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摘!要!研究了发酵培养基成分"补加方式及外源氨基酸对酿酒酵母发酵和表达的影响)结果表
明!发酵前在液体发酵培养基中一次性补加酵母抽提物#45$有利于目的产物的表达!发酵过程中
补加45不利于目的产物的表达!发酵中后期补加适量的葡萄糖有利于阿片肽的表达)添加外源
氨基酸对酿酒酵母工程菌的生长有一定的促进作用!而且可以明显地影响阿片肽的表达)通过正
交实验对酿酒酵母生长和表达条件进行优化!确定最优工艺参数为%培养基中酵母抽提物质量浓
度为!#6&7!89*比!)3!培养基初始-:#)$!摇床转速!!$;&<=>)在最优条件下研究了酿酒酵
母表达目的产物的情况!总蛋白质质量浓度为/.")#$<6&7)+?+2@AB5电泳和双波长凝胶扫描
结果表明%目的阿片肽约占总分泌蛋白质的#C!其表达量为1$)0<6&7!是优化前的.)"%倍)
关键词!阿片肽#酿酒酵母#发酵
中图分类号!DE%!$ 文献标识码!A

456$.77-%2)"$.-2%86-#9:.60-*.;3).$9.%0&0-"%"(<.,"9;-%&%0
!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")-%+1&=.)’&7=

8:5*4=2F’>6.%!+:G4’>62HI=!%!75BI’2J,=!

#.)?,-K;L<,>L’MN=’(’6=OK(+O=,>O,K>P5>6=>,,;=>6%8HK>6QHIG>QL=LIL,’MD,OH>’(’6F%8HK>6QHI!.##$$%8H=2

>K"!)+OH’’(’MR’’P+O=,>O,K>PD,OH>’(’6F%+’ILH,;>4K>6S,T>=U,;Q=LF%VIW=!."$1/%8H=>K$

>;70$&,0!DH,,MM,OLQ’M<,P=I<K>PM’;,=6>K<=>’KO=PKPP=L=’><K>>,;Q’>M,;<,>LKL=’>K>P
,W-;,QQ=’>’M!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")J,;,QLIP=,P)DH,;,QI(LQQH’J,PLHKLKPP=L=’>’MF,KQL
,WL;KOLKLLH,X,6=>>=>6’MLH,M,;<,>LKL=’>JKQMKU’;KX(,L’LH,M’;,=6>’-=I<,W-;,QQ=’>%JH=(,
KPP=L=’>’MF,KQL,WL;KOLPI;=>6LH,M,;<,>LKL=’>P=PLH,’--’Q=L,,MM,OL)DH,KPP=L=’>’M
K--;’-;=KL,6(IO’Q,L’Y,,-K(’J6(IO’Q,O’>O,>L;KL=’>=>(KL,;M,;<,>LKL=’>-HKQ,%K(Q’H,(-L’
LH,LK;6,L’-=I<-,-L=P,,W-;,QQ=’>)APP=>6M’;,=6>K<=>’KO=PO’I(P-;’<’L,LH,!"##$"%&’(#)*
#)%)+,*,")6;’JLH=>KP,6;,,)GLK(Q’’XU=’IQ(F,>HK>O,LH,,W-;,QQ=’>’MLH,LK;6,L’-=I<
-,-L=P,)+’<,MKOL’;Q=>M(I,>O=>6LH,6;’JLHK>P,W-;,QQ=’>’M;,O’<X=>K>L!"##$"%&’(#)*
#)%)+,*,")J,;,=>U,QL=6KL,PLH;’I6HQ=>6(,MKOL’;,W-,;=<,>L%K>PLH,’-L=<=S,P-K;K<,L,;QJ,;,
’XLK=>,PKQM’((’JQ!F,KQL,WL;KOL%!#6&7"89*%!)3"=>=L=K(-:%#)$"Q-,,P’MQHKY=>6
=>OIXKL’;%!!$;&<=>)5W-;,QQ=’>’MLH,LK;6,L’-=I<-,-L=P,=>;,O’<X=>K>L!"##$"%&’(#)*
#)%)+,*,")I>P,;LH,’-L=<=S,PO’>P=L=’>QJKQ=>U,QL=6KL,P)DH,K<’I>L’MLH,L’LK(,WO;,L=>6
-;’L,=>QJKQ/.")#$<6&7)+?+2@AB5K>PP’IX(,2JKU,6,(QOK>>=>6QH’J,PLHKLLH,LK;6,L
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’-=I<-,-L=P,O’>O,>L;KL=’>’M1$)0<6!7KOO’I>L,PM’;#C’MLH,L’LK(,WO;,L,=>6-;’L,=>Q"LH,
,W-;,QQ=’>K<’I>LJKQ"%CH=6H,;LHK>LHKL’MI>2’-L=<=S,PM,;<,>LKL=’>)
?.3@"$*7#’-=I<-,-L=P,$!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")$M,;<,>LKL=’>

!!阿片肽是指一类具有阿片样作用的生物活性
肽"其生物活性表现在如下方面#抗腹泻"促进摄
食"镇痛"镇静"调节睡眠模式"缓解压力与紧张"抑
制胃肠道运动和消化液的分泌"促进电解质的吸
收"调节内分泌"抑制细胞分裂和分化"调节免疫"
影响生殖与泌乳"调节心血管系统功能)将阿片肽
应用于动物生产"可以降低幼龄动物的腹泻率"促
进动物摄食"镇静并调节睡眠"以达到促进动物生
长的目的%.&)酿酒酵母是一种单细胞真核生物"与
传统的大肠杆菌相比"它除了具有原核生物的生长
快"便于遗传操作等优点外"同时对营养要求简便"
便于工业化大规模发酵培养"在糖基化’二硫键形
成以及蛋白质折叠等翻译后加工方面具有与真核

生物相似的分泌系统"表达的外源基因产物可以正
确加工"经催化形成正确的二硫键后分泌到细胞
外"并且不产生有毒产物"因而在表达外源蛋白质
等方面具有明显的优越性%!&"故选择酿酒酵母作为
表达外源阿片肽的宿主)由于外源基因在宿主细
胞中的表达受很多因素的影响"不仅要考虑工程菌
本身的因素"还要顾及工程菌培养过程中的外部条
件"因此需要对发酵过程中各种参数进行监测"优
化其工艺条件"实现目的产物的高表达)作者研究
了影响酿酒酵母工程菌生长和表达外源阿片肽的

一些重要因素"通过正交试验确定了影响酿酒酵母
生长和分泌表达产物的最优工艺条件)

A!材料与方法

ABA!实验材料

A)A)A! 菌种 ! 阿片肽酿酒酵母基因工程菌

NZ.%%.28[2-&D.$!T"由江南大学食品学院营养
与生物技术实验室构建)
A)A)C!培养基

.(斜面培养基#4*N培养基\D;-)!$<6!7(

\7,I)!$<6!7(\:=Q)!$<6!7()
!(液体种子培养基#45@?培养基)
1(液体发酵培养基#葡萄糖!$6!7"硫酸铵

#6!7"磷酸二氢钾.6!7"硫酸镁$)#6!7"酵母抽
提物$)!6!7"氯化钙$).6!7"氯化钠$).6!7)
A)A)D!仪器!0!!型分光光度计#上海第三分析仪
器厂制造$T&0##N紫外可见分光光度计#上海分

析仪器总厂制造$@:+2!8型精密酸度计#上海医用
仪器厂制造$B72./B2!型高速冷冻离心机#上海安
亭科学仪器厂制造$?72#型低速大容量离心机#上
海安亭科学仪器厂制造$:4B2GGK迥转式恒温调速
摇瓶柜#上海欣蕊自动化设备有限公司制造$7+2
N#$7立式园形压力蒸气灭菌器#上海医用核子仪
器厂制造$隔水式电热恒温培养箱#上海跃进医疗
器械厂制造)
ABC!实验方法

A)C)A!发酵液中生物量的测定!取发酵液摇匀"
用液体发酵培养基作空白"在/$$><处测发酵液
的吸光值]?/$$)
A)C)C!发酵液中总肽含量的定量!取发酵液"

"$$$;!<=>离心.#<=>"取上清液稀释一定倍数"
用稀释相同倍数的液体发酵培养基作空白"在!!#
><处测稀释液的]?!!#)
A)C)D!最优条件下发酵液中蛋白质含量的测定!
考马斯亮蓝B!#$法%1&)
A)C)E!最优条件下发酵液的+?+2@AB5分析产
物的表达量!双波长凝胶扫描)

C!结果与分析

CBA!培养基初始6F值的确定
在发酵过程中"-: 值的变化由酵母细胞代谢

特征’培养基配比和发酵环境决定"细胞自身具有
有限的调节-:值的能力"当外界条件变化过于激
烈时"细胞则失去自身调节能力而受到外界的强烈
干预"影响细胞的正常生长及表达)同时"培养基的

-:值会影响菌体细胞膜的电荷状况"引起膜透性
发生变化"进而影响菌体对营养物质的吸收和代谢
产物的分泌$此外"还可影响培养基中某些营养物
质的分解或中间代谢产物的解离"从而影响微生物
对这些物质的利用"对发酵液产生物理化学影响"
影响产物的稳定性)因此"保持其他配比不变"配制
具有不同初始-:值的酵母工程菌发酵培养基进行
摇瓶发酵实验"找出适于工程菌表达的-:值范围"因此
必须研究培养基的初始-:值对发酵的影响)
在!#$<7三角瓶中装入液体发酵培养基#$

<7"分别调初始-: 值为""#"/"0"3"接入液体种
子"于1$^’."$;!<=>摇床培养"发酵结束后测
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]?/$$和]?!!#!确定最适初始-:值!结果见图.)

图A!初始6F 值对酿酒酵母工程菌生长和表达的

影响

)-2BA!4((.,0"(-%-0-&’6F"%2$"@01&%*.56$.77-"%"(

!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")

!!在发酵过程中!由于细胞分泌代谢产物!培养
基中的营养物质的代谢!使得培养基中的-:值会
发生较大的变化!因此发酵过程中必须控制培养基
的-:值恒定在最适-: 值附近)从图.可以看
出"培养基初始-:值对酿酒酵母的生长和表达影
响较大!-:值在""/的范围内生长较好)培养基
初始-:值为中性或碱性时!酵母细胞几乎停止了
生长)培养基初始-:值为#)$时!酿酒酵母的生
长最好!目的产物表达量最大)
CBC!摇床转速的确定
溶氧是需氧发酵控制的最重要的参数之一!氧

在水中的溶解度很小!所以需要不断地通气和搅
拌!才能满足溶氧的要求!而溶氧的大小对菌体的
生长和产物的表达量都会产生不同的影响)作者
通过改变摇床转速来研究溶氧量对发酵的影响)
在!#$<7三角瓶中装入液体发酵培养基#$

<7!接入液体种子!分别在不同的摇床转速下培
养!发酵结束后测]?/$$和]?!!#!确定最佳的摇床
转速!结果见图!)

图C!摇床转速对酿酒酵母工程菌生长和表达的影响

)-2BC!4((.,0"(76..*"(71&=-%2-%,#;&0"$"%2$"@01

&%*.56$.77-"%"(!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")

!!从图!可以看出"随看摇床转速的提高!发酵
液中的溶氧量增加!有利于酿酒酵母工程菌的生长

和目的产物的表达!当摇床转速达到!$$;#<=>时!
菌体的生长和目的产物的表达都达到理想的状态!
随着摇床转速的增加!开始对目的产物的表达产生
了一定的抑制作用)
CBD!葡萄糖的补加方式对酿酒酵母发酵的影响
补加葡萄糖方式对酿酒酵母工程菌的表达起

重要的作用!为此考察了不同补糖方式对表达的影
响)
保持发酵培养基中总葡萄糖质量浓度为!$6#

7不变!在1个!#$<7三角瓶中各加入#$<7发
酵培养基!一种方法是一次性在培养基中加入葡萄
糖!使葡萄糖质量浓度达到!$6#7$一种方法%用

!$\!$K表示&是保持初始发酵培养基葡萄糖质量
浓度为.$6#7!在发酵.!H后补加葡萄糖!使葡萄
糖质量浓度最后达到!$6#7$一种方法%!$\!$X
表示&是保持初始发酵培养基葡萄糖质量浓度为.$
6#7!在发酵.!H和!"H分别补加葡萄糖!使最后
葡萄糖质量浓度达到!$6#7!发酵1/H后测定发
酵液的]?/$$和]?!!#!结果见图1)

图D!葡糖糖补加方式对酿酒酵母工程菌生长和表达

的影响

)-2BD!4((.,0"(2’#,"7.&**-%29.01"*7"%2$"@01&%*

.56$.77-"%"(!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")

!!从图1可以看出"葡糖糖的补加方式对酿酒酵
母的生长影响不大!但是对阿片肽的表达影响较
大)在发酵中后期补加适量的葡萄糖!维持发酵培
养基中较低的葡萄糖水平!有利于目的产物阿片肽
的表达)
CBE!酵母抽提物的质量浓度及补加方式对酿酒酵
母发酵的影响

由于酵母抽提物%45&的来源及其用量对工程
菌发酵及后处理都有较大的影响!为此保持培养基
其他成分不变!考察45质量浓度及补加方式对工
程菌生长及表达的影响)
配制发酵培养基!使液体发酵培养基中45的

质量浓度分别为.$!.#!!$!!#6#7!在!#$<7三
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角瓶中装入#$<7上述培养基!再取两个三角瓶分
别装入45质量浓度分别为.$!.#6"7的发酵培养
基#$<7!1$^摇床发酵!在发酵.!H后!一种方
法#用.$\#K表示$是在45质量浓度为.$6"7的
培养基中补加 45!使培养基中 45质量浓度达到

.#6"7%一种方法#.#\#K表示$是在45质量浓度
为.#6"7的培养基中补加45!使培养基中最后的

45质量浓度达到!$6"7)发酵1/H!测 ]?/$$和

]?!!#!确定45的添加量和补加方式!结果见图")

图E!G4质量浓度及其补加方式对酿酒酵母工程菌生

长和表达的影响

)-2BE!4((.,0"(G4&**-%29.01"*&%*-07,"%0.%0"%

2$"@01&%*.56$.77-"%"(*"##$"%&’(#)*#)%)+,-

*,")

!!从图"可以看出!在液体发酵培养基中一次性
添加45有利于阿片肽的表达!在发酵过程中添加

45!不利于目的阿片肽的表达!确定培养基中 45
的添加量为!#6"7)
CBH!培养基中IJK比的确定
碳源和氮源对菌体的代谢产生明显的影响!因

此发酵培养基中合适的89*比显得尤为重要)8
9*比采用葡萄糖和硫酸铵的摩尔比!葡萄糖浓度
一定!通过改变硫酸铵的浓度来改变89*比!使
它在一定的范围内变化!而发酵培养基中酵母抽提
物的量保持不变)
将酿酒酵母工程菌接种于不同8&*比的发酵

液中进行发酵!发酵结束后测]?/$$和]?!!#!确定

最适89*比!结果见图#)

!!由图#可以看出&在89*比为.".)%的范围
内!菌体量增加较为明显!但随着89*比的进一
步增加!其对菌体的生长影响不大)随着89*比
的增加!目的产物表达量逐步提高!89*比达到

!)3后!再增加89*比!目的产物表达量减少!这
可能是因为葡糖糖大部分代谢为乙酸及其他一些

次生代谢产物!对目的产物的生成有抑制作用!减
少了葡萄糖的利用率!造成葡萄糖的相对缺乏!对

菌体的生长有所影响!进而使得目的产物表达量降
低!确定的最佳89*比为!)3)

89*摩尔比

图H!IJK比对酿酒酵母工程菌生长和表达的影响

)-2BH!4((.,0"(IJK"%2$"@01&%*.56$.77-"%"(*"#-

#$"%&’(#)*#)%)+,*,")

CBL!外源氨基酸对酿酒酵母工程菌表达的影响
氨基酸作为阿片肽的前体物质!适量添加可以

缓解工程菌本身合成各种氨基酸的压力)在所设计
的阿片肽序列中!有@H,’A;6’B(F’@;’’B(I’DH;’

DF;’+,;’G(,’7FQ’[,L这..种氨基酸!考察添加这
些外源氨基酸对酿酒酵母工程菌生长和表达的

影响)
参照7’,J,>等(")的添加量!添加质量浓度分

别为$)#!.)$6"7!同时与不添加外源氨基酸的培
养基进行对照!发酵!"H后!测]?/$$和 ]?!!#!结
果见表.)
由表.可以看出!添加外源氨基酸作为氮源的

补充对酿酒酵母工程菌有一定的促进生长的作用!
但影响不是很大!却可以明显地影响阿片肽的表
达!其中添加@H,’A;6’DH;’DF;’+,;’7FQ’[,L可
以有效地促进阿片肽的表达!添加B(F和G(,对阿
片肽的表达具有一定的负作用!通过分析微生物中
氨基酸的合成与代谢途径!可知G(,的合成前体是

DH;!B(F的合成前体是+,;(3))当G(,的添加量过
多时!便会抑制DH;的合成!进而影响阿片肽的表
达)B(F添加量过多!对+,;的合成有所抑制!造成

+,;的相对缺乏!进而使阿片肽的表达量有所下降)
添加B(I!可以使表达量提高约.)0"!)1倍!这可
能是因为B(I是氨基酸中心代谢环节的关键中间
产物!与其相对应的#2酮戊二酸的可逆反应维持平
衡!从而 B(I的生物合成不受最终代谢产物的抑
制!有利于 B(I量的增加!有利于阿片肽的表达)
添加@;’可以较为明显地提高目的产物的表达量)
CBM!工程菌发酵条件的优化

C)M)A!因素与水平的安排!将酵母抽提物’89*
比’摇床转速及培养基的初始-:值四个因素各取
四水平!按正交表7./#"#$安排试验!结果见表!)
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表A!外源氨基酸对酿酒酵母工程菌生长和表达的影响

N&;BA!4((.,0"(01.("$.-2%&9-%"&,-*"%2$"@01&%*.5O

6$.77-"%"(!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")

氨基酸
添加质量

浓度!"6!7#
]?/$$ ]?!!#

@H, $)# $)/%! $)0"!

.)$ $)0./ $)%#$

A;6 $)# $)/"$ $)/%"

.)$ $)/%. $)3#1

B(F $)# $)/%/ .)$"$

.)$ $)0.# $)%!"

@;’ $)# $)0!" $)3/.

.)$ $)0!0 .)""%

B(I $)# $)//. .)..$

.)$ $)0$. .)##$

DH; $)# $)/"0 $)30$

.)$ $)/0$ $)%%.

DF; $)# $)/30 $)%1!

.)$ $)0$1 .)$.1

+,; $)# $)/#0 $)3#$

.)$ $)//% .)$3.

G(, $)# $)/3$ $)/0.

.)$ $)/%# $)/#!

7FQ $)# $)/#$ $)0".

.)$ $)/3. $)3#0

[,L $)# $)/0$ $)0"/

.)$ $)/%. $)30/

对照 $ $)/1. $)//"

表C!正交实验设计表

N&;BC!P.7-2%"(7-%2’.(&,0"$.56.$-9.%0

水平
-酵母抽提物
质量浓度!
"6!7#

.
89*比

/
摇床转速!
";!<=>#

0
初始-:值

. .$ !)! ./$ "

! .# !)# .3$ #

1 !$ !)3 !$$ /

" !# 1). !!$ 0

C)M)C!实验结果与分析!实验结果见表1"#)按
极差大小决定影响酿酒酵母生长因素的主次顺序$

."0"-"/%各因素取菌体生长的最高水平%从
而组成酿酒酵母工程菌生长的最优工艺条件.10!
-"/1%即$89*比!)3%培养基初始-:#)$%酵母

抽提物质量浓度!#6!7%摇床转速!$$;!<=>)
表D!实验方案和实验结果

N&;BD!P.7-2%&%*$.7#’0"(.56.$-9.%0

试验号 - . / 0 ]?/$$ ]?!!#

. . . . . .)!1. $)#!

! . ! ! ! .)1!$ $)/1

1 . 1 1 1 .)%0" .)$0

" . " " " .)!#0 .).%

# ! . ! 1 .)!!/ $)0.

/ ! ! . " .).1/ $)#.

0 ! 1 " . .)#!$ .).1

3 ! " 1 ! .)1%. $)3!

% 1 . 1 " .)!!. $)#0

.$ 1 ! " 1 .).%0 $)03

.. 1 1 . ! .)/.0 .)!3

.! 1 " ! . .)0"# $)%.

.1 " . " ! .)#0% .)1/

." " ! 1 . .)103 .)!0

.# " 1 ! " .)1.1 .).%

./ " " . 1 .)#1/ .)$0

表E!酿酒酵母生长条件结果分析

N&;BE!>%&’37-7"(2$"@01"(!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")

极差
]?/$$

- . / 0

1. #203! #2!#0 #2#!$ #230"

1! #2!01 #2$1. #2/$" #2%$0

11 #203$ /2"!" #2%/" #2311

1" #23$/ #2%!% #2##1 "2%!0

3 $)#11 .)1%1 $)""" $)%3$

表H!酿酒酵母分泌表达目的产物工艺条件结果分析

N&;BH!>%&’37-7"(456$.77-"%"(01.0&$2.0"6-#96.60-*.-%

!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")

极差
]?/$$

- . / 0

1. 12". 12./ 1213 1231

1! 12.0 12.% 12"" "2$%

11 12#" "2/0 1201 12/1

1" "23% 12%% "2"/ 12"/

3 .)0! .)#. .)$3 $)/1

!!按极差大小决定影响酿酒酵母分泌表达产物
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的因素的主次顺序!-"."/"0"各因素取酿酒
酵母分泌表达产物的最高水平"从而组成酿酒酵母
分泌表达的最优工艺条件-".1/"0!"即酵母抽提
物质量浓度!#6#7"89* 比!)3"摇床转速!!$
;#<=>"培养基初始-:值#)$)
由于实验的目的主要是关注表达的目的产物

的分泌"最终确定酿酒酵母生长和表达分泌目的阿
片肽的条件为!培养基中酵母抽提物质量浓度为!#
6#7"89*比!)3"培养基初始-:#)$"摇床转速

!!$;#<=>"其余培养基成分的浓度同液体发酵培
养基)
CBQ!最优条件下表达产物的+P+O:>R4结果
最优条件下表达产物的+?+2@AB5凝胶电泳

结果见图/)

图L!最优条件下酿酒酵母发酵液+P+O:>R4凝胶

电泳

)-2BL!+P+O:>R4"((.$9.%0&0-"%’-S#-*#%*.$01."60-O

9-T.*,"%*-0-"%7

!!在正交实验最优化的条件下对酿酒酵母摇床
发酵03H"然后.$$$$;#<=>离心.$<=>"取发酵
上清液"测总蛋白质质量浓度为/.")#$<6#7"然

后进行+?+2@AB5凝胶电泳"双波长凝胶扫描表
明"目的蛋白质约占总分泌蛋白质的#C"推算出表
达的目的阿片肽质量浓度为1$)0<6#7"是优化前
的.)"%倍)

D!结!论

通过对阿片肽酿酒酵母工程菌的发酵条件进

行研究"得出如下结论!

.$酿酒酵母生长和表达分泌目的阿片肽的条
件为!培养基中酵母抽提物质量浓度为!#6#7"8
9*比!)3"初始培养基-: 值#)$"摇床转速!!$
;#<=>)

!$在液体发酵培养基中一次性提高 45的质
量浓度有利于目的产物的表达"在发酵过程中补加

45来提高培养基45的质量浓度不利于目的产物
的表达"培养基中45的添加量为!#6#7)葡糖糖
的补加方式对酿酒酵母的生长影响不大"但是对阿
片肽的表达影响较大)在发酵中后期补加适量的葡
萄糖"维持发酵培养基中较低的葡萄糖水平"有利
于阿片肽的表达)
1$添加外源氨基酸对酿酒酵母工程菌有一定
的促进生长作用"但是明显地影响阿片肽的表达"
添加@H,%A;6%DH;%DF;%+,;%7FQ%[,L可以有效地
促进阿片肽的表达)添加G(,对阿片肽的表达具有
一定的负作用&添加B(I和@;’可以较为明显地提
高阿片肽的表达量)
"$最优化条件下酿酒酵母表达的目的阿片肽
质量浓度为1$)0<6#7"是优化前的.)"%倍)
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