


本试验所采用的 ! ! "#$%&’($ "#$$% 已被鉴定成

功转入了水稻碱性几丁质酶基因。一种酶要被大

规模应用，其价格将是首先要考虑的因素之一。通

过优化培养基及其发酵条件来提高产量而降低成

本是工业上常用的方法。重组 ! ! "#$%&’($ 表达外源

基因受营养物质和环境条件的影响。! ! "#$%&’($ 表

达外源基因有其独特的机制：其被甲醇诱导，但浓

度太低不能充分诱导外源蛋白表达，太高又会使细

胞中毒；对于分泌型表达的工程菌，在发酵过程中，

酵母自身分泌的蛋白酶对外源蛋白的表达量影响

很大。本实验考察了重组 ! ! "#$%&’($ 生产几丁质酶

的几个条件。

! 材料与方法

!"! 菌种

! ! "#$%&’($ "#$$% 菌株，遗传表型 &’() ，醇氧化

酶启动子 *+,$，载体 -./01，由阎瑞香构建。

!"# 培养基和培养方法

!"#"! 培养基：2.3（$456酵母抽提物，7456蛋白

胨，$456葡萄糖），斜面培养基则为上述成分再加入

$4%6的琼脂制得。8&"2（$456酵母抽提物，$456
甘油，7456 蛋白 胨，54$9:;<= 磷 酸 缓 冲 液，$4>?6
2@8，（? A $5B %）6生物素）。8&&2（$456酵母抽提

物，54%6甲醇，7456蛋白胨，54$9:;<= 磷酸缓冲液，

$4>?62@8，（? A $5B % ）6生物素）。上述浓度均为

培养基终浓度。

!"#"# 培养方法：于 >5C生长 7D 的新鲜平板上取

两环单菌落接到种子培养基中摇瓶培养约 $EF，再

以 $56的接种量转接到 8&"2 中培养 7?F 左右，离

心弃上清液，菌体转接到 8&&2 开始诱导，每隔 $7F
补加甲醇至预设浓度。摇床温度为 >5C，转速 755G<
9HI，装液量为 >59=<$%59=（每批次装液量有微小差

异）。

!"$ 外源蛋白表达条件试验

!"$"! 不 同 -J 对 表 达 外 源 蛋 白 的 影 响：用

54$9:;<=的磷酸缓冲液配出 -J 值分别为 >45、>4%、

?45、?4%、%45、%4%、K45、K4% 的 8&&2，培养 L7F 后测

定蛋白表达量和酶活。

!"$"# 诱导阶段甲醇浓度对蛋白表达量的影响：在

8&&2 培 养 基 中 分 别 添 加 54%6、$456、$4%6、

7456、74%6、>456的甲醇，-J 为 K45，其它成分不

变，培养 L7F 后测定蛋白表达量和酶活。

!"$"$ 油酸对蛋白表达的影响：在诱导阶段分别

添加 545%6、54$56、54$%6、54756的油酸，观察其

对蛋白表达的影响。

!"$"% 发酵时间的影响：在 8&&2 中开始诱导后，

从第 7?F 起每隔 $7F 取样测定蛋白表达量和酶活。

!"% 正交设计法优化培养基配方试验

选用正交设计法的 =>? 表，以甲醇为 * 因素（处

理水平为 54%6、$456、$4%6）、2@8 为 8 因素（处

理水平为 54KL6、$4>?6、745$6）、8&"2 与 8&&2
的体积比为 0 因素（$ M7、$ M$、7 M$），酵母抽提物为 3
因素（处理水平为 54%6、$456、$4%6），按设计方案

表配制培养基，并根据最适 -J、培养时间、添加油酸

量进行摇瓶发酵试验，以几丁质酶酶活力为指标。

结果通过分析软件 #.##（$$4%）分析。

!"& 正交试验的验证

根据正交试验设计法所得出的最佳组合设计

培养基配方，接种后摇床培养，测定蛋白表达量和

酶活，进行 > 次重复试验。

!"’ 粗酶液制备

离心发酵液（?C，$%555G<9HI，$%9HI），上清液

即为粗酶液。

!"( 检测方法

蛋白表达量测定方法：8GNDO:GD 检测法［L］。

几丁质酶酶活测定方法：参考檀建新等的方

法，酶活以每小时分解胶体几丁质产生 $!P 的 @ B
乙酰氨基葡萄糖的酶量为一个酶活力单位（Q）［E］。

甲醇检测方法：气相色谱法［1］。

# 结果与分析

#"! 不同 )* 对表达外源蛋白的影响

不同 -J 值对外源蛋白表达的影响较大，酸性

环境明显不利于几丁质酶的表达，随着 -J 值升高，

蛋白表达量逐渐增加。在 -JK45 时（$7$4759P<=）产

量最高。故在后续发酵生产重组几丁质酶时，需要

用酸或碱不断地调整发酵液的 -J 值，使其保持在

K45 左右，保证几丁质酶的高效表达（图 $）。

#"# 诱导阶段甲醇浓度对蛋白表达量的影响

! ! "#$%&’($ 在诱导表达阶段，甲醇作为诱导物的

同时又是碳源和能源。由于本菌种为 &’() 型，对甲

醇的消耗能力较强。由图 7 可以看出，在甲醇浓度为

$456时，蛋白表达量最高，相对于甲醇浓度为 54%6
时，其表达量提高了 $>6多。但甲醇浓度不宜过高，
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随着浓度的进一步提高，表达量有所下降，表明过多

的甲醇抑制了外源蛋白的表达。

图 ! "# 对蛋白表达的影响

图 $ 甲醇浓度对蛋白表达的影响

!"# 油酸对蛋白表达的影响

油酸 是 一 种 能 诱 导 过 氧 化 物 酶 体 产 生 的 碳

源［!%］，对 ! & "#$%&’($ 而言可能是产生的过氧化物酶

体协助氧化了 ’()! 氧化甲醇而产生的过氧化物，

以减轻对细胞的伤害，进而提高了 ’()! 的稳定性

和活力。*+,-. *,/+0+123 等报道在发酵液中添加油

酸能提高表达量［!!］。由图 4 可看出，以添加 %5%67
的油酸为好，相对于不添加油酸的对照，其蛋白表

达量大约提高了 6587，而随着浓度的提高，表达量

反而下降，可能是因为过多的过氧化物酶体影响了

酵母的代谢途径，抑制了甲醇的诱导作用。由于油

酸在发酵罐中还具有消泡剂的作用，故以此浓度为

参考在后续发酵罐生产中添加。

!"$ 发酵时间的影响

随着诱导时间的增加，蛋白表达量呈上升趋

势，由图 9 可以看出蛋白表达量在第 !%:2 达到最高

（!$95$;<=>?），但是其表达的增长速率在第 8$2 时

已放缓。酶活随表达量的增加而增加，呈现很好的

正相关性。

图 4 油酸对蛋白表达的影响

图 9 诱导时间对蛋白表达的影响

!"% 正交设计法优化培养基配方试验

根据以下正交表的试验结果，以 ’ 取 ’$ 时最

高，@ 取 @! 时最高，A 取 A4 时最高，B 取 B4 最高。

即以 ’$@!A4B4 为最优条件。A 的两个水平之间差异

最大，依次为 A C B C ’ C @，A 为主要因素。经 DEDD
（!!56）分析，A、B、’ 对蛋白表达量有显著性影响。

表 & 四因素三水平正交试验

试验号 ’ @ A B 试验值

F! ! ! ! ! !;5;G

F$ ! $ $ $ 4$5G%

F4 ! 4 4 4 4;5G!

F9 $ ! $ 4 9858:

F6 $ $ 4 ! 9$56$

FG $ 4 ! $ $;58!

F8 4 ! 4 $ 9!5$G

F: 4 $ ! 4 4$5!G

F; 4 4 $ ! $G588

! 4%58$ 4G544 $85$: $;586

" 9%5%% 4658G 4658$ 4956$

# 4459% 4$5%4 9!5!4 4;5:6

H ;5$: 954% !45:6 !%5!%
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表 ! 正交试验的方差分析

方差来源 平方和 自由度 方差 ! 值 显著性

! "#$%&’" ( ($)%’#* #+%,$) !!

- ,+%$++ ( ",%$"" "%)#& !

. +**%’,+ ( "’+%&,, "$%’,’ !!

/ "),%"$# ( ((,%*$# (#%#)$ !!

误差 #,)%",( #+ #$%+&#

注：!$%,)（(，#+）0 ’%))，!$%,,（(，#+）0 &%$#

!"# 正交试验的验证

按正交试验所得的诱导阶段最佳条件，即以甲

醇 #%$1，23-$%&*1，体 积 比 (：#，酵 母 抽 提 物

#%)1进 行 同 批 次 的 ’ 次 试 验，平 均 表 达 量 达

#*#%,,4567，酶活为 ",%)+8647。符合正交试验的

分析结果。

表 $ 正交试验优化结果验证

试验批次 # ( ’ 平均数

蛋白表达量6（4567） #*$%’( #*"%#" #*#%)( #*#%,,

酶活6（8647） )$%+& "*%,$ ",%,* ",%)+

$ 讨论

重组 " 9 #$%&’()% 的外源基因整合在 !:; 基因

的下游，所以重组几丁质酶的表达与 !:; 的表达成

正比。在诱导期，!:; 启动子严格受甲醇诱导，因

此提高甲醇浓度可能会提高外源蛋白表达量，本实

验得出甲醇浓度为 #1时较好，而随着甲醇浓度的

逐渐增大，蛋白表达量逐渐下降，这可能是甲醇没

有耗尽、有积累，对细胞产生毒害作用。在实验初

期我们每 ("< 补加一次甲醇，后来改为 #(< 补加一

次甲醇，发现蛋白表达量有所提高，并且减少了背

景杂蛋白，由此推测该菌株对甲醇浓度变化敏感，

提高诱导期甲醇浓度的稳定性将是一个关键。

=> 过低会影响细胞膜的通透性，进而影响细胞

对营养物质的吸收和对蛋白的分泌，但有些外源蛋

白的表达需要将 => 降低，如王海宽等报道毕赤酵

母表达木质素过氧化物酶时，对产酶影响最大的为

=> 值，当 => 值为 ’%$ 时，产酶量较高，可能低 =>
抑制了降解目的蛋白的特异性蛋白酶的活性［#(］。

本实验发现当 => 为 &%$ 时外源蛋白表达量最高，

可能是在该条件下不仅较有利于酵母生长，也抑制

了蛋白酶的活性。同时培养基中的蛋白胨也起到

了蛋白酶底物竞争物的作用。

?@AB 型 " 9 #$%&’()% 能迅速启动外源基因的高效

表达，一般在 *(< C +$< 内即达到产酶高峰。本实验

发现在 #$+< 才达到产酶高峰，比通常要推迟，可能

是因为采用的 -?D2 和 -??2 营养成分较其它酵

母培养基全面，体系中的缓冲液减弱了培养基条件

的恶化，也可能该外源蛋白对 " 9 #$%&’()% 的影响较

小。

以上初步考察了重组几丁质酶的发酵条件，由

正交试验可以看出细胞密度是影响外源蛋白表达

的最主要因素。摇瓶发酵过程中营养物质充足，故

溶氧应该为限制因素。我们下一步将用发酵罐生

产重组几丁质酶，由于发酵罐的参数如 =>、通气量、

甲醇流加速度等很容易在线控制，所以 " 9 #$%&’()%
易于在发酵罐中放大并达到高密度，保障我们将蛋

白表达量进一步提高。另外，高密度发酵时蛋白酶

与外源蛋白表达量的关系也正在进一步的研究中。
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