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研究报告 

卡氏德巴利酵母植酸酶在毕赤酵母中的异源表达及优化 

望松柏 1,2  盖园明 2  龚大春 1  涂璇*1  张大伟*2 
1 三峡大学生物与制药学院  湖北 宜昌  443002 

2 中国科学院天津工业生物技术研究所  天津  300308 

摘  要：【背景】植酸是一种能螯合金属离子和蛋白质的有机磷类化合物，广泛存在于植物组织中，

影响动物对营养元素的吸收。在饲料中加入植酸酶可有效降解植酸。【目的】构建毕赤酵母异源表

达卡氏德巴利酵母(Debaryomyces castellii，D. castellii)植酸酶的菌株，促进卡氏德巴利酵母植酸酶

的研究及工业应用。【方法】将卡氏德巴利酵母植酸酶基因进行密码子优化后转入毕赤酵母 GS115

中，通过筛选多拷贝、敲除蛋白酶、过表达分子伴侣及转运蛋白的方法获取优势菌株。【结果】所

得重组菌株 GS115/DCphy(ΔPep4)(BFR2)的产酶酶活是低拷贝菌株的 7 倍。【结论】研究结果为卡

氏德巴利酵母植酸酶的异源表达及潜在工业应用提供了一定的指导。 
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Abstract: [Background] Phytic acid is an organophosphorus compound which are widespread in plant 
tissues. It can chelate nutrient elements such as metal ions and protein in plant tissues, making them unable 
to be absorbed and utilized by herbivorous monogastric animals. The phytase can effectively catalyze the 
hydrolysis of phytic acid. [Objective] In order to promote the research and industrial application of 
Debaryomyces castellii phytase, we constructed a recombinant strain that heterologously expressed 
Debaryomyces castellii phytase in Pichia pastoris. [Methods] The phytase gene from Debaryomyces 
castellii was optimized and transformed into Pichia pastoris GS115. The high expression strain was 
obtained by screening copy number, knocking out proteases, and co-expressing molecular chaperones and 
transporters. [Results] The enzyme activity in the fermentation supernatant of the recombinant strain 
GS115/DCphy(ΔPep4)(BFR2) is 7 times that of the low-copy strain. [Conclusion] The results can provide 
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some guidance for the heterologous expression and potential industrial application of Debaryomyces 
castellii phytase. 

Keywords: phytase, Pichia pastoris, Debaryomyces castellii 
 

植酸(Phytic Acid)，又名肌醇六磷酸，常存在

于多种植物组织中。植酸是一种具有强螯合能力的

酸，其 6 个带负电的磷酸基团能与铜、铁、锌、锰

等微量元素形成不溶螯合物，使得金属离子不能被

动物吸收利用[1]。在植物性饲料中，大量的磷同肌

醇结合后形成植酸，继而形成稳定的植酸盐复合

物。有研究报道，植酸还可同饲料中的蛋白质发生

络合作用，降低其活性，从而影响动物对蛋白质、

碳水化合物的消化和吸收[2]，是影响动物营养元素

摄入的主要因素之一。 

植酸酶(Phytase)，又称肌醇六磷酸水解酶，是

一类能够催化植酸及其盐类物质水解生成肌醇和

磷酸的酶的总称，其广泛存在于反刍动物、植物及

微生物体内[3]。植酸酶可以有效降低植酸的抗营养

作用，增加动物对磷元素、矿质元素、蛋白质等营

养物质的吸收和利用，降低无机磷排泄物对环境造

成的负面影响[4]。畜牧单胃动物在进食植物性饲料

的过程中会有大量植酸生成，然而其消化系统内部

缺乏能够有效分解植酸的酶类[5]，使得单胃动物对

食物中营养元素的吸收减少，同时也形成了高磷粪

便，继而污染环境。因此，植酸酶常作为饲料添加

剂用于单胃动物饲料中，以期提高动物饲料的营养

成分利用率，促进动物的营养摄入均衡，减小动物

粪便对环境的污染[6]。 

依据来源的不同，植酸酶分为动物来源、植物

来源及微生物来源。其中微生物来源的植酸酶因

具有活性高、生产较容易等优点，其研究和开发

最为深入。然而微生物植酸酶的原菌株产酶效率

较低，不适合进行规模化的发酵培养。利用基因

工程方法将植酸酶基因转入适当的宿主使其高效

表达已经成为一种趋势。目前，植酸酶基因已经

成功地在多种系统中实现异源表达，如以大肠杆

菌[7]和芽孢杆菌[8]为代表的原核表达系统，以毕赤

酵母[9]和丝状真菌[10]为代表的真核表达系统。巴斯

德毕赤酵母表达系统作为一种广泛运用的外源蛋

白表达系统，其作为异源表达宿主具有表达水平

高、外源蛋白基因遗传稳定、能够严格调控外源基

因表达等优点[11]。近年来，大肠杆菌来源植酸酶、

黑曲霉来源植酸酶等均已实现了在毕赤酵母中的

异源表达[12-13]。 

植酸酶的工业化运用已经非常成熟，但受限于

植酸分子 2 位磷酸基团特殊的空间轴向位置，绝大

部分植酸酶无法完全水解植酸生成肌醇。卡氏德巴

利酵母植酸酶是文献报道的一种具有完整水解能

力的植酸酶，其编码序列长度为 1 383 bp，理论

分子量为 51.2 kD，最适反应温度为 68 °C，耐受

pH 为 2.5−6.5，能够水解植酸盐分子全部磷酸基 

团[14]。Ragon 等对 DC Phytase 进行了异源表达[15]，

该研究分别以 PGAP、PAOX1 为启动子，以毕赤酵母

X33 为宿主菌对其进行了异源表达；在对发酵条件

进行优化后，发酵罐水平下，含 GAP 启动子的重

组菌产量为 16.5 U/mL，含 AOX1 启动子的重组菌

产量为 467 U/mL。空间结构解析[16]认为，该植酸

酶为四聚体蛋白，含有组氨酸酸性植酸酶家族特有

的碱基序列 RHGXRXP，其空间结构与黑曲霉来源

的酸性磷酸酶非常相似，但该研究并未揭示其水解

2 位磷酸基团的反应机理。 

本研究根据毕赤酵母 GS115 的密码子偏好性，

设计并合成了卡氏德巴利酵母植酸酶基因 DC 

phytase，通过多拷贝的筛选、蛋白酶的敲除、分

子伴侣与转运蛋白的过表达等方法构建基因工程

重组菌株，以期实现 DC phytase 在毕赤酵母 GS115

中的异源表达，为卡氏德巴利酵母植酸酶的潜在工

业应用奠定基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌感受态细胞 DH5α，康为世纪公司；巴

斯德毕赤酵母 GS115 (His−，Mut+)和载体 pPIC9K，

Invitrogen 公司；蛋白酶敲除及过表达分子伴侣与

转运蛋白质粒为实验室前期构建。 

1.1.2  主要培养基及试剂和仪器 

培养基 YPD、MD、BMGY、BMMY 均按毕

赤酵母表达系统说明书制备。YNB、生物素，

Solarbio 公司；限制性核酸内切酶 Pme I、Kpn 2I，

Thermo Fisher 公司；2×Taq Master Mix，Vazyme

公司；糖苷内切酶 Endo H，Novoprotein 公司；

Gibson 双片段连接试剂盒，NEB 公司；Cycle Pure 

Kit 和 Gel Extraction Kit，Omega 公司；质粒提取

试剂盒、酵母基因组提取试剂盒，天根生化科技(北

京)有限公司；氨苄青霉素(Ampicillin，Amp)、硫

酸卡那霉素(Kanamycin Monosulfate，Kana)、遗传

霉素 G418、诺尔斯菌素(Nourseothricin，NTC)，

Solarbio 公司。其他试剂均为国产分析纯或化学纯。

PCR 仪，杭州柏桓科技有限公司；紫外可见分光

光度计，上海美谱达仪器有限公司；凝胶成像仪，

Bio-Rad 公司；pH 计，奥豪斯仪器上海有限公司；

电泳仪，北京市六一生物科技有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  表达载体的构建 

根据毕赤酵母密码子偏好性优化 DC phytase，

由擎科生物进行化学合成，并克隆至载体 pUC57。

引物信息如表 1 所示。以 DC-F、DC-R 为引物，

以 pUC57-DCphy 质粒为模板 PCR 扩增获取优化后

的 DC phytase 基因序列；以 pPIC9K-F、pPIC9K-R

为引物，以 pPIC9K 质粒为模板 PCR 扩增获取载

体 pPIC9K，1%的琼脂糖凝胶电泳验证并回收 PCR

产物。使用 Gibson 双片段连接试剂盒将 DC Phytase

片段与 pPIC9K 载体进行连接，连接产物转化至

大肠杆菌感受态细胞 DH5α，用 LB 平板(含 Amp 

表 1  载体构建 PCR 引物序列 
Table 1  PCR primer sequence for constructing vector 

Primers name Primers sequence (5′→3′) 

pPIC9K-F CATCATCATCATCATCATTAATTCG 

pPIC9K-R AGCTTCAGCCTCTCTTTT 

DC-F ATGGTCTCCGTTTCCAAGTTG 

DC-R AGAGTTAATCAAAGAAGCTGTGT 

 
100 μg/mL)进行筛选，37 °C 培养过夜后挑取单菌

落接种至 LB 液体培养基进行培养，培养温度为

37 °C，摇床转速为 220 r/min。菌液送金唯智生物

公司进行测序，提取序列鉴定无误的质粒，得到重

组表达载体 pPIC9K-DCphy。 

1.2.2  酵母转化 

挑取经 YPD 平板划线活化的毕赤酵母 GS115

单菌落，接种于 5 mL YPD 液体培养基中，30 °C、

220 r/min 培养过夜，按 1%接种量转接至 30 mL 

YPD 液体培养基，30 °C 培养至 OD600 值为 0.8−1.2。

分装 1 mL 菌液至离心管，8 500×g 离心 1 min 收集

菌体，加入 1 mL 电转液(100 mmol/L 醋酸锂，    

0.6 mol/L 山梨醇，10 mmol/L Tris-HCl，10 mmol/L 

DTT)， 混 匀 后 室 温 静 置 30 min。 静 置 完 成 后      

8 500×g 离心 1 min 收集菌体，并用 1 mL 预冷的   

1 mol/L 山梨醇重悬 3 次，最终加入 55 μL 的 1 mol/L

山梨醇悬浮菌体，全程冰上操作。感受态细胞制备

完成后，分别加入 1.5 μg 经过 Kpn 2I 线性化处理的

重组质粒 pPIC9K-DCphy 及空载体质粒 pPIC9K，

混匀后冰浴 5 min，加入至 0.1 cm 无菌电转杯进行

电击，电击电压为 1.5 kV。电击完成后立即加入   

1 mL 预冷的 1 mol/L 山梨醇溶液重悬，吸取重悬

液至无菌离心管，室温静置孵育 2 h，8 500×g 离

心 1 min 收集菌体，取出 800 μL 上清后重悬菌体，

涂布于 MD 平板，30 °C 培养 72 h 观察菌落生长

情况。 

1.2.3  多拷贝的筛选 

在 MD 平板上加入 2 mL 无菌水洗脱单菌落，

收集洗脱菌液，测定 OD600 后将其稀释至 OD600

为 1.0 作为筛选母液。将母液稀释 10 倍后分别吸
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取 100、200、300、400 μL 涂布于不同 G418 浓度

的 YPD 平板上，G418 浓度梯度设置为 0.25、0.50、

1.0、2.0 mg/mL。30 °C 培养 3–5 d，观察菌落生长

情况。 

1.2.4  发酵诱导 

挑取不同 G418 浓度的 YPD 平板单菌落，接

种至 5 mL YPD 液体培养基(含 Amp 100 μg/mL 和

Kana 50 μg/mL 及相应 YPD 平板的 G418 浓度)，

按 照 G418 浓 度 分 别 设 置 菌 株 编 号 为 ：

GS115/DC-0.25-1、-2，GS115/DC-0.5-1、-2、-3，

GS115/DC-1.0-1、-2、-3、-4。30 °C、220 r/min 培

养 48 h 后按 1%的转接量转接至 30 mL 的 BMGY

培养基(含 Amp 100 μg/mL 和 Kana 50 μg/mL)，

30 °C、220 r/min 培养 24 h，再按 1%的转接量转

接至 BMMY (含 Amp 100 μg/mL 和 Kana 50 μg/mL)

培养基，26 °C、220 r/min 低温诱导培养 216 h，并

每隔 24 h 补加 0.5% (体积分数)纯甲醇。 

1.2.5  酶活的测定 

收集发酵菌液，8 000 r/min 离心 30 min，取上

清测定酶活。测定方法以《GB/T18634-2009 饲用

植酸酶活性的测定-分光光度法》[17]为准。植酸酶

酶活单位定义为：37 °C 和 pH 5.5 条件下，每分钟

从 5 mmol/L 的植酸钠溶液中水解 1 μmol 无机磷所

需的酶量为 1 个酶活单位，以 U 表示。 

1.2.6  SDS-PAGE 及去糖基化处理 

发酵上清与 5×Loading Buffer 混匀后沸水浴煮

沸 20 min，12 000 r/min 离心 3 min 后取上清进行

SDS-PAGE 分析。 

去糖基化处理方法：发酵上清在糖蛋白变性缓

冲液(含 0.5% SDS，40 mmol/L DTT)中煮沸 10 min，

将反应液按照 Novoprotein 说明书配制 Endo H 反

应体系，于 37 °C 水浴中孵育 2 h。 

1.2.7  蛋白酶的敲除 

实验采用 CRISPR/Cas9 对毕赤酵母蛋白酶 A

编码基因 pep4、蛋白酶 B 编码基因 prb1 进行敲除。

敲 除 质 粒 为 实 验 室 前 期 构 建 ， 敲 除 质 粒 所 用

sgRNA 在 E-CRISP (http:www.e-crisp.org/E-CRISP/)

界面上进行设计，本文所设计敲除 pep4、prb1 的

sgRNA 序列如表 2 所示。所用 Donor DNA 由本次

实验所获得。吸取微量野生型毕赤酵母 GS115 保

藏菌液划线于 YPD 平板，30 °C 培养箱培养 2 d 后

挑取单菌落接种于 5 mL YPD 液体培养基(含 Amp 

100 μg/mL 和 Kana 50 μg/mL)，30 °C、220 r/min

培养 48 h。取 2 mL 试管菌液于 12 000 r/min 离心

1 min，吸除上清后利用酵母基因组提取试剂盒提

取毕赤酵母基因组 DNA；以提取的毕赤酵母基因

组为模板，以 Pep4-Up-F/Pep4-Up-R、Pep4-Down-F/ 

Pep4-Down-R 为引物扩增 pep4 左右臂片段，以

Prb1-Up-F/Prb1-Up-R、Prb1-Down-F/Prb1-Down-R

为引物扩增 prb1 左右臂片段，所用引物见表 3，

反应体系见表 4。PCR 反应条件：95 °C 10 min；

95 °C 30 s，55 °C 15 s，72 °C 1 kb/min，30 个循环；

72 °C 4 min。用 Cycle Pure Kit 回收 PCR 扩增产物

后 ， 分 别 加 入 相 同 量 的 左 右 臂 片 段 ， 并 以

Pep4-Up-F/Pep4-Down-R 为引物对 pep4 左右臂片

段进行融合，以 Prb1-Up-F/Prb1-Down-R 为引物对

prb1 左右臂片段进行融合，1%的琼脂糖凝胶电泳

验证并回收反应产物，获取 pep4、prb1 的 Donor 

DNA 片段。将 500 ng 敲除质粒与 1 000 ng Donor 

DNA 片段通过电转的方式共同转入多拷贝筛选菌，

以 YPD 平板(含 G418 0.5 mg/mL 和 NTC 100 μg/mL)

进行筛选。30 °C 培养 3 d，观察菌落生长情况，挑取

单菌落接种至 YPD 液体培养基(含 G418 0.5 mg/mL)

培养，并通过传代培养对敲除质粒进行丢失。吸

取传至第 3 代的菌液进行 YPD 平板(含 G418       

0.5 mg/mL)划线，30 °C 培养至长出单菌落后，挑

取单菌落进行 YPD 平板影印，以验证质粒是否丢

失。在含 NTC 的平板上不生长而在不含 NTC 的平

板上生长的菌落即为所得蛋白酶敲除菌株。 

 
表 2  sgRNA 序列 
Table 2  Sequence of sgRNA 

Sequence name Sequence (5′→3′) 

Pep4-sgRNA GCTGAGGCCACATCGGAGCC 

Prb1-sgRNA GAAGTTGATGCCAGCAGCGA 
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表 3  Donor DNA 片段获取的 PCR 引物序列 
Table 3  PCR primer sequence of getting the donor DNA fragment 

Primers name Primers sequence (5′→3′) 

Pep4-Up-F AGAAGCGAGTTTCTCCGTAT 

Pep4-Up-R CTTTAAATTGATTATCAGTAATTGAGAAAT 

Pep4-Down-F ATTTCTCAATTACTGATAATCAATTTAAAGGGAAAGATCACCTGGTTG 

Pep4-Down-R ATTAGTTGATGATTGTCTGAGAC 

Prb1-Up-F AATAACTTCATGACTGCATTTG 

Prb1-Up-R AGTTTAAATAATATGGAGATTTGTTTG 

Prb1-Down-F CAAACAAATCTCCATATTATTTAAACTCGCTCCAGGTTTAAACATTC 

Prb1-Down-R GAATGTGAAATTCCAAGAATTG 

 
表 4  Donor DNA 片段获取的 PCR 反应体系 
Table 4  PCR reaction system for obtaining donor DNA 
fragments 

Component Initial concentration Volume (μL) 

Genomic DNA 20 ng/μL 1 

Forward primer 10 μmol/L 1 

Reverse primer 10 μmol/L 1 

Taq Master Mix 2× 10 

ddH2O Not applicable 7 

 

1.2.8  分子伴侣与转运蛋白的过表达 

根据蛋白酶敲除菌株诱导发酵结果，在菌株

GS115/DCphy(ΔPep4)中，选取部分对毕赤酵母异

源蛋白分泌有促进作用的分子伴侣与转运蛋白

BFR2、CUP5、HAC1、SSE1、PDI、BiP 进行过表

达，构建工程菌株 GS115/DCphy(ΔPep4)(BFR2)、

GS115/DCphy(ΔPep4)(CUP5)、GS115/DCphy(ΔPep4) 

(HAC1)、GS115/DCphy(ΔPep4)(SSE1)、GS115/DCphy 

(ΔPep4)(PDI)、GS115/DCphy(ΔPep4)(BiP)。所选分

子伴侣与转运蛋白重组质粒载体均为 pGAP，由实

验室前期构建。所有重组质粒经 Pme I 线性化处理

后电转入蛋白酶敲除菌株 GS115/DCphy(ΔPep4)

中，以 YPD 平板(含 Amp 100 μg/mL、Kana 50 μg/mL、

G418 0.5 mg/mL 和 NTC 100 μg/mL)进行筛选，

30 °C 培养 3 d 后观察菌落生长情况，挑取生长状况

良好的单菌落进行摇瓶诱导发酵。将所挑取的单菌落

接种至 5 mL 的 YPD 液体培养基(含 Amp 100 μg/mL

和 Kana 50 μg/mL)，30 °C、220 r/min 培养 48 h 后，

按 1%的转接量转接至 30 mL 的 BMGY 培养基(含

Amp 100 μg/mL 和 Kana 50 μg/mL)，30 °C、220 r/min

培养 24 h，再按 1%的转接量转接至 BMMY 培养

基(含 Amp 100 μg/mL 和 Kana 50 μg/mL)，26 °C、

220 r/min 低温诱导培养 216 h，并每隔 24 h 补加

0.5% (体积分数)纯甲醇。 

2  结果与分析 

2.1  pPIC9K-DCphy 在毕赤酵母 GS115 中的筛

选及发酵诱导 

实验通过不同 G418 浓度对重组载体 pPIC9K- 

DCphy 在毕赤酵母中进行筛选，通过不同强度的抗

性压力来筛选拷贝数和抗性不同的重组子，以期获

得表达量和酶活高的菌株。筛选平板在培养 3−5 d

后，不同浓度(0.25、0.50、1.00 mg/mL)的 G418 平

板上均有单菌落生成，2.00 mg/mL G418 条件下则

无生长菌落(表 5)，而且平板菌落生长总数随抗性

浓度的增加而减少。挑取部分菌株进行摇瓶发酵，

上清酶活测定(图 1)结果显示菌株 GS115/DC-0.5-1

酶活最高为 7.8 U/mL，较低拷贝菌株 GS115/DC- 

0.25 提高约 3 倍。 

 
表 5  不同 G418 浓度下的菌落统计 
Table 5  Colony statistics under different G418 concentration 
G418 浓度 

G418 concentrations (mg/mL)

菌落总数 

Total number of colonies 
0.25 239 

0.50 22 

1.00 6 

2.00 0 
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图 1  筛选菌株发酵上清的酶活检测 
Figure 1  Detection of fermentation supernatant enzyme 
activity of screening strains  
注：GS115/9K 为转入空载体 pPIC9K 的出发菌株；0.25-1、

0.25-2 为 0.25 mg/mL G418 条件下的筛选菌株；0.50-1、0.50-2、

0.50-3 为 0.50 mg/mL G418 条件下的筛选菌株；1.00-1、1.00-2、

1.00-3、1.00-4 为 1.00 mg/mL G418 条件下的筛选菌株 

Note: GS115/9K is the starting strain transferred into the empty 
vector pPIC9K; 0.25-1 and 0.25-2 are selected strains under the 
condition of 0.25 mg/mL G418; 0.50-1, 0.50-2, 0.50-3 are selected 
strains under the condition of 0.50 mg/mL G418; 1.00-1, 1.00-2, 
1.00-3, 1.00-4 are selected strains under the condition of       
1.00 mg/mL G418 

 
对发酵液上清进行 SDS-PAGE 分析，图 2 结

果显示蛋白分子量约为 80 kD，大于 DC Phytase

的理论值 51 kD。由于毕赤酵母 GS115 中存在蛋白

糖基化修饰系统，推测其分子量的变化可能是由于

糖基化修饰所致，对其氨基酸序列进行糖基化位点

预测(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)，发

现其存在 6 个潜在的 N-糖基化位点(图 3)。随后，

利用糖苷内切酶 Endo H 对发酵上清酶液进行去糖

基化处理，SDS-PAGE 检测结果(图 4)显示去糖基化

后的蛋白分子量仍大于 DC Phytase 理论值(51 kD)。

Ragon 等[15]在利用毕赤酵母 X33 对 DC Phytase 进

行异源表达时，分泌蛋白经糖苷内切酶 Endo H 消

化处理后分子量(55 kD)也大于其理论值，他们经

软件预测发现 DC Phytase 除了 N-糖基化位点外，

还存在 4 个潜在的 O-糖基化位点。我们推测，在

异源表达的过程中，毕赤酵母可能对 DC Phytase 

 
 

图 2  筛选菌株发酵上清的 SDS-PAGE 
Figure 2  SDS-PAGE of fermentation supernatant of 
multi-copy screening strain 
Note: M: Protein Marker. 
 

 
 

图 3  DC Phytase N-糖基化位点预测 
Figure 3  Predict the N-glycosylation site of DC Phytase 

 

 
 

图 4  DCphytase 经 Endo H 处理后的 SDS-PAGE 
Figure 4  SDS-PAGE of DC Phytase supernatant after 
Endo H treatment 
注：M：蛋白 Marker；1：DC Phytase；2：经 Endo H 处理的

DC Phytase 
Note: M: Protein Marker; 1: DC Phytase; 2: Endo H-treated DC 
Phytase 
 

进行了 N-糖基化和 O-糖基化 2 种糖基化，而

Endo H 仅能在 N-糖基化位点进行切割，不能对

O-糖基化进行处理，因此分子量偏大的原因可能

与未被消化的 O-糖基化有关。 
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实验结果表明重组 DC Phytase 在毕赤酵母

GS115 中成功表达，并在细胞内有一定程度的糖基

化修饰，将筛选所得优势菌株命名为 GS115/DCphy。 

2.2  蛋白酶敲除菌株的诱导发酵 

选择敲除筛选菌株 GS115/DCphy 的蛋白酶 A、

B 的编码基因 pep4、prb1，构建蛋白酶敲除菌株

GS115/DCphy(ΔPep4)和 GS115/DCphy(ΔPrb1)，摇

瓶发酵诱导实验酶活检测结果(图 5)显示，相较于

出发菌株，敲除蛋白酶 A 后酶活提升约 97%，敲

除蛋白酶 B 后酶活提升约 12%。本研究结果表明，

敲除蛋白酶 A 有利于优化 DC Phytase 在毕赤酵母

中的异源表达。本实验将所得优势菌株命名为

GS115/DCphy(ΔPep4)。 

2.3  过表达分子伴侣与转运蛋白菌株的诱导发酵 

通过查找部分对毕赤酵母异源蛋白质分泌有促

进作用的分子伴侣与转运蛋白(BFR2、CUP5、HAC1、

SSE1、PDI、BiP)[18]，在菌株 GS115/DCphy(ΔPep4)

中分别进行过表达。将构建完成的 6 株重组菌 

 

 

 
图 5  蛋白酶敲除菌株发酵上清的酶活检测 
Figure 5  Detection of enzyme activity in fermentation 
supernatant of protease knockout strain 
注：GS115/DCphy 为所筛选的优势多拷贝菌株；ΔPep4、ΔPrb1

为所构建的蛋白酶缺失菌株 

Note: GS115/DCphy is the dominant multi-copy strain selected; 
ΔPep4 and ΔPrb1 are constructed protease-deficient strains 

株，以 YPD 培养基为种子培养基、以 BMMY 培

养基为发酵培养基进行诱导发酵，连续培养 216 h

后取发酵上清进行酶活测定及 SDS-PAGE 分析。重

组菌株发酵上清液的酶活检测(图 6)及 SDS-PAGE

分析(图 7)结果显示，仅过表达 BFR2 的菌株上清

液酶活及蛋白表达量有进一步提升，上清液酶活提

高 24%，至 15 U/mL；而过表达 CUP5、HAC1、

SSE1 的菌株上清液酶活及蛋白表达量较对照菌株

基本无明显变化；过表达 BiP、PDI 的菌株上清液

酶活及蛋白表达量出现了较大幅度的降低。实验

结果表明，BFR2 在促进毕赤酵母 GS115 异源表达

分泌 DC Phytase 方面具有更好的效果。 

3  讨论与结论 

目前植酸酶在饲料添加剂领域的应用已经非

常广泛，大肠杆菌植酸酶和黑曲霉植酸酶已经实现

了商业化的生产应用，但绝大部分市场在售的植酸

酶不具备水解植酸分子 2 位磷酸基团的能力，不能 

 

 
 
图 6  过表达分子伴侣与转运蛋白菌株发酵上清的酶活

检测 
Figure 6  Detection of enzyme activity in fermentation 
supernatant of strains co-expressing molecular chaperone 
and transporter 
注：ΔPep4 为所构建的蛋白酶缺失菌株；BFR2、BiP、CUP5、

PDI、HAC1、SSE1 为所构建的过表达分子伴侣及转运蛋白

菌株 

Note: ΔPep4 is the constructed protease-deficient strain; BFR2, 
BiP, CUP5, PDI, HAC1, SSE1 are constructed overexpression 
molecular chaperone and transporter strains 
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图 7  过表达分子伴侣与转运蛋白菌株发酵上清液的

SDS-PAGE 
Figure 7  SDS-PAGE of fermentation supernatant of 
strains overexpressing molecular chaperone and transporter 
Note: M: Protein Marker 

 
将植酸完全水解成肌醇，进而影响动物对营养元素

的进一步吸收和利用。卡氏德巴利酵母植酸酶是文

献报道的一种既具有完整水解能力且空间结构已

经解析的植酸酶，能够有效水解植酸分子 2 位磷酸

基团并形成肌醇，从而能进一步提升磷酸水解率，

促进动物对磷元素、肌醇及其他营养元素的摄入，

减轻环境污染，提高饲料的营养利用率。然而该酶

的原产菌株产酶能力较低，并且菌株培养过程复

杂，不利于进行工业化生产。因此，通过毕赤酵母

GS115 异源表达系统构建能高效产酶的工程菌株，

将有助于卡氏德巴利酵母植酸酶的进一步研究和

开发利用。 

基因的拷贝数是影响外源蛋白在毕赤酵母中

表达水平的主要因素之一。一般而言，较多的基因

拷贝数会增加异源蛋白的表达量，但外源基因过多

也会对异源蛋白的表达效果产生不利影响。本文在

进行不同浓度 G418 筛选多拷贝重组菌株的过程

中，发现转化子在 G418 浓度为 2.00 mg/mL 条件

下无法生长。Aw 等[19]的研究也出现了高浓度 G418

条件下无菌落生长的现象，这是由于初始抗性压

力过大所致。本文进一步的研究也表明，高抗性

条件下筛选的重组菌株其蛋白表达水平可能会有

所降低。在 Jiao 等[20]通过构建不同拷贝数的基因

盒以提高脂肪酶在毕赤酵母中表达水平的研究

中，拷贝数超过 5 个之后其表达水平也出现明显

降低的现象。造成这种现象的原因是菌体内基因

拷贝数过多时蛋白转录和翻译过程持续增加，超

出菌体代谢承受范围，蛋白表达量与拷贝数不再

匹配[21]。 

毕赤酵母在进行异源蛋白表达的过程中，细胞

内会产生大量蛋白酶，进而出现严重的蛋白水解现

象。研究表明，毕赤酵母细胞内的特异性蛋白酶能

对基因重组蛋白进行特异性水解，是影响异源蛋白

表达水平的主要因素之一[22]。通过对宿主菌进行

遗传改造，破坏其蛋白酶表达系统，被认为是减少

重组蛋白水解的有效方法[23]。Marques 等[24]通过研

究发现，在缺乏蛋白酶的细胞中，蛋白的水解度有

所降低；Wu 等[25]在对毕赤酵母主要蛋白酶进行敲

除处理后，发现改造菌株中 80%的分泌异源蛋白仍

完好无损，而野生型菌株仅只有 30%。蛋白酶 A

是毕赤酵母的主要液泡蛋白水解酶，由基因 pep4

编码，可以将其他蛋白酶由无活性的酶原状态激活

成活性肽，对其他蛋白酶行使功能具有重要作用，

敲除蛋白酶 A 可以有效阻断所有其他蛋白酶变为

活性肽[26]。Helian 等[27]通过敲除毕赤酵母蛋白酶

A，发酵上清液的酶活提升 26%。本文的研究结果

也证实敲除毕赤酵母蛋白酶 A 可以有效提高发酵

上清液中 DC Phytase 的酶活。 

过多的蛋白表达会对内质网的折叠和分泌能

力造成负担，进而造成未折叠的肽链和错误折叠的

蛋白在内质网中大量积累，这可能会影响蛋白的分

泌[28]。BFR2 (BreFeldin A Resistance 2)为核糖体核

仁蛋白的一种，是核糖体小亚基组成成分之一[29]，

对酵母代谢产物蛋白酶抑制剂 BreFeldin A 具有抗

性[30]。该蛋白酶抑制剂能够阻断蛋白质从内质网

转运至高尔基体，进而影响蛋白转运及分泌[31]。

有研究表明，BFR2 是涉及蛋白转运过程的影响因
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素之一，而且 BFR2 的过表达有利于蛋白分泌量的

增加[32]，但尚无文献对其影响机制进行报道。我

们推测在毕赤酵母中进行 BFR2 的过表达可以减

弱 BreFeldin A 对蛋白转运过程的抑制作用，增加

内质网至高尔基体间的蛋白转运通量，从而进一步

提升蛋白折叠速率，增加蛋白的分泌量。 

在胞内过表达 BiP 和 PDI 后，重组菌株的蛋

白表达量却出现大幅降低。这可能与二者作为毕赤

酵母未折叠蛋白反应(Unfolded Protein Response，

UPR)的调控蛋白对异源蛋白的分泌进行了调节有

关[33]。BiP 为重链结合蛋白，主要作用为防止蛋白

分子间相互作用形成错误折叠，并与错误折叠或未

折叠的蛋白质结合，阻止它们离开内质网[34]。PDI

为蛋白质二硫键异构酶，主要作用为促进内质网腔

内蛋白质分子间二硫键的形成[35]。BiP 和 PDI 均属

于分子伴侣，理论功能均可以有效地促进蛋白的加

工合成，部分研究也都表明胞内过表达 BiP 或者

PDI 会增加蛋白的表达量，而本文的研究却显示内

质网分子伴侣并非都能辅助蛋白的正确折叠和表

达分泌，不同的蛋白可能会出现不同的结果。目前

分子伴侣对分泌蛋白的影响机制尚不明确，但分泌

蛋白在内质网进行折叠加工时，其停留时间会因为

蛋白的不同而有所差异[36]。通常认为，在内质网中

的停留时间越短，蛋白的分泌也就越快。重组菌株

蛋白表达量降低的原因可能是由于 BiP 和 PDI 对

内质网腔内蛋白折叠的介导作用，使得蛋白在内质

网中的停留时间延长，从而在内质网上大量聚集，

无法进行快速转运，进而影响蛋白的表达分泌。因

此，分子伴侣对异源蛋白表达分泌的影响仍有待进

一步研究。后续我们改造 DC 植酸酶毕赤酵母表达

系统时，也将综合考虑异源蛋白的折叠、转运及分

泌等多种因素，以期构建更高效的植酸酶表达菌株。 

目前对 DC Phytase 进行异源表达的研究仅限

于以毕赤酵母 X33 为宿主菌[15]，并且该研究主要

侧重于发酵过程条件的优化，而本文则侧重于工

程菌株的构建。本研究通过菌株改造，找到了   

2 个能够提高 DC Phytase 在毕赤酵母中表达的关

键元件 pep4 和 BFR2，对其他菌株的改造同样具

有参考意义和借鉴价值。本研究通过构建重组载

体 pPIC9K-DCphy，实现了卡氏德巴利酵母植酸

酶基因在毕赤酵母中的异源表达，并通过多拷贝

筛选、蛋白酶 A 敲除、过表达 BFR2，获得优势菌

株 GS115/DCphy(ΔPep4)(BFR2)，其摇瓶产酶酶活

是低拷贝菌株的 7 倍。实验结果表明，毕赤酵母

异源表达 DC Phytase 具有可行性，可通过发酵条

件优化、尝试不同信号肽及启动子等方法进一步

提升表达水平。实验结果为卡氏德巴利酵母植酸

酶在毕赤酵母中的后续研究提供了可能，奠定了

其工业化应用的基础。 
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