
第 2卷第 5期                              过 程 工 程 学 报                             Vol.2 No.5 
2002 年 10月                     The Chinese Journal of Process Engineering                   Oct. 2002 

双碳源交替刺激毕赤酵母高效表达人尿激酶原 

马善康,  李 强,  顾小勇 
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摘  要：用毕赤酵母表达人尿激酶原，确定了基本的发酵条件：生长阶段 pH控制在 5.6，表达阶
段 pH控制在 6，生长和表达阶段发酵温度 28oC. 研究发现细胞内乙醇氧化酶(AOX)酶活性的变化
与目的蛋白尿激酶原(Pro−UK)酶活性的变化存在很好的对应关系，得到一种新的高效表达目的蛋
白的调控方法，即交替加入甘油和甲醇，这一双碳源交替刺激法使表达的酶活性比对照提高了 70%. 
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1  前 言 

血栓病是人类高死亡率疾病之一，极大地危害着人类健康. 尿激酶原(Pro-urokinase或 Pro-UK)
是尿激酶的前体，能选择性激活纤维蛋白表面的纤溶酶原，而对循环血液中纤溶酶原、纤维蛋白

的影响较小[1,2]，是一种有效且副作用小的新型溶栓药物. 从 20 世纪 80 年代初，人们就开始研究
通过基因工程的方法构建基因工程细胞，用细胞大规模培养的方法来制备这种溶栓剂[3]. 

迄今为止，人们已尝试用各种宿主细胞以及外源基因载体构建出不同的表达系统：(1) 利用昆
虫细胞−杆状病毒表达系统表达尿激酶原[4]，这种方法能得到较高酶活力，但由于培养复杂、周期

长，成本高，还不适于进行大规模生产；(2) 用 CHO细胞在低血清培养情况下酶活力最高可达 6614 
IU/ml[5]，表达水平很高，但也存在与昆虫细胞表达系统同样的问题；(3) 大肠杆菌表达系统具有
经济、简便、生长周期短、容易控制等优点，并且尿激酶原在大肠杆菌中的表达产物形成包涵体，

避免了被蛋白酶降解的可能，但是表达水平很低，多在 2%以下. 彭贵洪等[6]构建的基因工程菌表

达量超过 15%，酶活力只有 1000 IU/ml；(4) 在 BHK21细胞中表达水平也很低，为纳克级，要达
到具有工业生产价值的程度很困难. 

毕赤酵母(Pichia pastoris)是近十几年兴起的真核表达系统，此表达系统具有原核生物发酵速
度快、简便的特点，同时又具有真核生物对表达蛋白进行翻译后修饰的能力，特别是糖基化能力.
其基因表达产物既可在胞内聚集，又可以被分泌到胞外[7−9]，酶活力高达 10000 IU/ml 以上. 本工
作针对一株表达Pro-UK的毕赤酵母GS115展开研究. 从质粒的构建方式可以看出，当甲醇诱导时，
乙醇氧化酶(AOX)合成同时就表达目的蛋白 Pro-UK；不合成 AOX 的情况下也不生成目的蛋白，
加入甘油可使毕赤酵母大量生长，而此时不生成 AOX，当然也就不会产生目的蛋白 Pro-UK. 这就
是产物合成与底物的关系. 在菌体浓度一定时，菌体中AOX酶量是有限的，不能无限增加. 当AOX
浓度上升到一定值时，就不再表达，也就是目的产物 Pro-UK不再生成. 如果在表达阶段交替加入
甲醇和甘油，就可能打破细胞中利用甲醇的 AOX的平衡，在反复合成 AOX的过程中，使目的蛋
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白分泌量增加，就有可能大量积累 Pro−UK. 因此本研究提出甲醇、甘油双碳源交替流加的新工艺，
考察用双碳源交替刺激Pichia pastoris基因工程菌表达重组 Pro-UK的基本条件及效果. 

2  材料和方法 

2.1 菌种及培养基 

毕赤酵母(Pichia pastoris)GS115基因工程菌由北京大学蛋白质工程国家重点实验室提供. 
种子培养基(g)：蛋白胨 20，酵母粉 10，YNB 3.4，(NH4)SO4 10，甘油 10，L−Lysine 1，生物

素 0.0004，用浓度为 1 mol/L的 HCl调节 pH=7，定容至 1 L. 
发酵培养基：H3PO4 26.7 ml, CaSO4⋅2H2O 0.93 g, MgSO4⋅7H2O 14.9 g, KOH 4.13 g, K2SO4 18.2 

g，甘油 20 g，微量元素 4.35 ml，用浓度为 1 mol/L的 HCl调节 pH=5.6，定容至 1 L，培养基在
121oC灭菌 20 min. 

微量元素配比(g)：CuSO4⋅5H2O 2.0, KI 0.088, MnSO4⋅H2O 3.0, Na2MoO4⋅2H2O 0.2, H3BO4 0.02, 
CoCl2⋅6H2O 0.5, ZnCl27.0, FeSO4⋅7H2O 22, 生物素 0.2, H2SO4 1 ml，定容至 1 L. 
2.2 培养方法 

种子培养：300 ml三角瓶中装入 30 ml种子培养基，灭菌后挑单菌落于其中进行培养，28oC
及 200 r/min条件下培养 24 h，接发酵摇瓶或发酵罐. 

基本发酵条件：用 Pichia pastoris表达 Pro-UK，分为生长阶段和表达阶段，生长阶段用甘油
作碳源，表达阶段用甲醇作碳源. 300ml三角瓶中装入 30 ml发酵培养基，用浓氨水调节 pH，28oC
及 200 r/min条件下培养 24 h，确定生长阶段和表达阶段最佳 pH；设定不同的温度，pH在 5.6和
6及 200 r/min条件下培养 24 h，分别确定生长阶段和表达阶段的适宜温度.  

摇瓶发酵对比培养：在 pH=6、温度 28oC、转速 200 r/min条件下，将种子按 5%接种量接入
三角瓶，300 ml三角瓶中装入 30 ml发酵培养基. 对照培养：生长 36 h后，加入 1.5 ml甲醇诱导
表达 24 h，离心留上清液测酶活力. 双碳源交替刺激法：在甘油和甲醇总加入量与对照相同的前提
下，甘油和甲醇按如下方法加入：起始加入甘油 0.5 ml，生长 12 h，加入甲醇 0.5 ml，表达 12 h，
再加入甘油 0.5 ml，生长 10 h，加入甲醇 0.5 ml，表达 10 h，再加入甘油 0.5 ml，生长 8 h，加入
甲醇 0.5 ml，表达 8 h，离心留上清液测酶活力. 

发酵罐对比培养：方法同摇瓶实验. 2个流加瓶中分别装有 50%甘油和无水甲醇，发酵过程中
控制发酵液中溶氧在 30%附近进行流加. 对照培养：流加甘油 30 h，开始流加甲醇至 96 h发酵结
束. 双碳源交替刺激法分别在 20, 42, 68 h流加甘油；在 30, 46, 71 h流加甲醇，至 96 h结束. 过程
中每 4 h取样离心，留上清液测酶活力. 发酵系统由WSP−B−10L−1型微生物培养器及其控制器组
成，其主体结构是容积为 5 L的不锈钢罐体，装液量 3 L，接种量为 200 ml，采用插入式直接传动
搅拌，双层六叶轮搅拌桨，转速控制在 900 r/min，温度为 28oC，pH为 6.8，通气量为 5 ml/min. 

研究细胞内 AOX酶与目的蛋白对应关系的发酵罐培养：具体操作条件同上. 分别在 19, 97 h
流加甘油，在 57, 115 h流加甲醇，130 h结束. 过程中每 4 h取样，用发酵液测 AOX酶活力，样
品离心后留上清液测尿激酶原活力. 
2.3 分析方法 

将发酵液以 4000 r/min离心 10 min，留上清液用溶酶圈法测 Pro-UK活性[10]；浊度法测菌体

浓度；溶氧法测细胞内 AOX 酶活性，酶活力 A 定义为在特定条件下、单位时间内 AOX 酶催化
DO的变化量：A=QO2, max=∆[DO]/t；单位菌体浓度的酶活力为酶比活力 S，S=A/OD600= QO2, max

[11]. 
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3  结果与讨论 

3.1 基本条件的确定 

pH 对生长阶段和酶比活力的影响见图 1，表明在 pH=5.6 时生长阶段菌体的生长状况最好，
高 pH对 Pichia pastoris酵母的生长和表达都是很不利的. pH在 6.0附近时，酶的比活力最高. 所
以在实验中表达阶段取 pH=6. 
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图 1 pH对菌体浓度和酶比活性的影响           
Fig.1 The influence of pH on bacteria concentration    

and specific activities of Pro-UK              

温度对菌体浓度的影响见图 2，可以看出，发
在温度升高到 33oC时，菌体浓度接近于 0. 发酵温
最有利的，这与对生长阶段的研究结果是一致的. 
3.2 摇瓶发酵对比培养实验结果 

双碳源交替刺激法在摇瓶中培养，得到最终酶

培养(对照)提高了 114%，证明双碳源交替刺激法有
3.3 细胞内 AOX酶与目的蛋白的对应关系 

由图 3可以看出，采用双碳源交替刺激法可以
表明目的产物 Pro-UK也随之变化. 细胞在碳源为
表达的周期性变化，目的蛋白不断生成，这就证明

变化存在对应关系，双碳源交替刺激法不仅能使目

胞内 AOX酶量变化使目的蛋白不断生成的新思路
增加程度大，如图 4所示. 将图 3中 2个表达阶段
Pro-UK酶活力的对应关系，如图 5所示. 结果表
随 AOX酶活力的增加目的蛋白 Pro-UK酶活力也
3.4 发酵罐实验结果 

发酵罐实验结果见图 6，可以看出，在其它实
激法比通常方法可以明显提高 Pro-UK的表达水平
双碳源交替刺激方法最高酶活力可达到 17220 IU/
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      图 2 温度对菌体浓度的影响 
     Fig.2 The influence of temperature on bacteria 
           concentration 

酵温度控制在 28oC左右时对菌的生长最为有利.
度控制在 28oC左右时对表达阶段菌的生长也是

活力为 32.5 IU/ml 的发酵液，比通常方法摇瓶
效. 

使细胞内的 AOX酶量产生周期性变化，而实验
甘油和甲醇的周期性变化过程中，经历了生长和

了胞内 AOX酶活力的变化和目的产物表达量的
的蛋白产量显著提高，而且提供了一种调控细

. 在发酵过程中生物量也有所增加，但不如产物
的相关数据处理后得到 AOX酶活力与目的产物
明，第 2次表达阶段中的斜率较小，但仍然符合
增加的规律. 

验条件完全相同的情况下，采用双碳源交替刺

，通常方法最高酶活性为 11000 IU/ml，而采用
ml，酶活力显著提高，有利于增加目的产物浓度. 
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图 3 AOX酶与 Pro-UK酶活时间变化曲线        
Fig.3 The enzyme activities of AOX and Pro-UK     

in fermentation process                     
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图 5 AOX酶与 Pro-UK酶活力对应关系        
Fig.5 The relation between AOX and Pro-UK       

in fermentation process 

 结 论 

提出甲醇、甘油双碳源交替流加的新工艺，生

长和表达阶段发酵温度 28oC，得到最终酶活力为
)提高了 114%，证明双碳源交替刺激法有效. 采

ro-UK 的表达水平，通常方法最高酶活力为 1100
可达到 17220 IU/ml，酶活力显著提高，有利于增
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        图 4 生长曲线 
        Fig.4 The biomass of Pichia pastoris in 
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     图 6 发酵罐对比实验结果 
    Fig.6 The contrast of tank fermentation results 

长阶段 pH控制在 5.6，表达阶段 pH控制在 6，
32.5 IU/ml的发酵液，比通常方法摇瓶培养(对
用双碳源交替刺激法比通常方法可以明显提高
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High Expression of Human Pro-urokinase Gene in Pichia pastoris            
Through Feeding Two Carbon Sources Alternatively 

MA Shan-kang,  LI Qiang,  GU Xiao-yong 

(Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China) 

Abstract: Expression of human Pro-urokinase gene in Pichia pastoris and the influence of main variables on the 
production and expression of Pichia pastoris were investigated. pH in the growth phase was 5.6, pH in the 
expression phase was 6.0, and the temperature was always 28oC. It is found that there exists clear corresponding 
between the AOX and Pro-UK production in the fermentation process, and a new procedure by feeding methanol and 
glycerol alternatively was proved to be effective in improving the enzyme activity of Pro-UK in the fermentation 
broth. 
Key words: Pichia pastoris; fermentation; Pro-urokinase; AOX 
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