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费希尔曲霉脂肪酶在毕赤酵母中的优化表达及高密度发酵 
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摘  要：【背景】脂肪酶广泛应用于纺织、食品、药品、皮革等工业领域，其在微生物中的异源表达

研究进一步促进了脂肪酶产品的生产和应用。【目的】实现来源于费希尔曲霉的脂肪酶在毕赤酵母中

的高效异源表达，探究其合适的表达及发酵条件，提高产量，降低成本。【方法】对费希尔曲霉的脂

肪酶编码基因进行密码子优化后，应用 pPIC9k 质粒整合到毕赤酵母 GS115 基因组上，构建高产脂

肪酶 Lip605 的毕赤酵母工程菌；并通过响应面发酵条件优化、筛选最适伴侣蛋白和高密度发酵相结

合的方法，综合提高脂肪酶表达量。【结果】确定高产脂肪酶毕赤酵母工程菌的最优摇瓶发酵产酶条

件为：甲醇 3.103% (体积比)，生物素 0.4 mg/L，酵母粉 11.5 g/L，酵母基础氮源培养基(yeast nitrogen 

base，YNB) 13.4 g/L，初始 pH 6.4，装液量 50 mL/250 mL，转速 220 r/min，温度 24 °C，培养时间

40 h。优化后的胞外脂肪酶酶活达到 72.34 U/mL，较优化前提高了 5.8 倍；进一步选择 12 个伴侣蛋

白分别与脂肪酶 Lip605 进行共表达，其中共表达伴侣蛋白 Rpl10 (pPICZA-RPL10)效果最佳，可使

Lip605 表达量进一步提高 46.8%；在此基础上，经过 10 L 发酵罐分批补料的高密度发酵，工程菌株

发酵 142 h，胞外脂肪酶酶活最高达到 680 U/mL，蛋白浓度为 15.89 g/L。【结论】应用复合策略有效

提高了脂肪酶 Lip605 在毕赤酵母中的发酵产量，为其进一步工业化生产奠定了良好的基础。 

关键词：毕赤酵母，脂肪酶 Lip605，响应面，共表达，伴侣蛋白，高密度发酵 
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Abstract: [Background] Lipase is widely used in textile, food, medicine, leather and other industrial 
fields. The study on the heterologous expression of lipase in microorganisms further promotes the 
production and application of lipase products. [Objective] To perform the efficient heterologous 
expression of lipase from Aspergillus fischeri in Pichia pastoris. Screening suitable strategies for 
expression and fermentation of the engineering strain to increase yield and reduce production cost of 
lipase. [Methods] After codon optimization of the lipase coding gene of Aspergillus fischeri, plasmid 
pPIC9k was used to integrate the codon optimized gene (lip605) into the genome of Pichia pastoris GS115 
to construct an engineering strain for high yield of the recombinant lipase. The lipase expression was 
further increased by optimizing the fermentation conditions, screening the optimal chaperone protein and 
performing high-density fermentation, successively. [Results] The optimal fermentation conditions for the 
engineering strain with high lipase production in shake flask were determined as 3.103% (V/V) methanol, 
0.4 mg/L biotin, 11.5 g/L yeast powder, and 13.4 g/L YNB; the initial pH was 6.4, the filling volume was 
50 mL/250 mL, the speed was 220 r/min, the temperature was 24 °C, and the culture time was 40 h. After 
optimization, the activity of extracellular lipase reached 72.34 U/mL, which was 5.8 times higher than that 
of initial fermentation. Furthermore, 12 chaperones were selected for co-expression with Lip605, among 
which the co-expression of chaperone Rpl10 (pPICZA-RPL10) had the best effect, which further increased 
the expression of Lip605 by 46.8%. On this basis, after 142 h high-density fermentation with batch feeding 
in a 10 L fermenter, the maximum extracellular lipase activity reached 680 U/mL, with a protein 
concentration of 15.89 g/L. [Conclusion] In this paper, compound strategies were used to effectively 
improve the fermentation yield of lipase Lip605 in Pichia pastoris, which laid a good foundation for its 
further industrial production. 

Keywords: Pichia pastoris, Lipase Lip605, Response surface, Co-expression, Chaperone proteins, 
High-density fermentation 
 

脂肪酶(EC3.1.1.3)作为最常用的工业酶制剂

之一，其应用十分广泛[1-3]，在传统的洗涤剂、食

品、香料工业、化妆品、皮革制造、纺织生产和生

物柴油等领域均具有重要应用[4-5]。近年来，脂肪

酶在药品、酯类和氨基酸衍生物生产、精细化学品

制造、生物传感器、生物修复等新兴领域也显示了

很好的应用前景[6-10]。 

微生物脂肪酶来源广泛、性质多样，但大多野

生菌表达水平较低，需要借助异源表达，最常用的

异源表达系统包括大肠杆菌、枯草芽胞杆菌和毕赤

酵母表达系统。Shao 等[11]应用大肠杆菌表达重组

脂肪酶基因 lipPN1，经过优化包涵体复性，最大

脂肪酶酶活达到 1.662 U/mL；Ma 等[12]在枯草芽胞

杆菌中表达脂肪酶 LipA，通过优化启动子等方法

得到胞外脂肪酶酶活性为 180.3 U/mL 的工程菌

株。与原核表达系统相比，脂肪酶通常在毕赤酵母

中的异源表达水平相对较高[13-14]。2016 年 Sun 等[15]

将费希尔曲霉 P1 来源的脂肪酶 LIP09 在毕赤酵母
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中进行了表达，经高密度发酵 7 d 后，采用以橄榄

油为底物的碱滴定法测定其胞外脂肪酶酶活可达

到 1 900 U/mL，胞外总蛋白为 2 g/L。据报道，费

希尔曲霉 P1 为脂肪酶多产菌株，在其基因组中发

现有 7 个脂肪酶编码基因，并分别在大肠杆菌中

得到了异源表达，其中脂肪酶 LIP09 属于酸性热

稳定脂肪酶，具有高度热稳定性，显示了较好的

应用前景[15]。 

毕赤酵母表达系统作为最常用的真核表达系

统具有诸多优点，如遗传操作简单、具有完善的蛋

白加工修饰系统、强有力的醇氧化酶基因启动子保

证了外源基因表达的高效性和稳定性等优点[16-20]。

目前，应用毕赤酵母表达系统提高脂肪酶表达量的

研究较为广泛[21-24]。陈飞等[25]研究发现伴侣蛋白

PDI 与外源脂肪酶 CiP 在毕赤酵母中共表达，可使

酶活表达量提高 2.43 倍，另外，伴侣蛋白 EroI 和

PDI 同时与 CiP 共表达可使毕赤酵母工程菌的胞外

产酶提高 2.62 倍；卢俊裕等[26]的实验证明了透明

颤菌血红蛋白 VHb 与外源基因共表达可以改善酵

母在发酵过程中的摄氧情况，从而提高外源蛋白的

表达量。 

本研究通过响应面发酵条件优化和伴侣蛋白

共表达相结合的策略逐级提高毕赤酵母工程菌的

胞外脂肪酶表达量，并在 10 L 发酵罐中进行工程

菌株的高密度发酵，以期进一步提升产酶水平，为

脂肪酶 Lip605 的规模化生产奠定良好的基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

毕赤酵母 GS115 菌株是中国科学院天津工业

生物技术研究所工业酶工程实验室保存。费希尔曲

霉脂肪酶编码基因(XM_001261900.1)序列来源于

费氏曲霉 NRRL 181，针对该基因进行密码子优化，

优化后基因命名为 lip605，由武汉金开瑞生物工程

有限公司合成质粒 pPIC9k-lip605。  

1.1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶 Sac I，NEB 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，

天根生化科技(北京)有限公司；ProteinRuler® II 

(12–120 kD)、1 kb Plus DNA Ladder，北京全式金

生物技术有限公司；引物合成以及 DNA 测序，北

京擎科生物科技有限公司。 

PCR仪，Bio-Rad公司；Epoth 2TC微孔板分光

光度计，伯腾仪器有限公司；全自动两联10 L发酵

系统，上海保兴生物设备工程有限公司。  

1.1.3  培养基 

LB、YPD、BMGY、BMMY、BSM、MD 培

养基均按照 Invitrogen 公司操作手册的推荐方法自

行配制。PTM1 基本盐类溶液(g/L)：五水合硫酸铜

6.0，碘化钠 0.08，一水硫酸锰 3.0，钼酸钠 0.2，

硼酸 0.02，氯化钴 0.5，硫酸锌 20.0，七水硫酸亚

铁 65.0，生物素 0.4 mg，硫酸 5.0 mL，加蒸馏水

定容到 1 L，0.22 μm 混合纤维素水相微孔滤膜过

滤灭菌，4 °C 保存；甘油补料培养基(mL/L)：甘油

500，PTM1 12，加入蒸馏水定容到 1 L，1×105 Pa

高压蒸汽灭菌 30 min，现用现配；甲醇补料培养

基：PTM1 12 mL，用甲醇定容至 1 L，室温保存。 

1.2  方法 

1.2.1  毕赤酵母产脂肪酶工程菌的构建 

针 对 毕 赤 酵 母 表 达 系 统 ， 通 过 在 线 软 件

Graphical Codon Usage Analyser (http://gcua. 
schoedl.de/)对不含信号肽的费希尔曲霉脂肪酶基

因(XM_001261900.1)进行密码子优化，得到优化后

脂肪酶基因 lip605。将 lip605 基因直接克隆到

pPIC9k 质粒的 α 因子信号肽下游，得到重组质粒

pPIC9k-lip605，该质粒由武汉金开瑞生物工程有限

公司合成。随后重组质粒经 Sac I 线性化、DNA 回

收，取 5 μg 线性化产物电转到毕赤酵母 GS115 感

受态细胞中，在 30 °C 培养箱中复苏 2 h，涂布于

MD 平板，在 30 °C 培养箱培养 3 d 后，挑取单克隆

转化子，按照酵母基因组提取试剂盒的实验方法提

取基因组进行 PCR 验证并测序，PCR 扩增引物和
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测序引物均为 lip605-F (5′-GCTCCAGCTAAACCA 

GCA-3′)和 lip605-R (5′-CTAGATGTGGAAGGAGT 

CGAC-3′)，PCR 反应体系和条件按照王停停[27]的

方法进行，PCR 验证正确的转化子进行测序，测序

成功的转化子命名为 GS115 (pPIC9k-lip605)。 

共表达伴侣蛋白的毕赤酵母工程菌构建：选取

12 种伴侣蛋白编码基因，分别为 PDI、ERO1、

KAR2、CPR6、RPL10、RPL38、RPL43、FES1、

HAC1、SSA1、STL1 和 VGB。其中除 VGB 基因为

直接合成外，其余均以毕赤酵母基因组为模板，经

PCR 获得，PCR 引物序列见表 1，将各基因分别连

接在质粒 pPICZA (或 pPICZαA)多克隆位点的相同

位置。将以上各重组质粒电转到 GS115 (pPIC9k- 

lip605)感受态细胞中。挑取单克隆用引物 test-F 

(5′-AATTGCGACTGGTTCCAATTGAC-3′)和 test-R 

(5′-ATTCAGATCCTCTTCTGAGATGAGT-3′) 进 行

PCR 验证。验证并测序成功的菌株即为相应共表

达伴侣蛋白的脂肪酶毕赤酵母工程菌株，后续进行

脂肪酶的表达检测。 

 
表 1  获取伴侣蛋白基因的 PCR 引物 
Table 1  PCR primers for obtaining chaperone genes 
Primers name Primers sequence (5′→3′) 

PDI-F ATGCAATTCAACTGGAATATTAAAACT 
PDI-R TTAAAGCTCGTCGTGAGC 
EROI-F ATGAGGATAGTAAGGAGCGTA 
EROI-R TTACAAGTCTACTCTATATGTGGTATC 
KAR2-F ATGCTGTCGTTAAAACCAT 
KAR2-R TATCTACAACTCATCATGATCATAGT 
CPR6-F ATGACTCCCCGTTCTCATATTTTCT 
CPR6-R GCTGCTTTGTCTAAGTTCTTTGAG 
RPL10-F ATGGCTAGAAGACCAGCT 
RPL10-R CTACGCCGAGGCTAATTAG 
RPL38-F ATGCCTAGACAAATCACTGATA 
RPL38-R ATTGAAGGTTACCAAGTTGTAG 
RPL43-F ATGTCTAAGAGAACTAAGAAGGTAGG 
RPL43-R AGAGATGGCTGAGGCATG 
FES1-F ATGGAGAAGCTACTCAAATGG 
FES1-R GATTTGAATACCATAAAGCAAGTACTT 
HAC1-F ATGCCCGTAGATTCTTCTCATAAGAC 
HAC1-R ACATGCATAGCGATCAGGTGA 
SSA1-F ATGCCAGCTGTCGGTATT 
SSA1-R AACTGTTGAGGAAGTCGATTAG 
STL1-F ATGTCATCTGAAGAATTCAAAGCC 
STL1-R GGTGTCATTCGTACTCGT 

1.2.2  发酵培养 

将成功构建的工程菌株通过平板划线法接种

至 YPD 固体培养基中，30 °C 恒温培养至单菌落

出现，挑取单克隆至 BMGY 培养基中，30 °C、  

220 r/min 条件下培养 40 h 后，4 °C、4 000 r/min

离心 10 min 菌液去上清，利用 BMMY 吹悬菌体转

移到等体积的 BMMY 培养基中，加入终浓度为 2% 

(体积比)的甲醇，24 °C、220 r/min 条件下培养。

每 24 h 取样 1 mL，并添加终浓度为 2% (体积比)

的甲醇。将菌液样品离心后，取 100 μL 上清用于

脂肪酶酶活测定，其余保存于 4 °C 用于 SDS-PAGE

蛋白电泳测定。 

1.2.3  响应面发酵优化 

(1) Plackett-Burman 试验：选取蛋白胨含量、

酵母粉含量、YNB 含量、甲醇添加量、生物素含

量、BMGY 阶段培养时间、甘油含量、pH 和温度

9 个因素进行 Plackett-Burman 试验，测定各试验

组胞外脂肪酶酶活。另外，补充温度的单因素试验，

温度分别选取 22、24、26、28、30 和 32 °C。 

(2) Box-Behnken 设计：从 Plackett-Burman 试

验确定的影响酶活的 3 个重要因素分别为 A (酵母

粉含量)、B (pH)、C (甲醇添加量)。利用 Design- 

Expert 软件进行 Box-Behnken 设计 3 因素 3 水平试

验，其他发酵条件保持一致。 

1.2.4  脂肪酶酶活测定 

脂肪酶酶活测定采用改良铜皂法，以侯爱军 

等[28]的方法为参考，以一种新型铜皂法测定脂肪酶

酶活，用商用脂肪酶验证其准确性。具体方法如下： 

取 100 μL 稀释到酶活约为 2−8 U/mL 的菌液上

清加入 pH 5.0 的醋酸钠-醋酸缓冲溶液(50 mmol/L) 

250 μL，60 °C 预热 5 min，再加入 500 μL 同样 60 °C

预热 5 min 的橄榄油底物，在 60 °C 水浴锅反应  

10 min 后，迅速加入 100 μL 6 mol/L 的 HCl 溶液

终止反应，混匀后加入 400 μL 异辛烷，在多功能

漩涡混合器上充分振荡 90 s，12 000 r/min 离心   

5 min。取上清异辛烷溶液 200 μL 加入 100 μL 异

辛烷溶液与 60 μL 显色剂，振荡 90 s，12 000 r/min
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离心 5 min。取有机相在 714 nm 检测吸光度，以   

1 min 内催化橄榄油生成 1 μmol 脂肪酸所需的酶量

为 1 个酶活力单位(U)。 

1.2.5  高密度发酵 

重组毕赤酵母工程菌 GS115 (pPIC9k-lip605/ 

pPICZA-RPL10)划线于 YPD 平板，30 °C 培养箱静

置培养至长出单菌落。挑取单菌落接种于含 400 mL 

YPD 液体培养基的 1 L 挡板摇瓶中，30 °C、     

220 r/min 条件下培养至 OD600 为 20 左右。将种子

液接种至发酵培养基(BSM 培养基+1.2% (体积比) 

PTM1+4%甘油)中 30 °C 培养，通气量为 400 L/h，

初始转速为 400 r/min (30%溶氧串联转速)，最大

转速为 850 r/min，用 28%的氨水(未稀释)将培养

基的 pH 调整到 6.4 左右。发酵过程中确保溶解

氧(dissolved oxygen，DO)超过 20%，待甘油耗  

尽(>24 h)，溶氧升高，加入 50%甘油(质量体积比)

进行补料。调整补料速率为 72.6 mL/h，补料至细胞

湿重达到 180−220 g/L 后停止，饥饿 2 h 后进行甲

醇补料培养。用 100%的甲醇溶液(12 mL PTM1/L)

进行诱导，设定补料速率为 10 mL/h，2−4 h 后逐

步增大甲醇流加速率，直到 26 mL/h。每隔 12 h

取样测定细胞湿重、酶活及胞外蛋白浓度。 

2  结果与分析 

2.1  毕赤酵母产脂肪酶Lip605工程菌的构建及

表达 

实验获得了产脂肪酶 Lip605 的毕赤酵母基

因工程菌 GS115 (pPIC9k-lip605)，其基因大小为  

1 632 bp (图 1)。使用的验证引物为 lip605-F (5′-GC 

TCCAGCTAAACCAGCA-3′)和 lip605-R (5′-CTAG 

ATGTGGAAGGAGTCGAC-3′)。从图 2 中工程菌

胞外蛋白电泳结果可见，表达获得重组脂肪酶

Lip605 的蛋白分子量为 60 kD，目标蛋白的表达条

带明显，含量占比较高，胞外杂蛋白比例较少，

说明脂肪酶 Lip605 在该系统中获得了较为理想

的表达。然后进行脂肪酶酶活测定，测定结果为

该工程菌经 144 h 摇瓶发酵后，其胞外脂肪酶酶 

 
 
图 1  工程菌 GS115 (pPIC9k-lip605)基因组 PCR 扩增

lip605 基因的电泳图 
Figure 1  Agarose gel electrophoretogram of lip605 gene 
amplified from genome of GS115 (pPIC9k-lip605) by PCR 
注：1−5：单克隆 PCR 验证结果；M: 1 kb Plus DNA Ladder. 

Note: 1−5: PCR result of each clone; M: 1 kb Plus DNA Ladder. 
 

 
 
图 2  产脂肪酶工程菌GS115 (pPIC9k-lip605)的胞外蛋

白电泳图 
Figure 2  SDS-PAGE of extracellular proteins of lipase- 
producing engineering strain GS115 (pPIC9k-lip605) 
注：1：GS115 (pPIC9k-lip605)的胞外蛋白；2：GS115 (pPIC9k)

的胞外蛋白(阴性对照)；M：ProteinRuler® II (12−120 kD). 

Note: 1: Extracellular proteins of GS115 (pPIC9k-lip605); 2: 
Extracellular proteins of GS115 (pPIC9k) (negative control); M: 
ProteinRuler® II (12−120 kD). 
 

活为 12.47 U/mL，仍然较低，距离产业化生产有

很大差距，需要进一步提高该工程菌的脂肪酶发酵

产量。 

2.2  重组毕赤酵母菌株发酵产酶的 Plackett-Burman

试验 

依据 Plackett-Burman 试验设计，对发酵过程

中的 9 个影响因素进行考察，每个因素取高和低 

两个水平，试验结果如表 2 所示。各因素所代表的

参数水平和方差分析结果见表 3。结果显示，研究

的 9 个因素中，酵母粉含量(B)、甲醇添加量(D)、 
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表 2  Plackett-Burman 试验设计及结果 
Table 2  Design and results of Plackett-Burman experiment 
Test 
No. 

A 
Peptone  
(g/L) 

B 
Yeast  
(g/L) 

C 
YNB  
(g/L) 

D 
Methanol  
(%) 

E 
Biotin  
(mg/L) 

F 
Fermentation  
time (h) 

G 
Glycerin 
(mL) 

H 
pH 

I 
Temperature 
(°C) 

Enzyme 
activity 
(U/mL) 

1 20 30 40 0.5 8 42 30 5.5 28 10.09 
2 20 10 15 3.0 4 42 30 5.5 30 37.93 
3 60 10 40 3.0 4 42 30 8.0 28 20.71 
4 20 30 40 3.0 4 36 10 8.0 28 33.49 
5 20 10 15 0.5 4 36 10 5.5 28 13.14 
6 60 30 15 3.0 8 42 10 5.5 28 27.32 
7 60 30 40 0.5 4 36 30 5.5 30 8.35 
8 20 10 40 0.5 8 42 10 8.0 30 4.00 
9 60 30 15 0.5 4 42 10 8.0 30 1.12 
10 60 10 40 3.0 8 36 10 5.5 30 47.81 
11 20 30 15 3.0 8 36 30 8.0 30 28.06 
12 60 10 15 0.5 8 36 30 8.0 28 2.39 

 

pH (H) 3 个因素对工程菌产胞外脂肪酶酶活具有

显著影响(表 3)，而其他 6 个非显著性因素在后续

试验过程中的取值由 Plackett-Burman 试验结果确

定，各因素对产酶影响可用以下方程表示(A−I 的

含义见表 1)： 

酶 活 =21.57−1.03A−3.50B+0.32C+14.19D−0.7E− 

1.57F−0.41G−4.97H+2.91I。 

方程的决定系数 R2=0.989 8，拟合性较好，在后

续的实验过程中蛋白胨取 20 g/L，YNB 取 13.4 g/L，

生物素取 0.4 mg/L，BMGY 培养时间 36 h，具体

拟合数据见表 3。 

此外，据 Plackett-Burman 试验结果显示，培

养温度对于工程菌产脂肪酶不属于显著影响因素。 

 
表 3  偏回归系数及因素的显著性分析 
Table 3  Partial regression coefficients and analyses of 
their significance 
Source Sum of 

square 
Degrees of 
freedom 

Mean 
square 

F value P value 

Model 3 011.37 9 334.6 21.66 0.044 9 

A 12.81 1 12.81 0.83 0.458 5 

B 147.28 1 147.28 9.54 0.090 8 

C 1.25 1 1.25 0.081 0.802 5 

D 2 414.57 1 2 414.57 156.32 0.006 3 

E 5.94 1 5.94 0.38 0.598 5 

F 29.77 1 29.77 1.93 0.299 5 

G 2.00 1 2.00 0.13 0.753 4 

H 296.01 1 296.01 19.16 0.048 4 

I 101.73 1 101.73 6.59 0.124 3 

Residual 30.89 2 15.45   

但 Lan 等[21]的研究发现，低温诱导可显著提高毕

赤酵母工程菌发酵产脂肪酶的产量。因此，分析本

Plackett-Burman 试验中设置的两个培养温度相差

较小，导致试验结果显示该因素的影响不显著。为

了进一步确认培养温度对工程菌产酶的实际影响，

本研究在以上结果基础上，补充了一个温度的单因

素试验，在 22−32 °C 之间设置了 6 个均一间隔的

水平，以诱导温度 24 °C 的胞外酶活为 100%，其

余结果如图 3 所示。除 Plackett-Burman 试验中选 

 

 
 

图 3  不同培养温度对毕赤酵母工程菌产胞外脂肪酶酶

活的影响 
Figure 3  Effect of different cultivate temperatures on the 
extracellular lipase activity of GS1115 (pPIC9k-lip605) 
注：250 mL 摇瓶发酵 144 h 后的胞外酶活；每组实验设 3 个

平行；以最高酶活为 100%. 

Note: Extracellular activity after 144 h fermentation in 250 mL 
shake flask; Data are presented as mean±SD (n=3); The maximal 
lipase activity was defined as 100%. 
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取的 28 °C 和 30 °C 的产酶差异仍然不显著外，其

余的温度条件下发酵产脂肪酶显示了显著差异，其

中，确实在低温 24 °C 时显示了最高的胞外酶活。

因此，通过补充的单因素试验可以修正该工程菌的

最佳发酵温度为 24 °C，并进行下一步实验。 

2.3  Box-Behnken 设计优化发酵条件 

根据 2.2 的实验结果，用 Box-Behnken 软件设

计 3 因素 3 水平试验，结果如表 4 所示，使用

Design-Expert 软件进行方差分析和二次回归拟合

试验数据，回归方程变量分析结果见表 5。 

以脂肪酶酶活(R1)为响应面值，以酵母粉含量

(A)、pH (B)、甲醇添加量(C)为自变量，拟合得到

多元二次回归方程： 

R1=62.32−3.24A−6.65B−8.67C+5.8AB+1.51BC− 
8.31A2−17.72B2−21.57C2。  

由回归方程系数显著性检验及方差分析可知，

模型试验拟合良好，P=0.000 1<0.05，说明该试验

模型设计合理。决定系数 R2=0.979 5，说明回归方

程的拟合程度较好。 

响应面回归分析和回归方程拟合绘制响应面

图形如图 4 所示，酵母粉含量(A)、pH (B)、甲醇 

 
表 4  Box-Behnken 试验设计及结果 
Table 4  Design and results of Box-Behnken experiment 
Test 
No. 

A Yeast 
(g/L) 

B pH C Methanol 
(%) 

Enzyme activity 
(U/mL) 

1 5 6.75 2.0 48.30 

2 15 6.75 3.5 62.20 

3 25 6.75 5.0 28.80 

4 5 8.00 3.5 32.02 

5 25 5.50 3.5 28.95 

6 15 8.00 2.0 20.75 

7 15 5.50 2.0 43.42 

8 5 5.50 3.5 50.60 

9 25 6.75 2.0 33.15 

10 15 5.50 5.0 22.30 

11 15 6.75 3.5 61.30 

12 25 8.00 3.5 33.59 

13 15 6.75 3.5 63.60 

14 15 6.75 3.5 62.70 

15 5 6.75 5.0 19.50 

16 15 6.75 3.5 61.80 

17 15 8.00 5.0 5.670 

表 5  回归方程变量分析 
Table 5  Variance analysis of regression equation 
Source Sum of 

square 
Degrees of 
freedom 

Mean  
square 

F value P value 

Model 5 258.77 9 584.31 37.19 <0.000 1

A Yeast 84.05 1 84.05 5.35 0.054 0 

B pH 354.31 1 354.31 22.55 0.002 1 

C Methanol 601.18 1 601.18 38.27 0.000 5 

AB 134.79 1 134.79 8.58 0.022 1 

AC 149.45 1 149.45 9.51 0.017 7 

BC 9.12 1 9.12 0.58 0.471 0 

A2 291.03 1 291.03 18.52 0.003 5 

B2 1 321.54 1 1 321.54 84.12 <0.000 1

C2 1 958.78 1 1 958.78 124.68 <0.000 1

Residual 109.97 7 15.71   

Lack of fit 106.87 3 35.62 45.85 0.001 5 

Pure error 3.11 4 0.78   

Cor total 5 368.74 16    

 

添加量(C) 3 个影响因素之间存在极值点。进而对

方程求导，得到模型的极值点，3 个因子的最优试

验点分别为酵母粉含量 11.157 g/L、pH 6.423、甲

醇添加量 3.103%，此时模型预测的理论极大值为

69.960 U/mL。 

在其余培养基成分和培养条件不变的情况

下，对模型预测的最优条件，即：酵母粉含量为

11.5 g/L、pH 为 6.4、甲醇添加量为 3.1% (体积比)

进行 3 组平行摇瓶发酵试验，测得最终脂肪酶平均

酶活为 72.34 U/mL，比预测酶活值 69.96 U/mL 高

3.4%，并且优化后胞外脂肪酶表达水平较优化前

提高了 5.8 倍，取得了理想的优化效果。 

2.4  共表达伴侣蛋白初筛 

将 12 种伴侣蛋白编码基因分别通过质粒

pPICZA 和 pPICZαA 整合到毕赤酵母工程菌 GS115 

(pPIC9k-lip605)的基因组中，获得了 24 个共表达

伴侣蛋白的重组工程菌。将这些重组工程菌进行摇

瓶(20 mL/250 mL)发酵，以未共表达伴侣蛋白的工

程菌 GS115 (pPIC9k-lip605)的胞外脂肪酶酶活为

100%，结果如图 5 所示。其中，重组工程菌 GS115 

(pPIC9k-lip605/pPICZA-RPL10)、GS115 (pPIC9k- 

lip605/pPICZA-HAC1)、GS115 (pPIC9k-lip605/ 

pPICZA-VGB)、GS115 (pPIC9k-lip605/pPICZαA- 
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图 4  3 个显著性因素之间的响应面试验结果 
Figure 4  The response surface diagrams for the three 
significant factors 
注：A：酵母粉含量和 pH 对产酶的影响；B：酵母粉含量和甲

醇添加量对产酶的影响；C：pH 和甲醇添加量对产酶的影响. 

Note: A: The effect of yeast powder content and pH on enzyme 
production; B: The effect of yeast powder content and methanol 
addition on enzyme production; C: The effect of pH and 
methanol addition on enzyme production. 

 
 

图 5  共表达伴侣蛋白对发酵产酶的酶活影响(250 mL

摇瓶发酵) 
Figure 5  Effect of co-expressing chaperones on enzyme 
activity by fermentation (250 mL-shake flask fermentation) 
注：A：pPICZA-伴侣蛋白(胞内表达)；B：pPICZαA-伴侣蛋

白(胞外表达)；250 mL 摇瓶发酵 144 h 后的胞外酶活；每组实

验设 3 个平行；工程菌株 GS115 (pPIC9k-lip605)的胞外酶活为

100%. 
Note: A: pPICZA-chaperone proteins (intracellular expression); 
B: pPICZαA-chaperone proteins (extracellular expression); 
Extracellular activity after 144 h fermentation in 250 mL shake 
flask; Data are presented as mean±SD (n=3); The extracellular 
lipase activity of GS115 (pPIC9k-lip605) was defined as 100%. 
 

SSA1)和 GS115 (pPIC9k-lip605/pPICZαA-VGB)的

胞外脂肪酶酶活分别提高了 91.7%、4.6%、3.7%、

9.9%和 17.9%。从结果可知，无论是在胞内还是胞

外共表达 Vgb 蛋白均对脂肪酶 Lip605 的表达有提

高作用，并且胞外共表达的效果更明显，而在胞内
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共表达 Rpl10 蛋白对于脂肪酶 Lip605 的表达提升

最为明显。 

2.5  共表达伴侣蛋白复筛 

毕赤酵母的摇瓶发酵及产酶受溶氧条件的影

响非常大，摇瓶体积越大其溶氧越充分，发酵及

产酶水平检测的误差波动越小。因此，针对筛选

到的 5 个产酶显著提高的工程菌株，应用 1 L 摇瓶  

(100 mL/L)进行放大的发酵复筛，以在此基础上确

定最佳生产菌株。复筛结果如图 6 所示，5 个菌株

的产酶水平和趋势较初筛确有一定差别，其中胞内

共表达 Hac1 和 Vgb 伴侣蛋白的重组工程菌产酶量

甚至低于对照菌株，但胞内共表达 Rpl10 的重组工

程菌株显示了与初筛一致的结果，即该菌株仍然是

脂肪酶表达量最高的重组工程菌，此次与对照菌株

相比，脂肪酶酶活仍提高了 46.8%，说明在胞内共

表达 Rpl10 蛋白确实对脂肪酶 Lip605 的表达具有

显著促进作用。 

 

 
 
图 6  共表达伴侣蛋白对发酵产酶的酶活影响(1 L 摇瓶

发酵) 
Figure 6  Effect of co-expressing chaperones on enzyme 
activity by fermentation (1 L-shake flask fermentation) 
注：1 L 摇瓶发酵 144 h 后的胞外酶活；每组实验设 3 个平行；

工程菌株 GS115 (pPIC9k-lip605)的胞外酶活为 100%. 

Note: Extracellular activity after 144 h fermentation in 1 L 
shake flask; Data are presented as mean±SD (n=3); The 
extracellular lipase activity of GS115 (pPIC9k-lip605) was 
defined as 100%. 

 

2.6  10 L 发酵罐的高密度发酵 

实验构建的脂肪酶高产菌株 GS115 (pPIC9k- 

lip605/pPICZA-RPL10)，其摇瓶发酵的胞外脂肪酶

酶活可达 105.62−138.17 U/mL。为进一步确定其发

酵产酶能力，进行了 10 L 发酵罐的发酵产酶实验，

并以初始工程菌株 GS115 (pPIC9k-lip605)作对照，

发酵初始体积为 4 L，发酵期间严格控制溶氧和补

料等关键参数，总发酵检测时间为 190 h，结果如

图 7 所示。 

从图 7A 可知，实验组与对照组细胞生长大致

相同，均在发酵 166 h 时湿重达到最大，其中实验

组湿重为 404.77 g/L，对照组湿重为 404.73 g/L，

均大于 200 g/L，说明两株菌均达到了高密度发酵

水平。另外，在整个发酵过程中，实验组与对照组

的细胞湿重一直保持一致，可见伴侣蛋白 Rpl10

在胞内共表达对于菌体发酵生长影响不大。然而，

对发酵过程中两株菌的胞外蛋白和胞外酶活进行

比较的结果(图 7B、C)发现，共表达伴侣蛋白 Rpl10

可使菌株在整个发酵过程中的胞外蛋白量和产酶

量都有所提高，其胞外脂肪酶 Lip605 的酶活提高

更为明显(图 7C)。两株菌在发酵 142 h 时，胞外蛋

白及胞外酶活均达到最高，其中实验组的蛋白浓度

最高达到 15.89 g/L，较对照组蛋白浓度(12.87 g/L)

提高 23%；胞外酶活最高达到 680 U/mL，较对照

菌株(426.5 U/mL)提高了 59.44%。可见，作为核糖

体 蛋 白 的 Rpl10 伴 侣 蛋 白 在 胞 内 对 于 脂 肪 酶

Lip605 的蛋白翻译及折叠具有显著的促进作用。 

3  讨论与结论 

本文应用费希尔曲霉脂肪酶密码子优化基因

(lip605) 成 功 构 建 了 毕 赤 酵 母 工 程 菌 株 GS115 

(pPIC9k-lip605)，综合应用响应面发酵条件优化和

共表达伴侣蛋白两种策略，采用响应面法优化发

酵条件使胞外脂肪酶酶活提高 5.8 倍；通过在摇瓶

中共表达伴侣蛋白的初筛与复筛，得到脂肪酶高

产菌株 GS115 (pPIC9k-lip605/pPICZA-RPL10)，摇

瓶发酵产酶可提高 48%−91%。经过 10 L 发酵罐的 
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图 7  10 L 发酵罐高密度发酵结果 
Figure 7  High-density fermentation in a 10 L fermenter 
注：A：发酵过程中的细胞湿重变化曲线；B：发酵过程中的

胞外蛋白浓度变化曲线；C：发酵过程中的胞外酶活变化曲线；

每株菌做 3 次平行发酵，取平均值. 

Note: A: Change curve of wet cell weight during fermentation; B: 
Change curve of extracellular protein concentration during 
fermentation; C: Change curve of extracellular enzyme activity 
during fermentation; Data are presented as mean±SD (n=3). 

高 密 度 发 酵 培 养 ， 菌 株 GS115 (pPIC9k-lip605/ 

pPICZA-RPL10)发酵 142 h 胞外酶活最高达到 

680 U/mL，蛋白浓度为 15.89 g/L。另外，本研究

目前报道的脂肪酶 Lip605 在毕赤酵母中达到了相

对较高的表达量 [29]，虽然仍然低于重组脂肪酶

Lip09 的胞外酶活产量(1 900 U/mL)[15]，但本研究

的胞外蛋白含量(15.89 g/L)是产脂肪酶 Lip09 工程

菌的(2 g/L)[15]的 7.9 倍，并且脂肪酶 Lip605 占比在

90%以上，该现象可能与酶活测定方法的差异有一

定关系。然而，对于工业生产而言，胞外蛋白产

量的指标会更具参考价值，因为其将决定经过后

处理的最终酶制剂产品的产量；并且，本研究构

建的工程菌发酵 142 h 即可达到最高产酶量，较产

脂肪酶 Lip09 的毕赤酵母工程菌节省了约 24 h 的发

酵时间，在发酵生产成本上也具有显著优势。因

此，本研究构建的毕赤酵母工程菌 GS115 (pPIC9k- 

lip605/pPICZA-RPL10)更具有产业化生产潜力。 
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