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pH对毕赤酵母表达重组人复合α干扰素的降解影响 
张  盛,  郝玉有,  储  炬,  王永红,  郭美锦, 张嗣良,  庄英萍 
华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室, 上海  200237 

摘  要: 使用Pichia pastoris表达重组人复合α干扰素(cIFN)会发生降解、聚合等不均一表达的现象。在 5 L发酵罐中考

察了不同诱导pH对cIFN表达产生降解的影响, 结果发现在适合酵母生长的pH 3.0~7.0 范围内, 当诱导pH为 4.0~5.0 时, 

cIFN不均一表达现象最少, 生物活性达到 2.5×108 IU/mL。通过测定发酵液中总蛋白酶活和细胞活性寻找了cIFN降解出

现的原因：发现低诱导pH下细胞死亡率升高释放更多酶系, 高诱导pH下蛋白酶活性明显增大, 两者都使蛋白酶作用加

强, 加剧cIFN的降解; 特别是诱导pH为 7.0 时, 适宜的pH使蛋白酶酶活陡升, 将cIFN完全降解。 
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Effect of pH on Proteolytic Degradation of Consensus  
Interferon-α Expressed by Pichia pastoris 
Sheng Zhang, Yuyou Hao, Ju Chu, Yonghong Wang, Meijin Guo, Siliang Zhang, and 
Yingping Zhuang 
State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China 

Abstract: We observed the heterogeneity of consensus interferon (cIFN) expressed by Pichia Pastoris, such as aggregation and 
degradation. The effect of induction pH on degradation of cIFN was studied in a 5-L bioreactor. The heterogeneity of cIFN was less 
serious when induced at pH 4.0∼5.0. The bioactivity of the fermentation supernatant reached 2.5×108 IU/mL when pH was controlled 
between 4.0 and 5.0. To seek the reason of cIFN degradation, we analyzed the activity of protease and cell mortality by flow    
cytometry. At lower pH, cell mortality was higher and more protease was released. Protease activity increased at higher pH. The pro-
teolytic degradation of cIFN was enhanced at either high or low pH. The cIFN was degraded entirely when pH was 7.0, where the 
protease had its optimal pH. 

Key words: pH, consensus interferon, protease, degradation, flow cytometry, Pichia pastoris 

重组人复合α干扰素(Consensus Interferon, cIFN)

是一种氨基酸序列重组的非天然存在的人αⅠ型干

扰素, 其分子量约为 19 kD, 集中了多种天然α干扰

素的优点, 具有更强、更广谱的抗病毒作用[1]。巴斯

德毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统是一种比较理

想的真核微生物表达系统, 但也会出现分泌蛋白聚

合、降解等现象, 降低蛋白的生物活性和产量, 并给

蛋白的纯化和工业化带来了很大困难[2]。因此在毕

赤酵母表达cIFN时, 就会产生严重的不均一表达现

象 [2]。研究表明通过降低诱导温度可以明显改善
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cIFN表达的聚合现象, 得到稳定单体[1,3]。在此基础

上, 本文继续研究诱导pH对cIFN降解的影响。 

酵母表达系统中外源蛋白的降解主要是由酵母

产生的蛋白酶引起的, 细胞死亡或裂解而释放胞内
蛋白酶导致分泌型重组蛋白降解的机理已被广泛接

受[4]。不同的蛋白酶有不同的最适pH作用范围,通过
选择适当的发酵pH可以有效降低蛋白酶的活性, 减
少目的蛋白的降解[5]。同时, 改变pH这一重要的生
理指标, 对细胞的活性也会产生很大影响。本研究
分析了诱导pH、cIFN降解、发酵液中总蛋白酶活和
细胞死亡率之间的相关性。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 

巴斯德毕赤酵母(P. pastoris)GS115/pPIC9-cIFN 
(R164S)由北京军事医学科学院提供。 
1.2  培养方法 

1.2.1 种子培养方法 
挑取 YPG平板上的新鲜单菌落, 接入含有 50 mL 

BMGY种子培养基的 500 mL三角瓶中, 于 30℃, 220 
r/min培养至 OD为 6～8时, 将 50 mL种子培养液全
部接入 5 L发酵罐中(含 1.8 L的基础盐培养基)。 
1.2.2  5 L罐发酵培养 

甘油生长相和过渡相温度控制 30℃, pH为 5.4, 
通过调节搅拌转速 200~900 r/min之间来维持溶解氧
(DO)在 30%以上。当基础料中的甘油耗尽后, 此时
DO急剧上升, 开始流加浓度为 50%甘油, 并以维持
DO 在 40%为依据控制甘油补料速率, 甘油相补料
时间约为 5 h。随后停止补甘油, 进入甲醇诱导相, 
一次性加入 5 g 甲醇, 以在线甲醇电极监控发酵液
中的甲醇残留浓度来控制甲醇流加速率 , 并维持
DO>20。后期溶氧过低, 则控制甲醇流加速度, 优先
维持溶氧。通过氨水和酵母生长自身产酸控制甲醇

诱导相的 pH, 诱导温度为 20℃。 
1.2.3  发酵培养基 

基础盐培养基： 85% H3PO4 26.7 mL/L, CaSO4 
0.93 g/L, K2SO4 18.2 g/L, MgSO4 · 7H2O 14.9 g/L, KOH 
4.13 g/L, PTM1 4 mL/L。121℃湿热灭菌 30 min。 

补料： 50%的甘油, 100%甲醇, 分别加入PTM1 
12 mL于每升补料溶液中。 
1.3  分析方法 
1.3.1  菌体浓度 

菌体浓度通过测定细胞密度(OD600)来确定：菌

液稀释后于波长 600 nm处以去离子水为对照进行比
色测定, OD600＝OD读数×稀释倍数。 
1.3.2  总蛋白浓度的测定 

Bradford考马斯亮蓝法[6]测定。 
1.3.3  蛋白电泳 

凝胶配方和电泳操作过程参照《蛋白质电泳实

验技术》[7]方法进行。还原电泳浓缩胶浓度为 5%, 分
离胶浓度为 15%; 天然电泳浓缩胶浓度为 3%, 分离
胶浓度为 6%, 考马斯亮蓝染色。采用BandScan5.0
凝胶图像处理软件分析, 根据电泳条带染色强度进
行定量分析。 
1.3.4   cIFN免疫印迹(Western blotting) 

电泳后的凝胶不进行染色, 直接将上面的蛋白
转到硝酸纤维膜上, 先用 50 mmol/L Tris-HCl, pH 
7.6 缓冲液洗涤, 再用 5%的脱脂奶粉(PBST 稀释, 
PBST：0.01 mol/L PBS＋0.05% Tween, pH 7.5)作为
封闭液封闭, 再用含有 1:1000 的鼠抗人α干扰素单

抗(Abcam 公司)室温反应 2h, 洗涤后用含有 1:500
羊抗鼠过氧辣根化酶(KPL公司)室温反应 2 h, 洗涤
后最后用新鲜制备的底物二氨基联苯胺溶液(DAB
溶液)显色 5 min, 用去离子水冲洗终止显色反应。 
1.3.5   生物活性测定 

采用细胞病变抑制法 [8], 采用WISH细胞 /VSV
系统测定。 
1.3.6  细胞死亡率测定 

采用流式细胞仪方法[9]。 
样品处理：取发酵液, 用 0.1 mol/L PBS溶液稀

释使细胞数目约为(1~5)×106 个/mL, 取 3 mL稀释
液, 加入 20 μL PI (Sigma; 1 mg/mL) , 摇匀, 10 min
内测定。 

流式细胞仪检测：使用 BD 流式细胞仪 FACS 
Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), 
PBS 溶液作为流动鞘液(sheath fluid), PI用氩离子激
发荧光, 使用 530/30 BP filter (FL1)作细胞自发荧
光分析, 660/16 BP filter (FL3) 作 PI荧光分析。 

流式细胞仪测定细胞活性标准的建立：取生长

相后期 16~18 h(对数增长期)发酵液, 通过未加热处
理样品和沸水水浴 10 min(杀死全部细胞)两种方式
处理样品, 稀释后加 PI 处理测定细胞活性, 其死亡
率分别为 0和 100%, 来校正流式细胞仪测定参数。 
1.3.7  蛋白酶活的测定 

采用紫外光谱法测定[10], 发酵液在一定的温度
与对应pH值条件下, 水解酪素底物, 水浴 60℃灭酶, 
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然后加入三氯乙酸使未水解的酪素沉淀除去, 滤液
在 275 nm处有吸收, 由酪氨酸标准溶液制作标准曲
线, 计算出蛋白酶活力。缓冲溶液采用不同pH值的
磷酸氢二钠和柠檬酸溶液。 

2  结果 
2.1  pH 对蛋白表达、cIFN 活性和稳定性的影响 

按照 1.2.2 方法分别控制诱导 pH 为 3.0、4.0、

5.0、6.0、7.0发酵, 结果表明(图 1), 诱导 pH为 5.0

时, 总蛋白表达量最高, 达到 2.18 g/L, 升高与降低

pH都造成总蛋白量下降。pH升至 7.0时, 诱导 24 h

后总蛋白浓度上升至 0.71 g/L, 之后迅速下降, 发酵

后期一直停留在 0.4 g/L左右。结合还原电泳分析(图

2a), 说明此 pH 下蛋白发生严重的降解, 目的蛋白

条带消失, 而 pH 4.0 和 5.0 下诱导时能较好控制降

解。对此电泳做 western blotting(图 2b), 并用

BandScan5.0分析软件粗略估算, pH 4.0和 5.0的降

解量分别占目的蛋白相关物总量的 5.9%和 7.3%。诱

导 pH降到 3.0或升到 6.0, 都使降解现象加剧, 相应

比例分别增加到 14.4%和 32.7%。pH 7.0 诱导 66h

的样品在图 2b 上没有免疫反应, 这进一步证明, 此

时发酵液中已不存在任何 cIFN蛋白。 
 

 
图 1  不同诱导 pH 下总蛋白的表达量 

Fig. 1  Effect of induction pH on the expression level of 
total proteins 

 

 
图 2  不同诱导 pH 下发酵上清液还原电泳(a)和对应的免疫印记结果(b) 

Fig. 2  SDS-PAGE (a) and Western blotting (b) analyses of supernatants under different induction pH 
1-2, 3-4, 5-6, 7-8: pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 induced at 60, 66 h, respectively; 9: pH 7.0, induced at 66 h; M: marker 

 

 天然电泳结果表明(图 3), pH 4.0到 5.0范围也有
利于减少发酵液中单体 cIFN发生聚合的程度, 此时
发酵液中单体含量明显高于其他 pH下的情况。生物 
 

 
图 3  不同 pH 诱导发酵上清液天然电泳 

Fig. 3  Native-PAGE of supernatants under different induction pH 
1: pH 3.0; 2: pH 4.0; 3: pH 5.0; 4: pH 6.0; 5: pH 7.0 

活性分析(表 1)也证实, pH为 4.0与 5.0时, 生物活性
最高, 达到 2.5×108 IU/mL, 而较低或较高pH下引
发的聚合和降解 , 都不同程度得降低了生物活性 , 
pH 7.0没有检测出生物活性。由于聚合和降解产物
的复杂性 , 导致无法准确测得单体蛋白的表达量 , 
造成比活力计算的困难, 若以总蛋白表达量计算比
活, 则诱导pH 4.0下比活性最高。 
 

表 1  不同 pH 诱导 cIFN 生物活性 
Table 1  Effect of induction pH on cIFN bioactivity 

Induction pH cIFN bioactivity 
(108 IU/mL) 

Specific cIFN bioactivity
(108 IU/mL/g protein) 

6.0 1.15 0.60 
5.0 2.57 1.23 
4.0 2.52 1.51 
3.0 1.51 1.11 
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2.2  cIFN 降解与蛋白酶活性分析 
由图 4可见, 胞外总蛋白酶酶活随诱导 pH变化

的趋势与图 2 看到的结果有一定相关性, 降解严重
时, 胞外蛋白酶酶活往往较高。诱导 pH 4.0下发酵
液酶活最低。随着诱导 pH的升高, 发酵液的酶活也
升高, 降解较严重的 pH 6.0 条件, 后期蛋白酶活已
达 19.5 u/mL。诱导 pH 7.0时, 蛋白酶活在发酵初期
就超过 20 u/mL, 且居高不下, 造成目的蛋白的快速
降解, 这可能是中性蛋白酶活力高所致。当 pH降到
3.0 时, 酶活又有所上升, 同时带来降解的加重。可
见不同诱导 pH 导致蛋白酶活产生差异, 而蛋白酶
活性的变化直接影响 cIFN的降解。 
 

 
图 4  不同诱导 pH 下的胞外蛋白酶活 

Fig. 4  Effect of induction pH on the activity of 
extracellular protease 

 
2.3  细胞死亡率分析 

由流式细胞仪测得不同诱导 pH 下的细胞死亡
率见图 5。pH 4.0~6.0 下的细胞死亡率分别维持在
5%、3%、2%附近, 诱导 pH 为 3.0 时, 发酵后期死 

 

 
图 5  不同诱导 pH 对细胞死亡率的影响 

Fig. 5  Effect of induction pH on cell mortality 

亡率最高, 达到 15.16%, 随着细胞大量死亡, 导致

释放的胞内蛋白酶增多 , 蛋白酶活也有所上升(图

4)。在最高的 pH 7.0, 死亡率却只在 1%~2%之间波

动 , 但细胞生长明显受到抑制 , 蛋白表达量也低 , 

可能是酵母生长的负担较小 , 造成细胞死亡率较

低。虽然毕赤酵母可以在 3~7 的较宽 pH 范围内生

长, 但其更适合在偏中性的环境存活, 偏酸性的环

境造成细胞死亡率升高 , 释放更多酶系引起蛋白 

降解。 

3  讨论 
发酵液中的蛋白酶一般有三种来源途径：细胞

分泌出来的胞外蛋白酶, 细胞外膜结合蛋白酶和细
胞自噬或裂解释放的胞内蛋白酶[4]。改变环境pH既
影响细胞死亡而释放的蛋白酶量, 也影响已分泌蛋
白酶的活性。在诱导pH 3.0条件下, 细胞死亡率高, 
释放出更多蛋白酶降解外源蛋白。高pH条件细胞死
亡率相对不高 , 也许是中性pH较适宜蛋白酶作用 , 
使蛋白酶活性加大, 降解作用增强。这在pH 7.0 时
尤为明显 , 较高的蛋白酶活性使外源蛋白完全   
降解。 

溶液pH也是蛋白质聚合的影响因素之一[11], 实
验中较高的pH(6.0)和较低的pH(3.0), 不仅引起cIFN
降解, 也加剧cIFN的聚合。cIFN聚合与降解的伴随
现象, 说明两者之间有一定的内在联系, 值得进一
步研究。 
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中国科学院微生物研究所期刊广告部成立 
 

中科院微生物研究所期刊广告部于 2007 年 3 月正式成立, 具有北京市工商管理局正式批准的广告经营

许可证(京海工商广字第 8107 号)。广告部代理《生物工程学报》、《微生物学报》、《微生物学通报》、《菌物

学报》四个期刊的广告经营业务, 此四种期刊均为中国自然科学核心期刊, 国内外公开发行, 主要报道微生

物学、菌物学和生物技术领域的最新研究成果和研究动态, 已被美国化学文摘(CA)、生物学文摘(BA)、医学

索引(MEDLINE )、俄罗斯文摘杂志(AJ)、Abstracts of Mycology (美国“菌物学文摘”)、Index of Fungi (英国“菌

物索引”)、Review of Plant Pathology (英国“植物病理学文摘”)、Bibliography of Systimatic Mycology (英国“系

统菌物学文献目录”)、Bibliographie der Pflanzenschutz literature(德国“植物保护文献目录”)、《中国学术期
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