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毕赤酵母组成型表达脂肪酶及其高通量筛选方法 
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(江南大学 生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室  江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要: 【目的】获得组成型表达脂肪酶毕赤酵母, 建立利用橄榄油罗丹明 B 平板高通量

筛选组成型表达华根霉脂肪酶基因的有效方法。【方法】运用 PCR 技术从 pGAPZαA 表达

载体上扩增得到 GAP 启动子片段, 插入到表达载体 pPIC9K-proRCL 中, 构建组成型表达

载体 pGAPK-proRCL。在保留含有同源双交换重组序列的诱导型启动子 AOX1 序列的基

础上, 电转化后华根霉 Rhizopus chinensis CCTCC M201021 脂肪酶基因 proRCL 表达盒在

毕赤酵母基因组上发生双交换整合事件, 从而组成型表达单拷贝的华根霉脂肪酶基因。

【结果】重组菌发酵 144 h 后, 脂肪酶最高酶活为 130 U/mL。利用橄榄油罗丹明 B 平板

高通量筛选组成型表达华根霉脂肪酶基因。【结论】该方法将初筛时间从 12 d 缩短为 3 d, 
排除了多拷贝突变株的干扰, 为后续脂肪酶的定向进化及筛选奠定了基础。 
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Constitutive expression of lipase in Pichia pastoris and the  
high throughput screening method 

ZHU Shan-Shan  YU Xiao-Wei  XU Yan* 
(Key Laboratory of Industrial Biotechnology of Ministry of Education, Jiangnan University,  

Wuxi, Jiangsu 214122, China) 

Abstract: [Objective] This study is aimed to constitutive express lipase in Pichia pastoris and es-
tablish an efficient method for high-throughput screening constitutive expression lipase gene in P. pas-
toris using olive oil-rhodamine B plate. [Methods] The GAP gene promoter was amplified from the 
plasmid of pGAPZαA and inserted into the inducible expression vector pPIC9K-proRCL resulting in 
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constitutive expression of the lipase gene-proRCL. Based on the homologous recombinant region of 
AOX1 gene, proRCL from Rhizopus chinensis CCTCC M201021 was recombined into chromsome of P. 
pastoris GS115 by double-crossover integration event resulting in constitutive expression of the sin-
gle-copy lipase gene from R. chinensis. [Results] The activity of lipase reached its peak (130 U/mL) 
after fermentation of 144 h. An efficient method was established for high-throughput screening consti-
tutive expression lipase gene in P. pastoris using olive oil-rhodamine B plate. [Conclusion] The 
method was very convenient with advantages of shortened screening cycle from 12 d to 3 d without the 
interferences of multi-copy mutants. This method also established the foundation of the screening of li-
brary by directed evolution. 

Keywords: Olive oil, Rhodamine B, GAP, Rhizopus chinensis lipase, Constitutive express 

作为真核表达系统, 巴斯德毕赤酵母表达系

统正以其独特的优势和潜力得到广泛使用[1]。本

实验室在前期研究中, 从一株酿造浓香型大曲酒

酒曲中筛选获得的华根霉中克隆得到其脂肪酶

基因 proRCL (GenBank 登录号 No. EF405962), 
并在毕赤酵母中实现了克隆与高效表达[2]。研究

所用的表达载体 pPIC9K 含有一个来自于乙醇氧

化酶Ⅰ(AOX1)基因的严格甲醇诱导型的强启动

子 pAOX1, 但甲醇易燃, 在工业放大过程中存在

安全隐患。pGAP 是一种糖酵解中的关键酶——三

磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 (Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, GAP)的启动子, 在葡萄糖、甘油

等基本碳源的存在条件下, 能高效地组成型表达

外源基因, 在培养过程中不需更换碳源, 简化了操

作步骤, 也更适合工业上的应用, 因此我们考虑利

用 GAP 启动子来构建组成型表达 proRCL 的载体。 
外源基因整合入毕赤酵母 , 根据线性化位

点位置的不同, 将会导致两种整合入基因组事

件——单插入与双交换的发生, 产生两种不同的

表型, 即 Mut+和 MutS。单插入事件通常会导致插

入不同拷贝数的基因组, 而双交换一般是将单拷

贝外源基因整合入基因组。多拷贝外源基因的整

合可以提高外源蛋白的表达量, 但是利用毕赤酵

母表达系统进行定向进化的过程中, 多拷贝的发

生会干扰重组子的筛选, 例如筛选酶活提高突变

株时, 拷贝数的增加也会导致酶活增高, 从而干

扰了酶活提高突变酶的筛选。 

而利用商业化的 pGAPZαA 表达质粒无法产

生双交换事件, 为了同时利用启动子 pGAP 进行

组成型表达筛选, 以及将外源基因双交换整合入

基因组产生单拷贝重组子, 本文在保留了诱导型

表达载体 pPIC9K 上的 5′AOX1 的基础上, 将 PCR
得到的 pGAP 基因片段插入到 5′AOX1 序列之后, 
华根霉脂肪酶基因 proRCL 之前, 通过载体与基

因组之间的 5′AOX1 及 3′AOX1 区发生的双交换

事件, 将构建的组成型表达载体整合到酵母基因

组中, 产生 MutS 表型的菌株。双交换的发生导致

基因组中 AOX1 编码区完全被取代, 5′AOX1 不能

发挥启动子的作用, 只作为双交换整合的必需元

件。从而导致紧随其后的 GAP 启动子能够顺利

的发挥组成型表达华根霉脂肪酶的作用。该表达

体系显著减少毕赤酵母基因多拷贝的产生概率, 
并能够组成型表达外源基因。以华根霉脂肪酶为

研究载体, 利用该表达体系组成型表达华根霉脂

肪酶, 结合橄榄油-罗丹明 B 平板显色法, 建立了

定向进化突变文库的高通量筛选方法。 

1  材料与方法   

1.1  材料  
1.1.1  工具酶和试剂: 限制性内切酶、CIAP 碱

性磷酸酶、T4 DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶、

PCR 试剂、pMD19-T simple 载体, TaKaRa 宝生

物公司; 引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成; DL2000 DNA Ladder Marker、DL5000 
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DNA Ladder Marker、琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、Plasmid Mini Kit I, 
OMEGA BIO-TEK; 其余试剂均为国产或进口

分析纯。 
1.1.2  菌株和质粒: E. coli DH5α 由本实验室保

存。重组质粒 pPIC9K-proRCL 和重组毕赤酵母

GS115/pPIC9K-proRCL MutS 由本实验室构建 , 

巴斯德毕赤酵母 P. pastoris GS115、载体 pPIC9K、

pGAPZαA 购自 Invitrogen 公司。 

1.1.3  培养基: 大肠杆菌培养基 LB 及 LLB, 酵

母培养基 YPD、MD、MM 和 YPD-G418 按

“Invitrogen 公司操作手册”方法配制。橄榄油-罗丹

明 B 培养基按照 1.34% YNB、4×10−5%生物素、

1%橄榄油、2%琼脂的比例配置后, 1×105 Pa 灭

菌 30 min, 灭菌后冷却至 60 °C , 加入 1×10−3%过

滤灭菌的罗丹明 B , 制成平板[3]。 

1.2  方法 
1.2.1  GAP 启动子的克隆: 根据 pGAPZαA 上的

pGAP 的 序 列 , 设 计 一 对 专 一 性 引 物 : BF: 
5′-CGGATCCGATCTTTTTTGTAGAAATGTCT
TGGTGTCC-3′(下划线为 BamHⅠ酶切位点); ER: 
5′-GAATTCAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCGA
GAGATACC-3′(下划线为 EcoRⅠ酶切位点)。以

pGAPZαA 载体为模板, PCR 扩增 GAP 启动子序

列。PCR 扩增条件: 94 °C 3 min; 94 °C 30 s, 62 °C 
30 s, 72 °C 50 s, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。PCR

产物纯化后与 pMD19-T simple 载体连接, 转化

至 E. coli DH5α 感受态细胞, 转化子提质粒, 经

BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ双 酶 切 , 胶 回 收 后 得 到

pGAP 片段。 

1.2.2  pGAPK-proRCL 载体的构建: 将重组质

粒 pPIC9K-proRCL (本实验室构建)经 BamHⅠ和

EcoRⅠ双酶切 , 将无用的载体小片段替换成

pGAP 片段。利用 T4 DNA 连接酶连接过夜。但

是由于 proRCL 中也含有 EcoRⅠ酶切位点, 酶切

后得到 3 个片段, 根据 3 个片段的大小情况具体

分析, 去除 284 bp 的无用片段, 将剩余片段胶回

收后按顺序与 pGAP 片段进行连接。将连接产物

转化到 DH5α 感受态细胞, 提质粒, 获得组成型

表达载体 pGAPK-proRCL。同时, 将 pGAP 片段

与酶切后的原始载体 pPIC9K 连接构成 pGAPK, 

作为平板筛选法的对照。上海生工生物工程技术

服务有限公司测序。 

1.2.3  酵母的电转化 : 将构建的组成型质粒

pGAPK-proRCL 经限制性内切酶 Bgl Ⅱ酶切后, 

胶回收得到大片段线性化质粒, 电转化毕赤酵母

GS115 感受态细胞; 取 8 µL 浓度为 1 g/L 的线性

化质粒与 80 µL 感受态细胞混合均匀 , 转至

0.2 cm 冰预冷的电激杯中。冰上放置 5 min, 电压

1 500 V, 电容 25 µF, 电阻 200 Ω, 进行电击。立

刻加入 1 mL 1 mol/L 山梨醇复苏, 30 °C 培养

1 h。将转化液涂布于 MD 平板上, 30 °C 培养

2 d[4]。pGAPK 的电转化方法同上。 

为了比较单插入与双交换整合事件对重组子

阳性率和拷贝数等因素的影响, 我们按上述方法

将原始载体 pPIC9K-proRCL 经 Sal I 线性化后在

HIS4 位点单插入到酵母基因组中。 

1.2.4  重组子的筛选: 从 MD 平板上挑选 HIS+

转化子接种于 YPD 试管, 培养 16 h, 提取酵母基

因组, 利用 pPIC9K 序列引物 5′AOX1、3′AOX1

进行 PCR, 鉴定阳性转化子。5′AOX1: 5′-GACTG 
GTTCCAATTGACAAG C-3′; 3′AOX1: 5′-GGCAA 
ATGGCATTCTGACAT-3′。PCR 扩增条件: 94 °C 
4 min; 94 °C 1 min, 56 °C 1.5 min, 72 °C 2 min, 
共 30 个循环; 72 °C 10 min。 

1.2.5  脂肪酶酶活的测定 : 将组成型表达菌

GS115/pGAPK-proRCL MutS 和 诱 导 型 表 达 菌

GSll5/pPIC9K-proRCL MutS 均按照 invitrogen 公

司的 pGAPZαA 操作手册的要求, 在 100 mL YPD

培养基中, 30 °C 振荡培养, 每隔 24 h 取样测酶
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活。脂肪酶水解活力的测定方法参见文献[5], 酶

活 的 定 义 为 : 一 定 反 应 条 件 下 每 分 钟 产 生

1 μmol 对硝基苯酚的酶量为一个脂肪酶水解酶

活国际单位。 
1.2.6  产脂肪酶菌株高通量筛选方法的建立: 
将对照菌 GS115/pGAPK MutS 与构建的组成型表

达菌株 GS115/pGAPK-proRCL MutS 点种于橄榄

油-罗丹明 B 平板上, 30 °C 培养 3 d, 在紫外光下

观察单菌落变色圈情况。 

1.2.7  单插入和双交换筛选库的构建: 利用定

向进化技术建立的基因突变文库的质量将对后

续的实验结果有重大影响。为考察单插入与双交

换这两种不同的整合方式对整个建库的影响, 将

经 Sal Ⅰ酶切的线性化对照质粒 pPIC9K-proRCL

和经 Bgl Ⅱ酶切的线性化重组质粒 pGAPK- 

proRCL 分别通过单插入和双交换方式整合进毕

赤酵母基因组中, 同时保证这两种线性化质粒的

量基本相同, 进行电转化。 

将获得的诱导型 Mut+转化子涂布 MD 平板, 

将 MD 平板上的单菌落用灭菌牙签挑至 MM 板

上, 诱导 5 d 后, Fast-blue RR 顶层琼脂法染色, 

2 min 内能够显出明显棕黑色的菌株为阳性重组

菌(脂肪酶可以水解萘酯, 水解产物与染料结合

显色)[6]。阳性重组率 = 所有 MM 板上诱导表达

产脂肪酶的单菌落数/MD 板上的单菌落数。 

将获得的组成型 MutS 转化子涂布橄榄油罗

丹明 B 平板, 对平板上的转化子进行计数, 根据

平板上具有荧光变色圈的单菌落数与所有转化

子的数量比得到阳性重组率。阳性重组率=橄榄

油罗丹明 B 平板上具有荧光变色圈的单菌落数/

橄榄油罗丹明 B 平板所有的单菌落数。 

1.2.8  重组子拷贝数的定量: 每个文库随机挑

选 10 株阳性转化子, 提取基因组, 利用荧光定量

PCR 技术进行基因拷贝数的定量[7]。 

2  结果与分析 

2.1  表达载体 pGAPK-proRCL 的构建 
以 pGAPZαA 质粒为模板, 利用 BF 和 ER 引物

PCR 获得 GAP 启动子, 同时在 pGAP 中引入 BamHⅠ

和 EcoRⅠ酶切位点。PCR 产物条带约 750 bp 

(图 1)。连接 pMD19-T simple 载体, 测序, 确认

pGAP 被完整的克隆, 再经双酶切获得 pGAP 片段。 

 
图 1  PCR 扩增 pGAP 片段电泳图 
Fig. 1  Electrophoresis of PCR product about pGAP 
Note: 1: DNA marker; 2: DNA product about pGAP. 

 
由于 pPIC9K 载体和 proRCL 基因中同时都含

有 EcoR Ⅰ 酶 切 位 点 , 因 此 在 双 酶 切 质 粒

pPIC9K-proRCL 时, 大部分的 proRCL 基因也被

切除, 因此需要将 3 个片段连接起来。如图 2A
所示, 双酶切质粒 pPIC9K-proRCL 后将长片段与

pGAP 连接, 构建 pGAPK 质粒。再用 EcoR Ⅰ酶

切线性化 pGAPK 质粒, 将 proRCL 片段补回表达

质粒中。由于线性化的 pGAPK 质粒过长, 酶切

位点容易自连, 需要先进行去磷酸化处理, 再连

接 proRCL 基因, 最终得到含 pGAP 的组成型表达

载体 pGAPK-proRCL。 

2.2  组成型表达毕赤酵母的获得和鉴定 
本实验选择 pGAPK-proRCL 载体中 Bgl Ⅱ酶

切位点进行线性化, 双交换整合到毕赤酵母基因

组中。双交换会造成 AOX1 编码区被取代, 形成

MutS 表型的突变株, 见图 2B。 
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图 2  重组质粒 pGAPK-proRCL 的构建与体内双交换整合事件的示意图 
Fig. 2  Construction of recombination plasmid pGAPK-proRCL and representation of  

the double-crossover integration events in vivo 
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提取重组酵母基因组, 利用 pPIC9K 序列引

物 5′AOX1、3′AOX1 鉴定阳性转化子[8]。阴性对

照 GSll5/pPIC9K-proRCL MutS 的基因组 PCR 结

果如图 3 所示, 产物条带大小为 1 580 bp。而插

入了 GAP 启动子的酵母重组子 GSll5/pGAPK- 

proRCL MutS 的基因组在此基础上将载体上一段

284 bp 的无用序列替换成 750 bp 的 pGAP 序列, 

PCR 扩增结果为 2 046 bp, 图 4 的 PCR 验证结果

与 预 想 的 一 致 , 证 明 组 成 型 表 达 毕 赤 酵 母

GSll5/pGAPK-proRCL MutS 构建成功, pGAP 和

proRCL 基因已整合到基因组中。 

 
图 3  阴性对照 GSll5/pPIC9K-proRCL MutS PCR 验证   
Fig. 3  PCR identification of negative control GSll5/ 
pPIC9K-proRCL MutS  
Note: 1: DNA marker; 2: GSll5/pPIC9K-proRCL MutS (1 580 bp). 

 
图 4  GSll5/pGAPK-proRCL MutS重组子 PCR 验证 
Fig. 4  PCR identification of recombiants GSll5/ 
pGAPK-proRCL MutS 
Note: 1: DNA marker; 2−7: GSll5/pGAPK-proRCL MutS 
(1 580 bp−284 bp+750 bp=2 046 bp). 

2.3  组成型表达华根霉脂肪酶的分泌表达 
图 5 是组成型表达毕赤酵母的生长曲线 , 

GSll5/pGAPK-proRCL MutS 在 100 mL YPD 摇瓶

中培养 144 h 后达到最大酶活, 为 130 U/mL。而

出发菌株 GSll5/pPIC9K-proRCL MutS 在相同条件

下培养了 8 d, 由于缺乏甲醇的诱导, 几乎没有表

达脂肪酶。结果证明 GAP 启动子在毕赤酵母中

发挥了组成型表达脂肪酶的作用。 

组成型表达毕赤酵母 GSll5/pGAPK-proRCL 

MutS 在 0−12 h 处于迟滞期 , 细胞生长缓慢 ; 

12−48 h 进入对数生长期 , 细胞成指数生长 ; 

48−120 h 处于稳定期, 细胞浓度基本不变; 120 h

以后细胞处于衰亡期, 菌体逐步自溶, 释放胞内

蛋白酶使外源蛋白降解, 酶活迅速降低。 

2.4  组成型表达脂肪酶的毕赤酵母高通量筛

选方法 
橄榄油-罗丹明 B 平板变色圈法指利用橄榄

油作为底物, 用 Rhodamine B 作为指示剂, 通过

脂肪酸与 Rhodamine B 结合在紫外光下进行观

察, 平板上产生荧光变色圈来判断脂肪酶活力。

如图 6 所示, GS115/pGAPK MutS 菌株未插入脂肪

酶基因而生长缓慢, 不产生荧光变色圈, 只有

GS115/pGAPK-proRCL MutS 菌株才能在平板上

正常生长, 它能直接以橄榄油作为碳源表达脂肪

酶, 因此菌落较大且紫外条件下荧光变色圈大而

明显。该结果为进一步利用该筛选系统进行定向

进化奠定了基础。 

2.5  单插入和双交换对转化效率、拷贝数和筛

选时间的影响 
对比单插入和双交换这两种不同方法, 分别

构建得到 GS115/pPIC9K-proRCL Mut + 和

GS115/pGAPK-proRCL MutS 菌株。如表 1 所示, 

双交换产生的 MutS 表型菌株和单插入产生的

Mut+表型菌株的转化效率均处于 105 数量级, 因

此 MutS 表型菌株的转化效率较 Mut+表型菌株的 
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图 5  GS115/pGAPK-proRCL MutS组成型表达脂肪酶活力和细胞生长量 

Fig. 5  Lipase activity and cell growth from GS115/pGAPK-proRCL MutS 

 
图 6  重组毕赤酵母橄榄油-罗丹明 B 平板的检测 

Fig. 6  Test the lipase activity of recombinant P. pastoris by olive oil-rhodamine B plate 
Note: A: GS115/pGAPK MutS; B: GS115/pGAPK-proRCL MutS. 

 
表 1  单插入和双交换整合构建的文库比较 

Table 1  Comparison of pools built by single-insertion and double-crossover integration events 

菌株 
Stains 

表型 
Phenotype 

转化效率 
Transformation 

efficiency (105 CFU) 

阳性重组率 
Positive recom-
binant ratio (%) 

单拷贝菌株率 
Single-copy 

strains ratio (%) 

库的筛选时间 
Consumed time 
for pool screen-

ing (d) 
GS115/pPIC9K-proRCL Mut+ 6.8 95 51 12 
GS115/pGAPK-proRCL MutS 4.2 92 100 3 
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略低并不影响高通量的筛选。两者的阳性重组率

相差不大, 均达到 90%以上, 虽然双交换产生的

阳性重组率较单插入略有降低, 但鉴于它的高转

化效率, 双交换对建库效率的影响是极其微弱

的。MutS 表型能够保证全部菌株的单拷贝概率, 

而 Mut+表型菌株却只有 51%的单拷贝菌株的概

率。由此得出, 双交换整合得到的 MutS 表型菌株

转化效率和阳性重组率满足了后续建库的容量

需求, 并且能稳定的保证转化子的单拷贝状态, 

大大削减了多拷贝基因重组子的数量, 更有利于

我们利用该筛选方法进行单基因突变菌株的筛

选。同时组成型表达脂肪酶的毕赤酵母通过利用

橄榄油罗丹明 B 平板进行阳性重组子的筛选, 省

略了转接培养基、富集培养、诱导和染色的步骤, 

将原始的培养诱导周期从 12 d 缩短为 3 d, 筛选

时间缩短为原来的 25%, 操作简单快捷, 满足了

高通量筛选的要求。 

3  讨论 

本 实 验 通 过 在 pPIC9K-proRCL 载 体 的

5′AOX1 启动子与 proRCL 目的基因之间插入

GAP 启动子, 双交换整合到毕赤酵母基因组中, 

使基因组中 AOX1 编码区完全被取代 , 阻碍

5′AOX1 诱导启动子使用, 发挥了 GAP 启动子组

成型表达的功能。组成型表达华根霉脂肪酶的毕

赤酵母可以不经过甲醇诱导就在橄榄油罗丹明 B

平板上正常生长, 操作简便, 排除了甲醇作为碳

源时对橄榄油的利用率的干扰。载体双交换整合

基因组的方式不仅有利于插入的启动子 GAP 成

功的发挥组成型表达的作用, 而且保证了所有重

组子均为单拷贝菌株, 排除了多拷贝突变基因的

干扰, 有利于后续的酶活提高菌株的氨基酸结构

与功能的分析。 

橄榄油罗丹明 B 平板变色圈法利用脂肪酶水

解底物橄榄油, 产生的自由脂肪酸与罗丹明 B 结

合, 紫外线照射下, 根据菌落周围产生的橙色荧

光圈的大小来判断酶活的高低[9−10]。早在 1986 年, 
Gisela Kouker 等就利用该平板检测细菌产脂肪酶

的活力高低[9]。如今它不仅被普遍用于筛选自然

界中产脂肪酶的菌株[11], 牛卫宁等还将诱导型表

达少根根霉脂肪酶基因的毕赤酵母点种于橄榄

油罗丹明 B 平板, 进行诱导筛选[12]。诱导型表达

毕赤酵母的平板筛选需要首先涂布含葡萄糖的

MD 平板进行阳性克隆的筛选和富集, 再转移到

含有甲醇的 MM 平板进行诱导培养和筛选。而组

成型表达毕赤酵母可直接涂布橄榄油罗丹明 B 平

板, 利用只含有 YNB 的橄榄油罗丹明 B 平板就

能得到阳性克隆, 再根据脂肪酸与罗丹明 B 结合

在紫外光下产生的荧光变色圈大小即能筛选到

高产脂肪酶的突变株, 筛选时间缩短为原来的

25%。该筛选方法作为定向进化平板初筛脂肪酶

的方法, 具有操作简便、直观准确、缩短转化子

培养时间等的优点。 

本研究表明, 将双交换构建组成型表达载体

和利用橄榄油罗丹明 B 平板变色圈法相结合的方

法, 成功实现了在 3 d 时间内高通量的筛选组成

型表达脂肪酶的毕赤酵母单拷贝重组子的目的, 

为后续的定向进化提供了简便高效的筛选方法。 
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