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基于组合优化策略在毕赤酵母中高效表达

杜邦嗜热菌脂肪酶

汪步青１，陈　洲１，王亚森１，许向阳２，高晓冬１，藤田盛久１，李子杰１

（１．江南大学 生物工程学院，江苏 无锡 ２１４１２２；２．枣庄市杰诺生物酶有限公司，山东 枣庄 ２７７１００）

摘要：杜邦嗜热菌脂肪酶（ＬＩＰ１）是一种在洗涤行业、生物柴油制备、油脂改性等领域具有良好应用
潜力的碱性脂肪酶，然而其天然产量极低，难以满足产业化需求。采用组合优化策略筛选出高效表

达ＬＩＰ１的毕赤酵母重组菌株。首先，构建毕赤酵母密码子偏好性优化的 ＬＩＰ１基因，通过高浓度
Ｇ４１８抗性平板和ＢＭＭＹ－罗丹明Ｂ定性平板筛选出脂肪酶活性较高的重组菌株；其次，利用信号
肽优化和分子伴侣共表达优化筛选得到一株高效表达的重组毕赤酵母菌株ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－
ＳＳＡ４－ＬＩＰ１，采用碱滴定法测定其酶活，采用比色法测定其底物特异性。结果表明，经组合优化策
略筛选出的菌株在摇瓶和５Ｌ发酵罐中发酵最高分泌酶活分别达到１１３６Ｕ／ｍＬ和１２１５０Ｕ／ｍＬ。
底物特异性结果显示重组脂肪酶ＬＩＰ１最适底物为Ｃ８链长的对硝基苯酚酯。综上所述，基于组合
优化策略实现了ＬＩＰ１在毕赤酵母中的高效表达，为未来ＬＩＰ１的产业化奠定基础。
关键词：杜邦嗜热菌脂肪酶（ＬＩＰ１）；组合优化策略；毕赤酵母；高密度表达；底物特异性
中图分类号：Ｑ８１２；Ｑ８１９　 　文献标识码：Ａ 文章编号：１００３－７９６９（２０２２）０７－０１２５－０７

Ｈｉｇｈ－ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓｄｕｐｏｎｔｉｉｌｉｐａｓｅｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ
ｂａｓｅｄｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙ

ＷＡＮＧＢｕｑｉｎｇ１，ＣＨＥＮＺｈｏｕ１，ＷＡＮＧＹａｓｅｎ１，ＸＵＸｉａｎｇｙａｎｇ２，
ＧＡＯＸｉａｏｄｏｎｇ１，ＦＵＪＩＴＡＭｏｒｉｈｉｓａ１，ＬＩＺｉｊｉｅ１

（１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＪｉａｎｇｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｕｘｉ２１４１２２，Ｊｉａｎｇｓｕ，Ｃｈｉｎａ；２．ＺａｏｚｈｕａｎｇＪｉｅｎｕｏ
ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＥｎｚｙｍｅＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｚａｏｚｈｕａｎｇ２７７１００，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓｄｕｐｏｎｔｉｉｌｉｐａｓｅ（ＬＩＰ１）ｉｓａｎａｌｋａｌｉｎｅｌｉｐａｓｅ，ｗｈｉｃｈｐｏｓｓｅｓｇｏｏｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｗａｓｈｉｎｇｉｎｄｕｓｔｒｙ，ｂｉｏｄｉｅｓｅｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ｏｉｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｅｔｃ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｎａｔｕｒａｌ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＩＰ１ｉｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｔｏｏｌｏｗｔｏｍｅｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｉｎｄｕｓｔｒｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．Ａｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｆｏｒｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｓｔｒａｉｎｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＬＩＰ１．Ｆｉｒｓｔｌｙ，
ａＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｐｒｅｆｅｒｅｄｃｏｄｏｎｏｐｔｉｍｉｚｅｄＬＩＰ１ｇｅｎｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｗｉｔｈ
ｈｉｇｈｅｒＬＩＰ１ｇｅｎｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｓｗａｓｓｃｒｅｅｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈｈｉｇｈ－ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎＧ４１８ｐｌａｔｅｓａｎｄＢＭＭＹ－
ｒｈｏｄａｍｉｎｅＢｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｐｌａｔｅｓ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｒｏｕｇｈｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｐｅｒｏｎｅｃｏ－
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ，ａｈｉｇｈ－ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＰｉｃｈｉａｐｏｓｔｏｒｉｓｓｔｒａｉｎＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－
ＳＳＡ４－ＬＩＰ１ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｔｈｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙａｌｋａｌｉｔｉｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｓｓａｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｓｅｃｒｅｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｓｔｒａｉｎａｆｔｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙｃｏｕｌｄ
ｒｅａｃｈ１１３６Ｕ／ｍＬ ｉｎ ｆｌａｓｋ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
１２１５０Ｕ／ｍＬｉｎ５Ｌ ｆｅｒｍｅｎｔｅｒ，Ｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｏｓｔｓｕｉｔａｂｌｅ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅｆｏｒＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｄＬＩＰ１ｗａｓ
ｐ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌｅｓｔｅｒｗｉｔｈ ｅｉｇｈｔｃａｒｂｏｎｓ．Ｉｎ

５２１２０２２年第４７卷第７期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ，ｔｈｅｈｉｇｈ－ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＩＰ１ｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｃａｎｂｅｒｅａｌｉｚｅｄｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙ，ｗｈｉｃｈｗｉｌｌｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｆｕｔｕｒｅｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＬＩＰ１．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓｄｕｐｏｎｔｉｉｌｉｐａｓｅ（ＬＩＰ１）；ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙ；Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ；
ｈｉｇｈ－ｄｅｎｓｉｔｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

　　脂肪酶（ＥＣ３．１．１．３）是一类广泛存在于动物、
植物和微生物中的蛋白类酰基甘油水解酶，在自然

条件下能够在油水混合界面催化油脂生成不同链长

的游离脂肪酸、酯类和甘油等物质，而在非水相体系

中参与催化酯交换、酯化、酸解和氨解等多种类型反

应［１－２］。脂肪酶具有催化效率高、反应过程温和、对

底物的特异性催化活力等特性，被广泛应用于食品、

洗涤剂、造纸、生物能源和生物医药等工业

领域［３－５］。

杜邦嗜热菌（Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃｅｓｄｕｐｏｎｔｉｉ）脂肪酶，即
Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ脂肪酶（ＬＩＰ１），是一种碱
性脂肪酶，因其极高的热稳定性而广受关注，ＬＩＰ１
的最适催化温度为 ６０℃，并且经 ７０℃水浴处理
１ｈ依旧保持５０％以上的催化活性［６］。研究表明，

ＬＩＰ１在许多工业生产中具有应用潜力［６－８］。

Ｒｏｍｄｈａｎｅ等［６］研究发现，ＬＩＰ１在碱性 ｐＨ和不同
的表面活性剂中具有良好的稳定性，有助于其作

为添加剂在洗涤剂中的应用。同时，ＬＩＰ１具有优
异的催化酯交换活性，有助于其在生物柴油生产

中的应用［７］。此外，随着对 ＬＩＰ１研究的开展，其
显示出具有制备手性药物中间体的潜力［８］。然而

杜邦嗜热菌培养过程复杂，ＬＩＰ１发酵酶活低，生产
成本过高，无法实现产业化。因此，实现ＬＩＰ１高效
表达尤为重要。

巴斯德毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）异源表达系统
由于其高效表达水平、强大的分泌能力、完善的诱导

表达方法以及成熟的高密度发酵能力被广泛应用于

重组蛋白的表达［９－１０］。研究发现，ＬＩＰ１在毕赤酵母
中的摇瓶分泌酶活为１５６Ｕ／ｍＬ，是其在杜邦嗜热菌
中的２．６倍［９］。因而，采用毕赤酵母表达系统是一

种有效提高ＬＩＰ１表达的方法。此外，据以往的研究
可知，优化提升毕赤酵母高效表达效率的手段有很

多，但大多数文献报道的都是单因素或双因素优化，

总体的分泌表达水平提升不明显；而采用组合优化

策略包括密码子偏好性优化、外源基因拷贝数的积

累、更换分泌作用更强的信号肽、分子伴侣共表达优

化用于过表达辅助蛋白从而促进目的蛋白修饰和分

泌、强启动子优化以及高密度发酵进一步提高重组

表达效率［１１－１４］，可获得高水平分泌表达 ＬＩＰ１的重
组菌株。

综上，本研究采用组合优化策略提高ＬＩＰ１在毕
赤酵母中的表达水平。首先，将ＬＩＰ１密码子偏好性
优化基因，连接至含醇氧化酶（ＡＯＸ１）强启动子的
质粒载体 ｐＰＩＣ９Ｋ中，电击转化后成功构建筛选出
含多拷贝ＬＩＰ１基因的异源表达重组酵母菌株；在此
基础上，研究了不同信号肽优化以及分子伴侣共表

达对ＬＩＰ１分泌表达的影响；最后，将优化筛选出的
重组菌株进行高密度发酵，实现ＬＩＰ１在重组酵母中
高效表达和积累。总之，在本研究中，借助毕赤酵母

表达体系，利用基因工程技术提高 ＬＩＰ１的表达量，
对促进其实现产业化应用具有重要意义。

１　材料与方法
１．１　试验材料

大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α、毕赤酵母
ＧＳ１１５，江南大学糖化学与生物技术教育部重点实
验室；表达载体 ｐＰＩＣ９Ｋ和 ｐＰＩＣＺＡ，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；ＤＮＡ聚合酶、连接酶、限制性内切酶等工具
酶，美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；其他常规试剂，国药
集团；不同链长的对硝基苯酚酯（Ｃ４、Ｃ８、Ｃ１０、Ｃ１２、
Ｃ１４和Ｃ１６），北京索莱宝科技有限公司；引物，无锡
天霖生物有限公司。

ＬＢ、ＭＤ、ＹＰＤ、ＢＭＧＹ、ＢＭＭＹ和 ＢＭＭＹ－罗丹
明Ｂ等培养基参考 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的毕赤酵母表达
手册配制。

压力蒸汽灭菌锅（立式）；无菌操作台；台式水

平恒温摇床；５Ｌ发酵罐；甲醇检测流加监控器；
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳仪、核酸凝胶电泳仪和
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ快速转膜系统，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　载体构建和毕赤酵母转化

基因合成：ＬＩＰ１基因（ＪＦ４１４５８５．１）由前体肽识
别序列和成熟肽编码序列构成，含ＨＡ标签，经毕赤
酵母密码子偏好性优化后［１５］，由无锡天霖生物有限

公司合成至质粒载体ＰＵＣ５７中。
重组质粒载体构建：将ｐＰＩＣ９Ｋ和ＰＵＣ５７用ＥｃｏＲ

Ｉ和ＮｏｔＩ进行双酶切，采用ＤＮＡ胶回收试剂盒进行纯
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化，并用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，热激转入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α中
后成功构建表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＬＩＰ１。

毕赤酵母转化：将表达载体 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＬＩＰ１经
ＳａｌＩ线性化、回收和浓缩后，电击转化至毕赤酵母
ＧＳ１１５中，涂板于 ＭＤ平板上。２～３ｄ后将 ＭＤ平
板中的转化子，依次挑至含不同质量浓度（０．５、
１．０、２．０、３．０ｍｇ／ｍＬ）Ｇ４１８（遗传霉素）的 ＹＰＤ平
板，３０℃培养２～３ｄ后，筛选出含多拷贝基因的重
组菌株。并将获得的重组菌株接种于ＢＭＭＹ－罗丹
明Ｂ定性筛选平板中，３０℃培养３～４ｄ后筛选出透
明圈大（脂肪酶水解油脂产生透明圈）的菌株用于

进一步的ＬＩＰ１的表达和检测。
１．２．２　脂肪酶在毕赤酵母中的高效表达策略

信号肽优化：根据毕赤酵母密码子偏好性优化设

计信号肽 Ｄ１ｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｄ１ｓｓ）、Ｄ２ｓｉｇｎａｌ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｄ２ｓｓ）、ＦＬＤ１ｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｆｓｓ）、ＭＦＨ４
ｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｍｓｓ）、Ｗ１ｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｗｓｓ）、
Ｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｇｓｓ）的基因序列，并根
据上述信号肽的基因序列为模板设计引物扩增出信

号肽，并经过 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切后用 Ｔ４ＤＮＡ
连接酶连接至ｐＰＩＣ９Ｋ－ＬＩＰ１，替换质粒ｐＰＩＣ９Ｋ中的
α－ｆａｃｔｏｒ信号肽，构建出质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｄ１ｓｓ－ＬＩＰ１、
ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｄ２ｓｓ－ＬＩＰ１、ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｆｓｓ－ＬＩＰ１、ｐＰＩＣ９Ｋ－
Ｍｓｓ－ＬＩＰ１、ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｗｓｓ－ＬＩＰ１和 ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｇｓｓ－
ＬＩＰ１。并参考１．２．１的方法进行毕赤酵母转化，筛选
出酶活高的重组菌株，作为出发菌株。

分子伴侣共表达优化：首先，在 ＮＣＢＩ网站中获
得分子伴侣 ＢＭＨ２（ＸＭ＿００２４９０９４２．１）、ＨＡＣ（ＸＰ＿
００２４９００３９．１）、ＫＥＸ２（ＸＭ＿００２４９１１５４．１）、ＳＳＡ４（ＸＭ＿
００２４９３８１４．１）、ＰＤＩ（ＣＡＣ３３５８８．１）和 ＵＢＣ１（ＸＭ＿
００２４９２３９８．１）的基因序列，并依据基因序列设计引
物，以提取的毕赤酵母ＧＳ１１５基因组为模板，扩增出
相应的分子伴侣片段。并经过ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ酶
切后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接至ｐＰＩＣＺＡ中，构建出质粒
ｐＰＩＣＺＡ－ＢＭＨ２、ｐＰＩＣＺＡ－ＨＡＣ、ｐＰＩＣＺＡ－ＫＥＸ２、
ｐＰＩＣＺＡ－ＳＳＡ４、ｐＰＩＣＺＡ－ＰＤＩ、ｐＰＩＣＺＡ－ＵＢＣ１。采用
ＳａｌＩ线性化 ｐＰＩＣＺＡ－ＢＭＨ２、ｐＰＩＣＺＡ－ＫＥＸ２、
ｐＰＩＣＺＡ－ＳＳＡ４和 ｐＰＩＣＺＡ－ＵＢＣ１，ＳａｃＩ线性化
ｐＰＩＣＺＡ－ＨＡＣ和ｐＰＩＣＺＡ－ＰＤＩ，回收和浓缩后，电击
转化至出发菌株中，并参考１．２．１的方法进行毕赤酵
母转化，筛选出酶活高的重组菌株。

１．２．３　毕赤酵母摇瓶发酵
将筛选出的重组菌株接种于５ｍＬ的ＹＰＤ培养

基中，３０℃培养１２ｈ，将菌液按４％接种量转接至

５０ｍＬ的ＢＭＧＹ培养基中，３０℃摇床培养至 ＯＤ６００为
２０左右，离心收集菌体，使用５０ｍＬ无菌水（预冷）
洗两遍并离心收集，重悬于５０ｍＬ的ＢＭＭＹ培养基
中，２８℃发酵培养，每２４ｈ加入１％的甲醇诱导，同
时取上清液，采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测
ＬＩＰ１的蛋白表达，并测定酶活。
１．２．４　５Ｌ发酵罐高密度发酵

将采用组合优化策略筛选出的重组菌株接种于

１０ｍＬ的 ＹＰＤ培养基中，３０℃培养１２ｈ，取菌液按
４％接种量转接至２００ｍＬ的ＢＭＧＹ培养基中，３０℃
培养２４ｈ，作为发酵种子液。将发酵种子液接种于
含２ＬＢＳＭ无机盐培养基的 ５Ｌ发酵罐中，采用
５０％磷酸和氨水自动流加调节ｐＨ，保持ｐＨ为５．５，
温度为３０℃。待ＢＳＭ无机盐培养基中甘油消耗完
全，溶氧反弹后，保持发酵 ｐＨ和温度不变进入流加
甘油培养阶段，采用 ＤＯ－Ｓｔａｒ方式流加甘油，待湿
重达到２２０ｇ／Ｌ以上时，停止甘油流加并饥饿处理
３０ｍｉｎ后，进入流加甲醇诱导阶段。此时，调节 ｐＨ
至６．０，温度至２７℃，将甲醇缓慢流加至培养液中，
通过甲醇检测器检测发酵液中的甲醇含量，每隔

２４ｈ取样检测ＯＤ６００、细胞干质量、脂肪酶的蛋白表
达水平及上清 ＬＩＰ１酶活，甲醇诱导７ｄ后，停止流
加甲醇，发酵结束。

１．２．５　重组脂肪酶的活性检测
ＬＩＰ１活性检测采用碱滴定法［１６］。在５０ｍＬ三

角瓶中，依次加入５ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
１０．０）和４ｍＬ高速匀浆机处理的橄榄油与聚乙烯
醇乳化液（橄榄油与聚乙烯醇比例１∶３），在６０℃水
浴中预热５ｍｉｎ。加入１ｍＬ６０℃预热稀释的发酵
上清液（空白组加入６０℃预热的１ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ），
在６０℃水浴中反应１０ｍｉｎ后，立即加入１５ｍＬ９５％
乙醇溶液终止反应。向三角瓶中滴入２滴酚酞指示
剂，采用０．０５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ标准溶液进行滴定，直至
液体呈微红色并保持 ３０ｓ内不褪色，记录消耗的
ＮａＯＨ标准溶液的体积。单位 ＬＩＰ１酶活力以每分
钟产生１μｍｏｌ游离脂肪酸的所需酶量表示。
１．２．６　重组脂肪酶的底物特异性检测

重组脂肪酶ＬＩＰ１的底物特异性采用比色法［１７］测

定。在１．５ｍＬＥＰ管中加入 ８０μＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（５０
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．５），依次加入１０μＬ稀释至２００Ｕ／ｍＬ的
１．２．３发酵上清液和１０μＬ不同链长的对硝基苯酚酯
（Ｃ４、Ｃ８、Ｃ１０、Ｃ１２、Ｃ１４和Ｃ１６），３５℃反应５ｍｉｎ，最后加
入１００μＬ１％的ＳＤＳ溶液终止反应，在４０５ｎｍ下测定
吸光值，以测定酶活最高时底物下的酶活为１００％，计
算其他底物下的相对酶活。
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１．２．７　数据处理
所有试验进行３次平行，结果以平均值表示。

采用Ｏｒｉｇｉｎ８．１软件对数据进行作图，同时进行单
因素方差分析。

２　结果与分析
２．１　载体构建和毕赤酵母转化

按１．２．１方法进行载体的构建和毕赤酵母转化，菌
落ＰＣＲ验证和ＢＭＭＹ－罗丹明Ｂ平板筛选结果见图１。

　

　注：Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１．特异性引物 ＰＣＲ验证产物（图 Ａ）；
１．毕赤酵母阳性转化子菌落ＰＣＲ（图Ｂ）；ＣＫ．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ
（图Ｃ）；１～１３．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＬＩＰ１（图Ｃ）
图１　菌落ＰＣＲ验证和ＢＭＭＹ－罗丹明Ｂ平板筛选结果

　　由图１Ａ可看出，ＬＩＰ１（含ＨＡ标签）全长为８７０
ｂｐ，与重组质粒经 ＬＩＰ１上下游特异性引物 ＰＣＲ获
得的条带大小一致，说明重组质粒载体 ｐＰＩＣ９Ｋ－

ＬＩＰ１构建成功。由图１Ｂ可看出，经 Ｇ４１８的 ＹＰＤ
平板梯度筛选出的含多拷贝基因重组菌株，采用

ｐＰＩＣ９Ｋ通用引物进行菌落 ＰＣＲ验证发现，结果与
预期相符。由图１Ｃ可看出，重组菌株经 ＢＭＭＹ－
罗丹明 Ｂ平板培养，平板上出现大小不一的透明
圈，筛选存在最大透明圈的菌株用于 ＬＩＰ１的表达。
２．２　脂肪酶在毕赤酵母中的表达

将１．２．１经ＢＭＭＹ－罗丹明Ｂ平板筛选的透明
圈最大的重组酵母菌株 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＬＩＰ１按
１．２．３方法发酵，发酵上清液进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，
并以ＨＡ为标签，进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析，结果如图２
所示。由图２Ａ可看出，重组菌株在约３２ｋＤａ处出现
条带，与目的蛋白大小相符，通过碱滴定法测定ＬＩＰ１
的酶活达到５７６Ｕ／ｍＬ。由图２Ｂ可看出，在３２ｋＤａ
位置确实存在条带。因此，结合 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析结果表明 ＬＩＰ１在毕赤酵母中成功
表达。

　
　注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；１．发酵上清液中的ＬＩＰ１

图２　脂肪酶的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析

２．３　信号肽对脂肪酶在毕赤酵母中表达水平的影响
为提高ＬＩＰ１在毕赤酵母中的分泌效率，本研究

优化了ＬＩＰ１的分泌型信号肽，如表１所示。

表１　本研究所用的信号肽

信号肽 来源 氨基酸序列

Ｄ１ｓｓ α信号肽中去５７～７０位氨基酸的序列
ＭＲＦＰＳＩＦＴＡＶＬＦＡＡＳＳＡＬＡＡＰＶＮＴＴＴＥＤＥ
ＴＡＱＩＰＡＥＡＶＩＧＹＳＤＬＥＧＤＦＤＶＡＶＬＰＦＳＡＳＩ

ＡＡＫＥＥＧＶＳＬＥＫＲＥＡＥＡ

Ｄ２ｓｓ α信号肽中去５７～７４位氨基酸的序列
ＭＲＦＰＳＩＦＴＡＶＬＦＡＡＳＳＡＬＡＡＰＶＮＴＴＴＥＤＥ
ＴＡＱＩＰＡＥＡＶＩＧＹＳＤＬＥＧＤＦＤＶＡＶＬＰＦＳＡＫ

ＥＥＧＶＳＬＥＫＲＥＡＥＡ

Ｆｓｓ 铁还原酶 ＭＲＮＨＬＮＤＬＶＶＬＦＬＬＬＴＶＡＡＱＡ

Ｍｓｓ α信号肽中增加部分氨基酸的序列

ＭＡＩＰＲＦＰＳＩＦＩＡＶＬＦＡＡＳＳＡＬＡＡＰＶＮＴＴＴＥ
ＤＥＴＡＱＩＰＡＥＡＶＩＧＹＳＤＬＥＧＤＦＤＶＡＶＬＰＦＳ
ＮＳＴＮＮＧＬＬＥＥＡＥＡＥＡＥＰＫＦＩＮＴＴＩＡＳＩＡＡＫ

ＥＥＧＶＳＬＥＫＲＥＡＥＡＹＶ

Ｗｓｓ － ＭＲＲＲＡＩＰＬＬＬＬＬＬＬＬＬＬＬＧＳＳＡＬＡ
Ｇｓｓ 葡萄糖苷酶 ＭＳＦＲＳＬＬＡＬＳＧＬＶＣＴＧＬＡ
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　　由表１可知，选取６种毕赤酵母同源的分泌型
信号肽，成功构建出６株不同信号肽替换优化的重
组毕赤酵母菌株 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｄ１ｓｓ－ＬＩＰ１、
ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｄ２ｓｓ－ＬＩＰ１、ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ －
Ｆｓｓ－ＬＩＰ１、ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＬＩＰ１、ＧＳ１１５／
ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｗｓｓ－ＬＩＰ１和ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｇｓｓ－ＬＩＰ１。
采用ＢＭＭＹ－罗丹明Ｂ平板进行筛选，挑选透明圈最
大的转化子按１．２．３方法进行摇瓶发酵。发酵上清
液中ＬＩＰ１的蛋白表达水平和酶活测定结果如图３
所示。

　注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；ＣＫ．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＬＩＰ１；１．ＧＳ１１５／

ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｄ１ｓｓ－ＬＩＰ１；２．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ －Ｄ２ｓｓ－ＬＩＰ１；

３．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｆｓｓ－ＬＩＰ１；４．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＬＩＰ１；

５．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｗｓｓ－ＬＩＰ１；６．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｇｓｓ－ＬＩＰ１

图３　不同信号肽对脂肪酶分泌表达的影响

　　由图３可看出，信号肽 Ｄ１ｓｓ、Ｄ２ｓｓ、Ｆｓｓ、Ｍｓｓ优
化菌株均在３２ｋＤａ处有条带，且信号肽 Ｄ１ｓｓ、Ｄ２ｓｓ
及Ｍｓｓ均可促进ＬＩＰ１的分泌表达，对应的发酵上清
液中ＬＩＰ１酶活分别达到６７４、６４０、８３５Ｕ／ｍＬ，是出
发菌株 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＬＩＰ１（ＣＫ）酶活的 １．１７、
１．１１倍及１．４５倍，其中信号肽 Ｍｓｓ的分泌效果最
强。因此，筛选菌株 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＬＩＰ１进
行下一步的优化试验。

２．４　分子伴侣对脂肪酶在毕赤酵母中表达水平的
影响

以ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＬＩＰ１作为出发菌株，
按１．２．２分子伴侣共表达优化方法成功构建６株共
表达不同分子伴侣的重组毕赤酵母菌株 ＧＳ１１５／
ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＢＭＨ２－ＬＩＰ１、ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－

ＨＡＣ－ＬＩＰ１、ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＫＥＸ２－ＬＩＰ１、
ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＳＳＡ４－ＬＩＰ１、ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－
Ｍｓｓ－ＰＤＩ－ＬＩＰ１和 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＵＢＣ１－
ＬＩＰ１，并采用ＢＭＭＹ－罗丹明Ｂ平板进行筛选，挑选
透明圈最大的转化子按１．２．３方法进行摇瓶发酵。
以ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＬＩＰ１菌株作为对照，测定
发酵上清液中ＬＩＰ１的蛋白表达水平及酶活，结果如
图４所示。

　注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；ＣＫ．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＬＩＰ１；１．ＧＳ１１５／

ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＢＭＨ２－ＬＩＰ１；２．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－

ＨＡＣ－ＬＩＰ１；３．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ －Ｍｓｓ－ＫＥＸ２－ＬＩＰ１；

４．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＳＳＡ４－ＬＩＰ１；５．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－

Ｍｓｓ－ＰＤＩ－ＬＩＰ１；６．ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＵＢＣ１－ＬＩＰ１

图４　ＬＩＰ１的分子伴侣共表达优化

　　由图４可看出：６种分子伴侣共表达菌株均在
３２ｋＤａ处有条带，其中分子伴侣 ＳＳＡ４、ＢＭＨ２、ＨＡＣ
以及ＰＤＩ均可促进ＬＩＰ１的分泌表达，对应发酵上清
液中ＬＩＰ１酶活分别达到 １１３６、９７０、８８５Ｕ／ｍＬ和
１０３０Ｕ／ｍＬ，分别为出发菌株的１．３６、１．１６、１．０５倍
和１．２３倍，分子伴侣 ＳＳＡ４效果最好；而 ＫＥＸ２和
ＵＢＣ１的共表达抑制了ＬＩＰ１的分泌，降低了ＬＩＰ１的
酶活。总之，基于组合优化策略，依次经过密码子偏

好性优化、目的基因多拷贝、信号肽优化以及分子伴

侣共表达优化，最终筛选出一株脂肪酶活性最高的

菌株 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＳＳＡ４－ＬＩＰ１，其酶活达
到１１３６Ｕ／ｍＬ，是已报道的未经过组合策略优化的
ＬＩＰ１表达于毕赤酵母中酶活［９］的７．２８倍。说明本
研究采用的组合优化策略能显著提高 ＬＩＰ１在毕赤
酵母中的表达水平。
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２．５　重组毕赤酵母的高密度发酵
重组酵母在发酵罐中高密度发酵，是进一步提高

ＬＩＰ１重组表达效率的有效方法。Ｘｕ等［１８］利用３Ｌ发
酵罐发酵培养皱褶念珠菌脂肪酶的酵母重组菌，在高

密度发酵１３０ｈ后，脂肪酶活性达到１３４９０Ｕ／ｍＬ，相对
于摇瓶培养提高了７．６７倍。按１．２．４方法利用５Ｌ发
酵罐对ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－Ｍｓｓ－ＳＳＡ４－ＬＩＰ１菌株进行高
密度发酵，每隔２４ｈ取样，测定重组菌株的ＯＤ６００、细胞
干质量、脂肪酶的蛋白表达水平及酶活，结果如图５
所示。

　注：Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ；２４、４８、７２、９６、１２０、１４４、１６８ｈ分别为甲醇诱

导时间

图５　重组毕赤酵母的高密度发酵

　　由图５可看出，随着诱导时间延长，重组ＬＩＰ１的
酶活和蛋白表达水平逐渐增加，当诱导时间达到

１４４ｈ时，重组ＬＩＰ１的酶活最高，达到１２１５０Ｕ／ｍＬ，
是摇瓶发酵酶活的１０．７倍，说明高密度发酵实现了
ＬＩＰ１在重组酵母中高效表达和积累。随着诱导时
间的延长，重组菌株的ＯＤ６００和细胞干质量也在不断
增加，在诱导时间为 １６８ｈ时，细胞干质量达到最
大，为１２０．５ｇ／Ｌ。总之，基于组合优化策略的实施，
可在发酵上清液中获得大量重组 ＬＩＰ１（见图５Ａ），

有利于重组ＬＩＰ１进一步在产业化生产中的分离和
纯化。

２．６　重组脂肪酶的底物特异性（见图６）

图６　重组ＬＩＰ１的底物特异性

　　脂肪酶特殊的底物特异性很大程度上决定了其
在工业化中应用的领域［１９］。由图 ６可看出：重组
ＬＩＰ１对不同链长的对硝基苯酚酯的水解能力差异
很大，其对中链脂肪酸底物（Ｃ８和Ｃ１０）呈现较高活
性，最适底物为Ｃ８链长的对硝基苯酚酯；而当底物
碳链长度大于１２或低于８时，重组 ＬＩＰ１的催化活
力显著降低，表明重组ＬＩＰ１对中链底物具有特异性
的亲和力，能够特异性地水解生成大量的中链脂肪

酸。由于中链脂肪酸独特的生理生化功能，常应用

于医药、保健食用油及养殖业等领域［２０］，因而重组

ＬＩＰ１在中链脂肪酸的工业化生产中具有潜在的应
用价值。

３　结　论
通过对杜邦嗜热菌来源的脂肪酶密码子的偏好性

进行优化，结合Ｇ４１８高浓度抗性筛选和ＢＭＭＹ－罗丹
明Ｂ平板筛选，获得了一株脂肪酶活性较高的重组酵
母菌株ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＬＩＰ１，其酶活为５７６Ｕ／ｍＬ；然
后，通过信号肽优化和分子伴侣共表达优化，获得一

株高效表达脂肪酶的毕赤酵母菌株ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－
Ｍｓｓ－ＳＳＡ４－ＬＩＰ１，其酶活达到 １１３６Ｕ／ｍＬ；采用
５Ｌ发酵罐进行高密度发酵，诱导１４４ｈ后，脂肪酶
酶活最高，达到１２１５０Ｕ／ｍＬ，是摇瓶发酵的 １０．７
倍。通过测定重组脂肪酶的底物特异性发现，其对

中链（Ｃ８）底物的对硝基苯酚酯存在特异性的催化
活性。后续研究将基于对高密度发酵进行优化，进

一步提高 ＬＩＰ１的重组表达水平，为重组 ＬＩＰ１规模
化生产和产业化应用奠定基础。
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