
!" 卷 # 期

!$$% 年 & 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-). !$$%

/0102304：5067-87. !，!$$%；9110:;04：9:72) !&，!$$%*

<=2> ?(7@ ?8> >-::(7;04 6. 8 A78B; C7(D ;=0 E708; F120B10 5(-B48;2(B (C 5-G28B（+(* !$$!5"$H）8B4 ;=0 IJ10))0B; F1=(() KB1-68;2(B L)8B (C M2B2>;7. (C

I4-18;2(B，N=2B8*

" N(770>:(B42BA 8-;=(7 * <0)：OPQ%R!Q!"O#""$；IQD82)：B>J28S G28BAJ28B* JD-* 04-* 1B*
福建省重大科技项目（+(*!$$!5"$H）与教育部跨世纪人才培养计划。

!"#! 冠状病毒核衣壳蛋白在酵母中的表达与活性检测
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摘 要 用 LN/ 扩增 F9/F 冠状病毒 + 蛋白全长 1\+9，克隆到酵母表达载体 :LKNH]%X，构建 :LKNH]%XQFN(’+ 酵母表达质粒。

表达质粒线性化后电转化到毕赤酵母 EF""% 中，经 E#"OQ/\^，MM_M\ 平板与 LN/ 扩增筛选获得 :#& ‘ 7)/ ‘ 重组菌株。比较

研究了不同的培养基、溶解氧以及甲醇浓度对菌株生长与重组蛋白表达的影响。结果表明：5^F 培养基最适宜重组菌的生长

与表达，溶氧对菌体的生长与表达有显著的影响，甲醇诱导最佳终浓度为 "a（@_@），F\FQL9EI 分析重组蛋白的表达量，发现

重组 + 蛋白表达量占细胞总蛋白的 Pa，每升培养基可以生产 #"$DA 重组 + 蛋白，生物量达 #% E3P$$。b0>;07B 6)(;;2BA 结果表

明，重组 + 蛋白对鼠源单克隆抗体以及 F9/F 病人恢复期血清具有较强的特异性反应。对摇瓶培养条件进行了发酵罐放大实

验，结果生物量达到 H#O E3P$$，表达量达到 !]%A_T，分别为摇瓶表达的 &]& 倍和 P]" 倍，为 F9/F 早期血清学诊断研究以及为 +
蛋白在病毒复制以及致病机理的研究奠定了一定的基础。
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’"(’（+/./0/ $31-/ 0/+),0$-*0I +I%&0*!/，严重急

性呼吸综合症）的病原体得到了确认，为一种新型的

冠状病毒（’"(’4J*K），能够引起人类与动物的呼吸

道与肠道疾病［F L <］。:EEB 年在全世界范围内包括中

国、新加坡和加拿大等 : < 个以上的国家和地区爆

发流行，严重危害全世界人们的身体健康。’"(’4
J*K 是一类具有包膜的单股正链 (@" 病毒，序列分

析表明该病毒在系统发生上属于冠状病毒，为当今

发现的最大的冠状病毒。目前认为 ’"(’4JMK 编码

:B 个蛋白，其中包括主要的 C 个结构蛋白，核衣壳

蛋白（@），刺突蛋白（’），膜蛋白（N）以及小的包膜蛋

白（O）。成熟的 ’、N、O 与 @ 蛋白都能使宿主产生免

疫反 应，这 与 胃 肠 冠 状 病 毒［D］、感 染 性 支 气 管 病

毒［G，P］、猪呼吸冠状病毒［Q］和鼠肝病毒［FE］的结果一

致，从临床症状上很难将 ’"(’ 与普通肺炎区分开

来，因而在 ’"(’ 感染早期得到正确的特异性诊断

显得尤其重要［FE］。在疾病感染早期，血清学诊断是

一种灵敏而且特异性好的方法。而 @ 蛋白在病毒

的复制与病理反应中起重要作用，其抗原性比 ’ 蛋

白强［D，F:，FB］，因而有可能为血清学诊断的候选抗原。

毕赤酵母表达系统不但能够高水平表达外源重

组蛋白，而且遗传操作简单，具有类似于哺乳动物翻

译后的加工修饰功能，特别是容易进行高密度培养

从而 提 高 重 组 蛋 白 的 产 率 等 优 点 倍 受 人 们 青

睐［FC，FQ］。到目前为止，重组 @ 蛋白都为大肠杆菌表

达产物，而大肠杆菌表达的 @ 蛋白一般以包含体的

形式存在，表达蛋白不能正确折叠而影响其生物活

性。因而本研究的目的是在毕赤酵母中表达具有正

确构象的重组 @ 蛋白以及分析表达蛋白的生物活

性，为研究 @ 蛋白在病毒包装与病理反应中的作用

提供可靠的基础。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 菌 株 与 质 粒：8MRFES’［)0*"T，6$3UV，6$3W
!NF<，8%FE（8/-(）］，8XF（+1)O 2+&! < -2,!（ 6$34
)0*"T）S’［ -0$YBD R(M"TZ 6$3UV，6$3W!NF<］），84
’J*K@ 质 粒，本 实 验 室 保 存，)NYFP48 载 体 购 自

8$[$($ 公司，宿主菌 # 7 (’)*+,$) X’FF<（ &$) L -.* Z ）

与胞内表达质粒 )RUJB;<[ 购自 U%.,-0*=/% 公司。

)*)*+ 工 具 酶 与 试 剂：所 用 限 制 酶 /’-\!，

0%+(!，1’%!为大连宝生物工程公司产品。8$V
Y@" 聚合酶购自华美生物工程公司，酵母提取物、

蛋白胨购自 MA*,& 公司。酵母基本氮源 ]@T 购自

Y,93* 公司，其余试剂为国产分析纯试剂。

)*+ 方法

)*+*) 实验所用 RJ( 扩增引物由上海博亚生物公

司合成，其序列见表 F。

表 ) ,-. 扩增所用的引物及其序列

/012" ) ,&34"& ("56"78"( 6("’ 9%& :;" ,-. 04<239380:3%7

J*%+-013- R0,!/0 +/V1/%3/
@ =/%/ <^ L XX"8JJ"JJ"8X8J8X"8""8XX"JJJJ L B^

<^ L X""88J88"8XJJ8X"X88X""8J"X L B^
"M_F <^ L X"J8XX88JJ""88X"J""XJ L B^

<^ L XJ"""8XXJ"88J8X "J" L B^

)*+*+ 表达质粒 )RUJB;<[4’J*K 的构建：重组 Y@"
技术采用标准的分子克隆技术［F<］，以 84’J*K@ 质粒

为模 板。分 别 利 用 其 正 向 引 物 @SR 与 反 向 引 物

@(R 进行 RJ( 扩增：QC‘ C!,%；QC‘ <E+，<G‘ <E+，
G:‘ PE+，共 :E 个循环；G:‘ FE!,%。RJ( 产物回收

后连接到 )NYFP48 载体上，然后用 /’-\!>0%+(!
切下 @ 基 因，克 隆 到 用 同 样 酶 切 处 理 的 表 达

)RUJB;<[ 载体上构建 )RUJB;<[4’J*K 表达载体（图

F），测序结果证实了 @ 基因处于 "M_F启动子控制下。

图 F 表达质粒 )RUJB;<[4’J*K@ 的构建

S,=7F J*%+-013- *9 /A)0/++,*% )6$+!,& )RUJB;<[4’J*K@

)*+*= 质粒转化与 &$) Z 2.* Z 重组表型阳性克隆的

筛选：# 7 (’)*+,$) 酵母感受态细胞的制作以及电转化

FC<刘如石等：’"(’ 冠状病毒核衣壳蛋白在酵母中的表达与活性检测



按 !"#$%&’()" 公司方法进行［*+］。然后挑取单菌落先

后分别接种到 ,- 与 ,, 平板上 ./0培养 . 1 23，根

据甲醇利用快型 !"# 4 $%& 4 与甲醇利用慢型 ’"# 4

$%&# 在 ,5 与 ,, 的生长速度不同来鉴别其甲醇利

用表型。

!"#"$ 678 分析重组毕赤酵母的表型与整合：以 9:
()** 和 2:()** 引物对，以采用 !"#$%&’()" 公司方法

分别提取的 ;6!72<9=>?7’@A 重组菌与 ;6!72<9= 重

组菌的基因组总 5AB 为模板［*+］，进行 678 扩增，然

后进行 *<CD的琼脂糖凝胶电泳鉴定 678 扩增结

果。

!"#"% 摇瓶培养重组菌株与重组 A 蛋白的胞内诱

导表达：经 678 鉴定正确的重组菌株按 !"#$%&’()" 公

司方法进行诱导，每 *.E 取样检测生物量 )++CC、表

达水平与生物活性。

!"#"& 细胞的裂解与重组蛋白表达的检测：收获诱

导表达的重组细胞，按 F$G 等［*H］的方法破碎细胞，

*.CCC( 离心 *C I$" 留上清，用 -7B 法测定上清中蛋

白质浓度，取 *C!F 上清加入适量上样缓冲液进行

?5?>6BJK 电泳，然后用凝胶成像系统分析表达重组

蛋白占细胞总蛋白的量［*L，*H］。

!"#"’ M)N%)&" OP’% 分析重组 A 蛋白的活性：?5?>
6BJK 在电转缓冲液（.9 II’PQF R&$N·S7P，*/.II’PQF
甘氨酸，2<9 II’PQF ?5?，.CD（, Q,）甲醇）中平衡

后，将 蛋 白 电 转 到 硝 酸 纤 维 素 薄 膜 上（安 玛 西 亚

RKLC 半干转移系统，C<HIBQTI.电转 2CI$"）［*/］，再用

9D 脱 脂 奶QRA 缓 冲 液（ *C II’PQF R&$N·S7P，
*9CII’PQF AU7P，;S H<C）封闭，*：*CCC 加入鼠源抗 A
单克隆抗体或 *：*CC 加入 ?B8? 病人血清在 .C 1
.90 温浴 *E，洗膜后用碱性磷酸酶标记的羊抗鼠或

羊抗人 !(J（用 9D的脱脂奶QRK 缓冲液按 * V *CCCC
稀释）与膜于 .C 1 .90 温浴 *E，最后用 -7!6 与 A-R
底物显色［*9］。

!"#"( *CF 自控发酵罐分批培养生产重组 A 蛋白：

在 *CF 自控发酵罐中，最大工作体积为 HF 进行发酵

培养，装料前校准 ;S 电极，灭菌后校准溶氧电极，

并保持接种发酵前溶氧为 *CCD，按 HD 1 *CD的接

种量接种摇瓶培养种子，发酵温度维持 ./0，发酵

过程几个关键参数设定为："转速与溶氧控制：C 1
.WE按 ,7?QX$".<C 预设的 ;&’Y$P) 程序从 WCC 1 HCC
&QI$"直线上升，然后保持 HCC&QI$"，保持溶氧不低于

2CD，低于 2CD时自动通入溶氧；#;S 值：自动流加

浓氨水保持 ;S 为 9<9 Z C<*；$起泡通过消泡泵自

动流加泡敌消泡；%补料控制：C 1 *HE 不补料，*H 1

.2E 以 *L<HIF [（E·F）的流速限制性补加 9CD（- Q-）

的甘油；.2 1 .9E 停止补加甘油，当溶氧（5\）陡然上

升时 说 明 甘 油 已 经 耗 尽；.9 1 .HE 开 始 以 +<9
IF [（E·F）的流速流加 *CCD甲醇；.H 1 WCE 甲醇流速

加倍；WC 1 L.E 甲醇的流加速度加到 *L<H IF [（E·
F）。

# 结果与分析

#"! 转化子表型的筛选

挑取 .C 个 JW*H>85- 平板上长出的抗性转化

子在 ,5 和 ,, 平板上鉴定表型，结果它们都有相

同的生长速率，因而所有重组子均为 ’"# 4 $%& 4 表

型。JW*H 抗性菌株在 ]K65 液体培养基中培养过

夜，提取重组菌总 5AB，用 9: ()** 与 2:()** 为引

物进行 678 扩增。由于转化菌株含有 B\^* 基因，

转化质粒含有 B\^* 基因两端的同源序列，所以阳

性重组子应该扩增出 B\^* 基因（.<. =O）与 A 基因，

结果每个转化子总 5AB 678 均扩增出了 A 基因与

()* 基因，说明所有重组菌均为阳性克隆，而且表

型均为 ’"# 4 $%& 4 ，其结果与 ,,Q,5 平板鉴定的一

致，这些说明总 5AB 678 扩增不但可以鉴定外源的

A 基因插入到了毕赤酵母基因组的 ’"#W 基因座，而

且可以一步鉴定重组菌的表型（图 . 第 +，L 泳道）。

图 . 以 9:B\^* 与 2:B\^* 为引物 678 分析

?7’@A 基因整合到毕赤酵母 J?**9 基因组

_$(‘. !"%)(&U%$’" ’Y ?7’@A ()") $"%’ %E) . ‘ /0#&12"# J?**9
XUN T’"Y$&I)3 Oa 678 GN$"( 9:()** ;&$I)& U"3 2:()** ;&$I)&
*：5AB PU33)&；.：678 ;&’3GT% ’Y ;6!72<9b；2：678 ;&’3GT% ’Y

;6!72<9b>?T’@A； W： 678 ;&’3GT% ’Y . ‘ /0#&12"# J?**9 X$%E’G%

%&U"NY’&IU%$’"；9：678 ;&’3GT% ’Y T’"%&’P N%&U$"N；+，L：678 ;&’3GT% ’Y

;’N$%$#) &)T’IO$"U"%N‘

#"# 摇瓶表达重组 ) 蛋白及其活性检测

’"# 4 $%& 4 表型重组单克隆在 -,J] 培养基中

于 2C0、.9C&QI$" 培养 *3，然后更换为 -,,] 培养

基诱导，每天添加 *CCD甲醇到终浓度 C<9D维持诱

导，以只转化 ;6!72<9b 空质粒的菌株同样培养作对

照。诱导 +CE 后取样进行 ?5?>6BJK 电泳，结果显

.W9 3!"45#5 61%2407 18 9"1&5:!4171;< 生物工程学报 .CC9，@’P<.*，A’<W



示重组 ! 蛋白在毕赤酵母胞内获得了高效表达。

其表达量占细胞总蛋白的 "#（图 $%），在 ! 基因重

组菌中约 &’() 位置处有一蛋白带，而在仅转化空质

粒的重组菌中没有这一条蛋白带，初步说明 ! 蛋白

在酵母中得到了表达。*+,-+./ 012--3/4 结果表明（图

$56)），&’() 蛋白带能与鼠源 ! 蛋白单克隆抗体和

" 份 7%87 病人恢复期血清具有反应，而只转化空载

体的重组菌没有反应，并且表达的重组 ! 蛋白和 9
份正常人的混合血清没有任何反应，这进一步说明

! 蛋白在毕赤酵母中得到了高效表达，而且具有较

强的特异性与良好的生物活性。

图 $ 7)76:%;< 与 *+,-+./6012- 分析重组菌株表达 ! 蛋白

=34>$ %/?1@,3, 2A 7)76:%;< ?/B *+,-+./6012- 2A
.+C2D03/?/- ! +EF.+,,32/ 0@ .+C2D03/?/- @+?,-,

%：7)76:%;< ?/?1@,3, 2A ! F.2-+3/ +EF.+,,32/；56)：032?C-3G3-@ ?/?1@,3,

2A .+C2D03/?/- ! F.2-+3/ 0@ *+,-+./ 012--3/4 ?4?3/,- D2H,+6?/-36!6D%0，

F2,3-3G+ ?/B /+4?-3G+ ,+.HD> I：F.2-+3/ D21+CH1?.6D?,, D?.(+.；J：F.2-+3/

A.2D C2/-.21 ,-.?3/；K：F.2-+3/, A.2D -L+ .+C2D03/?/- ! 4+/+ ,-.?3/>

!"# 重组菌株拷贝数与重组蛋白表达量的关系

挑取对不同浓度 ;&J9 具有抗性的菌株进行诱

导表达，对浓度越高的 ;&J9 具有抗性，说明外源基

因插入的拷贝数越高。而一般认为，外源基因的剂

量与蛋白表达量正相关，因而研究了外源基因的剂

量与表达量关系。结果拷贝数不同的菌株重组蛋白

的表达都在 &9L 达到表达高峰，均为 $MMD4NO 左右，

没有显著的差别，说明重组 ! 蛋白的表达量与重组

菌株的拷贝数无关，这与 P?,,31+G? 等［KM］表达 Q5,%4
时外源基因的剂量与表达量正相关的结果不一致。

这说明重组菌株的表达量不一定总与整合基因的拷

贝数正相关，即对于特定的基因来说具有个性。

!"$ 培养与表达条件的优化

!"$"% 不同培养基对菌株生长与表达的影响 比较

研究了 5IIR、5II 以及 II 培养基与 =57 培养基

在甲醇诱导量为 MS’#时对菌株生长与 ! 蛋白表达

的影响（图 &），结果显示重组菌株生物量在诱导 &9L
后达到稳定期，重组蛋白的表达量也达到最大值。

在 =57 与 5IIR 培养基中重组菌的 !""MM 达 $$，是

5II 培养基的 JSK 倍，II 培养基的 JS&’ 倍；在

=57 与 5IIR 培养基中表达量达到约 $MMD4NO，约为

5II 培养基的 JS& 倍，II 培养基的 KSJ 倍，重组菌

株在 =57、5IIR 中的生物量与表达量没有显著的

区别。但是 =57 只由简单的无机盐组成，价格便

宜，更适宜于工业生产用，因而对于重组菌株来说，

=57 是较优诱导培养基。

图 & 不同培养基对重组菌株生长与表达的影响

=34>& TL+ +AA+C- 2A B3AA+.+/- D+B3? 2/ 4.2U-L
?/B ! F.2-+3/ +EF.+,,32/

!"$"! 溶氧对菌体生长与表达的影响：在 JMMDO 锥

形瓶中分别装入不同体积的 =57 培养基（JM、KM、$M、

&M、’MDO），甲醇诱导量为 MS’#时研究了溶氧（)V）

在诱导过程中对菌体生长与表达的影响（图 ’），研

究说明溶氧对菌体的生长与重组 ! 蛋白的表达有

明显的影响。装瓶量为 JMDO 或 KMDO 培养基锥形

瓶中溶氧丰富，生物量最大，约达到 &M !""MM，! 蛋

白表达水平达到约 $"MD4NO，比其它装瓶量重组菌

株的表达量高。但随着锥形瓶中培养基体积的增

加，)V 下降，菌体的生长与表达都随着下降，装瓶量

为 KMDO 的重组蛋白表达量与生物量分别约为装瓶

量为 ’MDO 的 JSW 倍和 JS" 倍，因而溶氧是影响菌体

生长与重组蛋白表达的一个重要因素。

!"$"# 诱导过程中甲醇浓度对菌体生长与表达的

影响：为确定甲醇的最佳补充程序，每 K&L 添加一定

量的甲醇维持诱导（图 "），研究表明，在低于 J#的

甲醇浓度时，随着甲醇浓度的增大，生物量与重组蛋

白的表达量都呈上升趋势，而在 J#时达到高峰，分

$&’刘如石等：7%87 冠状病毒核衣壳蛋白在酵母中的表达与活性检测



图 ! 不同溶氧对重组菌体生长与表达的影响

"#$%! &’( ())(*+ ,) -. ,/ $0,1+’ 2/3 4 50,+(#/ (650(77#,/

图 8 不同甲醇诱导浓度对重组菌株生长与表达的影响

"#$%8 &’( ())(*+ ,) 3#))(0(/+ *,/+(/+ ,) 9(+’2/,: ,/ $0,1+’
2/3 4 50,+(#/ (650(77#,/

别为 ;! !"8<< 与 ;=<9$>?，分别是甲醇浓度 ;@<A的

=@B 倍和 C@C 倍。这是由于甲醇浓度小于 =A时，甲

醇为限制性碳源，影响了菌体正常生长与表达；而当

甲醇浓度超过 =A时，生物量与重组蛋白表达量都

下降，这是由于甲醇浓度过大对菌体造成了毒性，抑

制菌体的生长与表达。所以每天添加一次甲醇保持

甲醇浓度在 =A时是较理想的诱导方法，既保持了

菌体生长与表达的需要，又不会使甲醇成为限制性

碳源或对菌体造成毒性。

!"# 高密度培养表达重组 $ 蛋白

高密度发酵是实现高表达的重要策略之一，采

用 =<? 发酵罐对 4 蛋白进行了规模表达，发酵过程

中 5D 值用 ;9,:>? 的氨水调节在 !@! E <@=，发酵温

度为 CFG。当菌体分批培养到 =H’ 时开始限制性流

加甘油，继续维持菌体的继续生长，流加 I’ 后停止

补料，待甘油消耗完全后（-. 迅速上升），开始低速

率地补加甲醇，此时菌体 !"8<< 达到 ==< 左右，以后

不断增加甲醇的流量。开始由于碳源由甘油转换为

甲醇，菌体要有一段适应期，因而生长缓慢或不生

长，同时重组蛋白开始表达；适应期过后不断加大甲

醇的流加速度，菌体又继续以一定的速度生长，表达

量迅速上升。期间不断进行 -. 75#J( 操作，防止甲

醇浓度过高对菌株产生毒性，同时不使甲醇成为限

制性碳源与能源。培养 88’ 后，菌体密度不再上升，

重组蛋白表达量开始下降（图 B，图 H），说明由于随

着发酵的不断进行，有害代谢废物以及分泌蛋白酶

的积累，细胞进入稳定期，细胞开始自溶，因而达到

发酵终点，应马上停止发酵，以防菌体自溶降解外源

蛋白。由于 5D 值、-.、甲醇浓度、温度等发酵参数

得到了较好的控制，因而高密度培养后，菌体生物量

与表达量得到了显著的提高，菌体 !"8<< 达到 I;H，

是摇瓶发酵培养的 B@B 倍；目的蛋白的表达量为

C@!$>?，为摇瓶发酵的 8@= 倍。初步建立了重组 4
蛋白的高密度发酵生产工艺，为研究开发 KLMK 血

清学早期诊断试剂以及研究 4 蛋白在病毒的复制

以及致病机理的研究提供了重要的基础。

图 B 毕赤酵母表达 4 蛋白发酵过程 !"8<<

与蛋白表达水平曲线

"#$%B &’( *N0O( ,) .-8<< 2/3 4 50,+(#/ (650(77#,/ P#(:3

QP # % $%&’()*& #/ )(3RQ2+*’ )(09(/+2+#,/
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图 ! 发酵罐中重组蛋白表达与诱导时间的关系

"#$%! &’( )(*+,#-./’#0 1(,2((. ,’( )(3-41#.+., 5 0)-,(#.
+.6 ,#4( -7 #.683(4(., #. 7()4(.,+,-)

9：,’( )(3-41#.+., /,)+#. 1(7-)( #.683(；:，;，<，=，>，?，!，@：+7,()

#.683#.$ :，!，9<，:A，:>，;:，;!，<< ’-8)/

! 讨论

BCDB 的病原体已经被确定为一种能在人和动

物上引起呼吸道与肠道疾病的新型冠状病毒［9 E =］。

对与之近距离接触的的人群具有强的传染性。因而

发现一种优良的诊断试剂进行早期诊断，以防止该

病的流行是必要的。BCDB 冠状病毒 5 蛋白核衣壳

蛋白的抗原性优于刺突蛋白，是一种用于检测病毒

抗体的良好抗原。因而本研究首次成功地在毕赤酵

母表达系统中高水平表达了具有生物活性的重组 5
蛋白，F(/,().G1*-, 结果显示，对鼠源单克隆抗体以

及 BCDB 恢复期病人血清的反应具有较强的特异

性，而与正常人血清不发生交叉反应，说明重组蛋白

具有良好的特异性，可以作为 BCDB 病人早期血清

学诊断的候选抗原。现在我们正进一步对探索重组

5 蛋白有效的保持其天然构象的纯化方法，并将进

一步进行 HIJBC 实验检验其作为候选抗原的能力。

同时比较了不同的诱导培养基对菌体生长与表

达的影响，优选了仅由简单的无机盐组成的 "KB 培

养基作为发酵培养基，由于该培养基含有丰富的微

量元素，利于重组菌主的生长与表达，同时该培养基

经济易得，利于工业生产降低成本。溶氧也是影响

重组菌株的生长与重组 5 蛋白表达的一个重要因

素。微生物在生长过程中主要利用氧进行呼吸作

用，人们已经研究了氧对原核生物［:9］与酵母［::］表达

外源蛋白的影响做过研究。甲醇酵母利用甲醇作为

碳源生长时需要大量的氧将甲醇氧化为甲醛［:;］。

所有细胞吸收的甲醇在醇氧化酶与过氧化氢酶的作

用下氧化为甲醛，这些反应都需要分子氧作为电子

受体。外源蛋白的合成需要丰富的能量，因而在毕

赤酵母表达外源蛋白时保持一定量的溶氧是很重要

的，本研究的结果证实了这一点。在利用醇氧化酶

启动子表达外源蛋白时，保持一定量的甲醇浓度是

很重要的。在发酵罐中可以用不同的方法维持甲醇

浓度［:<］。已有人报道在摇瓶发酵过程中在线检测

甲醇浓度，但是需要复杂的设备［:=］。但是不需复杂

设备的甲醇添加程序还没有被报道过。所以本研究

想找到一种经验性的甲醇添加方法来进行重组菌株

的诱导表达。每天添加一次维持 9L的甲醇浓度是

有利于重组菌体的生长与表达。甲醇浓度低于或高

于 9L时不利于菌体的生长与表达，可能是由于甲

醇作为碳源供应不足或浓度过大对细胞产生毒性作

用。对重组菌株高密度培养发现，在单因素确定了

重组 5 蛋白的发酵条件后，对其进行了发酵罐扩大

生产，结果显示，单因素确定的发酵条件具有可放大

性，同时由于较好地控制了 0M 值、NO、甲醇浓度、温

度等发酵参数，重组 5 蛋白的发酵产量得到了明显

的提高，由摇瓶的 <9A4$PI 提高到发酵罐的 :Q=$PI，

发酵产量提高了 >Q9 倍。重组 5 蛋白在毕赤酵母中

的可溶性高效表达，不但为研究开发 BCDB 血清学

早期诊断试剂提供了一个重要候选原料，同时也为

研究 5 蛋白在病毒的复制以及致病机理的研究提

供了坚实的基础。
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答 读 者 问

U 4 请问投稿《生物工程学报》有没有字数或者页数限制的要求？是否要按照正式出版时的格式排版？

答：投稿时没有字数和页数上的限制。我们建议作者在投稿时首先考虑如何将你工作内容和创新点表达清楚，以便审稿

人可以清楚地判断稿件水平。待文章评审通过之后通知作者修改时，在字数和页数上将有具体要求，到时会在修改说明中告

知。投稿时也不需要按我刊五号字、双栏形式排版，可适当放大字号，以便专家阅读。

E 4 在学术会议上发表过的论文能否在《生物工程学报》上发表？

答：论文集如果有正式书号或刊号，就属于正式出版物，则不能再在我刊发表。如果没有，则属于交流材料，论文可以投

往本刊。

! 4 贵刊是否收英文稿件，对英文投稿有何特殊要求？

答：我刊中英文稿件兼收，投稿要求基本与中文稿相同，只是投英文的时候，也需要加上中文的联系方式和中文的题目、

摘要。

C 4 我想知道我的稿件的处理状态，如何查询？

答：稿件一旦有最终处理结果，您会及时收到本刊的反馈信息，所以，请经常查看您的 JZ7($9。您也可以通过 JZ7($9 告知

稿件编号，查询稿件审阅结果。

BP 4 在签订版权协议时，我只想转让印刷版，不想转让网络版，是否可以？

答：我刊不仅出版印刷版，同时出版光盘版和网络版。在出版过程中，一般不大可能将其中的一篇文章撤下来不做网络

版，所以凡不同意转让光盘版和网络版的文章作者，在通知本刊之后，可以改投其他刊物。
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