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摘  要: 旨在探讨毕赤酵母生产猪 α 干扰素过程的代谢产能规律及其对发酵性能的影响。在 10 L 罐下，开展

了不同诱导条件下的毕赤酵母高效发酵生产猪 α 干扰素过程的代谢酶学和能量再生分析研究。结果表明：甲醇

单独诱导条件下、将诱导温度从 30 ℃降低到 20 ℃，胞内醇氧化酶 (AOX)、甲醛脱氢酶 (FLD) 和甲酸脱氢酶 

(FDH) 的比活性增加显著，细胞的甲醇代谢和甲醛异化产能能力、猪 α 干扰素抗病毒活性大幅提高，最高抗

病毒活性达到 1.4×106 IU/mL，约为 30 ℃诱导条件下的 10 倍。30 ℃、甲醇/山梨醇共混流加下，主要供能途径

由甲醇单独诱导时的甲醛异化代谢转向 TCA 循环，甲醛异化供能途径被弱化、毒副产物甲醛的生成积累得到

抑制，走向目标蛋白合成途径的甲醇分配比例得到提高。此时，最高抗病毒活性达到 1.8×107 IU/mL，是 30 ℃

甲醇单独诱导下最高活性的 100 倍以上。更加重要的是，共混流加诱导可以在常温、使用空气供氧的条件下进

行，发酵成本明显下降、整体发酵性能改善显著。 
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Enhanced porcine interferon-α production by Pichia  
pastoris by methanol/sorbitol co-feeding and energy  
metabolism shift 
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Zhen Li2, and Zhongping Shi1 
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Abstract:  Porcine interferon-α (pIFN-α) fermentative production by recombinant Pichia pastoris was carried out in a 10-L 
bioreactor to study its metabolism changes and effects on fermentation under different inducing strategies, by analyzing the 
change patterns of the corresponding metabolism and energy regeneration. The results show that the specific activities of 
alcohol oxidase (AOX), formaldehyde dehydrogenase (FLD) and formate dehydrogenase (FDH) largely increased when 
reducing temperature from 30 °C to 20 °C under pure methanol induction, leading significant enhancements in methanol 
metabolism, formaldehyde dissimilatory energy metabolism and pIFN-α antiviral activity. The highest pIFN-α antiviral 
activity reached 1.4×106 IU/mL, which was about 10-folds of that obtained under 30 °C induction. Using methanol/sorbitol 
co-feeding strategy at 30 °C, the major energy metabolism energizing pIFN-α synthesis shifted from formaldehyde 
dissimilatory energy metabolism pathway to TCA cycle, formaldehyde dissimilatory pathway was weakened and accumulation 
of toxic intermediate metabolite-formaldehyde was relieved, and methanol flux distribution towards to pIFN-α synthesis was 
enhanced. Under this condition, the highest pIFN-α antiviral activity reached 1.8×107 IU/mL which was about 100-folds of that 
obtained under pure methanol induction at 30 °C. More important, enhanced pIFN-α production with methanol/sorbitol 
co-feeding strategy could be implemented under mild conditions, which greatly reduced the fermentation costs and improved 
the entire fermentation performance. 

Keywords:  Pichia pastoris, metabolic analysis, methanol, sorbitol, temperature, induction, porcine interferon-α 

猪 α 干扰素 (Porcine interferon α，pIFN-α) 

是一种重要的抗口蹄疫、抗猪生殖和呼吸综合症

的兽药，具有非常广阔的应用前景[1]。合作单位

上海市农业科学院畜牧兽医所成功地在毕赤酵

母中克隆表达了 pIFN-α，摇瓶条件下的最高抗病

毒活性达到 2.1×104 IU/mL[2]。毕赤酵母生产表达

外源蛋白是高耗氧高耗能的过程，探讨研究罐规

模下毕赤酵母高密度流加培养发酵生产 pIFN-α

过程的能量代谢规律及其对发酵性能的影响，可

为构建高效和批量化的 pIFN-α 发酵生产体系、

以及 pIFN-α 的商业化生产提供借鉴和参考。 

毕赤酵母高密度流加培养生产表达外源蛋

白过程一般由前期细胞培养和后期诱导表达两

个阶段构成。在获取了大量、具有蛋白分泌表达

功能的细胞以后，诱导阶段通过合理的甲醇诱导

来提高单位体积培养液中的目标蛋白表达水平 

(活性、效价等)，这是实现大规模、商业化药物

蛋白生产的另一个最关键因素。外源蛋白的高效

诱导至少与大量获取功能性生物体同等重要、

甚至更加重要。毕赤酵母诱导外源蛋白一般在
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30 ℃下进行。这时，甲醇充当了碳源、能源和诱

导剂三重角色，因此，诱导阶段的代谢过程以及

相应的蛋白诱导表达的控制也更为复杂。国内外

有关诱导阶段重组毕赤酵母发酵控制的研究

报道主要集中在甲醇浓度和 pH 的最适控制水

平 [3-4]、低温诱导的作用[5-6]以及非限制性碳源与

甲醇共混流加进行诱导[7]等几个方面。其中，低

温诱导和山梨醇/甲醇共混流加诱导的公认作用

就是抑制蛋白酶的分泌、减少目标蛋白的降解、

缓解细胞衰亡 [8]。毕赤酵母以甲醇作为唯一碳

源表达外源蛋白时，一般认为通过甲醛异化途

径为提供功能性细胞和目标蛋白的合成提供能

量[9-10]，该途径在为蛋白合成提供能量的同时，

中 间 代 谢 产 物 甲 醛 等 脱 离 过 氧 化 物 酶 体 

(Peroxisome) 进入到液胞内，会对细胞产生毒害

作用[11]，导致目标蛋白的浓度或活性低、高效表

达难以长时间地持续下去。我们前期的研究结

果[12-14]表明，低温 (20 ℃) 诱导可以改变甲醇代

谢中的代谢流分布、加大蛋白合成支路的碳代谢

通量、提高能量 (ATP) 再生效率和目标蛋白的

浓度。但是，由于此时 ATP 的供给需求大幅增加、

耗氧量激增，导致规模发酵 (10~100 L) 下的操

作成本 (冷却和供氧能耗) 急剧上升。山梨醇/

甲醇共混流加诱导可缓解甲醇作为唯一能源对

细胞工作运转的供能压力和目标蛋白的降解，同

时还对醇氧化酶 AOX 具有一定程度的可逆性抑

制作用[7]、可以对甲醇代谢速率进行适度调控。

理论上，这可以缓解低温诱导条件下 O2 需求过

高、温度和溶解氧浓度 (DO) 难以控制的问题。

本研究以提高猪 α 干扰素抗病毒活性、降低发酵

成本为目标，重点探讨了 10 L 罐下，山梨醇/甲

醇共混流加诱导对毕赤酵母生产猪α干扰素产能

途径改变和发酵性能改善的影响，为猪 α 干扰素

的产业化生产提供参考和借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
重 组 巴 斯 德 毕 赤 酵 母 Pichia psatoris 

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。 

1.2  培养基 
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，

酵母抽提物 10，pH 自然。 

10 L 罐初始培养基、甘油流加以及甲醇诱导

培养基 (g/L)：参见参考文献[12]。 

山梨醇流加培养基 (g/L)：山梨醇 500。 

1.3  分析方法 
1.3.1  细胞浓度、甲醇浓度和 pIFN-α 抗病毒活

性测定 

方法参见文献[12]。 

1.3.2  发酵液中山梨醇浓度和胞内甲醛、甲酸含

量测定 

采用高效液相色谱法测定。测定胞内甲醛、

甲酸时，首先按 Suye 等 [15]所报道的方法进行

细胞破壁、离心后得到上清。粗样品均先用

0.22 μm 的 PVDF 膜进行过滤处理。山梨醇测定

条件是，柱型号：Aglient 氨基柱；检测器：示

差折光检测器 (RID)；柱温：30 ℃；流动相组

成：乙腈 /超纯水=7∶3 (V/V)；流动相流速：
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1 mL/min；进样量：20 μL。甲醛和甲酸测定条

件是，柱型号：Agilent ZORBAX SB C18 柱；

检测器：紫外检测器 (UV)，检测波长 254 nm；

流动相组成： 20 mmol/L Na2PO4 溶液 /乙腈

=99∶1；柱温：28 ℃，流动相流速：1 mL/min；

进样量：10 μL。 

1.3.3  醇氧化酶、甲醛脱氢酶和甲酸脱氢酶活性

测定 

AOX 酶活性按 Suye 等[15]所报道的方法进行

测定。甲醛脱氢酶 (FDH) 和甲酸脱氢酶 (FLD) 

活性按文献[16]所报道方法进行测定。 

1.3.4  异柠檬酸脱氢酶和 α-酮戊二酸脱氢酶活性

测定 

异柠檬酸脱氢酶 (Isocitrate dehydrogenase，

IDH) 和 α-酮戊二酸脱氢酶活性 (α-ketoglutarte 

dehydrogenase，α-KGDHC) 分别按文献[17-18]所报

道的方法进行测定。 

1.4  发酵罐条件下的流加培养和诱导方法 
毕赤酵母流加培养过程在 10 L 发酵罐中进

行，初始装液量为 5 L。30 ℃ (常温) 和 20 ℃ (低

温) 下的甲醇单独诱导操作条件和底物/诱导剂

流加控制方法同文献[12]。根据前期优化结果，

各实验条件下诱导期的甲醇浓度均控制在

10 g/L。甲醇/山梨醇共混流加方法：细胞浓度达

到 120~130 g DCW/L 后甘油流加培养结束 

(30~32 h)，饥饿培养约 30 min 耗尽残留甘油，

30 ℃下同时添加甲醇和山梨醇培养基。通过

甲醇在线测量和控制装置将甲醇浓度控制在

10 g/L 左右，使用蠕动泵以不同的设定转速恒速

流加山梨醇，控制其残留浓度低于 0.5 g/L。利用

电子天平在线记录甲醇和山梨醇流加瓶的质量

损失，并通过 A/D-D/A 多通道数据采集卡将数据

传递给工控机，据此计算甲醇和山梨醇的实际添

加量，以及甲醇和山梨醇平均消耗 (代谢) 速率。

利用尾气分析仪测定发酵尾气中的 O2 和 CO2 分

压，并借助 RS232 通信接口将数据记录于工控机

中，按公式[19]计算耗氧速率 OUR 和 CO2 释放速

率 CER。 

1.5  仪器设备生产厂家及型号 
10 L 发酵罐：镇江东方生物工程设备公司

产，GUJS-10；甲醇在线测量和控制装置：上海

苏泊公司产，FC2002；蠕动泵：保定兰格公司产，

BT00-50M；电子天平：上海海康公司产，JA1102；

尾气分析仪：韩国 LOKAS 公司产，LKM2000A；

A/D-D/A 多通道数据采集卡：台湾研华公司产，

PCL-812PG。 

2  结果与分析 

2.1  30 ℃ /20 ℃甲醇单独诱导和 30 ℃甲

醇/山梨醇共混流加策略下的 pIFN-α 发酵生

产性能 
前期研究结果表明，控制诱导阶段的甲醇浓

度在 10 g/L 左右是实现 pIFN-α 高效表达的前提

条件[14]。在该最优甲醇浓度 (10 g/L) 下，比较

了 30 ℃ (常温)/20 ℃ (低温) 甲醇单独诱导和

30 ℃甲醇/山梨醇共混流加诱导条件对 pIFN-α

发酵生产性能 (抗病毒活性、总蛋白) 的影响。

图 1 的结果表明，降低诱导温度 (30 ℃→20 ℃) 

和采用甲醇/山梨醇共混流加策略 (30 ℃) 都能

提高 pIFN-α 的表达水平，但甲醇/山梨醇共混

流加诱导对总蛋白浓度和 pIFN-α 抗病毒活性

水平的提高幅度更为显著。低温 20 ℃诱导下的
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最高 pIFN-α 抗病毒活性达 1.4×106 IU/mL，是

传统 30 ℃诱导下最高 pIFN-α 抗病毒活性 

(1.35×105 IU/mL) 的近 10 倍 (图 1B)。而采用甲

醇/山梨醇共混流加策略，两种山梨醇流加速率下

的最高 pIFN-α 抗病毒活性都在 1×106 IU/mL 以

上。特别是较低山梨醇流加速率 0.785 g/(L·h) 下

的最高抗病毒活性更是达到 1.8×107 IU/mL，是

传统 30 ℃甲醇单独诱导下最高 pIFN-α抗病毒活

性的近 100 倍 (图 1B)。甲醇/山梨醇共混流加条

件下，总蛋白浓度在整个诱导期持续增长 (图

1A)，说明该条件提高了细胞合成蛋白的能力、

特别是提高了表达生产目标蛋白的能力。 

 

 

图 1  不同诱导条件下的总蛋白浓度和 pIFN-α 抗病毒活性变化曲线 
Fig. 1  Total protein concentrations and pIFN-α antiviral activities under different induction strategies. Open symbols: 
pure methanol induction at 30 °C (○) and 20 °C (△); filled symbols: methanol/sorbitol co-feeding at 30 °C with sorbitol 
feeding rate of 0.785 g/(L·h) (●) and 1.437 g/(L·h) (■), respectively. 

 

2.2  不同诱导条件对甲醇代谢关键酶 AOX、

FLD 和 FDH 活性的影响 
醇氧化酶  (AOX) 是催化甲醇代谢的第一

个关键酶，AOX 活性的高低直接决定了甲醇的

代谢速率，并间接影响到 pIFN-α 的发酵生产水

平。由于不同诱导策略下，进入到诱导期后的细

胞浓度基本相同 (120~130 g DCW/L)，图 2 中的

AOX 比活性实际体现了不同诱导条件下细胞代

谢甲醇的能力。与 30 ℃常温诱导相比，20 ℃低

温诱导条件下的 AOX 比活性最高，是常温 30 ℃

诱导下相应活性的 4~5 倍。低温诱导条件下，甲

醇代谢 (消耗) 速率明显加快 (表 1)，甲醇代谢

主路 (甲醇→甲醛) 的总代谢碳流大大增加。毕

赤酵母表达系统的甲醇代谢主要依赖两条途径：

甲醛异化产能途径和目标蛋白合成途径。其中产

能途径在释放大量 CO2 的同时产生辅酶 NADH，

而 NADH 又要通过耗氧的氧化磷酸化反应生成

ATP，为功能性细胞的代谢和目标蛋白的合成提

供能量。因此，低温甲醇单独诱导条件下的高甲

醇消耗导致了发酵过程极高的耗氧需求，其结果
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是该条件下的溶解氧 DO 控制不住，一直在极低

水平下徘徊 (表 1)。30 ℃甲醇/山梨醇共混流加

策略下的 AOX 比活性与 30 ℃甲醇单独诱导下

的水平基本相当，没有提高，但是，此条件下的

pIFN-α 抗病毒活性却提高了近百倍，表明该诱导

条件下的碳代谢特别是能量供应途径可能发生

了改变。另外，与文献报道[20]不同，本研究使用

的 KM71 型毕赤酵母属于甲醇利用慢型菌，AOX

活性在诱导 15∼30 h 后甚至更长时间才能达到最

大。其原因在于，该菌 AOX1 启动子的缺失使其

代谢甲醇的能力下降、对甲醇诱导环境的适应时

间更长；高浓度甲醇环境下，细胞易产生“甲醇

中毒”现象，故在诱导初期采用逐级提升的方式

使甲醇浓度缓慢地接近其控制水平。 

 

图 2  不同诱导条件对 AOX 活性的影响 
Fig. 2  Time course of specific AOX activities under 
different induction strategies. Open symbols: pure 
methanol induction at 30 °C (○) and 20 °C (△); 
f illed symbols: methanol/sorbitol co-feeding at  
30 °C with sorbitol feeding rate of 0.785 g/(L·h) (●) 
and 1.437 g/(L·h) (■), respectively. 

 
表 1  甲醇单独诱导和甲醇/山梨醇共混流加诱导时毕赤酵母的碳和能量代谢以及发酵性能的比较 
Table 1  Comparison of carbon and energy metabolism, as well as fermentation performance under different 
induction strategies 

Run # Temperature (°C) & 
Average DO level (%) 

Theoretical O2 consumption 
rate (mmol/(L·h))* 

Measured OUR at stable 
level (mmol/(L·h)) 

Average sorbitol consumption rate
(mmol/(L·h)) 

1 30, 15~40 64.2         70.0       / 

2 30, 15~40 72.2         65.0       / 

3 20, 0~5 127.5         120.0       / 

4 30, 15~20 95.4         100.0       7.90 

5 30,10~20 91.9         90.0       4.31 
 

Run # 
Average Methanol 
consumption rate 

(mmol/(L·h)) 

Average NADH 
production rate 
(mmol/(L·h))* 

Carbon flux in pINF-α 
synthesis path 
(mmol/(L·h))* 

η (-)* 
Maximum pIFN-α 
antiviral activities 

(IU/mL) 

1 60.00         68.40      25.80 0.38 1.00×104 (64 h) 

2 67.50         76.95      29.03 0.38 1.35×105 (64 h) 

3 150.0          105.00      97.50 0.93 1.49×106 (74 h) 

4 60.00         130.80      42.00 0.32 2.98×106 (86 h) 

5 82.50         101.20      57.80 0.57 1.80×107 (54 h) 

Note: agitation rate kept at the maximum level of 980 r/min for all the runs. *: calculated parameters or values. Sorbitol 
consumption rates of 7.90 mmol/(L·h) and 4.31 mmol/(L·h) are corresponding to rates of 1.437 g/(L·h) and 0.785 g/(L·h), 
respectively. 
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为了验证上述能量供应途径发生改变的推

测，对不同诱导条件下的甲醛异化产能途径的

两个关键酶，甲醛脱氢酶 (FLD) 和甲酸脱氢酶

(FDH) 的比活性进行了测定，结果如图 3 所示。

以常温 30 ℃甲醇单独诱导时的数据作为基准进

行对比发现，低温 20 ℃甲醇单独诱导下的 FLD

和 FDH 最高，几乎达到基准值 10 倍左右的水平，

表明此条件下甲醛异化产能途径的代谢极其活

跃。但是，与基准值相比，30 ℃甲醇/山梨醇共

混流加下的 FLD 和 FDH 的比活性不但没有提

高，反而有所降低，尤其是 FLD 的活性非常低，

几乎接近于 0 (图 3A)。由于甲醛异化产能途径中

的化学反应是连续序列式的反应，共混流加下很

低的 FLD 活性水平表明，甲醇/山梨醇共混流加

条件下，甲醛异化产能途径的代谢活性明显弱

化，无法为 pIFN-α 蛋白的合成提供足够的能量。

但是，此条件下的发酵液总蛋白浓度和 pIFN-α

蛋白抗病毒活性反而更高 (图 1)，该事实进一步

显示甲醇/山梨醇共混流加条件下的细胞供能途

径确实发生了改变。 

2.3  甲醇/山梨醇共混流加改变 pIFN-α 发酵

生产的供能途径 
TCA 循环是许多耗氧微生物生长以及代谢

产物合成过程的主要供能途径，毕赤酵母在利用

甘油增殖生长时，其能量供应也来自于 TCA 循

环。进入到诱导期时，毕赤酵母以甲醇为唯一碳

源表达外源蛋白，一般公认甲醛异化途径是唯一

的供能途径[9-10]，但也有少数文献报道认为有一

部分 ATP 和 NADH 来自于 TCA 循环[21-22]。在甲

醇/山梨醇共混流加条件下，由于两种碳源、山梨

醇和甲醇可以同时被利用，因此可能存在其他的

供能途径，为细胞合成目标蛋白提供能量，但目

前尚无相关的研究报道。为考证甲醇/山梨醇共混

流加条件下可能出现的供能途径改变，对 pIFN-α

诱导阶段 TCA 循环中的两个关键酶，α-酮戊二

酸 脱 氢 酶  (α-KGDHC) 和 异 柠 檬 酸 脱 氢 酶 

(IDH) 的活性水平进行了分析测试。 

图 4 的结果表明，甲醇单独诱导时 (30 /℃  

20 )℃ ，这两个酶的活性均处于较低水平，特别

是异柠檬酸脱氢酶 (IDH) 活性的实测值在多个

时间点均接近于零。由于 TCA 循环途径也是连

续序列式反应，以 NAD+为辅因子的限速酶 IDH

的活性大小直接决定了整个 TCA 循环的代谢活

性和通量。极低的 IDH 活性表明甲醇单独诱导下

TCA 循环被弱化甚至关闭，能量物质 NADH 无

法生成，进而为 pIFN-α 蛋白的合成提供能量 

(ATP)。上述结果也支持了甲醇单独诱导情况下，

TCA 循环不是供能途径的文献结论[9-10]。但是，

在甲醇/山梨醇共混流加条件下，上述两个酶的活

性均明显高于甲醇单独诱导下的活性水平，其中

尤以 IDH 酶活性的提高最为明显。其原因可能是

共混加入的辅助碳源-山梨醇可转化为 6-磷酸果

糖而直接进入糖酵解途径，然后再继续进入到

TCA 循环，产生供能物质 NADH。甲醇/山梨醇

共混流加条件下 IDE 和 α-KGDHC 活性的大幅提

高直接验证了细胞供能途径发生改变的推测。 

2.4  甲醇单独诱导和甲醇/山梨醇共混流加诱

导时毕赤酵母的碳和能量代谢以及发酵性能

的比较分析 
图 5 是不同诱导条件下，毕赤酵母发酵生产

pIFN-α 时的碳和能量代谢的示意图。当甲醇作为

唯一碳源/能源诱导生产 pIFN-α 时，甲醇在图 5
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所示的细胞同化 (A) 和甲醛异化产能 (B) 两个

途径上进行碳流分配。我们前期的研究结果[12]

表明，途径 A 和途径 B 的碳流占总甲醇代谢碳

流的比例随诱导温度的变化而变化。当诱导温度

从 30 ℃降低到 20 ℃时，由于 AOX 被激活，绝

对甲醇代谢速率增加 1 倍以上；与此同时，途

径 A 的碳流分配比从 43％升至 65％，而途径 B

的碳流分配比则从 57％降低到 35％，能量物质 

 

 

图 3  不同诱导条件对甲醛异化途径中的关键酶 FLD 和 FDH 活性的影响 
Fig. 3  Time course of specific FLD and FDH activities under different induction strategies. Open symbols: methanol 
induction at 30 °C (○) and 20 °C (△); filled symbols: methanol/sorbitol co-feeding at 30 °C with sorbitol feeding 
rate of 0.785 g/(L·h) (●) and 1.437 g/(L·h) (■), respectively. 

 

图 4  不同诱导条件对 TCA 循环途径中的关键酶 IDE 和 α-KGDHC 活性的影响 
Fig. 4  Time course of specific IDE and α-KGDHC activities under different induction strategies. Open symbols: 
methanol induction at 30 °C (○) and 20 °C (△); filled symbols: methanol/sorbitol co-feeding at 30 °C with sorbitol 
feeding rate of 0.785 g/(L·h) (●) and 1.437 g/(L·h) (■), respectively. 
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图 5  不同诱导条件下毕赤酵母的代谢途径和碳/能量代谢模型 
Fig. 5  Major metabolic pathways and simplified metabolic/energy regeneration model of P. pastoris under different 
induction strategies. Numerical values represents the absolute/stable rates of methanol consumption, sorbitol 
consumption, carbon flow in protein synthesis route, and NADH production (broken lines), respectively, in mmol/L/h 
base. a: pure methanol induction at 30 °C (run #1 in Table 1); b: pure methanol induction at 20 °C (run #3 in Table 1); c: 
methanol/sorbotol co-feeding (run #5 in Table 1). 

 
NADH 的利用率大大提高。根据上述的先知结果

和实测的甲醇消耗速率，利用式 4 可计算得到

30 ℃/20 ℃甲醇单独诱导下的途径 A (同化) 和

途径 B (异化产能) 的各速率参数以及能量利用

效率η，以上计算参数归纳总结于表 1 和图 5 中。

这时，NADH 生成量与消耗于途径 B 中的甲醇量

存在以下计量系数关系，即每消耗 1 摩尔 C (甲

醇) 分子产生 2 摩尔 NADH。 

3 2 2
1CH OH(MeOH) O 2 NAD 2 NADH CO
2

++ + → +
 

 
(1) 

前面的代谢酶学分析结果表明，30 ℃甲醇/

山梨醇 (Sor) 共混流加时，TCA 循环 (途径 C) 

被打通、而甲醛异化供能途径 (途径 B) 则被弱

化。这里，按照公认的甲醇代谢利用模式[9-10]，

假定甲醇无法进入 TCA 循环参与能量物质

NADH 的生成，NADH 主要依靠代谢山梨醇、由

TCA 循环 (途径 C) 产生。同时，尽管此诱导条

件下的甲醛异化供能途径被大大弱化，但是该途

径并不可能被完全切断，仍有少量甲醇 (假定碳

流分配比为ε) 将继续进入途径 B 生成 NADH，

而大部分甲醇 (1−ε) 则用于细胞和 pIFN-α 的合

成。此时，来自于途径 C 的 NADH 生成量与山

梨醇代谢 (消耗) 量之间存在着式 2 所示的计量

系数关系：每消耗 1 摩尔 C 分子也同样产生 2 摩
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尔 NADH，并附加有 2/3 摩尔的 ATP 直接生成；

而来自于途径 B 的 NADH 生成量与消耗于该途

径中的甲醇量依旧存在着式 1所示的计量系数关

系。另外，如图 5 和式 3 所示，不同诱导条件、

不同供能途径下所产生的 NADH 都必须经过氧

化磷酸化反应再生得到 ATP (假定 P/O 比一定，

P/O=2∼3)，为功能性细胞和 pIFN-α 的合成提供

能量。如果忽略每摩尔单 C 附加产生的 2/3 摩尔

ATP 的能量贡献，根据上述的有关假定、实测的

甲醇/山梨醇代谢速率、实测耗氧速率 OUR、再

结合使用物质平衡关系式 4∼5，则甲醇/山梨醇共

混流加条件下的 (途径 A/B/C 中) 各主要速率参

数和能量利用效率η就可以得到计算。此条件下

的各计算参数也归纳总结于表 1 和图 5 中。 

6 14 6 i 2

i 2

C H O (SRB) 12 NAD 4ADP 4 P 12 NADH 6CO 4ATP

C 2 NAD 2/ 3ADP 2/ 3P 2 NADH CO 2 / 3ATP

+

+

+ + + → + +

+ + + → + +或  (2) 

Pi

2 2
1 O NADH (P/O) ADP (P/O) ATP NAD H O
2

++ + → + +  (3) 

 

A

NADH

A MeOH NADH MeOH

A MeOH NADH Sor MeOH

0.43 0.57 @30 C
2

0.65 0.35 @ 20 C
(1 ) 12 2 / -

r
r

r r r r pure methanol induction

r r r r r methanol sorbitol co feeding

η

α β
α β

α β
ε ε

=

= = °⎧
= × = × ⎨ = = °⎩
= − = × + ×

 (4) 

这里，rNADH、rA、rMeOH和 rSor 分别代表 NADH

生成速率、细胞同化途径 A 的碳代谢速率、甲

醇代谢速率和山梨醇代谢速率。由于山梨醇 

(0.5 g/L) 和甲醇浓度 (10 g/L) 的浓度基本控制

稳定，可假定代谢速率与各自的添加速率基本相

等。η代表消耗单位摩尔能量物质 NADH 所能催

化的用于目标蛋白合成的甲醇量，实际上，它反

映了细胞的能量利用效率。η越大，能量利用效

率就越高。 

O2 理论消耗速率可按照式 5 来进行计算。这

里，甲醛异化供能途径 (途径 B) 中的耗氧反应

有两步：第一步是甲醇在 AOX 酶的催化和 O2

的参与之下，氧化生成甲醛；第 2 步则发生在氧

化磷酸化反应过程中。根据式 1 和式 3 的计量系

数关系，并利用实测的甲醇/山梨醇代谢速率和耗

氧速率 OUR，最后可由式 5 推算出甲醇/山梨醇

共混流加条件下途径 B 的碳流分配比ε，进而确

定此时的能量利用效率η。这里，根据相关的稳

态数据推算得到共混流加条件下途径 B 的碳流

分配比 ε约为 0.30。与 30 ℃甲醇单独诱导 

(β=0.57) 相比，共混流加条件下甲醛异化供能途

径的碳流分配比降低到前者的 50％左右，而用

于目标蛋白合成途径的碳流分配比则增加了约

63％。

 2

2

3 2 2 2

O MeOH

O MeOH Sor

1CH OH (MeOH) O CH O H O
2

0.57 @30 C
(0.5 ) OUR

0.35 @ 20 C
(0.5 ) 6 OUR

r r pure methanol induction

r r r methanol/sorbitol co- feeding

β
β

β
ε

+ → +

= °⎧
= + × = ⎨ = °⎩
= + × + × =

 (5) 
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图 6 显示了不同诱导条件下，主要中间代谢

毒副产物甲醛以及甲酸的胞内积累情况。甲醇代

谢时 (图 5)，甲醇首先进入到细胞的过氧化物酶

体 (Peroxisome) 中，在醇氧化酶 AOX 的催化作

用下与 O2 发生反应，生成甲醛 (HCHO)。这时，

一部分甲醛在二羟基丙酮合成酶 (DHAS) 的催

化下生成二羟基丙酮 (DHA) 和 3-磷酸甘油醛 

(GAP)，并分泌到过氧化物酶体外，形成目标蛋

白的主要构成成分。另一部分甲醛则直接脱离过

氧化物酶体进入到液胞内，在 FLD 和 FDH 的顺

序作用下，最终氧化生成 CO2，同时生成 NADH、

为目标蛋白的合成提供能量，这部分甲醛将对细

胞产生毒害作用。由于甲醇/山梨醇共混流加条件

下的 AOX 活性低，甲醇总代谢速率相对小且走

蛋白合成途径的碳流分配比大，脱离过氧化物酶

体而直接进入到甲醛异化产能途径的甲醛量少。

尽管此时 FLD 和 FDH 的活性低，但由于途径 B

的代谢被弱化 (ε≈0.3)，少量脱离过氧化物酶体

的甲醛依旧可以被完全氧化而没有积累。此时胞

内甲醛和甲酸的浓度最低，对细胞的毒害最小。

而低温 20 ℃、甲醇单独诱导条件下，AOX 活性

最高，甲醇代谢速率最大。虽然此时 FLD 和 FDH

活性高，转化甲醛的“解毒”能力强，但仍无法

完全氧化脱离过氧化物酶体的甲醛。此时，胞内

甲醛和甲酸的浓度最高，甲醛对细胞的毒害作用

最为严重。这可能也是相比于甲醇/山梨醇共混流

加，低温甲醇单独诱导下 pINF-α抗病毒活性低

的一个重要原因。 

 

 

图 6  不同诱导条件下甲醛、甲酸物质含量时间变化曲线 
Fig. 6  Time course of intercellular formaldehyde and formate concentration under different induction strategies. Open 
symbols: pure methanol induction at 30 °C (○, run #1) and 20 °C ( , run #3); filled symbol: methanol/ sorbitol △

co-feeding at 30 °C with sorbitol feeding rate of 0.785 g/(L·h) (●, run #5). 
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图 5、图 6 和表 1 的结果可以得到以下不同

诱导条件下有关碳和能量代谢的结论：1) 20 ℃

低温甲醇单独诱导下的甲醇代谢速率和细胞同

化途径 A 的碳代谢速率最大。常温 (30 ℃) 甲醇

/山梨醇共混流加条件下，由于 AOX 活性受到限

制，甲醇代谢速率基本没有提高。但由于此时山

梨醇完全用来为毕赤酵母的代谢供能，解除了细

胞利用甲醇的供能压力，同化途径 A 的碳代谢速

率为常温甲醇单独诱导时的 1.5∼2.2 倍，达到低温

诱导时的 43％∼59％的水平。2) 与 30 ℃常温甲醇

单独诱导相比较，甲醇/山梨醇共混流加时的能量

物质 NADH 生成速率的提升幅度可达 48％∼91％，

且低速山梨醇流加时的能量利用效率η也有很大

提高 (0.38→0.57)，有利于 pINF-α的持续积累。

3) 甲醇 /山梨醇共混流加条件下，山梨醇通过

TCA 循环大量产生能量物质 NADH，而甲醛异化

供能途径则被弱化 (弱化程度约 50％)。此时，甲

醇代谢过程中公认的毒副产物甲醛的生成得到抑

制，这也为 pINF-α的持续积累创造了良好的环

境。4) 与 20 ℃低温甲醇单独诱导相比，甲醇/山

梨醇共混流加下的理论耗 O2 速率小、只有前者的

70％左右。低温甲醇单独诱导条件下，高耗氧速

率导致溶解氧浓度过低，在不使用富氧空气的情

况下，DO 只能长期处于极低的水平 (表 1)。而由

于毕赤酵母的高好氧特性，过低的 DO 会对外源

基因的表达产生负面影响[10]。另外，目标蛋白的

正确表达依赖于二硫键的形成，而二硫键的形成

则需要蛋白分泌机构处于较高的氧化状态 [23]。

因此，通过使用共混流加策略降低供氧需求、

使 DO 始终保持在适中 (10％∼20％) 水平，还

可以避免因供氧不足所引起的蛋白表达效率低

下的问题。5) 低温甲醇单独诱导虽然也可以提

高 pINF-α的表达水平和抗病毒活性，但是，它的

操作成本高，特别是夏季生产、存在低温冷却水

大量需求等问题。甲醇/山梨醇共混流加策略可在

常温、使用空气的条件下进行，与低温甲醇单独

诱导相比，发酵成本低，整体发酵性能显著提高。 

3  结论 

通过对不同诱导条件下毕赤酵母发酵生产

pINF-α过程的 AOX 酶活、甲醛异化产能途径关

键酶和 TCA 循环关键酶的对比分析发现，30 ℃、

甲醇/山梨醇共混流加诱导下，主要供能途径由甲

醇单独诱导时的甲醛异化途径转向 TCA 循环，

在缓解细胞供能压力的同时，还大幅提高了进入

目标蛋白合成途径的甲醇分配比例。此时，最高

抗病毒活性达到 1.8×107 IU/mL，是 30 ℃甲醇单

独诱导下最高活性的 100 倍以上。 

甲醇/山梨醇共混流加条件下：与 30 ℃甲醇

单独诱导相比，NADH 生成速率的提升幅度可达

48％∼91％，且低速山梨醇流加时的能量利用效

率η也有很大提高，有利于 pINF-α的持续积累；

甲醛异化供能途径被弱化，毒副产物甲醛的生成

积累得到抑制，为 pINF-α蛋白的持续积累创造

了良好的环境；理论耗 O2 速率较低，只有 20 ℃

低温甲醇单独诱导条件下的 72％∼75％，使发酵

可以在常温、使用空气供氧的条件下进行，发酵

成本明显下降。 
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