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　　［摘要］　目的　研究毕赤酵母生产重组灵芝锰过氧化物酶（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿 ｍａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ｒＧｌＭｎＰ）的最优培养条件。方法　在单因素实验基础上，采用中心组合设计和响应曲面法对ｒＧｌＭｎＰ工程酵母产ｒＧｌＭｎＰ的

发酵条件进行优化，探讨初始ｐＨ、温度、甲醇浓度和血红素浓度对重组毕赤酵母生产的ｒＧｌＭｎＰ的酶活力的影响，分析上述４

个因子的交互作用及其最佳水平范围，并验证模型的有效性。结果　初始ｐＨ、温度、甲醇浓度和血红素浓度对毕赤酵母生产

ｒＧｌＭｎＰ的酶活力有显著影响；毕赤酵母生产ｒＧｌＭｎＰ最优的培养条件为：初始ｐＨ５．５、诱导温度３０℃、甲醇浓度１．５％以及血

红素浓度１．０ｍｍｏｌ／Ｌ。结论　本研究为利用毕赤酵母工程菌大规模生产ｒＧｌＭｎＰ奠定了基础。
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　　灵芝（犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿）属于担子菌纲

（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）多孔菌目（Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ）灵芝科

（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｔａｃｅａｅ）真菌，古称“瑞草”，俗称“灵芝

草”，自古就是我国名贵的中药材，被广泛应用于预

防与治疗各类疾病。现代医药研究证明，灵芝中有

多种活性成分，包括多糖、三萜、各类蛋白质、凝集素

·５５９·
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以及其他生物活性成分，并具有广泛的药理活性［１］。

在先前的研究中，对灵芝中活性成分和药理作用的研

究主要集中在多糖［２３］和三萜［４５］上，其中灵芝多糖是

被研究的最为广泛和深入的活性成分之一。蛋白和

多糖结合而成的糖蛋白是灵芝中重要的功能成分，同

时灵芝中的其他蛋白质也因为其在制药工业中的潜

能而得到越来越多研究者的关注［６］。灵芝菌丝体和

子实体中可分泌出大量生物活性蛋白和多肽类，如真

菌免疫调节蛋白［７］、外源凝集素［８］、木质素降解酶［９］、

核糖体失活蛋白、核糖核酸酶和其他多种蛋白［１０］。据

有关分析，代料栽培的灵芝中蛋白含量仅约为

１４．３４％，而大部分灵芝蛋白有着明显的生理活性；随

着生物技术在药物研究和开发中的应用，特别是利用

生物技术方法对中草药中基因、蛋白和药理作用之间

关系的逐渐探索，灵芝蛋白质的研究逐渐得到重视，

也展示出广阔的开发利用前景［１０］。

锰过氧化物酶（ｍａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭｎＰ；

Ｅ．Ｃ．１．１１．１．１３）属于灵芝中的一类胞外糖蛋白，由

糖基化的含Ｆｅ（ｓ）卟啉环（ＩＸ）血红素辅基组成，其

等电点为４．２～４．５，真菌产生的 ＭｎＰ的相对分子

质量通常大小为３８０００～６２５００，大多数纯化的

ＭｎＰ的相对分子质量约为４５０００
［１１］。ＭｎＰ的酶活

中心由１个 Ｍｎ２＋和１个血红素基构成，还有２个

Ｃａ２＋起稳定结构作用，其分子由１条短的单链及１０

条长的蛋白质单链构成。ＭｎＰ的催化循环由Ｈ２Ｏ２

或有机过氧化物与含有Ｆｅ３＋的 ＭｎＰ相结合，经双

电子氧化，形成Ｆｅ４＋过氧化络合物；随后，从血红素

上转移２个电子，过氧化物的Ｏ＝Ｏ键裂解，释放１

分子的Ｈ２Ｏ，从而形成活性中间体化合物Ⅰ（Ｆｅ４＋

氧基卟啉自由基复合体）；紧接着活性中间体化合

物Ⅰ与底物Ｍｎ
２＋结合，发生还原反应，生成活性中

心体化合物Ⅱ（Ｆｅ４＋氧基卟啉复合体）。在整个

ＭｎＰ的催化循环过程中，Ｍｎ２＋作为电子供体，被氧

化成Ｍｎ３＋；活性中心体化合物Ⅱ以类似的方式与

Ｍｎ２＋结合，生成 Ｍｎ３＋并释放１分子 Ｈ２Ｏ，还原到

原始状态，则整个催化循环结束［１２］。ＭｎＰ的活性依

赖于Ｈ２Ｏ２和Ｍｎ
２＋的存在，离体条件下能分解芳香

环多聚体，因此该酶被广泛应用于造纸工业、食品工

业、医药工业及绿色合成等领域［８］，特别是在医药工

业领域如抗生素工业废水处理［１３］、激素类物质在人

体内的生物降解［１４］等方面有着广阔的应用前景。

在前期研究中，我们从灵芝中克隆了灵芝锰过氧化物

酶 （犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿 ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

犌犾犕狀犘）基因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＣＤ４４８８９．１），同时构建了

酵母表达载体ｐＡＯ８１５：：犌犾犕狀犘，通过电转化的方法

转入毕赤酵母（犘犻犮犺犻犪狆犪狊狋狅狉犻狊）ＳＭＤ１１６８，形成了

犌犾犕狀犘毕赤酵母工程菌（数据未报道）。本实验主要

探讨利用基因工程菌生产重组ＧｌＭｎＰ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ＧｌＭｎＰ，ｒＧｌＭｎＰ）的最优培养条件。我们在单因素实

验基础上，采用中心组合设计（ｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅ

ｄｅｓｉｇｎ，ＣＣＤ）和响应面分析法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，ＲＳＭ），分析初始ｐＨ值、温度、培养基中

甲醇和血红素浓度对重组毕赤酵母生产ｒＧｌＭｎＰ的

酶活力的影响，以期通过对培养条件的优化，进一步

提高酶活力，为利用毕赤酵母工程菌生产ｒＧｌＭｎＰ和

工业化生产应用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　毕赤酵母（犘犻犮犺犻犪狆犪狊狋狅狉犻狊）ＳＭＤ１１６８转

化子带有ｐＡＯ８１５：：犌犾犕狀犘质粒载体由上海交通大

学农业与生物学院植物生物技术研究中心保存。

１．２　培养基　酵母浸出物蛋白胨葡萄糖（ｙｅａｓｔ

ｅｘｔｒａｃｔｐｅｐｔｏｎｅｄｅｘｔｒｏｓｅ，ＹＰＤ）培养基１Ｌ：１％酵母

浸出物，２％蛋白胨，２％葡萄糖，２％琼脂粉；缓冲型最

小甘 油 复 合 （ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｍｉｎｉｍａｌｇｌｙｃｅｒｏｌｃｏｍｐｌｅｘ，

ＢＭＧＹ）培养基１Ｌ：１％酵母浸出物，２％蛋白胨，

１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钾（ｐＨ６．０），１．３４％无氨基酵母浸出

物（ｙｅａｓｔｎｉｔｒｏｇｅｎｂａｓｅｗｉｔｈｏｕｔａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ＹＮＢ），４×

１０％生物素，１％甘油；缓冲型甲醇复合（ｂｕｆｆｅｒｅｄ

ｍｅｔｈａｎｏｌｃｏｍｐｌｅｘ，ＢＭＭＹ）培养基１Ｌ：１％酵母浸出

物，２％蛋白胨，１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钾（ｐＨ６．０），１．３４％

ＹＮＢ，４×１０％生物素，０．５％甲醇。

１．３　试剂与主要仪器　实验中的各种试剂均为分

析纯化学试剂；Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量检测试剂盒购于

生工生物工程（上海）股份有限公司。磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）１Ｌ：称取磷酸二氢钾０．２ｇ，磷酸氢二钠

２．９ｇ，氯化钠８．０ｇ，氯化钾０．２ｇ，加水至１Ｌ。

１００ｍｍｏｌ／Ｌ丙二酸丙二酸钠缓冲液（ｐＨ４．５）：准

确称取１．６６０４ｇ丙二酸钠，溶于１００ｍＬ水中；再

称取１．０４０６ｇ丙二酸，溶于１００ｍＬ水中，将两种

溶液按比例混合，控制ｐＨ值为４．５。

恒温震荡器（ＤＨＺＤａ，太仓市实验设备厂）；高

·６５９·
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压均质机（ＡＨ２０１０，意大利 ＡＴＳ牌）；酶标仪

（ＰｏｗｅｒＷａｖｅＸＳ，美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；分光光度计

（ＵＶ１１０２，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

１．４　重组毕赤酵母菌种培养及诱导产酶培养　菌

种培养：在无菌超净台中挑选重组毕赤酵母阳性单

克隆，于ＹＰＤ固体培养基上划线，置于２８℃培养。

３ｄ后，挑取单克隆接种到３ｍＬＢＭＧＹ液体培养基

中，２８℃下１２５×犵条件下培养过夜，次日以２％～

４％的比例接种于ＢＭＧＹ液体培养基，继续培养至

６００ｎｍ处的光密度值 （犇６００）＝２～６。培养１６～２４

ｈ后，倒入无菌离心管中，２０００×犵４℃离心１０ｍｉｎ，

倒去上清液，收集细胞沉淀。

诱导产酶培养：在无菌条件下，用ＢＭＭＹ培养

基重悬酵母细胞沉淀，至犇６００＝１。取５０ｍＬ置于

２５０ ｍＬ 的 三 角 瓶 中，加 入 血 红 素 （终 浓 度

１ｍｍｏｌ／Ｌ）和硫酸锰（终浓度０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）进行诱

导。每２４ｈ补加１％甲醇，用培养４８ｈ的发酵样品

进行处理，测定其总蛋白浓度和酶活力。

１．５　重组毕赤酵母破壁提取蛋白及总蛋白浓度测

定　将诱导发酵液倒入离心管中，２０００×犵４℃离

心１０ｍｉｎ后，弃去上清液，收集细胞沉淀。再用５

倍于菌体体积的ＰＢＳ重悬沉淀，将悬浮液混匀。将

高压均质机冷凝至４℃，在１０００ＭＰａ的压力下均

质破壁，循环５次。处理过的菌液于４℃２０００×犵

离心１０ｍｉｎ，得到上清液，即为含ｒＧｌＭｎＰ的总

蛋白。

先取１０μＬ蛋白标准品（５ｍｇ／ｍＬＢＳＡ）用ＰＢＳ

稀释至１００μＬ，终浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ。再次用ＰＢＳ

稀释配制成ＢＳＡ浓度为０、１０、２０、４０、６０、８０、１００、

１５０μｇ／ｍＬ的标准品溶液。分别取２０μＬ上述浓度的

标准品加入到９６孔板中（每个做３组重复）。加入

２０μＬ稀释一定倍数的待测样品到９６孔板中。每孔

加入Ｂｒａｄｆｏｒｄ染液２００μＬ，小心混匀（避免产生气泡，

影响读数），室温下使其静置反应３～５ｍｉｎ。设置美

国ＢｉｏＴｅｋ公司酶标仪，于５９５ｎｍ处测定犇值。绘制

标准曲线，并计算出样品中的蛋白浓度。将实验中得

到的蛋白稀释一定倍数，使其浓度处于标准曲线测量

范围内。样品中蛋白质浓度（μｇ／ｍＬ）＝稀释后样品

的蛋白浓度×样品的稀释倍数。

１．６　ｒＧｌＭｎＰ的酶活力测定　酶活力定义：１ｍｉｎ

内催化１μｍｏｌ底物所需的酶液量为１个酶活单位

（Ｕ）。取０．５ｍＬ１００ｍｍｏｌ／Ｌ丙二酸丙二酸钠缓

冲液于 １．５ ｍＬ 的离心管中，加入 ０．１ ｍＬ

１０ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸锰溶液。准确加入犡μＬ（犡＝０～

５０）待测酶液，加入（４００－犡）μＬ无菌水，３０℃水浴

加热３０ｍｉｎ。加入０．０１ｍＬ１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液

启动反应，于２７０ｎｍ处迅速测定犇值，１ｍｉｎ后再

测一次，二者之差即为１ｍｉｎ内的 犇２７０变化。

ｒＧｌＭｎＰ的酶活力计算公式如下：

酶活力（Ｕ／Ｌ）＝
Δ犇２７０／１ｃｍ

１１５９０ｍｏｌ－１·Ｌ·ｃｍ－１
×
１０６μｍｏｌ
ｍｏｌ

×
１０－３Ｌ
ｍＬ

×１．０１ｍＬ÷
犡
１０６
Ｌ

＝
Δ犇２７０
１１．５９

×
１０６

犡
（Ｕ／Ｌ）

　　其中，１１５９０ｍｏｌ－１·Ｌ·ｃｍ－１为Ｍｎ３＋与丙二

酸形成的复合物在２７０ｎｍ下的摩尔吸光系数。

１．７　重组毕赤酵母诱导高效产酶单因素优化　ｐＨ

条件优化：配制含有不同ｐＨ值（ｐＨ４．０、４．５、５．０、

５．５、６．０、６．５、７．０）的０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲液的

ＢＭＭＹ培养基，每个ｐＨ值平行３份，诱导表达４８ｈ

后破壁，测定其总蛋白浓度和ｒＧｌＭｎＰ的酶活力。

温度条件优化：将使用ＢＭＭＹ培养基重悬的

菌体均分成６份，分别置于２４、２６、２８、３０、３２℃摇

床，每个温度平行３份，诱导表达４８ｈ后破壁，测定

其总蛋白浓度和ｒＧｌＭｎＰ的酶活力。

甲醇浓度优化：配制含有不同初始甲醇浓度

（０．５％、１．０％、１．５％、２．０％）的ＢＭＭＹ培养基，每

个浓度平行３份，每２４ｈ添加一次甲醇，其浓度与

各自初始浓度相同，诱导表达４８ｈ后破壁，测定其

总蛋白浓度和ｒＧｌＭｎＰ的酶活力。

血红素浓度优化：配制含有不同初始血红素浓

度（０．５、１．０、１．５、２．０ｍｍｏｌ／Ｌ）的ＢＭＭＹ培养基，

每个浓度平行３份，诱导表达４８ｈ后破壁，测定其

总蛋白浓度和ｒＧｌＭｎＰ的酶活力。

１．８　重组毕赤酵母诱导产酶酶活力响应曲面

分析　根据单因素实验分析，设定初始ｐＨ、温度、甲

醇浓度以及血红素浓度４个因素。在此基础上，采

用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合原理进行４因素３水平的

响应面设计实验，共２９个实验组合。

１．９　数据分析　实验采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ的中心组合

实验设计，分析和作图软件使用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ９．０

软件。

１．１０　模型的实验验证　为检验模型的合理性和有

·７５９·
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效性，进行１０组实验验证，每组重复３次，将得到的

结果再用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行相关性分析。

２　结　果

２．１　重组毕赤酵母诱导高效产酶单因素优化结

果　对重组毕赤酵母诱导产酶进行单因素实验，结果

表明，在初始ｐＨ５．５的条件下，ｒＧｌＭｎＰ的酶活力和

总蛋白浓度都达到最高，分别为７１８．５Ｕ／Ｌ和

２５４．３μｇ／ｍＬ；在温度为３０℃诱导条件下酶活力最

高，达到 ６１８．５Ｕ／Ｌ，此时总蛋白浓度为２４８．８

μｇ／ｍＬ；在１．５％甲醇浓度诱导条件下，其酶活力最高

达到５７４．６Ｕ／Ｌ，此时总蛋白浓度为１５１．３μｇ／ｍＬ；添

加血红素浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，酶活力和总蛋白浓

度都达到最高，分别为６３７．５Ｕ／Ｌ和１３７．８μｇ／ｍＬ。

２．２　对重组毕赤酵母中ｒＧｌＭｎＰ的酶活力的响应

面实验设计结果

２．２．１　实验因素水平编码与设计结果　根据单因

素实验分析结果，确定初始ｐＨ、温度、甲醇浓度以及

血红素浓度４个因素均对ｒＧｌＭｎＰ的酶活力有一定

的影响，而温度、甲醇浓度和血红素对总蛋白浓度影

响不明显，因此不再考察总蛋白浓度。在此基础上，

设计以上４个因素对毕赤酵母中ｒＧｌＭｎＰ的酶活力

的相互影响实验，利用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ中心组合方法

设计４因素３水平的响应面实验。各因素和水平见

表１，实验设计与结果见表２。

利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ９．０软件对ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ

中心组合实验所得数据进行二次多项回归拟合，得

到实验因子初始ｐＨ（Ａ）、温度（Ｂ）、甲醇浓度（Ｃ）、血

红素浓度（Ｄ）与响应值ｒＧｌＭｎＰ的酶活力之间的关

系可用二次多项式回归方程表示：犢＝７０７．３８－

５３．３８Ａ＋３７．１３Ｂ－６．２８Ｃ－２０．２６Ｄ－３．９２ＡＢ＋

２０．３２ＡＣ＋８．０７ＡＤ＋１５．８５ＢＣ＋３．４８ＢＤ－１．０３ＣＤ－

３２．８６Ａ２－３１．３８Ｂ２－２４．１０Ｃ２＋５．８１Ｄ２，回归模型

方差分析见表３。根据回归方差分析显著性检验，

犘＜０．０００１表示该模型为回归显著型，其中犘值越

小，代表响应变量的显著程度越高。失拟误差为

０．４６５４＞０．０５，表明数据中的异常点不显著。复相

关系数平方犚２＝０．９６６８，表示响应值的９６．６８％变

异分布于方程的１４个因子中，仅３．３２％的变异不

能由该模型解释，说明回归方程的拟合程度较好。

校正决定系数犚２Ａｄｊ＝０．９３３７，说明该模型与实际实

验的拟合性较好，可以用于ｒＧｌＭｎＰ的酶活力实验

预测。Ａ、Ｂ、Ｄ、ＡＣ、ＢＣ、Ａ２、Ｂ２及Ｃ２等因素在该模

型中为显著指标。

表１　响应面的因素和水平

犜犪犫１　犉犪犮狋狅狉狊犪狀犱犾犲狏犲犾狊狅犳狉犲狊狆狅狀狊犲狊狌狉犳犪犮犲犿犲狋犺狅犱狅犾狅犵狔

Ｆａｃｔｏｒ
Ｌｅｖｅｌ

－１ ０ １

Ａ ５．０ ５．５ ６．０

Ｂ ２８ ３０ ３２

Ｃ １．０ １．５ ２．０

Ｄ ０．５ １．０ １．５

　　Ａ：ＩｎｉｔｉａｌｐＨ；Ｂ：Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃）；Ｃ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ｍｅｔｈａｎｏｌ（％）；Ｄ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｍｅ（ｍｍｏｌ／Ｌ）

表２　响应面优化实验设计与结果

犜犪犫２　犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犱犲狊犻犵狀犪狀犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳

狉犲狊狆狅狀狊犲狊狌狉犳犪犮犲犿犲狋犺狅犱狅犾狅犵狔

Ｎｏ．
Ｆａｃｔｏｒ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１）

ＯＢＳｖａｌｕｅ ＰＲＥＤｖａｌｕｅ

１ ０ ０ １ １ ６６２．３ ６６１．５

２ ０ －１ １ ０ ５９１．７ ５９２．６

３ ０ ０ ０ ０ ７０５．３ ７０７．４

４ ０ －１ ０ １ ６１４．７ ６２１．０

５ ０ ０ －１ １ ６７８．６ ６７６．１

６ ０ ０ ０ ０ ６９１．９ ７０７．４

７ －１ ０ ０ １ ７０７．６ ７０５．４

８ ０ ０ －１ －１ ７０３．０ ７１４．６

９ －１ ０ １ ０ ６８１．５ ６７７．２

１０ －１ ０ ０ －１ ７６４．３ ７６２．０

１１ １ －１ ０ ０ ５４０．３ ５５６．６

１２ ０ ０ ０ ０ ６９９．５ ７０７．４

１３ １ ０ １ ０ ６２８．０ ６１１．１

１４ ０ ０ ０ ０ ７２１．６ ７０７．４

１５ １ ０ －１ ０ ５８１．５ ５８３．０

１６ １ ０ ０ １ ６２０．５ ６１４．８

１７ ０ １ －１ ０ ６８８．４ ６７９．５

１８ －１ ０ －１ ０ ７１６．３ ７３０．４

１９ １ １ ０ ０ ６１２．３ ６２３．０

２０ １ ０ ０ －１ ６４４．９ ６３９．１

２１ ０ －１ ０ －１ ６７６．２ ６６８．４

２２ －１ －１ ０ ０ ６５５．３ ６５５．５

２３ ０ １ ０ １ ６９７．２ ７０２．２

２４ －１ １ ０ ０ ７４３．０ ７３７．６

２５ ０ ０ ０ ０ ７１８．６ ７０７．４

２６ ０ ０ １ －１ ６９０．８ ７０４．１

２７ ０ １ ０ －１ ７４４．８ ７３５．７

２８ ０ １ １ ０ ６９０．８ ６９８．６

２９ ０ －１ －１ ０ ６５２．７ ６３６．９

　　Ａ：ＩｎｉｔｉａｌｐＨ；Ｂ：Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｃ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ；

Ｄ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｍｅ．ＯＢＳ：Ｏｂｓｅｒｖｅｄ；ＰＲＥＤ：Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
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表３　回归模型方差分析

犜犪犫３　犞犪狉犻犪狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲犵狉犲狊狊犻狅狀犿狅犱犲犾

Ｓｏｕｒｃｅ Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ 犱犳 Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ 犉ｖａｌｕｅ 犘狉狅犫＞犉

Ｍｏｄｅｌ ７４０２１．７４ １４ ５２８７．２７ ２９．１５ ＜０．０００１

Ａ ３４１８６．６９ １ ３４１８６．６９ １８８．４７ ＜０．０００１

Ｂ １６５４６．６１ １ １６５４６．６１ ９１．２２ ＜０．０００１

Ｃ ４７３．７６ １ ４７３．７６ ２．６１ ０．１２８４

Ｄ ４９２４．８ １ ４９２４．８ ２７．１５ ０．０００１

ＡＢ ６１．６２ １ ６１．６２ ０．３４ ０．５６９３

ＡＣ １６５２．４２ １ １６５２．４２ ９．１１ ０．００９２

ＡＤ ２６０．８２ １ ２６０．８２ １．４４ ０．２５０４

ＢＣ １００４．８９ １ １００４．８９ ５．５４ ０．０３３７

ＢＤ ４８．３ １ ４８．３ ０．２７ ０．６１３９

ＣＤ ４．２ １ ４．２ ０．０２３ ０．８８１２

Ａ２ ７００６．１１ １ ７００６．１１ ３８．６２ ＜０．０００１

Ｂ２ ６３８６．２５ １ ６３８６．２５ ３５．２１ ＜０．０００１

Ｃ２ ３７６８．２ １ ３７６８．２ ２０．７７ ０．０００４

Ｄ２ ２１８．９６ １ ２１８．９６ １．２１ ０．２９０４

Ｒｅｓｉｄｕａｌ ２５３９．４８ １４ １８１．３９

Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ １９０５．３３ １０ １９０．５３ １．２ ０．４６５４

Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ ６３４．１５ ４ １５８．５４

Ｔｏｔａｌ ７６５６１．２２ ２８

犚２ ０．９６６８

犚２Ａｄｊ ０．９３３７

犚２Ｐｒｅｄ ０．８４３７

ＣＶ（％） ２．００

　　Ａ：ＩｎｉｔｉａｌｐＨ；Ｂ：Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｃ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ；Ｄ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｍｅ；犚２Ａｄｊ：Ａｄｊｕｓｔｅｄ犚ｓｑｕａｒｅ；犚２Ｐｒｅｄ：Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ犚

ｓｑｕａｒｅ；ＣＶ：Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

　　为进一步研究相关实验因子之间的交互关系，

用软件做出初始ｐＨ、温度、甲醇浓度及血红素浓度

对ｒＧｌＭｎＰ的酶活力影响的响应面分析图及等高线

图（图１）。交互作用的规律可从二维等高线图中看

出，等高线密的方向，对应坐标表示的因素在交互作

用中占主要地位。（１）交互作用ＡＢ中影响酶活力

的主要方面是ｐＨ要提高酶活力，ｐＨ值应控制在

５．５～６．０；ｐＨ值过高，酶活力降低。ｐＨ值一定时，

一定范围内适当提高温度，酶活力增大。（２）交互作

用ＡＣ中影响酶活力的主要方面是甲醇浓度。要提

高酶活力，ｐＨ值要控制在５．５～６．０；ｐＨ值过高，酶

活力会降低。甲醇浓度需要控制在１．４％～１．６％，

甲醇浓度过高或过低，酶活力都会降低。（３）交互作

用ＡＤ中影响酶活力的主要方面是血红素浓度。

ｐＨ值和血红素浓度之间的交互作用不是很显著。

要提高酶活力，ｐＨ值要控制在５．５～６．０；ｐＨ值过

高，酶活力会降低。血红素浓度需要控制在１．２～

１．４ｍｍｏｌ／Ｌ；血红素浓度过高或过低，酶活力都会

降低。（４）交互作用ＢＣ中影响酶活力的主要方面

是甲醇浓度。要提高酶活力，温度需要控制在２９～

３１℃；温度过高或过低，酶活力都会变低。甲醇浓度

要控制在１．４％～１．６％；甲醇浓度过高或过低，酶

活力都会降低。（５）交互作用ＢＤ中影响酶活力的

主要方面是血红素浓度。要提高酶活力，温度需要

控制在２９～３１℃；温度过高或过低，酶活力都会降

低。血红素浓度要控制在１．２～１．４ｍｍｏｌ／Ｌ；血红

素浓度过高或过低，酶活力都会降低。（６）交互作用

ＣＤ中影响酶活力的主要方面是甲醇。要提高酶活

力，甲醇浓度需要控制在１．４％～１．６％；甲醇浓度过

高或过低，酶活力都会降低。血红素浓度要控制在

１．２～１．４ｍｍｏｌ／Ｌ，血红素浓度过高或过低，酶活力

都会降低。
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图１　实验４因子对狉犌犾犕狀犘的酶活力影响的响应面分析图和等高线图

犉犻犵１　犚犲狊狆狅狀狊犲狊狌狉犳犪犮犲狆犾狅狋犪狀犱犮狅狀狋狅狌狉狆犾狅狋狅犳狋犺犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳４犳犪犮狋狅狉狊狅狀狋犺犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狉犌犾犕狀犘

ｒＧｌＭｎＰ：Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿ｍａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

·０６９·
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２．２．２　模型的实验验证　为检验模型方程的可靠

性，进行了１０组验证实验 （表４）。利用ＳＰＳＳ１７．０

对表４中的数据进行相关性分析，酶活力的实测值

和预测值的相关系数为０．９５８，证明该方程模型

有效。

表４　模型的验证结果

犜犪犫４　犞犲狉犻犳犻犲犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犿狅犱犲犾犲狇狌犪狋犻狅狀

Ｎｏ．
Ｆａｃｔｏｒ

Ａ Ｂ Ｃ 　Ｄ

Ｒｅｓｐｏｎｓｅ狕犅／（Ｕ·Ｌ－１）

ＯＢＳｖａｌｕｅ ＰＲＥＤｖａｌｕｅ

１ ５．５ ３０ １．５ １．０ ７６２．０ ７５８．４

２ ５．８ ３２ １．６ ２．０ ７２８．１ ７２２．７

３ ５．７ ３１ １．４ ２．０ ７２４．７ ７２５．４

４ ６．０ ３０ １．０ １．０ ７０９．３ ７１４．６

５ ６．０ ３０ ２．０ １．０ ６９４．３ ７０４．１

６ ５．７ ３１ １．４ ２．０ ７２２．９ ７２５．４

７ ６．０ ３２ １．５ １．０ ７２８．０ ７３５．７

８ ６．０ ３０ １．５ １．２５ ６９５．４ ７０７．４

９ ５．５ ３２ １．５ １．２５ ７４８．２ ７３７．６

１０ ６．１ ２９ １．４９ １．０ ７０４．５ ７０１．０

　　Ａ：ＩｎｉｔｉａｌｐＨ；Ｂ：Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃）；Ｃ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ｍｅｔｈａｎｏｌ （％）；Ｄ：Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｍｅ （ｍｍｏｌ／Ｌ）；ＯＢＳ：

Ｏｂｓｅｒｖｅｄ；ＰＲＥＤ：Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

３　讨　论

毕赤酵母蛋白表达系统是２０世纪８０年代发展

起来的一种真核表达系统，与其他表达系统相比，其

优势在于具有强有力的醇氧化酶（ａｌｃｏｈｏｌｏｘｉｄａｓｅ，

ＡＯＸ１）基因启动子
［１５］，该系统表达的外源蛋白还可

进行翻译后修饰加工过程，比如蛋白水解过程、二硫

键的形成以及糖基化修饰等［１６］。由于毕赤酵母表

达系统所具有的诸多优势使其研究价值和应用价值

越来越广泛，已经成功表达了多种药用蛋白质和工

业用酶［１７］。在药用蛋白的表达中，外源蛋白经过适

度的糖基化修饰后，抗原性低，更适于临床应

用［１８２０］。在本研究中，ｒＧｌＭｎＰ在有机物降解方面

的应用依赖于其酶活力，研究提高其酶活力至关重

要［２１］。为了降低传统方法的误差及缺陷，目前越来

越多的研究者采用更加精密的计算软件及方法进行

设计与实验。响应曲面法是一个非常好的生物学领

域的应用工具，使得实验设计更周到与全面，实验结

果更准确、可靠［２２２３］。

先前文献中利用毕赤酵母生产外源蛋白的相关

研究主要集中在选择表达宿主菌、表达载体及其元

件（包括启动子、选择标记、信号肽序列），以及外源

蛋白的表达及其影响因素（甲醇添加量、温度、初始

ｐＨ、转速、装液量、接种量）等
［１７，２４］，如Ｊｉａｎｇ等

［２５］研

究了ｐＨ 值和温度对利用毕赤酵母生产重组 ＭｎＰ

产量和稳定性的影响，认为ｐＨ值为６、温度３０℃时

重组ＭｎＰ的产量最高，ｐＨ值小于５．５时重组ＭｎＰ

的浓度则骤然下降。基于上述利用毕赤酵母生产

ＭｎＰ的报道及相关研究文献
［２６］，本实验选择对温

度、初始ｐＨ、甲醇浓度和血红素浓度进行优化，选择

的初始ｐＨ 区间为５．０～６．０，温度区间为２８～

３２℃，甲醇浓度区间为１．０％～２．０％，血红素区间

为０．５～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，在单因素实验的基础上，通过

中心组合实验、响应曲面及等高线分析确定了主要

影响因素的最佳含量。结果证明最优为初始ｐＨ

５．５、温度３０℃、甲醇浓度１．５％、血红素浓度

１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；在该培养条件下，预测ｒＧｌＭｎＰ最大

酶活力为７６２．０Ｕ／Ｌ。为检验模型方程的可靠性，

本研究利用优化的条件进行了１０组实验，应用

ＳＰＳＳ分析验证实验数据，证明该实验方程模型有

效。实验验证ｒＧｌＭｎＰ的酶活力为７５８．４Ｕ／Ｌ，与

预测结果基本一致。本实验为利用毕赤酵母生产其

他药用蛋白提供了有益的参考。
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