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摘 要 为了进一步提高植酸酶的发酵效价，降低植酸酶生产成本，对毕赤酵母表达载体 :W9H\!L9 进行了改造。将表达载

体 :H]IM 的 9U^8 启动子序列引入 :W9H\!L9，使之成为甲醇可诱导型表达载体 :9U^\!，插入植酸酶基因 +;;7L8 后得到重组

载体 :9U^\!L+;;7L8 。以染色体上带有一个拷贝的 +;;7L8 基因、发酵效价可达到 %R< _ 8#$ ]T‘ES 发酵液的重组酵母菌株 %"a

为受体菌进行转化，在该重组菌株的染色体上的另一位点整合含有植酸酶基因的表达盒，经筛选到高表达植酸酶的重组子。

通过 HI. 进行验证，植酸酶基因被整合到重组酵母的染色体上，且受体菌中原有的植酸酶基因结构未改变。重组菌在 <S 发

酵罐经甲醇诱导 8!#7 植酸酶蛋白表达量达到 "EB‘ES 发酵液，酶活性（发酵效价）达到 8R! _ 8#% ]T‘ES 发酵液以上，较含单拷

贝植酸酶基因的受体菌株表达量有较大程度提高。HI. 检测及表达量分析证明改良的菌株具有很好的遗传稳定性和表达稳

定性。
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植 酸 酶（!"#$%$#$&，!"#’()*+(,*- ./012.*+2.1,/
2.*+2.*.345*-1+/）是一种可以将植酸磷降解为肌醇

和磷酸的酶，应用在单胃动物饲料中可使植酸磷的

利用率提高 678，粪便中磷排出量减少 978，并可

减少植酸磷的抗营养作用，因此已被广泛的应用于

动物饲料中［%］。

目前植酸酶已经成为饲料添加剂和酶制剂研究

的热点，在它的分子生物学和基因工程研究上都取

得了大量进展［: ; 9］。通过重组微生物反应器高效表

达植酸酶，尤其是高比活植酸酶，提高其发酵效价，

以进一步降低生产成本是目前植酸酶研究的热点之

一。目前，发现的高比活植酸酶有多种。其中，来源

于大肠杆菌的植酸酶［<］的比活性为 #$% = %76 >?@AB，
仅次于柠檬酸杆菌［6］来源的植酸酶。该植酸酶基因

已在毕赤酵母表达系统实现了高效表达，表达植酸

酶的酶活性可达 C = %76 >?@AD 发酵液［C］。其绝对表

达量为 : E :$<B@D 发酵液，还有进一步提高的潜力。

巴斯德毕赤酵母（$%&’%( )(*+#,%*）是一种发展的

较为完善的、被广泛用来表达外源蛋白的甲醇营养

型酵母表达系统［&］。许多蛋白质在毕赤酵母中实现

了高效表达，部分已经达到了每升十几克的表达水

平［F］。研究表明外源基因在毕赤酵母中的分泌表达

受外 源 基 因 的 拷 贝 数、信 号 肽 等 多 种 因 素 的 影

响［%7］。适当提高外源基因的拷贝数是提高外源基

因表达量的一个有效途径。

我们通过改造毕赤酵母表达载体 2GHIJ!’H 成

为甲 醇 可 诱 导 型 表 达 载 体 2HKLJ!，将 重 组 载 体

2HKLJ!’())-’! 转化 C9 M 号菌株（基因组内含有一

个植酸酶基因拷贝的宿主菌得到重组菌株），从而在

其染色体上的另一位点整合含有植酸酶基因的表达

盒，使植酸酶基因在重组菌株中的拷贝数得到提高。

该重组菌株的植酸酶的表达量较原菌株表达量提高

了 % 倍，应用于工业生产可使植酸酶的生产成本进

一步降低。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：酵母菌株 $%&’%( )(*+#,%* GN%%<
（O(+; PQ, R ）、重组酵母菌株 C9 M（以毕赤酵母 GN%%<

为受体菌，在基因组内整合有一个拷贝的植酸酶基

因 ())-’!，<D 发酵罐水平表达植酸酶的酶活性为 C
= %76 >?@AD 发酵液）［C］、质粒 2I>"F、2GHIJ!’H 均为

本实验室保存。

!"!"# 工具酶和生化试剂：限制酶购自 G(ST* 和大

连宝生物工程公司；U1V 酶购自大连宝生物工程公

司；U9WXH 连接酶购自 I5*A/B1 公司；蛋白质分子量

标准为 I.15A1T(1 公司产品；J/*T() 购自 ()Y(,5*B/) 公

司；植酸钠（肌醇六磷酸十二钠）购自 +(BA1 公司；其

它化学试剂为国产分析纯。

!"!"$ 培养基及培养条件：大肠杆菌培养基 DZ（低

盐）、酵母生长培养基 [IW、转化及筛选培养基 [IWN
（ R J/*T()）、及诱导培养基 ZPG[、ZPP[ 发酵培养

基 %7L 基 本 盐 溶 液、微 量 盐 溶 液 IUP% 均 根 据

>)Y(,5*B/) 公司操作手册配制。

!"# 方法

!"#"! 载体 2GHIJ!’H 的改造：改造 2GHIJ!’H 载

体，引入 2I>"F 来源的 -./% 启动子序列及!因子信

号肽序列，同时去除部分 0-$ 启动子序列。

设计引物 25(A/5’\：<]""H GHUHU" HH"HU""HHHG

H"GHHHGGUUG #] 1&#^_

25(A/5’5： <] HUH GHHUU" UH"GUHHG"UU"HG""

U"U"UUU #] 1&#^"
以 2I>"F 为 摸 板 进 行 I"^ 扩 增，对 得 到 的

%$:#‘S -./% 启动子和信号肽序列扩增产物进行

1&#^_ 和 1&#^"双酶切处理。将质粒 2GHIJ!’H 通

过 2,("和 1&#^"双酶切处理后与 I"^ 产物连接，

得到改造的载体 2HKLJ!。

!"#"# 酵母表达载体的构建：将按密码子偏爱进行

改 造 的 来 源 于 1 a &#3% 的 植 酸 酶 基 因 ())-’!
（G/)Z1)‘ 1TT/++(*) )QAS/5 Wb<%#&#:）通 过 1&#^>@
4#+> 位 点 克 隆 到 载 体 2HKLJ!上 获 得 表 达 载 体

2HKLJ!’())-’!。 WXH 的 重 组 操 作 主 要 依 据

N1AS5**‘ 手册［%%］进行。

!"#"$ 酵 母 的 电 击 转 化 及 筛 选：将 表 达 载 体

2HKLJ!’())-’! 用 -5,#酶切使之线性化，电击转化

毕赤酵母 GN%%< 和带有一个 ())-’! 拷贝的重组酵

母菌 株 C9 M 。转 化 后 菌 液 涂 布 在 含 有 %77$B@AD
J/*T() 的 [IWN 平板，#7c培养 : E #4，挑取阳性转化

子。电转化及筛选方法参见 >)Y(,5*B/) 公司操作手册。

!"#"% 重 组 酵 母 的 诱 导 表 达：重 组 酵 母 在 <AD
ZPG[ 培养基中于 #7c摇床培养 9&.，离心收集菌

体，加入 %AD ZPP[ 甲醇诱导培养基悬浮菌体，继

续 #7c诱导培养 9&.，取样检测各菌株上清液中的

植酸酶活性，从中筛选出表达植酸酶的转化子。

酶活性单位定义为：在一定条件下，每分钟释放

出 %)A*- 无 机 磷 所 需 的 酶 量 为 一 个 酶 活 性 单 位

（>?）。
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!"#"$ 重组酵母中植酸酶基因的 !"# 分析：根据

载体!$%&’()* 信号肽序列及 +!,"- 的 !"#. 序列设计

一对 引 物 命 名 为 !/，!/（!!：""01"0221"21"2
0001001001111；!3："2122100112"201021"
2"0""1"）。同样据载体!$%&’()* 信号肽序列及改造

载体 +0456!的 67)’89 编码序列设计另一对引物命

名 为 !:， !:（ !!； !6： 2""0100"2"10""1"2""
11）。对整合到酵母染色体上的植酸酶基因进行

!"# 扩增。

!"#"% 表达产物植酸酶的 ;<;$!01= 分析：选取在

摇瓶中表达植酸酶活性较高的转化子，诱导表达后

离心取 >"? 上清液进行 ;<;$!01= 分析。

!"#"& 重组酵母在 @? 发酵罐中发酵表达植酸酶：

重组酵母在 @? 发酵罐（A,4;202 A@ 型）中进行发

酵。重组酵母的发酵为高细胞密度补料发酵，发酵

过程分为菌株培养阶段、碳源饲喂阶段和诱导表达

阶段，具体方法见 ,9B8(*)C79 操作手册。在诱导过程

中每 /:D 取样一次测定表达的植酸酶的积累量并进

行表达蛋白的 ;<;$!01=。

!"#"’ @? 发酵罐中重组酵母的遗传稳定性：在重

组 $ E %&’()*+’ 生长、诱导表达的一个发酵周期结束

后，直接取经诱导表达的菌液作为种子液（接种量为

/F）进行下一轮发酵，累计进行 @ 轮，在每轮中均对

菌株生长的生物量和植酸酶表达量进行测定。另

外，取每轮发酵完的菌体铺 G!< 平板，挑取 /H 个单

菌落提取基因组 <I0，分别对整合在不同位点的植

酸酶基因进行 !"# 检测。

# 结果和分析

#"! 载体 ()*+,!-* 的改造及重组酵母表达载体

的构建

表达载体 +10!6!$0 改造后成为甲醇可诱导型

表达载体。经改造后载体 +10!6!$0 启动子 ,-$ 部

分序列被去除，同时加入了 -./ / 启 动 子，命 名

+0456!。该载体可以通过载体上的部分 ,-$ 序列

与毕赤酵母染色体上的 ,-$ 序列发生重组，从而可

以使外源基因与酵母染色体进行整合。将按照毕赤

酵母密码子偏爱改造后的 &%%- 基因 &%%-$0 通过

12)#, 和 3)(, 位点以正确的阅读框架与表达载体

+0456!的!$因子信号肽序列的 JK端融合，得到重组

表达载体 +0456!$&%%-$0（图 /）。通过酶切鉴定证

实重组质粒的构建是正确的。

#"# 重组酵母的获得与筛选

重组载体上带有 45)2+6 抗性基因及 ,-$ 启动

图 / 重组表达质粒 +0456!$&%%-$0 的物理图谱

L8CE/ !DMN8’&O P&+ )% *7’)PQ89&9( 7R+*7NN8)9
+O&NP8S +0456!$&%%-$0

子部分序列，经 -7*#线性化电击转化受体菌 1;//@
（!+’ T 89( U ）和重组菌株 V. W 后，外源基因可通过

,-$ 与酵母染色体的同源序列发生同源重组。只

有 45)2+6 基因整合到酵母染色体上的重组酵母才

具有 67)’89 抗性，从而能在加有 67)’89 的培养基

G!<; 上正常生长，通过这一标记筛选到重组转化

子。而以重组菌株 V. W 为受体菌的阳性转化子，由

于其染色体已整合有一个 &%%-$0 基因拷贝，再整合

含有植酸酶基因的表达盒后，则可能含有 : 个或更

多拷贝的植酸酶基因。

重组转化子经甲醇诱导 .>D 后，测定诱导培养

基中植酸酶的活性。在 1;//@ 的转化子经甲醇诱导

后筛选到了有植酸酶活性的菌株，其在摇床水平表

达植酸酶酶活性可达 VX/ Y /H@ ,Z[P?。说明改造的

载体 +0456!可以被甲醇诱导从而实现外源基因的

分泌表达。从近 JHH 个转化 V. W 菌的转化子中筛选

到 J 株高效表达植酸酶基因的重组子为 /$J@、J$@\、

J$-\。在摇床水平表达植酸酶酶活 性 均 在 /X: Y
/H\ ,Z[P? 以上。取上清进行 ;<;$!01=（图 :）电泳。

结果显示，V. W 菌株的转化重组菌植酸酶表达量明

显高于未转化的 V. W 原菌株。

#". 重组酵母的 +/0 检测

为了检测植酸酶基因是否整合到宿主菌染色体

上，以 表 达 植 酸 酶 量 最 高 的 重 组 酵 母 J$@\ W 及

1;//@、V. W 菌株染色体为模板进行 !"# 扩增验证。

将扩 增 产 物 进 行 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，结 果 显 示 在

1;//@ 以两对引物进行扩增均未出现明显条带，V. W

菌株通过!$%&’()* 信号肽序列及 +!,"- 的 !"#. 序列

设计引物 !/ 扩增出约 :X/]Q 大小条带（?&97.），而

另一对引物 !: 未扩增出明显条带（?&97@）。以重组

酵母 J$@\ W 基因组为模板用两对引物 !/ 和 !: 分别

扩增出 :X/]Q（?&97\）及 :X@]Q（?&97V）条带，大小与

HJ@ :;+65’5 <)9*6&= )> ?+)(52;6)=)@A 生物工程学报 :HH\，̂ )OX::，I)X.



预期相符（图 !），这证实了转化菌株同时含有原来

的植酸酶基因和新整合的植酸酶基因。

图 " 摇床水平上表达植酸酶的 #$#%&’() 分析

*+,-" #$#%&’() ./.012+2 34 567852259 7:1;.25 +/
2:.<5 40.2< =>0;>85

?： 2;./9.89 783;5+/ @305=>0.8 A5+,:;； "： 567852259 7:1;.25 B1

85=3@B+/./;2 ! - "#$%&’($ CD E ；!：567852259 7:1;.25 B1 85=3@B+/./;2

(#??F 7’GHI!%#"")%*；D J K：567852259 7:1;.25 B1 85=3@B+/./;2 ! -

"#$%&’($ CD E 7’GHI!%#"")%* ?%!F，!%FK ./9 !%LK，85275=;+M501- C：

85=3@B+/./;2 (#??F 7’GHI!%#"")%* /3; +/9>=59 B1 @5;:./30 -

图 ! 重组酵母中植酸酶基因的 &NO 检测

*+,-! &NO ./.012+2 34 7:1;.25 ,5/5 +/ (#??F ./9
85=3@B+/./; ! - "#$%&’($

?：?<B $P’ @.8<58；"，!： !(+,(# "#$%&’($ (#??F :32;；D，F： ! -

"#$%&’($%#"")%* CD E ；K，C：! - "#$%&’($%#"")%* !%FK E -

!"# 在 $% 发酵罐中重组菌株的表达研究

选择摇床水平表达量高的毕赤酵母重组菌株

!%FK E 进行 FQ 发酵罐发酵研究。在诱导之前的菌体

生长阶段发酵上清中检测不到植酸酶活性。随着甲

醇诱导的时间增加，上清液中植酸酶酶活力显著增

加，酶蛋白不断积累（图 D）。经甲醇诱导 ?"R: 后酶

蛋白绝对表达量达到 D@,S@Q，发酵效价达 ?T" U
?RC VWS@Q 以上。而该重组菌株的受体菌 CD E 经甲醇

诱导 ?"R: 后植酸酶活性为 CTF U ?RK VWS@Q。可见 !%
FK E 较含单拷贝植酸酶基因的受体菌株表达量有较

大程度提高。从 FQ 罐中连续 F 批次的发酵试验（图

F）来看，其 F 批次的酶积累曲线基本一致，说明重

组酵母具有很好的表达稳定性。

图 D F Q 发酵罐中植酸酶经甲醇诱导不同时间内的表达量

*+,-D #$#%&’() 34 567852259 7:1;.25 +/ ;:5 FQ 458@5/;38
A+;: 9+44585/; +/9>=;+3/ ;+@5

?：2;./9.89 783;5+/ @305=>0.8 A5+,:;；"，!，D，F，K，C，X ./9 L：=>0;>85

B83;: .4;58 +/9>=59 B1 @5;:./30 438 ?":，"D:，!K:，DX:，C":，XD:，LK:

./9 ?"R:-

图 F F 批次发酵罐水平植酸酶活性随诱导时间的积累

*+,-F ’==>@>0.;+3/ 34 5/Y1@.;+= .=;+M+;1 A+;: 9+44585/;
+/9>=;+3/ ;+@5 +/ FQ 458@5/;38 438 4+M5 ;+@52

!"$ $% 发酵罐中重组酵母的遗传稳定性

通过!%4.=;38 信号肽序列及 7&VNL 的 -./D 序列

和改造载体 7’GHI!的 I53=+/ 编码序列设计的对引

物 &? 和 &"，分别经 F 轮发酵及 &NO 检测结果表明

（表 ?），菌株生长的生物量、速度及植酸酶的表达量

在各轮中基本保持稳定；经过 F 轮的连续培养，两种

不同整合的 #"")%* 依然稳定整合在 ! - "#$%&’($ 基

因组中。这些结果证明重组 ! - "#$%&’($ 具有良好的

遗传稳定性。

& 讨论

高效表达高比活植酸酶是降低生产成本的有效

途径。 笔 者 将 目 前 报 道 的 来 源 于 大 肠 杆 菌

0$+,1’(+,(# +&2( ’ZNN !!LKF［C］、 瘤 胃 微 生 物

/1213&*&3#$ ’4*(3#3%(4* 56!F［?"］、隔 孢 伏 革 菌

?!F罗会颖等：增加植酸酶基因 #"")%* 的拷贝提高其在巴斯德毕赤酵母的表达量



表 ! 重组毕赤酵母的遗传稳定性

"#$%& ! ’&(&)*+ #$*%*), -. /&+-0$*(#() ! 1 "#$%&’($

!"#$% &’
($"))&*+,-."&)

/".0 1("#$(
23 245 6

/".0 1("#$(
27 245 6

8"&#-%% &’ 9(&:")9
’&( 7;0（:$. :$"90. &’

:$"90. &’ ! < "#$%&’($ *$,, 9=>）

/$. :$"90. &’ ! < "#$%&’($
*$,, -’.$( ")?+*."&)
’&( 37@0（9=>）

20A.-%$ $B1($%%"&)
,$C$, -’.$( ")?+*."&)
37@0（ D 3@E FG=#>）

3 3@@H 3@@H 3;I J7J 3K7;
7 3@@H 3@@H 3LL J;3 3K3M
J 3@@H 3@@H 3L7 JJL 3K7L
; 3@@H 3@@H 3;N J;3 3KJ@
L 3@@H 3@@H 3LM J;N 3K7M

!)*(&"+&’# ,-.(( 和柠檬酸杆菌 /(%’&0#.%)’ 0’##1(( 的高

比活植酸酶基因分别在毕赤酵母中进行了表达。其

中，柠檬酸杆菌 /(%’&0#.%)’ 0’##1(( 的植酸酶［I］是目前

报道的比活性最高的植酸酶，其在毕赤酵母中表达

发酵效价可达 3K; D 3@E FG=#> 发酵液（详情将另文

发表）。而来源于 2$.+)’(.+(# .&,( 的植酸酶［L］除具有

高比活性外，还具有好的抗蛋白酶降解能力［3J］，且

动物饲喂效果好［3;］。该植酸酶基因经优化在毕赤

酵母中表达的绝对表达量为 7KL9=>，发酵效价达 EKL
D 3@I FG=#> 发酵液，是目前广泛用于工业生产的菌

株。但从我们以往的工作看［3L］通过菌株改良使表

达量得到进一步提高是可能的。

影响外源基因在毕赤酵母中表达的因素很多，

比如表达单元的拷贝数、表达框的染色体整合位点

和整合方式、外源基因的特性、分泌信号肽、外源基

因密码子转录和翻译的效率、内源蛋白酶的活性、宿

主的种类和状态及生长条件与发酵参数等等。许多

实验表明，含单拷贝表达框的宿主可以得到较为理

想的表达，而在大多数情况下，随着拷贝数的增加，

表达产物也会增加［N］。

我们从几百个经电击转化得到的 ! < "#$%&’($
12F4MO#""3O4 转化子中筛选到植酸酶表达量较高的

转化子，P&+.0$() Q,&..")9 分析的结果表明，所检测的

重组酵母外源基因均为单拷贝整合［E］。因此，提高

外源基因的拷贝数，可能是提高外源基因表达量简

单有效的方法。提高外源基因的拷贝数可以通过使

用可在体外插入多个目的基因的载体 1RSN3L 系

列，也可以使用能快速筛选高拷贝整合转化子的载

体 12F4MT，12F4JT 等。但在这些载体的使用过程中

人们发现，这种多拷贝整合多为单点的重复串联整

合，整合不稳定，在没有选择压力的情况下，随传代

次数的增加外源基因会不断丢失［3I］。我们通过对

毕赤酵母表达载体 1UR2V!OR 进行改造，使之成为

甲醇可诱导型表达载体，该载体可以通过 53! 位点

整合到毕赤酵母染色体上。以基因组内整合有一个

植酸酶基因 #""3O4 的植酸酶重组酵母菌株 E; W 为

受体菌，经电击转化、筛选后得到的重组菌株在其染

色体上整合有另一个植酸酶基因的表达盒，而原来

整合在 3673 位点的植酸酶基因并没有发生改变，

这种整合经验证其表达与遗传均具有很高的稳定

性。经筛选得到的高效表达的重组子的植酸酶表达

量显著提高，经 L> 罐高密度发酵后，重组植酸酶的

表达量达到了 ;9=>，发酵效价达到 3K7 D 3@E FG=#>
发酵液以上，如在大规模工业生产中能达到此水平

可使生产成本得到进一步降低。

在转化过程中我们发现，所得到的大多数重组

菌株表达植酸酶活性较 E; W 没有提高，也有些重组

菌株表达植酸酶活性较 E; W 大幅度降低，其原因有

待进一步研究。另外，通过二次转化得到的转化菌

株的转化效率很低，推测可能是载体线性化后在酵

母体内又可能重新成环，而与酵母染色体的整和可

能发生在 53! 外的其它位置，如：3673、#""3O4、JX
3673 等位置。具体原因有待进一步研究。
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沃特斯公司（M’8/03 T$02$0’84$)）联手中国三大科研机构

推动中国食品安全研究发展

沃特斯公司（M’8/03 T$02$0’84$)）<==S 年 S 月 <? 日在北京宣布，该公司与中国疾病预防控制中心（T64)’
TJT）营养与食品安全所，北京市疾病预防控制中心（(K TJT），以及中国科学院生态环境研究中心（FTHHB）

签署合作协议，将为这些机构在食品安全分析和遵循国际法规方面提供专业技术支持。

随着社会的发展，人们对食品安全的要求越来越高，食品安全国际法规也越来越苛刻。沃特斯公司在

食品安全分析仪器方面占有重要地位，此次与中国重要的食品安全研究机构的合作，将致力于满足中国日

益高涨的对食品安全分析的需要，并保证今后使这些机构长期与全球同步获得技术和解决方案的最新进

展，以在食品安全管理方面与国际法规保持一致。三大科研机构还将与沃特斯公司一起就国内外食品安全

热门课题共同进行方法开发。

“我们非常高兴能有机会为负责中国食品安全的相关部门，提供全方位的专业技术支持，协助他们不但

符合并 且 超 越 食 品 安 全 的 国 际 法 规 标 准。”专 程 前 来 北 京 参 加 此 次 重 要 活 动 的 沃 特 斯 公 司（M’8/03
T$02$0’84$)）总裁阿特·卡普托（O08 T’2#8$）先生表示，“我们全力支持在华合作伙伴从事创造性的研究工作，中

国用户在实际科学研究方面的经验和反馈将有助于我们提供更好的产品和服务。这是相辅相成的双赢合

作。”

OT^_]*& 超高效液相色谱（_L"T）是沃特斯公司（M’8/03 T$02$0’84$)）研发出的最具创新意义的产品之一，

该产品是分离科学的革命性进展，它涵盖了小颗粒填料、低系统体积及高压系统等众多全新专利技术，全面

提高了仪器分析的速度、灵敏度及分辨率。

沃特斯中国有限公司（M’8/03 T64)’）在上海和北京设有实验室。在华的客户涉及制药业、疾病预防控制

中心、产品检验检疫、环境保护、中国科学院和大学等机构和部门。

如需了解更多信息，请访问：999,9’8/03 , ;$E
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