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摘 要：在采用 4567表型基因重组巴斯德毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）发酵生产血管生长抑制因子
（+,89&76+69,）的过程中，诱导表达阶段甲醇的质量浓度对血管生长抑制因子的表达至关重要 (因重
组 4567型巴斯德毕赤酵母利用甲醇极慢，按文献方法流加甲醇时，甲醇逐渐积累达 $# 8 : ;，血管
生长抑制素表达水平仅为 1 <8 : ; (采用甲醇检测与控制系统对甲醇流加进行反馈控制后，甲醇质
量浓度可稳定控制在设定范围 (采用此系统控制诱导阶段的甲醇流加，同时手动流加适量甘油以
促进细胞生长，血管生长抑制因子表达水平量最高可达 /- <8 : ; (
关键词：甲醇电极；巴斯德毕赤酵母；血管生长抑制因子；反馈控制
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巴斯德毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）是一种甲醇
酵母，具有醇氧化酶 !"#，可以在以甲醇为惟一碳
源和能源的培养基中生长，其 !"# 可达细胞可溶
性蛋白质的质量分数的 $%&［’］(巴斯德毕赤酵母的
醇氧化酶基因有 %)+’ 和 %)+)，其中 %)+’ 启动子
为强启动子，细胞中绝大多数醇氧化酶的活力由

%)+’提供 ,当作为宿主的巴斯德毕赤酵母的 %)+’
结构基因被外源基因表达盒所替换，就失去大部分

甲醇利用能力，具有 *+,-（./,01234 +,54561,532 -437）
表型；*+,-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

白质的正确折叠［)］(
血管生长抑制素（12853-,1,52）是一个相对分子

质量为 $9 %%%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，从而达到阻断肿瘤细胞转移通路、萎

缩肿瘤的治疗目的［$］(已构建的表达血管生长抑制
素的重组毕赤酵母［:］具有 *+,- 的表型，在发酵过
程的表达阶段，甲醇质量浓度控制对蛋白质表达起

着关键作用 (作者采用甲醇传感器对甲醇质量浓度
进行反馈控制，血管生长抑制素的表达水平有较大

提高 (

! 材料与方法

! " ! 菌种
重组毕赤酵母菌 !"#$"% &%’()*"’（;<’’=）由中

科院上海生物化学研究所甘人宝课题组构建［:］，具

有 >5-? *+,-表型 (
! " # 培养基
! (# (! 种子培养基（@*;A）! AB@ ’$ ( : 8 C D，甘
油 ’% .D C D，生物素 % ( : .8 C D，’ .34 C D E> F ( %的
磷酸缓冲溶液 ’%% .D C D，酵母提取物 ’% 8 C D，水解
酶蛋白 )% 8 C D (
! (# (# 发酵培养基（@<*）! 9=&磷酸 )F ( G .D C D，
H1<": % ( I$ 8 C D，J)<": ’9 ( ) 8 C D，*8<":·G>)"
’: ( I 8 C D，J"> : (’$ 8 C D，甘油 :% 8 C D，KL*’溶液
: ( $= .D C D (
! (# ($ KL*’溶液’ H+<": F ( % 8 C D，JM % ( 9 8 C D，
*2<": $ ( % 8 C D，B1)*3": % ( ) 8 C D，>$@"$ % ( )

8 C D，H3H4) % ( = 8 C D，N2H4) )% ( % 8 C D，O/<":·G>)"
F= ( % 8 C D，生物素 % ( ) 8 C D，硫酸 = .D C D (
以上培养基均参照文献［)］(

! " $ 培养方法
= D发酵罐装 ) ( = D 发酵培养基，接种量 G&，

温度 $% P，E> = ( %，通气量 : D C .52，溶氧体积分数

不低于 )%& (甘油耗尽后 ’ 0开始流加质量分数为
=%&的甘油（每升含 ’) .D KL*’溶液），菌体密度
达一定程度时流加 ’%%& 甲醇（每升含 ’) .D
KL*’溶液［)］），开始诱导重组蛋白表达，流加方法
参照文献［)］(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 L3E017Q 软件
进行在线控制和数据采集 (
! " % 甲醇的在线检测与控制
甲醇的在线检测及流加控制系统包括甲醇采

样器、检测器和 OHR’9%@型甲醇质量浓度监控仪 $
个部分，由生物反应器工程国家重点实验室提供 (
! " & 测定方法
菌体浓度采用浊度法，发酵液经稀释后于波长

F%% 2.测光密度（"SF%%）(血管生长抑制素的测定
采用 TDM<!方法 (

# 结果与讨论

# " ! 阶梯恒速流加甲醇发酵
按 M2U5,V38/2 方法［)］流加甘油，因流速过高造

成甘油和乙醇积累，调整了甘油的流加速率后，有

效地提高了甘油的利用效率 (在流加甲醇的诱导表
达阶段，按 M2U5,V38/2方法流加也造成甲醇的积累 (
由于重组毕赤酵母利用甲醇极慢，积累的甲醇质量

浓度达 $’ 8 C D（见图 ’），诱导表达阶段菌体没有生
长，表达的血管生长抑制素仅 : .8 C D (

图 ! 阶梯恒速流加甲醇的发酵结果
’()"! *+, -,.. /01 2,3+/04. -40-,035/3(40 6547(.,8 (0

7,19:/3-+ 7,52,03/3(40 (0 ;+(-+ 7,,1(0) 47
2,3+/04. ;/8 -40354..,1 2/0</.= 83,6;(8,

# " # 甲醇的在线测量
# (# (! 通过尾气测定 气相中的醇在甲醇检测器
中发生反应，给出电信号 (根据甲醇的液气传递方
程，可知在一定的通气和搅拌速率（液—气甲醇传

递速率）下，发酵尾气的甲醇质量浓度与液相甲醇

质量浓度相关 (由于尾气带有大量的水蒸气和水
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滴，会引起检测器失效，因此将尾气的水滴拦截后

检测 !但在使用一段时间后，检测器给出信号的灵
敏度仍会严重下降 !此外，发酵过程中为控制 "#而
加入的氨水挥发的氨气会严重干扰检测器的响应 !
因此，通过测定尾气中甲醇含量的方法效果不理想 !
! !! ! ! 通过跨膜扩散测定" 参考 $%&’&()［*］的设
计，对样气的采集加以改进，添加采样器 !采样器末
端为高透性高分子膜，膜内侧为微小体积的扩散

室，并有空气载气通过 !采样器浸于发酵液中，液相
中的甲醇通过高透性高分子膜进入扩散室，由载气

带入甲醇检测器 !图 +为发酵诱导阶段的操作条件
（温度为 ,- .，搅拌转速为 /*- ) 0 12&，空气流量为
3 4 0 12&，发酵罐装液量为 + ! * 4）下，5* 12&后加入
甲醇，当罐内甲醇质量浓度为 + ’ 0 4时，甲醇检测器
的响应曲线，在 5-6响应时间时约为 5 12& !图 ,为
液相甲醇质量浓度与甲醇检测器稳态输出信号的

对应关系，根据此标准曲线可以估计发酵罐中甲醇

质量浓度 !

图 ! 甲醇检测器对发酵罐中甲醇质量浓度的响应
#$%&! ’()*+,)( +- ./( 0(./1,+2 3(.(4.+5 .+ 1 4/1,%( $,

0(./1,+2 4+,4(,.51.$+,

图 6 甲醇电极显示与实际液相甲醇质量浓度关系
#$%& 6 7/( 5(21.$+,)/$* 8(.9((, ./( 3$)*21:(3 ;12<( +-

0(./1,+2 3(.(4.+5 1,3 ./( 2$=<$3>*/1)( 0(./1,+2
4+,4(5.51.$+,

! !! !6 影响甲醇检测的因素 搅拌转速可能影响
甲醇跨膜扩散，因此考察了搅拌转速的影响 !图 3
表明，发酵罐中甲醇质量浓度为 7- ’ 0 4，转速从 /*-
) 0 12&升至 8*- ) 0 12&，由于甲醇的挥发，甲醇电极
响应总的来说呈下降趋势，可见转速影响不大 !发
酵温度对甲醇电极的影响则较为显著（见图 *），当
温度从 +5 .升至 ,* .时，甲醇电极的显示值相应
增大，温度再降至 +8 .时，甲醇电极的显示值相应
下降 !可以看到，检测器的响应与温度的波动一致，
这是由于温度变化引起高分子膜通透性发生明显

变化而造成的 !

图 ? 发酵罐搅拌转速对甲醇电极测定的影响
#$%&? 7/( (--(4. +- 1%$.1.$+, +- -(50(,.+5 +, ./( 5(>

)*+,)( +- ./( 0(./1,+2 3(.(4.+5

图 @ 温度对甲醇电极测定的影响
#$%& @ 7/( (--(4. +- .(0*(51.<5( +, ./( 5()*+,)( +- ./(

0(./1,+2 3(.(4.+5
由于甲醇检测器对乙醇也有响应，考察了乙醇

对甲醇检测器的影响，发现检测器对乙醇的响应更

快（数据未显示）!在发酵诱导阶段的操作条件（温
度为 ,- .，搅拌转速为 /*- ) 0 12&，空气体积流量为
3 4 0 12&，发酵罐装液量 + ! * 4）下，加入质量浓度为
+ ’ 0 4的乙醇 * 12&后即可达到对应的 7--6响应
值，且 7--6响应值大于甲醇 !在分批发酵阶段，甘
油的初始质量浓度较高（3- ’ 0 4），为提高菌体密度，
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甘油耗尽后需流加甘油 !当甘油被不完全代谢时会
产生乙醇，积累的乙醇会阻遏外源基因的表达 !通
过甲醇检测器的响应信号可判断有无乙醇的产生，

并以此调节甘油流加速率 !
! " # 利用甲醇电极优化发酵过程中甲醇质量浓度
的控制

对用毕赤酵母表达生产重组蛋白来说，无论重

组菌的甲醇利用表型如何，甲醇质量浓度都是一个

决定性的因素［" # $%］!作者采用的菌株为 &’()型，在
单纯流加甲醇时菌体几乎不能生长，甲醇的利用速

率极低 !根据摇瓶实验结果，当甲醇质量浓度低于 *
+ , -时，细胞几乎不合成重组蛋白，而过高的甲醇质
量浓度会对蛋白的表达产生抑制［.，$$］，因此初步确

定将蛋白诱导表达阶段的甲醇质量浓度控制在 / #
0 + , -［"］!采用甲醇检测控制系统对甲醇的流加进
行控制后，甲醇的质量浓度可被稳定地控制（图

"）!为了满足血管生长抑制素表达的需要，在对甲
醇流加进行反馈控制的同时，流加适量的甘油，血

管生长抑制素的表达水平提高到 .1 2+ , - !

# 结 论
采用甲醇检测控制系统对血管生长抑制因子

的诱导表达阶段的甲醇流加进行反馈控制，这是一

图 $ 甲醇电极反馈控制甲醇流加时的菌体质量浓度、
甲醇质量浓度及血管生长抑素质量浓度

%&’" $ ()**，+),-./0* ./1 ./’&02,.,&/ 30/3)/,4.,&0/2
5-)/ 62&/’ +),-./0* +0/&,04&/’ ./1 7))18.39
30/,40* 2:2,)+ 704 +),-./0* 7))1&/’

个有效且可行的方法 !研究表明，该系统能有效地
将甲醇质量浓度控制在设定的范围 !采用甲醇检测
控制系统对发酵过程中的甲醇质量浓度进行反馈

控制，对推动各种基因重组甲醇酵母（如 !"#$"%
&%’()*"’，+%,’-,./% &)/01)*&$% 等）的广泛应用有
实用意义 !
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0$第 $期 谢静莉等：&’()型基因重组巴斯德毕赤酵母高密度发酵过程中甲醇流加的控制
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