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摘  要: 【目的】通过共表达伴侣蛋白 Ero1p 和 PDI 获得米根霉(Rhizopus oryzae)脂肪酶

在毕赤酵母中的高效表达。【方法】利用毕赤酵母基因重组菌高密度发酵的方法, 在 7 L
发酵罐水平上分析共表达伴侣蛋白菌株(BH128)与非共表达伴侣蛋白菌株(H238)对脂肪

酶表达的差异。【结果】在相同条件下, BH128 发酵产酶能力高于 H238, 最高酶活可达到

2 338.7 U/mL, 最大比生长速率达到 0.02 h−1, 最大产物比形成速率达到 944.5 U/(gDCW·h), 
最大底物比消耗速率也能达到 0.15 gmethanol/(gDCW·h), 分别是 H238 的 1.7、0.5、4.1 和 1.3
倍, 且发酵周期缩短了 20 h。【结论】毕赤酵母基因重组菌 BH128 通过共表达伴侣蛋白

Ero1p 和 PDI, 提高了米根霉脂肪酶的产量, 而且缩短了发酵周期, 为工业化生产奠定了

基础。 
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Effect of co-expression of chaperones on Rhizopus oryzae  
recombinant lipase production in Pichia pastoris 
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Abstract: [Objective] The aim of this study is to improve the yield of Rhizopus oryzae lipase 
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in Pichia pastoris by co-expression of chaperones. [Methods] By high-density fermentation in 
7 L bioreactor, the expression of lipase in strain BH128 co-expressed with two chaperones 
Ero1p and PDI was compared with that of H238 co-expressed without any chaperone. [Re-
sults] The results showed that the highest lipase activity, the specific growth rate, the specific 
production rate and the specific consumption rate in BH128 reached 2 388.7 U/mL, 0.02 h−1, 
944.5 U/(gDCW·h) and 0.15 gmethanol/(gDCW·h), which is 1.7, 0.5, 4.1 and 1.3 fold higher than 
those in H238, respectively. Moreover, the fermentation period in BH128 was 20 hours shorter 
than in H238. [Conclusion] The high-level expression of Rhizopus oryzae lipase could be 
achieved by co-expression of chaperones Ero1p and PDI, which provided the potential appli-
cation of Rhizopus oryzae lipase in industry. 

Keywords: Rhizopus oryzae lipase, High level expression, Pichia pastoris, High density fermen-
tation, Co-expression of chaperones 

脂肪酶(Triacylglycerol acylhydrolase, Lipase 

EC3.1.1.30), 又称甘油三酯水解酶, 可催化酯化

反应、醇解反应、氨解反应等[1−2]。在有机溶剂中

稳定性好, 具有高度的位置选择性和异构体选择

性[3], 且米根霉脂肪酶已广泛应用于食品加工、新

型生物材料、生物医学、手性药物拆分等领域[4−5]。

但野生型菌株米根霉脂肪酶产量低下、酶活力不

高, 应用成本偏高、工业化生产困难。 

毕赤酵母是目前应用最为广泛的一种真核表

达系统, 已有超过 500 种外源蛋白在其中获得表

达[6]。毕赤酵母为单细胞真核生物, 生长快, 易于

分 子 遗 传 学 操 作 ; 包 含 强 启 动 子 醇 氧 化 酶

1 (AOX1), 适于外源基因的高水平诱导表达, 蛋

白可翻译后修饰, 产物可分泌, 利于进行大规模

液态发酵[7]。 
不同外源蛋白的表达需要不同的发酵工艺条

件, 可以从基础培养基、补料、溶氧、温度、甲

醇浓度、初始诱导菌体浓度等多个方面进行优

化。Minning 等[8−9]首先实现了成熟脂肪酶在毕赤

酵母中的表达, 并且测定了脂肪酶的酶学性质, 

通 过 优 化 发 酵 条 件 , 使 脂 肪 酶 活 力 可 达 到

1 334.0 U/mL, 达到了米根霉脂肪酶活力的国际

领先水平。但与此同时, 一些关键问题应运而生, 

如高耗氧、高产热、后期传质效率低、发酵周期

长等。针对这些问题, 国内外学者多通过优化发

酵工艺等手段进行改进, 如改变培养基配方、调节

菌体生长方式、添加双碳源流加等[10−11]。这些方

法虽然能在一定程度上提高外源蛋白的分泌, 但

却只是利用被动的手段进行调节, 对工程菌内部

的变化未加以主动的干预, 导致其应用范围较

窄, 使用效果较差。 

分子伴侣的概念早在 1978 年被 Laskey 等[12]

提出, 它能够帮助蛋白质正确折叠, 提高外源蛋

白表达量, 从而逐渐被众多学者所关注。Smith

等[13]利用基因工程手段增加内质网内分子伴侣

Kar2p (结合蛋白)和蛋白质二硫键异构酶(Protein 

disukfide isomerase, PDI)的量, 使得 β-葡萄糖苷

酶在酿酒酵母中的表达量提高了 60%; Damas-

ceno 等 [14] 在毕 赤酵母中 表达 A33 单链抗 体

(A33scFv)的同时, 高效共表达免疫球重链结合

蛋白质 Bip, 结果使得 A33scFv 表达分泌量提高

了 2 倍左右。 

本文以期利用毕赤酵母高密度发酵、共表达

伴侣蛋白来实现米根霉脂肪酶的高效表达, 为工
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业化生产奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、试剂和培养基 
1.1.1  菌种: 表达米根霉脂肪酶的巴斯德毕赤酵

母基因工程菌 H238 (非共表达伴侣蛋白)、BH128 

(共表达伴侣蛋白: 氧化还原蛋白 1-Ero1p, 蛋白

质二硫键异构酶-PDI), 均为实验室保藏。 

1.1.2  培养基: 种子培养基(BMGY 培养基, g/L): 

蛋白胨 20.0, 酵母提取物 10.0, YNB 13.4, 甘油

10.0, 500×生物素 2.0 mL, pH 6.0 磷酸缓冲液

100.0 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 
28.70 mL, CaSO4 0.93, K2SO4 18.20, MgSO4·7H2O 
14.90, 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 6.00, KI 0.08, 

MnSO4·H2O 3.00, Na2MoO4·2H2O 0.20, H3BO3 
0.02, ZnSO4·7H2O 42.20, FeSO4·7H2O 65.00, 
CoC12·6H2O 0.50, Biotin 0.20, H2SO4 5.00 mL。 

1.1.3  主要试剂: 考马斯亮蓝 G-250、DTT、β-巯
基乙醇、丙烯酰胺、N,N-亚甲基双丙烯酰胺和牛

血清蛋白 BSA, 均从中国医药集团上海化学试

剂公司购置。其他所用试剂均为国产分析纯或化

学纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  种子培养: 取生长良好的平板菌种两环, 

接种至种子培养基中, 培养约 20 h, 至 OD600 为

2−6 之间结束培养。 

1.2.2  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 20 min。取出冷却至 30 °C, 通入空

气, 闭环控制, 用 25%氨水调节 pH。火焰接种, 

调节转速、温度、空气流量、罐压等进行分批发

酵。pH 受闭环控制, 自动流加氨水控制其维持在

设定值, 并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 急剧上升, 维持 30 min 后

开始流加 50%甘油(W/V, 含 12 mL/L 的 PTM1), 

调节流加速率控制 DO 维持在 30%左右。 

当起始菌体浓度达到 36 g/L 左右时, 停止补

加甘油, 维持饥饿状态 30 min, 让甘油彻底耗尽。

开始进入甲醇诱导阶段, 向发酵液中流加含有一

定 体 积 PTM1 溶 液 的 甲 醇 , 维 持 甲 醇 浓 度 在

0.1%±0.02% (V/V)[15] 左 右 , 控 制 DO 维 持 在

10%−20%之间, 诱导脂肪酶基因的表达。 

1.2.3  甲醇浓度检测: FC-2002 甲醇检测流加控

制器(华东理工大学研制)在线显示和控制甲醇

浓度。 

1.2.4  生物量检测 : 采 用 细 胞 干 重 (Dry cell 
weight, DCW)计算生物量。 

1.2.5  脂肪酶水解活力测定方法: 对硝基苯酚棕

榈酸酯(pNPP)法, 详见参考文献[16]。酶活定义

为: 一定反应条件下每分钟产生 1 μmol 对硝基

苯酚的酶量为一个脂肪酶水解酶活国际单位。 

1.2.6  总蛋白含量测定: 考马斯亮蓝法, 详见参

考文献[17]。 

2  结果与讨论 

2.1  共表达伴侣蛋白对产酶和菌体生长的影响 
对菌株 H238 与 BH128 在 7 L 罐中进行米根

霉脂肪酶的发酵调控, 其菌体生长和产酶过程如

图 1 所示: BH128 菌体终浓度可达到 152.4 g/L. 

最高酶活为 2 338.7 U/mL, 分别为 H238 的 0.8、

1.7 倍; 且两者的最高酶活均在最大菌体浓度时

出现, 由此说明菌体浓度与酶活存在正相关效
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应; 但是从图 1 中又可以看出, 在相同发酵时间

内, H238 的菌体浓度始终略高于 BH128, 而脂肪

酶酶活增长的速度与幅度却远低于 BH128, 最高

单位菌体酶活仅为其 0.4 倍, 这也说明了并不是

菌体浓度越大, 外源蛋白的表达量就越高。 

如图 2 所示, 从诱导 8 h 开始到发酵结束, 

BH128 分泌表达的总蛋白量始终高于 H238, 最高

蛋白浓度可达到 2.4 g/L, 比 H238 高出了 0.6 g/L, 

这与脂肪酶酶活的高低是相一致的。而且在发酵

40 h 之后, BH128 的比活力明显高于 H238。 

 
图 1  共表达伴侣蛋白对发酵产酶和菌体生长的影响 
Fig. 1  Effects of co-expression of chaperones on the 
enzyme production and the cell growth 
 

 
  
 

 
图 2  共表达伴侣蛋白对比活力和总蛋白浓度的影响 
Fig. 2  Effects of co-expression of chaperones on the 
specific activity and total protein concentration 

2.2  共表达伴侣蛋白对发酵过程的影响分析 
如图 3 所示, 两者的菌体比生长速率均随着

发酵的进行而急剧下降。分析其原因, 是由于当

发酵进入诱导相之后, 维持菌体生长的碳源由甘

油转变为甲醇, 而甘油较甲醇更利于细胞的生

长。结合图 1、图 3 发现, 在相同的发酵周期内, 两

者的菌体浓度与菌体比生长速率均维持在同一水

平, 表明共表达伴侣蛋白对细胞生长影响较小。 

虽然两者的菌体比生长速率很接近, 但为什

么从图 4 中我们看到 BH128 的最高产物比生成速

率(944.5 U/gDCW·h)却远高于 H238 (232.1 U/gDCW·h)

呢? 这是由于共表达伴侣蛋白能够促进蛋白质的

快速正确折叠, 减少重排或错误配对所引起的蛋

白降解[18], 使得外源蛋白可在短时间内达到较高

的表达量。正如图 1 所示, 当发酵进行到 24 h 时, 

米根霉脂肪酶酶活出现指数上升 (BH128), 在

56 h 时达到最高, 与图 2 中的总蛋白浓度和比活

增长是相一致的, 同时也缩短了发酵周期。此结

果表明添加了共表达伴侣蛋白 Ero1p 和 PDI 之后, 

可以显著提高产物的时空表达率。 

在整个发酵过程中, BH128 的底物比消耗速

率较 H238 高(图 4), 这是因为影响它的关键因素

是底物消耗量、菌体浓度以及发酵时间; 而在相 

 
图 3  共表达伴侣蛋白对菌体比生长速率的影响 
Fig. 3  Effects of co-expression of chaperones on the 
specific growth rate 
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图 4  共表达伴侣蛋白对发酵过程参数的影响 
Fig. 4  Effects of co-expression of chaperones on the 
fermentation paremeters 
 
同时空内, 由于两者的菌体浓度较接近, 所以底

物的消耗量成为其决定因素。同时, 酶活与底物

的消耗量存在正比关系, 因此, 高酶活是通过底

物的高效利用来实现的, 这也就说明了 BH128 在

维持菌体正常生长的同时, 会利用更多的底物

来合成外源蛋白, 最终获得米根霉脂肪酶的高

效表达。 

3  讨论 

综上所述, 毕赤酵母基因重组菌通过添加共

表达伴侣蛋白 Ero1p 和 PDI, 提高了外源蛋白的

时空产率, 使得米根霉脂肪酶酶活获得较大提

升。那么造成这一现象的机理是什么呢?  

在真核细胞中, 大部分分泌和跨膜蛋白以未

折叠的肽段形式进入内质网, 并在其腔内折叠和

成熟, 同时被主动运出, 这就形成了一种动态平

衡; 但如果未折叠蛋白在内质网中过量积累, 将

会超出细胞的处理能力, 从而打破这种平衡, 激

发胞内 UPR 效应[19−20]。这种效应会激活胞内转

录因子 HAC1 mRNA 的非常规剪接反应, 翻译形

成 Hac1p, 而 Hac1p 又会激活相关伴侣蛋白、折

叠因子等基因的转录翻译。如果这种内稳态不能

重新恢复, 那么细胞死亡就会被激活, 进而导致

外源蛋白表达量或酶活下降。 

在酵母细胞内部, 伴侣蛋白能够促进内质网

中蛋白的折叠效率[21], 加强细胞处理未折叠蛋白

的能力, 减缓胞内 UPR 效应, 增强新生肽段在内

质网中的折叠能力(主要是二硫键的形成)。目前

国际上普遍认同的内质网折叠机制如图5所示[20]。

首先, 氧化型的 Ero1p 将还原型的 PDI 氧化形成

二硫键, 氧化型的 PDI 随后又将二硫键传递给未

折叠的新生肽链, 最后在异构酶的作用下形成蛋

白质的自然构象。其主要是通过 PDI 来介导氧化

平衡物从 Ero1p 传递到折叠底物, 这种氧化平衡

物的动态穿梭能促进内质网内二硫键的快速形

成, 进而促使外源蛋白能够在较短的发酵周期内

获得高效表达[18]。 

国内外已有学者通过添加伴侣蛋白的方法提

高外源蛋白的表达量[13−14], 但主要是共表达单个

伴侣蛋白, 没有考虑氧化折叠途径中各个伴侣蛋

白之间的系统联系。而本研究正是在系统分析内

质网中 Ero1p 介导的氧化折叠模型的基础上, 首

次将内质网中氧化折叠途径中的两种关键伴侣

蛋白 Ero1p 和 PDI 共表达, 从而在 7 L 发酵罐水

平上实现了米根霉脂肪酶的高效表达。 

共表达伴侣蛋白 Ero1p 和 PDI 的添加, 加速

了内质网中脂肪酶的折叠效率, 削弱了胞内 UPR

效应, 促进未成熟脂肪酶二硫键的快速形成, 最

终在异构酶的作用下, 实现了成熟脂肪酶的快速

生成。正如图 1 所示, 从 24 h 开始, 共表达伴侣

蛋白基因工程菌 BH128 脂肪酶酶活的增长呈现急

剧上升的趋势, 在56 h 时达到最高(2 338.7 U/mL), 

相比于 H238 不仅酶活获得了提高(1 350.0 U/mL), 

而且发酵周期也缩短了 20 h; 同时产物的比形

成速率、底物的比消耗速率也都有相应的提升

(图 4), 充分体现了共表达伴侣蛋白在提高米根

霉脂肪酶时空产率上的优势。 
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图 5  内质网中 Ero1p 介导的氧化折叠模型 

Fig. 5  The oxidative folding modle of Ero1p in ER 
 

本研究主要分析了共表达伴侣蛋白对米根霉

脂肪酶表达的影响。首次在毕赤酵母中成功添加

了两种对二硫键形成有促进作用的伴侣蛋白

Ero1p 和 PDI, 并在 7 L 发酵罐水平上实现了米根

霉脂肪酶的高效表达, 不仅极大缩短了发酵周

期, 而且最高酶活可达到 2 338.7 U/mL, 为米根

霉脂肪酶的工业化奠定了基础。 
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