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在毕赤酵母中的高效表达
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摘要：为了实现耐有机溶剂脂肪酶基因的真核表达，参照ＧｅｎＢａｎｋ公布的脂肪酶基因序列设计简

并引物，通过ＰＣＲ扩增出Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍＳＸＬ－１０７的全长１　６９２ｂｐ、编码５６３个氨基酸的脂肪酶基

因ｌｉｐＩ，基因登录号为ＪＸ０７４０６０。利用Ｓｉｇｎａｌ　Ｐ　３．０软件对ｌｉｐＩ基因序列进行分析，将去除自身

信号肽的成熟ｌｉｐＩ基因克隆到诱导型表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ上，构建胞外重组表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉ－

ｐＩ，转化毕赤酵母ＫＭ７１，发酵培养７２ｈ，发酵上清液中脂肪酶活力达到７０Ｕ／ｍＬ，与野生型脂肪酶

产生菌Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓ　ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍＳＸＬ　１０７相比，脂肪酶活力提高７倍。获得的重组脂肪酶的最

适温度４０℃、ｐＨ值为６．５，在１０％的甲醇溶液中作用４８ｈ后仍然保持６０％以上的酶活力。
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　　脂肪酶（ｌｉｐａｓｅ，Ｅ　Ｃ　３．１．１．３），又称三酰基甘油
酰基水解酶，是生物体内广泛存在的一种酶，属于

α／β折叠酶家族。脂肪酶具有多种催化能力，可以
催化三酰甘油酯及其他一些非水溶性酯类的水解、
醇解、氨解、酯化、转酯化及酯类的逆向合成反应，除
此之外还表现出其他一些酶的活性，如卵磷脂、溶血
卵磷脂、胆固醇酯酶、酰肽水解酶活性等［１－２］。脂肪
酶不同活性的发挥依赖于反应体系的特点，如在油
水界面促进酯类水解，而在有机相中可以进行酶促
合成和酯交换。脂肪酶反应条件温和，具有优良的
立体选择性，并且不会造成环境污染，因此，在洗涤、
油脂改良、食品加工、医药、造纸、生物柴油等诸多领
域均有广泛的应用［３－４］。
近年来，酶制剂一直是国内外动物营养研究的

热点之一。它们在饲料工业中的有效应用使得饲料
工业和养殖业安全、高效、环保及可持续发展成为可
能。研究发现［５－６］，微生物脂肪酶可提高断奶仔猪的
生产性能，在幼畜禽日粮中添加外源性脂肪酶能补
充体内内源酶的不足，减轻断奶应激；同时，对内源
消化酶的分泌还有一定的促进作用，有利于畜禽对
营养成分的消化分解和吸收利用。因此，脂肪酶作
为酶制剂在饲料行业中有着广泛的应用前景，但目
前国内外还处于起步阶段。
在前期的工作中，陕西省微生物研究所利用当

地的微生物资源，建立了脂肪酶菌种资源库［７］，从野
生型脂肪酶产生菌中获得了具有甲醇耐受性的

Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍＳＸＬ　１０７菌，该菌产生的胞外脂肪
酶能够耐受１０％的甲醇溶液［８］。本研究主要借助
生物信息学，克隆具有甲醇耐受性的Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ
ＳＸＬ　１０７的脂肪酶基因ｌｉｐＩ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＪＸ０７４０６０）；并通过构建重组表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ
ｌｉｐＩ，成功实现该脂肪酶基因ｌｉｐＩ 在毕赤酵母

ＫＭ７１中的有效表达，为该重组脂肪酶的规模化生
产及应用奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和质粒　Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓ　ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ
ＳＸＬ　１０７，由陕西省微生物研究所筛选、鉴定并保
存；Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＫＭ７１
和分泌型表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ由陕西省微生物研究所
保存。

１．１．２　主要试剂和仪器　酵母提取物和蛋白胨为

Ｏｘｆｏｒｄ公司产品；丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ 亚甲叉丙烯酰
胺和ＩＰＴＧ为Ｓｉｇｍａ公司产品；Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、

各种限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ胶回收
试 剂 盒、ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ、ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ、ｄＡＴＰ、

ｐＧＭ　Ｔ试剂盒为ＴａＫａＲａ公司产品；生物素和ｐｆｕ
ＤＮＡ聚合酶为Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品；ＰＣＲ仪为Ａｐ－
ｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品；电泳仪为北京六一仪器
厂产品；基因导入仪为宁波新芝生物科技股份有限
公司产品。

１．１．３　引物设计及合成　根据已报道的Ｇｅｏｔｒｉ－
ｃｈｕｍ属脂肪酶基因的保守核苷酸序列设计简并引
物 ＧｌｉｐＦ１（５′ ＡＴＧＧＴＴＴＣＣＡＡＡＡＶＣＷＴＴＫ－
ＴＴＴＴＲＧＣ　 ３′）和 ＧｌｉｐＲ１（５′ ＴＴＡＡＣＣＧ－
ＷＡＧＡＧＡＫＴＡＡＣＧＴＣＡ　ＧＷＣＴＣ　３′），扩增全长
脂肪酶基因ｌｉｐＩ；根据全长ｌｉｐＩ基因序列设计引物

ＧｌｉｐＦ２ （５′ ＣＴＧＡＡＴＴＣＣＡＧＧＣＣＣＣＣＡＣＧＧＣ－
ＣＧＴＴＣＴ　 ３′）和 ＧｌｉｐＲ２（５′ ＣＴＴＧＣＧＧＣ－
ＣＧＣＴＴＡＡＣＣＧＴＡＧＡＧＡＴＴＡＡＣＧＴ　 ３′），下划
线序列为限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ识别序列，
扩增不含信号肽序列的成熟ｌｉｐＩ基因。引物由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　脂肪酶基因的扩增　以ＧｌｉｐＦ１和ＧｌｉｐＲ１为
引物，以Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍＳＸＬ　１０７基因组ＤＮＡ为模
板，采用高保真ｐｆｕ　ＤＮＡ聚合酶扩增全长脂肪酶基
因ｌｉｐＩ。ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性１ｍｉｎ，５３℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ　３０ｓ，共

３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经ＤＮＡ
产物纯化试剂盒纯化回收后与ｐＧＭ　Ｔ连接，由上
海生工生物工程技术服务股份有限公司测序。

１．２．２　毕赤酵母重组表达载体的构建　以经过测序
验证含有脂肪酶基因正确阅读框的质粒ｐＧＭ　Ｔ
ｌｉｐＩ质粒为模板，以ＧｌｉｐＦ２和ＧｌｉｐＲ２为引物，扩增不
含信号肽序列的成熟脂肪酶基因ｌｉｐＩ。反应条件：

９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩
增产物用ＥｃｏＲⅠ、ＮｏｔⅠ限制性内切酶进行双酶切，并
将其克隆至酵母表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ。

１．２．３　电击法转化毕赤酵母及阳性转化子的筛选　
将重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉｐＩ和ｐＰＩＣ９Ｋ空质粒用限制
性内切酶ＳａｌⅠ线性化后，分别电击转化酵母菌株

Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＫＭ７１，转 化 条 件 和 转 化 方 法 参 照

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司毕赤酵母操作手册。用梯度稀释法对
多拷贝子进行筛选，用ＢＭＭＹ 三丁酸甘油酯平板进
行功能验证。对筛选到的阳性转化子用ＫＯＤ　Ｆｘ　Ｎｅｏ
酶进行酵母菌落ＰＣＲ验证，选择最佳转化子。

１．２．４　重组酵母工程菌株的诱导表达　将筛选到的
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最佳转化子进行摇瓶培养，ＢＭＭＹ诱导表达，每２４ｈ
收集一次发酵液，并补加甲醇至终体积分数为０．５％
以维持诱导。将收集的发酵液，４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，上清液即为重组脂肪酶粗酶液。

１．２．５　脂肪酶活力测定　采用ＧＢ／Ｔ２３５３６－２００９
酸碱滴定法。一个单位的脂肪酶活力定义为：１ｍＬ
酶液在一定的温度和ｐＨ条件下，每分钟水解底物产
生１μｍｏｌ可滴定的游离脂肪酸所需的酶量。

１．２．６　重组毕赤酵母表达产物分析　采用ＴＣＡ（三
氯乙酸）丙酮法浓缩发酵液中的蛋白，ＳＤＳ　ＰＡＧＥ
法分析不同诱导时间的重组蛋白表达情况，电泳分析
参照分子生物学实验指南进行［９］。

１．２．７　最适反应温度和热稳定性　用ｐＨ值７．５、

０．０２５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲液稀释重组脂肪酶，在

３０～６０℃范围内测定同一稀释酶液的脂肪酶活性，确
定脂肪酶的最适反应温度，其中以酶活性最高者设为

１００％。将稀释的重组脂肪酶在不同温度中放置

６０ｍｉｎ，测定残余酶活力，以处理前的酶活力设为

１００％。

１．２．８　最适ｐＨ值和ｐＨ值稳定性　在最适温度下，
测定重组脂肪酶在ｐＨ值４．０～９．０缓冲液中脂肪酶
活力，寻求最适ｐＨ值，以酶活最高者设为１００％。将
酶液与不同ｐＨ值的缓冲液以１∶１０混合，在４℃放
置２４ｈ，测定残余酶活力，以处理前的脂肪酶活力设
定为１００％。

１．２．９　甲醇耐受性　重组脂肪酶在浓度分别为５％、

１０％、１５％、２０％、２５％、３０％（Ｖ／Ｖ）的甲醇中作用１ｈ
后，测定残余酶活力，以处理前的酶活力为１００％。重
组脂肪酶在浓度１０％（Ｖ／Ｖ）的甲醇中作用１、２、４、１２、

２４、４８ｈ后，测定残余酶活力，以处理前的酶活力设为

１００％。

２　结果与分析

２．１　目的基因的扩增
以Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓ　ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ ＳＸＬ　１０７基因组

ＤＮＡ为模板，扩增出约１　７００ｂｐ的目的片段（图１）。
构建ｐＧＭ　Ｔ　ｌｉｐＩ重组载体，测序结果表明，所克隆
的全长脂肪酶ｌｉｐＩ基因ＯＲＦ为１　６９２ｂｐ，编码５６３
个氨基酸；采用信号肽在线预测软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）进行氨基酸序列分析，
其中信号肽序列长５７ｂｐ，编码１９个氨基酸，与Ｂｅｒ－
ｔｏｌｉｎｉｍｃ等［１０］、阎金勇等［１１］的报道一致。该基因序列
已登录至ＧｅｎＢａｎｋ（登录号为ＪＸ０７４０６０）。与已报道
的基因序列进行多重比对发现，ｌｉｐＩ与３个不同种的

Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓ　ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ 菌株（Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ 登录号

ＤＱ３１３１７２，Ｇ．ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ登录号 ＡＢ０００２６０，Ｇ．ｃａｎ－
ｄｉｄｕｍＮＲＲＬ　Ｙ　５５３登录号 Ｕ０２６２５，Ｇ．ｃａｎｄｉｄｕｍ
ＮＲＲＬ　Ｙ　５５２登录号 Ｕ０２６２３）的ｌｉｐＩ同源性为

９９％，与Ｇ．ｃａｎｄｉｄｕｍ　ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ脂肪酶基因（登
录号Ｘ８１６５６）和Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍｓｔｒａｉｎ　ｃｈ　３的脂肪酶
基因 序 列 的 同 源 性 为 ８７％，与 Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ
ＣＢＳ７７２．７１的ｌｉｐＩ基因序列（登录号Ｘ７８０３２）的同源
性为７９％。

Ｍ．ＤＮＡ标准；１．ｌｉｐＩ基因ＰＣＲ扩增产物

图１　ｌｉｐＩ基因ＰＣＲ产物

２．２　成熟蛋白编码序列的克隆及毕赤酵母重组质粒
的构建

将经ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切的成熟脂肪酶基因

ｌｉｐＩ和ｐＰＩＣ９Ｋ，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，转化大肠杆
菌ＤＨ５α感受态细胞，菌落ＰＣＲ验证获得阳性重组
质粒ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉｐＩ，用ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切阳性重
组质粒得到的片段长度与预期结果相符，见图２。

Ｍ．ＤＮＡ标准；１．质粒ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉｐＩ；２．酶切质粒

图２　质粒ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉｐＩ的酶切鉴定

２．３　重组毕赤酵母的筛选和鉴定

用含Ｇ４１８终质量浓度为０、０．２５、０．５、０．７５、

１ｍｇ／ｍＬ的 ＹＰＤ 平板 进 行 多 拷 贝 子 筛 选，用

ＢＭＭＹ 三丁酸甘油酯平板进行功能验证（图３）。
对筛选到的阳性转化子用ＧｌｉｐＦ２和ＧｌｉｐＲ２引物进
行菌落ＰＣＲ验证。重组菌株能扩增得到１．６５ｋｂ
左右的 ＤＮＡ 片段 （图 ３），证明重组表达载体

ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉｐＩ成功整合入酵母基因组ＤＮＡ。
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Ｍ．ＤＮＡ标准；１．ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉｐＩ／ＫＭ７１ＰＣＲ；２．ＫＭ７１ＰＣＲ

图３　ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉｐＩ转入ＫＭ７１的ＰＣＲ结果

２．４　脂肪酶基因ｌｉｐＩ在毕赤酵母中的诱导表达及

ＳＤＳ　ＰＡＧＥ分析
为了将重组脂肪酶分泌到培养液中，ｌｉｐＩ脂肪

酶基因融合到ｐＰＩＣ９Ｋ载体的α ｆａｃｔｏｒ信号肽之
后。转化到 ＫＭ７１感受态细胞中，涂布 ＭＤ平板，
筛选转化子，经过Ｇ４１８复筛，获得抗性较强的１－
１４号转化子，在ＢＭＭＹ 三丁酸甘油酯平板上点
样，菌落周围可见明显的水解圈（图４），选取最佳转
化子进行诱导表达，每２４ｈ取样一次并添加甲醇。
发 酵 培 养 ７２ ｈ 时，脂 肪 酶 ｌｉｐＩ 的 酶 活 达 到

７０Ｕ／ｍＬ。ＳＤＳ　ＰＡＧＥ分析检测不同时间发酵液
上清液中ｌｉｐＩ的表达情况，获得主条带约为６３ｋＤ
的重组脂肪酶，与预期蛋白分子量相当（图５）。

１－１４．阳性转化子；ＣＫ．对照样

图４　转化子的水解圈

２．５　最适温度和温度稳定性
对获得的重组脂肪酶在２５～６０℃测定其脂肪

酶的活力，由图６Ａ可知，该重组脂肪酶的最适作用
温度为４０℃；由重组脂肪酶温度稳定性试验结果
（图６Ｂ）可知，该重组酶在４～５０ ℃具有下作用

６０ｍｉｎ，仍剩余有８０％以上的脂肪酶活力，在５０℃
下作用６０ｍｉｎ，残余酶活力在６０％以上。

２．６　最适ｐＨ值和ｐＨ值稳定性
由图６Ｃ可知，该重组脂肪酶的最适ｐＨ 值为

６．５；由图６Ｄ可知，该重组脂肪酶在ｐＨ 值６．０～
９．０缓冲液中作用２４ｈ后，仍能保留５５％以上脂肪
酶活力。

Ｍ．蛋白分子质量标准；１－４为培养０、２４、４８、７２ｈ时表达量

图５　ｐＰＩＣ９Ｋ ｌｉｐＩ／ＫＭ７１不同时间发酵上清ＳＤＳ　ＰＡＧＥ

２．７　重组脂肪酶的甲醇耐受性
由图６Ｅ可知，该重组脂肪酶在２０％的甲醇中

作用１ｈ后，剩余相对酶活性仍保持在６０％以上，在

１０％的甲醇下作用１ｈ后，酶活性保持在８０％以上，
因此该重组酶对１０％的甲醇溶液具有一定的耐受
性。由图６Ｆ可知，重组脂肪酶在１０％的甲醇溶液
中作用４８ｈ后，剩余相对酶活在６０％以上。

３　讨论

在众多来源的微生物脂肪酶中，白地霉脂肪酶
对长链不饱和脂肪酶具有高度底物特异性，是目前
的研究热点。针对白地霉脂肪酶而言，无论在手性
化合物的合成、选择性水解鱼油富集高营养价值的
多不饱和脂肪酶、选择性酯化分离功能性共轭亚油
酸异构体、酶法合成生物柴油等领域中的应用，还是
作为饲用酶制剂应用于养殖业，都有着巨大的应用
潜力。本研究主要借助生物信息学，根据已报道的
地霉属脂肪酶基因，进行同源比对，设计简并引物，
在基因组水平上成功克隆并表达了Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ
ＳＸＬ　１０７的脂肪酶基因，避免了文库构建、氨基酸
测序等繁琐的工作，丰富了真菌脂肪酶基因资源，并
为研究脂肪酶催化特性、明确脂肪酶结构与功能之
间的关系、阐明脂肪酶诱导表达调控机制等奠定了
基础。
本研究选用了Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ表达系统，该系统具

有醇氧化酶ＡＯＸ１基因强启动子，可严格调控外源蛋
白的表达，作为真核表达系统可对蛋白进行加工、折
叠、翻译后修饰等。此外，该菌营养要求低、生长快、培
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图６　重组脂肪酶的性质

养基廉价，易进行操作。该系统外源蛋白表达量高、

分泌效率强，自身分泌的内源蛋白少，利于外源蛋白
的分离纯化；其高密度发酵技术已经成熟，便于进行
工业化生产。研究报道［６］，Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ 脂肪酶在

Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＧＳ１１５的表达量为５５Ｕ／ｍＬ；Ｆｅｒ－
ｎａｎｄｅｚ等［１２］、Ｃａｔｏｎｉ等［１３］、Ｈｏｌｍｑｕｉｓｔ等［１４］在毕赤
酵母 中 实 现 了 Ｇ．ｃａｎｄｉｄｕｍ 重 组 脂 肪 酶 的 表
达［１２－１４］，目前文献报道的重组脂肪酶表达量在２３～
５７Ｕ／ｍＬ。本研究将Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍＳＸＬ　１０７ｌｉｐＩ
脂肪酶在Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＫＭ７１菌中表达，发酵培
养７２ｈ，发酵上清液中脂肪酶活力达到７０Ｕ／ｍＬ，

该活力在目前的文献报道中处于较高水平。与野生
型Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍＳＸＬ　１０７脂肪酶产生菌相比，酶
活性提高了７倍，表明Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ是一种有效
的Ｇ．ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ脂肪酶表达系统。在后续研究中，
我们将进一步优化重组脂肪酶工程菌的发酵条件，

进一步提高其酶活力。

针对野生型脂肪酶产生菌ＳＸＬ　１０７而言，橄
榄油是脂肪酶的诱导剂，橄榄油的添加可以诱导胞
外脂肪酶的分泌和表达。而对于该菌的重组脂肪酶
而言，甲醇为诱导剂，从成本角度分析，本研究构建
的工程菌可以降低脂肪酶的生产成本。不同的菌株
其所受的诱导和抑制情况各不相同，所以应针对具
体的菌株进行试验，以确定最佳培养基配方及发酵

工艺条件。在后续的研究中，一方面要研究重组脂
肪酶的酶学性质，另一方面要优化工程的发酵条件，
如脂肪酶生产过程中诱导剂的适时适量添加，葡糖
糖、油脂等碳源的降解后的阻遏作用或增进作用，碳
氮比值对微生物生长和产酶的影响，发酵温度和时
间，通风及表面活性剂的作用等发酵工艺条件等，从
而提高脂肪酶的活力，降低其生产成本，使其更好地
应用于工业化生产。
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３５－４０．

（上接第１４２页）　循环的蛋白质得以表达，进而促
进细胞进入Ｓ期，使得Ｓ期和Ｇ２／Ｍ 期细胞比例增
高，使细胞重新进入循环过程，进而改善脾脏的病理
学变化，提高脾脏的免疫功能。
任师颜等［１５］报道，脾脏可以影响创伤愈合，但

具体原因未做分析。本研究认为地黄多糖通过促进
脾脏淋巴细胞有丝分裂，改善脾脏病理学变化，提高
脾指数，进而提高创伤小鼠脾脏免疫功能，促进创面
愈合。然而创面愈合是一个极其复杂的过程，各种
细胞因子、细胞种群之间的具体调控机制尚不清楚，
有待于进一步研究。
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