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摘  要 : 内切纤维素酶 Cel5A 缺乏是限制纤维素酶制剂高效酶解天然纤维素的关键因素。本文尝试构建高效

表达里氏木霉 Cel5A 的毕赤酵母重组菌株以弥补目前 Cel5A 的天然分泌不足，通过基因密码子偏好性优化里

氏木霉 Cel5A 基因和构建表达载体 pPIC9K-eg2，并将其电转入毕赤酵母 GS115 以构建重组子，利用浓度梯度

平板和摇瓶发酵筛选获得一株高产毕赤酵母 Pichia pastoris 菌株 GS115-EG Ⅱ。重组酶的酶学性质分析显示，

该酶分子量 50 kDa、最适 pH (pH 4.5) 略有降低及最适反应温度为 60 ℃，专一性地作用于非结晶纤维素，与

天然里氏木霉 Cel5A 并无明显区别。通过摇瓶发酵的初步优化，该菌摇瓶培养条件：培养温度 28 ℃、起始     

pH 5.0、接种量 2%、每 24 h 添加甲醇 1.5% (V/V)、每 24 h 添加山梨醇 4 g/L 及吐温 80 添加 4 g/L，发酵 192 h

重组酶酶活达到 24.0 U/mL。进一步上罐 (5 L) 发酵 180 h，该重组酶 Cel5A 酶活高达 270.9 U/mL，蛋白含量

达到 4.16 g/L。重组毕赤酵母 P. pastoris GS115-EG Ⅱ是一株适合于外源表达 Cel5A 的工程菌，该重组酶可替

代天然分泌 Cel5A 适用于当前酶基生物炼制模式下木质纤维素基质高效水解中。 

关键词 : 毕赤酵母 GS115-EG Ⅱ，里氏木霉 Cel5A 基因，AOX1 启动子，密码子偏好性，发酵优化，CMC 酶活 
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Abstract:  Deficient activity of endo-1,4-beta-glucanase II (Cel5A) secreted by Trichoderma reesei is one of the 

challenges involved in effective cellulase saccharification of cellulosic substrates. Therefore, we expressed Cel5A in Pichia 

pastoris by constructing a recombinant strain. With the gene optimization based on codon bias, and the construction of 

expression vector pPIC9K-eg2, the optimized gene was electro-transformed into P. pastoris GS115 to form transformants. 

Then, a high Cel5A activity producing recombinant, namely P. pastoris GS115-EG Ⅱ, was selected on G-418 resistant 

plates, followed by shake-flask cultivation. Enzyme characterization showed that the recombinant Cel5A reacted optimally 

at pH 4.5 and 60 ℃, with 50 kDa of molecular weight, preferentially degrading amorphous cellulose. Recombinant Cel5A 

was not significantly different from the native T. reesei Cel5A. Moreover, a shake-flask fermentation of the recombinant 

strain was optimized as below: incubation temperature 28 ℃, initial pH 5.0, inoculum volume 2%, methanol addition (per 

24 h) 1.5% (V/V), sorbitol addition (per 24 h) 4 g/L and Tween 80 4 g/L. Under above optimized condition, the recombinant 

produced 24.0 U/mL of the Cel5A after 192 h fermentation. When incubated in a 5 L fermentation, Cel5A enzyme activity 

reached 270.9 U/mL at 180 h, with 4.16 g/L of the total protein. The study indicates that the recombinant strain P. pastoris 

GS115-EG Ⅱ is extremely suitable for heterologous expression of T. reesei cellulase Cel5A. And the recombinant Cel5A 

can be used as an alternative to the native T. reesei Cel5A in development of a commercially relevant enzyme based 

biorefinery process. 

Keywords:  Pichia pastoris GS115-EG Ⅱ, Trichoderma reesei Cel5A gene, AOX1 promoters, codon bias, fermentation 

optimization, CMC enzyme activity 

微生物酶法生物炼制工艺的关键步骤之一

是如何经济高效地水解纤维素/半纤维素组分为

可发酵性糖，纤维素酶成本过高仍然是阻碍该

生物炼制商业化推进的关键因素[1]。目前商业纤

维素酶主要来源于真菌里氏木霉及其变种，酶

蛋白种类多达 80 余种[2]，其中除了存在大量的

不起作用的杂蛋白外，纤维素酶蛋白种类和比

例相对较单一，难以满足不同来源 (种属和预处

理) 基质特异性需求，酶蛋白间协同能力相对较

低，从而导致酶载量增加，酶解效率降低[3]。针

对该问题，国内外研究者们开展了外加酶蛋白 

(复合酶) 和纤维素酶制剂重新定制的探索，取

得了显著进展[4]。 

纤维素酶核心酶组分 Cel5A 主要产自真菌

里氏木霉 Trichoderma reesei，其含量占纤维素

酶总蛋白比例不足 10%[5]。Cel5A对纤维素长链

内部 β-1,4糖苷键进行有效水解从而促进纤维素

糖化，所以可用于羊毛和棉织物等纤维素材料

的表面处理，使其更为柔顺，用于牛仔布料能

产生良好的脱色与石磨效应[6-8]。可见，如何获
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得充足的纤维素酶蛋白 Cel5A 具有重要的应用

价值。国内外研究者们在微生物技术层面上进

行了广泛研究，其中，异源表达效果引起了人

们广泛关注。就细菌方面而言，Nakazawa等将

里氏木霉 Cel5A 基因成功在大肠杆菌中实现了

异源表达，摇瓶培养后得到胞内 CMC 比酶活

3.7 U/mg[9]。但由于大肠杆菌所产蛋白为胞内蛋

白，后续提纯工作繁杂，且 Cel5A 基因来源于

真菌，许多研究者将其置于真菌表达系统中进

行异源表达。Boonvitthya 等将 Cel5A 基因成功

在解脂耶氏酵母 Yarrowia lipolytica中实现异源

表达，摇瓶培养后酶活为 6 U/mL[10]。du Plessis

等将 Cel5A 基因成功在酿酒酵母中实现异源表

达，并利用培养基成分优化以及分别与 Cel7A、

Cel7B基因共表达用以提高 Cel5A酶活，摇瓶培

养后得到最终酶活 22.3 U/mL[11]。然而，尽管研

究人员在这些真菌中实现了异源表达，但由于

宿主过度的翻译后修饰作用 (如糖基化) 导致

异源表达酶活处于较低水平。于是，研究者们

尝试以毕赤酵母作为宿主进行 Cel5A 表达。乔

宇等将天然 Cel5A 基因导入毕赤酵母，摇瓶诱

导培养后 CMC 酶活为 8.7 U/mL[12]。郑海英等

对含天然 Cel5A 基因的重组毕赤酵母进行摇瓶

优 化 后 CMC 酶 活 达 到 23.1 U/mL[13] 。

Boonvitthya 等进一步将天然 Cel5A 基因导入毕

赤酵母，摇瓶诱导培养后 CMC 酶活最高可达      

70 U/mL[10]。Samanta等将天然 Cel5A基因在毕

赤酵母中进行表达，摇瓶初步优化后 CMC酶活

可达 130 U/mL[14]。这些研究表明，毕赤酵母是

异源表达 Cel5A 的合适宿主，但目前这些研究

大多是将 Cel5A 天然基因导入毕赤酵母中在摇

瓶水平上开展工作，总体产酶水平仍不高，尤

其国内这方面工作还很有限。 

基于此，本文首先对里氏木霉内切葡聚糖

酶 Cel5A 基因实现基因优化处理 (密码子偏好

性优化，GC 含量调整以及 mRNA 二级结构优

化)，然后将优化后的基因在 AOX1启动子调控

下在毕赤酵母中实现异源表达，通过多拷贝筛

选获得目的菌株。检验其酶学性质后对其主要

培养条件进行摇瓶优化以获得较高酶活，最后

对重组菌株实现上罐发酵。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

毕赤酵母 GS115 (his 4)、大肠杆菌 DH5α

和大肠杆菌 JM109 等菌株为本实验室保存。质

粒 pPIC9K购自 Invitrogen公司。限制性内切酶、

连接酶和聚合酶购自 TaKaRa-宝生物工程 (大

连) 有限公司。细菌/真菌培养基成分与遗传霉

素 G-418 等抗生素购自生工生物工程上海 (股

份) 有限公司。 

1.2  菌株培养 

大肠杆菌培养基为 LB，配制平板时加入

1.8%琼脂。毕赤酵母采用 YPD培养，其重组菌

筛选采用 MD 平板，摇瓶发酵采用 BMMY 

(www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/easysel

ecte man.pdf)。大肠杆菌平板培养时于 37 ℃恒

温培养箱中进行，摇瓶培养于旋转式摇床

(37 ℃、220 r/min)上进行。 

大肠杆菌培养：将大肠杆菌接入 LB培养基

中于 37 ℃、220 r/min培养过夜，用于质粒提取。 

毕赤酵母培养：将重组菌单菌落接入 30 mL

体积 YPD 中于 30 ℃、250 r/min 培养过夜至

OD600=5，然后以 1% (V/V) 接种量转接至 50 mL 

(500 mL三角瓶) BMMY中发酵产酶，每 24 h

添加甲醇至终浓度为 1.5% (V/V) 以诱导产酶。 
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1.3  目的基因优化 

利用软件 Gene Designer (DNA2.0，Menlo 

Park，CA，USA) 对来源于里氏木霉内切葡聚

糖酶Ⅱ (Cel5A) 基因 (GenBank Accession No. 

DQ178347.1) 进行密码子优化。然后用软件

RNAstructure 预测经密码子优化后目的基因二

级结构，通过少数密码子同义替换将起始密码

子端碱基呈现开环结构，并调整目的基因 GC

含量在 40%–50%。最后在优化的目的基因 5′端

添加 EcoR Ⅰ酶切位点，在 3′端添加 Not Ⅰ酶切

位点，送至上海旭冠生物技术发展有限公司进

行全基因合成。 

1.4  表达载体构建及其电转化 

将合成的目的基因通过 EcoR Ⅰ与Not Ⅰ酶

切位点克隆在穿梭质粒 pPIC9K上，以 Sac Ⅰ作

为线性化位点酶切后进行浓缩，用大约 2 μg线

性化质粒与毕赤酵母感受态细胞混合，在 2 mm

电击杯中冰浴 15 min，电击参数设置为 2.5 kV

与 5 ms。电击后将 1 mL冰浴后的 1 mol/L山梨

醇加入电击杯混匀，涂 MD平板筛选转化子。 

1.5  高产菌株筛选 

首先利用抗性浓度梯度筛选转化子，将含

有重组质粒 pPIC9K-eg2 转化子点在遗传霉素

G-418抗性浓度分别为 0、2和 4 mg/mL的 YPD

平板上实现筛选。然后将能在高浓度抗性平板

上正常生长转化子接入发酵培养基中实现产

酶，用以进行高产菌株筛选。其中摇瓶培养做 3

个平行，标准差在图中以误差线标示。 

1.6  分析测定 

实验中按照先前报道方法对重组蛋白进行

SDS-PAGE分析[15]。以羧甲基纤维素作为底物测

定 Cel5A酶活，方法如下：测定样为 200 μL 1% 

(W/V) CMC底物 (pH 4.8) 与 100 μL发酵液上

清混合，空白对照为 200 μL 柠檬酸缓冲液   

(50 mmol/L，pH 4.8) 与 100 μL发酵液上清混

合。混合液在 50 ℃反应 30 min后加入 300 μL 

3,5-二硝基水杨酸溶液沸水浴 5 min，加入    

3.9 mL H2O，混合均匀后在 540 nm测定吸光值。

酶活单位  (U) 定义：1 个酶活力单位是指在

50 ℃与 pH 4.8的条件下，每分钟产生 1微摩尔

葡萄糖所对应的酶量。以微晶纤维素和水杨苷

分别作为底物测定 Cel5A 相应酶活时，分别以

微晶纤维素和水杨苷替代 CMC，用上述相同步

骤进行测定，其中微晶纤维素水解反应时间为  

1 h。以滤纸 (Whatman Filter Paper No. 1) 作底

物测定 Cel5A 酶活时，将 50 mg 滤纸条置于   

200 μL柠檬酸缓冲液 (50 mmol/L，pH 4.8) 作

为反应底物，除混合物反应时间为 1 h外其他测

定方法与 CMC酶活测定方法相同。 

蛋白含量测定方法采用考马斯亮蓝法 

(Bradford)，测定管为 0.8 mL NaCl 溶液     

(0.15 mol/L) 与 0.2 mL酶液混合，混匀后加入    

5 mL考马斯亮蓝试剂，对照为 1 mL NaCl溶液 

(0.15 mol/L) 与 5 mL考马斯亮蓝混合物，测定

混合液 OD595值。 

1.7  酶学性质分析 

外源表达 Cel5A 最适反应 pH：测定不同

pH (pH 3.0–8.0) 柠檬酸缓冲液 (50 ℃、反应  

30 min) 对应 CMC酶活。考察最适反应温度：

测定不同反应温度 40–80 ℃下柠檬酸缓冲液 

(pH 4.8、反应 30 min) 对应 CMC酶活。酶蛋白

热稳定性：不同温度 (40–80 )℃  时每隔 10 min

取样测定 CMC酶活。重组蛋白底物特异性：按

CMC 酶活测定方法，以不同底物  (Avicel，

D-(-)-Salicin 与 Filter paper) 替代 CMC 测定相
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对应酶活。测定重组蛋白反应动力学时底物浓度

为 0.1%–2.5% (W/V)，反应动力学参数 Km和 Vmax

利用软件 GraphPad Prism 5进行计算。所有实验

数值均做 3个平行，标准差在图中以误差线标示。 

1.8  单因素摇瓶优化 

基于上述毕赤酵母培养方法，保持其他条

件不变，优化接种量时考察接种量为 1%、2%、

3%和 4%时重组菌产酶能力；优化培养基 pH时

考察培养基 pH 4、pH 5、pH 6和 pH 7时重组菌

产酶能力；优化培养温度时考察温度为 24 ℃、

26 ℃、28 ℃和 30 ℃时重组菌产酶能力；优化

甲醇添加量时考察每 24 h 添加甲醇至终浓度

0.5%、1%、1.5%、2%和 2.5%时重组菌产酶能

力，它们分别培养 144 h后对其菌浓度与酶活进

行测定；优化碳源时，在每 24 h添加甲醇至终

浓度为 1.5%时考察每 24 h添加碳源 (山梨醇、

甘露醇、葡萄糖及甘油) 至终浓度 4 g/L，培养   

72 h，测定其酶活与生物量；考察非离子表面活

性剂时，在发酵培养基中分别添加 4 g/L 吐温

20、4 g/L吐温 80、0.5 g/L Triton X-100、2 g/L 

PEG2000、2 g/L PEG4000、2 g/L PEG6000、2 g/L 

PEG10000和 2 g/L PEG20000，培养 192 h，测

定酶活。所有优化均采用单因素优化，均在   

500 mL三角瓶内完成，装液量为 50 mL。所有

实验数值均做 3 个平行，标准差在图中以误差

线标示。 

1.9  上罐发酵 

该培养在 5 L 发酵罐 (上海万木春生物工

程有限公司，型号 WMC-9005A/T) 里进行，采

用无机盐培养基 (工作体积 1.5 L)，配方参考 

(http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals

/pichiaferm_prot.pdf)。YPD 培养基上种子培养

24 h后，按 7.5%接种量接入发酵罐。在生长阶

段，控制发酵罐温度为 30 ℃和转速 180 r/min

培养 16 h (OD600=30左右)，补加 400 mL 50%甘

油溶液 (含有 12% PTM1) 作为碳源。继续培养 

(大约在 36 h) 至 OD600=300 时流加甲醇 (含

12% PTM1) 进入诱导阶段，此时转速提升至

500 r/min，温度降为 28 ℃，此时起流速与 DO

相关联，维持 DO在 25%左右诱导培养 144 h。

期间每 12 h 取样测定 OD600、发酵上清液酶活

及蛋白含量。 

2  结果与分析 

2.1  目的基因优化 

本实验以毕赤酵母作为宿主菌株进行研

究，由于存在外源基因密码子偏好性，导致外

源基因天然密码子在宿主细胞中转录和翻译效

率常受到不利影响，所以目的基因异源表达前

常要进行外源目的基因的优化处理[16]。本文通

过优化密码子偏好性、优化 mRNA 二级结构及

调整 GC 含量等对里氏木霉葡聚糖内切酶Ⅱ基

因进行优化处理，以使目的基因更适合在毕赤

酵母中异源表达。 

在优化密码子偏好性时，利用软件 Gene 

Designer 对里氏木霉内切葡聚糖酶  (Cel5A)Ⅱ  

基因 eg2 进行密码子优化。其中，目的基因含

有自身信号肽，同样也实现了密码子偏好性优

化，并在优化后基因 5′端添加 EcoR Ⅰ酶切位

点，在 3′端添加 Not Ⅰ酶切位点。优化后基因

密码子与未优化的相比较，结果如表 1 所示。

针对毕赤酵母偏好性表，天然 Cel5A 基因序列

中使用频率低于 20%的密码子均进行同义替

换，以提高其异源表达效率。优化后目的基因

密码子得到大幅度调整，其中 284 个碱基发生

变化。 
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表 1  Cel5A 基因优化前后密码子使用频率表 

Table 1  Codon usage of wild and optimized Cel5A gene in the P. pastoris 
Amino 

acid 
Codon 

Pichia 
Kazusa (%) 

Wd. eg2 
(%) 

Opt. eg2 
(%) 

Amino 
acid 

Codon 
Pichia 

Kazusa (%) 
Wd. eg2 

(%) 
Opt. eg2 

(%) 

Ala GCA 23.4 21.4 0.0 Pro CCA 41.6 21.1 85.0 

 GCT 44.8 39.3 100.0  CCT 34.8 36.8 15.0 

 GCG 6.1 7.2 0.0  CCG 8.6 26.3 0.0 

 GCC 25.7 32.1 0.0  CCC 15.0 15.8 0.0 

Cys TGT 82.0 58.3 100.0 Gln CAA 60.9 36.0 68.0 

 TGC 18.0 41.7 0.0  CAG 39.1 54.0 32.0 

Asp GAT 58.0 47.4 21.1 Arg AGA 48.0 10.0 100 

 GAC 42.0 52.6 78.9  AGG 15.8 20.0 0.0 

Glu GAA 56.3 50.0 33.3  CGA 10.0 30.0 0.0 

 GAG 43.7 50.0 66.7  CGT 16.5 0.0 0.0 

Phe TTT 53.9 46.2 15.4  CGG 4.5 10.0 0.0 

 TTC 46.1 53.8 84.6  CGC 5.3 30.0 0.0 

Gly GGA 32.7 13.6 0.0 Ser AGT 15.0 7.0 0.0 

 GGT 43.6 29.5 100.0  AGC 9.1 16.7 0.0 

 GGG 9.9 13.6 0.0  TCA 18.2 26.2 0.0 

 GGC 13.9 43.3 0.0  TCT 29.2 16.7 37.2 

His CAT 56.5 0.0 0.0  TCG 8.9 16.7 0.0 

 CAC 43.5 100.0 100.0  TCC 19.7 16.7 62.8 

Ile ATA 18.0 9.5 0.0 Thr ACA 24.3 15.9 0.0 

 ATT 50.5 33.4 31.8  ACT 39.5 27.3 88.6 

 ATC 31.5 57.1 68.2  ACG 10.6 25.0 0.0 

Lys AAA 46.9 16.7 14.3  ACC 25.6 31.8 11.4 

 AAG 53.1 83.4 85.7 Val GTA 15.5 4.4 0.0 

Leu TTA 16.2 4.4 0.0  GTT 42.0 31.8 100 

 TTG 32.7 26.1 100  GTG 19.2 13.6 0.0 

 CTA 11.1 0.0 0.0  GTC 23.3 50.0 0.0 

 CTT 16.5 21.7 0.0 Tyr TAT 46.9 64.3 0.0 

 CTG 15.5 26.1 0.0  TAC 53.1 35.7 100.0 

 CTC 7.9 21.7 0.0 Stop TAA 50.0 0.0 100.0 

Trp TGG 100.0 100.0 100.0  TAG 31.3 100.0 0.0 

Met ATG 100.0 100.0 100.0  TGA 18.8 0.0 0.0 

Asn AAT 48.5 36.7 3.2 GC%  42.0 52.9 46.2 

 AAC 51.5 63.3 96.8      

Pichia Kazusa: cited online http://www.kazusa.or.jp/ codon; Opt. eg2: optimized eg2; Wd. eg2: native eg2. 

 

在转录与翻译过程中基因在起始密码子端

二级结构若呈现环状结构，将会对 30S 核糖体

有排斥作用，导致转录和翻译效率降低[17]。因

此，实验接着通过 RNAstructure 对目的基因

mRNA 二级结构进行了预测和优化。通过对起

始密码子端碱基进行调整，并严格执行密码子

同义替换，最终破坏基因起始密码子端环状结

构，使优化后基因 mRNA 起始密码子端二级结

构 10个碱基呈开环结构，有助于提高宿主对目

的基因的转录和翻译效率，结果如图 1所示。 
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图 1  Cel5A 基因 mRNA 二级结构预测 

Fig. 1  Prediction of Cel5A gene mRNA secondary 
structure. 

 

本实验在优化密码子偏好性的同时，通过

手动调整碱基对密码子也进行了同义替换，最

终使目的基因 GC含量从 52.9%降至 46.2%。一

些研究认为，基因序列中 GC含量同样影响基因

转录和翻译，GC 含量控制在 40%–50%有助于

提高外源基因在毕赤酵母中表达效率[16]。本实

验中目的基因优化后 GC含量为 46.2%，与相关

报道一致，这为提高后面的异源表达效率提供

了可能。 

2.2  含目的基因表达载体的构建 

本实验中选择由甲醇严格调控的 AOX1 强

启动子，为实现 Cel5A 基因在毕赤酵母中的异

源表达，将目的基因插入穿梭质粒 pPIC9K上，

插入位点在酿酒酵母 α-因子信号肽下游，酶切

位点为 EcoR Ⅰ与 Not Ⅰ，并置于 AOX1启动子

下游。将构建好的含目的基因的表达载体进行

单双酶切验证，结果表明表达载体 pPIC9K-eg2

构建成功。 

2.3  电转化与平板筛选 

为了将上述表达载体 pPIC9K-eg2导入毕赤

酵母细胞以实现异源表达，本实验中以 Sac Ⅰ

作为线性化位点进行酶切并浓缩，利用电转化

手段导入毕赤酵母 GS115 感受态细胞，将优化

后目的基因整合至毕赤酵母染色体上，以获得

含目的基因 eg2 的转化子。最后将电击后菌液

涂布在不含组氨酸的筛选平板  (MD) 上，在

30 ℃下培养 72 h共获得 80株转化子。 

平板筛选时将上述转化子点到不同浓度的

遗传霉素 G-418 抗性梯度平板上，结果如图 2

所示。所有转化子在无遗传霉素 G-418 抗性的

YPD平板上均能生长，当浓度升至 2 mg/mL时

绝大部分转化子可以生长，当浓度升至 4 mg/mL

时，仅剩 12 株具有生长优势。因此，以这 12

株菌株作为后续摇瓶筛选实验对象。 

2.4  摇瓶筛选及产酶验证 

为获得高产菌株，将上述平板筛选到的 12

株转化子接至摇瓶发酵培养基上，培养 192 h后

进行酶活与生物量测定 (图 3)。这 12株重组菌

均能在发酵培养基中生长和产酶，其中 66号菌

株生长较好，发酵 192 h 时菌浓最高，达到

OD600=30；而且发酵液中酶活相对较高，CMC

酶活近 20 U/mL。这样，本实验中选择 66号重 

 

 
 

图 2  高产 Cel5A 菌株的抗性平板筛选 (30 ℃培养

48 h)  
Fig. 2  Selection of high Cel5A activity producing 
transformants on G-418 concentration gradient plate. 
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图 3  转化子的摇瓶发酵筛选 (30 ℃培养 192 h) 

Fig. 3  Selection of high Cel5A activity producing 
transformants by shake flask fermentation. 

 

组菌株作为后续研究对象，暂命名为 P. pastoris 

GS115-EG Ⅱ表示。 

为了验证重组 Cel5A 已经实现异源表达并

且分泌在胞外，实验接着利用 SDS-PAGE 对   

P. pastoris GS115-EG Ⅱ发酵上清液进行分析，

结果表明转化子 P. pastoris GS115-EG Ⅱ在摇瓶

培养 168 h的不同阶段均分泌出一种蛋白，随着

发酵时间延长，该蛋白浓度越大。该蛋白分子

量约 50 kDa，这与先前一些关于里氏木霉天然

Cel5A 蛋白的报道是一致的[18]。另外，一些研

究的毕赤酵母中表达的重组 Cel5A 蛋白大小与

本文结果一致[10,19]。因此，结合前面所测酶活，

我们认为该蛋白是目标酶蛋白 Cel5A。 

另外，由 SDS-PAGE 分析可知该重组菌目

前分泌的重组蛋白是接近电泳纯水平的，其发

酵上清液可直接用于重组里氏木霉 Cel5A 酶酶

学性质分析，不需要繁琐的蛋白纯化手段。这

与先前相关报道相一致，毕赤酵母本身无内源

性纤维素酶产生，产酶背景简单，可以直接获

得较纯的目的蛋白酶液[20]。 

2.5  重组蛋白酶学性质分析 

本实验接着以摇瓶发酵上清液中重组里氏

木霉 Cel5A 酶直接进行酶学性质分析，包括重

组 Cel5A酶水解底物的最适温度与 pH、酶蛋白

热稳定性、底物特异性以及酶学动力学参数等。

结果如图 4 和表 2 所示，重组酶 Cel5A 最适反

应 pH值为 4.5，最适反应温度为 60 ℃，耐热性

分析显示温度 60 ℃时对该酶酶活无明显影响，

但温度高于 70 ℃时酶活下降非常明显。实验数

据与其他天然 Cel5A 外源表达的相关报道基本 

 

 
 

图 4  重组 Cel5A 酶学性质 

Fig. 4  Enzyme property of the recombinant Cel5A. (A) Optimum pH. (B) Optimal temperature. (C) Thermal 
tolerance. 
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表 2  重组 Cel5A 酶学性质分析 

Table 2  Analysis of recombinant cellulase enzyme 
Cel5A property 

Mw 
(kDa) 

pH T (℃) 
Stability 

(70 ℃, %) 
Km Vmax Source 

50.0 4.5 60 50 4.93 275.9 This study

58.0 5.0 60 50 2.10 220.6 [10] 

52.8 5.0 55 50 0.17 – [14] 

48.0 5.0 55 60 – – [12] 

Mw: molecular weight; T: optimum reaction temperature; 
stability (%): residual activity (%) after the incubation at 
70  for 30 min.℃  

 
一致[10,12,14]。酶学性质表明，本实验通过对里氏

木霉 Cel5A 基因优化后在毕赤酵母中表达的

Cel5A与天然酶蛋白非常接近，可适用于当前纤

维素酶基生物炼制工业的天然纤维基质酶解。 

另外，对重组酶底物特异性进行分析可知

重组酶对 CMC 有较强水解作用  (比酶活为

58.82 U/mg)，但对微晶纤维素  (比酶活为    

0.02 U/mg)、水杨苷 (无法检测到酶活) 及滤纸

水解力 (比酶活为 0.05 U/mg) 较弱。可见，该

重组酶蛋白与天然 Cel5A 相似，对无定型纤维

素长链有较强的水解作用，但对纤维素短链以

及纤维素结晶区作用较弱 [14]。实验进一步以

0.1%–2.5%浓度 CMC为底物对重组 Cel5A酶动

力学关键参数进行测定，并利用曲线拟合软件

GraphPad Prism 5进行计算，获得该重组酶的 Km

值为 4.93 mg/mL，Vmax值为 275.9 μmol/(min·mg)。

与先前报道相比[10,14]，本实验中所得 Cel5A 的

最大反应速度 Vmax与相关报道基本一致，但 Km

值明显大于相关报道的，初步推断可能是目的

基因经过优化后表达的 Cel5A 酶蛋白结构发生

了明显变化，具体信息有待深入研究。 

2.6  重组毕赤酵母摇瓶优化 

发酵条件优化是增加重组毕赤酵母菌产酶

水平的重要手段 [13]。本实验对毕赤酵母       

P. pastoris GS115-EG Ⅱ发酵的培养基 (碳源、

甲醇诱导物和添加剂) 和培养条件 (接种量、初

始 pH和培养温度) 一些关键性参数进行初步考

察 (图 5)。如图 5A 所示，当接种量为 2%时，

该菌生物量最高 (OD600=27.7)，相应的 CMC酶

活也最高，达到 19.8 U/mL。在培养基初始 pH

方面 (图 5B)，在 pH 5时其生物量和酶活最高，

分别为 29.1及 18.1 U/mL。培养温度如图 5C所

示，当培养温度为 28 ℃时，其生物量 OD600与

酶活最高，分别为 32.4与 20.8 U/mL。 

另外，诱导型系统中表达载体含有 AOX1

启动子，添加合适甲醇浓度能有效促进重组菌

产酶能力[21]。实验接着对培养基关键成分进行

考察。如图 5D所示，重组毕赤酵母生物量与酶

活随着甲醇浓度增加而增加，当甲醇添加量为

1.5% (V/V) 时，生物量与酶活达到最高水平，

分别为 28 和 20 U/mL。对碳源考察如图 5E 所

示，每 24 h添加碳源均能促进菌株生长繁殖，

其中葡萄糖效果最好，但添加葡萄糖未能提高

酶活，而添加山梨醇和甘油在促进菌体生长繁

殖同时也显著增加了重组毕赤酵母菌产酶能

力，且山梨醇相对于甘油在促进酶活方面更有

优势。该结果与早先的报道相符，Thorpe 等[22]

在比较混合碳源甘油/甲醇和山梨醇/甲醇对毕

赤酵母外源表达重组蛋白影响时发现：相对于

甘油，添加山梨醇导致毕赤酵母生物量稍低些，

但其重组蛋白的产率提高明显。于是，本实验

接着对山梨醇添加量进行考察，发现当山梨醇

添加量为 4 g/L 时酶活提升最为明显，达到   

11.4 U/mL，比对照提高了 28%。 
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图 5  重组毕赤酵母发酵产酶水平的初步摇瓶优化 

Fig. 5  Preliminary shake flask optimization of the recombinant P. pastoris producing Cel5A. (A) Inoculation 
volume. (B) Initial fermentation pH. (C) Culture temperature. (D) Methanol addition each 24 h. (E) Carbon source. (F) 
Non-ionic surfactant addition. 

 

此外，非离子表面活性剂能够提高真菌细

胞壁渗透性，从而提高目的蛋白的表达量[23]。

实验也考察非离子表面活性剂对菌株 P. pastoris 

GS115-EG Ⅱ产重组酶的影响，如图 5F所示。

不同种类表面活性剂均对菌株发酵产酶有积极

作用，其中吐温 80作用效果最为明显，使所表

达酶活增加 10%以上。进一步对吐温 80添加量

进行选择，发现在吐温 80添加量为 4 g/L时重

组菌株 P. pastoris GS115-EG Ⅱ表达酶活最高，

高达 24.0 U/mL。 

总之，本实验通过摇瓶优化，明显提高了

重组菌 P. pastoris GS115-EG Ⅱ产酶能力，使酶

活提高 10%以上，达到 24.0 U/mL。然而，目前

摇瓶发酵获得的 CMC酶活不高。Samanta等将

在毕赤酵母 GS115中进行表达和诱导培养 48 h

时达到最高酶活 (75 U/mL)；进一步在 BMMH

中诱导培养 72 h的CMC酶活可达 130 U/mL[14]。

最近，Akbarzadeh 等优化 Cel5A 基因并在毕赤

酵母GS115进行表达，以 1%甲醇诱导培养 72 h，

其 重 组 Cel5A 蛋 白 CMC 酶 活 高 达           

2 358.8 U/mL，这是迄今为止公开报道的最高酶

活[24]。 

2.7  上罐发酵 

鉴于摇瓶发酵时溶氧局限性，实验接着尝

试在发酵罐水平通过加强溶氧来提高重组菌   

P. pastoris GS115-EG Ⅱ的 Cel5A表达水平，控
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制条件如图 6A 所示。在上罐发酵过程中溶氧 

(DO) 反映甲醇消耗量，当甲醇流加速率过高时

DO值会过低，而甲醇添加速率过低时 DO值会

偏高[25]。本实验通过控制 DO 值来准确地控制

甲醇添加量以高效诱导重组毕赤酵母产酶，同

时又不至于对菌体产生毒害作用。本文在诱导

过程中维持 DO值在 25%上下，发酵 pH值与温

度维持基本恒定。 

如图 6B所示，在 5 L发酵罐中重组菌在甘

油补料阶段 (0–36 h) 生长速度最快，当甘油耗

尽时 (36 h) 生物量已达 OD600=300；此时添加

甲醇进行诱导培养，细胞生长繁殖放缓，但菌

体量仍持续增加，直至发酵将近结束时生物量

达到最高水平 (OD600接近 700)。随着甲醇添加

量增加，CMC 酶活不断提升，180 h 时酶活达

到 270.9 U/mL。同时，发酵上清液蛋白总量也

在增加，在 180 h达到 4.16 g/L。另外，不同时

间点的发酵上清液也进行了 SDS-PAGE 电泳 

(图 6B)，各上清液在大约 50 kDa处均有一条清

晰条带，该条带随发酵进行更加浓重清晰。这

也表明，在发酵过程中目的蛋白表达量的确随

着发酵时间增加而显著提高，与酶活增长趋势

相一致。总之，本实验通过对发酵罐参数的精

确控制获得了较高的菌体浓度及良好的菌体活

性，从而为重组 Cel5A 蛋白的高效表达提供了

可能。 

3  讨论 

本文鉴于基因密码子偏向性，通过密码子

偏向性优化、二级结构优化与 GC含量调整等手

段实现目的基因优化以期里氏木霉 Cel5A 在毕

赤酵母中高效表达。既然国内外研究人员已开

展了原始 Cel5A 基因直接在毕赤酵母里外源表

达的研究，本文就将密码子优化基因在毕赤酵

母里表达后与已报到结果进行比较。相对于天

然基因直接表达，目的基因优化后外源表达存 

 

 
 

图 6  毕赤酵母 GS115-EG Ⅱ上罐发酵实验 

Fig. 6  P. pastoris GS115-EG  fⅡ ermentation in a 5 L bioreactor. (A) Fermentation process control of the 
recombinant Cel5A at DO, pH and temperature in a 5 L bioreactor. (B) Recombinant Cel5A fermentation, in the 
SDS-PAGE of fermentation supernatant at different time, loading at 10 μL. (M) Protein marker. (1–7) The 
supernatant at 60, 72, 96, 120, 144, 168, 180 h fermentation, respectively. 
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在着高效表达潜力；从本文结果和已报道文献

看，目的基因优化后表达比天然基因直接表达

的酶活相对高一些[12-13]。因此，目的基因序列

的合理优化和转化子的有效筛选是获得高效表

达重组菌的关键。 

毕赤酵母具有特殊的整合方式，通过电转

化合成大量转化子的目的基因拷贝数是不同

的，能在高浓度抗性平板上正常生长的转化子

所含目的基因拷贝数通常较高 [14]。文献[26]表

明，重组毕赤酵母菌株中所含目的基因拷贝数

能够影响其产酶能力，目的基因拷贝数增多时

表达量能显著提升，但过多的拷贝数也无助于

酶蛋白高效表达。本文中以 Sac Ⅰ作为线性化

位点使线性化质粒载体中的 AOX1 基因与毕赤

酵母染色体上 AOX1 基因进行替换与整合，有

可能获得多拷贝转化子，进一步通过高浓度抗

性平板筛选获得高产转化子可能性较大。本文

在 4 mg/mL 抗性平板上完成重组毕赤酵母    

P. pastoris GS115-EG Ⅱ筛选，该菌株有可能是

高拷贝重组菌。 

重组毕赤酵母 P. pastoris GS115-EG Ⅱ分泌

表达的重组酶与天然里氏木霉分泌 Cel5A 酶蛋

白在酶学性质上没有明显差异，表明重组毕赤

酵母 P. pastoris GS115-EG Ⅱ是适合外源表达

Cel5A的工程菌，该重组酶适用于弥补里氏木霉

菌株天然分泌 Cel5A 不足，可用于当前酶基生

物炼制模式下的木质纤维素基质高效水解中。 

重组毕赤酵母 P. pastoris GS115-EG Ⅱ摇瓶发

酵优化后 Cel5A酶表达量增加并不理想 (< 15%)，

通过上罐发酵实现了重组毕赤酵母菌株      

P. pastoris GS115-EG Ⅱ高效分泌，其 CMC酶活

达到 270.9 U/mL，蛋白含量达到 4.16 g/L。与天

然里氏木霉发酵液相比，其酶活分别是

Culbertson 等[27]与 Ahamed 等[28]报道里氏木霉

发酵液 CMC 酶活的 150 倍和 64.5 倍，表明毕

赤酵母是异源表达里氏木霉内切酶基因 Cel5A

的合适宿主。李红等[29]在 5 L 罐水平里进行过

含原始 Cel5A 基因重组毕赤酵母的外源表达，

甲醇诱导 48 h后 CMC酶活为 15.6 U/mL，远低

于本文所获得的结果。然而国外新近报道

(Akbarzadeh 等[24]) Cel5A 基因优化后导入毕赤

酵母 GS115构建的重组菌，以 1%甲醇诱导培养

72 h，其重组 Cel5A 蛋白 CMC 酶活高达       

2 358.8 U/mL，这是迄今为止公开报道的最高酶

活。如若属实，将使毕赤酵母外源表达 Cel5A

商业化成为可能。 
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