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甲醇浓度对毕赤酵母表达重组人复合 α干扰素分离 
纯化得率的影响 
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摘  要: 研究了毕赤酵母 Pichia pastoris 表达的重组人复合 α 干扰素（cIFN）时不同诱导甲醇浓度对 cIFN 分离纯化得

率的影响，并分析了原因。在 5 L 罐中采用 0.25、0.50 和 0.75％（W/V）三个甲醇浓度诱导时，在 0.75％高甲醇浓度诱

导下 cIFN 表达水平最高，达到 2.06 g/L，是 0.25％低甲醇浓度诱导的 1.24 倍，但是低甲醇浓度诱导下 cIFN 分离纯化

得率却高于高甲醇诱导浓度下 3.75 倍。另外，低甲醇浓度下发酵上清液 cIFN 抗病毒活性为 2.85×108 IU/mL，较高甲醇

浓度提高了 4.48 倍。进一步采用 SDS-PAGE 和 Native-PAGE 免疫印迹分析不同条件下发酵液中 cIFN 存在状态，发现

在高甲醇浓度下 cIFN 容易形成大量的聚合体，分别为共价聚合和非共价聚合，而 cIFN 单体含量较少，但是低甲醇浓

度诱导下情况完全相反。最终在 0.25％甲醇诱导下分离纯化 1 L 发酵上清液可得 0.73 g 单体 cIFN，是 0.75％甲醇诱导

下的 3.84 倍。 

关键词 : 毕赤酵母，复合 α 干扰素，甲醇浓度，聚合体 
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Abstract:  We observed the influence of methanol concentration on purification recovery of recombinant human consensus 
interferon-α (cIFN) produced by Pichia pastoris. Fermentations controlled at 0.75% (W/V) methanol showed a 24% increase in cIFN 
expression compared to using 0.25% methanol. However, the purification recovery rate of cIFN at 0.25% methanol was 3.75-fold 
higher than that at 0.75% methanol. To seek the reason, we analyzed the stability of cIFN by SDS-PAGE and Native-PAGE as well as 
Western blotting. The electrophoresis results revealed that cIFN formed a lot of aggregates in media when the induction was 
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controlled at 0.75% methanol, and two different aggregate forms were found: disulfide bond covalent aggregates and non-covalent 
aggregates. However, these aggregates almost disappeared when the methanol concentration was controlled at 0.25%, at the same 
time, cIFN bioactivity of supernatant increased almost 4.48-fold. Finally, 0.73g monomer cIFN was obtained after purification from 1 
liter supernatant at 0.25% methanol induction, showed a 2.84-fold increase compare to the induction at 0.75% methanol. 

Keywords:  Pichia pastoris, recombinant human consensus interferon, methanol concentration, aggregates 

重组人复合 α 干扰素 (cIFN) 是一种氨基酸序

列重组的非天然存在的Ⅰ型 α 干扰素。是由 Amgen

公司的研究者对当时已知的 13 种人 α干扰素的序列

进行比较研究，把出现频率最高的氨基酸分配到各

个相应的位置上，并对个别氨基酸进行了修改，得

到了由 166 个氨基酸组成的复合 α 干扰素[1]。复合 α

干扰素集中了各种天然干扰素的优点，具有更强、

更广谱的抗病毒作用，体外生物活性实验证明，cIFN

的生物活性是其他两种常用干扰素  (IFN-α2a、

IFN-α2b) 的 5~10 倍[2]。毕赤酵母表达系统是一种比

较理想的真核微生物表达系统，兼有原核细胞的可

操纵性和真核细胞的翻译后加工的双重优点，用其

表达的重组蛋白更接近天然蛋白的构象，是外源基

因表达的理想宿主 [3]。另外毕赤酵母自身分泌的蛋

白 (背景蛋白) 非常少，能以很高的纯度 (30％~80

％的胞外总蛋白) 表达分泌重组蛋白[4]，这样能简化

分离纯化工艺，对工业化生产十分有利。 

甲醇既作为诱导剂诱导毕赤酵母表达外源蛋

白，还同时作为碳源为酵母生长提供能量，因此甲

醇的控制对外源蛋白的表达影响很大。目前有关甲

醇影响酵母表达的研究主要集中在如何控制酵母生

长和增加外源蛋白表达量上，如混合碳源流加 [5]，

控制比生长速率流加 [6]，控制一定甲醇浓度流加 [7]

等。毕赤酵母表达蛋白时也会有信号肽加工不完全、

形成聚合体、蛋白降解等特征导致目的蛋白表达的

不均一性 [8]，造成目的蛋白的减少及后期分离纯化

的困难。已有研究表明毕赤酵母表达重组人复合 α

干扰素中 pH[9]、诱导温度[10]等环境因素影响毕赤酵

母胞外表达外源蛋白时发酵液中重组蛋白质稳定

性，但是甲醇浓度影响酵母表达外源蛋白的稳定性

鲜见报道。本课题组采用毕赤酵母工程菌在复合培养

基中表达重组人复合 α 干扰素 cIFN 时，遇到不同的

甲醇浓度下 cIFN 的分离纯化得率差别非常大的现

象。本文对这种现象进行了分析，发现在不同甲醇

浓度下 cIFN 的存在状态有很大的变化，较高甲醇

浓度时大量的 cIFN 聚合会造成 cIFN 单体减少。本

文着重分析了不同甲醇浓度和 cIFN 稳定性之间的

关系。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

毕 赤 酵 母 工 程 菌 Pichia pastoris GS115/ 

pPIC9-cIFN (R164S)。遗传表型 Mut+his+，启动子为

PAOX1，载体 pPIC9K，信号肽序列来自酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae 的 α-MF，外源基因为编码

重组人复合 α 干扰素的基因，载体呈线型整合在染

色体上，该菌种由北京军事医学科学院刘志敏教授

提供。 

1.1.2  主要试剂 

复合干扰素标品干复津购自美国 Amgen 公司，

鼠抗人 α 干扰素单抗购自 Abcam 公司，羊抗鼠过氧

辣根化酶购自华美生物工程公司，酵母提取物购自

Oxiod 公司，胰蛋白胨购自日本制药株式会社，酵

母基本氮源  (YNB) 购自 Difco 公司，疏水填料

Phenyl-Sepharose FF、阴离子交换色谱填料 DEAE 

Sephadex A-25 匍聚糖凝胶和离子交换色谱填料

Sephacyal-HR200 购自美国 Amersham 公司。其他化

学试剂均为分析纯，购自国药集团化学试剂公司。 

1.2  培养方法 
1.2.1  种子培养方法 

挑取 YPG 平板上的新鲜 Pichia pastoris GS115/ 
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pPIC9-cIFN (R164S) 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 的复合培养基见

1.2.3)。 

1.2.2  5 L 罐发酵培养 

甘油生长期和过渡期温度控制 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，当细胞

干重 (DCW) 到达 30 后停止补甘油。进入甲醇诱导

期后，以在线甲醇电极 (华东理工大学，中国上海) 

监控发酵液中的甲醇残留浓度来控制甲醇流加速

率，分别以 0.25％、0.5％、0.75％三个甲醇浓度进

行研究。诱导期间维持 DO＞20％，当溶氧过低时通

入富氧空气。通过氨水和酵母生长自身产酸控制甲

醇诱导期的 pH，诱导温度为 25 ℃。 

1.2.3  发酵培养基 

复合培养基：酵母提取物 10 g/L，蛋白胨

20 g/L，YNB 13.4 g/L，甘油 28 g/L，消泡剂 289 

0.2 g/L 溶入 0.1 mol/L (pH 6.0) 的磷酸缓冲液

中。添加 1 mmol/L PMSF (Phenylmethanesulfonyl 

fluoride) 的丝氨酸蛋白酶抑制剂。 

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  cIFN 的分离纯化 

先用 30％饱和度硫酸铵沉淀发酵液上清中的

cIFN，沉淀离心后重新溶于 0.8 mol/L 的硫酸铵  

(pH 8.3) 上样 Phenyl-Sepharose FF 疏水柱，用

0.5 mol/L 硫酸铵洗脱后透析，样品浓缩后上样

DEAE Sephadex A-25 阴离子交换柱，采用 0.3 mol/L 

NaCl 洗脱，收集含目的蛋白洗脱峰，浓缩后采

用 Sephacyal-HR200 分子筛柱层析进行最后脱

盐纯化。 

1.3.2  菌体浓度 

取 1 mL 发酵液，12 000 r/min 离心 10 min，去

上清液，用 0.1 mol/L 稀盐酸洗涤 2 次，离心后吸干

表面水分称其湿重，80 ℃烘干至恒重称其干重。 

1.3.3  目的蛋白 cIFN 浓度测定 

将蛋白还原电泳结果经扫描输入计算机，以干

复津为标准品，采用 TotalLab v1.11 凝胶图像处理

软件分析，根据还原电泳条带染色强度进行定量

分析。  

1.3.4  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》[11]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。 

1.3.5  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∶1 000 的鼠抗人 α 干扰

素单抗室温反应 2 h，洗涤后用含有 1∶500 羊抗鼠

过氧辣根化酶室温反应 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。 

1.3.6  生物活性测定 

生物活性测定：采用细胞病变抑制法[12]，采用

WISH 细胞/VSV 系统测定。 

2  结果 

2.1  不同浓度甲醇诱导下细胞生长和表达情况

分析 
采用补料分批发酵控制策略，当细胞干重 

(DCW) 到达 30 左右开始进入甲醇诱导期。用甲醇

电极维持发酵液中甲醇浓度在 0.25％、0.5％和

0.75％三个值来控制甲醇的流加。由于甲醇用来诱
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导和同时提供碳源，因此甲醇浓度越高细胞生长越

快 (图 1A)。酵母对 cIFN 的表达量也显示出类似的

趋势，甲醇的浓度越高，表达水平越高，诱导 66 h

后 0.25％、0.5％和 0.75％甲醇浓度对应的 cIFN 表

达水平分别为 1.66、1.87 和 2.06 g/L。图 1 可以看出

利用毕赤酵母高效表达 cIFN 时重组蛋白的分泌同

细胞的生长紧密相连，细胞生长则 cIFN 含量增加，

细胞停止生长时 cIFN 含量也保持不变，这在甲醇浓

度为 0.75％时表现尤为明显。当然甲醇浓度也并非

越高越好，超过一定浓度反而对细胞造成毒害作用。

在本研究中，如果单从表达量来看，0.75％甲醇浓

度似乎是表达 cIFN 的最佳甲醇浓度。 

2.2  不同浓度甲醇诱导下 cIFN 分离纯化分析 
毕赤酵母分泌性表达外源蛋白的优势之一就是

其自身内源性蛋白很少分泌到发酵液中，这非常有

利于后期重组蛋白的分离纯化工作。然而在本研究

中很奇怪的是，诱导 66 h 后在 0.75％高甲醇浓度下

虽然 cIFN 表达量最高，但是其分离纯化的得率却非

常低，反之，虽然 0.25％的低甲醇浓度下 cIFN 表达

量有所下降，但是其得率很高，最终获得的 cIFN 纯

品反而要大大高于 0.75％的甲醇浓度所诱导 (表 1)。

分析表 1 数据，发现在高甲醇浓度下，疏水层析这

一步损失很大，得率只有 25.2％，相比之下低甲醇

浓度的这一步得率则达到 87.5％。只有在高甲醇浓

度诱导下发酵液中 cIFN 的性质改变才可能导致这

种较大的纯化损失。为了进一步验证这种可能性，

我们又继续分析了各自发酵液的 cIFN 生物活性，结

果发现高甲醇浓度诱导下发酵液中 cIFN 比活仅为

低甲醇浓度下的七分之一 (表 2)。这些研究结果显

示，虽然在 0.75％甲醇浓度下 cIFN 表达量最高，但

是其发酵液比活最低，有可能在高甲醇浓度下 cIFN

不是以单体状态存在，考虑到前人发现在较高温度

下诱导容易产生 cIFN 聚合体[10]，我们推测在高甲醇

浓度条件下发酵液中 cIFN 也可能大部分以聚合体

形式存在。 

2.3  不同浓度甲醇诱导下 cIFN 稳定性分析 
2.3.1  共价聚合情况分析 

从图 2 非还原和还原 SDS-PAGE 电泳免疫印迹

比较，在非还原条件下泳道 1~3 均可以看到 cIFN

聚合体，只是各自的聚合程度有很大差别。代表

0.75％高甲醇浓度诱导的泳道 1 有低聚体、三聚体、

二聚体和单体，代表 0.5％甲醇浓度诱导的泳道 2 可

以看出明显的二聚体和三聚体，而代表 0.25％低甲

醇浓度诱导的泳道 3 中只能看到微量的二聚体。由

此可见，不同诱导甲醇浓度对 cIFN 的稳定性有很大

影响，高甲醇浓度下 cIFN 不稳定，容易形成各种聚 
 

 

图 1  不同诱导甲醇浓度下细胞生长 (A) 和 cIFN 表达量 (B) 分析 
Fig. 1  Effect of different methanol concentrations on cell growth (A) and cIFN expression level (B). Error bars stand for standard 
deviation (SD). 
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表 1  不同诱导甲醇浓度下发酵液 cIFN 分离纯化分析 
Table 1  Effect of different methanol concentrations on the purification yield rate of cIFN  

cIFN yield rate (%) cIFN purity (%) Methanol concentration 
(W/V, %) precipitationa HICb IECc SECd precipitationa HICb IECc SECd

Final recovery 
(%) 

Purified cIFNe

(g) 

0.75 75.8 25.2 59.3 81.7 52.5 75.8 84.3 96.5 9.3 0.19 

0.50 72.7 63.3 72.5 84.2 53.8 82.6 90.5 96 28.1 0.53 

0.25 77.6 87.5 78.2 83.3 55.5 86.8 92.2 97.4 44.2 0.73 
aAmmonium sulfate precipitation; bPhenyl-Sepharose FF chromatography; cDEAE Sephadex A-25 chromatography; dSephacyal-HR200 
chromatography; ePurified cIFN per liter supernatant. 
 
 
表 2  不同浓度甲醇诱导下发酵液 cIFN 活性分析 
Table 2  Effect of different methanol concentrations on cIFN bioactivity (x s± ) 

Methanol concentration (W/V) cIFN bioactivity (108 IU/mL) cIFN specific bioactivity (108 IU/g protein) 

0.75 0.52±0.07 0.24±0.03 

0.50 1.57±0.13 0.84±0.081 

0.25 2.85±0.25 1.72±0.15 

 

 

图 2  不同浓度甲醇诱导下上清液非还原和还原 SDS- PAGE 免疫印迹 
Fig. 2  Western blotting of non-reducing and reducing SDS-PAGE under different methanol concentrations. 1, 4: 0.75%; 2, 5: 0.5%; 3, 6: 
0.25%. 
 
 
合体，而低甲醇浓度下 cIFN 稳定性明显要好。将同

样的样品进行还原 SDS-PAGE 电泳分析，从泳道 4~6

可以看出经过还原电泳后所有在非还原状态下存在

的聚合体均消失。非还原电泳只能打开由疏水作用、

氢键、静电作用、范德华力等非共价键结合的作用

力，而还原电泳还可以打开非还原电泳不能打开的

二硫键，说明非还原电泳图上显示的各种聚合体是

通过二硫键结合的。cIFN 单体含有 2 对分子内二硫
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键，在还原电泳中由于二硫键破坏蛋白质结构处于

松散状态，影响其电泳泳动速率，所以其表观分子

量要大于非还原电泳，导致对应的 Western blotting

上的单体位置有微小差别。 

另外一个还值得引起注意的现象是，在图 2 泳

道 1 中发现明显的 cIFN 双带，泳道 2 中较为明显，

泳道 3 中基本上不明显，与此对应的，泳道 1 二硫

键共价聚合最严重，泳道 2 次之，泳道 3 基本无聚

合；经过还原电泳后泳道 1 和 2 中的 cIFN (分别对

应泳道 3 和 4) 双带完全成为一条带，说明 cIFN 双

带很可能是二硫键结构不完整的 cIFN 造成的，正是

这种不完整 cIFN 的存在导致了发酵液中共价键聚

合体的产生。 

另外，为了区别是否是甲醇浓度变化影响 cIFN

二硫键结构从而造成其共价聚合体，我们对含标准

cIFN 单体 (1 g/L) 的 0.25％，0.5％和 0.75％浓度甲

醇溶液进行搅拌过夜，再用非还原 SDS-PAGE 分析

其聚合体的产生情况。从图 3 可以看出，加入 cIFN

到不同甲醇浓度溶液后搅拌均匀马上取样  (泳道

1~3) 和搅拌过夜后再取样 (泳道 4~6) 的非还原电

泳图上没有看到任何聚合体条带，同图 2 非还原

SDS-PAGE 图中 cIFN 聚合体形成明显对比。此结果

清晰地显示甲醇浓度变化不会引起 cIFN 结构发生

改变，从而也无法形成各种 cIFN 聚合体。 

2.3.2  非共价聚合情况分析 

在 Native-PAGE 免疫印迹中，0.75％高甲醇浓

度诱导下的发酵液样品中的 cIFN 单体呈现出微弱

的条带 (图 4，泳道 1)，在 0.5％甲醇浓度 cIFN 单

体条带加深 (图 4，泳道 2)，而在 0.25％甲醇情况下

电泳显示出较浓的 cIFN 单体条带 (图 4，泳道 3)。

不同的是，cIFN 单体上方的聚合体拖尾条带呈现出

相反的状况，在高甲醇浓度诱导下出现明显的聚合

体 (图 4，泳道 1)。Tween-80 是一种非离子表面活性

剂，可以打开蛋白质非共价聚合体而转变为单体[13]。

为了证明这些聚合体是非共价聚合体，在发酵液中

加入 Tween-80 后再进行同样电泳 (图 4，泳道 4~6)，

结果显示所有样品的拖尾程度均明显变轻，而泳道

中的 cIFN 单体的浓度则明显增加，说明发酵液上清

中存在有非共价聚合体。对图 4 泳道 1 和 4 样品的

cIFN 生物活性测定也显示，加入 Tween-80 后可以

使发酵液活性提高了 63％，进一步说明加入 Tween

后 cIFN 非共价聚被打开而使单体含量提高。 

 

 

图 3  不同浓度甲醇溶液中 cIFN 稳定性非还原 SDS-PAGE
分析.  
Fig. 3  Western blotting of non-reducing SDS-PAGE at 
different methanol concentration solutions. 1, 4: 0.75%; 2, 5: 
0.5%; 3, 6: 0.25%. 1−3: samples taked at time of cIFN adding into 
methanol solution; 4−6: samples taked after 12 h at time of adding 
into methanol solution. 

 

图 4  Tween-80 处理前后 3 种甲醇浓度诱导下发酵液上

清 Native-PAGE 免疫印迹 
Fig. 4  Native-PAGE of supernatant treated without Tween-80 
(−) and with Tween-80 (+) under three different methanol 
concentrations. 1, 4: 0.75%; 2, 5: 0.5%; 3, 6: 0.25%. 
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3  讨论 

虽然毕赤酵母现在越来越广泛用于表达各种

外源蛋白，但是重组蛋白质尤其是具有复杂二硫键

结构的蛋白质在发酵液中不稳定的现象一直是个

难题 [14-15]。甲醇浓度是毕赤酵母发酵调控中的一个

很重要的参数，研究都集中在如何优化甲醇浓度来

提高重组蛋白的产量，却忽视了它影响重组蛋白的

稳定性的可能。本研究首次发现高甲醇浓度诱导虽

然可以提高重组蛋白质的表达量，但是却容易导致

重组蛋白质的聚合，虽然表达量很高，但是分离纯

化的得率却很低，最终极大地降低了生产效率。本

文提示今后在进行毕赤酵母发酵放大过程中，需要

转变优化甲醇浓度仅仅为提高表达量的思路，还应

该将甲醇浓度可能会影响重组蛋白质的稳定性纳入

发酵优化考虑的范围。 

二硫键对稳定蛋白质空间结构起非常重要的作

用。当蛋白质分子内二硫键打开时，游离的-SH 基

团会在蛋白质分子间形成二硫键，这样就形成了各

种二硫键共价聚合体。由于蛋白质大部分疏水基团

埋在分子内部，二硫键的破坏也会使分子内疏水基

团暴露出来，这样也容易导致蛋白质分子间形成疏

水性的非共价聚合体[16]。本研究中 cIFN 形成共价聚

合和疏水聚合也正是蛋白质分子内二硫键遭到破坏

的结果。但关键的问题是，cIFN 中二硫键是如何遭

到破坏的？一般认为发酵过程中长时间的高速搅拌

和气液介面等物理条件作用会破坏蛋白质高级结构

而导致聚合体产生[17]。本研究中，首先排除了由于

甲醇浓度变化引起的 cIFN 二硫键结构变化。进一步

分析在 0.25％低甲醇浓度诱导发酵过程中的转速及

通气量和 0.75％的高诱导甲醇浓度相似，但是在低

甲醇浓度下却可以有效避免聚合体的产生，说明

cINF 的聚合同搅拌等外界因素没有直接关系，这为

今后研究毕赤酵母发酵过程中重组蛋白质聚合体的

来源提供了一个全新的视角。由于甲醇既是细胞利

用的碳源又是诱导剂，所以甲醇浓度的变化很容易

使细胞的生理发生改变。Mayson 等发现在 1％甲醇

浓度下细胞生长迅速，但是最佳的表达量却是在

0.7％甲醇时获得的[18]。我们推测，高甲醇浓度下细

胞生长明显要快于低甲醇浓度，这样必然会占用大

量的细胞伴侣蛋白如 Bip 和 PDI 等以优先合成高速

生长下自身需要的各种内源性蛋白[19]，如果此时外

源蛋白再大量表达，很有可能折叠不完全或者只生

成部分二硫键，而这种错误折叠的蛋白质分泌到胞

外后会对重组蛋白的稳定性造成影响，该推论还需

要进一步实验来证实。 

本文通过还原和非还原 SDS-PAGE 已经发现发

酵液中有含不完整二硫键的 cIFN 存在，接下来要做

的工作是需要确定这些不完整的 cIFN 中遭到破坏

的是一对二硫键还是两对全部都被破坏，因为二硫

键的破坏程度不同对其稳定性的影响也不同。另外

又是何种因素导致了这些二硫键不完整的 cIFN 的

产生？这些研究将能进一步揭示毕赤酵母发酵过程

中重组蛋白不稳定的根源，为毕赤酵母发酵调控提

供新的理论依据。 
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