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摘要：【目的】提高朱黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｍｉｎｉｏｌｕｔｅｕｍ ）α-葡聚糖酶（Ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ）基因在毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ

ｐａｓｔｏｒｉｓ ）中的表达水平。【方法】根据毕赤酵母的密码子偏爱对酶基因进行优化与合成。优化后的基因片段与

载体 ｐＧＡＰＺαＡ 连接，转化毕赤酵母 ＫＭ７１Ｈ。【结果】获得组成型分泌表达α-葡聚糖酶的工程菌 ＫＭ７１Ｈ／

ｐＧＡＰＺαＡ-ｄｅｘ。 发酵工艺试验中，摇瓶培养 １４４ ｈ，酶活为 １５３ Ｕ／ｍＬ。６．８ Ｌ发酵罐补料分批培养 ９２ ｈ，酶活

达到 １２１８ Ｕ／ｍＬ。【结论】该工程菌以甘油作为碳源，发酵调控简单，产酶水平较高，具有适用于大规模生产的

潜力。
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  【研究意义】α-葡聚糖（α-ｄｅｘｔｒａｎ），又称右旋糖
酐，是一种由α-Ｄ-吡喃葡萄糖单体聚合而成的多糖，
主链由α-１，６-糖苷键构成，支链中存在α-１，２-、α-１，３-
和α-１，４-糖苷键。自然界中某些微生物如肠膜明串
珠菌（Ｌｅｕｃｏｎｏｔｏ ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ ）可分泌右旋糖酐蔗
糖酶（Ｄｅｘｔｒａｎｓｕｃｒａｓｅ，Ｅ．Ｃ．２．４．１．５）催化蔗糖水解
成葡萄糖和果糖，并聚合葡萄糖生成α-葡聚糖。α-葡

４１６ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·６，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１４



聚糖在医药、食品、化工领域有着广泛的应用，在制糖
工业中却产生负面影响：甘蔗受到损伤、病虫害、霜冻
或长时间放置之后容易受到明串珠菌、链球菌等微生
物感染而形成α-葡聚糖，直接或间接导致糖分损失、
糖液粘度增加、旋光度变化、过滤困难、结晶异常以及
糖产品质量下降。α-葡聚糖酶（Ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ，ＥＣ ３．２．
１·１１）是一类能够专一裂解α-葡聚糖中α-１，６-糖苷键
的糖苷水解酶，酶促反应产物视酶的来源和底物的不
同而有所差别，主要包括异麦芽糖、异麦芽三糖和葡
萄糖［１］。α-葡聚糖酶作为生物催化剂，可减少α-葡聚
糖对制糖工业带来的影响［２］，其高效、安全、环保的特
性优于其它澄清剂或化学助剂。【前人研究进展】目
前商 品 化 的 α-葡 聚 糖 酶 主 要 是 从 青 霉 属
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ）和毛壳属（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ）的培养物
中分离得到。通过基因工程方法异源表达α-葡聚糖
酶的研究主要集中在毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ）表
达系统和大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）表达系统。大
肠杆菌表达α-葡聚糖酶的效果不甚理想，后续纯化
有一定难度，并非大规模生产的最佳选择。巴斯德毕
赤酵母表达系统是近 ２０ 年来应用最广泛的真核表达
系统之一，已有数百种基因在该系统得到成功表达。
该系统因其高效表达外源蛋白，宿主背景蛋白少，培
养成本低，分泌表达利于纯化分离等特点受到关
注［３，４］。Ｒｏｃａ等［５］使用醇氧化酶（ＡＯＸ）启动子，构
建了产外源α-葡聚糖酶的甲醇诱导毕赤酵母工程
菌，通过 ５ Ｌ发酵罐培养获得了接近 ３０００ Ｕ／ｍＬ 的
产酶结果。使用类似的表达策略，Ｃｈｅｎ 等［６］获得了

８３．９ Ｕ／ｍＬ的酶活，Ｋａｎｇ 等［７］取得了 １３４ Ｕ／ｍＬ的
酶活。然而甲醇作为碳源可能造成一定的生产安全
和食品安全隐患，若以三磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰ）
启动子作为外源基因启动子，则可利用葡萄糖或甘油
等碳源组成型表达外源蛋白［８］。梁达奉等［９］在毕赤

酵母中组成型表达α-葡聚糖酶，摇瓶培养酶活达到

６０．４ Ｕ／ｍＬ。【本研究切入点】根据毕赤酵母密码子
的偏爱性对野生基因进行优化与合成，构建组成型分
泌表达α-葡聚糖酶的工程菌。【拟解决的关键问题】
构建高产工程菌，并优化发酵工艺。

１ 材料与方法

１．１ 材料

１．１．１ 菌种和质粒

  毕赤酵母 （Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ）ＫＭ７１Ｈ、质 粒

ｐＧＡＰＺαＡ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｅ．ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ 感受
态细胞购自 Ｔａｋａｒａ公司。

１．１．２ 主要试剂和仪器

  寡核苷酸引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；基因合成
委托 ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ 公司完成；Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、Ｔ４
ＤＮＡ连接酶、限制性内切酶、菌体裂解液、质粒小提
试剂盒、ＤＮＡ 片段纯化试剂盒和 ＤＮＡ 凝胶回收试
剂盒购自 Ｔａｋａｒａ 公司；Ｄｅｘｔｒａｎ Ｔ２０００ 购自 Ｐｈａｒ-
ｍａｃｉａ公司；ＰＣＲ 仪购自 Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司；Ｍｕｌｔｉｐｏｒａ-
ｔｏｒ电转电融合仪为 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司产品；６·８ Ｌ
ＢＩＯＳＴＡＴ Ａｐｌｕｓ 发酵罐为 Ｂ．ＢＲＡＵＮ 公司产品。

１．１．３ 培养基

  ＬＬＢ、ＹＰＤ、ＹＰＤＳ 培养基按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司
的毕赤酵母表达手册配制；ＹＰＧ培养基成分为 １０ ｇ／

Ｌ酵母粉，２０ ｇ／Ｌ蛋白胨，５０ ｇ／Ｌ甘油。基础培养基

ＢＳＭ参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司手册，经调整后成分为 ５０
ｇ／Ｌ ｇｌｙｃｅｒｏｌ，０．９３ ｇ／Ｌ ＣａＳＯ４· ２Ｈ２ Ｏ，１８．２ ｇ／Ｌ
Ｋ２ＳＯ４，１４．９ ｇ／Ｌ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２ Ｏ，４．１３ ｇ／Ｌ ＫＯＨ，

２６·７ ｍＬ／Ｌ ８５％Ｈ３ＰＯ４以及 １２ ｍＬ／Ｌ ＰＴＭ１微量元

素溶液（６．０ ｇ／Ｌ ＣｕＳＯ４· ５Ｈ２ Ｏ，０．０８ ｇ／Ｌ ＫＩ，３·０
ｇ／Ｌ ＭｎＳＯ４· Ｈ２ Ｏ，０．２ ｇ／Ｌ Ｎａ２ ＭｏＯ４· ２Ｈ２ Ｏ，

０·０２ ｇ／Ｌ Ｈ３ ＢＯ３，０．５ ｇ／Ｌ ＣｏＣｌ２，２０ ｇ／Ｌ ＺｎＣｌ２，６５
ｇ／Ｌ ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．２ ｇ／Ｌ Ｂｉｏｔｉｎ，５ ｍＬ／Ｌ ９８％
Ｈ２ＳＯ４）。

１．２ 基因密码子优化和表达载体的构建

  根据朱黄青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｍｉｎｉｏｌｕｔｅｕｍ ）的α-
葡聚糖酶氨基酸序列（ＧｅｎＢａｎｋ ＧＩ：３７９２７１４７），综合
考虑毕赤酵母密码子的使用偏爱性，基因的 ＧＣ含量
以及 ｍＲＮＡ 的二级结构，经密码子优化后合成α-葡
聚糖酶基因 ｄｅｘ，全长 １７２２ｂｐ，对应 ５７４ａａ。合成基
因连接 ｐＵＣ５７ 得到克隆载体 ｐＵＣ５７-ｄｅｘ。 ＤＮＡ及
对应的氨基酸序列如图 １ 所示。设计上游引物 Ｐ１
（５′-ＣＧＣ ＧＡＡＴＴＣＣＡＴＧＧＴＡＣＴＡＣＡＧＣＴＡＡＣＡ-
ＣＡＣ）和 下 游 引 物 Ｐ２ （５′-ＴＧＡＡＴ ＧＣＧＧＣ-
ＣＧＣＡＧＡＡＡＴＴＴＧＣＣＡＣＴＣＴＣＣ），下划线所示分
别为 ＥｃｏＲＩ 和 Ｎｏｔ Ｉ 酶 切 位 点。以 克 隆 载 体

ｐＵＣ５７-ｄｅｘ 为模板，Ｐ１、Ｐ２ 为引物，进行 ＰＣＲ 扩增，
条件为 ９５℃，５ ｍｉｎ；（９４℃，１ ｍｉｎ；５３℃，１ ｍｉｎ；７２℃，

２ ｍｉｎ）共 ３２ 个循环；７２℃，１０ ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经胶回
收得到目的基因片段。目的片段和质粒 ｐＧＡＰＺαＡ
分别用 ＥｃｏＲＩ和 Ｎｏｔ Ｉ 进行双酶切。酶切产物经 Ｔ４
ＤＮＡ 连 接 酶 连 接 过 夜，转 化 感 受 态 大 肠 杆 菌

ＪＭ１０９，于 ＬＬＢ抗性平板（含 ２５μｇ／ｍＬ Ｚｅｏｃｉｎ）上筛
选阳性克隆。挑取若干克隆进行菌落 ＰＣＲ 鉴定，双
酶切鉴定。送交测序，得到序列和读码框正确的重组
表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ-ｄｅｘ。
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图 １ α-葡聚糖酶的氨基酸序列与优化的基因序列

Ｆｉｇ．１ Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ ａｎｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｇｅｎｅ

１．３ 毕赤酵母工程菌 ＫＭ７１Ｈ／ｐＧＡＰＺαＡ-ｄｅｘ 的
构建

  表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ-ｄｅｘ 经Ａｖｒ ＩＩ 于 ３７℃酶切
过夜，酶切产物使用 ＤＮＡ片段纯化试剂盒纯化后得
到线性化载体。感受态毕赤酵母按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公
司产品手册所述制备。线性化质粒与约 ８０μＬ 感受
态毕赤酵母 ＫＭ７１Ｈ 混合，放入 １ ｍｍ 电击转化杯中
冰浴 ５ ｍｉｎ 后电击转化。电击参数为 １６００ Ｖ、２５

μＦ、２００ Ω。酵母细胞转化之后涂布于 ＹＰＤＳ 抗性平
板（含 １００μｇ／ｍＬ Ｚｅｏｃｉｎ），３０℃培养 ３～４ ｄ。挑取
若干单菌落，使用菌体裂解液处理以释放出基因组

ＤＮＡ，所得裂解液直接用作 ＰＣＲ 反应中的模板。采
用前述基因上下游引物 Ｐ１ 和 Ｐ２ 进行菌落 ＰＣＲ 鉴
定，挑选阳性转化子，获得毕赤酵母工程菌 ＫＭ７１Ｈ／

ｐＧＡＰＺαＡ-ｄｅｘ。

１．４ 工程菌的摇瓶培养

  从抗性平板上挑选阳性克隆子，接入装有 ５０ ｍＬ

ＹＰＧ 培养基的 ２５０ ｍＬ 三角瓶中，３０℃、２５０ ｒ／ｍｉｎ
培养 ４８ ｈ。取 １００μＬ作为种子液接入新鲜的 ５０ ｍＬ
ＹＰＧ培养基中，相同条件培养 １４４ ｈ。每隔 ２４ ｈ 取
样 １ ｍＬ测定发酵液中的菌体湿重和上清酶活。

１．５ 工程菌的补料分批培养

  挑取菌种接入 ３０ ｍＬ ＹＰＤ 培养基中活化，

３０℃，２５０ ｒ／ｍｉｎ 摇瓶培养过夜后转接入 ３００ ｍＬ
ＹＰＤ培养基中，培养至 ＯＤ ６００ 达到 １２～１５，即为种子
液。３００ ｍＬ种子液接入装有 ２．７ Ｌ ＢＳＭ 培养基的

６．８ Ｌ发酵罐中，起始培养基体积为 ３ Ｌ。培养条件
为 ３０℃，ｐＨ 值为 ５．５。通气与转速控制：０～ ６ ｈ，通
气量为 ３ Ｌ／ｍｉｎ，转速 ４００ ｒ／ｍｉｎ；６～１２ ｈ，通气量为

４ Ｌ／ｍｉｎ，转速 ６００ ｒ／ｍｉｎ；１２ ｈ 之后，通气量为 ５ Ｌ／

ｍｉｎ，转速 ８００ ｒ／ｍｉｎ。补料培养基成分为 １００％甘
油，１２ ｍＬ／Ｌ ＰＴＭ１ 微量元素溶液。发酵培养至 ３８
ｈ，待培养基中甘油浓度低于 ０．３％时，加入补料培养
基。此后通过流加补料保持甘油浓度为 ０．２％～
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１％。

１．６ 酶活测定

  发酵液经 １２０００ ｒ／ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 后取上清液，
经稀释适当倍数后即为本实验所用酶液。取 ９００

μＬ，浓度为 ０．０２ ｇ／ｍＬ 的 Ｄｅｘｔｒａｎ Ｔ２０００ 溶液作为
反应底物，置于 ４５℃恒温水浴中保温 ５ ｍｉｎ，然后加
入 １００μＬ酶液。反应 １０ ｍｉｎ，加入 ２ ｍＬ ３，５-二硝
基水杨酸钠试剂（ＤＮＳ）以终止反应，沸水浴 ５ ｍｉｎ，
然后迅速将其冷却，用蒸馏水定容至 ２５ ｍＬ，于 ５４０
ｎｍ 下测定吸光值。从标准曲线的回归方程求得相
对应的葡萄糖的量，并计算出酶活。

  酶活定义：采用 ＤＮＳ 法，在 ４５℃、ｐＨ 值为 ５．５
的条件下，每分钟催化底物水解产生 １ μｍｏｌ 葡萄糖
所需的酶量为 １ 个酶活单位，以 Ｕ表示。

２ 结果与分析

２．１ 基因密码子优化和表达载体的构建

  图 １ 为α-葡聚糖酶的氨基酸序列（ＧｅｎＢａｎｋ ＧＩ：

３７９２７１４７）与相对应的优化合成基因序列。表 １ 统计
了合成基因 ｄｅｘ 的密码子使用情况，与表达宿主毕赤
酵母的密码子使用频率进行对比。优化后的基因根
据毕赤酵母的密码子偏爱，均采用了宿主的高频率密
码子，没有出现稀有密码子。合成基因与组成型分泌
表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ连接，得到重组质粒 ｐＧＡＰＺαＡ-
ｄｅｘ。 ＧＡＰ 启动子作为外源基因启动子，基因的上
游为α因子信号肽编码序列，下游为 ｃ-ｍｙｃ ｅｐｉｔｏｐｅ
和 ６×Ｈｉｓ 标签标签编码序列（图 ２）。

２．２ 工程菌的摇瓶培养

  从抗性平板上挑取 ３００ 个阳性克隆，通过摇瓶培
养初步筛选出酶活较高的工程菌。对筛选出的工程
菌摇瓶培养复筛，记录其生长和产酶曲线（图 ３）。组
成型表达工程菌的生长曲线主要显示出对数期和稳

定期两个阶段，菌体湿重在 １２０ ｈ 达到最大值 ７０
ｇ／Ｌ，酶活则在 １４４ ｈ达到 １５３ Ｕ／ｍＬ。

图 ２ 重组质粒 ｐＧＡＰＺαＡ-ｄｅｘ 的结构示意图

  Ｆｉｇ．２ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＧＡＰＺαＡ-ｄｅｘ

２．３ 工程菌的补料分批培养

  根据 ＧＡＰ启动子的特性，组成型毕赤酵母工程
菌利用单一碳源生长，发酵过程无需加入诱导物即可
稳定表达目标蛋白。发酵调控无需碳源的转换操作，
没有生长期和诱导期两个阶段的区分，发酵过程中控
制通气量、搅拌、补料使菌体处于适宜生长条件，达到
较高的密度。如图 ４ 所示，一级种子以 １０％的接种
量接入发酵罐，前 ２８ ｈ处于生长调整期，菌体增长较
慢。２８ ｈ进入对数期，湿重快速增长，８３ ｈ湿重达到

表 １ 合成基因 ｄｅｘ 的密码子使用情况与宿主毕赤酵母密码子使用频率

Ｔａｂｌｅ １ Ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｄｅｘ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ

ＡＡ
密码子

Ｃｏｄｏｎ

宿主使用频率

Ｈｏｓｔ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｄｅｘ ＡＡ

密码子

Ｃｏｄｏｎ

宿主使用频率

Ｈｏｓｔ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｄｅｘ ＡＡ

密码子

Ｃｏｄｏｎ

宿主使用频率

Ｈｏｓｔ ｆｒａｃｔｉｏｎ
ｄｅｘ

Ｇｌｙ ＧＧＧ ０．１ ０ Ａｓｎ ＡＡＴ ０．４９ １４ Ｓｅｒ ＡＧＴ ０．１５ ０
ＧＧＡ ０．３２ ２９ ＡＡＣ ０．５１ ２９ ＡＧＣ ０．０９ ０
ＧＧＴ ０．４４ ２７ Ｉｌｅ ＡＴＡ ０．１９ ０ ＴＣＧ ０．０９ ０
ＧＧＣ ０．１４ ０ ＡＴＴ ０．５ ２０ ＴＣＡ ０．１９ １５

Ｇｌｕ ＧＡＧ ０．４３ ７ ＡＴＣ ０．３ ２４ ＴＣＴ ０．２９ ２９
ＧＡＡ ０．５７ ８ Ｔｈｒ ＡＣＧ ０．１１ ０ ＴＣＣ ０．２ １９

Ｖａｌ ＧＴＧ ０．１９ ０ ＡＣＡ ０．２４ １５ Ｌｙｓ ＡＡＧ ０．５３ １６
ＧＴＡ ０．１５ ０ ＡＣＴ ０．４ ２４ ＡＡＡ ０．４７ １
ＧＴＴ ０．４２ ４２ ＡＣＣ ０．２５ ０ Ｌｅｕ ＴＴＧ ０．３３ ２４
ＧＴＣ ０．２３ ０ Ｔｒｐ ＴＧＧ １ １５ ＴＴＡ ０．１６ ０

Ａｌａ ＧＣＧ ０．０６ ０ Ｃｙｓ ＴＧＴ ０．６５ ６ ＣＴＧ ０．１６ ０
ＧＣＡ ０．２３ ０ ＴＧＣ ０．３５ ０ ＣＴＡ ０．１１ ０
ＧＣＴ ０．４５ ３３ Ｔｙｒ ＴＡＴ ０．４６ ５ ＣＴＴ ０．１６ ０
ＧＣＣ ０．２６ ０ ＴＡＣ ０．５５ ２１ ＣＴＣ ０．０８ ０

Ａｒｇ ＡＧＧ ０．１６ ０ Ｐｈｅ ＴＴＴ ０．５４ ９ Ｈｉｓ ＣＡＴ ０．５７ ７
ＡＧＡ ０．４８ １３ ＴＴＣ ０．４６ １５ ＣＡＣ ０．４３ ７
ＣＧＧ ０．０５ ０ Ｇｌｎ ＣＡＧ ０．３９ ８ Ｐｒｏ ＣＣＧ ０．０８ ０
ＣＧＡ ０．１ ０ ＣＡＡ ０．６１ １４ ＣＣＡ ０．４２ １７
ＣＧＴ ０．１６ ０ Ａｓｐ ＧＡＴ ０．５８ １９ ＣＣＴ ０．３５ １６
ＣＧＣ ０．０５ ０ ＧＡＣ ０．４２ １４ ＣＣＣ ０．１５ ０

Ｍｅｔ ＡＴＧ １ １２
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５７０ ｇ／Ｌ。此后进入稳定期，至 ９２ ｈ 发酵结束，湿重
达到 ５８１ ｇ／Ｌ。酶活曲线和生长曲线走向基本一致，
菌体和表达产物的积累表现出较强的正相关性，９２ ｈ
酶活达到峰值 １２１８ Ｕ／ｍＬ。

图 ３ 摇瓶培养酶活和生长曲线
  Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅ ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｉｎ
ｓｈａｋｅ ｆｌａｓｋ ｃｕｌｔｕｒｅｓ

  图 ４ 发酵罐补料分批培养条件下的生长曲线和酶活
曲线

  Ｆｉｇ．４ Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅ
ｉｎ ｆｅｄ-ｂａｔｃｈ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

３ 讨论

  毕赤酵母作为宿主表现出一定程度的密码子使
用偏爱，外源基因与表达宿主的密码子使用频率的匹
配程度对于蛋白表达水平有较大的影响，稀有密码子
的存在会严重限制翻译速率。本研究根据毕赤酵母
的密码子偏爱对基因序列进行了优化合成，避免了稀
有密码子的使用，均采用宿主偏爱的高频率密码子，
以期在翻译水平上提高表达量。此外，基因表达盒的
拷贝数、信号肽序列、宿主类别、培养条件等因素也和
外源蛋白表达量密切相关。

  ＧＡＰ启动子与 ＡＯＸ 启动子作为毕赤酵母表达
系统中的两类启动子的典型代表，决定了两种不同的
表达调控策略。从文献报道来看，两者驱动不同的外
源基因表达能力并无绝对的优劣之分，使用 ＡＯＸ 启
动子获得较高表达水平的例子更多一些。ＧＡＰ 启动
子的优势在于组成型表达可以避免有毒易燃易爆品

甲醇的使用，利于大规模生产。由于无需切换碳源，
发酵调控简单，外源蛋白到达峰值的时间一般更短，
如本文中以甘油为碳源时发酵罐补料分批培养周期

一般不超过 ９６ ｈ。外源基因以整合方式进入毕赤酵
母基因组使得工程菌具有良好的遗传稳定性，发酵过
程中无需施加选择压力，多次传代后基因组中外源基
因未丢失，在数年的发酵工艺试验中，各批次试验产
酶水平稳定（数据未显示）。下一步将放大培养规模，
优化下游工艺，降低生产成本。

４ 结论

  本研究对源自朱黄青霉的α-葡聚糖酶基因进行
了密码子优化，并实现了在毕赤酵母中的组成型分泌
表达。筛选得到高效表达α-葡聚糖酶的工程菌

ＫＭ７１Ｈ／ｐＧＡＰＺαＡ-ｄｅｘ，经 ６．８ Ｌ发酵罐高密度发
酵 ９２ ｈ，酶活达到 １２１８ Ｕ／ｍＬ。该工程菌产酶水平
较高，发酵调控简单，为α-葡聚糖酶的大规模生产奠
定了基础。

参考文献：

［１］ Ｋｈａｌｉｋｏｖａ Ｅ，Ｓｕｓｉ Ｐ，Ｋｏｒｐｅｌａ Ｔ．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｅｘｔｒａｎ-ｈｙ-
ｄｒｏｌｙｚｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅｓ：Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｒｅｖ，２００５，６９（２）：３０６-３２５．

［２］ Ｅｇｇｌｅｓｔｏｎ Ｇ，Ｍｏｎｇｅ Ａ，Ｍｏｎｔｅｓ Ｂ，ｅｔ ａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｅｘｔｒａｎａｓｅｓ ｉｎ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｆａｃｔｏｒｙ：Ｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇ ｐｒａｃｔｉｃａｌ
ｐｒｏｂｌｅｍｓ［Ｊ］．Ｓｕｇａｒ Ｔｅｃｈ，２００９，１１（２）：１３５-１４１．

［３］ Ｇａｓｓｅｒ Ｂ，Ｐｒｉｅｌｈｏｆｅｒ Ｒ，Ｍａｒｘ Ｈ，ｅｔ ａｌ．Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ：
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｈｏｓｔ ａｎｄ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ ｆｏｒ ｂｉｏｍｅｄ-
ｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ［Ｊ］．Ｆｕｔｕｒｅ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１３，８（２）：１９１-２０８．

［４］ Ａｈｍａｄ Ｍ，Ｈｉｒｚ Ｍ，Ｐｉｃｈｌｅｒ Ｈ，ｅｔ ａｌ．Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ：Ｒｅｃｅｎｔ ａｃｈｉｅｖｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃ-
ｔｉｖｅｓ ｆｏｒ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｐｐｌ Ｍｉ-
ｃｒｏｂｉｏｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１４，９８（１２）：５３０１-５３１７．

［５］ Ｒｏｃａ Ｈ，Ｇａｒｃｉａ Ｂ，Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ Ｅ，ｅｔ ａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｎ-
ｉｃｉｌｌｉｕｍ ｍｉｎｉｏｌｕｔｅｕｍ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ［Ｊ］．Ｙｅａｓｔ，１９９６，１２（１２）：
１１８７-１２００．

［６］ Ｃｈｅｎ Ｌ，Ｚｈｏｕ Ｘ，Ｆａｎ Ｗ，ｅｔ ａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｌｉｐｏｍｙｃｅｓ
ｓｔａｒｋｅｙｉ ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒ
Ｐｕｒｉｆ，２００８，５８（１）：８７-９３．

［７］ Ｋａｎｇ Ｈ Ｋ，Ｐａｒｋ Ｊ Ｙ，Ａｈｎ Ｊ Ｓ，ｅｔ ａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ａ ｇｅｎｅ
ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｌｉｐｏｍｙｃｅｓ ｓｔａｒｋｅｙｉ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ［Ｊ］．Ｊ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎ-
ｏｌ，２００９，１９（２）：１７２-１７７．

［８］ Ｚｈａｎｇ Ａ，Ｌｕｏ Ｊ，Ｚｈａｎｇ Ｔ，ｅｔ ａｌ．Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ＧＡＰ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ Ｐｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓ ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｐｏｒｔｓ，２００９，３６（６）：
１６１１-１６１９．

［９］ 梁达奉，黄曾慰，曾练强，等．α-葡聚糖酶在毕赤酵母中
的组成型表达［Ｊ］．华南理工大学学报：自然科学版，
２０１２，４０ （５）：９６-１００．
Ｌｉａｎｇ Ｄ Ｆ，Ｈｕａｎｇ Ｚ Ｗ，Ｚｅｎｇ Ｌ Ｑ，ｅｔ ａｌ．Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ｅｘ-
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｅｘｔｒａｎａｓｅ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｅｄｉｔｉｏｎ，２０１２，４０（５）：９６-１００．

（责任编辑：竺利波）  

８１６ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·６，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１４


