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毕赤酵母高密度发酵生产重组人内皮细胞抑制素 

刘先俊 ，周慧云 ，黎 波 

(1．重庆医科大学基础医学院生化教研室，重庆 400016；2．重庆康尔威药业岐份有限公司，重庆 400060) 

【摘 要】目的：在micro DCU一400发酵罐中探讨表达人血管内皮细胞抑制素(Endostatin)的毕赤酵母(GS1 15)工程菌株的高 

密度发酵条件。方法：在发酵过程中，控制溶氧 30％以上、温度 30℃、pH5．3(生长阶段 )或 5．0(诱导表达阶段 )，在无机盐培养 

基中生长约 18--22h后 ，补加 50％甘油继续生长约 3～5h，OD6nn达到 450以上，开始进行甘油 甲醇混合物逐渐过渡至甲醇 、 

甲醇浓度由低至高、8h后达到最大诱导浓度(0．08ml／min／L)的诱导方式，维持诱导约 60h。离心收集上清液。利用 12％聚丙 

烯酰胺凝胶电泳、酶标检测试剂盒检测表达产物。结果：在诱导表达阶段，OD600最高达到 580以上(细胞湿重达到375g／L)， 

表达产量为27．2mg／L，高于摇瓶表达水平(16．3mg／L)。结论：在 15L发酵罐中成功表达了人血管内皮细胞抑制素，为进一步 

大批量生产作了准备。 
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High cell。——density fermentation of Pichia pastoris that express endostatin 

LjU )GanJHn．el al 

(Department ofBiochemstry，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To develop a high call density fermentation process in micro DCU一400{ermentor 0{Pichia pastoris GS115 

containing a recombinant vector pPICZ a／endostatin．Methods：Cells were grown in the banl salts medium(RSM)at 30℃ ，p( ≥ 

30％，pH 5．3(growing)orpH 5．0(inducing)，andthefeed operation using 50％ glycerolWaS perform edwhen dissolved oxygen(pOe
_
) 

increased(after approximately 16—18h)．It lasted 3 5tu's．When cdl density(0136oo)reached 450．the inducement was began．After 

the transition from glycerol—methanol mixture tO methanol，methanol from 0．03ml／min／L tO 0．08ml／min／L in 8h was used tO in— 

duce the endostatin expression．The inducement lasted for approximately 60h．Then centrifugation，the supernatant was collected．The 

expression Was examined using 12％ SDS—PAGE and ELISA．Results：In inducing phase，() o0 reached 580(wet wt 275g／L)．The 

production of endostatin is 27．2mg／L，exceeding that in spinner flask(16．3mg／L)．Conclusion：The human ende,statin had been SUC— 

cessfully expressed in 15L ferm entor． 

【Key words】Endostatin；High call—density fermentation；Pichia pastoris 

恶性肿瘤已成为危害人类健康的首要疾病。其 

发生、发展与治疗长期以来一直困扰着研究者。早 

在 1971年，Folkman等人_l J提出，肿瘤在生长至 1～ 

2mm大小后必需要有 自己的血管供给营养和氧气， 

才能继续生长。因此，肿瘤新生血管形成是肿瘤生 

长、转移赖以存在的条件。阻断恶性肿瘤新生血管 

的生长已有望成为治疗恶性肿瘤的新手段。人血管 

内皮细胞抑制素(Endostatin)是较早发现的内源性 

新生血管生长阻断因子之一_2j。其作用及作用机 

制，国内外已有较多的研究。日前，作为抗肿瘤药物 

作者介绍：刘先俊(1964一 )，男，副教授，硕士 

主要研 究方向：生物制 药。 

开发，重组人血管内皮细胞抑制素国外 已进入临床 

试验阶段[ 。我们在毕赤酵母 中克隆和表达 _r人 

血管内皮细胞抑制素，并在发酵罐中对其商密度发 

酵工艺进行了研究。现将结果报道如下： 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 工程菌与主要试剂 表达人血管内皮细胞抑制素的 

工程菌由本公司构建(已申报 国家专利 ，申请号 ：01102221． 

3)。表达载体为 pPICZa(购自Invitrogen公司)，宿主菌为 

GS115(his4mut )(购 自 Invitrogen公司)。低分子量蛋白质 

标准购 自上海西巴斯生物技术开发有限公司，人血管内皮细 
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袍-BI：；l~J素酶标 刷盒哟fl探圳f 哭 ：鳓 I 钾'ffl~公·司．J r：它 2 结 果 

试剂均由同产或世¨丹析纯试削 

I l 2 i 瑶设备 151 篮 罐l悠I i{]~raun公- ，_11i n- 

l ’Li 4l}l】发酵系统． pH控制器 浴氰挖制嚣、 度控制 

器 搅拌控制糌、空 澎î1器 、补制世佯系境等 控制辅l斗为 

MPC．'~／win 2(1 白功托制发酵罐 记录数挣 )：舒光光爱计 

1．：＼gilenl 8453)；酶协捡删仪(』E京普郎新技术有限 司)；离 

心机(I：kvkma1( }uḧ Av~mt - J 20)等 

I 1．3 主要培养基 }I成 YH)平舨c10g／L酵母膏 ．20g．／L 

蛋白胨．20K／L葡萄精、20g／L琼fj 1；1 M 川)1 clml1，]．1礴 

酸盐缓J呻液 pH 6(J、1 ，1 硫陵铰 3．4K／L 母瓤破、4 

10 g／L #物素、L C FK．．,L IiSfl~)；13M{ Yf I1J ／L酵母膏 2t 

蛋 悻、 )．Imol／L磷限盐缓冲澈 16(1、1l}g,q 硫瞳谨、3 

4g．"L酵母氮碱、4t IO g／L生物索、I{}K／L It油1：I；M MI 

(0 1瑚f)【几 磷酸盐缓冲液 pH 6 f)、⋯g11 硫酸铵 3 46,'L酵 

母氨碱 4×10 t4／L生物索、5． ／I． 油)： #K培养基【每 

升舍： PO~26．7 TIll (’us( 2H1()0 93g、K2s( 18 2g、：Mg- 

-$04 14 96、KOH 4 13g． ‘油40m1)；澈嚣元察f rMl每升 

：(、u 0 93g．．MgSO4 3g．H EO，0．02 、Zn(1：2【 -物索 

0．46 K1 0．08g、Na k 0 2g、CoCIz 0．5R FE 6-1g、亚硫 

酸5ml}：补料培养基：50％甘油(含P1、MI 4mbilOOnd) 

l 2 方法 

I 2_1 L罐种子澉制 簖 挑取在 、_IJr) 板上分离良好的 

单个细咆克隆．镁种篁 LOml BMG-Hf含 Z~oein 1I】 {g／nd】． 

30℃ 250rli'o．in振荡培葬过寝．镜桅尤朵莆污染 ．舒刖取 

5ml 渡转种至5(11I『11I BMGY中(共2帆) 3 cJ 、．250r／nfin 

振荡培养过夜．作为上罐种 液： 

l 2 2 摇瓶培养 表达 接文献 进r彳 

1．2 3 上罐与发酵 在发酵罐c 配制 1{11 生【乏培捧基． 

12Ir龙莆30min后．挎却至30 ’后．．ql氨水闸节I l1 5 3 

加人消泡剂2Oral(泡敌) 1％组氟酸 llI【】】n1．PTM。5{Iml 上键 

种子液 l【． 没定nO：I'1动控制 3fl’ “ 自动娟节转速_j 

氧气供给)、pH 5 3f r J功用氨水调节)．温度设定31 ，开始 

进行发酵 约 【4～I6h后，改为恒定转速(600rpm) 1 3{ 白 

动控制3{1一拍 上(空气混台器自动娴 ) 约经过 1 8～22h． 

当 急荆开始升高『{Ij．补给 5【I％Ig油(古 PFM．4ml／ 

i0{)nd)继续生长至 (丌 呻达到 450 匕(同时|殳定 『 H争5 

0，仍用氨水自动倜节)．Jl 始进行甲醇舔 ，伍诱导后的不 

蚓时间取样测定OI)r, ． 聚丙烯酰胺凝胶l 泳榆测丧达 ： 

物 当删 ，不再继续增加 聚而蠕酰胺艇睦电浊榆删麦这 

产物无明显增多时、停帆卜罐 

1 2 3 电泳榆测表达t 。物 I2。 聚阿烯雠胺凝踱lU泳髓删 

表达产物 

I 2 4 、̂J 管向庋fill JI~抑制索的酶际 删：参照斌刊禽配 

u月_『}进 r 

1 1 重蛆人血管内皮知胞抑制素(Endtmm 11)在摇 

瓶中的表达 

我¨通过 P(、R接得编 凡 箭I．Jq皮洲胞抑制 

索rt',J daNA序列．J干f T A定隆 』℃妃降 毕办静 

母丧逃鞍体——T)I ICZa 『i， 毕水 件纽『I弛—— 

( lI5thLM-mu1)中 进行表达，通过辑l瓶培养} 

丧f 所表达『IlIj重组人m管内歧~ttll也 捌素为iif溶 

Pl~J'b分泌肜』℃．表达产：物通过聚l 烯眦眩挺胶l乜泳 

， 与颉计的理论分 了 人小 I符合( fj 膊 

标枪测结粜 示．表达产量为 16．3n辑／I 蜕叫通 

过牛赤酵母表达系统，我 1已成功表达 Ï疆 i人I札 

管内皮细胞抑制素 

图1 重组人血管内皮细胞抑制素在摇瓶中的表选 

I，2．3：不同诱导时间摇瓶中表达的重组人血管内皮细胞抑 

制紊：4：蛋白质分子量标准 

2 1 毕赤酵母的高密度发酵 

人肠fff 达系统比较． 办阵母的优越 

之一是能进i 密度发酵，从Ifi=『为以 赤酵母作为 

基 1．程 l株 发酵罐l{]获得高水平 嚣提供了基 

础 为 J 捩得发酵罐中的高街发 [程菌，屯庄上 

罐生【乏培养丝中加入适量甘油，使毕亦酵母工程葡 

能获得数 M的大量增加，待这音Ii分甘油消耗完后， 

(丧现为1]( 急剧开始升离)，接符逐 增JJ【】 I{j的 

朴绗，使毕赤酵母] 程前细胞数¨钮时llnj内迅速增 

多．衷观为氧气消耗迅速增多、Ol ．数 [急剧增大 、 

氨水补给 断增多 住我“j的发孵条件下，消耗尘 

K培养』l 的I=1-fi~t约需 I8～221]．()l flt[J~常能达 

yiJ (】庄 ，在随后补充 汕阶段，迎常约托il,l 3 

5h．()I -fi'i达到 500 LI 丧 1]．随即J J：始进f r 

llJ醉诱导 在诱导阶段．(M 值达刮 58{1 l-2}( 

重375g／{一表 I]．以后 OD㈣，值前 l 降趋势．【l 能 』 
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2．3 罐内表迭的诱导方式 

毕赤酵母能 l l或 蜉怍 唯一碳源．以 

醇诱导其外源耩l 的表达 往有  ̈汕仔 叫， 赤 

酵母 油为碳源．使 胞大艟，t-长 在尤十十油存 
=

、有甲醇存在时，!ljlJ只能以}}I醇作为碳源．此时，细 

胞产生大量的醇氧化酶．从而 导外源蛙l 的表达， 

忸是．过量的甲醇对于 赤酵母是有薄的．Iq此，存 

发酵罐内毕赤酵母自一个从利用m1自到利J F1I醇的 

转变过程 怎样使毕赤畔母 r1 菌很好地适应这一 

转变过程，直接荚系刮表达产 的商低．这也是毕办 

酵母工程菌发阵研究中的重点 tI题 我们比较了廿 

油 甲醇混台物进行过度期、随后是I}|醇匮导 百 

接甲醇诱导的表达情挝 具体力法是：在补允卜r汕 

的末段，当() ．值达到 450芹右时(此时，5O％什 

汕补给速度通常为 0．3mltmin／I 、．更换 为5t) ‰H 

谌I：甲醇 =4：【c含 r】TM1 4n 1，】I1̈lI1̈ 、速度l 为0． 

Iml,,~dn／L、时闸 1h；接着更拽为 50％H-油：甲醇= 

2：l f含 P FM T4nd／IOOm1)、速度降为c)[)6ml／mhJ 

L、时问 lh；随后 是 50％ H 泊： 醇 = 1：4(含 

PTM14m[／100m1)、谴 度降为 0．05ml／rain／L、时Ih』 

1h；最后足不含H油的 醇(岔f M，4ml／100n ) 

速度 0 05ml／min／1 ．在 5h内自动增加甲阵供直至 

0．1ml／min／1 +维持该甲醇供膻逮懂瞬导约 f)0h 停 

机下罐 直接llI醇诱导的方法址： 补充1f‘flhf日末 

段．当 0I ”值达yiJ 50(】 日1](此时．5[]％廿ff{】扑 

给速度通常为0 3ml／min／L) ，{：始供给不禽U’汕的 

甲薛(含I1’Ml 4rid／lOOml ，速度 03m[／'mif11，1一在 

8h内自动增加甲醇供应至 0 08ml／rrdn／L．卸：持陔 

甲醇供应进度诱 导约 60h，停机下罐．．晦 椅洲结 

果表明．甘油 呷静混 物的过渡阶段诱导方法的 

产量为 27 2mg／'1． ．直接甲醇诱导方式的产鞋为 l8． 

6mg／L 因此，采}1】1 汕 甲醇混介物的过渡阶段 

诱导 ‘法优于直接Ill醇蘑导方奠 

!．4 谙早阶段时问长短的选搔 

当毕赤孵母利用 醇作为碳源以f ，随着细胞 

产 l 艚氧化酶J 外源基因同时做表达外做分泌至 I 

胞外，因此，随着诱导阶段的lll_liIJ延长，表达r 物 

断积聚．但同时圳胞分泌降解外源篮h的蛋门水辩 

酶也增多，丧达产物的降解LIZ 断j 加．特别是发酵 

旧最后阶段 ， 胞北L的不断 州．使丧达I 物 夺 

蝌 所以．清导阶段il,J 【 的选择划 r表达 

， 量秆莆重 的影响 我 J  ̂ 州， 羼导 

的5—6h l 清液浓缩 10倍 -l!％壤 烯眦睦凝 

胶电泳上即有肉11 14 n J 见n々特 达条带l !)，浠 

导 )h唇，表达产物I蝈 增加，仉降解似 出 署u 

fl 2)，瞵导 72h后．降解 更 ，⋯I II,1采盅 J{I 

多 此．我们选择污导阶段l⋯．1JI 60h 

图2 诱导不同时间的表达情况 

3：诱导 [2h后 ：2：诱导 25h后：1：诱导 4Nh后：5：诱导 72h 

后；4：蛋白质分子量标准 

2 5 发酵过程中plI的变化 

毕办酵母细胞冉广泛的 IJH K范围c pfI ～ 

8) 而细胞在生长阶段会逐渐产艘坎环境 1 H肯 

断减低的趋强(住阿定 pH条什 F．馘水补给1 断增 

Jil1)．此外．细胞分泌的水解走达产物的蚩f l水解嗨 

碱性蛋111水解酶为主 此，为 r喊少表达产物 

聋解，我们选择 r住 长阶段的 lJH hf定任 5．3 

c H{氨水自动调节、，在诱导表达阶段选择 f H恤 

住5 0 实验结粜丧【!Jj，对 毕办酵母细胞『_1q生 艮 

(ODr,㈨慷 与表达无明显影响．仉- 以碱轻表达一 物 

的降斛 

办 #母发达系统是近年米J．训llS'．2多n 坫 r 

表达系统．作为 核丧达系统． ☆其 篮rJ质 

耗达系统所不具备的优点 ，女̈以分泌J 表达l：J， 
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溶性产物而方便对产物的分离纯化 ；可进行高密 

度发酵从而可获得很高的表达产量 等。已对多 

种蛋白质进行了成功表达。对毕赤酵母工程菌在发 

酵罐中的发酵工艺研究也是基因工程产业化研究的 

重点之一。发酵过程中培养基选择直接与随后的分 

离纯化有关。利用毕赤酵母对培养基要求低的特 

点，采用无机盐作为培养基，在我们的发酵条件下， 

毕赤酵母工程菌能很好地生长(OD 值最高达到 

586，细胞湿重达到 275g／L，已达到高密度发酵)。 

这些无机盐培养基为随后的产品分离纯化提供了方 

便。 

在发酵罐中，毕赤酵母发酵达到高密度后 ，诱导 

时间与诱导方式的选择对其表达产量影响较大。怎 

样选择诱导时间与诱导方式是毕赤酵母发酵研究中 

的重要课题。甲醇，一方面作为诱导物 ，可诱导外源 

基因的表达；同时，在诱导阶段，它也作为毕赤酵母 

的碳源。此外，过量甲醇会导致毕赤酵母的甲醇中 

毒。在毕赤酵母利用甘油而转变为利用甲醇时，需 

要一定时间产生利用甲醇的酶(即诱导醇氧化酶的 

表达)。因此，在诱导的初期，通常采用甲醇从低浓 

度逐渐增加至最大诱导浓度。我们探索了甘油 一甲 

醇混合物的过渡阶段诱导方法与直接甲醇诱导方 

式，从 okoo值、p()2变化、氨水消耗情况以及表达产 

物的酶标检测结果等指标判断，甘油一甲醇混合物 

的过渡阶段诱导方法优于直接 甲醇诱导方式 ，与 

Zhang等人_8 J的报道相似。此外，甲醇浓度从低达 

到最大诱导浓度所用时间差异较大一 ，这可能与不 

同的工程菌有关。我们采用在 8～lOh内达到甲醇 

的最大诱导浓度并维持约 60h左右的诱导时间。 

甲醇最大诱导浓度的选择也是毕赤酵母发酵研 

究中的重要问题。很明显：甲醇浓度太低，表达产量 

低；甲醇浓度太高，会导致工程菌甲醇中毒，表达产 

量反而降低。因此，在保证工程菌不致甲醇中毒的 

前提下，通常选择工程菌能耐受的最大甲醇浓度(有 

条件时，最好检测发酵液中的甲醇浓度l10]而调整甲 

醇的供给量)。该浓度的高低，与工程菌种类、诱导 

方式等有关。在我们的诱导方式下(甘油 一甲醇混 

合物的过渡阶段诱导)，当甲醇供给速度达到 0．1ml／ 

min／L以后，约 20—30h后即可出现 po2、pH的升 

高，表达产量明显降低等。初步考虑与甲醇中毒有 

关。因此，我们选择最大甲醇供给速度为 0．08ml／ 

min／L而维持诱导。酶标检测结果表明，表达产量 

为27．2mg／L。仅稍高于摇瓶的表达量(16．3mg／ 

L)。考虑到在诱导阶段，发酵罐中的细胞密度远高 

于摇瓶中的细胞密度(约高10倍)，我们在罐内的表 

达量与其细胞密度明显不相称 ，说明尚需要进一步 

探讨甲醇的诱导方式与最大甲醇诱导浓度。 
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