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研究报告 

疏棉状嗜热丝孢菌脂肪酶基因在毕赤酵母工程菌中的遗传

稳定性 
钱忠英 1  李杨 1  蔡海莺 2  冯凤琴*1 
1 浙江大学生物系统工程与食品科学学院  浙江 杭州  310058 
2 浙江科技学院生物与化学工程学院  浙江 杭州  310023 

摘  要：【背景】重组工程菌的传代稳定性是保证外源蛋白高效稳定表达的前提，是决定工业化生

产能力的关键因素之一。【目的】对异源的疏棉状嗜热丝孢菌脂肪酶基因在毕赤酵母重组工程菌中

的遗传稳定性进行研究。【方法】将工程菌连续传代 15 次，取第 1、5、10、15 代作为受检代次，结

合重组菌的菌落及菌体形态、水解酶活、目的基因片段、外源基因拷贝数等指标综合评价其遗传稳

定性。【结果】传代过程中重组菌的菌落和菌体形态、目的蛋白分子量、目的基因序列均保持一致。

目的基因的整合拷贝数经 5 次传代后发生一定损失，但随后稳定为 7 左右，而脂肪酶的相对酶活则

提高至 90%以上。【结论】适量的整合拷贝数更有利于该脂肪酶基因在毕赤酵母重组菌中的表达，

经综合评价此工程菌的遗传稳定性良好，应用于工业化大规模生产是可行的。 
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Hereditary stability of Thermomyces lanuginosus lipase gene in 
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Abstract: [Background] Hereditary stability of recombinant strain is the prerequisite for high-level and 
stable expressing, which determines the success of industrial applications. [Objective] Hereditary stability 
of Pichia pastoris recombinant strain containing heterologous Thermomyces lanuginosus lipase gene was 
studied. [Methods] Recombinant strain was subcultured for 15 generations and its stability judged from 
the following aspects: colony morphology, cell morphology, hydrolytic activity of lipase, DNA sequence 
and integrated copy number of the target gene. [Results] Colony and cell morphology of the 1st, 5th, 10th 
and 15th generations of strains remained the same, as well as the molecular weight of the target protein and 
the target gene sequence. It was also found that after pass-generation culture for 5 times, the integrated 
copy number of lipase gene was greatly reduced and then stabilized at about 7 in the 10th and 15th 
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generations, while the relative hydrolytic activity of lipase reached up to 90%. [Conclusion] High-level 
expression of the lipase is achieved by moderate gene copy number. This recombinant strain has a good 
hereditary stability and is feasible for large-scale production.  

Keywords: Hereditary stability, Pichia pastoris, Lipase, Recombinant strain, Industrial application 

脂肪酶是一种既可催化水解反应又可催化合

成反应的高效生物催化剂，可广泛应用于烘焙、造

纸、洗涤、皮革、饲料、油脂等各行各业。脂肪酶

制剂由于主要依赖进口且价格昂贵，应用规模受到

诸多限制。自然界的微生物是一个巨大的资源宝

库，其产生的胞外脂肪酶更是具有开发和商业利用

价值。毕赤酵母(Pichia pastoris)蛋白表达系统是

20 世纪 80 年代发展起来的真核表达系统[1]，因具

有强启动子、蛋白翻译后加工修饰、自身分泌蛋白

少、易于高密度发酵等一系列独特优势而被广泛应

用于实验室研究和工业生产中，如今已有 400 多种

外源蛋白在该系统中得到有效表达，是仅次于大肠

杆菌的最常用蛋白表达系统[2-3]。随着基因工程技

术的发展，将经改造修饰后的脂肪酶基因转入毕赤

酵母中以实现外源脂肪酶的高效表达，能降低脂肪

酶的生产成本和使用成本，为其工业化生产创造了

前提条件。 
疏 棉 状 嗜 热 丝 孢 菌 脂 肪 酶 (Thermomyces 

lanuginosus lipase，TLL)是一种嗜碱的、具有高活

性和高稳定性及 sn-1,3 位置专一性的酶，能在两相

介质(水-有机溶剂)和无溶剂体系中发挥作用。最新

研究表明，其位置特异性还可通过界面吸附在特定

疏水载体(如 Purolite C-18 等)而改变，固定化后

的 TLL 能够在一定条件下随机水解甘油三酯的酯

键而产生约 100%乙酯[4]。长期以来，TLL 得到了

广泛的关注与研究，TLL 在多领域，尤其是油脂

改性、生物柴油生产、外消旋体拆分等方面具有

鲜明优势 [4-5]。诺维信公司已将其开发为可溶性

(Lipozyme TL 100 L)和固定化(Lipozyme TL IM)两
种商品酶形式。 

本实验根据蔡海莺[6]的方法优化改造了 tll 基

因，并将表达载体以同源重组的方式整合到毕赤酵

母原始宿主菌 GS115 基因组中，筛选并纯化得到

一株高拷贝转化子。工业上通过高密度发酵的手段

可显著提高重组毕赤酵母表达目的蛋白[7-8]。值得注

意的是，在高密度发酵过程中重组菌生长繁殖迅速

且经历多次传代，往往伴随着遗传不稳定性现象的

出现。重组菌的传代稳定性是高效稳定表达异源基

因和大规模发酵的重要前提，同时也是食品药品监

督管理局评审基因工程产物的重要内容之一[9]。因

此，实际生产中要求工程菌必须在一定代次之内遗

传稳定。传代稳定性取决于宿主菌、外源基因、载

体类型、拷贝数等多种因素[10]，毕赤酵母一般在

10−15 代保持稳定可满足工业化生产要求[11-13]。本

研究将工程菌 PTL 连续培养 15 代，多方面考察了

其遗传稳定性，评价指标包括菌落及菌体形态、水

解酶活、目的基因片段及序列、外源基因拷贝数等，

以期为其工业化大规模生产奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
毕赤酵母原始宿主菌 Pichia pastoris GS115，

Invitrogen 公司；大肠杆菌 Escherichia coli，苏州

金唯智公司。 

1.2  主要试剂和仪器 
Ezup 柱式酵母基因组 DNA 抽提试剂盒、

SanTaq Plus PCR Mix 预混液、30%聚丙烯酰胺贮

液、10%过硫酸氨、10% SDS、TEMED，生工生

物 工 程 ( 上 海 ) 股 份 有 限 公 司 ； pEASY-T5 Zero 
Cloning Kit 、 EasyPure Plasmid MiniPrep Kit 、

EasyPure PCR Purification Kit、氨苄青霉素，北京

全式金生物技术有限公司；对硝基苯酚棕榈酸酯

(4-Nitrophenyl palmitate ， pNPP) 、 对 硝 基 苯 酚

(p-Nitrophenol，pNP)，Sigma 公司；SYBR 荧光定

量 PCR 试剂盒，南京诺唯赞生物科技有限公司；
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表达载体 pPIC9K，Invitrogen 公司；限制性内切酶、

DNA 聚合酶等工具酶，赛默飞世尔科技有限公司。 
酶标仪，Tecan 公司；实时荧光定量 PCR 仪、

梯度 PCR 仪，赛默飞世尔科技有限公司；荧光化

学发光成像仪，上海勤翔科学仪器有限公司；迷你

垂直电泳仪、迷你水平电泳仪，北京百晶生物技术

有限公司。 
1.3  培养基配制 

YPD、BMGY、BMMY 培养基按 Invitrogen
公 司 多 克 隆 毕 赤 酵 母 表 达 手 册 配 制 ； BMMY- 
Rhodamine B-橄榄油培养基 (g/L)：酵母提取物

10.0，蛋白胨 20.0，甲醇 10.0，YNB 13.4，聚乙烯

醇乳化橄榄油 10.0，Rhodamine B 0.1，pH 6.0 磷酸

钾溶液 0.10 mol/L，生物素 0.016 μmol/L。 

1.4  方法 
1.4.1  载体构建和酵母转化 

目的基因 tll 是由前导肽序列(SPIRR-)和现有

的 疏 棉 状 嗜 热 丝 孢 菌 脂 肪 酶 编 码 基 因 序 列

(GenBank 登录号 AF054513.1)组成，根据蔡海莺[6]

的方法进行优化和改良。所得优化基因用 EcoR 
I/Not I 双酶切连接至表达载体 pPIC9K 的多克隆位

点中，后导入毕赤酵母 GS115 中与宿主基因整合。

经 G418 遗传霉素 YPD 平板筛选并纯化后得到高

拷贝的重组菌 PTL。 
1.4.2  菌株传代方法  

以得到的重组菌 PTL 作为初代，划线接种于

YPD 固体培养基上，置于 30 °C 下培养。每隔 48 h
挑取生长良好的单菌落转接到新的 YPD 固体培

养基中，并算作传代一次，按上述方法连续传代

15 代，选择第 1、5、10、15 代为受检代次。 
1.4.3  菌落和菌体形态观察 

观察并比较各受检代次菌株在 YPD 固体培养

基上生长 48 h 后的菌落形态，制成涂片后于光学

显微镜下观察并比较各代重组菌的菌体形态。 
1.4.4  重组菌功能鉴定 

从受检代菌株的 YPD 培养基上挑取生长良

好的单菌落点种到 BMMY-Rhodamine B-橄榄油

酶活平板上，30 °C 下培养 48 h。根据菌落周围的

水解圈大小，初步判断传代过程中脂肪酶的表达

情况[14]。 
1.4.5  重组工程菌的诱导表达 

参照蔡海莺的优化表达方案[6]对各受检代菌

株进行诱导表达，4 °C、5 000×g 离心 5 min 收集

第 168 h 的上清液即为待测粗酶液。 
1.4.6  酶活测定及蛋白检测 

脂肪酶水解酶活以 pNPP 为底物，采用分光光

度法进行测定[15]。0.3 mg/mL pNPP 溶于异丙醇中，

与 20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0，0.11%阿

拉伯胶)按 1:9 的体积比混匀作为底物溶液使用。

1.5 mL 离心管中加入 600 μL 底物溶液，再加入适

当稀释后的粗酶液 25 μL，以灭活酶液作为空白对

照，40 °C 下温育 15 min 后，加入 500 μL 95%乙

醇溶液终止反应，并于 410 nm 下测定吸光值。脂

肪酶酶活定义为：1 min 内催化水解底物对 pNPP
产生 1 μmol pNP 所需的酶量。粗酶液中的蛋白浓

度采用 Bradford 法测定，蛋白分子量由 SDS-PAGE
检测。 
1.4.7  引物设计 

根据 NCBI 数据库中公布的毕赤酵母 gapdh 基

因序列 (GenBank 登录号 U62648.1)以及工程菌

PTL 完整序列，分别设计 PCR 和 RT-PCR 反应所

用引物，如表 1 所示，由上海睿迪生物科技有限公

司合成。 
1.4.8  外源目的片段 PCR 检测 

提取第 1、5、10、15 代工程菌基因组 DNA， 
 

表 1  引物设计 
Table 1  Primer design 

引物

Primers
引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 
产物长度 

Product length (bp)
GP-F TACGTTGCGGGTAAAACGGA 1 463 
GP-R GAAAGAGCCAGTCCTCCGAC 
GQP-F TTGTCGGTGTCAACGAGGAG 137 
GQP-R GGTGGTCATCAAACCGGACT 
TP-F CTGGAATTCTCTCCTATCAGAA 

GAGAAGTTTCACAAGACCTG 
857 

TP-R AGGAACAGTCATGTCTAAGG 
TQP-F ACCTCTTCCTGGAGATCCGT 241 
TQP-R ACAGAGTACCACCGGTCTGA 
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阴性对照用等量的 ddH2O 替代 DNA 模板，以 TP-F、

TP-R 为上、下游引物进行 PCR 扩增。PCR 反应体

系根据 SanTaq Plus PCR 预混液试剂盒加样，PCR 反

应体系(50 μL)：ddH2O 20 μL，2×PCR Master 25 μL，

DNA 模板 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 2 μL。

PCR 反应条件：95 °C 1 min；95 °C 15 s，55 °C 15 s，

72 °C 30 s，35 个循环；72 °C 7 min。1%琼脂糖凝胶

电泳检测扩增产物，使用化学发光成像仪分析。 
1.4.9  构建标准质粒 

以重组菌 PTL 的基因组为模板，用 GP-F、GP-R
及 TP-F、TP-R 为上、下游引物分别 PCR 扩增参照

基因 gapdh 和目的基因 tll，切胶回收即得相应的

基因片段。按照 pEASY-T5 Zero Cloning Kit，将基

因片段分别连接到 pEASY-T5 Zero 载体后导入大

肠杆菌 Trans1-T1 Phage Resistant 感受态细胞中，

筛选在含氨苄青霉素的固体培养基上生长的大肠

杆菌为阳性克隆子。阳性克隆子由上海睿迪生物科

技有限公司测序鉴定，将测序正确的质粒命名为

pGAP1 和 pTLL1，作为 RT-PCR 的标准质粒[16]。 
1.4.10  RT-PCR 法测定工程菌中的拷贝数 

采用双标准曲线法测定重组菌中目的基因的

整 合 拷 贝 数 [17] 。 将 已 计 算 拷 贝 数 的 标 准 质 粒

pGAP1 和 pTLL1 梯度稀释，以 GQP-F、GQP-R 和

TQP-F、TQP-R 为引物分别进行 RT-PCR 扩增，以

测得的 Ct 值为纵坐标，以起始模板中质粒拷贝数

的对数为横坐标，建立标准曲线。受检代工程菌基

因组同样用上述 2 对引物分别进行 RT-PCR 反应，

得到相应的 Ct 值代入两条标准曲线计算 tll 基因和

gapdh 基因的起始拷贝数。作为管家基因，gapdh

基因在毕赤酵母中始终以单拷贝形式存在[18]，因

此 tll 基因与 gapdh 基因拷贝数的比值即为整合拷

贝数。拷贝数计算公式： 

Copies (/μL)=
23 96.02 10 DNA (ng/μL 10 )

DNA 660

  


浓度

长度
。 

1.5  数据处理 
实验数据均以 3 次重复实验的平均值±标准差

( x ±SD)表示。使用 SPSS 17.0 软件进行单因素方

差分析及 Tukey 多重比较法检验显著性，P<0.05
判断为有显著性差异；Origin 9.0 软件用于数据处

理和绘图。 

2  结果与分析 

2.1  菌落和菌体形态观察 
重组菌的菌落和菌体形态如图 1 所示，各代重 

 

 
 

图 1  各代重组菌菌落特征及菌体特征(400×) 
Figure 1  Colony morphology and cell morphology of different generations of recombinant strains (400×) 
注：A−D：第 1、5、10、15 代重组菌的菌落特征；E−H：第 1、5、10、15 代重组菌的菌体形态. 
Note: A−D: Colony morphology of the 1st, 5th, 10th and 15th generation of recombinant strains; E−H: Cell morphology of the 1st, 5th, 10th 
and 15th generation of recombinant strains. 
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组菌的菌落形态一致，呈乳白色不透明状，边缘整

齐、中间凸起、表面湿润光滑，有酒香味，符合典

型的巴斯德毕赤酵母菌落特征[19]，平板中无杂菌

生长。挑取各代单菌落进行镜检，观察到重组菌在

连续传代的不同时期细胞形态一致，都为卵圆形且

视野中无其他杂菌。 

2.2  重组菌功能鉴定和初筛 
在紫外灯照射下，BMMY-Rhodamine B-橄榄

油平板上各代工程菌的单菌落周围均有明显的

水解圈(图 2)，与蔡海莺的研究结果[6]一致，说明

在连续传代的过程中未出现目的基因完全丢失的

情况，即外源基因在各代工程菌中均有表达，但仍

需通过 RT-PCR 定量测定工程菌中目的基因的整

合拷贝数。 

2.3  粗酶液水解酶活及蛋白含量 
以最高酶活和最高蛋白浓度为 100%换算得到

相对酶活和相对蛋白含量。由图 3 可见，第 5、10、

15 代工程菌发酵所得粗酶液的酶活显著高于第  
1 代(P<0.05)，均在 90%以上，各代工程菌的粗酶

液中蛋白含量的高低与酶活的变化具有一致性。粗

酶液中蛋白经 SDS-PAGE 检测，几乎没有杂蛋白，

只显示为一条清晰的蛋白质特征条带，约为 36 kD。 
 

 
 

图 2  第 1、5、10、15 代重组菌水解圈 
Figure 2  The fluorescence of different generations of recombinant strains on Rhodamine B agar plates 
注：A−D：第 1、5、10、15 代重组菌. 
Note: A−D: The 1st, 5th, 10th and 15th generation of recombinant strains. 

 

 

 

图 3  第 1、5、10、15 代工程菌粗酶液中脂肪酶水解酶活和蛋白含量(A)及蛋白 SDS-PAGE 检测图谱(B) 
Figure 3  Hydrolytic activity of lipase and protein content (A) and SDS-PAGE pattern (B) in crude lipase from different 
generations of recombinant strains  
注：M：蛋白分子量标准；N：阴性对照；1−4：第 1、5、10、15 代重组菌发酵粗酶液. 
Note: M: Marker; N: Negative control; 1−4: Crude lipase respectively from the 1st, 5th, 10th and 15th generation of recombinant strains. 
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理论上 TLL 蛋白大小为 30.54 kD，推测是外源脂肪

酶在分泌的过程中被毕赤酵母表达系统进行了糖

基化等翻译后加工与修饰[20]。结合酶活与蛋白分

析，外源基因的插入能在连续传代 15 代的过程中

稳定遗传并表达出目的蛋白，毕赤酵母自身分泌的

背景蛋白非常少，十分有利于目的蛋白分离纯化。

但不可忽视的是，第 1 代重组菌的脂肪酶表达能力

较差，有必要从基因层面探讨其原因，深入分析基

因剂量与蛋白表达之间的关系。 

2.4  目的基因 PCR 和测序鉴定 
针对第 1、5、10、15 代工程菌基因组中目的

基因进行 PCR 扩增，琼脂糖凝胶电泳图(图 4)显
示所得扩增产物在 750−1 000 bp 区间均存在明显

条带，与本实验设计的目的基因大小 857 bp 相符。

将第 15 代工程菌的外源基因序列与本实验所设

计的基因序列进行 BLAST 比对，两者一致性高

达 100%。 

2.5  目的基因拷贝数测定 
如图 5 所示，标准质粒 pGAP1 和 pTLL1 的溶

解曲线图中只存在单一的熔融峰，说明无特异性扩

增，引物特异性高，定量结果准确可靠。 
将标准质粒 pGAP1、pTLL1 分别按 103、104、

105、106、107、108 梯度稀释后进行荧光定量 PCR  
 

 
 

图 4  第 1、5、10、15 代工程菌目的基因 PCR 产物鉴定 
Figure 4  Identification of target DNA segment in various 
generations by PCR analysis  
注：M：DNA 分子量标准；1−4：第 1、5、10、15 代重组菌

基因组 PCR 产物；N：阴性对照. 
Note: M: DNA marker; 1−4: PCR products of the 1st, 5th, 10th, 
15th generation of recombinant strains respectively; N: No 
template control. 

 
 

 
 

图 5  标准质粒的扩增曲线、标准曲线及熔解曲线 
Figure 5  Amplification plots, standard curves and melt 
curves of the standard plasmids 
注：A：标准质粒 pGAP1；B：标准质粒 pTLL1. 
Note: A: Standard plasmids pGAP1; B: Standard plasmids 
pTLL1. 

 
扩增，每个浓度梯度设置 3 次重复，得到一系列

Ct 值，扩增曲线见图 5。标准质粒 pGAP1 和 pTLL1
的标准曲线分别为：y=−3.423 1x+79.879 (R2=0.999 8)；
y=−3.383 4x+79.279 (R2=0.999 6)，两者的扩增效

率相近，分别为 95.9%和 97.5%。在同一反应条

件下，以第 1、5、10、15 代工程菌基因组 DNA
为模板进行 RT-PCR 检测，计算得到每隔 5 代重

组菌的拷贝数，见表 2。第 1 代拷贝数为 64.99，

传代至第 5 代拷贝数为 17.80，发生了近 70%的丢

失；第 10 代和第 15 代拷贝数为 7.00 左右，仅保

留了第 1 代 10%拷贝数，但此时重组菌中的拷贝

数已处于稳定状态。 
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表 2  tll 基因在重组工程菌中的拷贝数 
Table 2  Copy number of tll gene in the genome of the 
recombinant strain 

传代数 
Generation 

Ct 整合拷贝数 
Copy number 

基因丢失率 
Deletion rate (%)gapdh tll 

1 19.71±0.08 13.67±0.01 64.99 0.0 

5 19.29±0.02 15.17±0.07 17.80 72.6 

10 19.11±0.10 16.30±0.00 7.29 88.8 

15 19.14±0.05 16.21±0.04 7.87 87.9 
 

3  讨论与结论 
在毕赤酵母表达系统中，表达载体通过同源

重组的方式整合到宿主的基因组上具有相对较高

的稳定性。本实验对重组工程菌 PTL 连续传代至

15 代，选取第 1、5、10、15 代作为受检代次，综

合分析了各项检测指标以评价其遗传稳定性。研究

结果显示，受检代工程菌的菌落和菌体形态一致，

为毕赤酵母特征形态，说明重组菌的生长不受多拷

贝基因的影响；经 BMMY-Rhodamine B-橄榄油平

板鉴定，传代过程中工程菌分泌外源脂肪酶的能力

没有丢失；受检代工程菌的目的基因 PCR 扩增产

物大小为 857 bp，与所设计的基因序列大小相吻

合；传至第 15 代，工程菌的基因序列与原始的优

化序列的一致性为 100%。 
脂肪酶的产量是将该工程菌应用于工业化生

产所关注的重要指标。然而，基因工程获得的克隆

子往往具有不可预测的生产特性[21-22]。本实验中，

第 5 代、第 10 代工程菌粗酶液的酶活均在 99%以

上，第 15 代酶活虽略有下降，仍保持在 90%以上，

表明第 5 代至第 15 代工程菌发酵产脂肪酶已达到

了稳定，而第 1 代工程菌发酵液的酶活和蛋白含量

都显著低于第 5、10、15 代，推测脂肪酶表达量的

变化情况可能与目的基因在毕赤酵母中的遗传稳

定性有关。因此，实验进一步监测了传代过程中工

程菌基因拷贝数的变化，以期发现基因剂量与蛋白

表达量之间的关系。 
由 RT-PCR 结果发现，工程菌 PTL 在传至  

第 5 代时目的基因的整合拷贝数发生了大量损失，

由 64.99 降为 17.80，随后整合拷贝数损失量减少

并保持稳定，第 10、15 代工程菌分别为 7.29、7.86。

由生产能力和基因剂量两个指标，我们发现拷贝数

出现骤降的代次正是脂肪酶酶活发生变化的代次。

目前对于高拷贝子的研究报道较少，高拷贝的重组

菌在传代过程中目的基因易发生丢失，Zhu 等通过

HIS 和 AOX 同源重组得到了拷贝数为 29 的毕赤酵

母转化子，诱导培养 96 h 后拷贝数骤减至 15[23]。

大多数情况下，高基因剂量更有利于充分发挥毕赤

酵母的表达潜力[24]。Vassileva 等构建了 HBsAg 基

因拷贝数最大量为 8 的毕赤酵母重组菌，发现拷贝

数的增加与蛋白总水平的相应升高密切相关[25]。

Wang 等将 BmK AngM1 基因导入毕赤酵母 Muts

菌株，结果显示含有 4 个基因拷贝的菌株表达量约

为单拷贝菌株的 4 倍[26]。 
然而，本实验传代过程中基因拷贝数下降，

工程菌脂肪酶表达量反而提高，其原因可能是目

的基因并非细胞本身所携带，表达高拷贝的外源

基因意味着细胞需要消耗更多额外的能量，加重

了其生长代谢的负荷[12,27]。宿主中 mRNA 的翻

译效率或蛋白质的折叠效率受到限制，甚至对于

分泌效率较低的蛋白，盲目增加基因剂量还会引

起对分泌途径的负反馈抑制[3,24]。这种高拷贝低

表达的现象在他人的研究中也有发现。Sha 等研

究华根霉 CCTCCM201021 脂肪酶在毕赤酵母中

表达时，发现基因拷贝数从 5 增加到 6 时，脂肪

酶酶活从 12 500 U/mL 降至约 2 000 U/mL[28]。

Camara 等在毕赤酵母中导入了不同剂量的米根

霉脂肪酶(Rhizopus oryzae lipase，ROL)基因，拷

贝数分别为 1、2、4、8、15，结果发现拷贝数为

2 的蛋白产量最高[29]。Zhu 等研究了更广泛的基

因剂量，拷贝数分别为 0、1、3、6、12、18、29、

52，拷贝子为 12 时蛋白表达量最高，高拷贝子(拷
贝数>12)的生长速率和甲醇利用率显著降低，得

出了基因剂量和蛋白产量的关系曲线呈“钟形”
的结论[30]。 
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此 外 ， 还 有 学 者 提 出 较 为 新 颖 的 见 解 。

Schwarzhans 等认为基因拷贝数与外源蛋白的表达

水平之间并无明显相关性，他们对 845 个毕赤酵母

转化子进行分析测定，利用了全基因组测序手段，

并将所获结果与菌株相应的生产特性共同讨论，发

现如果多拷贝菌株中表达盒以头-头或尾-尾的方

式串联，会对重组菌的蛋白生产能力产生显著的负

面影响[21]，该发现也可能解释了在一些未知表达

盒串联方式的研究中，出现的表达量与 qPCR 所测

拷贝数判断的理论表达水平不符的现象。 
综上所述，重组菌的生产能力与外源基因本身

的性质及表达水平、拷贝数、宿主、载体、细胞生

理状态等多种因素均有关系[21,31-33]。 
总之，工程菌 PTL 经连续传代培养至第 15 代，

目的基因拷贝数维持稳定，脂肪酶的表达量处于较

高水平，适量的整合拷贝数更利于重组菌 PTL 的

生产能力，并且综合菌落特征、菌体形态、蛋白分

子大小及目的基因序列等多方面共同说明了菌株

未发生退化，具备良好的遗传稳定性，可用于工业

化生产。 
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