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蜡样芽孢杆菌胶原酶基因 colR75E 在毕赤酵母中的重组表达 
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(天津市食品生物技术重点实验室 天津商业大学生物技术与食品科学学院  天津  300134) 

 
 

摘  要：【目的】利用毕赤酵母真核表达系统表达蜡样芽孢杆菌胶原酶 ColR75E，寻找一种安

全、稳定的方式体外制备具有高活性的胶原酶。【方法】以蜡样芽孢杆菌 R75E 基因组 DNA 为

模板，采用 PCR 法扩增胶原酶 colR75E 基因，构建 pPICZαA/colR75E 重组质粒，将该质粒线

性化后电转化至毕赤酵母 X-33 菌株，诱导其表达并对表达条件进行优化。将表达后的酵母发酵

液上清通过硫酸铵沉淀、脱盐处理及亲和层析纯化步骤获得高纯度重组 ColR75E 胶原酶。利用

胶原酶活力测定、SDS-PAGE 电泳、胶原酶谱、I 型胶原蛋白及不同底物蛋白降解产物电泳等

方法对重组胶原酶 ColR75E 的活性及底物特异性进行分析。【结果】毕赤酵母中最佳表达重组胶

原酶 ColR75E 的条件为 pH 6.0，甲醇终浓度为 2.5%，诱导时间 72 h，诱导后的蛋白经 SDS-PAGE、

胶原酶谱以及 I 型胶原蛋白降解产物电泳分析发现，毕赤酵母中表达的重组胶原酶分子量符合预

期，蛋白纯度超过 95%，具有较好的胶原蛋白水解活性并测得其比活力为 4.977 U/mg。该酶对    

I 型胶原蛋白表现出较好的专一性，但是对牛血清白蛋白、酪蛋白及溶菌酶蛋白没有水解活   

性。【结论】利用毕赤酵母真核表达系统能够获得高活性的蜡样芽孢杆菌胶原酶 ColR75E，为

该胶原酶广泛应用于医疗、食品等工业领域奠定了理论和方法基础。 
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Recombinant expression of Bacillus cereus collagenase colR75E in 
Pichia pastoris 

ZHANG Zhen  LI Ye  ZHANG Xi-Xuan  HU Shuang-Yan  RUAN Hai-Hua* 

(Tianjin Key Laboratory of Food Science and Biotechnology, College of Biotechnology and Food Science, Tianjin  
University of Commerce, Tianjin 300134, China) 

Abstract: [Objective] In order to find a safe and stable method to produce collagenase in vitro, we 
expressed the Bacillus cereus collagenase colR75E in Pichia pastoris. [Methods] With the Bacillus 
cereus genomic DNA as template, we successfully amplified the collagenase colR75E DNA fragment 
by PCR and cloned it into pPICZαA plasmid. The pPICZαA/colR75E recombinant plasmid was 
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lineared with Sac I, and then the lineared plasmid was transformed into Pichia pastoris X-33 
competent cell in order to integrate the inducible AOX1 promoter controlled colR75E fragment into 
Pichia pastoris X-33 genomic DNA. The successfully integrated Pichia pastoris X-33 strains was 
cultured and induced by methanol addition. To acquire the highest production, the optimized 
conditions for ColR75E collagenase expression in Pichia pastoris X-33 were investigated here. After 
induction, we purified recombinant ColR75E collagenase in supernatant sequentially by ammonium 
sulfate precipitation, desalting and affinity capture. Finally, the recombinant collagenase ColR75E 
was analyzed by catalytic activity assay, SDS-PAGE, zymography, type I collagen proteolysis and 
substrate specificity assay. [Results] The highest level of collagenase ColR75E induction was gained 
under pH 6.0 for 72 hours incubation by 2.5% methanol. As expected, the molecular weight of the 
recombinant collagenase is nearly 110 kD to ColR75E. The results of zymography and type I 
collagen degradation analysis uncovered that the recombinant collagenase ColR75E had an excellent 
collagen proteolysis activity. Its specific activity after purification reached to nearly 4.977 U/mg 
under standard conditions. The recombinant collagenase ColR75E exhibited specific proteolysis to 
type I collagen, but not to BSA, Casein or Lysozyme. [Conclusion] Pichia eukaryotic expression 
system is suitable for the expression of Bacillus cereus collagenase ColR75E, which supplied a good 
basement both for its subsequent theoretic research and industrial exploitation. 

Keywords: Bacillus cereus, Collagenase, Pichia pastoris, Type I collagen 

胶原酶(Collagenase)指的是在生理 pH与温度

条件下特异性降解胶原纤维的一类蛋白酶 [1-2]。

目前已知的胶原酶按照来源可分为微生物胶原酶

和动物胶原酶两大类，主要应用于食品与饲料的

加工、化妆品以及药物的合成与加工领域。其

中，微生物胶原酶以底物范围广、酶切位点多、

生产成本低的优点得到了更加广泛的应用[3]。例

如，在食品工艺中微生物胶原酶可作为肉类嫩化

剂[4]；在医疗中微生物胶原酶可作为骨质增生类

疾病的治疗药物等[5]。目前，溶组织梭状芽孢杆菌

(Clostridium histolyticum)产的胶原酶G (Collagenase 

G，ColG)应用最广泛，研究背景最清楚[6]。但这

些胶原酶产品多为梭状芽孢杆菌培养物直接冻干

而得，其成分复杂、纯度普遍较低，限制了胶原

酶产品的应用范围。因此，获得高纯度的胶原酶

将具有重要的理论及工业应用价值。 

Nagano 等[7]在 2000 年建立了一种利用四步柱

层析法从枯草芽孢杆菌 FS-2 (Bacillus subtilis FS-2)

中纯化胶原酶的方法，但这种方法工艺复杂，且

最终得到的胶原酶比活力只有 0.71 U/mg，比活力

偏低。本实验室在前期研究中筛选到一株产胶原

酶的蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus R75E，克隆到编

码该胶原酶蛋白的基因 colR75E (GenBank登录号：

KP987200)[8]，序列全长 2 898 bp，其与胶原酶

ColG 具有 69%的一致性，同属于 I 型胶原酶[8-9]，

因其具有良好的温度及酸碱稳定性而具有很强的

工业应用价值[9]。李晔等[10]建立了从该菌中获得高

纯度胶原酶 ColR75E 的方法，虽然该方法较

Nagano 等[7]的方法简化了步骤，但依旧需要采用柱

层析的方法，其配套的层析设备复杂而昂贵[11]，不

适合大规模工业生产；张西轩等[9]将 ColR75E在大

肠杆菌中表达并获得比活力较高的胶原酶产品。

但是，利用大肠杆菌原核表达系统制备外源蛋白

的过程中存在毒力蛋白、内毒素等对人体健康存

在威胁的物质；同时，表达所得的外源蛋白易形成

包涵体，不仅给后续的纯化带来困难，还会造成

胶原酶的失活，限制了大肠杆菌所产胶原酶在食

品以及药品领域的应用。基于此，本文采用巴斯

德毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统表达生产胶原

酶 ColR75E，该表达系统具有继代稳定、可以高密

度发酵、在发酵过程中无毒素分泌、自身分泌的

杂蛋白少、外源蛋白表达量高以及分泌型表达等

优点，而且有利于产物的纯化，非常适宜扩大为

工业规模[12-15]。为获得能够直接应用于食品工业
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等领域的无毒性胶原酶 ColR75E 的生产提供材料

基础与理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒：蜡样芽胞杆菌 R75E (Bacillus 

cereus R75E)由本实验室分离、鉴定并保藏于中国

微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心(简称

CGMCC)，保藏编号为 CGMCC 8614。感受态大

肠杆菌 Trans10 及毕赤酵母 X-33 菌株均购自美国

Promega 公司；原核表达载体 pET28a 及真核表达

载体 pPICZαA均购自德国 Novagen公司。 

1.1.2  主要试剂和仪器：博来霉素(Zeocin)，美国

Invitrogen 公司；KOD DNA 聚合酶、dNTPs、T4 

DNA 连接酶、限制性内切酶 Dpn I 等，大连

TaKaRa 公司；DNA 回收试剂盒、质粒提取试剂

盒、酵母基因组提取试剂盒、DNA marker，天根

生化科技(北京)有限公司；蛋白预染 Marker，立陶

宛 Fermentas 公司；牛跟腱来源的Ⅰ型胶原蛋白、

牛血清白蛋白，美国 Sigma-Aldrich公司。 

PCR 仪、电转化仪，美国伯乐公司；超净工

作台、生化培养箱，哈尔滨东联电子；紫外分光

光度仪，日本岛津公司。 

引物合成以及 DNA 测序由上海生工生物工程

有限公司完成。LB、YPD、BMGY、BMMY 培养

基均按照美国 Invitrogen 公司操作手册推荐方法自

行配制。其中，BMGY 培养基：1%酵母浸出物，

2%蛋白胨，100 mmol/L磷酸钾(pH 6.0)，1.34%无

氨基酵母氮源， 4×10−5%生物素， 1%甘油；

BMMY 培养基：将 BMGY 培养基中 1%甘油替换

为 1%无水甲醇。 

1.2  方法 

1.2.1  PCR 扩增 colR75E 基因：用 SignalP 4.0 

Server软件分析 colR75E胶原酶基因(GenBank登录

号：KP987200)的DNA全序列，去除 colR75E基因

N端信号肽序列(1−30位氨基酸)，设计colR75E-Xho 

I-F和 colR75E-Not I-R引物对，序列见表 1。其中

下划线所示部分为 Xho I 和 Not I 的酶切位点，上 

表 1  本实验中使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequences (5′→3′) 

colR75E-Xho I-F
CGCCTCGAGAAAAGAGAAGAAAAAG
TACCGTATAACGTG 

colR75E-Not I-R
CGCGCGGCCGCTCATTTTACTGACAA
TTCGTATGTTCC 

1267-F GTAAAGGCACAGTATCACCG 

2013-R TCATAGGCAACGTATCACTA 

 

游引物中斜体的 AAAAGA为 pPICZα系列载体 α分

泌因子的 KEX2 切割位点。以蜡样芽孢杆菌 R75E

的 gDNA为模板进行PCR扩增，50 µL PCR扩增体

系：5 µL 10×Buffer，100 ng 模板 DNA，终浓度  

0.2 mmol/L的 dNTPs，终浓度 0.2 mmol/L的上下游

引物，2.5 U DNA聚合酶，最后加入去离子水补充

至 50 µL。扩增条件：94 °C 30 s，58 °C 30 s，68 °C 

3 min，共 30个循环。PCR扩增产物用 1%的琼脂

糖凝胶电泳进行检测。 

1.2.2  酵母表达载体的构建：利用 DNA 片段回收

试剂盒回收 PCR产物，用 Xho I和 Not I对 PCR产

物和 pPICZαA 质粒分别进行双酶切，连接，转化

至大肠杆菌 Trans10感受态细胞中，用 LB平板(内

含 Zeocin，25 mg/L)进行转化子筛选。挑取转化子

至LB液体培养基中(内含Zeocin，25 mg/L)，37 °C

培养 16 h，提取质粒 DNA，并用 Xho I和 Not I双

酶切鉴定，筛选 pPICZaA/colR75E重组质粒。将酶

切验证后的质粒进行测序验证。 

1.2.3  重组质粒的电转化：(1) 制备毕赤酵母 X-33

的感受态细胞：将活化后的毕赤酵母 X-33 菌株接

种到 20 mL YPD培养基中，在 30 °C、200 r/min培

养至 OD600为 1.3−1.5之间。于 4 °C、1 500 r/min

离心 20 min收集菌体，依次用 10 mL预冷的无菌

水和 2 mL预冷的山梨醇(1 mol/L)溶液洗涤菌体，

将所得菌体悬浮于 200 μL预冷的山梨醇 (1 mol/L)

溶液中，即为电转化感受态酵母细胞。(2) 重组质

粒的电转化：用限制性内切酶 Sac I 对重组载体

pPICZαA/colR75E 进行线性化处理，取 2 μL 线性

化质粒与 98 μL感受态细胞悬液混匀，转入预冷的
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0.2 cm 电转杯中，冰上放置 5 min 后设置电压为  

1.5 kV，电击 5.4 ms。电击结束后，迅速向杯内加

入 1 mL预冷的山梨醇(1 mol/L)，混匀后转入离心

管中，30 °C孵育 1 h，取 200 μL涂布于YPD (内含

Zeocin，100 mg/L)平板上，30 °C倒置培养 2 d至

出现白色转化子。 

1.2.4  胶原酶 ColR75E 在毕赤酵母中的异源表

达：(1) 阳性克隆的鉴定：待转化的YPD平板上长

出菌落后，用灭菌牙签在 YPD 平板上挑取若干个

酵母单菌落，分别接种至 YPD (含 Zeocin，    

100 mg/L)液体培养基中，在 30 °C、200 r/min培养

约 24 h后，室温 12 000 r/min离心 3 min分离酵母

菌体，提取酵母基因组 gDNA。选择 colR75E基因

内部引物 1267-F 和 2013-R (表 1)，以酵母基因组

gDNA为模板，按照 1.2.1的条件进行 PCR扩增以

鉴定重组子。(2) 重组酵母的诱导表达：将 PCR

鉴定成功的菌株，从相对应的 YPD平板上挑出，

接种于 5 mL YPD 液体培养基中(内含 Zeocin，   

100 mg/L)，30 °C、200 r/min培养过夜。将过夜培

养物按照1% (体积比)的接种量接种于20 mL BMGY

培养基中，30 °C、200 r/min 培养 16−20 h 直至

OD600为2.0−6.0之间。室温下6 000 r/min离心5 min

收集酵母菌体，然后用 BMMY 培养基重悬菌体至

OD600为 1.0左右。继续于 28 °C、200 r/min诱导培

养，其中每隔 24 h 加 100%甲醇至终浓度为 1%，  

72 h 后将甲醇诱导后的酵母菌液取 50 mL 以      

5 000 r/min离心10 min，收集上清液即为胶原酶液。 

1.2.5  诱导表达条件优化：将重组酵母菌转入培

养基中诱导培养后，为提高胶原酶的表达量，分

析诱导时间、甲醇浓度与 pH 3 个因素对菌株产酶

的影响，通过 1.2.8 中的方法测定粗酶液中胶原酶

的活力，优化诱导表达条件。 

(1) 诱导时间对重组胶原酶表达的影响：重组

酵母菌转入BMMY (pH 6.0)诱导培养后，每24 h追

加终浓度 1%甲醇(体积比)，分别于诱导 12、24、

36、48、60、72、96 h后，各取 1 mL样品，室温

12 000 r/min离心 3 min收集表达上清，测定胶原酶

活力。 

(2) 甲醇浓度对重组胶原酶表达的影响：重组

酵母菌诱导 24 h后，按 0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、

2.5%的终浓度追加甲醇(体积比)，于 72 h 后室温    

12 000 r/min离心 3 min收集表达上清，测定胶原酶

活力。 

(3) pH对重组胶原酶表达的影响：用 H3PO4或

KOH 调节磷酸盐缓冲液的 pH，将 BMMY 培养液

的 pH分别调节为 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5和 8.0。

重组酵母菌在不同 pH的BMMY培养液中表达 72 h 

后，室温 12 000 r/min离心 3 min收集表达上清，

测定胶原酶活力。 

1.2.6  重组胶原酶蛋白的纯化：利用优化后的诱

导条件进行胶原酶的诱导表达，将所得胶原酶液中

加入硫酸铵粉末至饱和度为 80%，在 0 °C条件下沉

淀过夜，次日 12 000 r/min 离心 20 min 后用      

20 mmol/L PBS (含 500 mmol/L NaCl，1 mmol/L 

PMSF，pH 7.4)缓冲液重悬细胞沉淀，在冰水浴中

超声破碎，12 000 r/min离心 30 min后取上清，脱

盐处理后进行 His 标签亲和层析 Ni-NTA 纯化，以

备测定纯化后的胶原酶的活力。 

1.2.7  重组胶原酶 SDS-PAGE 检测及胶原酶谱检

测：将得到的胶原酶液分别采用SDS-PAGE电泳及

胶原酶谱法检测目标胶原酶蛋白[16]。其中胶原酶

谱法是在明胶酶谱法的基础上改进的，即在聚丙

烯酰胺凝胶中加入 0.1%的Ⅰ型胶原蛋白，电泳结

束后，含有目标胶原酶的凝胶经过复性、染色、

脱色，目标胶原酶呈现负染条带[17]。 

1.2.8  胶原酶的活力测定：胶原酶活力测定采用

通用的Mandl测定方法[18]。该方法中将 1个活力单

位(U)定义为：每毫升胶原酶与牛跟腱来源的 I 型

胶原蛋白在 37 °C、pH 7.4的条件下反应，在 5 h内

每生成 1 mol 游离氨基酸即对应 1 个活力单位    

(1 U)。蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝法，以牛血

清白蛋白为标准品。 

1.2.9  重组胶原酶底物特异性研究：为了分析重

组胶原酶对Ⅰ型胶原蛋白的降解作用，采用胃蛋
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白酶提取法提取草鱼鱼鳞中的Ⅰ型胶原蛋白[19]，

按照 40:1的体积比将提取得到的 I型胶原蛋白溶液

(1 g/L)与 ColR75E 酶液(62.14 mg/L)混合，置于

37 °C 条件下进行反应，并在不同的时间点取样。

将取得的样品进行浓度为10%的SDS-PAGE电泳检

测，观察草鱼鱼鳞 I型胶原蛋白的降解情况。 

在此基础上进行重组胶原酶底物特异性分

析，在 37 °C条件下将纯化后的胶原酶分别与胶原

蛋白、酪蛋白、牛血清蛋白和溶菌酶进行反应，

同时设置阴性对照，待反应结束后取样进行

SDS-PAGE电泳检测底物蛋白的降解情况。 

2  结果与分析 

2.1  毕赤酵母表达载体的构建 

以蜡样芽孢杆菌 R75E基因组 gDNA为模板，

经 PCR扩增得到分子量为 2 800 bp左右的 DNA片

段，如图 1A 所示，该片段大小与预期的 colR75E

基因片段(2 831 bp)相吻合，表明 PCR扩增成功。

将该 PCR 片段酶切连接后获得转化子，挑取转化

子提取质粒并进行酶切鉴定。结果如图 1B 所示： 

 

 
 

图 1  colR75E基因PCR扩增产物电泳图(A)及重组质粒

pPICZαA/colR75E 双酶切鉴定图(B) 
Figure 1 Agarose gel electrophosis of Bacillus cereus 
colR75E PCR products (A) and recombinant 
pPICZαA/colR75E plasmid cut with Xho I and Not I (B) 
注：M：DNA分子量标准；1：PCR产物；2：重组质粒双酶切

产物. 
Note: M: DNA marker; 1: PCR products; 2: Products of recombinant 
pPICZαA/colR75E plasmid cut with Xho I and Not I.  

转化子质粒经 Xho I和 Not I双酶切后得到两条条

带，一条为 pPICZαA质粒片段，其分子量为 3.6 kb；

另一条与目的基因 colR75E片段大小(2 831 bp)相

符，获得阳性重组质粒 pPICZαA/colR75E。将该质

粒进行测序验证后显示 colR75E基因序列正确。 

2.2  重组质粒片段整合至毕赤酵母基因组 

用 SacⅠ对获得的重组质粒 pPICZαA/colR75E

进行线性化处理，电转化至毕赤酵母 X-33 感受态

细胞，用含 100 mg/L Zeocin的 YPD培养基筛选阳

性转化子。随机挑取 6 个阳性转化子提取基因组

gDNA。分别以 gDNA作为模板，利用 colR75E特

异性引物 1267-F和 2013-R (表 1)进行 PCR鉴定。

若重组质粒 pPICZαA/colR75E 整合至酵母基因组

上，理论上应该扩增出分子量大小约为 750 bp 的

DNA片段；若整合失败，则无法扩增出 750 bp的

DNA片段。从图 2结果可以看出，挑取的 6个阳性

转化子均扩增出约 750 bp 的片段，与预期的片段

大小相符。表明线性化的 pPICZαA/colR75E 整合

至毕赤酵母 X-33菌株的基因组中。 

2.3  重组胶原酶的诱导表达及条件优化 

2.3.1  重组胶原酶的诱导表达：按照 1.2.4 中的方

法将重组胶原酶在毕赤酵母中进行诱导表达，收

集酵母菌培养液上清进行胶原酶蛋白以及胶原酶

凝胶酶谱分析。结果如图 3A 所示，将培养液上清

进行SDS-PAGE电泳分析后发现，与未加甲醇诱导 

 

 
 

图 2  线性化 pPICZαA/colR75E 质粒片段整合至毕赤酵

母 X-33 基因组的 PCR 鉴定 
Figure 2  PCR identification of linear pPICZαA/colR75E 
integration into Pichia pastoris X-33 genomic DNA 
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图 3  重组胶原酶 ColR75E 表达的 SDS-PAGE (A)以及

胶原酶谱(B)分析 
Figure 3  Determination of expressed ColR75E collagenase 
by SDS-PAGE (A) and zymography (B)  
注：M：蛋白质分子量标准；1：未经甲醇诱导的酶液；2：经

甲醇诱导的酶液. 
Note: M: Protein marker; 1: Precipitated protein from supernatant 
of Pichia pastoris X-33 fermentation without induction by 
methanol; 2: ColR75E collagenase containing precipitated protein 
from supernatant of Pichia pastoris X-33 induced by methanol. 

剂的样品相比较，经 1%甲醇诱导后有一条显著表

达的蛋白，分子量约为 110 kD。经计算，该蛋白

的分子量与预期的胶原酶分子量相符；与此同

时，利用胶原酶谱法检测了该蛋白的 I 型胶原蛋白

降解活性。结果发现，在相同分子量的部位呈现

一条明显的负染条带(图3B)。表明SDS-PAGE电泳

中检测到的分子量接近 110 kD 的蛋白即为毕赤酵

母 X-33经甲醇诱导后分泌表达的胶原酶。 

2.3.2  重组胶原酶诱导表达条件的优化：选取

诱导时间、甲醇浓度和 pH 3 个因素进行条件优

化，结果如下：(1) 诱导时间：如图 4A 所示，

诱导的前 40 h，胶原酶的活力呈线性增加；随着

诱导表达时间的继续延长，虽然活力增加的幅度

略有下降，但整体酶活力仍呈逐渐上升的趋势，

直至 72 h达到最大。由此表明：重组酵母表达胶

原酶的最佳诱导时间为 72 h。(2) 甲醇浓度：如

图 4B 所示，重组酵母菌诱导过程每 24 h 补加一 
 

    

 
图 4  诱导时间(A)、甲醇浓度(B)和 pH (C)对重组胶原酶 ColR75E 表达的影响 

Figure 4  Effects of induction time (A), methanol concentration (B) and pH (C) on the expression of recombinant  
ColR75E in Pichia pastoris X-33 



张真等: 蜡样芽孢杆菌胶原酶基因 colR75E在毕赤酵母中的重组表达 813 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 2  L9(3
4)优化重组酵母表达胶原酶条件的试验结果 

Table 2  L9(3
4) orthogonal test of fermentation conditions for collagenase production from Pichia pastoris X-33 

试验号 

Number 

A诱导时间 

A Induced time (h) 

B甲醇浓度 

B Concentration of methanol (%) 
C pH 

D 空列 

D Vacant column 

酶活力 

Enzyme activity (U/mL) 

1 1(58) 1(1.5) 1(5.5) 1 16.04 

2 1 2(2.0) 2(6.0) 2 17.71 

3 1 3(2.5) 3(6.5) 3 15.21 

4 2(72) 1 2 3 28.87 

5 2 2 3 1 20.53 

6 2 3 1 2 24.76 

7 3(96) 1 3 2 18.86 

8 3 2 1 3 22.20 

9 3 3 2 1 25.15 

K1 16.32 21.26 21.00 20.57 

T=252.42 K2 24.72 20.14 23.91 20.44 

K3 22.07 21.71 18.20 22.09 

R 8.40 1.56 5.71 1.65  

 
 

定终浓度的甲醇，随着甲醇终浓度的提高，所得

粗酶液活力平缓上升，在终浓度为 2%时达到最

大值，随后缓慢下降。由此表明：重组酵母表达

胶原酶的最佳甲醇终浓度为 2%。(3) pH：如图

4C 所示，pH 在 5.5−6.0 时，胶原酶活力呈上升

趋势；此后，随着 pH 值的增大粗酶液活力逐渐

下降。由此表明：重组酵母表达胶原酶的最佳   

pH为 6.0。 

表达条件的正交试验：采用 L9(3
4)正交试验研

究诱导条件对重组酵母产胶原酶的影响，具体试

验设计及结果见表 2。 

由表 2可知，各因素影响重组酵母表达胶原酶

酶的主次顺序为：A>C>B。其最佳诱导条件为

A2B3C2，即诱导时间为 72 h，甲醇终浓度为

2.5%，pH值为 6.0，按该条件重复发酵后所得粗酶

液的活力值提高至 29.79 U/mL，优化效果显著。 

2.4  重组胶原酶蛋白的纯化及检测 

将最优条件下诱导的毕赤酵母重组胶原酶按

照 1.2.6方法分离纯化后进行 SDS-PAGE电泳，结

果如图 5 A 所示：凝胶上可观察到高纯度的

ColR75E胶原酶蛋白条带，表明含有 His标签的重

组 ColR75E 胶原酶蛋白纯化成功。进一步对得到的

重组胶原酶进行胶原酶谱检测，结果如图5B所示， 

 
 

图5  毕赤酵母重组ColR75E胶原酶纯化后的SDS-PAGE

电泳(A)以及胶原酶谱检测结果(B) 
Figure 5  Analysis of SDS-PAGE (A) and collagen 
zymography (B) of purified recombinant ColR75E 
collagenase in Pichia pastoris X-33 

 
可在含有 I 型胶原蛋白的凝胶上观察到由于重组胶

原酶对底物的降解而产生的透明的负染条带(泳道

1−7)，表明经 Ni-NTA 镍柱纯化得到的蛋白确为重

组 ColR75E 胶原蛋白酶。将所得重组蛋白集中在

一起进行透析去除洗脱液中的咪唑等盐类，用所

得的纯化产物测定胶原酶活力，其比活力高达

4.977 U/mg，与纯化前的 1.037 U/mg相比，比活力

提高了近 4.8倍。 

2.5  重组 ColR75E 胶原酶对 I 型胶原蛋白的降

解作用及底物特异性研究 

利用草鱼鱼鳞 I 型胶原蛋白作为底物，通过
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SDS-PAGE电泳检测酵母菌重组ColR75E胶原酶的

降解能力。结果如图 6A 所示，泳道 1 为草鱼鱼鳞

Ⅰ型胶原蛋白对照，在该泳道中可以清晰地观察到

Ⅰ型胶原蛋白 3种肽链：α1链(分子量为 126 kD)、

α2链(分子量为 116 kD)以及一条高分子量的 β链(α

链的二聚体)；泳道 2−6 分别为重组 ColR75E 胶原

酶与草鱼鱼鳞Ⅰ型胶原蛋白反应 2、4、6、8、10 h

后的降解产物。结果表明随着反应时间的逐渐增

加，草鱼鱼鳞Ⅰ型胶原蛋白的 α1、α2、β链均逐渐

减少，而分子量较小的水解肽段的比例逐渐增加；

当反应进行至 10 h 时，Ⅰ型胶原蛋白中的 α1、

α2、β 链几乎完全被降解，而且肽段也被进一步水

解为分子量更小、难于在该胶上显示的肽段。研究

表明，从酵母菌中诱导表达的重组 ColR75E 胶原

酶能够将从鱼鳞中提取的具有天然构象的Ⅰ型胶

原纤维完全降解为短链肽段。 

进一步以胶原蛋白、酪蛋白、牛血清蛋白和

溶菌酶作底物，对纯化后的胶原酶进行底物特异

性研究，结果如图 6B 所示，胶原蛋白与胶原酶反

应 10 h后几乎完全被降解，而胶原酶对其他 3种蛋

白均未发生明显的降解作用，与不加胶原酶的对

照组相比基本无明显变化，表明重组胶原酶对于

胶原蛋白有特异性降解作用；同时，也表明通过硫

酸铵沉淀、脱盐以及亲和层析后，获得的重组胶

原酶纯度高，没有其他蛋白酶的污染。 

3  结论与讨论 

在本研究的前期工作中证实，胶原酶 ColR75E

与目前应用最为广泛的溶组织梭状芽孢杆菌胶原

酶 ColG编码基因有 69%的相似性[6,8]，表现出优良

的 pH 稳定性和热稳定性，具有很强的工业应用价

值[9]，因此，胶原酶 ColR75E可以用来开发新型胶

原酶产品。在此背景之下，我们首次尝试采用毕

赤酵母 (Pichia pastoris)表达系统来表达胶原酶

ColR75E，并对表达条件进行优化，得出重组酵母

在 pH 6.0的条件下，每 24 h添加甲醇至终浓度

为 2.5%，诱导 72 h可获得胶原酶 ColR75E的高

效表达。 

进一步通过SDS-PAGE和胶原酶谱分析发现毕

赤酵母分泌表达的胶原酶纯度高、生物活性高，

利用硫酸铵沉淀及亲和层析得到了高纯度的蛋

白，其比活力可达到 4.977 U/mg。与市场上商品化

的梭状芽胞杆菌 I型胶原酶标准品(Sigma公司，货

号：c0130)的 0.417 U/mg的比活力值高出 11.9倍。

比活力提高的原因主要是梭状芽胞杆菌Ⅰ型胶原 

 
 

 
 

图 6  重组胶原酶 ColR75E 对草鱼鱼鳞中 I 型胶原蛋白水解的时间进程检测(A)及底物特异性分析(B) 
Figure 6  Hydrolysis phase of type I collagen extracted from grass carp by recombinant collagenase ColR75E with 

incubation time (A) and analysis of substrate specificity of recombinant collagenase ColR75E (B) 
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酶标准品是未经过分离纯化的粗制品，而本研究中

的重组胶原酶经过纯化去除了大量的杂蛋白，酶

的纯度提高，进而比活力显著提高。同时，与本

实验室从原核表达系统大肠杆菌中制备的重组胶

原酶比活力 3.62 U/mg相比，提高了近 37.5%。由

于无论是大肠杆菌还是毕赤酵母表达系统，我们

制备的重组胶原酶的蛋白纯度都超过 95%，所以

导致两种表达系统中胶原酶比活力差异的原因主

要是酶活力的差异，而酶活力的差异应该与蛋白质

的翻译和组装有关。在酵母真核表达系统中，胶

原酶ColR75E的诱导时间达到 72 h，蛋白的翻译和

组装速度慢，更容易获得结构组装完整进而活力

高的蛋白；然而大肠杆菌中表达的蛋白，由于表达

速度过快可能导致部分蛋白来不及组装或者组装

的不好，导致酶活力低。因此，通过比较发现，

利用毕赤酵母真核表达系统获得了具有更高比活

力的酶，具有更好的市场应用价值。 

此外，通过测定不同浓度 (0.5、1.0、2.0、

4.0、6.0、8.0、10.0 g/L)下Ⅰ型胶原酶蛋白的反

应体系中重组 ColR75E胶原酶的反应初速度，绘

制出如图 7 所示的 Lineweaver-Bürk 双倒数曲线

图。由图 7可知，毕赤酵母重组 ColR75E胶原酶

对于Ⅰ型胶原酶蛋白的最大反应速度 Vmax 值为   

6.45 mmol/(g·min)，显著高于大肠杆菌中重组胶原

酶的最大反应速度 Vmax 值 5.71 mmol/(g·min)。   

米氏常数Km值为 2.75 g/L，比活力值与大肠杆菌

中获得的重组 ColR75E 胶原酶的 Km值 2.93 g/L

相仿[9]，没有显著区别。由毕赤酵母真核表达所

得的 ColR75E 胶原酶具有比原核表达系统所得

胶原酶更高的最大反应速度和比活力，但是具

有相似的 Km 值，表明不同表达系统改变了酶的

反应速度，但是并未改变酶对底物的亲和力。

底物特异性分析发现 ColR75E 仅对Ⅰ型胶原蛋

白具有水解能力，而对其他蛋白例如溶菌酶、

酪蛋白、BSA 等不表现水解能力，这与报道的

胶原酶特异性地水解天然胶原蛋白的三维螺旋结

构相符合[1-2]。 

 
 

图 7  重组 ColR75E 胶原酶对于 I 型胶原蛋白底物的

Lineweaver-Bürk 双倒数曲线图 
Figure 7  Lineweaver-Bürk plot of recombinant ColR75E 
collagenase to type I collagen substrate 

 
采用毕赤酵母表达系统操作更加简单，且菌

种易于培养、生长速度快、外源表达的蛋白纯度

高，大大降低了胶原酶的生产成本[20]。与原核表

达工艺相比，毕赤酵母表达系统属于甲醇营养型

表达系统[21]，酵母表达载体 pPIZαA为含有醇氧化

酶(AOX)启动子的整合载体，可通过同源重组而将

外源基因整合到酵母染色体中[22]，这样的表达系

统继代稳定，能够将外源蛋白分泌到细胞外，不

但提高表达蛋白的活性，而且有利于产物的纯

化，更加适用于大规模工业生产[23]。 

毕赤酵母对密码子的偏好性会影响到外源基

因的表达水平[24]。通过对比毕赤酵母和蜡样芽孢

杆菌两种菌株对密码子的偏好比例(图 8)可知，两

种微生物对密码子的偏好性有一定区别，在

colR75E基因中非毕赤酵母偏好的密码子占密码子总

数的比例高达 38.41%，其中有 40 个 Leu、32 个

Thr、29 个 Val 和 9 个 Ala 是由非毕赤酵母偏好密

码子编码，这可能是影响毕赤酵母表达量的关键

因素 [25]。因此，在后续的研究中可以尝试对

colR75E 进行密码子优化，使其编码序列更符合毕

赤酵母的密码子偏爱性用法，从而提高 ColR75E

在毕赤酵母中的表达量。 
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图 8  毕赤酵母与蜡样芽孢杆菌密码子偏好性比较 
Figure 8  Comparison of codon preference between Pichia pastoris X-33 and Bacillus cereus 

 
总之，本研究利用毕赤酵母作为表达系统获得

了高活性的蜡样芽菌胶原酶 ColR75E，为胶原酶在

毕赤酵母中的工业化生产进一步奠定了理论基础。 
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