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摘  要 : 巴斯德毕赤酵母是当前应用最为方便和广泛的外源蛋白表达系统之一，为了进一步提高其表达外源蛋白

的能力，文中建立了基于液滴微流控的毕赤酵母高通量筛选方法，并以木聚糖酶融合荧光蛋白为例，筛选获得木

聚糖酶表达和分泌能力提高的突变株。通过 PCR 扩增得到木聚糖酶 xyn5 基因和绿色荧光蛋白 gfp 基因融合片段，

并克隆到毕赤酵母表达载体 pPIC9K 中构建出木聚糖酶融合绿色荧光蛋白的质粒 pPIC9K-xyn5-gfp，电转化至毕赤

酵母 GS115 中得到表达木聚糖酶和绿色荧光蛋白的毕赤酵母 SG 菌株。该菌株经过常压室温等离子体诱变后进行

单细胞液滴包埋，液滴培养 24 h 后进行微流控筛选，获得高表达木聚糖酶的突变菌株，进而用于下一轮的诱变

突变库构建和筛选。以此类推，经过 5轮液滴微流控筛选，获得一株高产菌株 SG-m5，其木聚糖酶活为 149.17 U/mg，

较出发菌株提升 300%，分泌外源蛋白的能力较出发菌株提高 160%。文中建立的毕赤酵母单细胞液滴微流控高通

量筛选方法能达到每小时 10 万菌株的筛选通量，筛选百万级别的菌株库仅需 10 h，消耗荧光试剂体积 100 μL，

对比传统的微孔板筛选方法降低试剂成本近百万倍，为高效、低成本筛选获得表达和分泌外源蛋白能力提高的毕

赤酵母提供了一条新途径。 
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Abstract:  Pichia pastoris is one of the most convenient and widely used heterologous protein expression systems. To further 
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improve its ability to express heterologous proteins, we developed a high-throughput P. pastoris screening method based on 

droplet microfluidic and demonstrated the method by screening and obtaining mutants with enhanced xylanase expression and 

secretion abilities. We used PCR (Polymerase Chain Reaction) amplification to obtain a fusion fragment of xylanase xyn5 gene 

and green fluorescent protein gfp gene, and cloned this fragment into pPIC9K, the expression vector of Pichia pastoris, to 

construct the plasmid pPIC9K-xyn5-gfp that recombined the DNA fragments of xylanase and green fluorescent protein. After 

this plasmid entered P. pastoris GS115 by electroporation, the P. pastoris SG strain that could express xylanase and green 

fluorescent protein was obtained. The above-said strains were then mutagenized by atmospheric room temperature plasma and 

subsequently encapsulated to form single-cell droplets. After 24-hour cultivation of the droplets, microfluidic screening was 

carried out to obtain the mutant strain with high xylanase expression for further construction and screening of the next 

mutagenesis library. After five rounds of droplet microfluidic screening, a highly productive strain P. pastoris SG-m5 was 

obtained. The activity of the expressed xylanase was 149.17 U/mg, 300% higher than that of those expressed by the original 

strain SG. This strain’s ability to secrete heterologous protein was 160% higher than that of the original strain. With a 

screening throughput of 100 000 strains per hour, the high-throughput P. pastoris screening system based on single-cell 

droplet microfluidic developed by the present study screens a library with million strains in only 10 hours and consumes only 

100 µL of fluorescent reagent, thus reducing the reagent cost by millions of times compared with the traditional microplate 

screening and more importantly, providing a novel method to obtain P. pastoris with high abilities to express and secret 

heterologous proteins by efficient and low-cost screening. 

Keywords:  Pichia pastoris, droplet microfluidics, high-throughput screening, single cell, heterologous protein expression, 

protein secretion 

巴斯德毕赤酵母 Pichia pastoris 表达系统是

20 世纪 80 年代开发的一种外源蛋白真核表达系

统。该表达系统既具有原核表达系统操作简单、

成本低等特点，也具有真核表达系统的优质性，

如糖基化、蛋白磷酸化等蛋白翻译后的修饰功能，

因此很快成为了应用最为广泛的外源基因表达系

统之一，已经成功地表达了包括激素、疫苗、细

菌毒素、酶及其衍生物等超过 1 000 种外源蛋白[1]。

虽然毕赤酵母表达系统是当前最有效、最方便的

外源蛋白表达系统之一，但是仍存在外源基因不

稳定、分泌效率差异、蛋白表达量低等问题[2]。

为此，人们从外源基因、宿主菌、表达载体、翻

译后修饰和发酵条件等方面对毕赤酵母表达系统

进行优化，并通过平板或孔板的筛选方法来获得

性能提高的表达菌株[3]。然而，这种常规的筛选

方法存在成本高、耗时长、通量低等问题，无法

快速有效地筛选出高表达菌株，因此建立一种有

效的高通量筛选方法具有重要意义。 

液滴微流控技术是近些年发展起来的高通量

筛选新技术，该技术通过在几个平方厘米的芯片

上设计制备若干微通道，并在这些微通道内进行 

样品制备、反应、分离、检测及细胞培养、检测

和分选等操作步骤的一种技术平台[4]。液滴微流

控的筛选系统最大的优势在于可以将单细胞包埋

在液滴中，每个液滴皆可作为独立的微反应器进

行细胞的培养及其代谢物或酶生产，并通过对液

滴内物质信号的检测进行分析与分选。其最高筛

选通量达 108/d，具有检测试剂消耗成本低、速度

快、通量高的显著特点，实现了包括大肠杆菌、

枯草芽孢杆菌、酿酒酵母等不同类型微生物宿主

生产酶或代谢产物的高通量筛选 [5-9]。在本研究

中，我们以木聚糖酶为例，通过单细胞液滴包埋

条件、液滴培养和筛选时间等参数优化，建立了

基于液滴微流控的毕赤酵母表达系统的高通量筛

选方法，为获得表达和分泌外源蛋白能力提高的

毕赤酵母工程菌株提供了一条新途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

克隆宿主菌大肠杆菌 Escherichia coli DH5α，
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购自北京全式金公司；表达宿主菌毕赤酵母

Pichia pastoris GS115 为实验室保藏菌种，木聚糖

基 因 xyn5 来 源 于 芽 孢 杆 菌 Bacillus sp. 

QH14/XynQH14，重组质粒 pPIC9K-xyn5-gfp 和含

外源 xyn5-gfp 的毕赤酵母重组子 P. pastoris SG 由

本实验构建。 

1.1.2  培养基 

大肠杆菌生长液体培养基 LB：酵母粉 5.0 g/L，

胰蛋白胨 10.0 g/L，NaCl 10.0 g/L。 

酵母生长液体培养基 YPD：酵母粉 5.0 g/L，

胰蛋白胨 10.0 g/L，葡萄糖 10.0 g/L。 

转化及筛选固体培养基 MD：YNB 13.4 g/L，

生物素 4×10–4 g/L，葡萄糖 10.0 g/L，琼脂 20.0 g/L。 

诱导培养基 BMGY：酵母粉 5.0 g/L，胰蛋白

胨 10.0 g/L，YNB 13.4 g/L，生物素 4×10–4 g/L，磷

酸氢二钾 1.95 g/L，磷酸二氢钾 5.9 g/L，甘油 10.0 g/L。 

诱导培养基 BMMY：酵母粉 5.0 g/L，胰蛋白

胨 10.0 g/L，YNB 13.4 g/L，生物素 4×10–4 g/L，

磷酸氢二钾 1.95 g/L，磷酸二氢钾 5.9 g/L，甲醇

2.5 mL。 

1.1.3  主要试剂 

DNA Marker 购自北京博迈德生物技术有限

公司。限制性内切酶 (EcoRⅠ、NotⅠ、BglⅡ)、

T4 DNA连接酶均购自 New England Biolabs (NEB) 

公司。Fast Pfu、dNTPs 购自北京全式金公司。DNA

质粒提取试剂盒购自 Axygen 公司。琼脂糖凝胶

电泳胶回收试剂盒和快速纯化试剂盒购自北京康

为 世 纪 生 物 科 技 有 限 公 司 。 榉 木 木 聚 糖 

(Beechwood xylan) 购自 Sigma 公司。其他试剂均

为国产试剂。液滴微流控所用荧光底物、试剂和

芯片购自杰灵科学仪器有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  重组质粒的构建 

用 DNA 质粒提取试剂盒提取 pPIC9K 质粒，

经过 EcoRⅠ和 NotⅠ过夜双酶切后，用琼脂糖凝

胶电泳胶回收试剂盒回收载体片段。将 800 bp 的

绿色荧光蛋白 gfp 片段和 600 bp 的木聚糖酶 xyn5

通过 PCR (PCR 扩增条件：95  5 min℃ ；95  20 s℃ ，

55  20 s℃ ，72  1.5 min℃ ，共 35 个循环；72  5 min℃ )

融合得到 1 400 bp 的木聚糖酶融合绿色荧光蛋白

xyn5-gfp 片段，EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切后回收，

用 T4 DNA 连接酶与酶切回收的载体 pPIC9K 连

接，转化至 E. coli DH5α 感受态细胞，涂布于 LB

平板，37 ℃培养，挑取单菌落进行阳性克隆验证。

采用通用引物 5′-AOX1 (5′-GACTGGTTCCAATTGAC 

AAGC-3′) 和 3′-AOX1 (5′-GCAAATGGCATTCTG 

ACATCC-3′) 进行测序验证 (北京华大基因)，测

序正确的重组质粒命名为 pPIC9K-xyn5-gfp。 

1.2.2  毕赤酵母细胞的电击转化及诱导表达 

重组表达质粒 pPIC9K-xyn5-gfp 经 BglⅡ过夜

酶切线性化后切胶回收，将 10 μg 线性化片段与

80 μL 毕赤酵母 GS115 感受态混合置于 0.2 cm 电

转杯，冰浴 10 min，采用电穿孔法 1.1 kV 电压电

击后加入 500 μL 山梨醇，30 ℃静置 2 h 后涂布于

MD 平板至出现转化子。 

将重组毕赤酵母菌株接种于含有 2 mL YPD

培养基的试管中，30 ℃、250 r/min 培养 14 h，测

定细胞浊度，当 OD600为 0.1时转接至 2 mL BMGY

培养基中，30 ℃、250 r/min 培养 14 h，8 000 r/min

离心 2 min 收集细胞，用无甲醇的 BMMY 培养基

洗涤重悬后，当 OD600 为 1 时转接至 5 mL BMMY

培养基 (含终浓度 1%的甲醇)，30 ℃、250 r/min

诱导 24 h 后，荧光显微镜观察 GFP 荧光蛋白表达

信号。 

1.2.3  液滴包埋方法 

菌株接种于 2 mL YPD 培养基中，30 ℃、

250 r/min 培养 14 h，当 OD600 为 0.1 时转接至

BMGY 培养基，30 ℃、250 r/min 培养 14 h，菌

体洗涤重悬当 OD600 为 1 时转接至 5 mL BMMY

无甲醇培养基中，超声处理 (超声破碎仪总功率



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1320 

950 W，使用功率 4%，超声 9.9 s，停 9.9 s，共     

1 min) 获得单分散的毕赤酵母细胞[10]。随后采用

液滴生成芯片制备单细胞液滴，其中水相为含有

不同成分的细胞悬浮液，主要包含：20 μL 不同

菌体浓度 (OD600 为 0.5 或者 0.3) 的单分散毕赤

酵母细胞悬液，加入到培养基 BMMY (含终浓度

5% BSA 和 1%甲醇)，总体积 200 μL。根据实验

需要，在上述水相中添加终浓度为 10 μmol/L 或

者 20 μmol/L 的荧光检测底物 S13 (激发波长 Ex 

532 nm，发射波长 Em 610 nm)。将油相和水相分

别加入到 1 mL 注射器内，注射器置于注射泵中

与芯片连接，设定油相 300 μL/h，水相 100 μL/h，

通过液滴制备芯片制备单细胞液滴，生成液滴直

径约 25 μm，单细胞液滴 30 ℃静置培养至所需时

间后进行信号检测。 

1.2.4  常压室温等离子体诱变方法 

将菌株接种于 2 mL YPD 试管中，30 ℃、

250 r/min 培养 14 h，5 000 r/min 离心 5 min 去除

培养基，用生理盐水重悬菌体，测定 OD600 值。

当 OD600 为 1 时转接至 5 mL 生理盐水中超声处

理。将常压室温等离子体 (Atmospheric and room 

temperature plasma) ARTP 处理仪专用的载片在酒

精灯上灼烧灭菌，冷却后取 10 μL 菌液均匀涂在

载片上，用镊子夹取载片置于等离子诱变仪的载

片凹槽之中。参数设置为：载气：高纯氦气

(99.999%)；入射功率 200 W；载体流速：10 SLM；

处理温度：25 ℃；反射功率：40 W；调节载台下

方旋钮，使载片处于气流端口 2 mm 处，照射时

间分别为 0、30、40、50、60、90 s 进行诱变，

诱变处理结束后，将载片置于装有 1 mL 生理盐水

离心管中，用涡旋振荡清洗 2 min，将载片上的菌

体全部洗脱，得到的菌悬液稀释 100 倍，取 100 μL

涂布于 YPD 平板上，以 0 s 作为对照，30 ℃静置

培养至长出单菌落。观察不同照射时间对致死率

的影响。 

致死率(%)=(B−A)/B×100%            (1) 

式中，A 为 ARTP 诱变处理组平板上的菌落

数；B 为未经 ARTP 诱变处理的出发菌株平板上

的菌落数。 

从上述计算致死率的 YPD 平板上，按照不同

的诱变处理时间条件挑选适量菌株 (记录为总菌

株数)，培养后进行荧光信号检测。以 0 s 平板上

的单菌落作为对照菌株，荧光信号高于对照菌株

的菌株统计为正突变株。 

正突变率(%)=正突变菌株数/总菌株数×100% 

                                 (2) 

1.2.5  液滴微流控筛选 

菌株经 ARTP 诱变后涂布于 YPD 平板上，14 h

后洗脱菌体，当 OD600 为 0.3 时进行包埋，方法见

1.2.3。液滴静置于恒温培养箱 30 ℃培养 24 h，筛

选时设定液滴流速为 10–15 μL/h，油相流速为

200–250 μL/h，液滴筛选速度约 250 Hz，分选阈值

为液滴细胞信号最高的 0.1%，收集约 200–250 个  

液滴至 1 mL YPD EP 管中，分别涂布于多个 YPD

平板中，30 ℃培养待长出单菌落。 

1.2.6  突变株摇瓶发酵 

筛选后在 YPD 平板中随机挑选一些单菌落

接种于 2 mL YPD 培养基中，30 ℃、250 r/min 培

养 14 h，当 OD600 为 0.1 时转接至 2 mL BMGY 培

养基，30 ℃、250 r/min 培养 14 h，洗脱重悬后当

OD600为 1 时转接至 5 mL BMMY 甲醇培养基诱导

24 h。分别用酶标仪测定各菌株的 OD600，全细胞

和上清荧光值 (激发波长 Ex 490 nm，发射波长 Em 

520 nm)，DNS 法测定酶活。 

1.2.7  酶活检测 

通过 DNS 法检测木聚糖酶活性[11]。取 20 μL

适当稀释倍数的表达酶液，加入 180 μL 1%木聚

糖底物溶液，50 ℃ 保温 15 min 后加入 300 μL 

DNS显色试剂终止反应，沸水浴 8 min，加入 1.5 mL 

蒸馏水，在 540 nm 波长测定还原糖含量(以木糖
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计)，使用灭活的酶液作为对照。以木糖为底物绘

制标准曲线，计算木聚糖酶酶活。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒的构建 

本研究中我们通过木聚糖酶融合绿色荧光蛋

白的方式，将木聚糖酶的表达量和酶活性转化为

液滴微流控筛选所需的荧光信号，为后续根据荧

光信号的强弱进行工程菌株分选奠定基础。 

将从 Bacillus sp. QH14/XynQH14 PCR 扩增

的木聚糖酶 xyn5 片段和绿色荧光蛋白 gfp 通过

PCR 扩增融合得到 1 400 bp 的 xyn5-gfp 片段，并

构建至毕赤酵母重组载体 pPIC9K 上。对转化子

提取质粒和 EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切的验证结果表

明，琼脂糖凝胶电泳分析显示 1 400 bp 大小的

xyn5-gfp 目的片段和 9 000 bp 载体片段 (图 1)。

进一步测序结果表明酵母重组表达载体 pPIC9K- 

xyn5-gfp 构建正确。 

2.2  重组质粒的转化与表达鉴定 

毕赤酵母表达系统中外源目的基因需要整合

到酵母染色体中进行稳定表达。实验中，我们通

过电转化方法将重组质粒 pPIC9K-xyn5-gfp 导入 

 

 
 

图 1  重组质粒的酶切鉴定 

Fig. 1  Identification of recombinant plasmids with 
enzyme digestion. 1–3: pPIC9K-xyn5-gfp digested with 

EcoRⅠand NotⅠ; M: DNA marker. 

到毕赤酵母 GS115 中进行整合。通过提取基因组

以 pPIC9K 载体通用引物 5ʹAOX1 和 3ʹAOX1 进行

PCR 扩增验证整合效率。琼脂糖凝胶电泳检测结

果表明 PCR 扩增条带 1 400 bp 与外源基因片段

xyn5-gfp 大小一致，表明毕赤酵母 GS115/pPIC9K- 

xyn5-gfp 构建成功。 

上述转化子经含有 1%甲醇的 BMMY 培养基

诱导培养 24 h 后，置于荧光显微镜检测。空宿主

菌株 GS115 未见绿色荧光，转化成功的转化子可

见细胞呈绿色荧光 (图 2)，表明整合到染色体上

的外源荧光蛋白 gfp 基因成功表达。其中，荧光

表达信号最强的重组转化子 P. pastoris SG 作为后

续实验出发菌株。 

2.3  液滴微流控筛选方法建立 

2.3.1  单细胞液滴包埋条件优化 

液滴微流控技术可以将单细胞包埋在液滴

中，每个液滴皆可作为独立的微反应器进行细胞

的培养及其代谢物或酶生产，并根据液滴的物质

信号进行检测和分选。前期研究结果表明，毕赤

酵母细胞存在多细胞粘连现象(图 2)，为获得最佳 

 

 
 

图 2  毕赤酵母与重组毕赤酵母转化子荧光显微镜图 

Fig. 2  Fluorescence microscopy of empty host    
P. pastoris GS115, or the recombinant transformant    
P. pastoris SG (GS115/pPIC9K-xyn5-gfp). 
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的单细胞液滴包埋效果，本研究分别从粘连细胞

的超声分散处理和液滴包埋起始细胞浓度两方面

进行探究。 

超声处理 1 min 后，毕赤酵母的粘连聚集情

况显著下降，95%以上为分散的单细胞。按照泊

松分布计算，当起始细胞浓度 OD600 为 0.3 时，理

论单细胞液滴包埋率是 19.2%。实验结果表明超

声处理显著提高了单细胞包埋率，经过超声处理

后，实际得到的单细胞包埋率是 13%，比未经超

声处理的单细胞包埋率高 13 倍。当增大起始细胞

浓度 (OD600 为 0.5) 时，实际得到的单细胞包埋

率仅为 8% (表 1)。实时观测显示过高的起始细胞

浓度易造成细胞在微流控芯片内堆积成团，使得

实际分散细胞的数目减少，致使细胞液滴包埋率

降低。综上，最终确定最佳单细胞液滴包埋条件

为菌体超声分离处理 1 min，细胞起始OD600为 0.3。 

2.3.2  液滴内木聚糖酶的荧光检测 

荧光底物是探测酶活性的灵敏手段，本研究

通过木聚糖酶的酶促催化反应，将无荧光的底物

Sxyn13 生成有荧光的产物，并根据反应前后荧光

强度变化评价工程菌的木聚糖酶活性。 

在单细胞液滴制备过程中，加入 20 μmol/L 或者

10 μmol/L 浓度的荧光反应底物 Sxyn13 与细胞共同

包埋在液滴。静置培养细胞不同时间后，通过观察

不产木聚糖酶的空宿主对照菌 (P. pastoris GS115) 

和产木聚糖酶的工程菌 (P. pastoris SG) 液滴内

的荧光信号强度，检测不同条件下的木聚糖 

 
表 1  不同条件下液滴的单细胞包埋率 

Table 1  Single cell encapsulation rates 
OD600 Treatment Theoretical rate (%) Actual rate (%)

0.3 No 19.2 1.0 

0.3 Yes 19.2 13.0 

0.5 Yes 27.2 8.0 

Treatment: ultrasound treatment to disperse adherent cells; 
Theoretical rate (%): theoretical single cell droplets 
proportion; Actual rate (%): actual single cell droplets 
proportion. 

酶表达量和酶活性。结果表明，随着底物浓度增

高，液滴荧光信号增强；随着细胞液滴培养时间

的增加，液滴内的荧光信号强度也同时增强，且

未包埋细胞的空液滴也存在较强的背景荧光信

号。在底物浓度为 20 μmol/L 时，工程菌 SG 的液

滴荧光信号略强于对照菌株 GS115 的荧光信号，但

两者差显不著异(图 3)。当底物浓度降低为 10 μmol/L

时，不同液滴间的荧光信号差异与高底物浓度时

类似，未见明显差异。综上，采用荧光底物获得

荧光信号强弱差异用于筛选高酶活菌株的方式不

适合本研究。 

2.3.3  液滴培养时间的优化 

单细胞液滴随着培养时间增加，液滴内的工

程菌表达木聚糖酶和融合的荧光报告蛋白表达量

增大。我们通过对不同培养时间(16 h、24 h 和 48 h)

的单细胞液滴内融合荧光蛋白的荧光信号和木聚

糖酶活性测定，探索了空宿主菌株和工程菌株的

表达差异和最适液滴培养时间。随着时间增加，

工程菌株 SG 的荧光蛋白表达量增加，液滴的荧

光信号对应增强(图 4A)。酶标仪测定木聚糖酶的

结果显示，SG 工程菌株的木聚糖酶酶活随着时间

增加显著增大，在 24 h 时 SG 工程菌株的木聚糖

酶酶活比 GS115 空宿主对照菌株提高近 4 倍(图

4B)。结果显示木聚糖酶酶活性的变化趋势和液滴 

 

 
 

图 3  对照菌和工程菌液滴的木聚糖酶酶活检测荧光

信号图 

Fig. 3  Fluorescence microscopy of xylanase activity in 
droplets with 20 μmol/L substrate S13. 
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图 4  液滴 GFP 荧光信号和木聚糖酶活检测 

Fig. 4  Detection of GFP fluorescence signal and 
xylanase activity in cell droplets. (A) GFP fluorescence 
microscopy of SG cell droplets. (B) Xylanase activities 
of P. pastoris GS115 and SG. 

 

荧光信号一致，可以通过 GFP 荧光信号的强弱

间接反映木聚糖酶酶活，用于液滴微流控筛选。

继续培养至 48 h 时检测，两种菌株的差异信号

未见明显增加，考虑缩短筛选周期的需求，因此

单细胞液滴培养 24 h 后进行液滴微流控高通量

分选。 

通过上述研究，确定了液滴微流控的检测

筛选条件为：细胞经 1 min 间歇超声处理分散成

单细胞后，调整细胞起始浓度 OD600 为 0.3 制备

单细胞液滴，液滴培养在含有 1%甲醇的 BMMY

培养基，30 ℃诱导培养 24 h 后进行液滴微流控

筛选。  

2.4  ARTP 诱变和突变体菌株库构建 

ARTP 诱变通过控制等离子强度破坏其 DNA

结构，进而改变其生物特性，较高的致死率能获

得有效的突变率，研究表明致死率 90%以上效果

较佳[12]。分别选取 0、30、40、50、60、90 s 共

计 6 个不同的 ARTP 处理时间，对出发菌株 SG

进行诱变处理并统计菌落数，绘制致死率曲线 

(图 5)。结果显示 30 s 内致死率急速增长到 60%，

从 40 s 到 90 s 缓慢增大致死率接近 100%。根据

现代育种理论，当致死率在 90%–95%之间时，突

变库中突变体正向突变概率最大[13]，结合致死曲

线图可知当诱变时间为 60 s 时，突变库致死率为

95%处于最佳诱变致死区间，且该时间点的正突

变率为 20%，高于其他时间点的正突变率，因此

本实验选择 60 s 为最佳诱变时间。 

2.5  突变菌株库的液滴微流控筛选 

以 P. pastoris SG 为出发菌株，经 ARTP 诱变

后建立突变菌株库，进行单细胞液滴制备、培养

和筛选，得到蛋白荧光信号强的液滴涂布平板。

从筛选获得的单菌落中随机挑选出部分菌株，采

用摇瓶发酵，甲醇诱导 24 h 后测定发酵液上清的

荧光值及酶活，得到一株木聚糖酶高表达的菌株

SG-m1。以 SG-m1 为出发菌株，进行同样流程的

第二轮诱变建库和液滴微流控筛选，以此类推。

经过 5 轮筛选，突变菌株表达木聚糖酶的酶活力

逐步增加，最终得到一株木聚糖酶高表达菌株

SG-m5，发酵液上清的酶活力值为 149.17 U/mg，

比出发菌株 SG 提高 300% (图 6)。 

 

 
 

图 5  ARTP 诱变致死曲线 

Fig. 5  ARTP mutagenic lethal curve using P. pastoris 
SG. 
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图 6  菌株发酵上清液的木聚糖酶酶活 

Fig. 6  Xylanase activities fermentation supernatant of  
P. pastoris SG and mutant strains. 

 

2.6  菌株分泌特性研究 

通过测定菌体的发酵液的上清和细胞菌体的

荧光值，计算上清/细胞菌体的荧光比例来探究菌

株的分泌特性。 

将 5 轮依次筛选出的高表达菌株分别进行 50 mL

摇瓶发酵，甲醇诱导 24 h 后测定其 OD600 值，上

清荧光值、细胞菌体荧光值，并计算出分泌比例。

对菌体的细胞生长曲线和镜检结果表明，菌体处

于对数生长期，菌体完整未裂解，且菌体沉淀的

荧光信号高于菌体上清液的荧光信号。经过多轮

的液滴微流控筛选，获得的高产菌株不仅木聚糖

酶的产量得到提高，而且分泌能力也得到了提高，

对比出发菌株 SG，筛选获得突变菌株 SG-m5 的

分泌能力提高了 160% (图 7)。 
 

 
 

图 7  菌株分泌特性分析 

Fig. 7  Analysis of secretion characteristics of P. pastoris 
SG and mutant strains. 

3  讨论 

毕赤酵母作为一种成熟的外源蛋白表达系

统，已经实现了 1 000 多种外源蛋白的表达，其

多个优良的表达特性早已得到广泛验证，如分泌

效率高、遗传操作简单、培养成本低等。目前，

针对外源蛋白在毕赤酵母中的高效表达，一方面

在分子水平上对外源基因进行改造，能够大大提

高外源基因的表达，另一方面利用高通量筛选技

术来获得高表达菌株[3]。先前报道中，毕赤酵母

的筛选方法主要是基于平板等传统方法，如利用

刚果红染色法或者 G418 抗性筛选，其筛选的库

容量为 2 000 个左右[14-15]。由于毕赤酵母的外分

泌特性，表达的产物分泌到细胞外，不能使用针

对细胞筛选的流式细胞仪[16]。液滴微流控作为新

兴的高通量筛选方法，能将单细胞包埋在独立的

微反应器中，进行细胞的培养及其代谢物或酶表达，

并通过对液滴内物质信号的检测进行分析与分   

选[6-10]。本研究以木聚糖酶融合荧光蛋白的毕赤酵

母菌株为例，通过对单细胞液滴制备、液滴内荧

光信号检测、筛选模型测试等条件探索，建立了

毕赤酵母液滴微流控的筛选方法，其单细胞包埋

效果及分选速度和效果等与已报道的酿酒酵母液

滴微流控筛选体系具有可比性。本研究建立的毕

赤酵母液滴微流控筛选方法的筛选通量可以达到

每小时 10 万个菌株，筛选百万容量的菌株库仅需

10 h，消耗荧光试剂体积 100 μL，对比传统的微

孔板筛选方法降低试剂成本近百万倍，填补了毕

赤酵母高通量筛选技术的空缺，为高效、低成本

筛选获得表达和分泌外源蛋白能力提高的毕赤酵

母菌株提供了一条新途径。 
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