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摘  要: 将华根霉脂肪酶基因克隆到甲基营养型毕赤酵母中表达, 以甲醇利用快型菌株为宿主, 

在 7 L 发酵罐水平对脂肪酶基因拷贝数分别为 3、5、6 的 3 株基因重组菌——XY RCL-3、XY RCL-5、

XY RCL-6 进行高密度发酵调控, 同时研究了甲醇浓度对表达华根霉脂肪酶的影响。结果表明, 

XY RCL-5 在相同条件下发酵产酶能力高于 XY RCL-6 和 XY RCL-3, 最适甲醇诱导浓度控制在

0.1%±0.02%时, 酶活可达到 12 500 U/mL, 菌体干重达到 204 g/L, 蛋白浓度也能达到 8.02 g/L。 
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Abstract: The Rhizopus chinensis lipase genes was cloned and expressed in Mut+ methylotrophic 
Pichia pastoris with different gene dosage. The high-density fermentation of the recombinant Pichia 
pastoris with gene dosage of three (XY RCL-3), five (XY RCL-5) and six (XY RCL-6) was investigated 
on 7-liter fermenter. The impact of methanol concentration on Rhizopus chinensis lipase expression was 
also explored. Our results indicated that more Rhizopus chinensis lipase was produced in XY RCL-5 
produced than that of XY RCL-6 and XY RCL-3 under the same conditions. When methanol concentra-
tion was controlled at 0.10%±0.02%, the enzyme activity of Rhizopus chinensis lipase produced by XY 
RCL-5 could achieve 12 500 U/mL, and the dry weight of XY RCL-5 and protein concentration could 
reach 204 g/L and 8.02 g/L, respectively. 
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巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统是目

前应用最广泛的外源基因表达系统之一。该表达系

统具有醇氧化酶(Alcohol oxidase, AOX1)基因强启

动子, 可严格调控外源蛋白的表达; 同时作为真核

表达系统, 可对表达的蛋白进行翻译后的加工与修

饰, 从而使表达出的蛋白具有生物活性 [1−2]。此外, 

该酵母菌营养要求低、生长快、培养基廉价, 易于

进行操作和培养; 其高密度发酵技术业已成熟, 便

于工业化生产; 表达量高, 许多蛋白可达到每升克

级以上水平; 表达的外源蛋白可分泌到胞外, 分泌

的内源蛋白少, 外源蛋白分离纯化简便; 外源基因

通过质粒整合到基因组上, 基因工程菌株遗传稳定

性好[3]。迄今为止, 已有数百多种外源蛋白在此体系

中成功表达, 而且数量在不断增加[4]。 

基因剂量对外源蛋白表达有重要影响作用。许

多试验表明, 单拷贝的外源蛋白表达盒足够外源蛋

白的高效表达, 再增加拷贝数对外源蛋白表达量并

无显著影响。也有些实验表明拷贝数的增加对外源

蛋白的表达会有负效应。因此, 基因剂量对外源蛋

白表达水平的影响到底是正效应还是负效应, 各自

影响机理不尽相同[5]。 
对于以 AOX1 启动子诱导表达外源蛋白的重组

毕赤酵母 , 进入表达诱导期后 , 甲醇既是诱导物 , 

又是惟一的碳源。有研究表明, 过高的甲醇浓度会

抑制合成酶的活性, 同时增加了细胞的死亡率[6]。 

本文着重从重组毕赤酵母的基因剂量以及发

酵过程中诱导甲醇浓度对外源蛋白表达的影响进行

研究。 

1  材料与方法 

1.1  试验菌株、试剂和培养基 
1.1.1  菌种 : 本实验室构建重组巴斯德毕赤酵母

XY RCL-3, XY RCL-5, XY RCL-6, 表 达 载 体 为

pPIC9K, 外源基因来源于华根霉(Rhizopus chinen-
sis) CCTCCM201021 的前导肽脂肪酶基因, 表型为

Mut+型。 

1.1.2  培养基: 种子培养基(BMGY 培养基 , g/L): 

蛋白胨 20, 酵母提取物 10, YNB 13.4, 甘油 10, 
500×生物素 2 mL, pH 6.0 磷酸缓冲液 100 mL。用

250 mL 的三角瓶培养, 装液量 20%。 

基础盐培养基(BSM, g/L): 85% H3PO4 28.7 mL, 
CaSO4 0.93, K2SO4 18.2, MgSO4·7H2O 14.9, KOH 
4.13。用 BSM 基础盐配制成含 4% (W/V)甘油和

4 mL 微量元素 PTM1 的溶液。 
补料生长培养液: 50%甘油(W/V, 含 12 mL/L 的

PTM1)补料液。 

诱导培养液: 100%甲醇(含 12 mL/L 的 PTM1)诱
导液。 

PTM1(g/L): CuSO4·5H2O 6, KI 0.08, MnSO4·H2O 
3, Na2MoO4·2H2O 0.2, H3BO3 0.02, ZnSO4·7H2O 42.2, 
FeSO4·7H2O 65, CoC12·6H2O 0.5, Biotin 0.2, H2SO4 
5 mL。 

1.2  主要仪器 
高速冷冻离心机 3K15: 美国 Sigma-aldrich 公

司; UV-3102 PC 型分光光度仪: 尤尼柯仪器有限公

司; pH 计: 梅特勒-托利多仪器有限公司; 7 L 发酵

罐: 美国 NBS 公司; 电泳仪, 凝胶成像仪: Bio-Rad
公司。 

1.3  试验方法 
1.3.1  种子培养: 取生长良好的平板菌种 2 环, 接

种至种子培养基中, 培养约 20 h, 至菌体干重至 2−6

之间结束培养。 

1.3.2  发酵培养: 配制 2.5 L 基础盐培养基置于 7 L
发酵罐内, 插入 DO 电极与 pH 电极 (己标定), 接入

空气过滤器, 包扎好后在蒸汽灭菌锅内 1×105 Pa 灭

菌 30 min。灭好后接上循环水冷却到 30 °C, 并通入

空气, 闭环控制, 用 25%的氨水调节 pH。火焰接种, 
接种量为 10%, 并加入 4 mL/L 己过滤除菌的 PTM1

溶液, 调节转速、温度、空气流量、罐压等进行分

批发酵。菌种经过一段适应期后进入指数生长期 , 
此时 pH 受到闭环控制, 自动流加 25%的工业氨水

将 pH 控制在设定值, 不断加大通气量或混合通纯

氧与转速来维持菌体生长所需的 DO。当基础料中

的底物甘油耗尽后, 此时 DO 陡然上升, 从此处开

始流加 50%的甘油(W/V, 含 12 mL/L 的 PTM1), 调
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节流加速率控制 DO 维持在 20%−40%。 

当起始菌体浓度达到 34 g/L 左右时, 停止补甘

油, 维持饥饿状态约 30 min, 让甘油彻底耗尽, 校

正 DO 为 100%。开始进入甲醇诱导阶段, 向发酵液

中流加添有一定体积 PTM1 溶液的甲醇, 维持甲醇

浓度 0.07%−0.15% (V/V)之间, 诱导脂肪酶基因的

表达。 
1.3.3  粗酶液的制备: 在发酵液中加入一定量的絮

凝剂后, 冷冻离心(4 °C, 8 000 r/min, 30 min)后, 取

上清液即得粗酶液。 

1.3.4  脂肪酶水解活力测定方法: 脂肪酶水解对硝

基苯酚棕榈酸酯产生对硝基苯酚和棕榈酸, 对硝基

苯酚在水溶液中显黄色, 在 410 nm 有最大的光吸

收, 通过测定对硝基苯酚在 410 nm 处的光吸收, 可

测得脂肪酶的活力[7]。 

1.3.5  总蛋白含量测定: 考马斯亮蓝 G-250 存在

着两种不同的颜色形式 , 红色和蓝色。通过测定

595 nm 处光吸收的增加量可知与其结合蛋白质的

量。通过此法来测定发酵液中总蛋白含量[8]。 

1.3.6  蛋白酶活力测定: 蛋白酶在一定 pH 和温度

条件下, 水解酪素底物, 水浴 60 °C 灭酶, 然后加入

三氯乙酸除去未水解的酪素, 滤液对紫外光有吸收, 

可采用紫外光谱法测量[9]。 

1.3.7  产物 SDS-PAGE分析: 使用 Tris-甘氨酸电泳

缓 冲 液 , 5%浓 缩 胶 , 12%分 离 胶 , 将 样 品 中 加 入

2×SDS 凝胶加样缓冲液 , 混匀 , 100 °C 水浴加热

10 min, 离心去蛋白沉淀, 将处理好的样品 10 μL 加

入到凝胶孔中, 连接电泳仪, 调整初始电压至 80 V, 

开始电泳, 待样品全部进入分离胶后, 将电压调至

200 V, 待指示剂(溴酚兰)到达距凝胶底部下缘 1 cm
时停止电泳 , 关闭电源后取出凝胶板 , 取出凝胶 , 

加入考马斯亮兰染色液染色 30 min, 倒出染色液, 
加入脱色液轻微振荡 2 h 后置于凝胶成像仪上拍照。 

1.3.8  不同基因拷贝数对发酵结果的影响: 在相同

的条件下培养脂肪酶基因拷贝数不同的菌株, 在诱

导产酶阶段 , 控制甲醇浓度在 0.1%±0.02% (V/V), 

每隔 8 h 取样一次。分析各个菌株每个时间点的粗

酶液特性。 

1.3.9  不同甲醇诱导浓度对发酵结果的影响: 选择

XY RCL-5 菌株在一定条件下培养, 在诱导产酶阶

段 , 分 别 控 制 甲 醇 浓 度 为 0.07%±0.02% (V/V), 

0.10%±0.02% (V/V)和 0.15%±0.02% (V/V), 每隔 8 h
取样一次。分析各个条件下每个时间点的粗酶液特性。 

2  结果与分析 

2.1  不同基因拷贝数对发酵结果的影响 
不同基因拷贝数影响目的产物的表达量, 同时

也影响菌体的生长情况。通过对诱导阶段不同时间

点取样的测定, 得出如下结果, 见图 1。 
从图 1 可以看出, 在相同的发酵条件下, 拷贝

数为 5 的 XY RCL-5 菌株发酵表达的脂肪酶水解活

力最高。酶活可达到 12 500 U/mL。拷贝数为 6 的

XY RCL-6 菌株以及拷贝数为 3 的 XY RCL-3 菌株均

表现出较低的脂肪酶水解活力。由此可以推测, 重

组的毕赤酵母表达脂肪酶能力先随基因拷贝数的增

加而增加, 即呈正效应; 当拷贝数超过一定数值时, 

又呈下降趋势, 即呈负效应。 

从图 2 中可以看出, 不同拷贝数的菌株在发酵

过程中, 菌体的比生长速率均一直下降, 单从数值

上看相差不大, 均在 0.02 至 0.03 之间, 在 80 h 左右

均降至 0.02 以下; XY RCL-5 的产物比形成速率相对

较高, 在诱导阶段的前 64 h 均能保持在较高水平; 底

物比消耗速率相差不大, 均在 0.05−0.10 个单位水平。 
 

 

图 1  不同基因拷贝数对脂肪酶水解活力的影响 
Fig. 1  The effect of gene dosage on lipase hydrolytic 
activity
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图 2  不同拷贝数菌株的部分发酵参数 

Fig. 2  Part of fermentation parameters of different copies of strain 
注: A: XY RCL-3; B: XY RCL-5; C: XY RCL-6; —■—: 菌体比生长速率; —□—: 产物比生成速率; —▲—: 产物酶活力; —△—: 底物

比消耗速率. 
Note: A: XY RCL-3; B: XY RCL-5; C: XY RCL-6; —■—: Specific growth rate; —□—: Product specific production rate; —▲—: Enzyme 
activity; —△—: Substrate specific consumption rate. 
 

拷贝数影响菌株表达脂肪酶水解活力, 同时也

表现在总蛋白的表达量上面, 如图 3 所示。 

从图 3 可以看出, XY RCL-3 菌株表达的蛋白

浓度水平比其他 2 个菌株低, 蛋白浓度上升平缓。

XY RCL-5 和 XY RCL-6 两株菌体表达的蛋白量相

差不大, 但从总体上看, 前者略高于后者。总蛋白浓

度的水平也从侧面验证了脂肪酶水解活力的高低。 

反映发酵水平高低的另一个指标是比活力, 比

活力反映的是单位蛋白量所表现出的酶活力。它是

酶纯度的重要指标。如图 4 所示。 
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图 3  不同基因拷贝数对发酵液中总蛋白浓度的影响 
Fig. 3  The effect of gene dosage on total protein concen-
tration in broth 
 

 

图 4  不同基因拷贝数对脂肪酶比活力的影响 
Fig. 4  The effect of gene dosage on lipase specific activity  
 

从图 4 中可以看出, 在诱导的前 40 h, 3 种菌株

表现的比活力都比较低, 这说明此时表达的脂肪酶

含量较少, 脂肪酶蛋白占总蛋白量的比重较低。随

着诱导表达的进行, 菌体量剧增, 表达的脂肪酶蛋

白也迅速增加 , 由于杂蛋白的表达受到一定限制 , 

维持在很低的水平, 比活力开始升高。当诱导表达

进行到约 70 h 左右, 比活力值达到最高。此后, 随

着发酵液中营养成分的不断消耗, 部分菌体开始降

解。如图 6 所示, 在诱导 70 h 后, 发酵液中蛋白酶

含量明显增加, 加剧了脂肪酶蛋白的降解, 比活力

开始下降。当脂肪酶的表达量高于蛋白酶的降解量

时, 表现出脂肪酶活力继续升高, 如图 1 所示。从

图 4 和图 5 中还可以看出, XY RCL-3 菌体表达的脂

肪酶比活力最高, 这可能是由于 XY RCL-3 对基础

培养基的消耗低于其余两株菌, 使得其在发酵后期

的表达环境优于其余两株菌, 因此表现出比活力更

高的现象。 
 

 

图 5  不同基因拷贝数对菌体干重的影响 
Fig. 5  The effect of gene dosage on yeast dry cell weight 
 

 

图 6  不同基因拷贝数对发酵液中蛋白酶含量的影响 
Fig. 6  The effect of gene dosage on protease activity in 
broth  
 

总蛋白的浓度并不能完全反映出脂肪酶含量。

我们可以从 SDS-PAGE 图中看出在基因表达过程中

脂肪酶浓度在发酵液中含量变化的规律(图 7)。 

如图 7 所示, 由 XY RCL-3 菌株发酵得到的结

果, 在 37 kD 处的条带是目的蛋白。从图中可以看

出, 随着诱导时间的增加, 发酵液中目的蛋白的浓
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度越来越高, 到 70 h 以后, 目的蛋白的降解开始加

剧, 杂蛋白含量开始上升。这与我们检测到的在 70 h

后脂肪酶比活力开始下降是相一致的。同时, 实验

过程中可以发现, 不同拷贝数的菌株发酵液中目的

蛋白含量的规律是和 XY RCL-3 相类似的。 
 

 

图 7  XY RCL-3 菌株在诱导表达不同阶段发酵液

SDS-PAGE 图 
Fig. 7  SDS-PAGE of lipase expressed by XY RCL-3 under 
different induction phase 
 

2.2  不同甲醇诱导浓度对发酵结果的影响 
在基因拷贝数相同的情况下, 不同的甲醇诱导

浓度会对发酵结果产生很大影响。甲醇诱导浓度过

高会抑制菌体的生长 , 对菌体有一定的毒害作用 , 

影响发酵产物的表达; 甲醇诱导浓度过低, 甲醇的

大部分用于菌体生长, 同样限制了产物的表达。因

此要找到一个平衡点, 即加入的甲醇量一方面能保

证菌体的生长, 同时不会对菌体毒害作用过大。我

们在 7 L 罐上做了 0.07%±0.02%, 0.10%±0.02%和

0.15%±0.02% 3 个水平甲醇浓度实验。 

不同的甲醇诱导浓度首先表现在发酵过程中产

物表达量的不同, 在上述 3 个不同诱导浓度下, 所

产脂肪酶水解活力如图 8 所示。 

由图8可知, 在0.10%±0.02%的甲醇诱导浓度下

脂 肪 酶 水 解 活 力 最 高 , 当 甲 醇 浓 度 提 高 到

0.15%±0.02%时 , 甲醇已经对菌体形成一定的毒害

作用, 从而影响到产物的酶活力; 当所加甲醇的浓

度只有0.07%±0.02%时 , 除去菌体自身生长的需求

外, 剩余甲醇不能高效的诱导脂肪酶基因表达, 也

使得产物酶活力较低。 

从图 9 可以看出, 虽然诱导的甲醇浓度有差异, 

但是各个时间点的菌体比生长速率差别不大。这说

明, 甲醇浓度在一定适宜范围内的波动对菌体的生

长速率基本没有影响; 甲醇浓度在 0.10%±0.02%情

况下产物的比生成速率相对较高; 相应的, 在相同

的条件下, 底物的比消耗速率也相对较高。 
 

 

图 8  不同甲醇诱导浓度对脂肪酶水解活力的影响 
Fig. 8  The effect of methanol concentrations on lipase 
hydrolytic activity 

 
图 10 所示的是 XY RCL-5 在上述 3 种条件下, 

发酵过程中发酵液中总蛋白含量曲线图。 

可以看出, 在 0.07%±0.02%和 0.1%±0.02% 2 个

甲醇浓度下, 发酵液中总蛋白含量相差不大, 后者

要略微高一些。当甲醇浓度提高到 0.15%±0.02%时, 

发酵液中总蛋白含量明显降低。因此我们得出, 在

甲醇浓度为 0.10%±0.02%时, 菌体在发酵过程中表

达的蛋白量更多, 更高或更低的甲醇浓度都将降低

目的蛋白的表达。 

如图 11 所示, 目的蛋白在甲醇浓度为 0.15%± 

0.02%条件下比活力最高 , 0.07%±0.02%浓度下比

活力最低, 3 种甲醇浓度控制下, 目的蛋白都在诱

导 60 h 左右时达到最高; 图 12 表明, 在不同的甲醇

浓度下菌体的生长快慢不同, 但最终的菌体浓度相

差不大; 从图 13 中明显可以看出在 0.15%±0.02%甲

醇浓度下诱导时, 发酵液中蛋白酶活力最高, 发酵

后期甚至能达到 500 多个酶活单位。
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图 9  不同甲醇浓度下菌株的部分发酵参数 
Fig. 9  Part of fermentation parameters under different methanol concentration 

注: A: 甲醇浓度为 0.07%±0.02% (V/V); B: 甲醇浓度为 0.10%±0.02% (V/V); C: 甲醇浓度为 0.15%±0.02% (V/V). —■—: 菌体比生长速

率; —□—: 产物比生成速率; —▲—: 产物酶活力; —△—: 底物比消耗速率. 
Note: A: 0.07%±0.02% (V/V); B: 0.10%±0.02% (V/V); C: 0.15%±0.02% (V/V). —■—: Specific growth rate; —□—: Product specific produc-
tion rate; —▲—: Enzyme activity; —△—: Substrate specific consumption rate.  
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图 10  不同甲醇诱导浓度对发酵液中总蛋白含量的影响 
Fig. 10  The effect of methanol concentrations on total 
protein concentration in broth 
 

 

图 11  不同甲醇诱导浓度对脂肪酶比活力的影响 
Fig. 11  The effect of methanol concentrations on lipase 
specific activity 
 

 

图 12  甲醇诱导浓度对菌体干重的影响 
Fig. 12  The effect of methanol concentrations on yeast dry 
cell weight 

 

图 13  甲醇诱导浓度对发酵液中蛋白酶含量的影响 
Fig. 13  The effect of methanol concentrations on protease 
activity in broth 

3  结论 

甲醇营养型毕赤酵母是目前使用广泛的外源蛋

白表达系统, 本研究通过把华根霉脂肪酶基因克隆

到甲醇营养型毕赤酵母中, 从重组毕赤酵母的基因

剂量以及发酵过程中诱导甲醇的浓度对外源蛋白表

达的影响方面进行了研究, 实现了脂肪酶的高效表

达。据文献报道, 基因剂量对外源蛋白表达有重要

影响作用。Oriol Cos 等研究表明, 基因剂量对外源

蛋白表达水平既有正效应, 也有负效应[5,10]。本文在

7 L 发酵罐条件下对研究室构建的 3 株脂肪酶基因

拷贝数分别为 3、5、6 的基因工程菌的发酵特征进

行了摸索。结果表明, 当脂肪酶基因由单拷贝增加

至 5 个拷贝时, 菌体表达脂肪酶表现出基因剂量的

正效应; 在此基础上基因剂量继续增加时, 又表现

出基因剂量的负效应。 

甲基营养型毕赤酵母在表达不同外源蛋白时表

现出不同的甲醇诱导浓度适应性。有研究表明, 采

用不同的甲醇流加方式和控制不同的甲醇诱导浓

度, 可明显提高目的蛋白的表达量。Yun Wang 等通

过研究发现, 当甲醇诱导浓度控制在 20 g/L 时, 目

的产物的产量比甲醇浓度在 6 g/L 时提高 81.6%[11]。

本研究表明, 在甲基营养型毕赤酵母表达华根霉脂

肪酶时, 甲醇诱导浓度控制在 0.15%±0.02%时比活

力较高 , 但蛋白产量较低 , 脂肪酶酶活力也偏低 ; 

而甲醇浓度控制在 0.10%±0.02%时, 产蛋白量和脂
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肪酶酶活水平均有明显提高, 特别是在酶活力方面

最高可达 12 500 U/mL, 在根霉产脂肪酶领域已达

到国际领先水平。研究表明, 在诱导表达阶段, 产物

的比生成速率是逐渐降低的 , 特别在诱导的后期 , 
产物比生成速率降至一定值时伴随了发酵液中蛋白

酶活力的提升。因此我们猜测, 在诱导表达的后期, 
由于菌体的比生长速率降低, 部分菌体的裂解释放

了一定量的胞内蛋白酶 , 进而降解了一部分产物 , 
这是导致后期脂肪酶活力降低的主要原因。 
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