mL, 生产强度为 16.7 U/(mL·h), 比对照分别提高了 84.6%和

45.2%, 实现了碱性果胶酶的高效生产。 

关键词 : 重组毕赤酵母 , 碱性果胶酶 , 混合碳源 , 流加策略 , 细胞存活率 , 醇氧化酶 (AOX) 
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Abstract: In order to increase the production and productivity of alkaline polygalacturonate lyase (PGL), we studied the mixed 
carbon sources feeding strategies during the induction phase by recombinant Pichia pastoris GS115. Glycerol, sorbitol or lactic acid 
co-feeding with methanol all enhanced the PGL production. Among all the feeding strategies, the sorbitol co-feeding strategy was 
most significant. By using this strategy, the PGL activity and productivity reached 1593 U/mL and 16.7 U/(mL·h). Compared to the 
control, the enhancements of PGL activity and productivity were 84.6% and 45.2% respectively, when we set the sorbitol feeding rate 
at 3.6 g/(h·L). 
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巴斯德毕赤酵母是一种广泛应用的外源蛋白表

达系统, 目前已经有数百种外源蛋白及多肽在这个

系统中得到了成功的表达, 并进行了工业化生产[1]。

重组毕赤酵母的表型可以根据其对甲醇利用能力的
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不同将其分成 3类: Mut+型(甲醇快速利用型)、 Muts

型(甲醇慢利用型)、Mut−型(甲醇非利用型)[2]。每种

表型都有其各自的特点, 比如 Muts型菌株在甲醇诱

导阶段的生长能力要明显劣与 Mut+型, 但是在某些

外源蛋白的表达上既可以消耗较少的甲醇又达到了

较高的表达水平。而 Mut+型菌株则可以适应培养基

中较高的甲醇浓度 , 抵抗甲醇毒害的能力也优于

Muts[3-4]。故此, 由于外源蛋白对宿主的不同要求, 3

种表型的毕赤酵母各有用处, 但Mut+型与Muts型的

应用更为广泛。 

碱性果胶酶(Polygalacturonate lyase, PGL)是一

类能在碱性条件下高效分解植物组织中果胶质(由

D-半乳糖醛酸以 α-1,4 糖苷键连接形成的直链状的

聚合物)的酶的总称[5], 作为一种用于纺织清洁生产

的全新温和的酶制剂而备受关注。目前国内外的研

究工作主要集中于 PGL的野生菌株筛选和基因工程

菌构建上[6-7]。本研究室在前期工作中分离筛选得到

一株碱性果胶酶高产菌株 WSHB04-02[8], 扩增出其

编码碱性果胶酶的基因 , 并成功表达于 Pichia 

pastoris GS115 中[9], 通过王芸等的优化控制, 碱性

果胶酶的产量可达 863 U/mL, 处于国际领先水   

平[10-11]。 

现今, 在毕赤酵母表达体系中, 混合碳源流加策

略被逐渐采用, 甘油等碳源和甲醇的混合添加可以提

高外源蛋白的表达效率[12-14]。为了降低甲醇对细胞的

毒害作用, 进一步提高碱性果胶酶的产量, 本研究通

过研究甘油、山梨醇、乳酸和甲醇的混合流加策略, 降

低了细胞死亡率, 提高了胞内启动子 AOX 酶的表达

效率, 从而实现了碱性果胶酶的更高效表达。 

1  材料与方法 

1.1  菌株  
以 P. pastoris GS115 (Invitrogen)为宿主, 整合

来自 Bacillus sp. WSHB04-02 菌株中的碱性果胶酶

的编码基因, 具有 His+和 Mut+表型, 拷贝数为 2~3

个, 由本实验室构建并保存[9]。 

1.2  培养基  
1.2.1  YPD种子培养基 

葡萄糖 20 g/L, 蛋白胨 20 g/L, 酵母膏 10 g/L。 

1.2.2  分批发酵培养基(BSM) 

85%磷酸 26.7 mL/L, CaSO4 0.93 g/L, K2SO4  

18.2 g/L, MgSO4·7H2O 14.9 g/L, KOH 4.13 g/L, 甘油 

40.0 g/L, PTML[13] 4.35 mL/L, 25%氨水调 pH 5.5。 

1.2.3  补料生长培养基 

50%(W/V)甘油(含 12 mL/L PTM1)。 

1.2.4  发酵诱导培养基 

100%甲醇(含 12 mL/L PTM1), 50%(W/V)甘油

(含 12 mL/L PTM1), 50%(W/V)山梨醇(含 12 mL/L 

PTM1), 50%(W/V)乳酸(含 12 mL/L PTM1)。 

1.3  培养方法  
1.3.1  种子摇瓶培养 

从甘油管中接 800 μL 菌液于 50 mL YPD 中  

(50 mL培养基/500 mL三角瓶), 于 30ºC、200 r/min

培养 24 h。 

1.3.2  补料高密度发酵培养 

将 YPD 中菌液接入 3 L 全自动发酵罐(LiFlus 

GM BioTRON, Korea), 接种量为 10%, 以 25 %氨水

控制 pH 5.5, 温度 30ºC, 调节搅拌转速和通气量维

持溶氧 30%以上。当甘油耗尽(DO 迅速上升)时, 开

始流加补料生长培养基。当菌体达到一定浓度后 , 

停止补料。待甘油再次耗尽, 继续保持基质匮乏状

态约 1 h后, 开始流加诱导培养基, 把诱导温度降低

至 22ºC, 并且维持整个诱导过程甲醇浓度为 2% 

(W/V), 诱导 PGL表达。发酵过程由发酵罐控制系统

软件进行在线控制和数据采集[15]。 

1.4  测定方法  
1.4.1  菌体干重的测定 

取 10 mL发酵液置于离心管中, 10 000 r/min离

心 10 min, 弃上清液, 将离心菌体置于 105ºC, 烘至

恒重, 称量并计算菌体干重(Dry cell weight, DCW,

单位为 g/L)。 

1.4.2  碱性果胶酶活性的测定 

参见文献[8]。一个标准酶活单位(1 U)定义为: 

每分钟使聚半乳糖醛酸裂解产生 1 μmol的不饱和聚

半乳糖醛酸的酶量。 

1.4.3  甲醇、甘油、山梨醇、乳酸浓度的测定 

甲醇残留浓度采用流加检测仪测定与控制

(FC2002, East China University of Science and 
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Technology)。甘油、山梨醇、乳酸采用高效液相色

谱(HPLC)法。Waters 600 HPLC system (Waters Corp., 

USA), C18反相柱(Waters Sugar Pak I); 流动相: 纯

水; 流速: 0.4 mL/min; 柱温: 85ºC; 进样量: 10 μL; 

检测器: 示差折光检测器。 

1.4.4  醇氧化酶 AOX活力测定 

由于AOX催化生成的H2O2与 4-氨基安替比林反

应生成红色的醌, 醌在 500 nm具有最大吸收光。通过

将发酵液离心处理后, 0ºC 下超声破碎, 经 4ºC 离心, 

得无细胞酶液。在 37ºC、500 nm下用 UV2450分光光

度计动态测定无细胞酶液吸光度的改变, 计算出醌的

增加量来测定 AOX 的活力。酶活单位(1 U)定义为: 

每分钟产生 1 μmol的过氧化氢所需的酶量[16]。 

1.4.5  细胞活力测定     

细胞活力采用 FITC 荧光染色技术测定[17]。取  

1 mL样品在 10 000×g下离心 1 min, 用 Tris-HCl (pH 

9.0)重悬。重悬后的样品加入适量的 FITC 染料在

30ºC下培养 30 min, 离心, 用 Tris-HCl洗涤 2~3遍。

利用血球计数板和荧光显微镜 (Nikon Digital 

Camera DXM 1200C)对活死细胞进行观察和计数 , 

细胞能够吸收绿色染料从而在荧光下显示亮绿色的

表明是死细胞, 反之则是活细胞。 

2  结果与讨论 

2.1  山梨醇与甲醇的混合流加  
在前期的研究中得到以下结论 : 诱导期采用

22ºC 的低温诱导发酵 , 甲醇残留浓度维持在

2%(W/V)左右, 最终 PGL的产量可达 863 U/mL [11]。

但在其他 P. pastoris 表型的发酵过程中, 甲醇残留

浓度一般被控制在 0.5%[18]。由此认为甲醇残留浓

度维持在 2%(W/V)左右, 在将近 100 h的诱导期中, 

甲醇会对细胞生理造成较大的毒性 , 从而限制了

PGL产量的进一步提高。而在 Muts中, 山梨醇是一

种不会抑制 AOX 启动子的碳源[19], 即山梨醇不会

影响菌体对甲醇的吸收, 但山梨醇的存在可以有效

缓解由于大量表达外源蛋白造成的对细胞的代谢

负担。本研究采用山梨醇和甲醇的混合流加策略 , 

即在诱导期采用一系列低速流加山梨醇(0、1.80、

3.60、7.20 g/(h·L)), 诱导期的菌体量、PGL的产量

等结果如图 1所示。当山梨醇的流速为 3.60 g/(h·L)

时, 诱导 100 h, PGL的产量和平均生产强度分别可

达 1592 U/mL和 16.7 U/(mL·h), 比甲醇单一流加策

略下结果提高了 84.6%和 45.2%。同时, 添加山梨

醇后的平均产酶速率要比对照实验有明显提高, 最

大比产酶速率可以达到 0.19 U/(g·h) (图 2A), 而

PGL 比酶活也提高了 63.7%。由此可见, 山梨醇以

合适的低速流加时, 不仅可避免其过量累积, 也不

会影响菌体对甲醇的利用效果, 进而显著增加 PGL

的产量。 

2.2  甘油与甲醇的混合流加  
甘油与甲醇的混合流加是研究最早的一种混合

碳源流加方式[20]。甘油是毕赤酵母最容易吸收利用 

 

图 1  山梨醇与甲醇混合添加的发酵过程曲线 

Fig. 1  Time evolution of biomass(□), residual methanol concentration(○), PGL production(▲), and residual sorbitol concentration(●) 
under the different sorbital feeding rates in the induction phase. (A) 0 g/h. (B) 3.60 g/h. 
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图 2  山梨醇与甲醇混合添加对细胞比产酶速率(A)和 PGL 比酶活的影响(B)  
Fig. 2  Time courses of specific enzyme production rate (A) and PGL specific activity (B) in mixed substrates fed-batch cultures when 
the sorbitol feeding rate was controlled at 0 g/(h·L) (□) and 3.6 g/(h·L) (●) in the post-induction phase. 
 
的碳源, 在诱导期加入少量甘油可以提高细胞活力, 

从而增加比生长速率和比产酶速率[21]。但甘油添加

过量会导致溢流代谢物乙醇产生 , 阻遏启动子

AOX1 的表达, 从而影响外源蛋白的产量[22], 所以

甘油流速的控制要求较山梨醇更为苛刻。本研究考

察了甲醇残留浓度同样维持在 2%, 低速流加甘油

(1.78 g/(h·L)、3.56 g/(h·L)、7.17 g/(h·L))对 PGL的

影响。如图 3A, 当甘油流速为 3.56 g/(h·L)时, 效果

最为明显, PGL 酶活最高可达 1191 U/mL, 平均生

产强度为 12.7 U/(mL·h), 比对照分别提高了 38.0%

和 19.8%。而甘油流速为 7.17 g/(h·L), 体系中测出

甘油存在少量累积, PGL的产量也和对照相近。因

此, 甘油和甲醇的混合添加虽然可以提高 PGL 产

量, 但幅度要小于山梨醇, 且由于对其残留浓度控

制要求较高, 所以在大规模生产中的操控性更为困

难。 

 
图 3  甘油、乳酸与甲醇混合添加的发酵过程曲线 

Fig. 3  Time evolution of biomass(□), residual methanol concentration(○), PGL production(▲), and residual glycerol (A) or lactic 
acid (B) concentration(●) under the mixed carbon feeding strategy in the induction phase. (A) 3.56 g/(h·L). (B) 3.64 g/(h·L). 
 

2.3  乳酸与甲醇的混合流加  
乳酸也可作为一种非抑制性碳源参与毕赤酵母

表达体系, Xie曾经报道在 P. pastoris Muts型发酵过

程中, 乳酸与甲醇混合添加可以最大程度提高血管

生长抑制素的产量和生产强度[12], 但在 Mut+型中的

报道则更为罕见。本实验研究了乳酸与甲醇的混合流

加对 P. pastoris GS115 Mut+产 PGL的影响, 乳酸的流

速为 1.82 g/(h·L)、3.64 g/(h·L)和 7.28 g/(h·L)。如图
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3B所示, 当乳酸的流速为 3.64 g/(h·L)时, PGL酶活最

高为 1305 U/mL, 平均生产强度为 14.6 U/(mL·h), 比

对照提高了 50.9%和 37.7%。乳酸和山梨醇相似, 体

系中残留低浓度的乳酸是不会影响AOX1的表达, 所

以控制乳酸的流速比甘油更为简便。但是乳酸作为一

种弱酸, 会对发酵体系的 pH 产生一定的冲击, 不利

于体系的 pH维持稳定, 这可能也是限制 PGL产量进

一步提升的原因之一。表 1比较了 3种碳源和甲醇混

合添加对发酵重要指标的影响。 
 
表 1  不同流加方式下细胞生长和 PGL 合成过程参数比较 

Table 1  Comparison of parameters for PGL production 
under different mixed carbon sources during the induction 
phase 

Carbon sources 
combination Methanol Sorbitol and 

methanol 

Glycerol 
and 

methanol 

Lactic acid 
and 

methanol
Induction period (h) 81 95 94 89 

Initial DCW (g/L) 117.1 120.4 115.4 118.3 

Final DCW (g/L) 129.2 138 136.5 139.2 
Maximum PGL 
activity (g/mL) 863 1592 1191 1305 

Average specific  
growth rate (h−1) 0.0013 0.0015 0.0019 0.0020 

Average specific  
enzyme production  
rate (U/(g·h)) 

0.0865 0.130 0.101 0.114 

PGL productivity  
(U/(g·h)) 10.6 16.7 12.7 14.6 

 
2.4  不同碳源流加对胞内 AOX 酶的影响  

为了进一步了解混合碳源对重组 P. pastoris 生

产 PGL 的影响, 以下研究考察了混合碳源对胞内

AOX酶活和细胞活力的影响。P. pastoris对外源蛋

白的表达受到 AOX1启动子调控, AOX醇氧化酶是

甲醇代谢途径中第一个关键酶, 它受甲醇的诱导启

动, 受甘油的阻遏。Jungo等[23]提出醇氧化酶的合成

受碳源的影响较大, 山梨醇、乳酸与甘油不同, 它们

是不会对 AOX1 启动子造成抑制的碳源, 所以山梨

醇与乳酸的残留浓度的控制要更为方便。通过测定

AOX 酶的活性, 发现在诱导前 40 h, 差异不大。无

论是否采用双碳源流加, 胞内 AOX 酶活性均急剧

上升, 而诱导 40 h后, 胞内 AOX 酶活性差异变大。

在流加山梨醇(3.60 g/(h·L))和乳酸(3.64 g/(h·L))的条

件下, AOX 酶活性在诱导 70 h 左右达到最大, 为

6.9 U/g 和 7.4 U/g, 而在添加甘油(3.56 g/(h·L))的情

况下, AOX酶活也可达 6.1 U/g, 之后它们又都以相

似的速度开始下降。相反, 空白实验在 75 h的 AOX

酶活最高值只有 5.4 U/g, 之后其下降的速度更快

(图 4)。由此可见, 山梨醇等碳源低速流加时, 醇氧

化酶AOX没有受到抑制, 并且有可能随着细胞活力

的增强, 其酶活得到更大程度的提高。 
 

 

图 4  混合碳源流加对胞内醇氧化酶(AOX)的影响 

Fig. 4  Time evolution of intracellular AOX activity under 
mixed carbon sources feeding strategies in the post-induction 
phase. methanol (□), lactic acid co-feeding (●), glycerol 
co-feeding (▲), sorbitol co-feeding (▼). 

 
2.5  不同碳源流加对细胞存活率的影响  

FITC 荧光染色法可用作观察发酵过程中的活

细胞和死细胞的变化情况。从图 5 中可知, 诱导前

30 h, 细胞死亡现象均不明显。在山梨醇流加条件下, 

诱导 90 h以后, 细胞死亡率仅为 8.8%; 然而甲醇作

为单一碳源的流加模式下, 细胞死亡率在 30 h后迅

速上升, 到发酵结束时, 细胞死亡率在 28.1%左右。

在乳酸和甘油的添加条件下 , 细胞死亡率也只有

13.6%和 9.6%。结果表明: 混合碳源流加策略可以显

著提高细胞活力 , 减少甲醇的毒害作用, 从而使碱

性果胶酶的产量得以提高。另外, Sinha曾研究过毕赤

酵母随着细胞的死亡, 可以从胞内分泌释放蛋白酶, 

而蛋白酶的降解作用也是限制外源蛋白产量提高的

重要原因之一[24]。所以, 由于山梨醇等碳源的加入使

细胞死亡率降低, 从而削弱了蛋白酶的降解作用, 从

侧面为 PGL产量的提高做出了贡献。 
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图 5  混合碳源流加对细胞死亡率的影响 

Fig. 5  Effect of mixed carbon sources feeding strategies on 
cell mortality in the post-induction phase. methanol (□), lactic 
acid co-feeding (●), glycerol co-feeding (▲), sorbitol co- 
feeding (▼). 

 

3  结论 

在重组毕赤酵母发酵生产 PGL 中发现, 采用合

适的流速进行双碳源混合流加策略可以提高细胞活

力, 增强醇氧化酶活力, 使毕赤酵母高效表达外源

蛋白。其中, 山梨醇与甲醇混合添加的效果最为显

著, 实现了 PGL发酵生产的高产量(1592 U/mL)和高

生产强度(16.7 U/(mL·h))的统一。因此, 双碳源流加

方式不仅可以提高 PGL 的产量, 更可以推广至生产

其他外源蛋白的毕赤酵母 Mut+型菌株中, 为该系统

高效表达外源蛋白提供新的策略。 
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个方面的内容: 光合作用机理与提高作物及能源植物光能利用效率, 生

物质能源与能源植物, 微生物资源发掘利用—— 一个巨大的未知资源世界, 战略生物资源的发掘和可持续

利用, 基因组与生物质基因资源, 生物质资源的特殊利用—— 仿生科学与技术。 
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