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摘   要：【背景】豆血红蛋白可赋予素肉制品类似牛肉的红褐色质地，已被美国食品药物监督管

理局批准作为人造素肉的着色剂，近年来受到广泛关注。【目的】优化毕赤酵母产豆血红蛋白的

培养条件，提高毕赤酵母产豆血红蛋白的产量。【方法】首先通过单因素试验研究蛋白胨种类、

大豆蛋白胨浓度、铁盐种类及血红素浓度在诱导阶段对毕赤酵母产豆血红蛋白的影响；然后通过

Plackett-Burman 试验设计筛选出对豆血红蛋白产量影响最大的 3 个因素，再通过最陡爬坡法确定

3 个因素的变化范围，对 3 个因素进行响应面分析；最后根据响应面结果进行摇瓶发酵和发酵罐高

密度发酵。【结果】单因素试验发现：用 4%大豆蛋白胨作为主要氮源、甲醇诱导浓度为 1.5%、血

红素浓度为 5 μmol/L 时发酵效果较好，经过响应面优化后得到蛋白胨浓度为 51.48 g/L、pH 5.66、

培养基装液量 35.84 mL/250 mL 是最优发酵条件。在此优化条件下，LegH 摇瓶发酵产量为  

0.191 mg/mL，与预测值(0.183 mg/mL)比较接近。采用 5 L 发酵罐进行高密度发酵，LegH 产量最高

达到 0.384 mg/mL。【结论】优化了毕赤酵母表达豆血红蛋白的发酵条件，获得了较高产量，通过

罐上发酵的进一步优化，具有一定的工业化前景。 

关键词：豆血红蛋白；毕赤酵母；响应面法；培养基优化；高密度发酵 
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Abstract: [Background] Leghemoglobin (LegH) can endow vegetarian meat products with beef-like 

reddish-brown color and meat texture, which has been approved by Food and Drug Administration as a 

colorant for vegetarian meat and has attracted extensive attention in recent years. [Objective] To 

optimize the expression conditions and increase the yield of LegH in P. pastoris. [Methods] Firstly, 

single-factor experiments were conducted to study the effects of peptones, peptone concentration, iron 

salts and hematin concentration on LegH production during the induction stage. Secondly, the three 

factors that have the greatest impact on LegH production were screened out through the 

Plackett-Burman design. Thirdly, the variation ranges and the optimum levels of the three factors were 

determined via the steepest ascent design and the response surface methodology (RSM), respectively. 

Finally, according to the RSM results, shake flask fermentation and high-density fermentation in a 5-L 

tank were carried out. [Results] The single-factor experiments demonstrated that with 4% soybean 

peptone as the main nitrogen source, the methanol concentration of 1.5%, and the hematin concentration 

of 5 μmol/L, the yield of LegH was higher. The RSM-optimized fermentation conditions were peptone 

concentration of 51.48 g/L, pH 5.66, and medium volume of 35.84 mL/250 mL. Under the optimized 

conditions, the yield of LegH in the shake flask was 0.191 mg/mL, close to the predicted value   

(0.183 mg/mL), and that in the 5-L tank reached 0.384 mg/mL. [Conclusion] Through optimization of 

the fermentation conditions for P. pastoris, higher yields of LegH were obtained, which had certain 

prospects for industrialization after further improvement in the tank fermentation. 

Keywords: leghemoglobin; Pichia pastoris; response surface methodology; medium optimization; 
high-density fermentation 

豆血红蛋白 (leghemoglobin，LegH)是根

瘤菌感染大豆后共同产生的植物来源的血红

蛋白[1]。虽然豆血红蛋白在氨基酸序列上与动物

血红蛋白差异较大，但其三级结构高度相似[2]。

豆血红蛋白在烹饪过程中会释放血红素辅因子

来催化一些生物分子的反应而产生具有肉香风

味的化合物，已有悠久的安全使用历史[3]。在

植物蛋白素肉的生产中添加豆血红蛋白可以很

大程度上提高植物肉风味，使其与动物肉更为

接近[4]。目前 LegH 的主要来源还是从大豆中

提取，但是大豆种植周期长，而且天然 LegH

在大豆中产量比较低，提取工艺复杂，大规模

生产成本过高。因此，利用微生物发酵技术生

产 LegH 受到人们的广泛关注且具有很大的市

场前景[5]。 

巴斯德毕赤酵母作为目前比较常见的工

程菌株之一，与大肠杆菌一样 [6]，被普遍应用

于生产外源蛋白，已经有上千种外源蛋白成

功地在毕赤酵母中表达[7-10]。2018 年，美国的

Impossible Foods 公司成功利用毕赤酵母商业
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化合成大豆血红蛋白并应用于素肉汉堡中[1]。 

目前，重组微生物生产的豆血红蛋白作为

食品添加剂使用的安全性已被验证[11-12]，在美

国已经获得了食品药物监督管理局的批准使

用，在我国尚无相关法规，国内相关研究也才

刚刚起步[13]。虽然目前毕赤酵母发酵手段比较

成熟，Invitrogen 公司提供的巴斯德毕赤酵母

发酵手册中的方法可以作为毕赤酵母发酵前期

普适性比较高的发酵方案[14]，但是对于不同产

物及不同毕赤酵母重组菌株的发酵过程会有一

定差异[15]，需要针对不同的菌株、不同的发酵

产物进行发酵条件的优化[16]。本实验室较早开

展了利用酵母系统表达 LegH 的研究工作，前

期已成功构建了能够表达 LegH 的工程菌株

Pichia pastoris GS115-LegH[17]。本研究将对其

发酵表达条件进行系统优化，以期为毕赤酵母

规模化生产 LegH 提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

Pichia pastoris GS115-LegH 重组菌株，浙

江大学实验室构建保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基 

无氨基酵母氮源，Oxoid 公司；血红素、

生物素、考马斯亮蓝 G-250，BBI 生命科学有

限公司；蛋白胨、酵母粉、葡萄糖、变色酸等

试剂均为市售国产分析纯。 

荧光成像工作站，环亚生物科技公司；多

功能酶标仪，美谷分子仪器有限公司；小型电

泳仪，Bio-Rad 公司；高速冷冻离心机，贝克

曼库尔特股份有限公司；离位灭菌玻璃发酵

罐，上海保兴生物设备工程有限公司。 

YPD 培养基和 BMGY 培养基：用于毕赤

酵母的生长培养[17]。 

BMMY 培养基：用于毕赤酵母的诱导表达[17]。 

PTM1 溶液 (g/L) ：硼酸 0.02 ，碘化钾

0.09，二水钼酸钠 0.20，一水硫酸锰 3.00，七水

硫酸亚铁 65.00，氯化钴 0.50，五水硫酸铜 6.00，

氯化锌 20.00，生物素 0.20，浓硫酸 5 mL/L。 

甘油补料培养基：50% (质量体积分数)的

甘油，1.2% (体积分数) PTM1。 

甲醇补料培养基：100%甲醇，1.2% (体积

分数) PTM1，50 μmol/L 血红素。 

1.2  方法 
1.2.1  LegH 诱导表达 

种子培养：将保藏菌种接种到新的 YPD

平板上，30 °C 恒温培养 2−3 d，挑取生长旺盛

的单菌落接种于 5 mL YPD 液体培养基中，

30 °C、250 r/min 培养过夜。 

生长阶段：取 0.5 mL 种子液转接于 50 mL 

BMGY 培养基中，30 °C、250 r/min 培养 16 h

至对数生长中期 OD600 为 10.0−15.0；5 000 r/min

离心 10 min，倒去 BMGY培养基，补入等体积

BMMY 培养基。 

诱导表达阶段：向 BMMY 培养基中添加

经过 0.22 μm 孔径滤膜过滤除菌的血红素至目

标浓度，并且每隔 24 h 在 BMMY 培养基中补

加甲醇至 1%进行诱导表达。诱导 96 h 后，

4 °C、4 000 r/min 离心 10 min，收集上清液。 

1.2.2  LegH 表达量测定 

定性和半定量测定：使用 SDS-PAGE 电泳

分析法[17]。发酵结束，取样进行电泳，经凝胶

成像系统扫描后观察电泳条带，并根据条带灰

度进行半定量分析。 

定量测定：采用Bradford法测定蛋白浓度[17]。 

1.2.3  甲醇浓度测定 

变色酸法测定甲醇浓度[18]。 

1.2.4  细胞浓度测定 

吸取 1 mL 发酵液至已测定质量的离心管
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中，5 000 r/min 离心 10 min，倒去发酵液，用

滤纸吸去管壁内残留的液体，倒扣至无液体残

留后，测定菌体重量。 

1.2.5  LegH 表达单因素试验 

蛋白胨种类、大豆蛋白胨浓度对 LegH 表

达的影响：以 BMGY 培养基为基础培养基，诱

导阶段分别补入含酵母蛋白胨、大豆蛋白胨、

酪蛋白胨、牛肉蛋白胨、鱼蛋白胨的 BMMY 培

养基，确定最佳蛋白胨为大豆蛋白胨后，分别

向 BMMY 培养基加入 2%、4%、6%、8%大豆

蛋白胨，保持其他条件不变，发酵结束后测定

LegH 表达量。 

铁盐种类对 LegH 表达的影响：以 BMGY

培养基为基础培养基，在诱导阶段向 BMMY

培养基中分别加入血红素、氯化铁、硫酸亚铁、

柠檬酸铁溶液，终浓度为 10 μmol/L，保持其他

条件不变，发酵结束后测定 LegH 表达量。 

血红素浓度对 LegH 表达的影响：在 BMMY

培养基中加入 2.5 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L

的血红素溶液，保持其他条件不变，发酵结束后

测定 LegH 表达量。 

甲醇浓度对 LegH 表达的影响：以 BMMY

培养基为基础培养基，初始甲醇浓度设置为

0.25%、0.50%、1.00%、1.50%和 2.00%，每隔

24 h 补加甲醇至初始浓度，保持其他条件不变，

发酵结束后测定 LegH 表达量。 

1.2.6  Plackett-Burman 试验确定显著影响因素 

选用 n=12 的 Plackett-Burman 试验设计，

考察了 9 个因素对 LegH 的影响：X1 (蛋白胨)、

X2 (酵母粉)、X3 (碳源)、X4 (发酵液装量)、X5 (生

物素)、X6 (甲醇添加量)、X7 (无氨基酵母氮源)、

X8 (pH)和 X9 (血红素浓度)，每个因素取高、低  

两个水平，响应值为每毫升发酵液中 LegH 浓度。 

1.2.7  Box-Behnken 响应面试验设计与分析 

Plackett-Burman 试验确定 3 个显著影响因

子之后，通过最陡爬坡法筛选出最佳试验水平

进行响应面设计及分析。 

1.2.8  模型验证 

预测的最佳优化条件为甘油浓度 10 g/L、酵

母粉浓度 10 g/L、血红素浓度 5 μmol/L、无氨

基酵母氮源(含硫酸铵) 13.4 g/L、生物素浓度

4×10−7 g/L、甲醇浓度 1%、蛋白胨浓度 51.48 g/L、

发酵液装量 35.84 mL、pH 5.66，在此条件下进行

LegH 的诱导表达，重复进行 3 次，取平均值。 

1.2.9  5 L 发酵罐发酵 

挑取 YPD 平板上生长的单菌落接种至

YPD 试管中，30 °C、250 r/min 培养至 OD600 为

6.0−8.0，取试管中菌液 1 mL 接种至含有 100 mL 

BMGY 的 500 mL 摇瓶中，30 °C、250 r/min 培

养至 OD600 为 10.0−15.0。分批甘油补料阶段使

用 5 L发酵罐，将种子液 200 mL接种在含有 2 L

优化后 BMGY 培养基的发酵罐中，温度 30 °C，

用氨水调节 pH至 5.66，发酵罐溶氧维持在30% 

(气体流速和搅拌转速根据需要进行调节)。发酵

至甘油耗尽后，进行甘油补料至合适菌体浓度

后饥饿 2 h，向发酵液中加入 50 μmol/L血红素，

然后进行甲醇补料(溶氧高于 20%进行补料)，每

隔一定时间取样测定细胞浓度和 LegH 产量。 

2  结果与讨论 

2.1  LegH 表达条件单因素优化结果 
2.1.1  蛋白胨种类对 LegH 表达的影响 

筛选了市面上常见的 5 种不同来源的蛋白

胨(酵母蛋白胨、大豆蛋白胨、酪蛋白胨、牛

肉蛋白胨、鱼蛋白胨)进行实验，考察其对毕

赤酵母产 LegH 的影响，结果见图 1。由图 1 可

知，大豆蛋白胨最有利于 LegH 的表达，其次

是酵母蛋白胨。可能的原因是：大豆蛋白胨来

源于大豆，而 LegH 是根瘤菌感染大豆后产生

的一类蛋白，二者有一定的同源性，大豆蛋白 
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图 1  蛋白胨种类对豆血红蛋白表达的影响   1：标

准蛋白分子量；2：鱼蛋白胨；3：牛肉蛋白胨；

4：酪蛋白胨；5：大豆蛋白胨；6：酵母蛋白胨 

Figure 1  Effects of peptone type on leghemoglobin 
expression. 1: Marker; 2: Fish peptone; 3: Beef 
peptone; 4: Casein peptone; 5: Soybean peptone;  
6: Yeast peptone. 
 

胨更能提供LegH合成所需的各类氨基酸。目前

多数毕赤酵母表达外源蛋白时，在前期培养阶

段主要靠种子培养基中提供的有机氮源，而后

期主要以无机氮源为主，原因在于酵母摄取有

机氮源时可能会分泌蛋白水解酶，不利于目的

蛋白的合成[19]。但从另一个角度讲，蛋白胨作

为蛋白质的一种降解产物，可能对防止蛋白酶

对蛋白产物的降解也有一定的作用。因此在毕

赤酵母的发酵过程中，针对不同的产物，在菌

体培养阶段加入一定量的蛋白胨，不仅有利于

提高菌体密度，最终也可以提高产物的表达。 

2.1.2  大豆蛋白胨浓度对 LegH 表达的影响 

大豆蛋白胨浓度对 LegH 产量有着明显的

影响，结果见图 2。由图 2 可见，随着大豆蛋

白胨浓度的提高，LegH 产量也逐步上升，当浓

度达到 4%以后对 LegH 产量的影响不大。而且

由电泳条带可见，大豆蛋白胨浓度越高，电泳

图中未成团的蛋白条带也随之增多，这对后期

使用 Bradford 法测定蛋白浓度和蛋白的提取都

会产生一定的影响。 

 
 
图 2  大豆蛋白胨浓度对大豆血红蛋白表达的影

响   1：标准蛋白分子量；2：0.1 mg/mL 牛血清

蛋白；3：0.2 mg/mL 牛血清蛋白；4：0.4 mg/mL

牛血清蛋白；5：2%大豆蛋白胨；6：4%大豆蛋

白胨；7：6%大豆蛋白胨；8：8%大豆蛋白胨 

Figure 2  Effects of soybean peptone concentration 
on leghemoglobin expression. 1: Marker; 2: 0.1 mg/mL 
BSA; 3: 0.2 mg/mL BSA; 4: 0.4 mg/mL BSA; 5: 
2% soybean peptone; 6: 4% soybean peptone; 7: 6% 
soybean peptone; 8: 8% soybean peptone. 

 
2.1.3  铁盐种类对 LegH 表达的影响     

豆血红蛋白由一个血红素辅基和一条肽链

组成，血红素是豆血红蛋白表达必需的重要辅

因子，血红素掺入不足被认为是重组生产活性

血红蛋白的主要障碍因素[20]。因 LegH 中含有

铁卟啉，其合成过程中对铁元素的需求比较

高，添加铁元素可能也有助于内源血红素的合

成。实验中选取了血红素和 3 种常见铁元素载

体，在诱导期添加到毕赤酵母发酵过程中，考

察其对 LegH 表达的影响，结果见图 3。图 3 表

明不同的铁载体都可以提高 LegH 的产量，其

中血红素对毕赤酵母产 LegH 有明显的提高作

用，其次为柠檬酸铁。 

2.1.4  血红素浓度对 LegH 表达的影响    

血红素作为 LegH 的合成前体，在合成过

程中至关重要，考察了不同浓度血红素对毕赤

酵母产 LegH 的影响，结果见图 4。由图 4 可 
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图 3  铁盐种类对豆血红蛋白表达的影响 
Figure 3  Effects of iron salts on leghemoglobin 
expression. 

 

 
 

图 4  血红素浓度对豆血红蛋白表达的影响 
Figure 4  Effects of hematin concentration on 
leghemoglobin expression. 

 
见，LegH 的分泌表达量随着血红素浓度的增

加而提高，说明毕赤酵母重组菌合成 LegH 过

程中血红素的潜在短缺，通过在培养基中添加

血红素能有效解决这一问题。当血红素添加浓

度为 5 μmol/L 时 LegH 表达量最高，继续增加

血红素浓度，LegH 产量有一定程度的降低，

说明较高浓度的血红素可能有一定的抑制作

用。除了在培养基中添加外源血红素，已有研

究者在血红蛋白表达菌株中同时导入血红素合

成途径，取得了较好的效果[21-22]。 

2.1.5  甲醇浓度对 LegH 表达的影响 

Pichia pastoris GS115 属于甲醇营养型酵

母表达系统，其 AOX1 为甲醇强启动子，可以

利用甲醇作为外源蛋白表达的诱导物及自身生

长所需的能源物质，在摇瓶发酵中适宜浓度范

围的甲醇可以有效提高目标蛋白的表达产量，

一般添加量为 0.5%−1.0%。由图 5 可以看出，

在甲醇添加量为 1.5%时毕赤酵母血红蛋白产量

最高，当甲醇浓度继续提高时其蛋白产量明显

减少，表明甲醇浓度过高则对菌体有一定毒

性。有研究表明，甲醇浓度大于 3.65%时即可

观察到对菌体的抑制作用[23]。在实验中，严格

控制甲醇浓度是毕赤酵母发酵的一个重要特

征。另外，甲醇诱导的方式、用量和诱导时间

均会对外源蛋白的表达水平产生影响。 

2.2  基于响应面分析的 LegH 表达优化结果 
2.2.1  显著影响因素筛选与结果分析 

借助 Minitab 19 软件对筛选因素进行设计

并对结果进行了统计分析，结果见表 1 和表 2。 

 

 
 
图 5  甲醇浓度对产豆血红蛋白的影响 
Figure 5  Effects of methanol concentration on 
leghemoglobin expression. 
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表 1  Plackett-Burman 试验设计及响应值 
Table 1  Plackett-Burman experiment design and its response 

No. Peptone 

(X1, g/L) 

Yeast  

extract 

(X2, g/L) 

Carbon  

source  

(X3, g/L) 

Medium 

volume  

(X4, mL) 

Biotin 

(X5, ×10−7, 

g/L) 

Methanol

(X6, %) 

YNB 

(X7, 

g/L) 

pH 

(X8) 

Hematin 

(X9, μmol/L) 

LegH 

concentration

(mg/mL) 

1 60 30 10 60 8 0.5 15 5.0 2.5 0.145 0 

2 20 30 30 60 4 2.5 30 5.0 7.5 0.059 9 

3 60 30 30 30 8 2.5 15 8.0 2.5 0.168 0 

4 20 10 30 60 8 0.5 30 8.0 2.5 0.110 0 

5 60 10 30 30 4 0.5 30 8.0 7.5 0.152 7 

6 20 10 10 60 8 2.5 30 8.0 7.5 0.089 1 

7 60 30 10 60 4 0.5 15 8.0 7.5 0.153 6 

8 20 10 10 30 4 0.5 15 5.0 2.5 0.088 5 

9 60 10 10 30 8 2.5 15 5.0 7.5 0.144 2 

10 20 30 30 30 8 0.5 15 5.0 7.5 0.104 2 

11 60 10 30 60 4 2.5 30 5.0 2.5 0.115 1 

12 20 30 10 30 4 2.5 30 8.0 2.5 0.114 7 

 
该模型(model 项)的 F 值为 20.45，P 值为

0.047，并且当“Prob>F ”的值小于 0.050 时，表

明对应的因素为显著影响因子。表示模型的拟

合显著性好，具有统计学意义；各因素对产

LegH 影响方程如下： 

产量=0.035 6+0.001 301X1 (g/L)+0.000 381X2 

(g/L)−0.000 209X3 (g/L)−0.000 554X4 (mL)+ 
0.003 17X5 (mg/L)−0.005 25X6 (%)+0.000 090X7 

(g /L)+0 .007 30X 8−0.001  256X 9  (μmol/L) 

 
表 2  Plackett-Burman 试验结果 
Table 2  Results of Plackett-Burman experiment 
design 

Factors Stdized effects P value  

Prob>F 

Ranking

X1 0.052 03 0.008 1 

X2 0.007 63 0.237 6 

X3 −0.004 19 0.456 8 

X4 −0.016 63 0.068 3 

X5 0.012 67 0.109 4 

X6 −0.010 50 0.149 7 

X7 −0.001 35 0.795 9 

X8 0.021 89 0.041 2 

X9 −0.006 28 0.303 5 

(R2=0.989 3，调整后 R2=0.940 9 表明拟合性良好)。 

由此可以确定对 LegH 产量影响较大的 3 个因素

分别是：蛋白胨 (X1)、发酵液装量 (X4)和 pH 

(X7)。从该试验结果中 Stdized effects 的值可以

确定接下来 3 个因素变化方向。对该 3 个元素

变化范围筛选后进行响应面分析。 

2.2.2  响应面优化分析 

根据 2.2.1 的结果，用 Box-Behnken 软件设

计 3 因素 3 水平试验，使用 Design-Expert 软件

进行方差分析和二次回归拟合实验数据，结果

见表 3 和表 4。 

以 LegH 浓度为响应面值，以蛋白胨浓度

(A)、发酵液装量(B)、pH (C)为自变量，拟合

得到多元二次回归方程： 

Protein=0.18−0.001 592A−0.001 72B+0.002 055C− 
0.003 241AB−0.005 632AC+0.003 317BC−0.005 67A2− 

0.006 341B2−0.007 012C2。 

由回归方程系数显著性检验及方差分析可

知，模型拟合良好，P=0.000 1<0.05，说明该

模型设计合理。决定系数 R2=0.981 4，说明回

归方程的拟合程度较好。 
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表 3  Box-Behnken 试验设计和结果 
Table 3  Design and results of Box-Behnken 
experiment 

No. Peptone 

(A, g/L) 

Medium 

volume (B, mL) 

pH 

(C) 

LegH concentration 

(mg/mL) 

1 52 33 5.3 0.169 7 

2 52 33 5.9 0.166 8 

3 48 33 5.6 0.169 8 

4 52 36 5.6 0.183 0 

5 52 36 5.6 0.180 1 

6 56 36 5.3 0.169 7 

7 56 39 5.6 0.161 6 

8 56 36 5.9 0.163 1 

9 52 39 5.9 0.172 1 

10 48 36 5.3 0.162 3 

11 52 36 5.6 0.180 9 

12 52 36 5.6 0.180 8 

13 48 36 5.9 0.178 1 

14 52 39 5.3 0.161 8 

15 56 32 5.6 0.173 7 

16 48 39 5.6 0.170 7 

17 52 36 5.6 0.180 0 

响应面优化分析和回归方程拟合绘制响应

面结果如图 6 所示，蛋白胨含量(A)、发酵液装

量(B)、pH (C)这 3 个影响因素之间存在极值点。

通过对生物量回归方程求导得出 3 个因子的最

优试验点为：蛋白胨 51.48 g/L，发酵液装量  

35.84 mL/250 mL，pH 5.66，LegH 的理论预测

值为 0.183 mg/mL。 

2.2.3  模型验证 

为了证实模型预测结果的可靠性，在模型

预测的最优条件，即蛋白胨 51.48 g/L、发酵液

装量 35.84 mL/250 mL、pH 5.66 和其他培养基成

分和发酵条件不变时进行重复摇瓶实验，设立  

3 组平行，结果如图 7 所示。实际通过 Bradford

法检测到的蛋白浓度的平均值为 0.191 mg/mL，

与预测值 0.183 mg/mL 比较接近(为预测值的

104.2%)，二者的良好拟合性也再次证实了模型

的有效性。并且优化后的表达水平为优化前的

189%，获得了理想的优化效果。 

 
表 4  回归方程的方差分析 
Table 4  Variance analysis of regression equation 

Parameters Sum of squares df Mean square F value P value Prob>F Significance 

Model 0.000 862 9 0.000 957  40.94 0.000 1 ** 

A 0.000 020  1 0.000 020  8.670 0.021 6 − 

B 0.000 023  1 0.000 023  10.12 0.015 5 − 

C 0.000 033  1 0.000 033  14.45 0.006 7 − 

AB 0.000 042  1 0.000 042  17.97 0.003 8 * 

AC 0.000 127 1 0.000 127 54.25 0.000 2 ** 

BC 0.000 040  1 0.000 040  18.82 0.003 4 * 

A2 0.000 135 1 0.000 135 57.87 0.000 1 ** 

B2 0.000 169 1 0.000 169 72.38 0.000 1 ** 

C2 0.000 207 1 0.000 207 88.51 0.000 1 ** 

Residual 0.000 017  7 0.000 016     

Lack of Fit 0.000 011  3 0.000 010  2.44 0.204 5 − 

Pure error 0.000 006  4 0.000 001     

Cor total 0.006 200 16     

Note: **: P<0.01; *: P<0.05; −: P>0.05. 
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图 6  各因素对豆血红蛋白产量交互影响的三维曲线图及等高线图   A：pH 与培养基体积交互影响

的响应面图；B：pH 与培养基体积交互影响的等高线图；C：培养基体积与蛋白胨交互影响的响应面

图；D：培养基体积与蛋白胨交互影响的等高线图；E：pH 与蛋白胨交互影响的响应面图；F：pH 与

蛋白胨交互影响的等高线图 

Figure 6  Response surface plot and contour plot of mutual-influence for different factors on the yield of 
leghemoglobin. A: Response surface plot of mutual-influence for pH and medium volume; B: Contour plot of 
mutual-influence for pH and medium volume; C: Response surface plot of mutual-influence for medium 
volume and peptone; D: Contour plot of mutual-influence for medium volume and peptone; E: Response 
surface plot of mutual-influence for pH and peptone; F: Contour plot of mutual-influence for pH and peptone. 
 
 
 



 
陈林杰等: 豆血红蛋白在毕赤酵母中的表达条件优化 2059 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 
图 7  响应面结果验证 
Figure 7  Response surface result verification. 

 
2.3  5 L 发酵罐发酵结果 

以 Invitrogen 公司的毕赤酵母高密度发酵

方案为基础，结合响应面优化的结果，使用

BMGY 培养基、蛋白胨 51.48 g/L、pH 5.66 和

其他培养基成分不变的情况下，考察构建菌株

在 5 L 发酵罐上的发酵性能，结果见图 8。 

由图 8 可见，毕赤酵母在发酵 156 h 后菌体

湿重达到了 356 g/L，发酵过程中 LegH 产量最

高达到了 0.384 mg/mL，约为摇瓶发酵的 2 倍。

目前本研究仅对发酵罐的发酵工艺进行了初

步研究，后续通过培养基成分的改进和补料工

艺的控制等，有望进一步提高血红蛋白的表达

水平。 

3  结论 

首先对毕赤酵母工程菌株 GS115-LegH 发

酵表达 LegH的条件进行了单因素试验，然后通

过 Plackett-Burman 试验设计进行因子筛选试

验，确定了对产 LegH 影响最大的 3 个因子，即

蛋白胨、pH 和发酵液装量。通过最陡爬坡法确

定 3 个因子的变化范围，然后根据 Box-Behnken

的中心组合试验设计原理进行 3因素 3 水平的

响应面分析，得到了拟合度较好的回归模型。

通过回归模型进行因素间交互作用的分析并

预测最佳优化条件为：蛋白胨浓度 51.48 g/L，

pH 5.66，培养基装液量 35.84 mL/250 mL。

最后在优化后的条件下进行发酵试验，产量为 

 

 
 
图 8  5 L 发酵罐发酵结果 
Figure 8  Fermentation results of 5 L tank. 
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0.191 mg/mL，为预测值的 104%，再次说明回

归模型的可靠性。优化后的产量是优化前的

1.89 倍，获得了理想的优化结果。在此工作基础

上通过 5 L 发酵罐试验，采取补料措施进行高密

度发酵，LegH 最高产量达到 0.384 mg/mL，表明

该菌株有一定的扩大生产潜力。 
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