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巴斯德毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）作为外源基因的表达宿
主，已成功表达出一系列胞内和胞外蛋白［! J 4］，并已建立起

了一套较成熟的发酵工艺。巴斯德毕赤酵母基因工程菌的

外源基因，由胞内 EFG 酶（乙醇氧化酶）基因启动子调控。
在非甲醇碳源条件下（如甘油或葡萄糖），EFG酶基因表达被
抑制，外源基因也处于不表达状态。而以甲醇为唯一碳源

时，EFG酶在胞内大量合成，同时外源基因被调控表达。在
一般情况下，EFG酶的变化直接反映了外源基因的表达状
况，因此通过分析检测胞内 EFG酶的含量和变化速率，就可
以确定外源基因所处的状态。

有关学者对酵母中醇氧化酶活性进行了测定［"］，他们首

先从酵母中提取相应的酶，然后通过测定酶催化醇氧化成醛

的量或消耗氧的量定义酶活性。这种方法的主要问题是需

要从细胞中提取相应的酶，由于酵母细胞破碎比较困难，而

且在提取过程中酶会部分失活，很难达到对其中酶的定量提

取和纯化，因此很难定量研究细胞内醇氧化酶的变化，尤其

是处于发酵不同阶段的活细胞内酶的变化。EFG酶作为甲
醇利用途径的第一个酶，催化甲醇和氧反应。细胞在利用甲

醇的同时，也要按一定的摩尔比消耗氧，在特定的条件下，即

只有甲醇作为唯一营养源时，氧的消耗速率可以反映甲醇的

消耗速率，用甲醇的消耗速率或氧的消耗速率来定义 EFG
酶的活性，通过测定活体细胞对氧的消耗情况，就可以确定

EFG酶活力。本文选择了 3 ) 4+&/(*#& 基因工程菌表达尿激酶
原体系作为研究对象，根据活细胞氧化甲醇过程中消耗氧的

情况，通过测定溶氧的变化，建立一种简便、可行的 EFG酶
活力的检测方法。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$&$&$ 菌株：巴斯德毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）基因工程菌，
已将人尿激酶原基因整合到了染色体中。该基因工程菌在

发酵培养过程中分为生长阶段和表达阶段，生长阶段以甘油

作为碳源，在甘油存在时外源基因的表达受到抑制，表达阶

段以甲醇作为唯一碳源，目的蛋白尿激酶原得到正常表达。

该基因工程菌由北京大学蛋白质工程国家重点实验室提供。

$&$&’ 培养基：平皿培养基：葡萄糖 $% >KL，酵母氮源碱基

8I# >KL，（*M#）$ NF# !% >KL，琼脂 !/ >KL；生长培养基：O6NF#·

$M$F %I08 >KL，P>NF# "I$1 >KL，QFM #I!8 >KL，Q$ NF#!1I$ >KL，

甘油 8% :LKL，M8RF# $4)" :LKL，生物素 %I$ >KL，微量元素 #I8

:LKL；表达培养基：以 !4% :>KL甲醇替代甘油，其它成分同生
长培养基。微量元素组成：O,NF#·/M$F $) % >，QS %) %11 >，

P=NF#·M$F 8)% >，*6$P’F#·$M$F %)$ >，M8TF# %)%$ >，O’O($
·4M$F %) / >，U=O($ " ) % >，53NF#·"M$F $$ >，生物素 %I$ >

M$ NF# ! :L定容至 ! L。上述培养基均在 !$! V灭菌 $% :;=。

$&$&( EFG酶活性检测用磷酸盐缓冲液：%I$ :’(KL的磷酸
盐缓冲液。

$&$&) 培养方法：生长菌体培养：挑一环菌落加入装有生长
培养基的三角瓶中，装液量为每 !%%% :L瓶 !%% :L培养基，

$1 V，$%% WK:;=，培养 #1 B。表达菌体培养：将培养后的上述
菌体悬浮液在无菌条件下 8%%% WK:;=离心 !% :;=，收集菌泥，
加入同等体积的表达培养基，在同样条件下培养，根据需要

在培养的不同时刻取样离心，用磷酸盐缓冲液稀释到不同浓

度，配置成菌体悬浮液样品，用于 EFG酶活性的测定。

$&’ 实验设备
实验设备如图 !所示。溶氧检测方法：将按 !4% :>KL比

例加入甲醇的磷酸盐缓冲液预热至 $1 V，充分搅拌使溶氧
饱和，从加样口加入到测氧容器中，直到缓冲液从溢流孔溢

出测氧容器（注意测氧容器中不要有气泡存在），当温度稳定

在 $1 V后，调节溶氧值为 !%%。在搅拌条件下从加样口加入
菌体，立即开始记时，每 $% A记录 !次溶氧值，直到溶氧值接
近零为止。在测定过程中搅拌转子大小、搅拌转数固定。待

测定完毕后，取样分析测氧容器中的菌体吸光度，波长

4%% =:，用吸光度作为菌体浓度。



图 ! "#$酶活性检测装置
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!"# 测定 $%&酶活性原理
在甲醇为唯一底物的情况下，菌体中 "#$酶催化甲醇

的反应可以表示为：

AN@#NO #> !
"#$

NAN#O N>#>

在 >H P、LQ!L! RK4，含氧 >LQJS，水蒸汽饱和的大气，纯
水中的饱和氧浓度为 FQ!EH -’TU，即使全部反应完全，消耗甲
醇 JQDE -’TU左右，比加入的甲醇量 !EL -’TU小很多，因此整
个催化过程可以视为溶氧控制。根据米氏方程，氧消耗速率

!#>可以表示为式（!）的形式

!#> V
!#>-4; W［"#］
$% O［"#］ V

& W ’( W #"ELL W［"#］
$% O［"#］ （!）

比氧消耗速率 )#>
用式（>）表示：

)#>
V

)#>-4;
W［"#］

$% O［"#］ V
& W ’( W［"#］
$% O［"#］ （>）

其中 !#>-4;—最大氧消耗速率；!#>—氧消耗速率；［"#］—溶

氧浓度；’(—单位菌体内的酶浓度；&—比例系数；$%—米氏

常数；#"ELL—以吸光度表示的菌体浓度；)#>-4;
— 最大比氧

消耗速率；)#>
—比氧消耗速率。

如果溶氧浓度远大于 $%，则氧的比消耗速率与单位菌

体内的 "#$酶活成正比，因此可以用溶解氧的变化速率来
表示 "#$酶的活性。

’ 结果和讨论

’"! 有甲醇和无甲醇情况下的菌体溶氧变化
用溶氧变化速率检测 "#$酶活性的关键是能否比较灵

敏地检测出溶氧的变化。在只有甲醇存在时，菌体内的 "#$
酶是否能催化甲醇，溶氧的变化是否敏感，单纯加入菌体是

否也能引起溶氧的变化，针对这些问题设计了如下实验：取

表达阶段培养 EL 6的菌体，分别测定加入甲醇和不加甲醇时
溶氧的变化情况，结果如图 >所示。从图中可以看出，在菌
体浓度基本相同的情况下，有甲醇存在时氧的消耗很快，比

氧消耗速率达到 >C［溶氧T-&/T#"ELL］，而无甲醇条件下比氧

消耗速率只有 @QF［溶氧T-&/T#"ELL］，明显低于有甲醇的情

况。这个结果说明，在只有甲醇作为营养源的情况下细胞内

的 "#$酶可以催化甲醇的反应，通过测定溶氧的变化可以
反映胞内 "#$酶的活性。值得注意的是：在没有营养源的
情况下，磷酸盐缓冲液中的菌体也可以消耗溶液中的氧，这

说明菌体中存在着维持其能量代谢的碳源，这种代谢引起的

溶氧变化只占有甲醇时的 !>S，但是实际上在有外源碳源存
在并维持一定水平的情况下，细胞内部的碳源应该保持恒

定，因此说这种影响可以忽略。

图 > 有甲醇和无甲醇细胞耗氧比较
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’"’ $%&酶活性检测的影响因素
为了测定 "#$酶活性，必须首先确定各种因素对检测

条件的影响。主要的影响因素有温度、缓冲液 ,N、检测菌体
的适宜浓度等。因为该体系的发酵温度为 >H P，人们所关
心的也正是在该温度下 "#$酶的活性，因此 "#$酶的测定
温度选择 >H P。为了排除甲醇浓度变化的影响，甲醇浓度
必须过量，因此本文选择了甲醇浓度为 !EL -’TU（表达培养
的初始甲醇浓度）。本文只研究了 ,N和菌体浓度对检测的
影响。

’"’"! 缓冲液 ,N的影响：将溶有甲醇的不同 ,N、浓度为
LQ>-2:TU的磷酸盐缓冲液加入测氧容器中，加入相同浓度的
表达阶段的菌体，测定其溶氧变化曲线，结果列于图 @中，对
应的比氧消耗速率列于表 !中。从实验结果可以看出，缓冲
液的 ,N在本实验范围内对溶氧变化曲线没有明显的影响，
,N从 CQJ变化到 FQC时比氧消耗速率变化不到 !ES，对检测
的灵敏度影响不大，因此本文选择适合目的蛋白表达的 ,N
进行 "#$酶活性测定，其值为 ,NEQ>。

表 ! ()对检测 $%&酶时氧比消耗速率的影响

*+,-. ! %/01.2 342567(8942 :+8945 4; 8<. $%& 62=.: =9;;.:.28 ()

,N CQJ DQ@ EQ> EQE F FQC

"#T（ * T#"ELL）L(CD@ L (CF@ L (DLH L (DLD L (D>> L (D>C

’"’"’ 菌体浓度的影响：加入不同浓度的菌体，对溶氧变化
的影响结果列于图 C中。从图中可以看出，溶氧在开始以直
线速度下降，当溶氧降低到一定值以后下降速度减慢，溶氧

成为 "#$酶催化反应的限制因素，此时的溶氧浓度用 "#73&

DFCC期 顾小勇等：毕赤酵母基因工程菌胞内 "#$酶的检测方法



图 ! "#对溶氧变化的影响
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表示。在溶氧浓度大于 !"+8%时，溶氧的下降与时间成直线

关系（图中的直线部分相关系数均在 9:;;以上，数据未列），
这个结果说明：在本文条件下，<=>酶催化甲醇的反应对于
溶氧为零级反应，反应速度只与样品中菌体浓度有关。

实验测定过程中，菌体浓度 "!?99以 9:@ A B:9为好，菌体

浓度太低，溶氧变化到 !"+8%以下，需要的时间较长。菌体浓

度太高，溶氧变化太快，溶氧电极指示滞后，影响测量结果。

图 C 菌体浓度对耗氧情况的影响

$%&’C ())*+, -) +-0+*0,8/,%-0 -) # ’ $%&’()*& ,- -67&*05+-02DE*

将耗氧速率对菌体浓度做图，得到图 @的结果。从图 @
可以看出，耗氧速率与菌体浓度成很好的直线关系，相关系

数达到 9:;;F。这个结果说明，氧消耗速率可以直接反映菌
体浓度。在相同条件下，菌体浓度与 <=>酶浓度成正比，因
此氧消耗速率实际上反映的是 <=>酶的活性。

图 @ 耗氧速率与菌体浓度的关系

$%&’@ G*3/,%-02.%" -) -67&*05+-02DE* /01 +-0+*0,8/,%-0 -) # ’ $%&’()*&

!"# $%&酶催化反应动力学规律
图 C和图 @的结果说明，在甲醇为唯一碳源的情况下，

溶氧值高于 !"+8%时，酶催化反应与溶氧值无关，比氧消耗速

率等于最大比消耗速率 +"BE/6，其值等于图 @直线的斜率，通

过计算 +"BE/6 H 9:C9;。由图 B可知，当溶氧值低于 !"+8%时，

供氧成为控制因素。对于表达菌体的反应可以表示成（!）式
的形式：

)"B H I ,［!"］
,’ H +"B J "!?99 （!）

将式（B）代入式（!）积分整理得式（C）：
［!"］9 I［!"］’

’ H +"B-%. J "!?99 K
/-

’ J 30
［!"］’
［!"］9
（C）

图 ? /E 的求取

$%&’? (4/3D/,%-0 -) /E

根据（C）式，对图 B 中 "!?99 H L:99B 的数据进行处理，以!
［!"］M!,和 30（［!"］, M［!"］9）N!,为坐标做图 ?，直线的斜率

就是 /E 值，二者成很好的直线关系，直线的斜率 /E H 9:L?。

这个结果进一步说明，在甲醇过量并作为唯一营养源的情况

下，溶氧在很大范围内（大于 L9倍 /E）均不构成限制因素，

溶氧浓度的下降速率只和胞内 <=>酶活性有关，用溶氧的
变化作为衡量 <=>酶活性的方法是可行的。
综上所述本文定义 <=>酶活力如下：
在一个大气压下，BO P、"#?’B、浓度为 9:B E-3MQ的磷酸

盐缓冲液中，以过量的甲醇 L?9 E&MQ为唯一营养源进行酶催
化反应，单位时间内溶氧的变化值为 <=>酶活力单位。单
位菌体浓度的酶活力为比活力 01<=>，同时也是胞内 <=>酶

含量的值。酶活力 1<=>和酶比活力 01<=>可以分别用式（@）

和（?）表示：
酶活力 1<=> H!!"M!’ H氧消耗速率 （@）

酶的比活力 01<=> H 1<=> M"!?99 H比氧消耗速率 （?）

其中：1<=>—酶活力 D（溶氧ME%0）
01<=>—酶的比活力 DM单位吸光度。

!"’ 基因工程菌胞内 $%&酶比活力随时间的变化
为了进一步证明本文研究的检测 <=>酶活性方法的科

学性，对 # ’ $%&’()*& 基因工程菌表达尿激酶原体系，在表达外
源基因阶段，对胞内酶活性进行了跟踪测定，结果列于图 F
中。从图中可以看出在甲醇的诱导下，细胞内的 <=>酶比
活力不断增加，BF .以后 ’M.趋于恒定。

# 结 论

通过以上的实验讨论和对实际体系 <=>酶活性的检测

?FC 生 物 工 程 学 报 LF卷



图 ! 表达菌体胞内 "#$酶活力随时间的变化

%&’(! )*+ ,*-.’+ /0 -,1&2&13 /0 "#$ &. ,+445 6&1* 1&7+

表明：通过检测以甲醇为唯一营养源的磷酸盐缓冲溶液中细

胞消耗氧的速率，可以反映胞内 "#$酶的活性。该方法简
便、灵敏，可以用于 ! ( "#$%&’($ 酵母表达尿激酶原体系胞内
"#$酶活性的检测。同时该方法对于其它胞内氧化还原酶
活性的检测也有很高的参考价值。
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