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来源于柠檬酸杆菌的高比活植酸酶基因在毕赤酵母中的高效表达
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摘 要：柠檬酸杆菌（!"#$%&’(#)$ &$’’*""）来源的植酸酶是目前报道的比活最高的植酸酶。按照毕赤酵母（ +"(,"’
-’.#%$".）对密码子的选择偏向性，对来源于柠檬酸杆菌的高比活植酸酶基因 /--/ 进行了密码子优化改造。改造后

的基因 /--/（0）按正确的阅读框架融合到毕赤酵母表达载体 ?HIJ& 的!4因子信号肽编码序列 0K端，通过电击转化

得到重组转化子。通过 HJL 验证，/--/（0）已整合在酵母染色体上。M)M4H1N9 分析和表达产物的研究表明，植酸

酶得到了高效分泌表达，在 ’O 发酵罐中植酸酶蛋白表达量达到 0A#,GP,O 发酵液，发酵效价达到每毫升发酵液

%A! Q %$5 IR 以上，高于目前报道的各种植酸酶基因工程菌株的发酵效价。
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植酸酶（9J0A%A0A/A，01%4:=<T:B<3 E*87?E<T?E7B*
?E<T?E<E;U.<37T*）是一种可以将植酸降解为肌醇和

磷酸的酶，目前已广泛的应用在单胃动物饲料中。

植酸酶的应用可提高植酸磷的利用率，减少粪便中

磷的排放量，从而降低环境中的磷污染，并可减少植

酸的抗营养作用［%］。

植酸酶已经成为饲料添加剂和酶制剂研究的热

点，在它的分子生物学和基因工程的研究上都取得

了大量进展［# ( !］。目前研究的重点主要集中在性质

优良的植酸酶的筛选、分离，酶学性质的改良以及通

过重 组 微 生 物 反 应 器 进 行 高 效 表 达 等 方 面 的 研

究［’，"］。其中高比活植酸酶的研究正在成为植酸酶

研究的热点之一。已分离到多个不同来源的高比活

植酸酶并克隆了相关基因［5 ( &］，其中来源于瘤胃微

生 物 2)3)4%0%4’. $50"4’4#"50 670’、大 肠 杆 菌

8.(,)$"(,"’ (%3" 12JJ 00&"’ 的植酸酶基因在重组毕

赤酵母中均实现了高效分泌表达［’，%$］。大肠杆菌植

酸酶 基 因 经 优 化 在 毕 赤 酵 母 中 的 绝 对 表 达 量 为

#A’GPO，发酵效价达 5A’ Q %$" IRP,O 发酵液，是目前

广泛用于工业生产的菌株。为进一步提高植酸酶的

发酵效价，一方面可对现有菌株进行改良，而另一方

面则是发掘比活更高的植酸酶并实现其高效表达。

来源于 !"#$%&’(#)$ &$’’*"" 的植酸酶［%%］的比活性

为 0A’ Q %$" IRP,G，是目前发现的比活性最高的植

酸酶，比目前工业生产并广泛应用的曲霉来源的植

酸酶［%$］高出近 0’ 倍。本文报道了此酶编码基因

/--/ 的改造及在毕赤酵母中的高效表达，重组菌株

有望用于植酸酶的工业化生产，从而进一步大幅度

降低植酸酶的生产成本。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌 VW%$& 菌株、质 粒

?RJ%&、?X3@T+.:?B MY4；酵母菌株 +"(,"’ -’.#%$". NM%%’
（9". D :5# Z ）、质粒 ?HIJ& 均为本实验室保存。

!"!"# 酶和试剂：限制性核酸内切酶均购于 N:-+<
和大 连 宝 生 物 工 程 公 司，2! )[1 连 接 酶 购 自

H.<,*G7 公 司，2! 多 核 苷 酸 激 酶、脱 糖 基 化 酶

9=U<G3;+<T:U7T* \ 为 X:<37- 公司产品，蛋白质分子量

标准为 HE7,7+:7 公司产品；植酸钠（肌醇六磷酸十

二钠）购自 M:G,7 公司。其它试剂均为国产分析纯。

!"!"$ 培养基和培养条件：大肠杆菌培养基 OX，参

照文献［%#］配制。酵母生长培养基 ]H)、转化培养

基 L)X、选择培养基 WW、W) 以及诱导表达培养基

XWN]、XWW]、发酵培养基 %$ Q X7T73 M73BT、微量盐

溶液 H2W% 均根据 I=^:B.<G*= 公司操作手册配制。



!"# 高比活植酸酶基因 !""! 的改造、人工合成及

克隆

根据编码 !"#$%&’(#)$ &$’’*"" 植酸酶成熟蛋白的

基因序列［!!］，按照毕赤酵母密码子的偏爱性［!"］，在

不改变其氨基酸序列的前提下进行序列改造，同时

在序 列 中 避 免 富 含 #$ 序 列（#$$$#、##$##、

##$$## 等）的出现。并按所用克隆载体的多克隆

位点设计、添加合适的限制性内切酶位点，设计改造

后的植酸酶基因双链分为 #! % #!&，’! % ’!(，)! %
)*，+! % +!!，,! % ,!& 共 (( 个寡聚 +-# 片段分别

进行合成，合成后的片段退火成 #、’、)、+、, ( 个片

段，再通过此 ( 个片段两端设计的酶切点，分别克隆

到载体 .’/01234.5 678和 .9)!* 上，再将各片段依次

拼接成完整的 +,,+（-）基因。

!"$ 植酸酶基因 !""!（%）表达载体的构建

带有改造基因 +,,+（:）的质粒 .9)!*8+,,+（:）

及酵 母 表 达 载 体 .;<)* 分 别 双 酶 切（ .(%=! >
/%#!），将载体与基因连接，筛选挑出阳性克隆子

.;<)*8+,,+（ :）。 +-# 的 重 组 操 作 主 要 依 据

6?:@3AAB 手册［!!］进行。

!"& 酵母的电击转化及筛选

转化和筛选主要操作流程参照 <CD453AEFC 公司

的毕赤表达操作手册。其中有部分修改，简单描述

如下：取 G&"H 感受态细胞，加入 ! % ("E 用 012#线

性化的重组质粒，混合后转移至预冷的 &IJ2: 电击

杯中，置电击仪电击转化。电击结束后立即加入

!:H 预冷的 !:A/KH 的山梨醇，混匀后，以每板 "&&"H
菌液涂布到固体 L+ 平板上，"&M培养至转化子长

出。将在 L+ 上生长的转化子用牙签挑取按先后顺

序分别点到 LL 和 L+ 平板上，"&M培养 JN，在 L+
上生长正常而在 LL 上生长缓慢或不生长的转化子

为阳性克隆子。

!"’ 重组酵母的诱导表达

重组酵母在 (:H ’LOP 培养基中于 "&M摇床

培养 QGR，离心收集菌体，加入 !:H ’LLP 甲醇诱导

培养基悬浮菌体，继续 "&M诱导培养，QGR 后取样检

测各菌株上清液的植酸酶活性，从中筛选出表达植

酸酶的转化子。

酶活性单位定义为：在一定条件下，每分钟释放

出 !C:A/ 无 机 磷 所 需 的 酶 量 为 一 个 酶 活 性 单 位

（<9）。酶活性测定方法参见文献［S］，酶活性测定

体系 .T 值为 QI(。

!"( 重组酵母中植酸酶基因的 )*+ 检测分析

通过$8U?25A3 信号肽序列及 .;<)* 的 345Q 序

列；染色体上 +67! 启动子前面的序列和植酸酶基

因内部的序列，分别设计合成两对引物，对整合到酵

母染色体上的植酸酶基因进行 ;)= 扩增，所用引物

终浓度为 &IJ.:A/K"H。+-# 模板为 &I!"E。扩增反

应条件：*(M !&:4C；*(M V&1，((M Q(1，SJM J:4C，

共进行 "& 个循环；SJM !&:4C。

!", 表达产物的 -.-/)012 分析及脱糖基化处理

选取在摇床诱导表达 QGR 后有酶活性的转化

子，离心取 G"H 上清液进行 6+68;#O, 分析。取 *"H
上清液进行脱糖基化处理，建立如下反应体系：*"H
上清液加 !"H !& W O/X2A.3A5F4C 变性缓冲液，!&&M反

应 !&:4C 后加 !IJ"H !& W O( 缓冲液、!"H ,CNA T，

"SM反应 !R。

!"3 发酵罐水平植酸酶的表达

选取摇床水平上植酸酶活性高的转化子，研究

其发酵罐条件下植酸酶的表达。重组酵母的发酵为

高细胞密度补料发酵，发酵过程分为菌株培养阶段、

碳 源 饲 喂 阶 段 和 诱 导 表 达 阶 段，具 体 方 法 见

<CD453AEFC 操作手册。在诱导过程中每 !JR 取样 ! 次

测定 表 达 的 植 酸 酶 的 积 累 量 并 进 行 表 达 蛋 白 的

6+68;#O,。

!"4 表达植酸酶酶学性质的测定

!"4"! 酶的纯化：毕赤酵母表达的植酸酶纯化方法

如下：首先进行脱盐处理，再经分子筛 60.F3NFY8S(
纯化。分步收集洗脱峰，每管 !:H，选取酶活性最高

的几管电泳检测其纯度，以达到电泳纯的收集液作

为表达植酸酶酶学性质研究的样品。

!"4"# .T 值和温度对酶活力和稳定性的影响：将

酶液在不同 .T 值的缓冲液中于 "SM下处理 !R 及

在不同温度（V&M、S&M、G&M）下分别处理 "&:4C，在

"SM、.TQI( 的条件下分别测定酶活性以测定酶的

.T 稳定性和酶的热稳定性。

!"4"$ 酶比活性测定：酶的比活单位的定义为每毫

克酶蛋白所表现出的酶活性单位（<9）。通过考马斯

亮蓝法，测定纯化的植酸酶蛋白含量，同时在最适

.TQI(，"SM条件下，测定植酸酶酶活性，由此得到酶

的比活（<9K:E 酶蛋白）。

!"4"& 酶的动力学参数：用不同浓度的植酸钠为底

物，在 .TQI(、"SM条件下反应 !&:4C 测定酶活性，计

算出酶的 8: 值及 9:?Y。

!"4"’ 化学试剂对酶活力的影响：酶促反应体系中

加入终浓度为 !::A/KH 的不同的金属离子及化学试

剂，在 "SM、.TQI( 条件下测定酶活性，研究其对酶

活性的影响。

VQ* T9#-O T0A8Z4CE )# ’2 [ K+(#’ :"($%&"%2%1"(’ 5";"(’（J&&V）QV（V）



!"#"$ 蛋白酶对酶活力的影响：取 !"#$% 纯化后的

植酸 酶 酶 液，分 别 加 入 !"#$% 胃 蛋 白 酶（&’("!，

!")$*+$%）和胰蛋白酶（&’,"!，!")$*+$%），-,.保

温，不同时间取样，-,.、&’/"# 条件下测定酶活性。

% 结果

%"! !""! 基因的设计改造及克隆

综合了影响基因表达的各种因素，对植酸酶基

因进行改造，以使其能够在目标宿主———毕赤酵母

的真核表达系统中高效表达。改造的总体原则是：

（)）不改变原有植酸酶基因所编码的氨基酸序列；

（(）根据报道的毕赤酵母密码子的选择偏向及 0 1 2
的含量特征，并尽量避免在密码子的第二、三位碱基

上出现 20 组合，对密码子进行优化；（-）改造过程

中要 避 免 一 些 可 能 降 低 表 达 的 序 列，如：34443、

33433、334433 等。

!""! 基因去掉信号肽序列后全长 )(-56&。按

毕赤酵母密码子偏向，在不改变氨基酸序列的前提

下进行改造，共改变了 (!, 个碱基涉及 )7( 个密码

子，0 1 2 含量由原来的 /-"-8变为 /,")8，密码子

第三 位 碱 基 的 0 1 2 含 量 由 原 来 的 -5"78 变 为

#)",8，基本符合毕赤酵母 0 1 2 的含量特征。

在合成基因时，考虑到基因的长度、载体上的酶

切位点，笔者将基因分为 3（(/!6&）、9（--(6&）、2
（)7:6&）、;（(/:6&）、<（():6&）# 个大片段，然后再进

一步将 # 个大片段分成小片段分别进行单链合成。

另外，为便于进行克隆操作，以及考虑到目的基因片

段在载体上的正确插入方向，在合成的 3 片段的 #=
端设计了 #$%>!、&"’!、#$%>! - 个酶切位点序

列，-=端设计了 ()*!酶切位点序列；在 9 片段的 #=
端设计了 ()*!，-=端设计了 +,’?" 酶切位点序

列；在 2 片段的 #=端设计了 +,@?"，在 -=端设计了

-./!酶切位点；在 ; 片段的 #=端设计了 -./!，在 -=
端设计了 ("0!酶切位点；在 < 片段的 #=端设计了

("0!，在 -=端设计了 1%/!酶切位点；利用这些酶

切位点可方便地将基因片段 3、9 克隆到载体 &A2)7
上，片段 2、;、< 克隆到载体 &9BCDEFG&H IJK上。然后

通过 &"’!和 +,’?"将 39 拼接于克隆有 2;< 片段

的 &9BCDEFG&H IJK上。从而拼接成完整的植酸酶基因

!""!（)），用 &9BCDEFG&H IJK载体上的通用引物进行

!""!（)）基因的全序列分析，结果证实了合成的基

因 ;L3 序列与设计的序列一致。

%"% 重组酵母表达载体的构建

经改造的 !""! 基因 !""!（)）通过 #$%>!和

1%/!位 点 以 正 确 的 阅 读 框 架 与 酵 母 表 达 载 体

&MN27 的#K因子信号肽序列的 -= 端融合，得到重组

表达载体 &MN27K!""!（)）（图 )）。通过酶切鉴定证

实重组质粒构建正确。

图 ! 重组表达质粒 &’()# * !""!（+）的物理图谱

OG*P) MQRDGESB $S& TU FVET$6G@S@H VW&FVDDGT@ &BSD$G? &MN27K!""!（$）P

%", 重组酵母的获得与筛选

重组载体上带有 +,./ 基因及乙醇氧化酶基因

（!23)）的 #=与 -=同源序列区，经 456$线性化电击

转化受体菌 0I))#（+,.K78/ 1 ）后，只有 +,./ 基因整

合到酵母染色体上的重组酵母才能在不加 ’GD 的培

养基 X; 上正常生长，从而通过这一标记筛选到 +,.
1 转化子。进一步在试管中诱导表达，通过酶活性

测定，从 (!! 株带有改造植酸酶基因的重组酵母中

筛选到 ,# 株表达植酸酶的重组子，其中表达量最高

的 - 株重组子分别定名为 - P "*./%9,. !""!（$）)# Y 、

-: Y 、),5 Y 。

%"- 重组酵母中植酸酶基因的 ’). 分析

为了检测植酸酶基因在酵母染色体上的整合，

通过#KUSEHTF 信号肽序列及 &MN27 的 +:(/ 序列设计

引物（M)）对 0I))# 和 -: Y 重组子进行 M2> 扩增，

0I))# 没有扩增出目的条带，-: Y 重组子扩增出约

(")Z6 大小条带，与重组载体上的目的序列大小一

致，证实该植酸酶基因在酵母染色体上整合。同时

用染色体上 !23) 启动子前面的序列和植酸酶基因

内部的序列设计引物（M(）对 0I))# 和 -: Y 重组子进

行 M2> 扩增，0I))# 没有扩增出目的条带，-: Y 重组

子扩增出约 )"-Z6 大小条带，证实目的基因在 3[\)
部位整合用基因两端的引物。进一步测定扩增产物

的序列，结 果 表 明，整 合 的 植 酸 酶 基 因 序 列 完 全

正确。

%"/ 摇床水平表达植酸酶的 010*’234 分析及脱

糖基化

通过 I;IKM30< 鉴定植酸酶蛋白的表达（图 (），

I;IKM30< 分析结果表明，毕赤酵母表达的植酸酶出

现分子量大小不同的蛋白条带，其表观分子量在

,/7黄火清等：来源于柠檬酸杆菌的高比活植酸酶基因在毕赤酵母中的高效表达 P +微生物学报（(!!5）/5（5）



!"#$% 到 &’#$% 之间，均比从氨基酸序列推断出的

理论分子量（约 !()&#$%）大。分析该植酸酶的氨基

酸序列，发现有 & 处潜在糖基化位点，所以有可能是

因为糖基化造成分子量偏大，而不同程度的糖基化

造成表达蛋白分子量的差异。将表达外源蛋白进行

脱糖基处理后，不同分子量的蛋白带，均变为同一条

分子量约 !*#$% 的蛋白带，与 !""!（#）基因产物的

理论分子量相当。

图 ! 摇床水平表达植酸酶脱糖基前后的 "#"$%&’(
+,-./ 0$012345 %6%789,9 :; <=>?<99<@ >A8B%9< ,6 9A%#< ;7%9# CD7BD?<

%6@ @<-78C:987%B<@ E8 56@: F. G. 0B%6@%?@ >?:B<,6 H:7<CD7%? I<,-AB；

J)5=>?<99<@ >A8B%9< E8 ?<C:HE,6%6B9 $ . "%&’()*& >2KL"1!""!（#）M’ N ；

/)5=>?<99<@ >A8B%9< @<-78C:987%B<@ E8 56@: F.

!)* 发酵水平植酸酶的表达

选择摇床水平表达量高的毕赤酵母重组菌株

M’ N 进行 &O 发酵罐发酵研究，发酵过程分为两个阶

段：一为菌体的生长阶段，二为诱导表达阶段。在菌

体生长阶段以葡萄糖为碳源，诱导阶段以甲醇为碳

源。在菌体生长阶段发酵上清中检测不到植酸酶活

性。随着甲醇的诱导，上清中植酸酶酶活力显著增

加，酶蛋白不断积累（图 M）。经甲醇诱导 JM/A 后植

酸酶绝对表达量达到 M)/H-PHO，发 酵 效 价 J)! Q
JR* KSPHO 以上。

图 + ,- 发酵罐表达植酸酶不同时间取样的 "#"$%&’(
+,-.M 0$012345 :; <=>?<99<@ >A8B%9< ,6 BA< &O ;<?H<6B:? I,BA @,;;<?<6B

,6@DCB,:6 B,H<.G. 0B%6@%?@ >?:B<,6 H:7<CD7%? I<,-AB；J)+:?H<6B<@ E?:BA

E<;:?< ,6@DC<@ E8 H<BA%6:7；/ T ’)+:?H<6B<@ E?:BA %;B<? ,6@DC<@ E8

H<BA%6:7 ;:? J/A，M(A，(RA，’!A，JR’A，J/RA %6@ JM/A，?<9><CB,U<78.

图 , 重组植酸酶 &..& 的最适温度（&）和热稳定性（/）

曲线

+,-. & VA< :>B,HDH B<H><?%BD?<（3）%6@ BA<?H%7 9B%E,7,B8（W）:;

3>>3.

!)0 表达产物植酸酶 &..& 的酶学性质测定

表达的植酸酶的各种酶学性质测定结果表明：

（J）其最适 >F 值为 !)R T !)&。在 >F M)& T ’)& 的范

围内，植酸酶的相对活性都在 *RX 以上。其中，在

>FM)& T ()&，植酸酶的相对活性都稳定在 "RX 以

上。>F J T M 时，酶活力下降迅速，但仍维持在 !RX
以上（图 !）。（/）3223 在 >F!)&，不同温度下酶活性

图 1 重组植酸酶 &..& 的最适 .2 和 .2 稳定性曲线

+,-.! VA< :>B,HDH >F %6@ >F 9B%E,7,B8 :; 3>>3.

的测定结果表明，该酶的最适温度为 &&Y，在 !R T
&&Y范围内，植酸酶的相对活性在 &RX以上（图 &1
3）。*RY 条件下 处 理 JRH,6 后，酶 的 剩 余 活 性 为

*)&X；而 ’RY处理 JH,6 后，酶活仅余 J’X。说明该

酶该酶耐热性较差（图 &1W）。（M）表达的植酸酶比

活 为 !)M Q JR( KSPH-，+H Z R)J(&HH:7PO，,H%= Z
MMR(’*’)MKSPH-·H,6。（!）在酶促反应体系中加入不

同的化学试剂，然后分别测定酶活性，结果表明，

[\ 、G-/ \ 、L%/ \ 和 5$V3 对 3>>3 有轻微的激活作

用；金属离子 ]6/ \ 、L?M \ 、LD/ \ 、+</ \ 和 +<M \ 对 3>>3
的酶促反应均较强的抑制作用，尤其是 LD/ \ 抑制力

最强。而 0$0 完全抑制了其植酸酶活性。（&）在

>F/)R 用胃蛋白酶处理植酸酶 3>>3，&H,6 后酶活性

余 &RX，用胃蛋白酶处理 J/RH,6 后，酶活性基本消

’!" FS3^4 FD:1_,6- -’ %. . P!/’% 0*/)(1*(.(2*/% 3*4*/%（/RR(）!(（(）



失。由于胃蛋白酶处理是在酸性条件下进行处理

的，分析可能是酸性环境对酶活性的影响与蛋白酶

共同作用的结果。用胰蛋白酶处理 !"#$%& 后，剩余

"’(的酶活性。说明植酸酶 )**) 具部分抗胰蛋白

酶水解的能力。

! 讨论

高比活植酸酶的高效表达，正在成为大幅度地

提高植酸酶的发酵效价，进一步降低其生产成本的

一个有效途径。来源于 !"#"$%&%$’( )*&+$’$,+*& 的

植酸酶基因 -./! 在毕赤酵母中表达［!#］，绝对表达量

为 +$,-$.，但其效价已达到 !/0 1 !#0 23-$.。而来

源于 0 4 1%#+ 的植酸酶基因 ’--2 经改造后在重组酵

母中的绝对表达量虽然仅有 "/’$,-$.，但其效价已

达到 5/6 1 !#0 23-$. 以上［6］，证明了采用高比活基

因的有效性。来源于 3+,)%4’1,") 4)’’5++ 的植酸酶［!!］

的比活性为 ’/6 1 !#0 23-$,，是目前发现的比活性

最高的植酸酶，比原来用于工业生产并广泛应用的

曲霉来源植酸酶［!#］高出近 ’6 倍。本文将来源于

3+,)%4’1,") 4)’’5++ 的植酸酶基因进行了改造，在毕赤

酵母 表 达 系 统 实 现 了 高 效 表 达，绝 对 表 达 量 为

’/"$,-$.，发酵效价可高达 !/+ 1 !#5 23-$. 以上，较

目前广泛应用的大肠杆菌来源的植酸酶的发酵效价

提高了近一倍，是目前报道的表达酶活性最高的植

酸酶。应用于工业生产可使生产成本进一步大幅度

降低。从而推动植酸酶在我国的广泛应用。经测定

毕赤酵母表达的该植酸酶的比活为 +/’ 1 !#0 23-$,，
较原报道的酶的比活有所提高。经毕赤酵母表达的

植酸酶比活发生变化（或降低或提高）的问题，一直

是困扰我们而没有解决的一个问题，我们将在今后

继续进行研究。

毕赤酵母表达系统会使外源蛋白进行糖基化。

如大肠杆菌来源的植酸酶的表达一样，在重组酵母

中表 达 的 该 柠 檬 酸 杆 菌 植 酸 酶 蛋 白 是 分 子 量 在

+789: 到 6;89: 之间，分析发现该酶分子上有 6 个

糖基化位点，脱糖基处理结果表明，该酶蛋白为糖蛋

白，糖基化程度为 6( < "6(，不同程度的糖基化造

成了其分子量的差异。而这些分子量有差异的植酸

酶蛋白分子之间在酶学性质上是否有细微的差异，

正在进一步的研究之中。

对重组植酸酶的抗蛋白酶能力的研究发现其具

有一定的抗胰蛋白酶的能力，但抗胃蛋白能力较弱。

与报道的非重组酶抗蛋白酶性质［!!］不同，其原因正

在进一步研究。在进行饲喂试验时也发现，体外试

验与体内试验的结果并不完全一致，其饲喂效果同

目前广泛应用的大肠杆菌来源的植酸酶相当。研究

中还发现该植酸酶的热稳定性较差，这也是目前所

报道的酸性植酸酶遍存在的问题，都没有能通过高

温制粒的。如：目前广泛应用的黑曲霉来源的植酸

酶［!#］、大肠杆菌来源的植酸酶［7］等，在性质上与理

想饲料用酶相比也都还存在很大的缺陷，但这并不

是限制植酸酶广泛应用的决定因素。人们通过基因

工程、酶工程等对植酸酶分子进行改造，可使其热稳

定性及在胃环境中的稳定性得到显著提高［!+，!6］，从

而能更好的满足工业生产的要求。由于该植酸酶有

比活性极高的优点，为我们进行分子改良提供了一

个很好的素材。同时植酸酶蛋白酶抗性、耐酸性、耐

热性等问题可以通过后加工进行包被而得到解决。

可见该酶在理论研究及工业应用都具有非常广阔的

前景。

植酸酶除了可以在饲料行业应用外，随着其应

用范围的扩展，目前在食品加工、水果加工、肌醇和

肌醇单磷酸盐料添加剂生产等方面已开始应用，在

不同的应用领域对酶的性质要求是不一样的。根据

本研究植酸酶的优缺点，也有望在别的应用领域开

发应用。

从重组酵母的植酸酶绝对表达量来看，达到了

’/"$,-$.。有望通过表达条件的进一步优化，使表

达量得到进一步提高。一方面可以通过表达元件和

植酸酶基因的优化来提高表达量，另一方面也可通

过适当提高植酸酶基因在酵母染色体上整合的拷贝

数的方法使表达量进一步提高。目前，我们已通过

适当提高拷贝数的方法使大肠杆菌来源的植酸酶在

毕赤酵母中的表达量提高了近一倍，详情将另文

发表。
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