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摘要　利用甲醇营养型毕赤酵母生产猪α干扰素（ｐＩＦＮα），诱导过程一般在高细胞密度、定值控
制甲醇浓度于５～１０ｇ／Ｌ下进行，此时、溶解氧浓度（ＤＯ）自然下降到接近于０的水平。如果高好
氧的毕赤酵母长期处在高甲醇／低ＤＯ的诱导浓度环境会导致其代谢活性恶化，胞内甲醇积累严
重，ｐＩＦＮα表达生产效率低。为此，提出了一种甲醇周期诱导控制策略来强化 ｐＩＦＮα生产。先
将甲醇控制于高浓度达７ｈ，再降低甲醇流加速率，将ＤＯ控制在２０％左右约４ｈ，一共重复６个循
环。采用上述周期控制策略，毕赤酵母代谢活性可以长期维持在较高水平；胞内甲醇处于极低水

平（≤ ０．００３ｇ／ｇＤＣＷ），解除了甲醇毒性效应；ｐＩＦＮα活性达到３．９０×１０７ＩＵ／ｍｌ的最高水平，是
定值控制甲醇浓度时的１．８６倍。
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　　将状态变量（如浓度、细胞比生长速率／底物比消

耗速率等）定值控制在恒定水平，是实现发酵过程优化

的最常见的控制方法。但是，周期控制（ｐｅｒｉｏｄｉｃ

ｃｏｎｔｒｏｌ），无论是自发的（ｓｅｌｆｇｅｎｅｒａｔｅｄ）还是强制型的

（ｆｏｒｃｅｄ），在某些特定情况下比定值控制具有明显的优

势。所谓周期控制，就是将状态变量以一定的周期／频

率从一个状态（环境）切换成另一个不同的状态，并具

有一定数量的周期重复循环次数。

　　周期控制在发酵过程控制领域也有一定的应用和

研 究 报 道。Ｃｈｅｎｇ等［１］ 利 用 带 遗 传 质 粒 的

Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ分批补料发酵生产 β半乳糖苷

酶，并分析了低葡萄糖浓度（饥饿）对携带质粒细胞和

无质粒细胞的影响。由于无质粒细胞对环境变化的反

应要快于带遗传质粒的细胞，因此在葡萄糖充足的环

境中生长快于带遗传质粒的细胞；当葡萄糖耗尽的时

候，其死亡或者裂解速率更快。根据上述特性，利用周

期控制策略周期地将葡萄糖浓度从“过量”向“饥饿”状

态进行切换，即间隔一定的时间（约６ｈ）补加葡萄糖达

到１ｇ／Ｌ，重复４～５个周期。与传统分批发酵批次的最

高产量相比，细胞质粒脱落率可控制在较低水平

（１２％），细胞总浓度增加了３２．８％，β半乳糖苷酶的产

量提高了 ８０．６％。Ｙｅ等［２］利 用 Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｆｒｅｕｄｅｎｒｅｉｃｈｉｉ发酵生产维生素 Ｂ１２，发现细胞在厌氧环

境中生长较快，但是长期在厌氧环境中培养，生成的丙

酸浓度较高，会抑制细胞生长；丙酸虽然能在有氧环境

中被细胞氧化分解，但细胞长期处在有氧环境下会造

成细胞生长速率和产物合成大幅下降。因此，采用了

一种周期性切换有氧／厌氧环境的方法来解决上述问

题。与传统厌氧发酵相比，利用上述“周期控制”发酵

的细胞浓度提高了 １８９％，丙酸被控制在较低水平

（５．０８ｇ／Ｌ→２．７８ｇ／Ｌ），维生素 Ｂ１２产量提高了 １倍左

右。申渝等［３］在高浓度乙醇连续发酵过程中，将稀释

速率由０．０２７／ｈ切换至０．０４／ｈ时，后续的发酵过程处

于周期振荡状态；而将起始稀释速率直接设定为

０．０４／ｈ，则发酵过程可以达到稳态。与稳态过程相比，

周期振荡发酵过程的平均残糖浓度降低了１４．８％、乙

醇浓度增加了１２．６％、生产强度提高了１２．３％。马善

康等［４］通过大幅改变发酵环境、利用双碳源（甲醇／甘

油）交替刺激毕赤酵母高效表达人尿激酶原，５Ｌ罐的发

酵结果表明，与对照相比（单纯流加甲醇），双碳源交替
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刺激法的人尿激酶原酶活可以提高５７％。

　　 甲醇营养型毕赤酵母 （ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃＰｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓ）广泛用于异源蛋白的表达生产［５７］，诱导表达

一般在高细胞密度下进行。在ＭｕｔＳ型毕赤酵母表达猪
干扰素（ｐＩＦＮα）的过程中，通常甲醇浓度控制在５～
１０ｇ／Ｌ。由于毕赤酵母培养是高度好氧系统，如果细胞
长期处于恒定／高甲醇浓度的环境，会造成溶解氧浓度

（ＤＯ）一直处于接近于０（饱和度０％）的状态。这一方
面造成细胞代谢活性的下降；另一方面由于 Ｏ２匮乏、
胞内甲醇代谢的第一步氧化反应———甲醇 ＋Ｏ２→甲醛
无法正常进行，毒性物质甲醇在胞内积累严重，目标蛋

白的诱导表达效率较低。为此，本研究提出一种新颖

的周期甲醇诱导控制策略，以不同的周期长度将甲醇

浓度和ＤＯ控制在“高／低”和“低／高”的水平，并来回
切换。目的是维持重组毕赤酵母的代谢活性、缓解甲

醇在胞内的积累、提升甲醇的诱导效率，最终提高

ｐＩＦＮα浓度及其抗病毒活性。与此同时，通过将该周
期甲醇诱导控制的发酵性能与甲醇浓度（８～１０ｇ／Ｌ）和

ＤＯ（ＤＯ约２０％）定值控制下的性能进行对比，验证该
周期控制策略的有效性，为毕赤酵母高效表达异源蛋

白的过程控制提供一些有用信息。

１　材料与方法

１．１　实验菌株和培养基
　　菌株：重组巴斯德毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）

ＫＭ７１Ｈ（ＩＦＮαｐＰＩＣＺαＡ）菌株，由上海市农业科学院畜
牧兽医研究所重点实验室构建。

　　平板活化培养基 （ｇ／Ｌ）：葡萄糖２０，蛋白胨２０，酵

母粉１０，琼脂２０，ｐＨ自然。
　　种子培养基 （ｇ／Ｌ）：葡萄糖２０，蛋白胨２０，酵母粉
１０，ｐＨ自然。
　　５Ｌ罐发酵初始培养基（ｇ／Ｌ）：甘油 ２０ｍｌ／Ｌ，ＭｇＳＯ４
１，Ｋ２ＳＯ４１，（ＮＨ４）２ＳＯ４５，ＣａＳＯ４０．１，Ｈ３ＰＯ４２％ （Ｖ／Ｖ），
ＰＴＭ１１０ｍｌ／Ｌ，ｐＨ６．０。
　　甘油流加培养基 （ｇ／Ｌ）：甘油 ５００ｍｌ／Ｌ，ＭｇＳＯ４
０．０３，（ＮＨ４）２ＳＯ４ ０．５，ＫＨ２ＰＯ４ ０．５，ＰＴＭ１ １０ｍｌ／Ｌ，
ｐＨ６．０。
　　诱导流加培养基 （ｇ／Ｌ）：纯甲醇 ＋１０ｍｌ／ＬＰＴＭ１，
ｐＨ５．５。
１．２　实验方法
１．２．１　种子培养　从 ＹＰＤ固体平板上挑取米粒大小

的菌体，接种于装有５０ｍｌ种子培养基的５００ｍｌ三角瓶

中。在摇床上３０℃、２２０ｒ／ｍｉｎ的条件下培养２４ｈ，作为

罐发酵的种子液。

１．２．２　５Ｌ发酵罐高细胞密度分批补料培养　毕赤酵

母分批补料培养在 ５Ｌ发酵罐（上海保兴公司，

ＢＩＯＴＥＣＨ５ＢＧ），配有ｐＨ／ＤＯ电极（瑞士梅特勒公司）

中进行。初始装液量为２．３Ｌ，接种量为１３％（Ｖ／Ｖ）。

培养开始后，通气量控制在３ｖｖｍ（空气），初始搅拌转

速为３００ｒ／ｍｉｎ，手动提高搅拌转速将 ＤＯ始终维持在

１０％以上。当初始培养基中的甘油消耗殆尽后，采用

改进型ＤＯＳｔａｔ［８］控制策略进行甘油流加。如果使用最

大搅拌转速（７００ｒ／ｍｉｎ），ＤＯ下部基线仍不能维持在

１０％以上则通入纯氧来供氧。用５％（Ｖ／Ｖ）的氨水将

ｐＨ维持在６．０，培养温度控制在３０℃。在细胞达到高

密度约１２５ｇＤＣＷ／Ｌ（ＯＤ６００５００）后（培养时间约２５ｈ），

停止甘油流加。再经过１～２ｈ的“饥饿培养”，完全耗

尽发酵液中残留的甘油。

１．２．３　利用重组 Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ的甲醇诱导发酵生产

ｐＩＦＮα　“饥饿培养”结束时，ＤＯ急剧上升。此时首先

将纯氧切换成空气进行通气，并将温度和ｐＨ分别控制

在２０℃和５．５。利用低温加热循环槽（上海一恒科技

有限公司，ＭＰ１０Ｃ）控制诱导温度。添入少量甲醇，待

ＤＯ开始下降、ＯＵＲ（氧气消耗速度）开始上升、细胞开

始适应甲醇存在的环境后，正式流加诱导培养基、启动

甲醇诱导。甲醇诱导控制策略共有３个：（１）甲醇浓度

定值控制（诱导策略 Ｉ），利用甲醇电极在线检测系统

（华东理工大学，ＦＣ２００２）、以 ＯＮＯＦＦ的方式全程在

线控制甲醇浓度在５～１０ｇ／Ｌ的范围内。（２）ＤＯ定值

控制（诱导策略ＩＩ），利用工控机（台湾研华科技股份有

限公司，ＥＶＯＣ８１０Ａ）和内置的 ＡＤＤＡ数据接口／转化

卡（台湾研华科技股份有限公司，ＰＣＬ８１２ＰＧ），驱动程

序可调式蠕动泵（河北保定兰格公司，ＢＴ００５０Ｍ），以极

低的速度流加甲醇［Ｆ ＝Ｆ ＋Ｋｃ×（ＤＯ－ＤＯｓｅｔ），

Ｆ≥０］，全程将 ＤＯ控制在其设定值（ＤＯｓｅｔ＝２０％）附

近。这里，Ｆ是甲醇流加速度，Ｆ是“基准”流加速度

（Ｆ ＝０．７ｍｌ／ｍｉｎ），控制参数Ｋｃ设定在０．０５。（３）甲

醇周期诱导控制（发酵环境在“高甲醇浓度／低 ＤＯ”和

“高ＤＯ／低甲醇浓度”间来回切换，诱导策略 ＩＩＩ），将甲

醇浓度和ＤＯ分别控制在５～１０ｇ／Ｌ／约０％和０ｇ／Ｌ／约

２０％左右的水平，并按照一定的“环境周期长度”来回

切换，维持５～６个循环，使总诱导时间达到７０～８０ｈ。

１．２．４　分析测定方法　利用分光光度仪［尤尼柯（上

３３
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海）仪器有限公司，７２００型］测定在波长６００ｎｍ处的吸

光值（ＯＤ６００），根据细胞干重（ｇＤＣＷ／Ｌ）与 ＯＤ６００吸光

值的线性关系（ｇＤＣＷ／Ｌ＝０．２５×ＯＤ６００），确定细胞干

重（ｇＤＣＷ／Ｌ）。发酵液中的甲醇浓度由气相色谱仪

（上海精密科学仪器有限公司，ＧＣ１１２Ａ，ＦＩＤ检测器；

ＡｌｐｈａＣｏｌＡＣ２０毛细管柱，澳大利亚 ＳＧＥ公司）测定，

测定方法同文献［９］。胞内甲醇浓度的测定，首先按

Ｓｕｙｅ等［１０］所报道的方法进行细胞破壁、离心后得到无

细胞的酶液，然后通过气相色谱仪测定，方法同上述发

酵液中甲醇浓度的测定。比甲醇消耗速率计算方法与

参考文献［１１］相同，利用与工控机／ＡＤＤＡ数据采集转

化卡连接的电子天平（上海海康电子仪器厂，ＪＡ１１０２）

计量诱导培养基装液瓶的重量损失得到。采用 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ（ＢｉｏＲａｄ小型垂直电泳，美国伯乐公司）对

ｐＩＦＮα定性分析，测定方法同文献［１２］。经过聚丙烯酰

胺凝胶电泳分析后，通过 Ｇ：Ｂｏｘ生物成像系统和基因

工具软件 （英国ＳｙｎＧｅｎｅ公司）对发酵ｐＩＦＮα的浓度

进行定量。ｐＩＦＮα抗病毒活性测定方法同文献［１３］。

利用尾气分析仪（韩国 ＬＯＫＡＳ公司，ＬＫＭ２０００Ａ）在线

检测尾气中Ｏ２和 ＣＯ２分压，氧气消耗速率（ＯＵＲ）、二

氧化碳释放速率（ＣＥＲ）通过标准计算公式［１４］确定。醇

氧化酶（ＡＯＸ）活性按 Ｓｕｙｅ等［１０］所报道的方法进行测

定。这里，ＡＯＸ活性定义为：每分钟由甲醇生成１μｍｏｌ

Ｈ２Ｏ２为１个酶活单位Ｕ。甲醛脱氢酶（ＦＬＤ）和甲酸脱

氢酶（ＦＤＨ）活性按文献［１５］所报道的方法进行测定。

以上测量（在线测量除外）均进行３次平行测定，取其

平均值作为最终的测定值。

２　结果与讨论

２．１　定值控制甲醇条件（诱导策略 Ｉ）下的 ｐＩＦＮα诱

导表达性能

　　当细胞浓度达到约１２５ｇＤＣＷ／Ｌ，启动甲醇定值控

制策略（批次＃１），将甲醇浓度控制在５～１０ｇ／Ｌ，ＤＯ在

诱导开始３～５ｈ后降低到０％水平。ｐＩＦＮα浓度逐渐

上升、但在诱导 ６０ｈ后开始下降，最终的细胞浓度、

ｐＩＦＮα浓度和抗病毒活性分别为 １５０ｇＤＣＷ／Ｌ、

０．７９ｇ／Ｌ和２．１０×１０７ＩＵ／ｍｌ（图１）。图２是实施不同诱

导控制策略时ｐＩＦＮα的ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果。如图２

所示，随着诱导的进行（诱导时间增大），目标蛋白

ｐＩＦＮα条带（１６ｋＤａ）的强度 （ｐＩＦＮα蛋白浓度，

Ｒｕｎ＃１）也有所增加，但增强幅度不大。

　　前期研究表明［１６］，在２０℃下进行诱导，催化甲醇

代谢的第１个酶、醇氧化酶ＡＯＸ的活性高，目标蛋白质

产量大，胞外蛋白酶分泌量小、目标蛋白不易降解，发

酵性能改善明显。但此时 Ｏ２的需求量更大。整个诱

导期，ＤＯ基本上全程在接近于０％的极低水平下徘徊。

毕赤酵母中的甲醇代谢有两条途径：甲醛异化产能途

径和目的蛋白合成途径［１２，１７］。外添的甲醇首先进入到

细胞质中，然后在过氧化物酶体中通过醇氧化酶 ＡＯＸ

的催化，氧化生成甲醛。部分中间产物甲醛从过氧化

物酶体脱离后，进入异化产能途径（ｐａｔｈｗａｙＡ），首先

由甲醛脱氢酶（ＦＬＤ）转化为甲酸，甲酸再由甲酸脱氢

酶（ＦＤＨ）彻底氧化为 ＣＯ２向胞外释放。与此同时，

该途径产生出大量 ＮＡＤＨ为同化途径提供能量支撑。

另一部分甲醛则进入蛋白质合成途径（同化途径，

ｐａｔｈｗａｙＢ），合成目标异源蛋白。但是：（１）ＡＯＸ活性

在低温诱导下大幅提高，导致耗氧更加剧烈，极低的

ＤＯ水平使得甲醇→甲醛的氧化反应难以高效进行。

（２）甲醇在胞外／胞内存在浓度梯度，当甲醇控制浓度

处于高水平（８～１０ｇ／Ｌ）时，外部甲醇会不断进入胞

内，而甲醇→甲醛的氧化反应又不能高效进行，导致

胞内甲醇的严重积累，造成“甲醇中毒”现象，ｐＩＦＮα
诱导表达性能下降，此时胞内甲醇浓度最高可达

０．０１３８７ｇ／ｇＤＣＷ（图３ｂ）。（３）如果利用通纯 Ｏ２方

式，能将 ＤＯ控制在较高水平，甲醇→甲醛的氧化反

应得以高效进行，且异化产能途径中的 ＦＬＤ和 ＦＤＨ

的酶活又远远高于 ＡＯＸ的酶活（图３、图４），毕赤酵

母中的（中间）毒性物质甲醇、甲醛和甲酸可全部氧

化／利用，其积累可大大缓解，ｐＩＦＮα诱导表达性能得

以进一步提升［１２］。（４）同时利用纯 Ｏ２和甲醇虽然可

以提高目标异源蛋白的表达水平，但它存在操作成本

高、有安全隐患等诸多问题。因此，需要开发低成本、

更高效、无安全隐患的新型甲醇诱导控制系统。

　　周期甲醇诱导控制有解决上述问题的可能：（１）将

甲醇浓度降低到约０ｇ／Ｌ水平后，胞外ＤＯ迅速上升，Ｏ２
可迅速进入到胞内，使得细胞代谢活性得以恢复；

（２）此时胞外甲醇匮乏、无法再向胞内扩散，这可使胞

内原来大量聚集的甲醇得到利用（于氧化产能／目标蛋

白合成），缓解“甲醇中毒”效应，降低胞内甲醇浓度，维

持实质性的甲醇诱导；（３）待胞内甲醇基本消耗殆尽，

再迅速将发酵液中的甲醇浓度提高到高水平，继续／重

复维持正常甲醇诱导。
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图１　不同诱导控制策略下的ｐＩＦＮα发酵生产性能

Ｆｉｇ．１　ｐＩＦＮαｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

图２　实施不同诱导控制策略时ｐＩＦＮα

的ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆ

ｐＩＦＮαｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

２．２　定值控制ＤＯ条件（诱导策略ＩＩ）下的ｐＩＦＮα诱

导表达性能

　　以前述的极低速率流加甲醇［Ｆ ＝Ｆ ＋Ｋｃ×

（ＤＯ－ＤＯｓｅｔ），Ｆ≥０］，将ＤＯ大致控制在２０％左右。使

用该策略（诱导策略ＩＩ，批次＃２）可将ＤＯ维持在１０％～

３５％，发酵液中的甲醇浓度几乎全程停留在 ０．０～

１．０ｇ／Ｌ的低水平。诱导７６ｈ，最终细胞浓度、ｐＩＦＮα浓

度仅有１２０．３ｇＤＣＷ／Ｌ和０．３４ｇ／Ｌ（图１）。目标蛋白

ｐＩＦＮα的条带的强度（ｐＩＦＮα蛋白浓度，图２Ｒｕｎ＃２）

几乎没有加强，ｐＩＦＮα无法正常表达。根据所报道的

甲醇代谢机制，较高的 ＤＯ控制水平，理论上可以使甲

醇→甲醛的氧化反应正常进行，但发酵液中的甲醇浓

度却又太低，胞外／胞内的浓度梯度小，外部甲醇无法

进入胞内，使得胞内甲醇浓度过低，甲醇→甲醛的氧化

反应难以正常进行。因此，ｐＩＦＮα诱导表达性能远低

于使用“诱导策略Ｉ”时的水平。

２．３　甲醇周期诱导控制（诱导策略 ＩＩＩ）下的 ｐＩＦＮα
诱导表达性能

　　如前所述，甲醇周期诱导控制就是要让发酵环境

在“高甲醇浓度／低 ＤＯ”和“高 ＤＯ／低甲醇浓度”间来

回切换（诱导策略ＩＩＩ，批次＃３）。

２．３．１　甲醇周期诱导控制不同状态切换／维持周期长

度的确定　不同于化学反应，生物反应对操作变量（甲

醇流加速度等）变化的时间响应较慢。对于本发酵系

统而言，通过快速添加纯甲醇、提升发酵液中的甲醇浓

度（至设定水平）的速度较快、耗时较短，但通过消耗甲

醇，将甲醇从高浓度下降到低浓度则耗时较长。这也

是本甲醇周期诱导控制策略在２０℃下实施的一个原

因，因为此时ＡＯＸ活性高、甲醇消耗速率相对较快。

　　ΔＣＩＣＭｅＯＨ＝ＫＤＦ×（ＣＭｅＯＨ－珔Ｃ
ＩＣ
Ｍｅｏｈ）×Ｔ－ＣＭｅＯＨ×ｒＭｅＯＨ×Ｔ

（１）

　　ΔＣＩＣＭｅＯＨ≈ＫＤＦ×ＣＭｅＯＨ×Ｔ－ＣＭｅＯＨ×ｒＭｅＯＨ×Ｔ （２）
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图３　不同诱导策略下胞内ＡＯＸ活性变化和甲醇积累情况

Ｆｉｇ．３　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ／ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＡＯＸａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄｍｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

图４　不同诱导策略下胞内ＦＬＤ和ＦＤＨ活性变化情况

Ｆｉｇ．４　ＶａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＦＬＤａｎｄＦＤＨａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

　　由于所有与甲醇相关的反应都是在胞内进行的。

在此，我们提出了一个有关甲醇胞内积累的简单公式

［式（１）］。这里，ＣＭｅＯＨ、珔Ｃ
ＩＣ
ＭｅＯＨ、ΔＣ

ＩＣ
ＭｅＯＨ、ｒＭｅＯＨ和Ｔ分别是

发酵液中的甲醇浓度（ｇ／ｇＤＣＷ）、胞内甲醇平均浓度

（ｇ／ｇＤＣＷ）、特定诱导时间内胞内甲醇浓度的增量

（ｇ／ｇＤＣＷ）、甲醇比消耗速率（／ｈ）和诱导时间间隔

（ｈ）。ＫＤＦ是甲醇从胞外向胞内的扩散系数（／ｈ）。由于

胞外甲醇浓度远大于其胞内浓度，式（１）可进一步简化

成式（２）（忽略 珔ＣＩＣＭｅＯＨ）。我们根据式（２）选取发酵批次

＃１（甲醇浓度定值控制）的实验数据（图３ｂ和图５ａ）来

确定扩散系数 ＫＤＦ。ΔＣ
ＩＣ
ＭｅＯＨ、ＣＭｅＯＨ、ｒＭｅＯＨ和 Ｔ分别为

０．００５ｇ／ｇＤＣＷ（０．００２５→０．００７５，图３ｂ）、０．０６４（ｇ／ｇ

ＤＣＷ，≈８／１２５＝０．０６４，８ｇ／Ｌ甲醇对１２５ｇＤＣＷ／Ｌ细

胞）、０．０２５／ｈ和２５ｈ（１０～３５ｈ，批次＃１，图３ｂ和图５ａ），

可计算得到甲醇从胞外向胞内的扩散系数 ＫＤＦ为

０．０２８／ｈ。为简单起见，在确定不同诱导状态的周期长

度时，假定：（１）在高浓度甲醇（８～１０ｇ／Ｌ）的诱导条件

下，单个（循环）周期 Ｔ１内，胞内甲醇浓度增量最多不

允许超过 ０．００１ｇ／ｇＤＣＷ（ΔＣＩＣＭｅＯＨ ＝０．００１），ＣＭｅＯＨ和

ｒＭｅＯＨ分别为０．０６４ｇ／ｇＤＣＷ和０．０２５／ｈ。根据式（２），

高浓度甲醇下的诱导周期长度 Ｔ１应控制在 ５．２ｈ。

（２）在低浓度甲醇（０～１ｇ／Ｌ）的诱导条件下，单个周期

Ｔ２内，胞内甲醇浓度减量控制在０．００１ｇ／ｇＤＣＷ左右

（ΔＣＩＣＭｅＯＨ ＝－０．００１），ＣＭｅＯＨ和 ｒＭｅＯＨ分别为 ０．０３２ｇ／ｇ
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ＤＣＷ（使用该时段内发酵液中甲醇的平均浓度）和

０．０１０／ｈ（图５ａ），且规定胞外甲醇不继续扩散进入胞
内。根据式（２），计算得到低浓度甲醇下的诱导周期长
度Ｔ２应为３．１ｈ。高／低甲醇浓度下的诱导周期长度比
为１．６８。根据以上理论模拟数据和本发酵系统的实际
情况，最后我们将高／低甲醇浓度下的实际诱导周期长
度Ｔ１和Ｔ２分别确定为７ｈ和４ｈ，相应的诱导周期长度
比为１．７５。

２．３．２　甲醇周期诱导控制策略强化甲醇的利用速度
和细胞代谢活性　文献报道指出［１８］，甲醇比消耗速率

大小可以反映甲醇在胞内的代谢情况。一般情况下、

甲醇比消耗速率高，目标蛋白的产量也高。图５ａ比较
了三个不同发酵批次的甲醇比消耗速率的变化情况。

使用甲醇周期诱导控制策略（批次＃３）时的甲醇平均比

消耗速率是最高的（０．０２４５／ｈ），甲醇浓度定值控制的
次之（０．０２２０／ｈ），ＤＯ定值控制条件下的甲醇平均比
消耗速率最低（０．０１０５／ｈ），不到其他两个批次的一
半。图５ｂ和ｃ比较了批次＃１（甲醇浓度定值控制）和
批次＃３（甲醇诱导周期诱导控制）的 ＯＵＲ和 ＣＥＲ水平
（批次＃２的呼吸活性太低，数据未显示）。批次＃１的
ＯＵＲ和ＣＥＲ在诱导１５ｈ后达到稳定值，之后呈现出逐

渐下降的趋势；批次＃３的 ＯＵＲ和 ＣＥＲ随着发酵环境
条件的不断切换呈现出周期性变化的趋势，但两者的

总体水平仍然高于批次＃１的相应水平。且两个批次的
呼吸熵ＲＱ基本相同，均稳定在０．４～０．５（图５ｄ），这说
明甲醇周期控制发酵过程中的异化供能途径和同化途

径同时得到了强化。ＣＥＲ产生于甲醛异化供能途径
（ｐａｔｈｗａｙＡ）中，并释放出 ＮＡＤＨ；而 ＯＵＲ则用于甲醇

→甲醛的氧化反应和氧化磷酸化反应中，后者将ＮＡＤＨ
转化成ＡＴＰ，为甲醛同化途径（ｐａｔｈｗａｙＢ）合成目标蛋
白和生长细胞提供能量［１２］。值得注意的是，在诱导期

最后２０ｈ，甲醇周期控制（批次＃３）的 ＯＵＲ依旧高于甲
醇定值控制（对照，批次＃１）的相应值，但 ＲＱ却下降到

０．４以下，说明此时甲醇代谢的能量效率（ＮＡＤＨ的利
用效率）有所增加，且达到更高水平。这也是诱导后期

ｐＩＦＮα浓度能够持续增长的另一个重要原因。
２．３．３　利用甲醇周期诱导控制策略提高 ｐＩＦＮα诱导
表达性能　根据前述的控制策略，先将甲醇浓度 ＯＮ
ＯＦＦ控制于较高水平（５～１０ｇ／Ｌ），维持７ｈ。然后，利
用“诱导策略ＩＩ”的方法将 ＤＯ大致控制在２０％左右，

维持４ｈ。重复实施上述策略，共６个循环，总诱导时间
为７９ｈ。使用该控制策略，ｐＩＦＮα蛋白浓度稳步上升，

最终的细胞浓度、ｐＩＦＮα浓度和抗病毒活性分别达到
１９０ｇＤＣＷ／Ｌ、２．０１ｇ／Ｌ和３．９０×１０７ＩＵ／ｍｌ，明显高于其
他两个批次（图１）。使用甲醇周期诱导控制策略下的
ｐＩＦＮα抗病毒活性是甲醇定值控制策略（批次＃１）相

应值的１．８６倍（图 １）。随着诱导的进行，目标蛋白
ｐＩＦＮα的ＳＤＳＰＡＧＥ条带（１６ｋＤａ）的强度（ｐＩＦＮα蛋
白浓度，图２Ｒｕｎ＃３）明显增加，间接支持了 ｐＩＦＮα浓
度大幅提升的结论。

　　前期研究表明［１９］，甲醇利用慢型毕赤酵母（ＭｕｔＳ）
偏好较高浓度的甲醇诱导环境。本文采用的 ｐＩＦＮα
生产菌属于ＭｕｔＳ型菌株，较高浓度的甲醇对ｐＩＦＮα诱
导表达有利。甲醇诱导浓度过低，诱导强度不够；浓度

过高则会产生“甲醇中毒”现象，最佳甲醇诱导浓度在

５～１０ｇ／Ｌ［１６］。批次＃１的甲醇定值控制就是将甲醇浓
度控制在５～１０ｇ／Ｌ的最佳范围内，但该策略存在细胞
代谢活性逐渐下降和胞内甲醇逐渐积累等缺陷，即使

在２０℃诱导的条件下，ｐＩＦＮα浓度和抗病毒活性的提
升幅度依旧非常有限［１６］。所提出的甲醇周期诱导控制

策略在较长的时段（７ｈ）、控制甲醇浓度在５～１０ｇ／Ｌ的
最佳范围内，强化诱导强度；而在较短的时段（４ｈ）提升
ＤＯ水平到２０％左右（甲醇浓度自动降到接近０ｇ／Ｌ），
用来恢复细胞代谢活性和解除胞内甲醇浓度的积累，

此时，细胞在消耗利用胞内甲醇的同时依旧可以利用

胞内残存甲醇进行有效诱导。因此，利用所提出的甲

醇周期诱导控制策略来调控甲醇流加速率，可以起到

恢复细胞代谢活性、降低胞内甲醇浓度和有效维持实

质性的甲醇诱导的三重作用，其诱导效果比定值控制

甲醇浓度在５～１０ｇ／Ｌ最佳范围的策略更加优越，也突

显出了该策略的新颖性和实用性。

３　结　论

　　本论文提出了一种新颖的甲醇周期诱导控制策略
来改善毕赤酵母诱导表达 ｐＩＦＮα的性能。２０℃诱导
条件下，以不同的周期长度将甲醇浓度和ＤＯ在“高／低
水平”和“低／高水平”来回切换：先将甲醇浓度 ＯＮ

ＯＦＦ控制于５～１０ｇ／Ｌ，维持７ｈ；然后，通过降低甲醇流
加速度将ＤＯ大致控制在２０％左右，维持４ｈ。重复实
施上述方法，共６个循环。所提出的甲醇周期控制策
略可以：（１）提高并维持重组毕赤酵母的代谢活性和甲
醇比消耗速率于高水平；（２）降低胞内甲醇浓度到极低
水平（≤０．００３ｇ／ｇＤＣＷ），消除了“甲醇中毒”效应，胞

内积累的甲醇得到了充分利用；（３）最终ｐＩＦＮα活性
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图５　不同诱导策略下的甲醇比消耗速率、ＯＵＲ、ＣＥＲ和ＲＱ的变化

Ｆｉｇ．５　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｒａｔｅｓ，ＯＵＲ，ＣＥＲａｎｄＲＱｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ

达到３．９０×１０７ＩＵ／ｍｌ的最高水平，是使用“次优”控制

策略———甲醇浓度定值控制策略时最终 ｐＩＦＮα活性

的１．８６倍。

　　致谢　本研究得到江苏现代工业发酵协同创新中

心和国家轻工业技术与工程一流学科（＃２０１８１７）的

支持。
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