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主编点评

适用于高通量筛选的脂肪酶表达系统 
金城 

(《微生物学通报》编委会  北京  100101)  

突变库容量和高通量筛选方法是影响酶分子定向进化的两个决定因素，虽然巴斯德毕赤酵母

pPIC9K 表达系统已被广泛使用[1], 但由于外源基因可通过单插入整合入基因组, 产生多拷贝突变基

因, 从而干扰后续重组子的筛选; 另一方面, pPIC9K 表达系统需要甲醇诱导, 需要每日补加甲醇来诱

导表达外源蛋白, 既繁琐又容易染菌, 影响表达酶的高通量筛选。因此, 巴斯德毕赤酵母在分子定向进

化方面的应用受到限制。 
尽管来源于真菌华根霉的脂肪酶基因 proRCL 已在毕赤酵母中实现了克隆与高效表达[2], 但由于

该表达系统在定向进化研究中的局限性, 限制了对重组脂肪酶的定向进化研究。本期介绍了朱珊珊、

徐岩等发表的论文“毕赤酵母组成型表达脂肪酶及其高通量筛选方法”[3], 作者通过在诱导型载体

pPIC9K 中插入 GAP 启动子, 利用同源双交换将单拷贝外源基因整合到酵母基因组中, 并且不需甲醇

诱导, 可在橄榄油罗丹明 B 平板相上进行高通量的筛选单拷贝高酶活重组子, 在毕赤酵母建立了单拷

贝高酶活重组子高通量筛选方法, 可在 3 d 时间内高通量地筛选组成型表达脂肪酶的毕赤酵母单拷贝

重组子, 为后续的定向进化提供了简便高效的筛选方法。  
由于橄榄油罗丹明 B 平板检测脂肪酶酶活的灵敏度不够高, 还需要后期挑选出变色圈较大的重组

子进行更精确的发酵培养, 确定实际的酶活大小情况, 因而在一定程度上限制了高通量筛选的速度, 
但对于其它真核生物来源的酶, 用该系统进行定向进化研究是具有明显优势的。 
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