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重组毕赤酵母生产耐高温α-淀粉酶
发酵条件的优化

秦亚楠 1 , 2，孟宪梅 1 ,*，潘风光 2 ,*，孙肖明 1，李凤祥 1，石彦忠 1

(1.吉林工商学院 粮油食品深加工重点实验室，吉林 长春      130062；2.吉林大学军需科技学院，吉林 长春      130062)

摘   要：利用重组毕赤酵母诱导表达可产生耐高温α- 淀粉酶，在摇瓶发酵基础上，从诱导时间、甲醇添加量、

pH 值、接种量 4 个因素考察发酵条件对耐高温α- 淀粉酶酶活力的影响，结合四元线性回归正交试验设计研究方法

构建出甲醇诱导重组毕赤酵母生产耐高温α- 淀粉酶的回归模型；优化最佳工艺参数为：诱导时间 96h、甲醇添加

量 0.5%、接种量 150mL/100mL、摇床转速 200r/min。确定最优工艺条件下，耐高温α- 淀粉酶酶活为 217.2U/mL。
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Abstract：The methanol-induced expression of thermostable α-amylase in a recombinant Pichia pastoris strain with the

thermostableα-amylase gene of Bacillus licheniformis that had been constructed in our previous work was investigated during

shake flask cultivation. A 4-variable linear regression design was used to explore the effects of 4 main cultivation conditions such

as induction time, methanol amount, pH and inoculation amount on the expressed activity of thermostableα-amylase. A regression

model describing the relationship between them was established. It was found that the optimal fermentation conditions were

96 h cultivation at an inoculation amount of 150 mL/100mL and a shake speed of 200 r/min in the presence of 0.5% methanol,

resulting in a thermostableα-amylase activity of 217.2 U/mL.
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耐高温α - 淀粉酶属于水解酶类，能随机水解淀

粉、糖原及降解物内部的α-D-1,4 糖苷键[1-2]。它能使淀

粉溶液的黏度迅速下降，产生可溶性糊精、低聚糖及

少量麦芽糖、葡萄糖[3]。如今以α - 淀粉酶为代表的工

业酶制剂类已占据 25% 的市场份额，其已经被广泛的用

于淀粉水解生成葡萄糖浆的液化过程，酿造业、改性

淀粉以及改善面粉的烘焙过程[4-5]。微生物中有数百种嗜

热真菌和上千种细菌可以产生淀粉酶，仅芽孢杆菌属

(Bacillus)就有 48 种能产生淀粉酶，但是产生耐高温淀

粉酶的微生物较少 [ 6 ] 。地衣芽孢杆菌 ( B a c i l l u s
licheniformis)是公认的产耐高温α - 淀粉酶的优良菌种，

但菌种本身是通过多代诱变而得到的高产菌株，存在着

产酶条件不稳定、易发生回复突变、发酵条件难控制、

酶生产易污染等不足[7]。早在 20 世纪 70 年代就开始了基

因工程表达耐高温α- 淀粉酶的研究。巴斯德毕赤酵母

(Pichia pastoris)表达系统是目前最优秀、应用最广泛的

外源基因表达系统之一，它操作简单，表达量高，有

着大肠杆菌表达系统和其他酵母表达系统无法比拟的优
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越之处[8]。目前，我国生产的耐高温α - 淀粉酶均是引

进国外工艺设备，菌种多是采用对国外引进的原始菌株

进行诱变方式获得的突变株，生产操作复杂，发酵过

程易受污染。如今国外已使用重组基因工程菌来生产耐

高温α - 淀粉酶，发酵过程可控性更高，操作简便安

全。而国内针对重组耐高温α - 淀粉酶基因工程菌的研

究还主要集中于菌种改良和酶学性质等方面 [ 9 ]。由此，

为寻求适于工业生产的耐高温α - 淀粉酶产生菌及其发

酵条件，有必要经过一系列的技术方法改造获得真正意

义的用于工业生产的高产菌株，生物技术便是手段之

一。本实验利用自主构建的拥有自主知识产权的地衣芽

孢杆菌耐高温α - 淀粉酶的重组毕赤酵母( P . p a s t o r i s
GS115)基因工程菌，通过发酵条件优化来提高酶产量和

酶活性，降低生产成本，加快工业化发酵生产。

1 材料与方法

1.1 菌种与试剂

地衣芽孢杆菌 mAn-612、E.coli DH5α    实验室保

存；宿主菌 P.pastoris GS115(His－，Mut+)、耐高温α -
淀粉酶重组 P. pastoris GS115    课题组前期构建；表达载

体 pPIC9    美国 Invitrogen 公司；蛋白质标准品(相对分

子质量 90000)    上海生工生物工程技术服务有限公司；

酵母培养基    北京鼎国生物技术公司。

1.2 培养基

YPD 培养基：10g/L 酵母提取物、20g/L 胰蛋白胨、

20g/L 葡萄糖；BMGY 培养基：10g/L 酵母提取物、20g/L
胰蛋白胨、0.1mol/L 磷酸缓冲液(pH6.0)、13.4g/L YNB、

4 × 10 -5g/L 生物素、1% 甘油；BMMY 培养基：除以

0.5% 甲醇代替甘油外，其余成分均与 BMGY 相同。

1.3 方法

取冻存于－ 20℃的地衣芽孢杆菌耐高温α- 淀粉酶

的重组毕赤酵母(P. pastoris GS115)基因工程菌将其接种

到新鲜的 YPD 培养基中 30℃、200r/min 摇瓶培养约 18h，
观察菌液出现浑浊时再以 5% 的接种量转接到 BMGY 培

养基中 30℃、200r /min 培养 24h，当菌液 OD 600 nm 达

到 6 .0 后，离心弃上清，菌体沉淀转接到 BMMY 中，

30℃、220r/min 发酵，每隔 24h 补加甲醇使其终体积分

数为 0.5%(每瓶均为 100mL培养基装于 500mL锥形瓶中)。
培养 72h 后于 4℃、12000r/min 离心发酵液 20min，上清

即为粗酶液，然后参照文献[10]测定酶活力。酶活力单

位定义为：取 1mL 酶液于 70℃，pH6.0 条件下，1min
液化可溶性淀粉的毫克数表示酶的一个活力单位。

1.3.1 接种量对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

分别将 25、50、100、200、250mL BMGY 培养

基上生长的菌体 3000r/min，离心 15min，菌体沉淀依次

接种到 100mL 含有 0.5% 甲醇的 BMMY 培养基上，每隔

24h 补加甲醇使其终体积分数为 0.5%，培养 72h，检测

耐高温α-淀粉酶的酶活力。

1.3.2 甲醇添加量对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

将 100mL BMGY 培养基中的菌体沉淀分别转接到

100mL 含有甲醇体积分数为 0.25%、0.5%、0.75%、

1.0%、1.5%、2% 的诱导培养基上进行培养，24h 后分

别补加相同体积分数的甲醇，诱导培养 72h 后收获发酵

液，检测耐高温α - 淀粉酶的酶活力。

1.3.3 pH 值对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

以0.1mol/L的Na2HPO4-NaH2PO4为缓冲液，将100mL
生长培养基中的菌体沉淀分别接入 1 0 0 mL，p H 值为

4 .0、5 . 0、6 . 0、7 . 0、8 . 0，含甲醇 0 .5 % 的诱导培养

基上进行培养。诱导培养 7 2 h 后收获发酵液，检测耐

高温α-淀粉酶的酶活力。

1.3.4 诱导时间对耐高温α-淀粉酶酶活力的影响

将 100mL BMGY 培养中的基菌体 3000r/min 离心

15min，菌体沉淀接入 100mL，pH 值为 6.0，含 0.75%
甲醇的 BMMY 培养基中诱导培养 108h，诱导 24h 后每

隔 1 2 h 取样一次，检测耐高温α-淀粉酶的酶活力。

1.3.5 四元线性回归正交试验设计

根据摇瓶发酵生产耐高温α-淀粉酶单因素试验结

果，采用多元线性回归试验设计，进一步探讨诱导时

间、接种量、甲醇添加量、摇床转速 4 个因素对重组

毕赤酵母发酵生产耐高温α-淀粉酶的影响。其因素水平

设计见表 1 。

Zj (Xj) Z1 诱导时间 /h Z2 摇床转速 /(r/min) Z3 甲醇添加量 /% Z4 接种量 /(mL/100mL)
Z1j (－1) 72 200 0.5 150

Z2j (1) 96 240 1 100
Z0j (0) 84 220 0.75 125
△j 12 20 0.25 25

编码公式 X1＝(Z1－84)/12 X2＝(Z2－220)/20 X3 ＝(Z3 － 0.75)/0.25 X4＝(Z4－125)/25

表 1 试验因素水平设计方案

Table 1   Coded values and corresponding actual values of the fermentation conditions tested in linear regression design
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2 结果与分析

2.1 接种量对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

如图 1 所示，在较低接种量 2 5 m L / 1 0 0 m L 和

50mL/100mL 时，由于菌体数量过低，减少了蛋白的分

泌总量，因此酶活力较低。当以 100mL/100mL 的接种

量进行诱导培养，菌体蛋白分泌较高，酶活力显著提

高。当接种量继续提高至 200mL/100mL 时，由于培养

基中菌体相对密度增大，导致菌体生长时所需营养成分

不足同时溶氧不足，菌体生长状态不良，反而使酶活

力降低。当接种量为 250mL/100mL 时酶活力继续降低。

这表明在菌体生长初期提高其生长量可以提高目的蛋白

产量从而提高酶活力，但菌体浓度过高反而会因为营养

消耗太快或通氧量不足等问题导致酶活力降低。

2.2 甲醇添加量对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

甲醇可以严格地控制 AOX1 基因的转录，当其作为

培养基中的唯一碳源时，其体积分数有效地影响了外源

蛋白的表达量和酶的活性。不同添加体积分数的甲醇对

酶活力的影响结果如图 2 所示。在摇瓶培养过程中当甲

醇添加量由 0.25% 提高到 0.75% 时，耐高温α - 淀粉酶

酶活力呈现上升趋势；而在甲醇体积分数由 1% 提高到

2% 的过程中酶活力迅速下降。这可能是由于过高的甲

醇体积分数对细胞产生了毒害作用，使菌体生长和蛋白

分泌均受到了抑制。

2.3 pH 值对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

如图 3 所示，当诱导培养基 pH 值为 4.0 时酶活力较

低，随着 pH 值由 4.0 提高到 5.0 酶活力逐渐提高，pH
值为 6.0 时酶活力达到最高，随着 pH 值的继续提高酶活

力呈显著下降趋势。由此可以看出 pH 值为 6.0 时最有利

于菌体的生长，酶活力最高。而在过高和过低的 pH 值

水平下，菌体生长，密度降低，酶活力也有所下降。

2.4 诱导时间对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

如图 4 所示，在甲醇诱导 12h 后发酵液中就有耐高

温α - 淀粉酶的出现，但酶活力很低，随着诱导时间的

增长，耐高温α - 淀粉酶酶活力显著提高，96h 时达到

最高峰，产量约为 190U/mL，延长诱导时间至 108h，
耐高温α - 淀粉酶酶活力反而有所下降，这可能是部分

蛋白被重组酵母分泌的蛋白酶降解所造成的。菌体在

96h 之后基本不再生长，因为这时培养基中的营养已基

本耗尽，发酵过程中产生的一些代谢物质也会抑制基因

工程菌的生长。

2.5 四元线性回归试验结果与分析

2.5.1 回归模型和最优工艺的确定

从表 2 、3 可以看出，优化获得的重组毕赤酵母

摇瓶发酵生产耐高温α - 淀粉酶的工艺回归模型为：

图 1 接种量对耐高温α-淀粉酶酶活力的影响

Fig.1   Effect of inoculation amount on the activity of thermostable
α -amylase
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图 2 甲醇添加量对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

Fig.2   Effect of methanol amount on the activity of thermostable
α -amylase
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图 3 pH 值对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

Fig.3   Effect of pH on the activity of thermostable α -amylase
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图 4 诱导时间对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响

Fig.4   Effect of induction time on the activity of thermostable
α -amylase
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Y ＝ 13.782＋ 0.638X 1＋ 0.213X 2＋ 0.813X 3＋ 1.388X 4

－ 2.113X1X2。通过对耐高温α - 淀粉酶的工艺回归模型

进行相关分析，得到重组毕赤酵母在诱导时间 9 6 h，
摇床转速 200r/min，甲醇添加体积分数 0.5%，接种量

150mL/100mL 的培养工艺下，耐高温α - 淀粉酶的酶活

力达到 217U/mL。在此时工艺条件下，平行实验 3 次，

测定耐高温α - 淀粉酶酶活力平均值为 217.2U/mL。从表 3
还可以看出，接种量、诱导时间、甲醇添加量、摇床

转速 4 个因素的显著性分别为：0 . 0 1、0 . 0 5、0 . 05、
0.25，可见摇床转速对于发酵过程的影响是最不显著的。

试验 X1诱导 X2摇床 X3甲醇 X4 接种量 /
Y耐高温

号 时间 /h 转速 /(r/min) 添加量 /% (mL/100mL)
α -淀粉酶酶

活力 /(U/mL)
1 1 1 1 1 214.50
2 1 1 － 1 － 1 210.60
3 1 － 1 1 － 1 215.70
4 1 － 1 － 1 1 217.00
5 － 1 1 1 － 1 215.00
6 － 1 1 － 1 1 216.00
7 － 1 － 1 1 1 213.30
8 － 1 － 1 － 1 － 1 208.40
9 0 0 0 0 213.60
10 0 0 0 0 214.10
11 0 0 0 0 213.40

表 2 多元线性回归正交试验设计结果

Table 2   Linear regression design matrix and results

项目 X1 X2 X3 X4

实验次数 8 8 8 8
常数项 5.1 1.7 6.5 11.1

偏回归系数 0.638 0.231 0.813 1.388
偏差平方和 3.251 0.361 5.281 15.401
检验统计量 25.010 2.779 40.625 118.471
显著性 0.05 0.25 0.05 0.01

表 3 回归模型的显著性检验及分析

Table 3   Significance analysis for each regression coefficient in the
established regression model

3 讨论与结论

毕赤酵母表达体系具有多种优势，使各种食品工业

用酶相继运用基因工程在毕赤酵母表达体系中进行表

达，表达的酶蛋白不仅产量大、活性高，而且具有较

高的稳定性和安全性，为食品加工的安全高效提供了有

力保证，但是如何使构建的基因工程菌应用于工业化生

产还需要深入研究。重组 P. pastoris 表达外源基因受营

养物质和环境条件的影响，并且有其特有的作用机

制：表达受甲醇诱导，但甲醇的体积分数太高会使细

胞中毒死亡，太低则不能充分诱导外源蛋白表达；并

且 P. pastoris GS115 属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也会对外源蛋白的表达量

产生一定的影响。本实验着重考察了重组 P. pastoris 生
产耐高温α - 淀粉酶发酵过程中的 4 个条件，在此基础

上进行了优化。优化发酵条件可以提高耐温α - 淀粉酶

在毕赤酵母中的表达量，从而达到提高酶产量和酶活性

的目的。通过四元线性回归正交试验，得到了回归模

型，4 个因素对耐高温α - 淀粉酶酶活力的影响程度由

大到小依次为接种量、甲醇添加量、诱导时间、摇床

转速。由此可以确定摇床转速对耐高温α - 淀粉酶酶活

力的影响不是很显著，而接种量和甲醇添加量是摇瓶发

酵工艺中的关键影响因素，在发酵过程中需要严格控制。

通过对发酵工艺的优化得出最佳工艺参数为：诱导时间

96h、甲醇添加量 0.5%、接种量 150mL/100mL、摇床转速

200r/min。此时耐高温α - 淀粉酶酶活为 217.2U/mL，这高

于相关研究报道结果[11]。下一步一方面将利用发酵罐扩

大生产地衣芽孢杆菌耐高温α - 淀粉酶，深入研究发酵

条件等对外源蛋白表达量及耐高温α - 淀粉酶酶活力的

影响，由于发酵罐的参数容易在线控制，并且巴斯德

毕赤酵母的发酵方法比较成熟，在发酵罐中的酶活力有

望比摇瓶发酵高 10 倍以上[12 ]；另一方面，通过基因改

造改变耐高温α - 淀粉酶结构关键基因，进一步提高产

酶量和酶活性，进而获得适合工业化生产的高效生产菌

株和发酵工艺条件，为规模化生产奠定基础。
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