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表达胰岛素的毕赤酵母生长动力学及诱导策略

董　鹏　陈劲春 3 　冷　雪
(北京化工大学生命科学与技术学院 , 北京　100029)

摘　要 : 对本实验室构建的一株重组巴斯德毕赤酵母基因工程菌的生长及诱导进行了研究。结果表明 ,生长阶段

菌体的生长与限制性基质甘油残留浓度的关系符合 Monod关系式 ,细胞最大生长比速率为 01204 h - 1 ,饱和常数为

2413 g/ L。经参数推导得理论最大细胞对甘油得率为 01497 g/ g ,以及菌体生长维持系数为 01007 g/ g·h ,后者说明

此株工程菌有高密度发酵的潜力。诱导阶段补加酵母提取物、大豆蛋白胨和微量元素能有效提高目的蛋白产量。

在发酵罐上罐试验中 ,目的蛋白产量达 256 mg/ L ,蛋白产量是摇瓶发酵蛋白产量的 5倍多。
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　　巴斯德毕赤酵母 ( Pichia Pastoris)自上世纪 80

年代被开发为外源蛋白表达系统以来一直被广泛应

用 , 一些重组蛋白已成为正式产品进入了市场[1 ]。

与其他真核表达系统相比 ,巴斯德毕赤酵母有一个

显著的优势 ,即容易实现高密度发酵而且外源蛋白

分泌效率高[2 ]。另外 ,巴斯德毕赤酵母生存能力

强 ,即使在廉价的基础盐培养基中也能实现高密度

发酵 ,可进行大规模生产。胰岛素是治疗糖尿病的

常用特效药物 ,有很大的市场需求 ,近年来重组人胰

岛素已占领了市场的大部分份额[3 ]。

对于分泌性表达的蛋白 ,细胞密度越高意味着

表达水平越高[4 ] ,所以高密度培养是毕赤酵母高效

表达外源蛋白的重要因素之一。本文对实验室构建

的重组人慢速胰岛素基因的毕赤酵母基因工程菌生

长动力学进行研究 ,以探究其是否具有高密度发酵

的潜力 ;在优化了的基础盐培养基上 ,为有效提高工

程菌表达目的蛋白的产量及产物对细胞的得率 ,研

究了混合诱导碳源以及在发酵液中添加其它混合物

对目的蛋白产量的影响 ,结果使目的蛋白产量提高

了将近一倍。10L 发酵罐发酵试验得目的蛋白产量

是摇瓶发酵水平的 5 倍多 ,为进一步放大培养和指

导工业化提供参考。

1　材料与方法

111　材料

11111　菌种　重组毕赤酵母基因工程菌由本实验

室构建并保存。

11112　培养基 　种子培养基 ( YPG)由 1 g 酵母提

取物、2 g大豆蛋白胨、3 mL 甘油溶于 100 mL 去离

子水中制成 ;基础盐培养基以及微量元素配方参照

文献[5 ]。

11113　仪器 　D YY2Ⅲ5 型稳压稳流电泳仪 (北京

六一仪器厂) ; WFB2UV22000 型紫外可见分光光度

计　(龙尼柯仪器有限公司 ,上海) ; HZQ2X100 振荡

培养箱　(哈尔滨市东联电子技术开发有限公司) ;

GUJ S210C型机械搅拌发酵罐 　(镇江东方生物工

程设备技术有限责任公司) 。

112　方法

11211 　摇瓶培养 　新鲜平板上挑取单菌落接到

YPG培养基中 ,并在 30 ℃和 200 r/ min的条件下振

荡培养过夜。然后 ,以 10 %的接种量转接到基础盐

培养基中 ,在 30 ℃和 200 r/ min的条件下振荡培养。

其间取样检测甘油浓度 ,待甘油耗尽 ,饥饿 1 h开始

诱导。诱导期每 12 h 补加甲醇进行诱导。诱导期

还加入混合碳源甘油 (甘油与甲醇体积比为 1∶6)或

山梨醇 (1 M山梨醇溶液与甲醇体积比为 1∶6)进行

试验 ,并在此试验基础上加入混合物组氨酸、天门冬

氨酸、酵母提取物、大豆蛋白胨以及微量元素进行试

验。诱导 96 h时停止发酵。

11212　发酵罐发酵 　新鲜平板上挑取单菌落接到



50 mL YPG培养基中 ,并在 30 ℃和 200 r/ min的条

件下振荡培养过夜 ,然后接入 2级种子 450 mL YPG

培养基中 ,继续培养 24 h ,再以 10 %的接种量转接

到装 5 L 基础盐培养基的 10 L 发酵罐中进行批次补

料培养 ,培养温度为 30 ℃,p H控制在 515～610 之

间 ,通过调节通气量 (3～12L/ min)和搅拌转速(200～

500 r/ min)使溶解氧体积分数保持在 30 %左右。当

甘油耗尽时每小时补加甘油 50 mL ,补加 4 h。当补

加的甘油耗尽时 ,饥饿 1 h开始补加甲醇 (补加的甲

醇中含 4 mL/ L 的微量元素)进行诱导。在诱导 24 h

后加入酵母提取物、大豆蛋白胨以补充养分 ,诱导

96 h下罐。

11213　分析方法　将菌液稀释后于波长 600 nm处

以去离子水为参比 ,用比色法测定细胞吸光度 ; 细

胞质量浓度测定参照文献[6 ] ,测定所取发酵液中的

细胞干质量 ,再除以所取发酵液体积即得细胞质量

浓度 ;甘油浓度用高碘酸钠氧化法测定[7 ] ; 发酵液

中总蛋白浓度测定参考考马斯亮蓝染色法[8 ] ;发酵

液中目的蛋白 (慢速型人胰岛素原)浓度的测定法是

取发酵液离心后的上清走 SDS2PA GE ,将凝胶进行

计算机扫描分析 ,用 B IO2PRIN T凝胶成像与分析

系统分析目的蛋白的含量 ,根据考马斯亮蓝染色法

测定的发酵液中总蛋白的量推算出目的蛋白浓度 ;

发酵动力学参数分析计算方法参照文献[9 ]。

2　结果与讨论

211　基因工程菌摇瓶培养生长阶段

基因工程菌由于其被整合的外源蛋白基因的不

同 ,外源蛋白基因整合到宿主染色体位置的不同和

外源基因载体的构建方式的不同 ,其生长规律有可

能不尽相同。将本实验室构建的基因工程菌毕赤酵

母所测细胞吸光度 ( A 600)与细胞质量浓度按最小二

乘法进行线性回归 ,得到细胞质量浓度与 A 600呈线

性关系 ,回归方程为 CS = 012303 A 600 - 011101 (方

差 R2 = 019995) ,式中 , CS 为细胞质量浓度 , g/ L。

所以在以下的试验中利用测得的发酵液 A 600就可

以推算出发酵液中的细胞质量浓度。

将种子液接入基础盐培养基 ,每 2 h 取样测细

胞光密度以及甘油残留浓度。试验结果列于表 1。

21111　基因工程菌生长模型的建立　由 Monod方

程μ=μmax
CS

KS + CS
取其倒数变形为 1

μ =
KS

μmax
·1

CS
+

表 1　重组巴斯德毕赤酵母摇瓶批次培养生长期试验结果

Table 1　Flask batch fermentation results for

recombinant Pichia Pastoris

μ/ h - 1 A 600 CS/ g·L - 1 Y X/ S/ g·g - 1 qS/ g·g - 1·h - 1

0111 4512 1812 01468 0123

0107 5317 1411 01468 0115

01057 6110 1016 01485 0112

0105 6718 714 01500 0110

0103 7314 416 01432 0107

0102 7712 216 01409 0105

细胞生长比速率μ=ΔCX/ ( CX·Δt) ,其中 CX—细胞质量浓度 ,g/ L ,

t —时间 ,h ;细胞对甘油得率 Y X/ S =ΔCX/ ( -ΔCS) , 其中 CS—发酵

液中甘油残留质量浓度 ,g/ L ;甘油消耗比速率 qS = ( -ΔCS) / ( CX·

Δt) , 其中 CX为Δt 时间内平均细胞质量浓度 ,g/ L。

1
μmax

,式中 ,μmax为细胞最大生长比速率 , Ks为饱和

常数。以 1/μ对 1/ CS作图 ,如图 1 所示。结果 1/

μ与 1/ CS呈线性关系 ( R2 = 019848) ,表明在其他

底物相对过剩时本基因工程菌的生长与限制性基质

甘油残留浓度的关系符合 Monod关系式 ,将 1/μ与

1/ CS按最小二乘法进行线性回归得μmax = 01204

h - 1 , Ks = 2413 g/ L。

图 1　1/μ和 1/ CS的关系图

Fig. 1　Relationship between 1/μand 1/ CS

21112　理论最大细胞对甘油得率 Y 3
X/ S和菌体生长

维持系数 m 的推导 　对于在热力学上远离平衡态

的活细胞 ,为了维持其生命 ,必须要获取高能物质并

将其化学能转变为热能 ,用以维持其渗透压 ,修复

DNA、RNA和其他大分子 ,因此能量不仅要消耗于

细胞的生长上 ,而且也要消耗在维持细胞结构上。

对基质消耗的物料衡算方程中必须考虑维持代谢这

一项[9 ] , qS =
1

Y 3
X/ S
μ + m。其中 Y 3

X/ S为生成细胞

(干质量)与完全消耗于细胞生长的甘油的质量比 ,

它表示了在无维持代谢时的细胞得率 ,可称为理论

最大细胞对甘油得率 ; m 为菌体生长维持系数。在

微生物生长阶段用于维持的碳源消耗量大致恒定 ,
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且与生长无关。通过 qS对μ进行最小二乘法线性

回归 ,如图 2 所示 ,得 Y 3
X/ S = 01497 g/ g , m = 01007

图 2　生长比速率与甘油消耗比速率关系图

Fig. 2　Relationship between substrate specific consumption

rate and specific growth rate

g/ g·h ( R2 = 01996) 。从表 1 可以看出 ,试验测得

细胞对甘油得率随生长比速率的减小而呈现先增大

后减小的趋势 ,甚至大于理论最大细胞对甘油得率。

在细胞生长阶段后期补加甘油可以有效阻止细胞对

甘油得率减少的趋势 ;用于维持细胞结构的菌体生

长维持系数 m = 01007 g/ g·h ,相比大肠杆菌利用葡

萄糖作为底物生长时的细胞维持系数 01057 g/ g·

h[10 ]小得多 ,这说明细胞利用甘油主要是用来生长 ,

只有很少一部分用来维持细胞结构。由于维持细胞

结构的碳源是非生产碳源 ,所以 m 的大小可作为评

价菌株优劣的指标之一 , m 值越小 ,说明菌株高密

度培养潜力越大。因此本株菌相比大肠杆菌高密度

培养的优势明显 ,就细胞高密度培养来说是一株优

良菌 ,具有高密度培养的潜力 ,可用来作为工业化生

产的工程菌。

212　基因工程菌摇瓶培养诱导阶段

21211　诱导期辅助碳源的选择对产物产量的影响

　毕赤酵母甲醇诱导时流加其他碳源 , 可促进细胞

的能量代谢和细胞的分解与合成代谢的强度 , 有利

于表达量的提高[11 ]。通常所使用的碳源甘油对产

物的表达有抑制作用。而山梨醇对甲醇氧化酶启动

子 AOX1 没有阻遏作用 ,据文献报道[11 ]用它作为甲

醇诱导的辅助碳源对外源蛋白的表达有利。

经过甘油为底物的生长期后 ,分别利用甲醇、甲

醇和甘油的混合碳源以及甲醇和山梨醇的混合碳源

进行诱导 ,保持发酵过程中操作和其他参数基本一

致的情况下比较这三种条件的优劣。每隔 12 h 在

进行补料的同时取样测细胞光密度以及目的蛋白浓

度。诱导期发酵液中细胞浓度与目的蛋白浓度变化

如图 3和图 4所示。相关数据列于表 2。

M—甲醇 ; G—甘油 ; S—山梨醇 ; H—组氨酸 ; A—天门冬氨酸 ;

Y—酵母提取物 ; P—大豆蛋白胨 ; TE—微量元素

图 3　批次培养中细胞质量浓度随时间变化趋势

Fig. 3　Variation in cell concentration during

fed2batch cultures

图 4　批次培养中目的蛋白浓度随时间变化趋势

Fig. 4　Variation in heterologous protein concentrations

during fed2batch cultures

　　在利用甲醇为唯一碳源诱导时 ,目的蛋白产量

为 26 mg/ L ,诱导结束时的细胞质量浓度为 2112 g/ L ,

菌体的生长比速率μ、目的蛋白对细胞得率 Y P/ X和

目的蛋白生成比速率 qP 分别为 01005 h - 1、112

mg/ g和 01013 mg/ g·h。在利用甘油作为甲醇诱导

的辅助碳源时 ,虽然细胞质量浓度和μ有所提高 ,

但是目的蛋白产量以及 Y P/ X和 qP 都明显下降 ,说

明甘油的加入虽然有助于提高细胞质量浓度 ,但是

对产物生成的抑制作用明显 ,不适合用来作为甲醇

的辅助碳源。

在利用山梨醇作为甲醇诱导的辅助碳源时 ,细

胞质量浓度和μ也比甲醇作为碳源时提高了 ,但是

发酵液中目的蛋白的浓度在诱导 48 h 左右达到最

大值 ,然后开始下降或者不再增长 ,表明诱导后期山

梨醇对本株菌产物的分泌起抑制作用。诱导结束时
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目的蛋白产量略低于单一甲醇碳源诱导水平 ,而

YP/ X和 qP分别为单一甲醇碳源诱导水平的 75 %和

61 %。综上所述选择甲醇为唯一碳源进行诱导效果

最佳。

表 2　重组巴斯德毕赤酵母摇瓶批次培养诱导期试验结果

Table 2　Results of recombinant Pichia Pastoris flask fed2batch fermentation during the induction phase

底物　　 细胞质量浓度/ g·L - 1 μ/ h - 1 CP/ mg·L - 1 Y P/ X/ mg·g - 1 qP/ mg·g - 1·h - 1

甲醇 2112 01005 26 112 01013

甲醇 +甘油 2417 01007 17 017 01007

甲醇 +山梨醇 2913 01008 24 018 01008

甲醇 +组氨酸 +天门冬氨酸 2313 01007 36 115 01016

甲醇 +酵母提取物 +大豆蛋白胨 2415 01006 49 210 01021

甲醇 +微量元素 2715 01008 44 116 01017

　　　目的蛋白对细胞得率 Y P/ X =ΔCP/ CX , 其中 CP为目的蛋白浓度 ,mg/ L ; 目的蛋白生成比速率 qP =ΔCP/ ( CX·Δt)

21212　诱导期添加混合物对产物表达的影响 　根

据 21211 试验结果 ,在以甲醇为碳源进行诱导的基

础上 ,研究诱导时流加其他混合物对产物的影响。

本实验室所设计的慢速型人胰岛素原分子中 ,组氨

酸和天门冬氨酸所占比例最大 ,分别占蛋白分子量

的 11 %左右 ,所以在诱导期毕赤酵母进行的合成产

物代谢中组氨酸和天门冬氨酸的缺乏有可能成为阻

碍蛋白合成的因素之一 ,称为瓶颈效应。试验中诱

导期每升发酵液中添加 215 g的组氨酸和 215 g的

天门冬氨酸 ,结果诱导结束时目的蛋白产量为 36

mg/ L ,是单一甲醇诱导的 114倍 , Y P/ X和 qP都超过

单一甲醇诱导水平。

另外 ,酵母提取物和大豆蛋白胨里也富含多肽

和氨基酸以及少量的维他命和微量元素 ,而这些组

分在诱导期能提高细胞得率和合成分泌外源蛋白的

能量[12 ]。试验中诱导期每升发酵液中添加 215 g的

酵母提取物和 5 g的大豆蛋白胨 ,在诱导结束时 ,目

的蛋白产量达到 49 mg/ L ,几乎比单一甲醇诱导增

长一倍 ,而且 Y P/ X和 qP 分别是单一甲醇诱导时的

117倍和 116倍。与发酵液中添加组氨酸和天门冬

氨酸的试验数据 Y P/ X和 qP 相比 ,细胞产目的蛋白

的效率更高 ,效果尤胜。考虑到酵母提取物和大豆

蛋白胨比组氨酸和天门冬氨酸廉价易得 ,在发酵过

程中可以用酵母提取物和大豆蛋白胨代替组氨酸和

天门冬氨酸作为诱导时的添加物。

当诱导阶段每升发酵液中添加 1 mL 的微量元

素时 ,诱导结束时目的蛋白产量为 44 mg/ L , Y P/ X为

116 mg/ g ,并且细胞质量浓度也达到 2715 g/ L ,较之

单一甲醇诱导时都有增加。所以诱导阶段补加微量

元素是非常有必要的。

图 5　上罐试验中细胞质量浓度与目的蛋白浓度随时间变化

Fig. 5　Variation in cell concentrations and heterologous pro2
tein concentrations during fed2batch culture in a fermenter

213　基因工程菌的发酵罐培养

根据摇瓶发酵试验结果 ,将基因工程菌进行上

罐培养。诱导阶段在流加的甲醇中加入 4 mL/ L 的

微量元素 ,并且在诱导 24 h 后加入酵母提取物、大

豆蛋白胨 (加入量与摇瓶培养试验相同)以补充养

分。由于发酵罐设备的限制 ,在菌体生长高峰期和

分泌蛋白高峰期无法满足细胞对氧的需求 ,而且发

酵罐中溶解氧体积分数一度降到接近 0 % ,影响了

重组毕赤酵母的高密度发酵和分泌目的蛋白产量。

发酵 120 h下罐时 ,细胞质量浓度为 5715 g/ L ,目的

蛋白产量达到 256 mg/ L ,蛋白产量是摇瓶发酵蛋白

产量的 5倍多。由于发酵罐中氧的供应好于摇瓶培

养 ,所以诱导期 Y P/ X和 qP 较之摇瓶培养都大大提

高。作者相信如果解决了发酵中氧的供应阶段性不

足的缺陷 ,细胞质量浓度和目的蛋白产量还会增高。

3　结论

工程菌发酵生长阶段菌体的生长与限制性基质
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甘油残留浓度的关系符合 Monod关系式 ,通过 1/μ

对 1/ CS 进行线性回归得μmax = 01204 h - 1 , Ks =

2413 g/ L。通过 qS对μ进行线性回归 ,得理论最大

细胞对甘油得率 Y 3
X/ S = 01497 g/ g以及菌体生长维

持系数 m = 01007 g/ g·h ,后者说明本株菌就细胞高

密度培养来说是一株优良菌 ,具有高密度培养的潜

力。利用甘油或者山梨醇作为甲醇诱导的辅助碳源

效果不如单一甲醇诱导 ,诱导期补加酵母提取物、大

豆蛋白胨和微量元素能有效的提高目的蛋白产量。

10 L 发酵罐上罐试验 120 h ,细胞终质量浓度为

5715 g/ L ,目的蛋白产量为 256 mg/ L ,蛋白产量是摇

瓶发酵蛋白产量的 5倍多。
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Studies of the growth kinetics and induction strategy with a strain of
recombinant yeast Pichia Pastoris expressing the human insulin gene

DON G Peng　CHEN Jin2chun　L EN G Xue
(College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029)

Abstract : The growth kinetics and induction strategy of a genetically engineered yeast Pichia Pastoris which ex2
presses the human insulin gene have been studied. The results indicate that the relationship between the specific

growth rate (μ) and the residual concentration of glycerol is in accord with the Monod equation in the cell

growth phase whereμmax = 01204 h - 1 , and Ks = 2413 g/ L . The maximum cell yield of glycerol is 01497 g/ g ,

and the growth maintaining coefficient m is 01007 g/ g·h. The latter value indicates that the st rain has the po2
tential for high density cultivation. It was found that the heterologous protein concentration could be increased

by using a batch2fed yeast extract , with soyabean peptone and trace elements added in the induction phase. The

heterologous protein concentration reached 256 mg/ L in fermentation in a 10 L fermenter , which is 5 times the

level obtained in flask fermentation. The results may be a guide to future industrial production.

Key words : Pichia Pastoris ; growth kinetics ; induction strategy ; insulin
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