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摘要:利用 S IH 合成培养基,在 7 L发酵罐培养盘基网柄菌. 培养 147 h后, 细胞密度达到 4. 0 107 mL - 1,为在复杂培养

基上所能达到的细胞密度的 2~ 4倍.培养过程中葡萄糖的消耗量为 6. 7 g /L, 产氨浓度达 0. 88 g /L.对培养基中的氨基

酸分析表明, 赖氨酸、色氨酸、甲硫氨酸和苯丙氨酸消耗较快, 显示 SIH培养基的氨基酸成分还可进一步优化. 采用基于

M onod生长动力学的半经验模型可很好模拟细胞生长和底物消耗,并估计出动力学参数 max = 0. 115 h- 1, N m ax = 6. 0

107 mL - 1.本研究为进一步优化合成培养基和为利用这一新型真核表达系统大规模生产重组异源蛋白奠定了基础.
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盘基网柄菌 (D ictyo stelium d isco ideum )属于真菌界

的粘菌亚界的聚粘霉纲.在自然界中盘基网柄菌通过

吞噬土壤表面的细菌摄取营养和繁殖. 它的 (无性 )生

命周期可分为两个不同的阶段, 即营养生长阶段和发

育阶段.在生长阶段, 盘基网柄菌为单细胞的阿米巴变

形虫, 通过吞噬细菌或在无菌培养基中通过胞饮作用

摄取营养.盘基网柄菌的阿米巴通过简单的细胞分裂

增殖. 当营养物质耗尽时, 形成一个从非分化的阿米巴

到分化的、多细胞阶段的无性发展周期, 最后形成孢

子.在适宜的环境条件下, 孢子可发芽生成阿米巴, 从

而开始新的生命周期
[ 1]

.

盘基网柄菌已成为一个广泛用作研究分子生物学

和细胞生物学中关键问题的真核模型生物,如研究细

胞的信息传导、趋化性、细胞粘附、细胞分裂、细胞聚

集、细胞变异、细胞骨架、胞质分裂、形态发生等
[ 2]

, 并

与酿酒酵母 S. cerevisiae一起, 于 2000年被 N IH选为

标准微生物模型系统 ( http: / /www. n ih. gov /sci

ence / ) . 2005年 2月, Nature发表了盘基网柄菌的全基

因组序列, 结果显示其单倍体基因组大小为 3. 4 10
7

bp, (A + T)含量高达 77. 57% ,编码了约 12 500种蛋

白质. 测序结果同时还证明了盘基网柄菌与真菌以及

后生动物之间具有更近的同源性.

上世纪 90年代,在利用盘基网柄菌表达异源蛋白

质的研究工作获得了进展.例如,盘基网柄菌成功地表

达了迄今为止重组表达的最大蛋白质之一、分子量高

达 380 ku的肌球蛋白
[ 3]

.盘基网柄菌拥有多种蛋白质

翻译后修饰加工机制,包括磷酸化、酰基化、GPI(糖基

磷脂酰肌醇 )锚点等, 以盘基网柄菌作为载体异源表

达的糖蛋白具有与高等生物类似的糖基化修饰结构,

这对于研究开发很多依赖于蛋白表面糖基化的糖蛋白

药物具有重要意义, 因此盘基网柄菌逐渐成为前景广

阔的又一新型真核表达系统
[ 4]

. 在盘基网柄菌中表达

的蛋白还包括寄生生物糖蛋白抗原、病毒蛋白质和人

类蛋白质, 包括人类抗凝血酶 III ( rhAT III)、轮状病

毒 SA11毒株 VP7蛋白、恶性症疾环子孢子病毒蛋白

抗原、人毒蕈碱性胆碱能受体 M 2、 1抗胰蛋白酶、人

绒膜促性腺激素 ( hCG )、人类可溶性 Fas 配体

( shFasL)等
[ 5]

.

然而,盘基网柄菌在无菌复杂培养基 (如 H L 5C

培养基 )上的最大细胞密度只能达到 1 10
7
~ 2 10

7

mL
- 1

,难以进一步提高
[ 6]

. 目前,高密度培养的困难成

为制约盘基网柄菌作为通用表达系统的最主要问

题
[ 7]

. 通常认为盘基网柄菌的两个自分泌因子, PSF

( Prestarvation Factor ) 和 CM F ( Cond itioned M edium

Factor) 限制了细胞密度
[ 8, 9]

. 因此有必要在改善盘基

网柄菌的培养方面进行深入研究, 以提高表达效率和

使利用这一表达系统大规模生产复杂的药物蛋白成为

可能.

1 材料和方法

1. 1 试 剂

氨基酸纯品大部分来自日本 AJNOMOTO公司, 其

余均为国产药用级.各种维生素购自 Fluka或 Sigm a公

司,二氢链青霉素硫酸盐由 Sigm a提供, 遗传霉素 ( G

418)从 Serva获得,其余试剂均为市售分析纯.
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1. 2 菌 种

本实验所用的菌种为重组盘基网柄菌 AX2 pAC6

D150
[ 10]

,可表达源于疟原虫细胞 P lasmod ium falcipa

rum 的表面抗原 CS融合蛋白 ( C ircum sporozoite pro

tein ). 表达是在启动子 actin 6的控制下, 即可以控制

盘基网柄菌在无菌培养基中组成型表达目标蛋白
[ 11]

.

另外, 此重组菌株拥有氨苄霉素和遗传菌素 ( G418)抗

性.

1. 3 培养基

本实验所用的培养基为 SIH合成培养基
[ 12]

. SIH

培养基是在 Franke和 Kessin提出的 FM 培养基配

方
[ 13]
的基础上发展起来的,只对氨基酸的组成作了改

动. SIH培养基可导致更高的细胞密度
[ 12]

. FM 或 SIH

均是由 16种氨基酸 ( L精氨酸、L天冬酰胺、L天冬氨

酸、L半胱氨酸、L谷氨酸、甘氨酸、L组氨酸、L异亮

氨酸、L亮氨酸、L赖氨酸、L蛋氨酸、L苯丙氨酸、L脯

氨酸、L苏氨酸、L色氨酸、L缬氨酸 )、维生素 (生物

素、维生素 B12、叶酸、硫辛酸、核黄素、盐酸硫胺 )、无

机盐 ( NH 4C l、CaC l2、FeC l3、M gC l2 )、微 量 元 素

( Na2EDTA、ZnSO 4、H 3BO3、M nC l2、C oC l2、CuSO4、

(NH4 ) 6MO 7O 24 )以及葡萄糖、磷酸盐、链霉素硫酸盐

组成. 氨基酸、维生素、无机盐、微量元素事先配成浓缩

溶液, 在 - 20 ! 下保存, 临用前置于室温使其融化.

S IH培养基中由于含有温度敏感物质,故通过 0. 2 m

微过滤器 ( Sartobran 300 Kapse,l 德国 Sartorius公司 )

过滤除菌.

1. 4 实验方法

( 1)盘基网柄菌的种子摇瓶培养

在 250 mL摇瓶中加入 30 mL SIH合成培养基,接

种处于对数生长期的细胞,并使初始细胞密度为0. 5

10
5
~ 1 10

5
mL

- 1
, 22~ 23 ! , 170 r /m in摇床振荡培

养至细胞密度 1 10
7

mL
- 1

. 培养过程中加入 10 g /

mL遗传菌素 G418(下同 ), 以维持重组质粒的稳定

性.

( 2)盘基网柄菌的发酵罐间歇培养

盘基网柄菌的间歇培养在 7 L发酵罐系统 (瑞士

M BR B IO R eactor AG公司 )中进行. 发酵罐内径为 150

mm, 高径比为 3∀1,带有 6个桨叶,桨叶直径为 70 mm.

此系统可在线检测和控制溶氧和 pH等参数. 先将发

酵罐灭菌,然后通过灭菌的 Sartobran 300 Kapsel微过

滤器将 5 L培养基过滤到发酵罐中. 接种对数生长期

的盘基网柄菌细胞, 使初始细胞密度为 1 10
5

mL
- 1

.

培养温度为 23 ! , 罐内压力为 0. 01 MPa, pH通过自

动滴加 2 m o l /L N aOH或 10% H3 PO4始终维持在 6. 5.

开始时通气量为 3 L /m in,转速为 200 r/m in, 当发酵罐

培养基中溶氧降至 20%时,调节通气量为 5 L /m in, 转

速为 300 r/m in.

1. 5 分析方法

细胞密度 (N ) :通过显微镜下用 Neubauer cham ber

血球板计数获得.

细胞干质量:离心收集细胞, 在 60 ! 真空干燥箱

中干燥 6 h, 称质量测定.

葡萄糖浓度:使用 Sigm a公司 G lucose (HK )葡萄

糖测定试剂依据说明书酶法测定.

氨及铵离子浓度: 利用 Buentem eyer H和 S tenner

A提出的一种荧光分析新方法测定
[ 14 ]

.此方法的原理

是在巯基乙酸 (硫代乙醇酸 )存在下,包括氨在内的伯

胺与邻苯二甲醛在碱性条件下反应生成一种不稳定的

产物 # 可发出荧光的异构吲哚的衍生物.荧光可在激

发波长和发射波长分别为 415 mm和 485 mm处检测.

在这两个波长氨基酸衍生物的荧光强度可忽略不计.

氨基酸浓度的测定:采用柱前衍生 反相高效液相

色谱 ( RP H PLC )方法进行氨基酸浓度的测定,其原理

是:衍生化氨基酸在反相高效色谱柱上有效分离,在荧

光或紫外吸收检测器上定量测定. 选用邻苯二甲醛

( OPA ) /3巯基丙酸 ( 3 MPA )作为衍生化试剂, 因为

OPA衍生步骤简单, 反应速度快, 剩余试剂不干扰测

定,衍生物可用紫外、荧光或电化学检测器检测
[ 15]

. 使

用的仪器为高效液相色谱仪 (安捷伦公司,配有高压

四元泵、紫外 可见分光检测器、梯度洗脱控制器 ) . 色

谱仪工作条件:色谱柱为 H ypersil ODS ( 4. 0 mm 250

mm ), 粒径 5 m, 流动相 A为 10 mm ol /L N a2H PO4

N aH 2PO4, pH 7. 2缓冲溶液 ( PB ), 含 0. 3% 四氢呋喃

( THF) ;流动相 B为 PB+甲醇 +乙腈 ( 50 + 35+ 15).

线性梯度:在 0~ 40 m in内,流动相 B以线性从 0%上

升至 100% .流速为 1. 0 m L /m in,柱温为 40 ! ,检测波

长为 340 nm.

1. 6 间歇培养过程的模拟

间歇培养过程中细胞的生长情况可采用基于

M onod生长动力学的一个半经验模型来模拟.

基于 M onod生长动力学, 细胞密度 (N )的微分衡

算方程可表示为:

rN =
dN

dt
= N = max

S

K s + S
N ( 1)

其中 rN 是细胞生长速率, 是比生长速率, max是最大

比生长速率, S是限制性底物浓度, K s是表观 M onod

常数.假定细胞收率系数 YN /S为一常数,则

YN /S =
dN
dS

=
N -N 0

S0 - S
( 2)
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其中N 0 是接种时的细胞密度, S0 是初始限制性

底物浓度.

底物浓度与细胞密度的关系可表示为:

S = S0 -
N -N 0

YN /S
( 3)

或 S =
Nmax -N

YN /S
( 4)

其中N max = N 0 + YN /S S0 ( 5)

将底物浓度 ( S )代入式 ( 1)并将细胞密度转换成

无因次量,可得到

d 
dt

= max
( 1-  )  
 S + 1-  

( 6)

与 = max
1-  

 S + 1-  
( 7)

其中  =
N

Nmax

,  s =
K SYN /S

Nmax

( 8, 9)

对式 ( 6)积分,可得:

max t= ln  
 0

+  S ln
 ( 1-  0 )

 0 ( 1-  )
( 10)

底物浓度可由下式给出:

S

S0
=
Nmax -N

Nmax -N 0
或 f =
S

S0
=

1-  
1-  0

( 11)

其中  是相对细胞密度,  0为初始相对细胞密度, Nm ax

是最大细胞密度, f为底物剩余分率.

式 ( 10)可通过 Gauss New ton插值方法求解. 参数

(  0,  S, max, Nmax )代入实验数据求得. 目标函数定义

为变量 N的实验值与模拟值之差的平方和.

2 结果与讨论

发酵罐培养是异源蛋白放大生产的重要步骤. 图

1为在 7 L MBR发酵罐中培养重组盘基网柄菌 AX2

pAC6 D150的细胞密度变化和一些重要的在线数据变

化曲线.初始的通气量为 3 L /m in, 由于盘基网柄菌的

阿米巴变形虫没有细胞壁,对剪切力较敏感,初始转速

设为较低的 200 r /m in,培养 120 h后,溶氧量 pO2降至

19%,此时增大通气量至 5 L /m in,转速至 300 r/m in.

在实验中未发现在此转速下细胞损伤.

图 1的生长曲线为典型的通过简单分裂增殖的单

细胞生长曲线.由于接种的是对数生长期的细胞,因此

几乎看不到迟滞期, 细胞以 13 ~ 14 d的世代时间增

长,直到 147 h达到了最大细胞密度 4. 0 10
7

mL
- 1

.

这个细胞密度约为通常在复杂培养基中所能达到的细

胞密度 ( 1 10
7
~ 2 10

7
mL

- 1
)的 2~ 4倍.

培养过程中葡萄糖的消耗和氨的生成曲线见图

2. 葡萄糖的消耗主要在对数生长期的后期以及稳定

期.共有 6. 7 g /L葡萄糖,即初始葡萄糖总量的 69%被

消耗.培养过程中细胞持续放出氨,稳定期后氨浓度大

量增加,最后氨浓度达到 0. 88 g /L.通常认为氨的生成

对细胞生长不利.

图 1 7 L发酵罐 SIH培养基培养盘基网柄菌 AX2 pA C6 D 150

细胞生长、溶氧、通气量以及转速变化曲线

F ig. 1 Cultiv ation o fD. d iscoideum AX 2 pAC6 D150 on SIH m e

d ium in 7 L b io reacto r. P rofiles o f ce ll grow th and some

importan t on line data

图 2 7 L发酵罐 SIH培养基培养盘基网柄菌 AX2 pA C6 D 150

细胞生长、葡萄糖消耗及氨生成关系曲线. 虚线 ( - -

- )为依据方程 ( 10)和 ( 11)的模拟曲线

F ig. 2 P ro files o f ce ll density, g lucose consumption and ammon i

um produc tion dur ing the cultivation ofD. d iscoideum AX 2

pAC6 D150 on SIH m edium in 7 L bioreac to r. T he dash

lines ( ) show the sim ulation o f cell g row th and the

g lucose consum ption

根据式 ( 10)和 ( 11)对细胞生长和葡萄糖消耗的

模拟见图 2中的虚线. 可见, 基于 M onod生长动力学

的半经验模型可很好地拟合实验数据. 估计的参数值

如下: m ax = 0. 115 h
- 1

, Nm ax = 6. 0 10
7

mL
- 1

,  0 =

3. 17 10
- 3

,  S = 1. 301.

比生长速率随细胞密度的变化见图 3. 实线为根

据式 ( 7)代入参数值后的模拟结果. 计算出的培养初

期的比生长速率 0 = 0. 051 h
- 1

, 相当于世代时间为

13. 6 h.

细胞干质量与细胞密度的关联见图 4,可见两者的关

联性很好,一个细胞的干质量约为 1. 48 10
- 10

g.

实验中还分析了各种氨基酸的浓度,列于图 5. 可
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以发现,培养 160 h后 (稳定期后期 )赖氨酸 ( Lys)、色

氨酸 ( T ry)、甲硫氨酸 (M et)和苯丙氨酸 ( Phe)几乎消

耗殆尽.可以推测,进一步优化氨基酸的浓度, 还可达

到更高的细胞密度.

图 3 盘基网柄菌培养过程中的比生长速率与细胞密度的关

系.实线为根据方程 ( 7)的模拟值

F ig. 3 G row th k ine tics ofD ictyostelium d iscoideum in the cu ltiva

tion process presented in F ig 1. T he curve w as generated

by subm itting the estim a ted pa rame ter in equa tion ( 7)

图 4 细胞密度与细胞干质量的关联曲线

F ig. 4 Correlation o f the cell density and the dry ce ll w eigh t

图 5 培养过程中 SIH培养基各种氨基酸浓度的变化曲线

F ig. 5 P ro files o f am ino acid consumption dur ing batch cu ltiva tion

ofD. d isco ideum on SIH m edium in a 7 L b ioreactor

3 结 论

盘基网柄菌作为表达系统的主要优点在于它可对

重组蛋白进行各种翻译后修饰, 如磷酸化、酰基化、形

成糖基磷脂酞肌醇锚点 ( GPI), 特别是氮连接或氧连

接的简单和复杂的糖基化, 而且其糖基化机制与高等

生物非常相似
[ 16]

. 此外, 可在盘基网柄菌中应用随机

突变方法产生成千上万个克隆子, 从而避免了在昂贵

而难处理的哺乳动物细胞系进行分析
[ 17 ]

.重组蛋白在

盘基网柄菌中是由染色体外质粒表达复制,而不是由

整合到染色体上的 DNA表达复制,这样可一步得到重

组蛋白以用于后续分析,并且质粒的高拷贝数可使蛋

白质在可调节的启动子的严格控制下以胞内、膜结合

或以胞外分泌的形式大量表达. 单细胞的阿米巴变形

虫能够在简单、廉价培养基上较快速生长并能在发酵

罐中以较高的密度悬浮培养, 利于重组蛋白的大量生

产.

相比于复合培养基,盘基网柄菌在合成培养基上

往往能达到更高的细胞密度.本文研究表明,采用新型

合成培养基 S IH培养重组盘基网柄菌, 并通过逐步提

高转速和通气量, 保持发酵液中溶氧量在 20% 以上,

可以实现盘基网柄菌的高密度生长, 进而实现在盘基

网柄菌中目标蛋白的高通量合成. 在合成培养基 SIH

中, 7L发酵罐培养重组菌 AX2 pAC6 D150的最大细

胞密度达到 4 10
7

mL
- 1
以上, 从而为利用这一新型真

核表达系统大规模生产重组异源蛋白奠定了基础.
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H igh CellDensity Cultivation ofD ictyostelium discoideum

in Conventional Bioreactor

CHEN X iang ren
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, HUANG X iao hong

2
, XU B ao duo

3
, LU Y ing hua

3*

( 1. Schoo l o f L ife Sc ience, X iam en U n iv. , 2. D epar tm ent o f Pharm aceutics, Scho o l o fM edicine, X iam en U niv. , 3. D epartm en t o f

C hem ica l and B iochem ical Eng ineer ing, Co lleg e o f C hem istry and Chem ica l Eng inee ring, X iam en U n iv. , X iam en 361005, C hina)

Abstract: D ictyo ste lium d isco ideum w a s cultiv ated o n a no ve l syn thetic SIH m ed ium in 7 L b io reac to r. A f te r 147 h cultiva tion, cell

den sity w a s reached up to 4. 0 107 m L- 1. I tw as about 2~ 4 tim e s h igher than that co uld be ob ta ined in axenic com p lex m ed ium. U p to

6. 7 g /L g luco se w as consum ed and 0. 88 g /L amm on ium w as produced dur ing the cu ltiv ation, re spective ly. A naly sis o f sam ples w ith re

spect to am ino ac ids indicated that ly sine, tryptophan, m e th io nine and pheny la lan ine w ere consum ed com plete ly a fter a cultiva tion tim e o f

160 h. T his re su lts show ed that the com po sition w ith re spect to the am ino ac ids m igh t still be further op tim ized. T he ce ll g row th activ ity

and g luco se consum ptio n cou ld be m ode led w ith sem i em p irical ba lance equatio ns based on M ono d kine tics. T he e stim a ted param eters

w ere m ax = 0. 115 h- 1, N m ax = 6. 0 107 mL - 1. T h is study prov ided basic da ta for large scale pro duction of hetero logo us pro te ins w ith

D ictyo ste lium d isco ideum.

Key words: D ictyo ste lium d isco ideum; synthetic m edium; bio reacto r; cultiv atio n


