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摘 要 在 ?#0"#+ 5+&/(*#& 组成型表达外源蛋白中碳源起着重要的调控作用。分别以葡萄糖、甘油、甲醇和油酸为碳源研究它
们对摇瓶发酵 J,PP#（.J=G&\N=,）表达 @=, 的影响。结果如下：油酸（PS"0D[X），甘油（R"0D[X），葡萄糖（%S0D[X），甲醇（#%
0D[X）。根据以上结果，以甘油为碳源在 "$X生物反应器中进行 J,PP#（.J=G&\N=,）工程菌的高密度发酵。IR@后测得 @=,的
产量为 PS&0D[X。产物 @=,具有免疫活性并能抑制 1VJV 诱导的 M=L血管生成和实验小鼠黑色素瘤的生长。治疗 P!7后，抑
瘤率达到 &$]，统计学分析结果表明 @=,治疗组和 G^,治疗组小鼠的肿瘤体积呈现显著性差异（? _ $>$P）。
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毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）是近年迅速发展的一
种真核表达宿主，具有安全、高效和适于进行高密

度发酵的优点，已广泛应用于生产重组蛋白。目前

应用得较多的是以 !"#$%为代表的诱导型表达系统，

其特点是在甘油为碳源的培养基中进行细胞的增

殖，然后以甲醇为唯一碳源诱导基因的大量表达［%］。

它对表达产物对宿主细胞有毒害作用的基因表达特

别有效。但甲醇是易挥发的有毒物质，在生产中使

用，容易造成环境污染；另外，发酵过程中进行诱导

时需从一种碳源转换成另一种碳源，操作不方便；并

且，外源蛋白的生产周期较长。!&"!是 ! ’ &%’()*"’
的组成型强启动子，!&"!组成型表达系统除了可以

以甲醇作为碳源之外，还可以以葡萄糖和甘油等无

毒性的物质作为唯一碳源，并且外源蛋白的表达不

需诱导、操作方便、不需要进行碳源转换［(］，具有诱

导型表达不可比拟的优点。尤其是由于能够使用无

毒性的物质作为唯一碳源，使 )&"!组成型表达系
统更适合应用于大规模发酵生产外源蛋白。所以，

采用 !&"!组成型启动子在 ! ’ &%’()*"’ 中表达外源蛋

白正在受到越来越多的关注［* + ,］。在 ! ’ &%’()*"’ 组
成型表达外源蛋白中碳源起着强烈的调控作用［-］。

在 ! ’ &%’()*"’ 的诱导型表达系统中，碳源的使用已
经研究的很充分，形成了以甘油为碳源增殖 ! ’
&%’()*"’细胞，然后用甲醇作为唯一碳源诱导外源蛋
白表达的模式［.］。但在 !&"!组成型表达系统中，
对碳源的研究报道较少［* + -，/ + 0］。血管生成抑制素

（"1234567631，"8）是一种血管生成抑制因子，具有抑
制癌的生长和转移的作用［%9，%%］，深入研究重组血管

生成抑制素生产的条件和技术，对于为当前的研究

和以后的应用提供足够的样品极为重要。本研究以

发酵 ! ’ &%’()*"’ 工程菌生产重组人血管生成抑制素
（:;<71 71234567631，:"8）为例，探讨 ! ’ &%’()*"’ !&"!

表达系统的碳源选择及应用。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株与试剂：! ’ &%’()*"’ 工程菌 &8%%,
（)&"!0=>"8）由中山大学罗进贤教授实验室构
建［,］。人纤溶酶原抗血清和 &?%/ 为 832<7产品，辣
根过氧化物酶标记的葡萄球菌蛋白 "是上海生物
制品研究所产品，8!>8@):7A45@ B756 BC4D 和 8@):7E@F
&>%99由 !:7A<7G37 公司提供，其他生化试剂均为国

产分析纯。

!"!"# 实验动物与发酵罐：-天鸡胚是海南龙泉集
团公司产品；黑色素瘤细胞株和实验小鼠由中山大

学实验动物中心提供。*9 H I’ IA4D1型生物反应器
是德国产品。

!"!"$ 培养基、发酵液及补料成分：
J!培养基：(K蛋白胨，%K酵母提取物。
发酵种子液和 !LM?参照文献［%(］。
发酵液（每 H）：/,K磷酸 (-N. <H，O78#?·(P(#

9N0* 2，=(8#? %/N( 2，M28#?·. P(# %?N0 2，=#P?N%*

2，甘油 ?9 2，!LM? ? <H，蛋白胨 (9 2，酵母粉 %9 2。
补料成分：每 H ,9K甘油（ Q %( <HRH !LM?）。

!"# 方法
!"#"! 摇瓶发酵：! ’ &%’()*"’ &8%%,（)&"!0=>"8）的
组成型表达参考 S76@A:7< P’ T’等［(］的方法，基础
培养基为 ( U J!（?K蛋白胨，(K酵母提取物）。以
不同碳源发酵 ! ’ &%’()*"’ &8%%,（)&"!0=>"8）组成
型表达 :"8实验按如下方法进行：在每管 ( U J!培
养基中别加入一种碳源（葡萄糖溶液，或甘油、油酸、

甲醇溶液），并使每种碳源的终浓度（K）分别为：
9N(,、9N,9、9N.,、%N99、%N(,、%N,9、%N.,、(N99、(N(,、
(N,9、(N.,、*N99、*N(,、*N,9，分装于 (9<H容量试管
（每管 *N,<H），分别接种等量（%K接种量）的 +-99 V

%N,的 &8%%,（)&"!0=>"8）菌液，*9W摇床培养 ( E
取样通过 8X8>!"&Y和蛋白含量测定分析 :"8表达
情况。

!"#"# 高密度发酵：将 &8%%,（)&"!0=>"8）接种于
J!X培养基，摇床培养至 +-99 V %N, 时取 /<H接种

于 /99 <H J!X 培养基，用 /个 ,99 <H 三角瓶分装，
每瓶 %99<H，*9W和 (,9AR<31 摇床培养至 +-99 V %9
时，将其转入 *9H 容量已经装了 %9H 发酵液的 I’
IA4D1型生物反应器中。发酵参数设计：搅拌 %99 Z
.,9AR<31、通气 . Z %9HR<31 和调节补料速率以维持
溶氧 (,K Z *9K；温度设定 *9W，用 .<4CRH [P?#P
维持 )P ,。自动调节连续补料。在发酵期间，每隔
- : 取样测定生物量和分析 :"8表达情况。
!"#"$ 产物纯化、产物的 8X8>!"&Y分析、蛋白质含
量测定和 S@56@A1 \C466312参照文献［%*］的方法。
!"#"% 鸡胚尿囊膜（O"M）血管生成抑制活性分析：
参考文献［,］的方法。重组 :"8用量为 (,!2R鸡胚。
!"#"& 抑瘤实验参考文献［%?］方法，抑瘤活性的结
果分析参照文献［%,］。
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! 结果

!"# 不同碳源对于 ! $ "#$%&’($ %&’(组成型系统
表达 )’*的影响
不同碳源对于 ! ! "#$%&’($ "#$%组成型系统表

达 &$’影响的试验按照 ()*)(的方法进行。以不同
浓度的碳源摇瓶发酵 ! ! "#$%&’($ #’((+（"#$%,-.
$’）表达 &$’的分析结果如下：甘油的最佳浓度为
()*+/，其 &$’表达量为 012345；葡萄糖的最佳浓度
为 (/ ，其 &$’ 表达量为 672345；油酸的最佳浓度
为 8)6+/，其 &$’表达炼为 (712345；甲醇的最佳浓
度为 (/，其 &$’表达量为 +62345。四种碳源的最
佳浓度和 &$’表达量结果综合于图 (。从图 (可见
&$’的分泌表达产量依次为：油酸 9甘油 9葡萄糖
9甲醇。

图 ( 碳源对于表达 &$’的影响
:;3! ( <=>?@A B@C>DEB =AF &$’ EG">EBB;@A

!"! 以甘油为碳源高密度发酵 &*##+（%&’(,-.
’*）表达 )’*
将高密度发酵不同时期收取的样品进行 ’H’.

%$#I分析，结果见图 *。从图 *可见 &$’的分泌在
发酵的初期随着 #’((+（"#$%,-.$’）细胞的增殖而
增多，在发酵 17& 细胞的增殖进入稳定生长期时，
&$’的表达也达峰值，发酵持续 J0&放罐，收获 &$’
的产量为 (7,2345。

图 * 高密度发酵 #’((+（"#$%,-.$’）组成型表达 &$’
:;3! * <@ABK;KCK;LE EG">EBB;@A @M &$’ ;A

#’((+（"#$%,-.$’）?N &;3&.FEAB;KN DEOO DCOKC>E

!"/ 免疫活性分析
将组成型表达产物的上清液进行 ’H’.%$#I，将

电泳胶中的蛋白转移至硝酸纤维素膜后，进行免疫

印迹分析（图 1）。从图 1 结果可见，"#$%,-.$’ 重

组子表达的新蛋白带能与人纤溶酶原抗血清特异结

合，显示组成型表达产物具免疫活性。

图 1 表达产物的蛋白印迹分析
:;3! 1 PEBKE>A ?@OK =A=ONB;B @M EG">EBBEF ">@FCDKB

$：’H’.%$#I；Q：PEBKE>A ?O@K；8：#’((+（"#$%,-）；(：#’((+
（"#$%,-.$’）；R：">@KE;A 2=>SE> !

!"0 表达产物的纯化
将原来保存于 *8/乙酸钠、*8/乙醇中的 ’%.

’E"&=>@BE :=BK :O@T阳离子交换剂装于柱中，用 ( 倍
柱体积的 FU*V充分洗去乙酸钠和乙醇，用 * 倍柱
体积的 +822@O45 磷酸氢二钠、*J 22@O45 柠檬酸平
衡，进样后分别用 * 倍柱体积的 8)12@O45氯化钠、
+822@O45磷酸氢二钠、*J 22@O45柠檬酸；*倍柱体积
的 8)72@O45 氯化钠、+822@O45 磷酸氢二钠、*J
22@O45柠檬酸和 *倍柱体积的 (2@O45氯化钠、+822@O
磷酸氢二钠、*J22@O45柠檬酸进行分步洗脱收集；从
’%. ’E"&=>@BE :=BK :O@T阳离子交换剂柱出来的含 &$’
的收集液，经超滤除盐和浓缩后上 ’E"&=FEG #.(88 凝
胶柱进行过滤，用 8)8(2@O45 "U6)*的 %Q’进行洗脱。
图 J显示纯化回收目标蛋白的 ’H’.%$#I分析。将图
J中的泳道 (进行凝胶光密度积分扫描分析，结果表
明纯化后的 &$’纯度为 ,1)7/。

图 J 生物反应器发酵表达及产物纯化过程
的 ’H’.%$#I 分析

:;3! J ’H’.%$#I =A=ONB;B @M EG">EBBEF =AF
"C>;M;EF ">@FCDKB M>@2 ?;@>E=DK@>

(：=MKE> ’E"&=FEG #.(88；*：=MKE> ’%.’E"&=>@BE :=BK :O@T；1：DCOKC>E
BC"E>=K=AK @M#’((+（"#$%,-.$’）；8： DCOKC>E BC"E>=K=AK @M #’((+
（"#$%,-）；R：">@KE;A 2=>SE> !

!"+ 表达产物对的 1’2血管生成的抑制作用分析
将载样滤纸（8)0D2 W 8)+D2）放于消毒平板中，

J8, )*(+,$, -&.’+#/ &0 1(&%,2*+&/&34 生物工程学报 *886，X@O)*1，Y@)+



各加 !"#$ %&’&；在试验组的每只鸡胚的载样滤纸上
各加 ()!$（*"!+）溶解于 ,-.的纯化的 /0.，在对照
组的每只鸡胚的载样滤纸上各加 *"!+ ,-.。鸡胚
消毒后，在气室上打开一个小孔，然后立即用透明胶

封口。用砂轮在胚头与气室之间磨出开窗区，去除

其蛋壳及膜壳，载样滤纸片放于 102上，用透明带
封开窗区。!3 4 !56、饱和湿度下孵化 78/。孵化结
束在开窗区内注入数 *9+固定液（甲醛 :丙酮 ; * :
*），室温放置 *"9<#。揭开卵壳与壳膜暴露 102，以
载样滤纸为中心，将尿囊膜剪下，放在盛有水的平皿

中展开，贴在一张滤纸上，扫描记录结果。结果如图

)所示，加 %&’&和 ,-. 的对照组鸡胚形成明显的血
管丛，而加 %&’&和甘油为碳源表达的 /0.的鸡胚只
形成少量的血管，说明以甘油为碳源组成型表达的

重组 /0.能抑制 %&’& 诱导的 102血管生成。

图 ) /0.抑制 %&’&诱导的 102血管生成
&<$= ) /0. <#/<%<>? 102 @#$<A$B#B?<? <#CDEBC %F %&’&

0：%&’& G ,-.；-：%&’& G /0.=

!"# 表达产物抑制实验小鼠 $%# 黑色素瘤的生长
在 3周雄性 1)3-+HIJ 小鼠的背部接种 -*H 黑

色素瘤细胞，当肿瘤达到 (""99!时，将动物分为两

组（! ; 7），对照组注射 ,-.溶液，实验组每天注射
*""9$IK$IC重组 /0.。用药 *(C。/0.的抑瘤活性分
析见图 H。注射 ,-.的对照组小鼠背部肿瘤迅速生
长，而用 /0.治疗的实验组小鼠的肿瘤随着治疗时
间的推移而减小。统计学分析 /0. 治疗组和 ,-.
对照组小鼠的肿瘤体积呈现显著性差异（ " L
"M"*），在治疗 *(C后，抑瘤率达到 5"N。

图 H /0.抑制实验小鼠 -*H黑色素瘤生长
&<$= H OPPBE> AP /0. A# >/B $QAR>/ AP 9AD?B -*H 9BS@#A9@

& 讨论
虽然 " = #$%&’()% 的 T0UV* 系统广泛地应用于

生产重组蛋白，但由于该系统需具有毒性的甲醇作

为碳源，并且生产过程中需要进行碳源转换等缺点，

制约了 " = #$%&’()% 的 T0UV* 系统的在外源蛋白大
规模生产中的应用［H］。W@>BQ/@9 XY等首先成功地
从 " = #$%&’()% 基因组中克隆了 T’0,［(］，此后陆续有
报道应用 T’0,调控在 " = #$%&’()% 中成功地表达异
源蛋白［( 4 )］。由于 T’0,系统不需要甲醇作为碳源，
避免了使用甲醇对于环境的污染，并且，外源蛋白的

表达发生于细胞增殖的过程中，在发酵 " = #$%&’()%
的过程中不需要进行碳源转换，操作方便，所以

T’0,系统更适合应用于外源蛋白的大规模生产［H］。
提高 " = #$%&’()% 表达外源蛋白的产量是大家十分关
心的问题。启动子的强度是影响外源基因在 " =
#$%&’()% 中表达的主要因素之一。W@>BQ/@9 XY等证
明 T’0,是组成型强启动子［(］，Z[Q<#$ &等比较了应
用 T0UV*和 T’0,在 " = #$%&’()% 中表达 Q,O,\(，后
者的产物量较前者高 ) 倍［!］。+<# J 等报道用
T0UV*系统在生物反应器中发酵 " = #$%&’()% 5"/表
达 /0. *39$I+［*H］，本研究应用 T’0,系统在生物反
应器中发酵 " = #$%&’()% 78/ 表达 /0. *H59$I+。以
上结果进一步说明可应用 T’0,系统替代 T0UV*系
统在 " = #$%&’()% 中表达血管生成抑制素及其他外源
蛋白。

" = #$%&’()% 的 T’0,受到碳源的强烈调控［H］，因
此，研究和选择合适的碳源对于提高目标产物的表

达产量有着重要的作用。Z[Q<#$等报道用葡萄糖为
唯一碳源表达的 Q,O,\(是以甘油为唯一碳源的大
约两倍［!］。2B#B#CB] J 等的研究结果表明应用甘油
作为唯一碳源能获得更多的产物［*3］。由于来自这

些不同报道的基因拷贝数可能不同并且发酵的方法

和基因不同等，很难对比出哪种碳源较好。本研究

通过摇瓶发酵比较了以葡萄糖、甘油、甲醇和油酸为

唯一碳源对 " = #$%&’()% 工程菌 ’.**)（T’0,5^_0.）
表达 /0. 的影响。结果表明 /0. 的表达产量依次
为：油酸 ‘甘油 ‘葡萄糖 ‘甲醇。以甘油为碳源表
达 /0. 的产量虽然低于以油酸为碳源的 /0. 表达
产量，但从重组蛋白的生产成本考虑，油酸不仅价格

高于甘油，而且油酸是油性物质，纯化过程中，存在

于发酵液中的油酸不仅会影响填料对目标蛋白的吸

附还对填料有损伤作用，不利于填料的回收与再生，

从而影响表达蛋白质的纯化和生产成本的增加。

)"5屠发志等：以甘油为碳源发酵 ")*+)$ #$%&’()% 组成型表达人血管生成抑制素



（我们接下来的研究将进一步探讨以油酸作为 ! !
"#$%&’($ 胞内表达 "#$的唯一碳源）；据此，本研究选
择目标蛋白表达量仅次于油酸的甘油作为唯一碳源

进行高密度发酵的进一步研究。

以甘油为唯一碳源在生物反应器中进行连续补

料高密度发酵获得的 "#$ 产量是摇瓶发酵的产量
的两倍多。甘油是水溶性物质，不具粘性，在高密度

发酵中作为补料成分容易操作，分布于含甘油的发

酵液中的蛋白能够用常规方法（例如离子交换和凝

胶过滤）纯化，并且不会影响填料的回收与再生；甘

油不具有变性蛋白质的作用，以甘油为碳源表达的

"#$仍然保持良好的抑制新生血管生成活性和抗实
验小鼠癌的功能。以上结果说明，甘油适合于作为

! ! "#$%&’($ %&#%组成型表达系统表达 "#$及其他
外源蛋白的唯一碳源。
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