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表达血管生长抑制素的重组毕赤酵母

在诱导阶段混合碳源的流加
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摘 要 为进行高密度发酵并实现外源基因的高表达，在表型为 C.@D 的重组毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）表达人血管

生长抑制素的诱导阶段，采用了甘油0甲醇混合补料的培养方式。以溶氧水平作为甘油代谢指针来控制甘油限制

性流加既可维持一定菌体生长，又不会发生发酵液中残余甘油及有害代谢产物（乙醇）阻遏蛋白表达。当表达阶段

的菌体平均比生长速率控制于 %E%!$ FG ! ，菌体浓度达 !5% HIJ，血管生长抑制素浓度最高达到 !%4 :HIJ，血管生长抑

制素的平均比生产速率为 %E%$ :HI（H·F），菌体关于甘油的表观得率为 %E1" HIH，菌体关于甲醇的表观得率为 %E"&
HIH，较没有采用甘油限制性流加时都有所提高。
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巴斯德毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）是一种甲醇营

养型酵母，具有醇氧化酶（LMN），其醇氧化酶基因有

+(5! 和 +(5$，其中 +(5! 启动子为强启动子，细胞中

绝大部分醇氧化酶的活力由 +(5! 提供［!］。当作为

宿主的巴斯德毕赤酵母的 +(5! 结构基因被外源基

因所替换，就失去大部分甲醇利用能力，具有 C.@D

（C3@F7B)* .@;*;O7@;)B ?*)P）表型。C.@D 表型的毕赤酵

母在甲醇诱导阶段生长缓慢，但有时外源蛋白的表

达反而更高，更有利于蛋白的正确折叠［$］。

血管生长抑制素（LBH;)?@7@;B）是一个 &4 QR 的血

浆纤维蛋白溶酶原片段，通过抑制毛细血管内皮细

胞的移行和增殖，阻断新生毛细血管的形成而达到

阻断肿瘤细胞转移通路、萎缩肿瘤的治疗目的［&］。

由于内皮细胞的突变率很低，不会产生抗药性，因而

血管生长抑制素具有较大的优越性，且动物试验结

果良好，是目前较为看好的抗癌新药。采用 C.@S 表

型毕赤酵母表达人血管生长抑制素的产量为 !4 :HI
J（全发酵液）［#］。本研究所采用的表达血管生长抑

制素的重组毕赤酵母［5］具有 C.@D 表型。该菌株在

表达阶段以甲醇为唯一碳源时生长缓慢，菌体浓度

低于 5% HIJ，血管生长抑制素的表达量仅为 " T $%

:HIJ。为实现菌体的高密度培养和提高血管生长抑

制素的表达量，在发酵过程中的表达阶段，采用甲醇

浓度检测与控制系统对甲醇流加进行自动控制的同

时，流加甘油维持菌体的生长。由于甘油对 +(5! 启

动子的阻遏作用，发酵液中的残余甘油浓度的控制

对提高血管生长抑制素的表达至关重要。甘油浓度

的离线检测需要花费一定时间，这样必然会造成甘

油流加控制的滞后，也难以随时跟踪甘油浓度，因

此，寻求简易且可靠的方法是本研究的目的。

发酵罐中的溶氧水平是一个反映细胞呼吸代谢

的状态变量，发酵液中碳源的水平可以由溶氧的变

化直观地反映［1］。同时，反应器的供氧能力对碳源

的流加速率也有限定作用，高细胞密度下碳源流加

过量会导致摄氧率超过反应器的传氧速率，从而引

起氧限制和代谢溢流［’］。由于溶氧对碳源浓度变化

十分敏感，因此本研究中采用溶氧水平作为甘油流

加控制的指针。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌 种：重 组 毕 赤 酵 母 是 以 3#0"#+ 4+&/(*#&



!"##$ 为宿主，整合血管生长抑制素 %&’( 和 !"#)，

具有 *+,- 和 ./0" 表型，由中科院上海生物化学与细

胞生物学研究所甘人宝课题组构建［$］。

!"!"# 培养基：种子培养基（1.!2）# 3 含：2’1
#45) 6，甘油 #7 83，生物素 75) 86，# 89:;3 <* =57 磷

酸缓冲溶液 #77 83，酵母抽提物（英国，>?9+@）#7 6，
水解酪蛋白（日本，日本制药株式会社）A7 6。

发酵培养基（1".）# 3 含：B$C磷酸 A=5D 83，

EF">) 75G4 6，HA">) #B5A 6，.6">)·D*A> #)5G 6，H>*
)5#4 6，甘油 )7 6，IJ.# 溶液 )54$ 83，ABC氨水调

<* 至 $57。

IJ.# 溶液 # 3 含：E/">) =57 6，HK 75B 6，.L">)

4576，’FA.9>) 75A 6，*41>4 75A 6，E9E:A 75$ 6，MLE:A
A757 6，NO">)·D*A> =$57 6，生物素 75A 6，硫酸 $ 83。

!"# 方法

!"#"! 培养：一级种子：将菌种冷冻甘油悬液融化

后，接 75D 83 于装有 A$ 83 种子培养基的 A$7 83 摇

瓶中，47P旋转摇床 A$7 Q;8+L 培养 #) R。

二级种子：将一级种子接种于 4 个分别装有 $7
83 种子培养基的 $77 83 摇瓶中，47P旋转摇床 A$7
Q;8+L 培养 D R。

发酵：$ 3 发酵罐装 A5$ 3 发酵培养基，接种量

DC，温度 47P，<* $57，通气量 ) 3;8+L，&> 不低于

A7C。甘 油 耗 尽 后，饥 饿 75$ R 开 始 流 加 $7C
（$ ;$）甘油溶液（加 IJ.# #A 83;3），至菌体密度达

=) 6;3 左右饥饿 75$ R，开始诱导重组蛋白表达，流

加甲醇（加 IJ.# #A 83;3），同时流加 $7C（$ ;$）甘

油溶液（加 IJ.# #A 83;3）。发酵过程由国家生化工

程技术研究中心（上海）开发的发酵罐控制系统 J9S
<RFTU 软件进行在线控制和数据采集。

!"#"# 甲醇的在线检测与控制：发酵液中甲醇的在

线检测及甲醇流加控制系统包括甲醇采样器、检测

器和 NES#B71 型甲醇浓度监控仪三个部分，由生物

反应器工程国家重点实验室李凡超研制提供。甲醇

采样器插入发酵液中，液相中的甲醇通过采样器的

薄膜扩散进入采样器的空气流中，带入检测器中测

定甲醇含量，在一定的空气流量和温度下，检测器输

出的电信号与发酵液甲醇浓度有线性关系。发酵过

程中的甲醇浓度控制在 $ 6;3。

!"#"$ 测定方法：菌体浓度测定采用浊度法，发酵

液经稀释后于波长 =77 L8 测光密度（%&=77 ），根据

在线性范围内由菌体浓度（干重）和对应的 %&=77 绘

制的标准曲线计算干重。血管生长抑制素的测定采

用 V3K"( 方法［$］。氨离子浓度采用 1OQ0RO:90 比色

法［B］，发酵过程中甲醇和乙醇浓度的离线检测采用

气相色谱法［G］（!E##A( 型气相色谱仪，上海分析仪

器厂），填充柱填料为苯乙烯S二乙烯苯（ERQ989,9QW
#7#，美国 &+U8F）。甘油浓度的测定采用甘油三脂

酶试剂盒（上海捷门生物技术公司）。

# 结果与讨论

#"! 混合碳源补料

发酵过程中表达阶段采用混合碳源，菌体生长和

血管生长抑制素的表达都有所提高，菌体浓度达到

#A7 6;3，血管生长抑制素浓度达到 4G 86;3，如图 # 所

示。表达阶段甘油流加速率由 A5$ 83;R 逐渐增加到

#7 83;R，菌体平均比生长速率为 757# RX #，血管生长

抑制素的平均比生产速率为 7577= 86;（6·R），表达阶

段菌体关于甘油的表观得率为 75=A 6;6，菌体关于甲

醇的表观得率系数为 75DA 6;6。

图 # 重组巴斯德毕赤酵母的发酵曲线，诱导表达阶段

流加甘油S甲醇混合碳源。箭头表示诱导表达开始

N+6Y# NOQ8OL0F0+9L %9/Q,O Z9Q <Q9@/%0+9L 9Z QO%98W+LFL0
FL6+9,0F0+L +L %/:0+[F0+9L 9Z ’"(!") *)#+,-"# ZO@

T+0R 6:\%OQ9:S8O0RFL9: 8+?O@S%FQW9LS,9/Q%O @/Q+L6
0RO O?<QO,,+9L <RF,OY JRO FQQ9T +L@+%F0O, 0RO

,0FQ0 9Z +L@/%0+9L

#"# 甘油限制性流加的重要性

表达阶段采用不同甘油流加速率的数批发酵实

验结果表明，表达阶段平均比生长速率达到 757#A
RX #时，血管生长抑制素的平均比生产速率可达 757A
86;（6·R）；比生长速过高或过低，血管生长抑制素的

比生产速率都较低（数据未显示）。图 # 中 B= R 血

管生长抑制素浓度的下降就是因为 DB R 至 G) R 之

间菌体的比生长速率过低，蛋白的降解速率高于生

产速率造成的。IF], 在采用 ./0" 表型毕赤酵母表

达胰岛短肽时建立的模型中，表达阶段比生长速率

也为 757#A RX #［#7］，与本研究中得出的结果一致。采
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用混合碳源补料策略时，使用甲醇浓度检测与控制

系统反馈控制发酵罐中的甲醇浓度，甲醇浓度波动

很小，菌体的比生长速率主要决定于甘油的流加速

率。甘油的流加速率较低时，菌体的生长和蛋白的

产量较低，发酵时间较长；甘油的流加速率过高时，

菌体的生长较快，可能发生氧限制，残余在发酵液中

的甘油会阻遏 !"#! 启动子，影响蛋白的表达。此

外，过 量 甘 油 会 导 致 溢 流 代 谢 物 乙 醇 产 生，阻 遏

!"#! 启动子。因此，甘油过量的不良影响可能是多

重的。由此可见，表达阶段甘油的流加对血管生长

抑制素的表达是至关重要的。

!"# 以溶氧振荡作为甘油限制性流加的指针

"#$%&’( 提出根据溶氧调节毕赤酵母发酵过程

中的甲醇流加［)］，*+’,’& 也曾提出在毕赤酵母混合

碳源培养过程中可将溶氧作为一个代谢标志，以反

映混合碳源的利用情况［!!］。本研究的诱导阶段混

合碳源培养中，在甲醇浓度被甲醇检测与控制系统

稳定地控制的情况下，当发酵液中甘油耗尽，溶氧会

迅速上升；加入少量甘油后，溶氧即迅速下降，因此，

调节甘油流加速率可维持发酵液中溶氧振荡的状

态，从而保证甘油供应处于限制的状态，避免甘油过

剩造成阻遏或溢流代谢物的积累。当培养 -).!/ 0
菌体浓度达到 )- 12* 时，在经历 3./ 0 的碳源饥饿

后，进入表达阶段，开始流加甘油4甲醇混合碳源。

流加甘油的蠕动泵动作时间为 ! 5，流速通过改变动

作周期调节。在流加甘油过程中，发酵液的溶氧呈

现振荡的状态（图 6），反映了发酵液中无残余甘油；

溶氧总的下降趋势反映了菌体维持一定的生长。此

外，直至发酵结束，溶氧水平保持于 637以上，没有

发生氧限制。80’& 在高密度发酵具有 9:;< 表型的

毕赤酵母表达一个 =) 氨基酸的凝血调节蛋白时，向

发酵罐中通入纯氧以缓解氧限制［!6］。而本研究中

由于甘油系限制性流加，菌体浓度达到 !=3 12* 时也

未发生氧限制，无须补加纯氧，也减少了发酵罐的降

温负荷。

!"$ 实现甘油限制性流加后的发酵过程

采用溶氧水平作为甘油利用的指针后，甘油实

现了限制性流加，即在维持一定的生长速率下，发酵

液中无残余甘油，避免了溢流代谢产生乙醇，不会阻

遏蛋白表达。如图 >，在表达阶段采用图 6 所示的

以溶氧为指针的甘油限制性流加，表达阶段维持

3.3!6 0? ! 的平均比生长速率，最终菌体达到 !/3 12
*，血管生长抑制素的产量达到 !3= $12*，血管生长

抑制素的平均比生产速率为 3.36 $12（1·0）。表达

阶段甘油关于菌体的表观得率为 3.)@ 121，菌体关

于甲醇的表观得率系数为 3.@> 121，比没有采用甘

油限制性流加时都有所增加，这表明采用甘油限制

性流加可以减少溢流代谢的流量，提高碳源的利用

率。

图 6 重组 $%&’%! (!)*"+%) 表达阶段溶氧变化曲线，

阶梯状线段表示甘油的流率

A#1B6 C0’ ;#$’ D+:E5’5 +F G#55+HI’G J6 D+&D’&;EK;#+&

K&G 1HLD’E+H F’’G#&1 EK;’5（;0’ 5;K#EDK5’ H#&’）
#& F’G4MK;D0 D:H;#IK;#+& +F E’D+$M#&K&; $%&’%!

(!)*"+%) #& ;0’ ’NOE’55#+& O0K5’

图 > 重组巴斯德毕赤酵母的补料分批发酵曲线

A#1B> C#$’ D+:E5’5 +F F’G4MK;D0 F’E$’&;K;#+& +F
E’D+$M#&K&; $%&’%! (!)*"+%)

P:E#&1 ;0’ ’NOE’55#+& O0K5’，H#$#;’G 1HLD’E+H F’’G#&1 5;EK;’1L

,K5 KG+O;’G ;+ +M;K#& +5D#HHK;#+&5 #& PJ，MK5’G +& ,0#D0

1HLD’E+H F’’G#&1 EK;’ ,K5 D+&;E+HH’G ;+ $K#&;K#&

K &+&4E’5#G:KH41HLD’E+H D+&G#;#+& +F F’E$’&;K;#+& ME+;0B

C0’ KEE+, #&G#DK;’5 ;0’ 5;KE; +F #&G:D;#+&
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