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摘 要：毕赤酵母作为最成熟的蛋白质过量表达平台微生物之一，广泛应用于酶制剂、功能性大分子等大宗产品的发

酵制造．建立毕赤酵母常规温度下(50～60,℃)的热致死动力学模型，有助于指导毕赤酵母发酵制造体系的菌体后处理

工艺，增加菌体利用价值．为了建立毕赤酵母在 50～60,℃条件下热致死动力学模型，将不同菌体量的毕赤酵母菌液在

50、55、60,℃条件下进行不同时间热灭活处理，通过平板培养活细胞计数的方法评价不同处理方式下毕赤酵母的热致

死效果，得到的致死曲线用 Weibull 模型和多元回归方程进行拟合构建热致死动力学模型，并对建立的模型进行数学

检验和实用性检验．结果表明：建立的毕赤酵母热致死动力学模型可靠，具有实际使用价值．本研究所建立的模型能较

好地模拟不同温度、不同处理时间对不同菌体量的毕赤酵母热致死效果的影响．并可以为毕赤酵母热灭活处理条件的

确定提供计算依据． 
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Construction and Verification of a Model for the Lethal Thermal  

Kinetics of Pichia pastoris 
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Abstract：Pichia pastoris，as one of the most mature protein overexpression platforms in the study of microorganisms，was 

widely used for bulk product manufacturing such as enzyme and functional macromolecule．Establishing a lethal thermal 

kinetics model of Pichia pastoris under various heat treatment conditions from 50,℃ to 60,℃ will supply a guide to Pichia 

pastoris cell manufacturing system and increase the utilization value of cellmass．The lethal thermal kinetics of Pichia pas-

toris under various heat treatment conditions from 50,℃ to 60,℃ was investigated，and the availability and feasibility of the 

model was verified by live cell lethal tests．The cell culture of Pichia pastoris GS115 with different optical density was incu-

bated at 50,℃，55,℃ and 60,℃ for various heating time respectively，then the obtained lethal curves were fitted using the 

Weibull model and calculated using multiple regression equation to establish the lethal thermal kinetics model．Subsequently 

the feasibility and pratical lethality were confirmed by live cell lethal tests．A Pichia pastoris lethal thermal kinetics model

was thus established，and its availability and feasibility were confirmed．The established model in this study can be used to 

describe the lethal thermal kinetics of Pichia pastoris under various heat treatment conditions．The methods constructed here 

can be used for getting the suitable heat treatment process for heat inactivation of Pichia pastoris. 

Key words：Pichia pastoris；death kinetics；predictive microbiology；Weibull model 

 

毕赤酵母(Pichia pastoris)表达体系具有表达率 高、遗传稳定、产物可分泌、发酵工艺成熟等许多优
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点，这使得其成为应用最广泛的真核表达体系[1]．从

20 世纪 80 年代初开始，人们已经用毕赤酵母表达体

系成功表达疫苗、激素、抗菌肽、干扰素、工业酶、膜

受体蛋白、细胞毒素及其衍生物等上千种蛋白，毕赤

酵 母 生 产 体 系 在 工 业 上 已 是 仅 次 于 大 肠 杆 菌

(E．coli)的最常用蛋白表达系统[2–3]，所涉及到的领

域有水产业[4]、饲料加工业[5]以及动物传染病的防 

治[6]等．以毕赤酵母表达生产工业酶为例，发酵生产

过程完成后，需要对发酵液中的酶进行板框过滤除去

菌体，陶瓷膜过滤除去细胞碎片和大分子蛋白等，并

通过添加相应的辅助材料获得工业酶制剂产品．分

离提取过程形成的菌体残渣通常通过烘干的方式制

备成副产品用于饲料蛋白的添加．发酵结束后产品

的分离提取过程及菌体残渣的烘干过程属于典型的

开放式操作，很容易造成拥有自主知识产权的重组菌

种流失．基因重组的毕赤酵母如果进入到环境中，可

能污染人类赖以生存的自然环境，影响到人体健康和

生态环境，还可能打破原有的生态平衡[7]．因此，如

何采用简单易行且安全可靠的方式在充分保证产品

活力前提下彻底灭活提取液中的活细胞是工业酶生

产中的关键环节，对于表达产物在胞内的菌液显得尤

为重要．工业上对酵母发酵液灭活处理有酶法、超声

波、机械研磨、高压匀浆等多种方法，但是热处理灭

活却是最有效、最经济、最简单的方法．酵母对高温

敏感[8]，可以在对发酵产品影响较小的情况达到全部

灭活的目的．通过热处理也有利于酵母营养物质的

提取[9]和目标产物的分离．本文主要考察毕赤酵母在

50～60,℃的致死规律，并建立相关模型，为毕赤酵母

生产体系中建立有效的菌种热灭活方法提供技术 

参考． 

1 材料与方法 

1.1 菌种与培养基 

毕赤酵母(Pichia pastoris)GS115购自 Invitrogen

公司，现保藏于本研究室． 

YPD 培养基(g/L)：酵母提取物 10，蛋白粉 20，

葡萄糖 20． 

1.2 样品处理 

取培养 24,h 的毕赤酵母菌液，放入灭菌的离心

管中，8,000,r/min 离心5,min，弃上清液．再用 YPD培

养基将菌体重悬，配制成不同浓度的毕赤酵母菌液． 

1.3 热处理 

取 10,mL不同浓度的毕赤酵母菌液，放入 50,mL

离心管中．将离心管于 30,℃条件下维持 5,min，然后

分别放 入 50 、55 和 60,℃的 水浴摇床，转速为

100,r/min，放入后开始计时，处理一定时间．处理结

束后将处理液放入冰水中． 

1.4 微生物计数及致死效果的检测 

根据 GB/4789.15—2010 方法，对热处理前后的

菌液进行菌落计数[10]．吸取 1,mL 加热处理前后的稀

释菌液到灭菌的平皿中，再进行倾注，混匀后放置

30,℃培养，48,h 后统计单菌落数．致死效果用致死率

(R)和残存对数(lg,S)表示． 
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式中：N 为热处理一段时间后剩余的活细胞数量；N0

为初始的活细胞数量． 

1.5 热致死动力学模型 

1.5.1 一级模型 

将毕赤酵母残存对数为纵坐标，热处理时间为横

坐标，绘制致死曲线，用 Weibull 模型进行拟合，

Weibull模型为 

   
0

lg n
N
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N
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式中：t 为热处理时间(min)；参数 b 为模型尺度因

子；参数 n 为曲线形状因子．当 n＝l 时，曲线呈线性

趋势；n＞l 时，曲线呈上凸状，表示死亡速率持续增

加；n＜l 时，曲线呈凹状，表示细菌死亡速率逐渐减

小，存活的细菌对环境压力产生一定抗性[11]． 

1.5.2 二级模型 

建立不同变量(温度和菌体量)的与一级失活模

型参数(Weibull 模型中的 b 和 n)之间的多元回归方

程，将响应值即参数 b 和 n 进行适当的对数或平方根

变换． 

多元回归模型为 
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式中：y 为 b 或 n 的响应值；b0、bj、bjj、bjl 为不同的常

量系数；xj、xl 为编码的变量温度和菌体量． 

1.6 实验数据分析和模型验证 

应用 Sigmaplot 12.5软件对毕赤酵母在不同处理

条件下的致死曲线数据进行分析和模型拟合．采用

参数 R
2、Af、Bf、RMSE、SSE 评价模型拟合度[12]．当 

R
2越接近 1 时，表示相关的预测模型参考价值越高；

Af 为准确因子，反映了预测值和实际值的偏离程度，
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Af 值越小，表明模型预测值与真实值越接近，模型的

精确程度越高；Bf 为偏差因子，Bf 越接近 1，模型拟

合度越高；均方根误差(RMSE)可作为衡量预测准确

度指标，可以反映模型预测的离散程度；误差平方和

SSE值越小，模型精确度越高． 
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式中：SSE 为误差平方和；SST 为总离差平方和；µ0 为

实验观测值；µ 为预测值；n 为观测值个数． 

2 结果与分析 

2.1 温度、作用时间及不同菌体量下的毕赤酵母致

死规律 

毕赤酵母对高温敏感，在 32,℃以上生长则不利

于蛋白的表达，一般在 45,℃时就停止生命活动，致

死温度一般在 50～60,℃
[13]．且温度越高致死速率越

快．菌体量对致死速率同样有着影响，单位体积的细

胞越多，致死所需要的热量就越多，且菌液的热传递

效果越差，这样同样条件下的致死率越低． 

以热处理时间为横坐标，毕赤酵母残存对数为纵

坐标，绘制特定温度和特定菌体量(吸光度)的致死曲

线，如图 1 所示．毕赤酵母残存的细胞量的对数随着

热处理时间的延长而降低，同时，随着温度的升高毕

赤酵母的死亡速率也随之加快．相同温度处理下的

致死曲线趋势大致相似，菌液的浓度越大，致死曲线

的位置就更加靠后，达到相同灭菌效率的时间越长.  

 

(a) 50,℃ 

 

(b) 55,℃ 

 

(c) 60,℃ 

图 1 热处理不同毕赤酵母浓度的致死曲线 

Fig. 1 Thermal inactivation curve of Pichia pastoris with 

different amount of cell mass  

  随着处理温度的升高，致死曲线的形状趋于直

线．温度较低的 50,℃下处理的致死曲线是“S”形

的，在热处理开始和结束时的曲线平缓．而在 60,℃

下处理的致死曲线的形状类似一条直线，没有明显的

滞后和拖尾的现象. 

2.2 毕赤酵母的一级热致死动力学模型 

一级模型是一个数学方程或数学函数，用来表示

微生物数量与时间的关系．在微生物的动力学研究

中，失活规律通常是非线性的，在早期的研究中曾经

提出对数残留定律，既微生物的热致死的对数曲线为

直线．但是，在很多情况下灭活曲线并不遵循这种关

系，而是存在“肩部”或“拖尾”现象[14]．因为微生

物菌群里含有很多独立的群体，而残存曲线是菌群各

自动力学模式的综合体现[15]．因此有研究将失活曲

线看作概率模型[16]．例如有研究发现，单增李斯特菌

在 高 压协同温度处 理时的 失 活模型 可 以 用 log-

logistic 模型来拟合[17]，改进的 Gompertz 模型能很好

地预测细菌的热灭活趋势[18]，Albert 等[19]利用设计的

Weibull 模型成功拟合了预测细菌的灭活规律．但这

些热灭活模型研究的微生物主要是食源性的致病细

菌，对于广泛使用的温敏型工程菌毕赤酵母这一真菌

研究较少． 

其中 Weibull 分布函数被广泛应用于微生物存
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活数据的分析，近年来，Weibull 模型已经成功拟合

了很多微生物的非线性热失活模型曲线[14,,20]．将热

处理后的毕赤酵母残存数据，采用 Weibull 模型进行

曲线拟合，得到的相关数据见表 1．拟合方程中 n＞

1，即所有毕赤酵母的致死曲线呈上凸的形状，这表

明在初始阶段随着加热时间的延长，致死速率也随之

加快，出现“肩部”情况；在热处理后期，致死速率

却变慢．这种情况在较低温度处理下更加明显．这是

由于在初始阶段，菌液处于升温阶段，热量没有传递

均匀，此时的热处理对部分细胞没有很大影响．待温

度平衡，致死速率也趋于稳定，随着时间的延长，毕

赤酵母对高温出现了一定的耐受性，体现在致死曲线

上就是“拖尾”．模型的决定系数 R
2 为 0.960,9～

0.999,9，同时 SSE 较小，P＜0.001，表明Weibull模型

表现出较好的拟合度，拟合所得到的结果接近于实验

真实值． 

表 1 热处理条件下毕赤酵母致死曲线拟合方程及相关系数 

Tab. 1 Fitting equation and correlation coefficients of Pichia pastoris under heat treatment 

热处理温度/℃ 菌体量 A600 拟合方程 lg(N/N0)＝–btn R
2 SSE P 

13.6 lg(N/N0)＝–0.239,5,t1.083,6 0.985,3 0.354,9 ＜0.000,1 

37 lg(N/N0)＝–0.141,4,t1.123,8 0.995,0 0.054,1 ＜0.000,1 

78.3 lg(N/N0)＝–0.137,3,t1.021,4 0.992,9 0.056,8 ＜0.000,1 
50 

160 lg(N/N0)＝–0.100,6,t1.038,8 0.984,4 0.215,0 ＜0.000,1 

20.9 lg(N/N0)＝–0.244,7,t1.513,0 0.936,9 0.655,0 ＜0.000,1 

44 lg(N/N0)＝–0.145,0,t1.727,2 0.995,0 0.054,1 ＜0.000,1 

76.5 lg(N/N0)＝–0.088,9,t1.846,1 0.983,2 0.072,7 ＜0.000,1 
55 

102 lg(N/N0)＝–0.099,8,t1.506,9 0.960,9 0.218,9 ＜0.000,1 

12 lg(N/N0)＝–1.169,6,t1.014,5 0.992,2 0.110,0 ＜0.000,1 

64.4 lg(N/N0)＝–0.618,3,t1.089,7 0.999,9 0.018,4 ＜0.000,1 

106 lg(N/N0)＝–0.487,9,t1.010,6 0.999,9 0.003,1 ＜0.000,1 
60 

169 lg(N/N0)＝–0.377,6,t1.048,9 0.999,3 0.011,2 ＜0.000,1 

 

2.3 基于 Weibull模型参数的二级模型的建立 

由以上分析可知，温度对致死率的影响和菌体量

对致死率的影响可以用 Weibull 模型来描述(拟合效

果理想)．但是 Weibull 模型的参数却随着温度和菌

体量变化，因此需要建立一个温度和菌体量对一级模

型参数影响的二级模型．采用多元回归方程拟合出

模型为 

 ln 92.134 0 3.548 8 0.016 3b x y= − − +  

    

2 5 2
0.033 6 5.5215 10x y

−+ ×  

 ln 51.992 0 1.910 3 0.000 6n x y= − + + −  

    

2 6 2
0.017 4 4.167 9 10x y

−− ×  

式中：x 为热处理的温度，y 为菌体量(吸光度)；b 和

n 为 Weibull 模型的参数．两个模型的相关系数(R
2
)

分别为 0.974,1 和 0.946,6，说明该模型所描述的温度

和菌液吸光度与一级模型中的参数之间的关系是可

信的．从拟合方程的系数上看，温度对一级模型参数

的影响有较大的影响，其次是菌体量(吸光度)． 

2.4 毕赤酵母热致死模型的验证 

对于验证一个模型是否有效，偏差因子和准确因

子被认为作为首要的标准，且被证明是验证模型预测

模型性能的非常有价值的工具．如果 Bf 值在 0.9～

1.05 的范围之内，认为该模型能够很好地预测微生物

生长速度和生长状况；如果 Bf 值在 0.7～0.9 或者

1.06～1.15 范围之内，则该模型是可以被接受的；如

果 Bf 值大于 1.15 或者小于 0.7，则说明该模型是失

败的[21]．偏差因子不能表示参数估计的平均准确性，

因此常结合准确性因子(Af)对模型进行数学检测，Af

值越大表示平均准确性越低，而 Af 值等于 1 表示预

测值与观测值之间完全吻合． 

用 53、57,℃处理 A600 分别为 20、45、120 的毕赤

酵母菌液，验证热致死模型的可靠性．由表 2 可知，

RMES、Bf、Af 的值均在可靠范围，模型的准确性较

高．并通过代入温度和菌体量数据到模型中，得到达

到特定致死率的预测时间，表 3列举的实验组和预测

组所达到 50%,、90%,、99%,、99.9%,致死率的时间相

近，这亦说明本研究建立的毕赤酵母热致死模型是成

功的． 

实验中 A600 为 169，处理温度 60,℃，代入二级模

型中可得到一级模型的参数 b＝0.363,6，n＝1.032,1. 

一级模型为 lg(N/N0)＝–0.363,6t
1.032,1，代入 99.99%,

致死率即 lg(N/N0)＝–4，获得达到 99.99%,致死率的

时间为 14.690,3,min，实际实验中 60,℃处理 15,min

的菌液，热处理完成后直接倾注的平板在 30,℃下培

养 96,h 后平板上未见菌落形成． 
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表 2 毕赤酵母热致死模型验证参数 

Tab. 2  Validation parameters of Pichia pastoris thermal 

death model 
 

 

菌体量 A600 热处理温度/℃ 实验组数 RMSE Bf Af 

53 
20 

57 
6 0.120,8 1.004,3 1.042,7

53 
45 

57 
6 0.067,0 0.980,7 1.032,7

53 
120 

57 
6 0.072,1 0.966,2 1.052,0

表 3 验证实验的观测值及模型的预测值 

Tab. 3 Verified results of independent trials and the model 

菌体量 A600 
热处理 

温度/℃ 
t50%/min t90%/min t99%/min t99.9%/min

1.578
*
 3.567

*
 5.710

*
 7.518

*
 

53 
1.667

*
 3.633

*
 5.750

*
 7.417

*
 

1.060
*
 2.423

*
 3.906

*
 5.165

*
 

20 

57 
1.100

*
 2.417

*
 4.917

*
 5.200

*
 

1.949
*
 4.372

*
 6.971

*
 9.159

*
 

53 
1.967

*
 4.333

*
 6.950

*
 9.133

*
 

1.316
*
 2.989

*
 4.799

*
 6.331

*
 

45 

57 
1.317

*
 2.967

*
 4.667

*
 6.367

*
 

2.820
*
 6.362

*
 10.175

*
0 13.392

*
0

53 
2.750

*
 6.417

*
 10.250

*
0 12.967

*
0

1.911
*
 4.362

*
 7.026

*
 9.286

*
 

120 

57 
1.967

*
 4.333

*
 6.983

*
 9.167

*
 

 注：带*的数值为预测值；t50%、t90%、t99%、t99.9%分别为毕赤酵母达到

50%、90%、99%、99.9%致死率的时间． 

3 结 语 

本研究采用 Weibull 模型对毕赤酵母的热致死

曲线进行拟合，并且建立了温度和菌体量(吸光度)对

一级模型参数影响的二级模型，结果表明此模型能够

较准确地模拟毕赤酵母的热致死规律．这为实际生

产中热处理毕赤酵母菌液提供了一定的理论依据． 
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