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　　摘要：在前期建立的流加培养工艺的基础上，考察培养过程中的 ｐＨ值对流加培养过程的影响，明确了过程控制
参数ｐＨ值与产品关键质量属性（ｃｒｉｔｉｃａｌｑｕａｌｉｔｙａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ，ＣＱＡｓ）间的联系，建立了产物质量属性和过程操作属性间的
关系，并确认ｐＨ值为抗体融合蛋白生产工艺中的关键控制参数。结果表明，流加培养过程随着培养ｐＨ值的提高，抗
体融合蛋白的生物学活性呈一定程度的下降趋势，但唾液酸含量却呈明显的上升趋势；此外，在 ｐＨ值６．９和 ｐＨ值
７．０的条件下培养过程中的最大细胞密度、活力、蛋白表达量均优于其他条件，确定６．９５±０．０５为过程的控制 ｐＨ值。
将此培养工艺放到大２００Ｌ中试生产规模，结果与２Ｌ反应器的结果基本一致。
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　　抗体药物由于具有靶点明确、临床疗效显著、副作用少等
优点已成为当今生物医药产业发展的主流，其中动物细胞大

规模培养技术是生产抗体药物最主要的技术手段。“质量可

控，安全有效”是药品研发过程中应首要遵循的原则，美国

ＦＤＡ在２１世纪现行优良生产规范（ｃｕｒｒｅｎｔｇｏｏｄｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ
ｐｒａｃｔｉｃｅｓ，ｃＧＭＰｓ）中提出的一个关键要素就是质量源于设计
（ｑｕａｌｉｔｙｂｙｄｅｓｉｇｎ，ＱｂＤ）［１］。因此在工艺开发中始终贯彻
ＱｂＤ原理，设计不同的参数控制范围来设计产品的质量，使
得产品质量始终处于可控状态，对加快药品开发有着十分重

要的意义［２］。

前期我们关于培养温度对细胞生长和产物表达影响及机

制进行了深入的研究和探讨［３－４］，而培养过程中的另一关键

控制参数———ｐＨ值对细胞生长和表达有着重要作用［５］。一

方面由于ｐＨ值在摇瓶、孔板等小规模培养高通量系统中难
以进行有效的检测和控制，导致在放大到反应器规模时则会

出现产品质量不可控制的状态；另一方面细胞在培养过程中

乳酸等代谢副产物的大量生成导致培养体系中的ｐＨ值发生
较大变化，须要通过补酸或补碱的方式维持 ｐＨ值的稳定。
因此在反应器中系统研究ｐＨ值对于细胞生理状态特别是产
物质量的影响是保证生产过程中产品质量可控的一项必不可

少的工作。

本研究以表达抗体的融合蛋白的重组中国仓鼠卵巢

（Ｃｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｏｖａｒｙ，ＣＨＯ）细胞为研究对象，以抗体融合蛋
白关键质量参数为主要评价标准，同时结合细胞生长、代谢和

产物表达情况，在２Ｌ生物反应器中对流加培养过程中的操
作参数ｐＨ值进行了详细的考察，通过综合分析确定最适 ｐＨ
值，并成功地将该工艺稳定地放大到中试生产规模。

１　材料与方法

１．１　细胞株和培养基
试验细胞株为表达抗体融合蛋白的重组 ＣＨＯ细胞。基

础培养基为商业Ｅｘｃｅｌｌ３０２培养基（ＳＡＦＣ），流加培养基为笔
者实验室自主开发［６］。培养基经０．２２μｍ微孔滤膜（ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ）过滤除菌，保存于４℃冰箱。培养基配制所用试剂均购
自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。
１．２　细胞培养

从细胞库中复苏重组 ＣＨＯ细胞，以（２～３）×１０５个／ｍＬ
活细胞密度接种于摇瓶中，置于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中
培养，转速为１２０ｒ／ｍｉｎ，作为试验用的种子细胞。取对数生
长期的ＣＨＯ细胞，以约１．０×１０６个／ｍＬ的活细胞密度接种至
反应器中，培养体积为１．５Ｌ。培养过程中每 ２４ｈ取样，计
数。培养液经１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清于 －２０℃
保存，用于试验结束后营养物、代谢副产物、抗体融合蛋白的

检测。培养过程均使用 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司生产的 ２ＬＢＩＯＳＴＡＴ
Ａ－ｐｌｕｓ细胞反应器。培养时反应器操作条件：溶解氧为
５０％，温度为 ３７℃，搅拌转速为１５０ｒ／ｍｉｎ，ｐＨ值分别控制在
６．８、６．９、７０、７．２条件下（无控制作用区设为 ±０．０２）。ｐＨ
值的控制采用深层通入ＣＯ２或者补入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液的
方式。流加策略采用葡萄糖控制模型［６］。

１．３　分析方法
细胞密度和活力采用Ｂｉｏ－ＲａｄＴＣ２０ＴＭ自动计数仪，葡萄

糖、乳酸、氨的检测采用 ＮＯＶＡＢｉｏｐｒｏｆｉｌｅ４００；产物浓度的检
测采用 ＰｒｏｔｅｉｎＡ－ＨＰＬＣ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）的方法，方法
参照文献［７］。上清收获后采用 ｒＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析柱（ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）纯化并收集抗体。唾液酸含量根据《中华人民共
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和国药典》（２０１０年版３部）中唾液酸检测方法测定。生物学
活性的测定方法同文献［８］。多聚体的检测采用凝胶排阻色
谱（ＳＥＣ）的方法，色谱柱为ＴＳＫ－ＧｅｌＧ３０００ＳＷＸＬ（４．６ｍｍ×
３０ｃｍ，ＴｏｓｏｈＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），方法参见文献［９］。

２　结果与分析

２．１　ｐＨ值对于细胞生长和代谢的影响
２．１．１　ｐＨ值对细胞生长的影响　通过在不同 ｐＨ值培养条
件（６．８、６．９、７．０、７．２）下的对比试验可知，在ｐＨ值６．８条件
下，ＣＨＯ细胞直接进入指数生长期，快速生长达到最高细胞
密度８．６×１０６个／ｍＬ，随后活细胞密度显著降低（图１）。ｐＨ
值６．９和ｐＨ值７．０的条件下，细胞生长情况与ｐＨ值６．８条
件下类似，但最高活细胞密度达到１．０１×１０７个／ｍＬ，并且至
培养结束时细胞仍维持较高的活力（大于 ９０％）。而在 ｐＨ
值７．２的条件下最高活细胞密度仅为５．８×１０６个／ｍＬ，随后
活细胞密度和细胞活力快速下降，培养仅维持９ｄ，培养结束
时细胞活力仅为４５．７％。

２．１．２　ｐＨ值对主要营养物表达的影响　葡萄糖是细胞生长
代谢所需的重要碳源和能源物质，为了维持培养基中的葡萄

糖浓度，防止葡萄糖耗竭所引起的细胞代谢的变化［１０］，流加

策略采用葡萄糖控制模型。由表 １可知，在细胞生长阶段
（０～５ｄ）各培养过程的葡萄糖比消耗速率无明显差异。而
产物表达阶段（６～１２ｄ），ｐＨ值控制在７．２的培养过程葡萄
糖的 比 消 耗 速 率 依 然 维 持 在 一 个 较 高 的 水 平，为

１．８ｍｍｏｌ／（１０９ｃｅｌｌｓ·ｄ），是其他培养过程的３．３～３．８倍。
　　乳酸和氨是细胞代谢的２个主要副产物，在培养基中的
大量累积会严重影响细胞的生长和产物的表达［１１－１２］。与其

他培养过程中出现乳酸代谢转变现象不同，ｐＨ值为７．２的培
养过程乳酸仍一直处于生成状态，培养结束时培养基中的乳

表１　流加培养过程中主要营养物及代谢副产物比消耗（生成）速率

ｐＨ值
比消耗速率［ｍｍｏｌ／（１０９ｃｅｌｌｓ·ｄ）］

葡萄糖 乳酸 氮

０～５ｄ ６～１２ｄ ０～５ｄ ６～１２ｄ ０～５ｄ ６～１２ｄ
６．８ －２．４０ －０．５４ １．７５ －０．４３ ０．４４ ０．２７
６．９ －２．２５ －０．５０ ２．０５ －０．２４ ０．４２ ０．１２
７．０ －２．３５ －０．４７ １．９８ －０．０８ ０．４９ ０．０５
７．２ －２．３１ －１．８０ ２．６１ ０．８２ ０．４５ ０．０５４

　　注：负值代表消费。

酸浓度达到了 ４４．８ｍｍｏｌ／Ｌ，是其他过程的 １．４８～３．３３倍
（图２－Ａ）。培养过程中乳酸的大量累积可能是导致 ｐＨ值
为７．２时培养过程活细胞密度和细胞活力快速下降的主要原
因。与乳酸代谢相似，氨代谢也在培养至４ｄ出现了显著的
区别（图２－Ｂ）。氨在 ｐＨ值为６．９～７．２的培养过程进行到
４ｄ后累积速率显著降低，以 ｐＨ值为７．０的培养过程为例，
氨比生成速率从０．４９降低至０．０５（表１），而 ｐＨ值为６．８的
培养过程氨依然大量累积，培养结束时氨浓度达到

１７．７ｍｍｏｌ／Ｌ。　

２．２　ｐＨ值对抗体融合蛋白表达以及产品质量的影响
２．２．１　ｐＨ值对抗体融合蛋白表达的影响　由表２可知，在
ｐＨ值７．２条件下，由于细胞生长和维持不利，抗体融合蛋白
的最高浓度仅为 ０．３２ｇ／Ｌ，仅是 ｐＨ值在 ７．０培养过程的
２４％。对比不同条件下抗体融合蛋白的比生成速率，ｐＨ值
７．２条件下抗体融合蛋白比生成速率与 ｐＨ值７．０培养过程
相比分别下降了６３．１％、２０．７％。
２．２．２　ｐＨ值对抗体融合蛋白唾液酸含量的影响　唾液酸广
泛存在于糖蛋白Ｎ－糖链或Ｏ－糖链的末端，研究表明，蛋白
类药物中唾液酸含量对于药物在体内的半衰期有着重要的影

响［１３］。因此抗体融合蛋白的唾液酸化程度是衡量药用蛋白

质量的一个重要指标。在不同ｐＨ值培养条件下抗体融合蛋
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表２　ｐＨ值对抗体融合蛋白生成的影响

ｐＨ值 表达量

（ｇ／Ｌ）
蛋白比生成速率

［ｐｇ（ｃｅｌｌ·ｄ）］

６．８ ０．９０ １７．８
６．９ １．２８ １７．２
７．０ １．３５ １７．９
７．２ ０．３２ １４．２

白的唾液酸含量见图３－Ａ，可见随着培养 ｐＨ值的降低抗体
融合蛋白的唾液酸含量呈明显下降趋势，在 ｐＨ值６．８条件
下的唾液酸含量仅为ｐＨ值７．０条件下的７３．５％。研究结果
表明，降低培养过程中的 ｐＨ值能够显著抑制抗体融合蛋白
的唾液酸修饰。Ｇａｗｌｉｔｚｅｋ等在研究氨对ＴＮＦＲ－Ｆｃ影响时发
现，提高培养基中氨的浓度（１５ｍｍｏｌ／Ｌ）能显著降低蛋白的
唾液酸含量［１４］。研究还表明，降低培养 ｐＨ值能使氨的比生
成速率显著提高，这可能是在 ｐＨ值６．８条件下唾液酸含量
下降的主要原因。

　　抗体融合蛋白的生物学活性是评价产品生物学性质的一
个重要指标。随着培养过程中 ｐＨ值的提高，抗体融合蛋白
的生物学活性呈明显下降趋势。在 ｐＨ值７．２的条件下，抗
体融合蛋白的生物学活性仅为 ｐＨ值７．０条件下的４５．１％
（图３－Ｂ）。可能是由于培养ｐＨ值改变引起了胞内ｐＨ值的
改变，影响了抗体融合蛋白的加工和修饰过程中酶活性的变

化，从而影响了蛋白的翻译后修饰。

２．２．３　ｐＨ值对抗体融合蛋白多聚体含量的影响　重组蛋白
的聚合是影响重组蛋白质量、安全的主要因素之一，不仅影响

其生物学功能，而且有可能在体内引起免疫反应［１５］。不同

ｐＨ值条件下培养液中抗体融合蛋白单体和多聚体的含量见
表３。结果表明，ｐＨ值为６．９的培养过程抗体融合蛋白多聚
体含量最低，仅为５．８７％，升高或降低ｐＨ值水平多聚体含量
略有增加。考虑到多聚体的含量仍处于较高水平，可以进一

步优化培养工艺或者通过下游纯化的方法来进一步降低多聚

表３　不同ｐＨ值条件下抗体融合蛋白多聚体含量

ｐＨ值
融合蛋白（％）

多聚体 单体

６．８ ７．５１ ９２．４９
６．９ ５．８７ ９４．１３
７．０ ６．５９ ９３．４１
７．２ ７．８９ ９２．１１

体的含量。

２．３　流加培养工艺的优化及放大
通过研究，明确了过程控制参数 ｐＨ值与产品关键质量

控制参数唾液酸、多聚体含量、产物生物学活性间的联系，建

立了产物质量属性和过程操作属性间的关系，确认 ｐＨ值为
抗体融合蛋白生产工艺中的关键控制参数。研究结果表明，

随着培养ｐＨ值的提高，抗体融合蛋白的生物学活性呈一定
程度的下降趋势，但是抗体融合蛋白的唾液酸含量却呈明显

的上升趋势。在ｐＨ值６．９和ｐＨ值７．０的条件下，培养过程
中的最大细胞密度、活力以及蛋白表达量均优于其他条件。

综合考虑抗体融合蛋白的各个质量指标、细胞的生长和表达

情况以及反应器控制时ｐＨ值的波动问题，在培养过程中 ｐＨ
值应该控制在６．９５±０．０５。超过此范围特别是ｐＨ值水平偏
高达７．２时，细胞生长受到抑制且维持不利，乳酸大量生成，
关键质量控制参数唾液酸和产物活性均有不同程度的降低。

通过培养 ｐＨ值的优化，并将流加培养工艺放大到３０Ｌ
和２００Ｌ规模的反应器，表现结果与２Ｌ反应器下的结果基本
一致。

３　结论

在前期流加培养工作的基础上，通过考察流加培养过程

中培养ｐＨ值对细胞生长、代谢与产物合成以及产物各质量
参数的影响，结果表明：（１）在 ｐＨ值６．９和 ｐＨ值７．０的条
件下，最大细胞密度和细胞活力以及抗体融合蛋白的表达量

均高于其他培养条件；（２）培养过程中的 ｐＨ值对细胞的乳
酸或氨代谢有较显著的影响；（３）提高培养过程中的 ｐＨ值，
抗体融合蛋白的生物学活性呈显著下降趋势，而抗体融合蛋

白的唾液酸含量却呈上升趋势。

将细胞生长、代谢、表达以及抗体融合蛋白的各质量参数

综合比对分析，确定６．９５±０．０５为过程的控制 ｐＨ值，并成
功放大到３０Ｌ和２００Ｌ反应器规模。试验还发现抗体融合蛋
白的多聚体含量仍处于较高的水平，可以进一步通过优化培

养基、改变培养参数或者下游分离纯化等方法降低抗体融合

蛋白的多聚体含量。

参考文献：

［１］ＹｕＬＸ．Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｑｕａｌｉｔｙｂｙｄｅｓｉｇｎ：Ｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｐｒｏｃｅｓｓ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ，ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］． Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００８，２５（４）：７８１－７９１．

［２］ＲａｔｈｏｒｅＡＳ，ＷｉｎｋｌｅＨ．Ｑｕａｌｉｔｙｂｙｄｅｓｉｇｎｆｏｒｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００９，２７（１）：２６－３４．

［３］ＫｏｕＴＣ，ＦａｎＬ，ＺｈｏｕＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔａｉｌｅｄｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｏｆｅｎｈａｎｃｅｄ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙｉｎＣｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｏｖａｒｙｃｅｌｌｓａｔｌｏｗｃｕｌｔｕｒｅ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１１，
１１１（３）：３６５－３６９．

—９４—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第４期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［４］ＫｏｕＴＣ，ＦａｎＬ，ＺｈｏｕＹ，ｅｔａｌ．ＩｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙｏｆＴＮＦＲ－
ＦｃｉｎＧＳ－ＣＨＯｃｅｌｌｓａｔｒｅｄｕｃｅｄｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｐｒｏｃｅｓｓＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１１，１６（１）：１３６－１４３．

［５］ＧａｗｌｉｔｚｅｋＭ，ＥｓｔａｃｉｏＭ，ＦｕｒｃｈＴ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｔｏｃｏｎｔｒｏｌＮ－ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ－ｏｃｃｕｐａｎｃｙｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＣＨＯｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｉｎｇ，２００９，１０３（６）：１１６４－１１７５．

［６］范　里，赵　亮，孙亚婷，等．表达 ＴＮＦＲ－Ｆｃ融合蛋白的
ＧＳ－ＣＨＯ细胞动态流加培养过程的设计［Ｊ］．生物工程学报，
２０１０，２６（２）：２１６－２２２．

［７］ＹａｎｇＪＤ，ＬｕＣＨ，ＳｔａｓｎｙＢ，ｅｔａｌ．Ｆｅｄ－ｂａｔｃｈｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｐｒｏｃｅｓｓ
ｓｃａｌｅ－ｕｐｆｒｏｍ３Ｌｔｏ２５００Ｌｓｃａｌｅｆｏｒｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎｆｒｏｍｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２００７，
９８（１）：１４１－１５４．

［８］ＴａｎＱＱ，ＧｕｏＱＣ，ＦａｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ
ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙａｖａｉｌａｂｌｅＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒ２－Ｆｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓ
［Ｊ］．ｍＡｂｓ，２０１３，４（６）：７６１－７７４．

［９］ＧｏｍｅｚＮ，ＳｕｂｒａｍａｎｉａｎＪ，ＯｕｙａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｍｏｄｕ
ｌａｔｅｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｃｈｏｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１２，１０９（１）：１２５－１３６．

［１０］刘国庆，陈　飞，赵　亮，等．表达单克隆抗体的ＣＨＯ细胞无蛋
白培养基的优化［Ｊ］．高校化学工程学报，２０１３，２７（１）：
９６－１０１．　

［１１］ＮｅｗｌａｎｄＭ，ＫａｍａｌＭＮ，ＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄＰＦ，ｅｔａｌ．Ａｍｍｏｎｉａｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓｐｒｏｐａｇａｔｅｄｉｎｂａｔｃｈ，ｆｅｄ－ｂａｔｃｈ，ａｎｄｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ－ｃｕｌ
ｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，１９９４，４３（５）：
４３４－４３８．　

［１２］ＬｉＪＣ，ＷｏｎｇＣＬ，ＶｉｊａｙａｓａｎｋａｒａｎＮＡ，ｅｔａｌ．Ｆｅｅｄｉｎｇｌａｃｔａｔｅｆｏｒ
ＣＨＯｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｓ：Ｉｍｐａｃｔｏｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｐｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１２，１０９（５）：
１１７３－１１８６．

［１３］ＷｅｉｓｓＰ，ＡｓｈｗｅｌｌＧ．Ｔｈｅａｓｉａｌｏｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ：ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｎｄ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｂｙｌｉｇａｎｄ［Ｊ］．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９８９，３００：１６９－１８４．

［１４］ＧａｗｌｉｔｚｅｋＭ，ＲｙｌｌＴ，ＬｏｆｇｒｅｎＪ，ｅｔａｌ．ＡｍｍｏｎｉｕｍａｌｔｅｒｓＮ－ｇｌｙｃａｎ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＴＮＦＲ－ＩｇＧ：Ｄｅｇｒａｄａｔｉｖｅｖｅｒｓｕｓｂｉｏｓｙｎ
ｔｈｅｔｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０００，６８
（６）：６３７－６４６．

［１５］ＲｏｓｅｎｂｅｒｇＳＡ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｇｇｒｅｇａｔｅｓ：ａｎｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃｐｅｒ
ｓｐｅｃｔｉｖｅ［Ｊ］．ＡＡＰＳＪｏｕｒｎａｌ，２００６，８（３）：５０１－５０７．

邓培渊，郭红玲，袁　伟，等．不同沉淀方法对外源表达凝乳酶活性的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（４）：５０－５２．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０４．０１６

不同沉淀方法对外源表达凝乳酶活性的影响

邓培渊１，郭红玲２，袁　伟２，李玉华１
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　　摘要：从粗提重组凝乳酶的得率、保存活性２个方面比较了乙醇沉淀法和硫酸铵沉淀法的差别。结果表明，相对
于硫酸铵沉淀法，乙醇沉淀法获得蛋白的量相差不是很大，但是乙醇沉淀法所获得蛋白的单位效价是硫酸铵沉淀法的

１．２７倍，且乙醇沉淀法所得产物的比活性提高了１６．７８％。综合考虑重组凝乳酶的得率与活性，用乙醇沉淀的效果
较好。
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　　凝乳酶原一般存在于反刍动物的第４胃中，在酸性条件
下经自我剪切形成有活性的凝乳酶。凝乳酶属于酸性蛋白

酶，主要功能是水解Κ－酪蛋白的Ｐｈｅ１０５－Ｍｅｔ１０６键，在室
温以上并有Ｃａ２＋存在时，可使蛋白质凝聚成乳块，因而在奶
酪生产和改良中有重要的应用价值［１］。目前，凝乳酶的替代

品主要来源于动物凝乳酶、植物凝乳酶、微生物凝乳酶以及重

组凝乳酶。常见的动物胃蛋白酶主要存在于幼猪［２］、小鸡、

金枪鱼以及鲨鱼中［３－５］，但是这些动物的胃蛋白酶与小牛凝

乳酶仍有所不同。在多种植物的不同部位中可以分离到使乳

凝固的蛋白酶，即植物凝乳酶［６］。在合欢树、无花果、新鲜木

瓜中提取出的蛋白酶以及姜汁、柠檬汁等植物非蛋白酶均有

较好的凝乳作用，因此具有广阔的商业价值［７－１０］。

微生物凝乳酶主要来源于细菌、放线菌和真菌，由于微生

物凝乳酶具有耐热性强、不易失活的特点，在实际生产中需要

进一步调整工艺促使凝乳酶失活。研究发现，基因工程凝乳

酶同天然凝乳酶的性质基本相同，利用基因工程生产的凝乳

酶不仅纯度高、产出的奶酪品质好，而且易于工业化生产，因

此重组凝乳酶具有重要的实际应用价值［１１］。

要对外源表达的凝乳酶进行分离纯化，获取有活性的目

的产物，纯化的第１步就是对发酵液进行浓缩，在去除杂质的
同时，可以获取高活性的凝乳酶。目前粗提外源表达凝乳酶

常用硫酸铵沉淀法或乙醇沉淀法，不同的粗提方法直接影响

凝乳酶的活性和纯化效果。本研究对外源表达重组凝乳酶的

初步浓缩方法进行比较分析，以期为工业化生产提供一定的

理论基础。
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