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扩展青霉碱性脂肪酶基因在毕赤酵母中的高效表达

袁 彩 林 琳" 施巧琴 吴松刚
（福建师范大学生物工程学院，福州 %2$$$3）

摘 要 将编码扩展青霉碱性脂肪酶（E9F）的 .G*H 克隆到酵母整合型质粒 IEJK%) 2L，电转化 M;N1 缺陷型巴斯德

毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）OP!!2，通过橄榄油0++ 平板及 EKQ 方法筛选和鉴定重组子。重组子发酵液经 PGP0EHO9
分析、橄榄油检验板鉴定，表明扩展青霉碱性脂肪酶基因在巴斯德毕赤酵母中获得了高效表达。表达蛋白分泌至

培养基中，分子量约 #7RG，与扩展青霉碱性脂肪酶大小一致，占分泌蛋白的 "2S。橄榄油检验板检验表明该表达

蛋白可分解橄榄油，通过优化该表达菌的发酵条件，以橄榄油为底物进行酶活测定，其发酵液酶活可达 #8$ @T:F。
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扩展青霉 EV7"7 是由出发菌株［!］经多代诱变育种而获

得的碱性脂肪酶高产菌株，脂肪酶酶活由原来的 #2 @T:F 提

高至 !!$$ @T:F，该菌株产生的脂肪酶分子量约 #7RG［#］，最适

温度 %1W，最适 IM ") 2，可在碱性条件下分解三酰甘油，产

生脂肪酸和甘油。国外对多种脂肪酶的结构、作用机理、动

力学、基因序列、表达等做了比较深入的研究，但对扩展青霉

碱性脂肪酶分子水平上的研究尚未见报道；而国内对脂肪酶

的研究主要集中在菌种选育、酶学特性、发酵特性，分子生物

学水平上的研究比较少。近年，我国在国内外首次对扩展青

霉碱性脂肪酶基因进行克隆和序列分析［%，1］，并进行了类产

碱假单胞菌耐热碱性脂肪酶基因［2］克隆和在大肠杆菌里表

达的研究工作。本文是在克隆扩展青霉碱性脂肪酶 .G*H、

G*H 序列基础上，首次在巴斯德毕赤酵母中进行了该基因

的高效表达，并进行发酵条件优化的研究。

! 材料与方法

!"! 材料

!"! "! 菌种和质粒：3#0"#+ 4+&/(*#& OP!!2、5 ) 0(,# 5O!、I4(@60
N.-;IX JJ PL、IEJK%)2L 由上海生化所吴祥甫研究员、袁中一研

究员等提供，质粒 IPL0E9F 由福建师范大学生物工程学院林

琳博士提供。

!"! "# 酶与试剂：限制酶、51 G*H (;Y,N6、低熔点琼脂糖购于

5,L,Q, 公司。EKQ 所用试剂购于上海生工生物工程技术服

务有限公司。引物合成由上海生工生物工程技术服务有限

公司完成。其它化学试剂均为国产或进口分析纯。

!"! "$ 培养基：F4、ZEG、+G、++、4+OZ、4++Z 均按“J<[;X-’0
Y6< 公司操作手册”推荐方法配制。橄榄油0++ 平板为含橄

榄油乳化液的 ++ 平板。

!"# 方法

!"# "! 基因操作：质粒抽提、酶切反应、G*H 片段回收、连接

反应、细菌转化、PGP0EHO9 等技术均参照“分子克隆”第二版

略加修改。

!"# "# 酵母细胞的转化及阳性转化子的筛选：重组酵母表

达载体经 6+,!线性化后，电穿孔法转化宿主菌巴斯德毕赤

酵母 OP!!2，转化物涂布于 +G 平板上，%$W培养 # \ %A，将

在 +G 平板上生长的 OP0IEJK%)2L0E9F 转化子分别点至橄榄

油0++ 平板和 +G 平板。%$W培养 % \ 1A，每隔 #1/ 添加甲

醇诱导［8］。挑取透明圈大的单菌落，用 2"F !S蜗牛酶TPK9
溶液，%3W摇 !/，酶解破壁，""W加热 !2:;< 后稀释至 #$"F，

取 #"F 作模板，以目的基因两端序列为引物进行 EKQ 反应。

总反应体积为 #$"F，5,] 酶量为 #@，取 !$"F 进行 !S琼脂糖

电泳鉴定。

!"# "$ 酵母菌的诱导表达：将筛选到的酵母阳性转化子，接

种至 4+OZ 培养基中，%$W振荡培养 !8 \ #$/ 至 788$$ 为 #

\ 8，离心收集菌体，用 4++Z 培养基稀释至 788$$为 !，每隔

#1/ 添加 $)2S的甲醇诱导表达。

!"# "% 表达产物的鉴定：取发酵液用橄榄油检验板检测活

性，PGP0EHO9 检测目的蛋白表达水平和分子量。以橄榄油

为底物，用 *,^M 滴定法测定酶活［3］。酶活单位定义为：在

反应条件下，每分钟催化脂肪水解产生 !":’( 脂肪酸的酶量



为一个脂肪酶国际单位（!）。

!"# "$ 表达条件优化：用不同的培养基、"# 及不同的甘油、

甲醇浓度诱导表达，测定上清的脂肪酶酶活。每组实验重复

$ 次，并设相应对照。

# 结果

#"! 表达质粒 %&’()"$*+&,- 的构建及转化

"%&’()* 经 !"#+!, $%&-!双酶切，低熔点胶回收的片

段与 !"#+ !, $%&- !双酶切的穿梭质粒 "(./$0 1& 相连，构

建表达质粒 "(./$01&’()*（图 2），经 $&’ !酶切线性化后，电

转化巴斯德毕赤酵母。

图 2 穿梭表达质粒 "(./$01&’()* 的构建

34502 /6789:!;9467 6< 8=!99>? ?@":?88467 A?;96: "(./$01&’()*

#"# 重组酵母菌 ./+%&’()"$*+&,- 筛选

利用脂肪酶可水解橄榄油，在橄榄油检验板上产生透明

圈的特性，BC 平板筛选后，将长出的菌落分别点至橄榄油’
BB 平板和 BC 平板上，以筛选产酶活高的转化子。根据在

BB 平板上能否形成透明圈，计算外源基因整合率为 DEF G
D1F。挑取透明圈大的菌落，以其基因组 CHI 为模板，目的

基因两 端 序 列 为 引 物［$］，进 行 (/+ 扩 增，扩 增 出 一 条 约

JJEK" 的条带（图 L），大小与目的基因片段一致，而对照未扩

增出任何条带，说明 ()* 基因已整合入重组酵母转化子的基

因组中。

#") 表达产物的鉴定

选取 M 株阳性克隆和空白对照菌株（空载体 "(./$0 1&
转化的 N%221）进行摇瓶发酵，每隔 LM= 添加甲醇诱导，每隔

LM= 取 2O* 发酵液，离心，取上清点至橄榄油检验板，可观察

到明显的透明圈（图 $）。发酵上清进行 21F%C%’(IN)，考马

斯亮蓝 +L1E 染色（图 M），扫描图片分析表明，目的蛋白占分

泌蛋白的 D1F，分子量约为 LJPC，与扩展青霉碱性脂肪酶一

致，而阴性对照无此条带，说明 ()* 基 因 在 ()"*)& +&,-#.),
N%221 中得到正确表达和修饰。

图 L 重组子的 (/+ 鉴定

3450 L C?9?;9467 6< N%221 9:Q78<6:O?R S49= "(./$01&’()* KT (/+

20 N%’"(./$01&（H?5Q94A? ;679:6>）；

B0CHI OQ:P?:；L，$0 N%’"(./$01&’()*

图 $ 重组酵母菌胞外脂肪酶活性检测

3450$ I88QT 6< ?@9:Q;?>>!>Q: >4"Q8? Q;94A49T 47 :?;6OK47Q79 ()"*)& 89:Q478

2 G M0 N%’"(./$01&’()*；10 N%’"(./$01&（H?5Q94A? /679:6>）

图 M 重组酵母菌上清的 %C%’(IN)

3450M %C%’(IN) 6< 9=? 8!"?:7Q9Q79 6< :?;6OK47Q79 ()"*)& 89:Q478

2 0 (!:4<4?R ()*；B0*6S O6>?;!>Q: S?45=9 ":69?47 OQ:P；

L0 N%’"(./$01&（H?5Q94A? ;679:6>）；$ G M0 N%’"(./$01&’()*
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!"# 发酵条件优化

!"# "$ 不同培养基及 !" 对 #$% 表达的影响：将重组酵母菌

&’(!#)*+,-.(#$% 接入 /、0、* 三种培养基（表 1）中，在 1223%
的三角瓶中，装培养液 1-3%，转速 4-256378，温度 +29进行培

养，每隔 4:; 添加 2, -<甲醇诱导，每 4:; 取样，进行酶活测

定，结果（图 -）表明，不同的培养基对 #$% 基因表达影响较

大，培养效果较好的是 =>?7@3 *，而价格昂贵的 0==A 培养

基并非产酶活最高的培养基。

表 $ 培养基配方及 %& 条件

’()*+ $ ,-..+/+01 .+/2+01(1-30 2+4-52 (04 %&

=>?7@3 BC3!CD7E7C8 !"

=>?7@3 / 1< F>GDE >HE5GBE，4< !>!EC8>，1,+:< AI0，: J 12 K - L7CE78，2,-< 3>E;G8CM N ,2

=>?7@3 0 1< F>GDE >HE5GBE，4< !>!EC8>，2,-<3>E;G8CM N ,2

=>?7@3 * 1< F>GDE >HE5GBE，4< !>!EC8>，2,-<3>E;G8CM O ,2

! P +29，GQ7EGE7C8 P 4-2 56378，RCM@3> P 1- 3%

图 - 培养基配方及 !" 条件对 #$% 表达的影响

S7Q,- $TT>BE CT 3>?7G G8? !" C8 #$% !5C?@BE7C8

!"# "! 补加甘油对 #$% 表达的影响：用 =>?7@3 * 培养 &’(
!#)*+,-.(#$%（培养条件同上），加甲醇诱导的同时，分别补

加 2,4-<、2,-<、1<的甘油，酶活测定结果（图 O）表明，甘油

对 #$% 基因表达有较大的影响，补加甘油能使酶活上升，但

浓度过高不利于酶活进一步提高，添加量累积至 :<反而导

致酶活下降。

图 N 甘油对 #$% 表达的影响

S7Q,N $TT>BE CT QMFB>5CM C8 #$% !5C?@BE7C8

图 O 甲醇诱导浓度对 #$% 表达的影响

S7Q,O $TT>BE CT BC8B>8E5GE7C8 CT 3>E;G8CM 78?@B> C8 #$% !5C?@BE7C8

!"# "6 甲醇诱导浓度对 #$% 表达的影响：用 =>?7@3 * 进行

培养 &’(!#)*+, -.(#$%（培养条件同上），每 4: ; 分别添加

2U-<、1<、1,-<、4<、+<的甲醇诱导表达，酶活测定结果

（图 N）表明，不同的甲醇诱导浓度对 #$% 基因表达有较大的

影响，用 1,-<的甲醇诱导表达效果最好，培养 O4; 酶活达到

4N2 @63%。

6 讨 论

巴斯德毕赤酵母作为一种新型外源基因表达系统，具有

一套和真核生物极其相似的分泌途径，能对外源蛋白进行加

工、折叠，翻译后修饰，并将其分泌到培养基中，是一种较为

理想的真核蛋白表达系统。其具有受甲醇调控的 /VW1 基

因强启动子，能够稳定高效表达外源蛋白。现已有多种蛋白

质在该系统中得以高效表达，且其产生的自身分泌蛋白很

少，使分离纯化较为简便［X K 12］。目前国外对脂肪酶在 "#$%#&
’&()*+#( 中 的 表 达 也 做 了 大 量 的 研 究，如 ,&-.#.& +/0*(&，

12*)+#$%/3 $&-.#./3，4%#5*’/( *+65&2 等 真 菌 的 脂 肪 酶 都 在

"#$%#& ’&()*+#( 中得到成功表达。其中 ,&-.#.& +/0*(& 脂肪酶重

组菌经过 4X2; 的发酵培养，酶活为 1-2 @63%；12*)+#$%/3 $&-7
.#./3 脂肪酶 / 和 0 重组菌诱导发酵 :X; 后，酶活分别为 4+
@63% 和 -2 @63%［11］；在每 4:; 补加甲醇诱导的条件下，4%#5*7
’/( *+65&2 脂肪酶重组菌罐上发酵 YX;，发酵酶活为 112 @63%，

在发酵控制系统控制下根据溶氧量的变化自动流加甲醇条

件下，发酵酶活进一步提高到 -22 @63%［14］。

本研究直接在 == 平板添加底物进行筛选，克服了用

&:1X 筛选价格昂贵、易受菌浓度影响出现假阳性等缺点，成

功地在巴斯德毕赤酵母中进行了扩展青霉碱性脂肪酶基因

的表达。发酵上清中目的蛋白占 Y-<，为进一步的纯化提供

方便。

发酵条件实验研究表明，不同的培养基对酶活有较大的

影响，培养基不添加价格昂贵的 AI0 及生物素，酶活反而增

加，可能是因为不加 AI0 与加 AI0 的培养基相比，!" 值更

高，碱性脂肪酶在此条件下相对稳定［1+，1:］。采用此培养基大

大降低发酵成本，而且该培养基无需过滤除菌，操作更为简

便。另外，在 !" O 的条件下进行培养，酶活较高，也与碱性

脂肪酶的 !" 稳定值有关。2, -<甲醇诱导同时补加不同浓

度的甘油，能增加碱性脂肪酶的表达，但甘油浓度较大时，在
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培养后期酶活反而下降。这可能是因为与甲醇相比，甘油是

更好的碳源，发酵初期使菌体大大增加，引起酶活上升，但甘

油对 !"#$ 具有部分的抑制作用，浓度过大反而使酶活下

降［%，$&］。甲醇诱导浓度对酶活也有很大的影响，$’&(甲醇诱

导效果最好，至 )*+ 酶活达 *,-./01，但高浓度的甲醇诱导反

而导致酶活下降，这可能是因为甲醇除了诱导表达，也可以

作为碳源供毕赤酵母利用，而使细胞生物量增加，分泌外源

蛋白增多，但甲醇同时存在毒害作用，过高反而导致酶活下

降［$,，$)］。本项工作为进一步进行大规模发酵及利用蛋白质

工程改善脂肪酶酶学性质，研究其结构与功能的相互关系奠

定了基础。
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FMMQ 年中国微生物学会及各专业委员会学术活动计划表

R% 会议名称 筹办单位 时间 人数 地点 联系人

S
FMMQ 年中国微生物学会学术年会

暨第八届三次全体理事会
中国微生物学会 SS T SF 月 FDM 待定

尹畅

MSM?LFDDULPP

F 第六届全国真菌学学术研讨会
中国微生物学会真菌学专

业委员会
U 月 S T Q 日 DM V GM 南京

刘维达

&,902*%W"%!0#,& 6 *%0

Q
第三届全国微生物与免疫学学术

会议

中国微生物学会医学微生

物与免疫学专业委员会
U 月 SMM 杭州

关显智

MUQS?DLUDCSS?LDPU

U 全国调味品学术研讨会 中国微生物学会酿造学会 D 月 SMM 待定
张林 顾甘泉

MSM?LCDMULDQ

D
第五届四体病和弓形虫病学术研

讨会

中国微生物学会《人兽共患

病杂志》编辑部
D 月上旬 PM 厦门

于恩庶

MDCS?PDDFMSG

L
第二届全国微生物肥料技术研讨

和产品展示会

中国微生物学会农业微生

物学专业委员会
D 月 FG T QM 日 GM 无锡

李俊

MSM?LGCSGPMF

P 第四届全国酶工程学术讨论会
中国微生物学会酶工程专

业委员会
P 月 PM 无锡

黎高翔

MSM?LFLUQMPU

G 中德环境微生物及多样性研讨会 中国微生物学会协办 G 月 D T SF 日 CM 北京
肖昌松

MSM?LFDDULPP

C 第八届全国微生物学教学研讨会
中国微生物学会基础微生

物学专业委员会协办
G 月 GM 湖南

夏立秋

MPQS?GGPFFCG

SM 环境微生物学学术研讨会
中国微生物学会环境微生

物学专业委员会
G T C 月 GM 成都

李顺鹏

MFD?UQCLQSU

SS
生物催化前沿基础研究学术研讨

会

中国微生物学会基础微生

物学专业委员会
G 月NSM 月 PM 济南N威海

曲音波 陈冠军

MDQS?GDLUUFC

DQFF 期 袁 彩等：扩展青霉碱性脂肪酶基因在毕赤酵母中的高效表达


