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不同甲醇流加策略对重组毕赤酵母高密度发酵生产水蛭素的影响

周祥山 范卫民 张元兴"

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海 $%%$#0）

摘 要 考察了不同甲醇流加策略对毕赤酵母高密度发酵生产水蛭素的影响。溶氧控制法不能有效地防止甲醇

的过量流加。气相色谱离线检测法虽然防止了甲醇流加过量，但甲醇浓度的波动较大。利用甲醇传感器在线检测

控制甲醇的流加可维持较恒定的甲醇浓度。在流加甲醇的同时，以限制性速率流加甘油可以增加表达期间的能量

供应，提高产物的表达量。经优化后，采用甲醇甘油混合流加时细胞干重达到 !3$=DE，水蛭素活性达到 $F4 G
!%4H1ID8E，即 !F0 =DE。
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水蛭素是一种 3& L 33个氨基酸的无糖基化多
肽，约 0MN，它能特异性地与凝血酶结合，是迄今为
止已发现的对凝血酶抑制作用最强的抗凝药物［!］。

水蛭素能有效地预防和治疗冠状动脉疾病、静脉血

栓、弥散性血管内凝血等疾病［$］。由于水蛭素不与

血小板反应，它在治疗肝素诱导的血小板减少症

（OP1）方面具有其他抗凝药物无法比拟的效果［#］。
从医用水蛭中提取天然水蛭素满足不了临床的

大量需求。利用大肠杆菌、链霉菌、酿酒酵母、汉逊

酵母、转基因烟草等表达重组水蛭素已见报道，但产

量较低。甲醇营养型毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）表达
系统是近年飞快发展的一个优秀的真核表达系统，

$%%%年报道已有 $$%多种外源蛋白在毕赤酵母中表
达，其中胞内表达的巴西三叶胶腈水解酶（5%6%+
7*+&#,#%$&#& ;.CQ(6.<9BQ9)2 ).-A2）产量高达 $$=DE［4］，胞外
表达的组织坏死因子产量超过 0=DE［&］。但目前国内
外关于毕赤酵母的报道集中在基因表达方面，而关

于高密度发酵优化的报道较少。本文报道了在 &E
发酵罐中不同甲醇流加策略对重组毕赤酵母高密度

发酵生产水蛭素的影响，为大规模工业化生产奠定

了基础。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!" ! 菌株：重组毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）,@BR

基因工程菌，分泌表达水蛭素（QO’$/E.A40）［!］。
!"!" # 培养基：种子培养基为 ,ST 培养基，发酵
培养基为 UV,培养基［3］。
!"# 方法
!"#"! 流加发酵：将保藏菌种接种到 #%8E ,ST种
子培养基中，在 #%W，$&%QD89< 下培养 $% L $&; 后，
按 !%X接种量接入装 $E UV,的 &E发酵罐中进行
发酵，YO&F%，89 维持 #%X以上。约 $%;后，甘油耗
尽（NZ迅速上升），流加甘油（&%X，: D;，含 !$8EDE
[1,［3］）约 &; 后停加甘油，开始以不同方式流加甲
醇（!%%X，含 !$8EDE [1,）诱导水蛭素的表达。
!"#"# 分析方法：甘油用甘油试剂盒（\(?;2公司）
分析。甲醇用岛津 S]/!4] 分析。细胞干重测定：
!%8E发酵液 !%%%%QD89<离心 !%89<，去上清，水洗 $
次，"%W烘干至恒重。水蛭素活性采用发色底物
?;Q(8(:.8 1O（V9=8-公司）测定［0］。

# 结果与讨论

#"! 根据溶氧控制甲醇流加
微生物发酵过程中，YO、溶氧（89）等参数可以

反应碳源的消耗情况。当碳源消耗完时，89 会上
升；如果再加入碳源，由于微生物利用碳源会消耗

氧，使 89 下降。利用这个原理可根据 89 的变化
控制毕赤酵母发酵过程中甲醇的流加。

如图 !所示，水蛭素发酵中，在 $%;甘油耗尽，



细胞干重为 !"#$%&’。再流加甘油 $(后细胞干重达
到 $)#!%&’。从第 !$(开始以 )*’&（’&(）的速率流加
甲醇。!( 后，将流加速率提高到 +*’&（’&(）。在最
初的几个小时内，毕赤酵母还没有完全适应甲醇，这

时 !" 不稳定，不能反应甲醇的消耗情况。从第 !,(
开始，以 ,*’&（’&(）的速率流加甲醇。将转速调整
为 -$./&*01，氧气与空气按 2&)混合，并以 233*的流
量通气。由于这时毕赤酵母已完全适应甲醇，开始

快速利用甲醇，!" 开始逐渐上升。这时可以根据
!" 的变化控制甲醇的流加，即一旦 !" 上升至
4$5，则将甲醇流加速率增加 !.5，使 !" 缓慢下降
至 ).5。若 !" 仍高于 ).5，则继续增大甲醇的流
加速率。

从图 2中可看出，利用 !" 控制甲醇流加不能
有效控制发酵液中的甲醇浓度。在第 "!(，甲醇浓
度高达 "#2%&’。一般甲醇浓度高于 $%&’会抑制酵
母的生长，所以虽然这时停止流加甲醇，但直到 -.(
甲醇浓度才降到 $%&’以下。在这期间，细胞生长一
直被抑制，水蛭素活性增长速率也显著下降。-.(
后虽然降低甲醇流加速率使发酵液中的甲醇浓度维

持在较低水平，但细胞仍生长不多，可能是高浓度甲

醇已造成细胞损伤，水蛭素表达水平基本没有增加。

发酵过程中相对于每升初始培养基共流加甲醇

4".*’，其中 ,2(细胞量为最高，为 22!%&’，水蛭素活
性最高只有 ,#$ 6 2.)789&*’。
在甲醇流加过程中，如果某时刻甲醇流加过量

导致细胞的生长受到抑制，则菌体的耗氧速率下降，

表观上 !" 会上升（如图 2中 +. : "!(），这反倒会使
人误以为是甲醇浓度较低，从而增大流加速率，结果

使甲醇浓度越来越高。因此利用 !" 控制毕赤酵母
发酵过程中甲醇的流加不是一种有效的方法。

!"! 通过气相色谱检测控制甲醇流加
开始流加甲醇后，每隔 2(取样，用气相色谱离

线检测甲醇浓度。若甲醇浓度超过 )%&’，则降低甲
醇的流加速率，使甲醇浓度控制在 )%&’以下。经过
-"( 发酵，共流加甲醇 +!.*’&’，细胞密度达到
2)$%&’，比通过 !" 控制流加时细胞量增加了
!.#$5。由于整个过程中没有出现过量甲醇的抑
制，水蛭素活性最高达到 2#4 6 2.4789&*’。相对于
!" 控制流加，通过气相色谱控制流加水蛭素产量
提高了 4"#45。
从图 ! 可看出，整个过程中甲醇浓度虽然在

)%&’以下，但由于离线检测的滞后性，很难精确控制
甲醇的流加，导致甲醇浓度的波动较大，时高时低。

图 2 根据 !"控制甲醇流加发酵水蛭素过程中的变化
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文献报道，毕赤酵母 =G?I菌株对瞬间甲醇浓度的变
化非常敏感，这些变化会使甲醇氧化酶（7MN）失活
甚至使细胞死亡［-］。因此使发酵液中的甲醇浓度维

持恒定非常重要。气相色谱检测控制甲醇流加过程

中甲醇浓度的不稳定，影响了水蛭素表达量的进一

步提高。另外，离线检测需经常取样分析，这也限制

了这种方法的实际应用。

图 ! 通过气相色谱检测控制甲醇流加发酵水蛭素
过程中的变化
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!"# 甲醇传感器在线检测控制甲醇的流加
利用甲醇传感器在线检测发酵液中的甲醇浓

度，由于该传感器灵敏度高，响应时间小于 !*01，因
此能有效地控制甲醇的流加，使甲醇的浓度维持恒

定［,］。如图 )所示，在前 $(的适应期内，维持甲醇
浓度为 .#$%&’，之后维持甲醇浓度为 !%&’。发酵 ,4(
时共流加甲醇 "2.*’，细胞干重达到 2$$%&’，水蛭素
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活性达到最高值 !"# $ !%&’()*+,，比气相色谱离线
检测产量提高了 -."/0。由此可看出，在毕赤酵母
发酵过程中，维持稳定的甲醇浓度非常重要。

图 - 甲醇传感器在线检测控制甲醇流加发酵水蛭素
过程中的变化
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!"# 甲醇$甘油混合流加
毕赤酵母表达外源蛋白期间，甲醇一方面作为碳

源构成细胞骨架，使细胞生长；另一方面又作为能源

物质用于菌体的生长、维持代谢及外源蛋白的表达。

由于菌体生长需要大量能量，与产物表达竞争能量，

导致用于产物表达的能量不足，使产量偏低。提高能

量供应的最简单方法是提高发酵液中的碳源浓度。

但甲醇浓度的增加会抑制细胞的生长甚至导致细胞

的死亡，添加葡萄糖则抑制甲醇氧化酶启动子 H’IJ的

启动，使外源基因不能正常表达。添加甘油并使甘油

处于限制性状态不会抑制甲醇氧化酶启动子，并可增

加能量的供应，从而增加外源蛋白的表达。

甘油E甲醇混合流加实验如图 & 所示。利用甲
醇传感器控制甲醇的流加，前 .8 控制甲醇浓度为
%".3*,，之后控制甲醇浓度为 K3*,。同时在甲醇诱
导后 K%8，即发酵 &.8时开始以 .+,*（,*8）的速率流
加甘油，由于诱导阶段甘油流加量少，发酵罐中残余

甘油浓度基本为零，不会抑制水蛭素的表达。发酵

#%8时细胞干重达到 !LK3*,，水蛭素活性达到最高
值 K"& $ !%&’()*+,。

图 & 甘油甲醇混合流加发酵水蛭素过程中的变化
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混合流加发酵 #%8表达量最高时，共流加甲醇
L#.+,（图 &N），和图 - 只流加甲醇差不多。甘油共
流加 KK.+,，一般甘油对菌体的得率系数为 %"&K，理
论上细胞量应增加 .#3*,（甘油密度为 !"KL，浓度为
.%0，! *"）。但从图 &’中可看出，相对于图 -中只
添加甲醇，虽然混合流加发酵 &.8时添加甘油后细
胞量增长迅速，但最终的细胞量增加很少。这说明

添加的甘油主要是用于异化供能了。由于增加了能

量的供应，水蛭素产量提高，总活性增加了 KL"-0。

% 结 论
在基因工程重组毕赤酵母发酵生产外源蛋白

时，由于过高浓度的甲醇抑制细胞的生长和产物的

表达，因此通过合适的策略控制甲醇的流加是提高

外源蛋白表达量的关键。

通过溶氧（#$）控制甲醇的流加时不能有效地
防止甲醇流加过量。通过气相色谱离线检测控制甲

醇的流加虽然防止了甲醇流加过量，但甲醇浓度的
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波动较大，影响了毕赤酵母 !"#$ 菌株产物的表达。
利用甲醇传感器在线检测控制甲醇的流加可维持平

稳的甲醇浓度，提高产物的表达。另外，在流加甲醇

的同时，以限制性速度流加甘油可以增加表达期间

的能量供应，提高产物的表达量。

在水蛭素发酵方面，目前国内报道的最高产量

低于 %&&’()*+,，仅相当于 -./+0*,；国外已报道的
最高产量为美国杜邦公司，他们在 /,发酵罐中发酵
1/2后细胞干重约 %%&0*,，水蛭素产量为 %./0*,［%&］。
本文经过优化，利用甲醇传感器控制甲醇的流加，同

时混合流加甘油，水蛭素的最高产量达到 3.4 5
%&4’()*+,。一般重组水蛭素的比活为 %.6/ 5
%&4’()*+0，则水蛭素的产量已达到 %.-0*,。
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2JKL，#2C NF"D#"J#HEK HK +C#2JKEF DEKDCK#GJ#HEK ^JM EOMCGXCL ^H#2 +C#2JKEF NCCLHK0 M#GJ#C0R OR ENN[FHKC 0JM D2GE+J#E0GJQ2RA
8E^CXCG，#2C M#JOFC +C#2JKEF DEKDCK#GJ#HEK ^JM QCGNCD#FR JD2HCXCL OR #2C EK[FHKC +EKH#EGHK0 ^H#2 +C#2JKEF MCKMEG A (2C M"QQFR EN
CKCG0R ^JM H+QGEXCL OR NCCLHK0 0FRDCGEF J# J FH+H#CL GJ#C JM ^CFF JM +C#2JKEF HK #2C HKL"D#HEK Q2JMC A (2CGCNEGC，#2C 2H02 DCFF LGR
^CH02#（%S30*,）JKL 2H02 2HG"LHK JD#HXH#R（3.4 5 %&4’()*+, EG %.- 0*,）^JM EO#JHKCL HK #2C NCL[OJ#D2 NCG+CK#J#HEK EN GCDE+[
OHKJK# !"#$"% &%’()*"’ OR +C#2JKEF[0FRDCGEF +HPCL NCCLHK0 A

F/> G36<2 2HG"LHK，!"#$"% &%’()*"’，+C#2JKEF，NCL[OJ#D2，NCG+CK#J#HEK

VCDCHXCL：%3[%-[3&&%

! \EGGCMQEKLHK0 J"#2EG A (CF：TS[3%[S43/6&S/；_JP：TS[3%[S43/6&3/；‘[+JHF：RPI2JK0d CD"M# A CL"A DK

%/66期 周祥山等：不同甲醇流加策略对重组毕赤酵母高密度发酵生产水蛭素的影响




