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摘要：【目的】考察甘油对组成型毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ）生长和α-葡聚糖酶表达量的影响。【方法】采用单因
素实验法考察初始发酵培养基中甘油浓度、补料阶段甘油残留和通气量等对α-葡聚糖酶表达量的影响。【结果】
发酵培养基中初始甘油浓度从 ５０ ｇ／Ｌ提高到 １５０ ｇ／Ｌ，菌体生长和α-葡聚糖酶表达量均未受到影响，继续提高
到 ２００ ｇ／Ｌ时，α-葡聚糖酶表达量明显下降。补料过程甘油残留在 ０～５ ｇ／Ｌ，菌体生长和α-葡聚糖酶表达量最
佳，当甘油残留较多时，菌体生长和α-葡聚糖酶的表达量均受到影响。提高通气量有利于增加α-葡聚糖酶的表
达量，发酵 ７８ ｈ为宜，在此条件下α-葡聚糖酶酶活力达 １７６３ Ｕ。【结论】该工艺优化了以甘油作为碳源制备α-葡
聚糖酶的发酵条件，提高了α-葡聚糖酶酶活力，为大规模生产α-葡聚糖酶奠定了基础。
关键词：毕赤酵母 α-葡聚糖酶 甘油 发酵条件
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  【研究意义】巴斯德毕赤酵母表达系统因具有表
达水平稳定、发酵工艺成熟、表达产物生物活性高等
优点而被广泛应用。醇氧化酶 １ 启动子（ｐＡＯＸ１）是
目前毕赤酵母表达中应用最多的启动子，ｐＡＯＸ１ 受
甲醇强烈诱导，但甲醇是有毒物质且具有挥发性，易
造成环境污染，危及人体健康，且利用 ｐＡＯＸ１ 表达
外源蛋白的周期较长［１］。而毕赤酵母的组成型表达
系统是利用编码甘油醛-３-磷酸脱氢酶（ＧＡＰ）基因
的启动子来表达外源蛋白，以甘油取代甲醇作为碳源
是它的一大优点———安全可靠。因此，该系统更适合
大规模发酵生产，且具有连续发酵和降低异源蛋白生
产成本的潜能［２～５］。【前人研究进展】在 ｐＧＡＰ 组成
型表达系统中，有关发酵工艺的研究报道较少，屠发
志等［６］优化了毕赤酵母组成型表达人血管生成抑制

素（ｈｕｍａｎ ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ，ｈＡＳ），得出甘油是最佳碳源，
并以初始浓度为 ４０ ｇ／Ｌ的甘油为碳源，在 ３０ Ｌ生物
反应器中进行工程菌的高密度发酵，４８ ｈ 后测得

ｈＡＳ的产量为 １６９ ｍｇ／Ｌ。曹东艳等［７］利用毕赤酵

母组成型表达重组猕猴桃果胶甲酯酶抑制剂（ｋｗ-
ＰＭＥＩ），４８ ｈ 即达到最大表达水平，表达量约为 ６６
ｍｇ／Ｌ，并且以甘油为碳源时 ｋｗＰＭＥＩ 表达量最高。

Ｗａｔｅｒｈａｍ 等［８］和 Ｄｏｒｉｎｇ 等［９］的研究结果都证明，
利用甘油和葡萄糖作为 ｐＧＡＰ 系统的碳源效果较
好。在摇瓶发酵中，多以葡萄糖作为唯一的碳源，甘
油则较适合作为中大型规模生物反应器中发酵生产

重组蛋白的碳源。但他们都没有对碳源作进一步优
化，初始甘油浓度都很低，均在 ５０ ｇ／Ｌ 以下，甚至只
有 １０ ｇ／Ｌ，导致后期需要流加大量的甘油来维持发
酵。一般情况下，３ Ｌ初始培养基后期要流加 １ Ｌ 甚
至更多的甘油（多达 １．５ Ｌ），这样至少有两大不利因
素：（１）大量的流加造成产物浓度降低，后期分离提纯
困难；（２）大量流加对发酵设备也提出了更高要求，特
别是中大型规模发酵，以 ３ ｔ发酵为例，须配备 ２ ｔ 的
补料罐，这其中还涉及补料甘油的灭菌等，增加了发
酵成本。此外，高密度发酵需要消耗大量氧气，尤其
在中后期，供氧往往成为限制性因素。若供氧不足，
不仅会抑制菌体生长，而且还会影响目的蛋白产量。
因此，保证足够的供氧是关键，而影响供氧的一个重
要因素是通气量。【本研究切入点】针对以上问题，在
成功构建组成型表达α-葡聚糖酶基因工程菌的基础
上，进一步研究毕赤酵母组成型以甘油为碳源进行高
密度发酵生产α-葡聚糖酶的发酵条件。【拟解决的
关键问题】考察初始发酵培养基中甘油浓度、流加阶
段甘油残留的控制、发酵过程的通气量等对毕赤酵母
组成型生长和α-葡聚糖酶产量的影响。

１ 材料与方法

１．１ 材料

１．１．１ 菌株

  组成型表达α-葡聚糖酶的毕赤酵母工程菌由本
实验室构建并保藏。

１．１．２ 主要试剂和仪器

  ＤｅｘｔｒａｎＴ２０００ 购自 Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司；其他试剂
为国产分析纯；高速离心机购自美国 Ｔｈｅｒｍ；Ｔ６ 新
世纪紫外可见分光光度计为北京普析通用仪器有限

责任公司产品；全温度培养振荡器为上海苏坤实业有
限公司产品；ＬＤＺＳ型立式压力蒸汽灭菌器为上海申
安医疗器械厂产品；全自动 ６．８ Ｌ发酵罐为德国贝朗
公司产品。

１．２ 培养基

  ＹＰＧ培养基：１０ ｇ／Ｌ酵母粉，２０ ｇ／Ｌ 蛋白胨，２０
ｇ／Ｌ甘油。

  斜面培养基：含 ２０ ｇ／Ｌ琼脂的 ＹＰＧ。

  基础培养基 ＢＳＭ 参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司手册：初
始甘油浓度 ５０～２００ ｇ／Ｌ，０．９３ ｇ／Ｌ ＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ，

１８．２ ｇ／Ｌ Ｋ２ＳＯ４，１４．９ ｇ／Ｌ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１０ ｍＬ／

Ｌ ８５％Ｈ３ ＰＯ４以及 ４ ｍＬ／Ｌ ＰＴＭ１ 微量元素溶液
（６·０ ｇ／Ｌ ＣｕＳＯ４· ５Ｈ２ Ｏ，０．０８ ｇ／Ｌ ＫＩ，３．０ ｇ／Ｌ
ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，０．２ ｇ／Ｌ Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２ Ｏ，０．０２ ｇ／

Ｌ Ｈ３ ＢＯ３，０．５ ｇ／Ｌ ＣｏＣｌ２，２０ ｇ／Ｌ ＺｎＣｌ２，６５ ｇ／Ｌ
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．２ｇ／Ｌ Ｂｉｏｔｉｎ，５ ｍＬ／Ｌ ９８ ％
Ｈ２ＳＯ４）

  流加甘油：在 １００％甘油中加入 ＰＴＭ１，使其终
浓度为 １２ｍｌ／Ｌ。

１．３ 培养方法

  将甘油管保存的工程菌转接到 ＹＰＧ 琼脂斜面
上，３０℃培养约 ２ ｄ；用无菌水将斜面菌体洗脱，转接
到 ３００ ｍＬ种子培养基中，３０℃，２６０ ｒ／ｍｉｎ摇床中培
养至 ＯＤ ６００ 值为 １５～２０；将 ３００ ｍＬ 种子液转接到装
有 ２．７ Ｌ ＢＳＭ 培养基的 ６．８ Ｌ 发酵罐中，培养条件
为 ３０℃，ｐＨ＝ ５．５，待培养基中甘油浓度低于 ５．０
ｇ／Ｌ时，通过流加补料保持甘油浓度为 ０～５．０ ｇ／Ｌ。

１．４ 初始甘油浓度的影响

  调整培养基中的初始甘油浓度，使其浓度分别为

５０ ｇ／Ｌ、１００ ｇ／Ｌ、１５０ ｇ／Ｌ、２００ ｇ／Ｌ，培养方法与 １．３
节相同，发酵至 ８４ ｈ，定时测定并比较不同甘油浓度
对菌体湿重和酶活的影响。

１．５ 流加阶段甘油残留的影响

  初始甘油浓度为 １５０ ｇ／Ｌ，培养方法及其他培养
条件同 １．３ 节，当初始甘油浓度分别下降到 ０～ ５
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ｇ／Ｌ、５～１０ ｇ／Ｌ、１０～ １５ ｇ／Ｌ 时开始流加甘油，定时
测定流加阶段甘油残留量，使甘油残留分别控制在流
加前各自相应的浓度范围，比较甘油残留量对菌体湿
重和酶活的影响。

１．６ 通气量的影响

  选择 １．４ 节中确定的最适甘油浓度 １５０ ｇ／Ｌ，在
流加阶段使甘油残留控制在 ０～５ ｇ／Ｌ，将通气量从 ３
Ｌ／ｍｉｎ 提高至 ７ Ｌ／ｍｉｎ（即 ３ Ｌ／ｍｉｎ、５ Ｌ／ｍｉｎ、７
Ｌ／ｍｉｎ）进行发酵，其他实验条件与 １．３ 节相同，定时
测定并比较通气量对菌体湿重和酶活的影响。

１．７ 分析方法

１．７．１ 湿重测定

  在已称量的离心管（Ｇ １）加入 １ ｍＬ 发酵液，

１２０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，称量（Ｇ ２），菌体湿
重即为 １０００×（Ｇ ２－Ｇ １）ｇ／Ｌ。

１．７．２ ＯＤ ６００ 的测定

  发酵液经适当稀释至 ＯＤ ６００ ＝０．２～０．６，置紫外
可见分光光度计于波长 ６００ ｎｍ 处以去离子水为空
白对照进行比色测定，ＯＤ ６００ ＝读数×稀释倍数。

１．７．３ 甘油浓度的测定 （高碘酸法）

  甘油被过量高碘酸氧化后，过剩的高碘酸及产物
碘酸与 ＫＩ反应析出 Ｉ２，再用 Ｎａ２ Ｓ２ Ｏ３反滴定 Ｉ２，经
计算可求得甘油含量。

１．７．４ α-葡聚糖酶酶活测定（ＤＮＳ法）

  取 ９００μＬ ２０．０ ｇ／Ｌ 的 ＤｅｘｔｒａｎＴ２０００ 溶液，置
于 ４５℃水浴中恒温 ５ ｍｉｎ，加入 １００ μＬ 酶液（经

１２０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 所得的上清液，可以适当稀
释），精确反应 １０ ｍｉｎ，立即加入 ２ ｍＬ ＤＮＳ 终止反
应，于沸水浴 ５ ｍｉｎ，迅速将其冷却，用蒸馏水定容至

２５ ｍＬ，于 ５４０ ｎｍ 下测定吸光值。从标准曲线的回
归方程求得相对应的葡萄糖量，并折算出酶活。

  酶活力定义：在上述条件下，每分钟从α-葡聚糖
底物中释放出 １μｍｏｌ还原糖所需的酶量为 １ 个酶活
单位，以 Ｕ表示。

２ 结果与分析

２．１ 初始甘油浓度对菌体生长及酶活的影响

  甘油是毕赤酵母基因工程菌培养时普遍采用的
碳源，其浓度会限制或抑制菌体生长，因此，需要优化
初始甘油浓度。由图 １～图 ４ 可以看出，发酵至 ７２ ｈ
和 ８４ ｈ时，图 １、图 ２ 和图 ３ 的酶活和菌体湿重差别
不大，都明显比图 ４ 高；图 １～图 ４ 批次实验甘油消
耗依次减少，分别为 ５０３ ｇ／Ｌ，４４２ ｇ／Ｌ，４２３ ｇ／Ｌ 和

３５４ ｇ／Ｌ。综合考虑，图 ３ 的培养条件甘油消耗少，流
加量也相对较少，所以，初始甘油浓度以 １５０ ｇ／Ｌ 为

宜。实验还表明，一定浓度甘油对酵母生长无毒害作
用，但会抑制其生长，初始甘油浓度从 ５０ ｇ／Ｌ提高至

１５０ ｇ／Ｌ，虽然酵母在前期需要更长时间来适应甘油，
但一旦进入快速生长期，即能不受影响大量产生目标
蛋白。初始甘油继续增加到 ２００ ｇ／Ｌ，酶的产量即受
到影响，从消耗甘油总量也可以看出，初始甘油浓度
越高，甘油总量消耗越少，可能是甘油的渗透压对酵
母利用甘油能力有影响，从而影响酶的产量。此外，
发酵至 ７８ ｈ后，酶活力增长缓慢，考虑到发酵时间及
成本，发酵时间以 ７８ ｈ 为宜。这样不仅缩短了发酵
时间，降低了成本，而且也有利于后期纯化。综上所
述，毕赤酵母组成型表达α-葡聚糖酶的初始甘油浓
度 １５０ ｇ／Ｌ、发酵时间 ７８ ｈ为宜。

图 １ 初始甘油浓度 ５０ ｇ／Ｌ对菌体湿重和酶活的影响
  Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５０ ｇ／Ｌ ｏｎ ｗｅｔ
ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

图 ２ 初始甘油浓度 １００ ｇ／Ｌ对菌体湿重和酶活的影响
  Ｆｉｇ．２ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １００ ｇ／Ｌ ｏｎ
ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．２ 流加阶段甘油残留对菌体生长及酶活的影响

  从图 ５～图 ７ 可以看出，甘油残留高明显不利于
菌体的生长和酶的生产，虽然甘油本身对菌体无毒害
作用，但过高、过低残留会对菌体有抑制或者限制作
用，虽然在初始培养基中甘油浓度可以很高，但在后
期产酶阶段，甘油残留过高就会影响α-葡聚糖酶的
产量，因此，控制好培养基中的甘油残留很重要。由
实验结果可知产酶阶段甘油残留控制在 ０～ ５ ｇ／Ｌ
为宜。
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  图 ３ 初始甘油浓度 １５０ ｇ／Ｌ对菌体湿重和酶活的影响
  Ｆｉｇ．３ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １５０ ｇ／Ｌ ｏｎ
ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

  图 ４ 初始甘油浓度 ２００ ｇ／Ｌ对菌体湿重和酶活的影响
  Ｆｉｇ．４ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２００ ｇ／Ｌ ｏｎ
ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

  图 ５ 流加阶段甘油残留控制在 ０～５ ｇ／Ｌ对菌体湿重和
酶活的影响

  Ｆｉｇ．５ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｏｆ ０～ ５ ｇ／Ｌ ｉｎ ｆｅｄ-
ｂａｔｃｈ ｏｎ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

  图 ６ 流加阶段甘油残留控制在 ５～ １０ ｇ／Ｌ 对菌体湿重
和酶活的影响

  Ｆｉｇ．６ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｏｆ ５～ １０ ｇ／Ｌ ｉｎ ｆｅｄ-
ｂａｔｃｈ ｏｎ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

  图 ７ 流加阶段甘油残留控制在 １０～１５ ｇ／Ｌ对菌体湿重

和酶活的影响

  Ｆｉｇ．７ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｏｆ １０～ １５ ｇ／Ｌ ｉｎ ｆｅｄ-
ｂａｔｃｈ ｏｎ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．３ 通气量对菌体生长及酶活的影响

  由图 ８～图 １０ 可知，通气量从 ３ Ｌ／ｍｉｎ提高至 ７
Ｌ／ｍｉｎ，初始培养基中 １５０ ｇ／Ｌ甘油消耗时间从 ３７ ｈ
降为 ３３ ｈ，减少 ４ ｈ，说明提高通气量有利于酵母消
耗甘油。从酶活曲线和菌体湿重曲线来看，二者不仅
有较强的趋势一致性，而且还具有正相关性，说明发
酵液中菌体湿重越高，目标产物的浓度越大，这是组
成型产量的一个显著特点。另外，发酵至 ７２ ｈ 和 ８４
ｈ时，图 ８～图 １０ 的酶活和菌体湿重都依次有所提
高。通气量小，发酵初期由于菌量少，三者比较一致；
到发酵中后期，菌体进入对数生长期，需要消耗大量
氧气，这时如果供氧不足就会导致菌体生长缓慢，酶
的产量也会受到影响（图 ８）。因此，应尽可能提高供
氧量以增大α-葡聚糖酶的产量，必要时采用纯氧与
空气混合通气或富氧通气，甚至通入纯氧，还可采取
其它措施，如在培养基中加入过氧化氢或血红蛋白，
提高含氧量。结合能耗和人力成本等因素，本实验的
通气量以 ７ Ｌ／ｍｉｎ为宜。

  图 ８ 通气量为 ３ Ｌ／ｍｉｎ对菌体湿重和酶活的影响

  Ｆｉｇ．８ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ３ Ｌ／ｍｉｎ ｏｎ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ

ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
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  图 ９ 通气量为 ５ Ｌ／ｍｉｎ对菌体湿重和酶活的影响

  Ｆｉｇ．９ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ５ Ｌ／ｍｉｎ ｏｎ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ

ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

  图 １０ 通气量为 ７ Ｌ／ｍｉｎ对菌体湿重和酶活的影响

  Ｆｉｇ．１０ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ７ Ｌ／ｍｉｎ ｏｎ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ

ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

３ 结论

  本文主要研究甘油对毕赤酵母组成型生长和α-
葡聚糖酶产量的影响，结果表明：培养基中初始甘油
浓度为 １５０ ｇ／Ｌ，流加阶段甘油残留控制在 ０～ ５
ｇ／Ｌ，提高通气量，发酵时间 ７８ ｈ 为宜，在此条件下，

α-葡聚糖酶酶活力达 １７６３ Ｕ，为未来大规模生产α-
葡聚糖酶奠定基础。
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