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摘 要 高效表达高比活植酸酶是进一步提高植酸酶发酵效价、降低植酸酶生产成本的一个有效途径。对源于

3&0"%*#0"#+ 0(,# 的高比活植酸酶基因 +445，按照毕赤酵母（6#0"#+ 4+&/(*#&）密码子的偏爱进行了密码子优化改造。该

改造后的基因 +44517 按正确的阅读框架融合到毕赤酵母表达载体 ADEF3 上的!1因子信号肽编码序列 0G端，通过电

击转化得到重组转化子。对重组毕赤酵母的 H&-CI8., ?’&CC>,J 分析证实植酸酶基因已整合到酵母基因组中，并确定

了整合基因的拷贝数。)&.CI8., ?’&CC>,J 分析证实植酸酶基因得到了正常转录。HKH1D6L< 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 9M 发酵罐中植酸酶蛋白表达量达到 !N9=JO=M 发酵液，酶活性（发酵效价）达

到 2N9 P #"5 EQO=M 发酵液以上，大大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（肌醇六磷酸酶）是能够将植酸（肌醇六

磷酸）分解为肌醇和无机磷的一类酶的总称。植酸

是谷物、豆类及油料等作物中磷的主要贮存形式，占

总磷量的 #4S T 44S［#］。单胃动物和人缺少分解植

酸的酶而不能利用该种形式的磷，为了满足动物正

常的生长、代谢需要，必须在动物的饲料中添加无机

磷，这不仅造成了磷源的浪费，而且植酸磷随动物的

粪便排出体外造成环境的磷污染。植酸还是一种抗

营养因子，它能和一些金属离子和蛋白质螯合形成

不溶性的复合物从而影响了畜禽对这些物质的吸收

利用［!］。在畜禽日粮中添加植酸酶能有效提高植酸

磷的利用率、降低磷污染并消除植酸的抗营养作用，

其饲喂效果已得到了广泛的确证［0 U $］。

植酸酶广泛存在于动物、植物和微生物中，目前

实际应用的植酸酶均来源于微生物。由于植酸酶在

天然菌株中的产量很低，目前用于植酸酶生产的菌

株均为单位表达量已较天然菌株大幅度提高的基因

工程 菌，植 酸 酶 蛋 白 表 达 量 一 般 都 在 =JO=M 以

上［9］，最高的已达到 9=JO=M 以上［5］，按现有的条件，

在此基础上进一步大幅度提高其蛋白表达量的空间

已经不大，实现高比活植酸酶的高效表达，可在其

蛋白表达量相当的情况下大幅度地提高其发酵效

价，是 进 一 步 降 低 植 酸 酶 生 产 成 本 的 最 有 效 的

途径。

来源 于 3 ( 0(,# 的 植 酸 酶［2］比 活 性 为 0N# P
#"5 EQO=J，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植酸酶［4］高出

0" 倍。本文报道此植酸酶编码基因的改造和在重

组毕赤酵母中的高效分泌表达，重组菌株可望用于

植酸酶生产，从而进一步大幅度降低植酸酶的生产

成本。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：大肠杆菌 *V#"3 菌株、质 粒

AQF#3；酵母菌株 6#0"#+ 4+&/(*#& LH##9（8#&19)/ W ）、质

粒 ADEF3 均为本实验室保存。

!"!"# 工具酶和生化试剂：限制性内切酶购自 L>?1
B& 和大连宝生物工程公司，7$ K)6 连接酶购自 D.&1
=8J+ 公司，7$ 多核苷酸激酶、脱糖基化酶 <,X&J’/B&1
Y>X+Y8 Z（<,X& Z）为 [>&’+?Y 公司产品，蛋白质分子

量标准为 DI+.=+B>+ 公司产品；植酸钠（肌醇六磷酸



十二钠）购自 !"#$% 公司。其它化学试剂为国产分

析纯。酵母培养基 &’()、&’’)、*+&、’+、’’ 等

配方见 ,-."/01#2- 公司操作手册。

!"# 方法

!"#"! !""# 基 因 的 改 造 及 人 工 合 成：根 据 编 码

$%&’()*&’*! &+,*植酸酶成熟蛋白的基因序列［3］，按照

毕赤酵母密码子的偏爱性［45］，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

67 序列（67776、66766、667766 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，将全基因分为 6（4849:）、&（;<=9:）、

>（?;@9:）、+（;;@9:）、A（;?@9:）@ 个部分，再将每个

部分分为长度不超过 85 个核苷酸的单链核苷酸片

段进行人工合成。

!"#"# 合成片段的拼接及重组表达载体的构建：将

同一部分内的单链核苷酸片段退火后再分别将各部

分克隆于转移载体 :B>43 上，并按一定的顺序进行

拼接。拼接好的全基因 !""#C- 通过 $&+.!D/+0!
位点克隆到毕赤酵母表达载体 :E,>3 上，得到重组

载体 :E,>3C!""#C-。+F6 的 重 组 操 作 主 要 依 据

!%$9011G 手册［44］进行。

!"#"$ 酵母的电击转化及筛选：将重组载体 :E,>3C
!""#C- 用 12, "酶切使之线性化，电击转化毕赤酵

母。挑取阳性转化子。电转化及筛选方法参见 ,-C
."/01#2- 公司操作手册。

!"#"% 重组酵母的诱导表达：重组酵母在 @$H &’C
() 培养基中于 ?5I摇床培养 J<K，离心收集菌体，

加入 4$H &’’) 甲醇诱导培养基悬浮菌体，继续在

?5I下诱导培养 J<K，取样检测各菌株上清液中的

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 4-$1L 无 机 磷 所 需 的 酶 量 为 一 个 酶 活 性 单 位

（,B）。

酶活性测定方法参见文献［8］，酶测定体系 :M
值为 JN@。

!"#"& 表达产物植酸酶的 !+!CE6(A 分析及脱糖基

化处理：取在摇床诱导表达 J<K 后的培养液，离心取

<#H 上清液进行 !+!CE6(A 分析。

取 3#H 上清液进行脱糖基化处理，建立如下反

应体系：3#H 上清液加 4#H 45 O (LPQ1:01/2"- 变性缓

冲液，455I反应 45$"- 后加 4N;#H 45 O (@ 缓冲液、

4#H A-R1 M，?=I反应 4K。

!"#"’ 重组酵母的 !1S/K20- 9L1//"-# 和 F10/K20- 9L1/C
/"-#：选取不同的转化子及宿主菌株 (!44@ 分别接种

于 &’() 培养基中，?5I摇床 J<K 培养后提取基因

组 +F6；&’() 培养基中 ?5I摇床培养 J<K，离心收

集菌体后，&’’) 中 ?5I诱导培养 J<K，提取酵母总

*F6。用植酸酶基因 34!,!D5%0!酶切回收片段

（ T @5 U T =<@9:）为探针分别进行 !1S/K20- 9L1//"-#
和 F10/20- 9L1//"-# 分析。

!"#"( 发酵罐水平植酸酶的表达：重组酵母在 @H
发酵罐（&,V!767 &@ 型）中进行发酵。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 ,-."/01#2- 操作手册。在诱导过程中每 4;K 取样 4
次测定表达的植酸酶的积累量并进行表达蛋白的

!+!CE6(A。

!"#") 表达植酸酶酶学性质的测定：

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 !S:20R2WC=@CM*C45D?5 纯

化。分步收集洗脱峰，每管 4$H，选取酶活性最高的

一管作为表达植酸酶酶学性质研究的样品。

经纯化的植酸酶在不同 :M 及不同温度条件下

进行酶促反应以测定其最适 :M 和最适温度。将酶

液在不同 :M 值的缓冲液中于 ?=I下处理 4K 及在

不同温度（85I、=5I、<5I）下分别处理 ?5$"-，在

?=I、:M JN@ 的条件下分别测定酶活性以测定酶的

:M 稳定性和酶的热稳定性。

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（,B）。通过考马斯亮蓝法测定样品酶

液中的蛋白含量，同时测得其植酸酶酶活性，由此得

到酶的比活性。

用不同浓度的植酸钠为底物，在 :M JN@、?=I条

件下反应 45$"- 测定酶活性，计算出酶的 6$ 值及

7$%W。

酶促反应体系中加入终浓度为 4$$1LDH 的不同

的金属离子及化学试剂，在 ?=I、:M JN@ 条件下测

定酶活性，研究其对酶活性的影响。

取 5N@$H 纯 化 后 的 植 酸 酶 酶 液，分 别 加 入

5N@$H 胃蛋白酶（:M ;N5，5N4$#D$H）和胰蛋白酶

（:M =N5，5N4$#D$H），?=I 保 温，不 同 时 间 取 样，

?=I、:M JN@ 条件下测定酶活性。

# 结 果

#"! !""# 基因的设计改造

!""# 基因去掉 FC端 889: 的信号肽编码序列

后，全长 4;??9:。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 ;8; 个

3=4 期 罗会颖等：来源于 $%&’()*&’*! &+,* 的高比活植酸酶基因的高效表达



碱基，涉 及 !!" 个 密 码 子，# $ % 含 量 由 原 来 的

&’()*变为 +"(,*，密码子第 ’ 位碱基的 # $ % 含量

由原来的 &+(-*变为 +-(+*，基本符合毕赤酵母 #
$ % 的含量特征［,.］。在基因的 &/端添加 !"#0!位

点，’/端添加 $#%!和 &’(1"位点，以便于基因克隆

到转移载体 23%," 及表达载体 245%" 上。合成基因

各部分分别克隆于载体 23%," 上，再进一步拼接得

到完 整 的 改 造 全 基 因 )**+6,，重 组 质 粒 命 名 为

23%,"6)**+6,。)**+6, 基因经序列测定后证实该

基因与设计的序列一致。

!"! 重组酵母表达载体的构建

经改造的 )**+ 基因 )**+6, 通过 !"#0!和 $#%
!位点以正确的阅读框架与酵母表达载体 245%" 的

#6因子信号肽序列的 ’/端融合，得到重组表达载体

245%"6)**+6,（图 ,）。通过酶切鉴定证实重组质粒

的构建是正确的。

图 , 重组酵母表达载体 245%"6)**+6, 的构建

789:, %;<=>?@A>8;< ;B ?CA;DE8<F<> 2GF=D81 245%"6)**+6,

!"# 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

（+./,）的 &/与 ’/同源序列区，经 012$线性化电击

转化受体菌 #H,,&（&’-634% $ ）后，只有 &’-+ 基因整

合到酵母染色体上的重组酵母才能在不加 I8= 的培

养基 0JK 上正常生长，从而通过这一标记筛选到

&’- $ 转化子。外源基因同源重组到酵母染色体上

会破坏受体菌的乙醇氧化酶基因 +./,，而使转化

子不能利用甲醇为碳源而正常生长，这样重组子

（34% =）在以甲醇为唯一碳源的 LL 培养基上就会生

长缓慢或不生长，通过该标记进一步筛选到 &’- $

34% = 转化子。

重组转化子经甲醇诱导 +-M 后，测定诱导培养基

中植酸酶的活性，从 "N 个转化子中筛选到 & 株高效

表达植酸酶基因的重组子 5 : *)-%#6’- 245%"6)**+6,
&、!.、’+、).、)+，每株在摇床水平表达植酸酶酶活性

均达 ,(. O ,.N 53PDQ 以上。

!"$ 表达植酸酶的 %&%’()*+ 分析及脱糖基化

通过 HJH64R#S 鉴定植酸酶蛋白的表达（图 !），

从 HJH64R#S 电泳上可看到毕赤酵母表达的植酸酶

有 ’ 条大小不同的蛋白条带，其表观分子量分别为

&.TJ、&!TJ 和 &+TJ 左右，均比从氨基酸序列推断出

的理论分子量（约 +&TJ）大。分析该植酸酶的氨基

酸序列，发现有三处潜在糖基化位点，所以有可能是

因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化处理后，三条大

小不同的蛋白带变为一条分子量约 +&TJ 的蛋白带，

与 )**+6, 基因产物的理论分子量相当（图 ’）。对

毕赤酵母表达的 ’ 种不同分子量的蛋白 U6端进行

序列测定，结果表明该 ’ 种不同分子量蛋白 U 端序

列相同，且除 U 端丢失了一个氨基酸 V 外，其它与

原植酸酶氨基酸序列完全一致。这些结果证实毕赤

酵母表达的植酸酶为糖蛋白，三条蛋白带均为植酸

酶蛋白，其分子量差异是由于糖基化程度不同造

成的。

!", 重组酵母的 %-./0123 45-//637 和 8-2/0123 45-/’
/637 分析

取不同转化子及宿主菌 #H,,& 总 JUR &%9 分别

进行 !"#0!P5-%!、!"#0!、/7#2!完全酶解，电

泳后进行 H;@>MC?< EG;>>8<9 分析，以重组载体 23%,"6
)**+6, 经 !"#0!P$#%!双酶切的全基因回收片段

为阳性对照。!"#0!P5-%!可切下长约 )-.E2 部分

基因，结果（图 +F）表明，不同重组子 JUR 经 !"#0
!P5-%!双酶切后，在约 -..E2 处均有一特异杂交

带，证明 )**+6, 基因已整合到了酵母基因组中。

用基因内仅有一个切点的 !"#0!及表达盒内仅有

一个切点的 /7#2!分别进行酶切后，外源基因整合

到酵母基因组中不同位点会出现分子量不同的杂交

带，结果表明（图 +E、+A），所检测的重组酵母中植酸

酶基因均为单拷贝整合，各重组酵母中特异性杂交

带分子量不尽相同，说明整合位点可能不完全精确

一致。

.- 生 物 工 程 学 报 !. 卷



图 ! 摇床水平上表达植酸酶的 "#"$%&’( 分析

)*+,! "#"$%&’( -.-/01*1 23 456741148 690:-14
*. 19-;4 3/-1; <=/:=74

>：1:-.8-78 672:4*. ?2/4<=/-7 @4*+9:；! A B：456741148 690:-14 C0 74<2?C*$

.-.:1 ! , "#$%&’($ 6%DEF$#"")$* G，HG，BG，!I，>> -.8 GI 74164<:*J4/0

图 H 表达植酸酶脱糖基化前后的 "#"$%&’( 分析

)*+,H "#"$%&’( -.-/01*1 23 456741148 690:-14
84+/0<210/-:48 C0 (.82 K

>：1:-.8-78 672:4*. ?2/4<=/-7 @4*+9:；!，H：456741148 690:-14 84+/0<210/-:$

48 C0 (.82 K；G，L：456741148 690:-14 @*:9 H C-.81 23 +/0<210/-:*2.（M7 N

LI，L! -.8 LG;#）

图 G 重组酵母的 "2=:947. C/2::*.+ 分析

)*+,G "2=:947. C/2::*.+ -.-/01*1 23 74<2?C*.-.: ! , "#$%&’($
EO>：921: ! , "#$%&’($ ’">>L；HG，BG，!I，BI，>>，GI，GF：8*33474.: 74<2?C*.-.:1 ! , "#$%&’($ 6%DEF$#"")$*；EO!：>P!;C #"")$*
372? 6QE>F$#"")$* , &：<9272?212?4 #R& 8*+41:48 @*:9 +,&S!T!$%!，-.8 -// 74<2?C*.-.:1 C=: EO> 192@*.+ - BUIC6 164$

<*3*< 90C7*8*V-:*2. C-.8，EO! 192@*.+ - >P!;C 164<*3*< 90C7*8*V-:*2. C-.8；W：<9272?212?4 #R& 8*+41:48 @*:9 +,&S!，-.8 -//

74<2?C*.-.:1 C=: EO> 192@*.+ - 164<*3*< 90C7*8*V-:*2. C-.8，EO! 192@*.+ - >P!;C 164<*3*< C-.8；E：<9272?212?4 #R& 8*+41:48
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取 L"+ 酵母的总 SR& 进行 R27:947. C/2::*.+ 分

析，结果表明（图 L），重组酵母中植酸酶基因得到了

转录，转录的 ?SR& 量在高表达重组子和低表达重

组子中没有显著差异，但各重组酵母中杂交带分子

量有些有微略的差异，原因在进一步研究之中。

图 L 重组酵母的 R27:947. C/2::*.+ 分析

)*+,L R27:947. C/2::*.+ -.-/01*1 23 74<2?C*.-.: ! , "#$%&’($
&// 74<2?C*.-.:1 ! , "#$%&’($ 6%DEF$#"")$* HG，BG，!I，BI，>>，GI C=:

921: 1:7-*. ’">>L 192@*.+ -. -C2=: >PX;C 164<*3*< 90C7*8*V-:*2. C-.8

!"# 发酵罐水平植酸酶的表达

选择摇床水平表达量高的毕赤酵母重组菌株

! , "#$%&’($ 6%DEF$#"")$* BG 进行 LY 发酵罐发酵研

究。在诱导之前的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，上清液中植酸酶

酶活力显著增加，酶蛋白不断积累（图 X）。经甲醇

诱导 >!I9 后表达量达到 !PL?+T?Y，植酸酶活性（发

酵效价）达 BPL Z >IX DQT?Y 以上（图 B）。从 LY 罐中

连续 L 批次的发酵试验（图 B）来看，其 L 批次的酶

积累曲线基本一致，说明重组酵母具有很好的表达

稳定性。

!"$ 表达产物植酸酶 %&&% 的酶学性质测定

表达的植酸酶经纯化后，在 "#"$%&’( 上未观

察到有杂蛋白带，用纯化后的植酸酶进行各种酶学

性质研究。实验结果表明，该重组植酸酶 &66& 的

>U> 期 罗会颖等：来源于 +$,.0’(,.(# ,&/( 的高比活植酸酶基因的高效表达



比活性为 !"#$ % #&’ ()*+,，!+ - &"..++/0*1，"+23 -
!"$!4 % #&’ ()*（+,·+56）。最适 78 为 4".，在 78 9 :
#& 之间酶活均能维持在 ;&<以上，具有很好的 78
稳定 性。最 适 反 应 温 度 为 ’&=，在 ’&= 下 保 温

!&+56，剩 余 酶 活 性 为 4&<，>&= 和 ;&= 下 保 温

!&+56，剩余酶活性降为 #.<。在酶促反应体系中加

入不 同 的 化 学 试 剂 分 别 测 定 酶 活 性，结 果 表 明，

?,9 @ 、A29 @ 和 BCDE 对 E77E 有轻微的激活作用，金

属离子 F69 @ 、AG! @ 、AH9 @ 、IJ9 @ 和 IJ! @ 对 E77E 的酶

促反应均有不同程度的抑制作用，而 KCK 完全抑制

了其植酸酶活性。植酸酶 E77E 用胃蛋白酶处理

#9&+56 后，酶 活 性 提 高 了 #><；用 胰 蛋 白 酶 处 理

#9&+56 后，剩余 !9";<的酶活性（图 ;）。说明植酸

酶 E77E 具有非常好的抗胃蛋白酶水解能力和部分

抗胰蛋白酶水解的能力。

对重组植酸酶的酶学性质研究结果表明，其与

原菌株产植酸酶的酶学性质基本一致。

图 ’ 在 . 1 发酵罐中诱导不同时间表达

植酸酶的 KCKLMENB 分析

I5,O’ KCKLMENB 2620PQ5Q /R J37GJQQJS 7TPU2QJ 56 UTJ .1
RJG+J6U/G V5UT S5RRJGJ6U 56SHWU5/6 U5+JQ

#：QU26S2GS 7G/UJ56 +/0JWH02G VJ5,TU；9：RJG+J6U2U5/6 XG/UT XJR/GJ 56SHWJS

XP +JUT26/0；! : #&：RJG+J6U2U5/6 XG/UT 2RUJG 56SHWJS XP +JUT26/0 R/G

#9T，94T，!’T，4;T，>9T，$’T，#&;T，#9&T GJQ7JWU5YJ0P

图 > . 批次 .1 发酵罐水平植酸酶酶

活性随诱导时间的积累

I5,O> EWWH+H02U5/6 /R J6ZP+2U5W 2WU5Y5UP V5UT S5RRJGJ6U
56SHWU5/6 U5+JQ 56 .1 RJG+J6U/G R/G R5YJ

X2UWTJQ /R RJG+J6U2U5/6

图 ; E77E 抗胰蛋白酶和胃蛋白酶活性曲线

I5,O; MTPU2QJ 2WU5Y5UP WHGYJQ /R E77E GJQ5QU26WJ
U/ UP7Q56 26S 7J7Q56

—!—UGJ2UJS XP UGP7Q56；—"—UGJ2UJS XP 7J7Q56

! 讨 论

高效表达高比活植酸酶是进一步提高植酸酶发

酵效价、降低生产成本的新途径。目前，研究较多的

高比 活 植 酸 酶 主 要 有 来 源 于 瘤 胃 微 生 物 #$%$&’L
(’&)* +,(-&)&.-,( [\!.［#9］、隔 孢 伏 革 菌 /$&-’01’+)
%23--［#!］和大肠杆菌 4*31$+-31-) 3’%- EDAA !!$’.［>，#4］的

植酸酶，它们的比活性比黑曲霉来源的植酸酶［.，’］的

比活 分 别 高 近 ; 倍、#& 倍 和 !& 倍。其 中 来 源 于

4*31$+-31-) 3’%-的植酸酶是迄今所报道的比活性最高

的植酸酶［>，#4］，其 78 范围与目前商业生产的曲霉属

植酸酶相比，更适于在动物的胃肠道内发挥作用，且

有着更好的抗蛋白酶降解能力［#.］，经毕赤酵母表达

的该植酸酶的动物饲喂效果明显优于目前商业生产

的曲霉来源植酸酶［#’］。大肠杆菌来源的植酸酶基

因已经在大肠杆菌、毕赤酵母等多种表达系统中进

行了表达。在大肠杆菌中表达的植酸酶酶活性为

’"& % #&. ()*+1［#>］；在毕赤酵母中摇床水平上表达该

植酸酶的酶活性是 #">. % #&. ()*+1［#;］。本文将来

源于大肠杆菌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，发酵效价可达 >". %
#&’ ()*+1 发酵液，是目前商业生产植酸酶发酵效价

的 > 倍以上。

按照表达宿主的密码子偏爱对外源基因的密码

子进行优化，是被人们所普遍采用的一种提高外源

基因表达量的方法，其有效性已经得到了证实。如：

经过对密码子优化的人乳头瘤病毒（8M]）的 B> 基

因在人和哺乳动物细胞内表达，表达量分别比 B>
原基因提高了 9& 倍和 #&& 倍［#$］。在毕赤酵母中，高

表达基因密码子选择偏向尤为明显，如 (0J 的密码子

EDE、MG/ 的密码子 AAN、E02 的密码子 NAN、N0P 的密

码子 NNN、EG, 的密码子 ANA、ANE、ANN 等的使用

频率统计数为零［#9］，外源基因中含有的这些密码子

往往成为其在毕赤酵母中高效表达的瓶颈，将外源

9; 生 物 工 程 学 报 9& 卷



基因按照毕赤酵母密码子偏爱改造后使其表达量大

幅度提高的成功例子很多。如姚斌［!］将来源于黑曲

霉的植酸酶基因进行改造，将在毕赤酵母中使用频

率为零的 "#$ 密码子突变为毕赤酵母高频使用的密

码子，从而使其表达量比改造前提高了近 %& 倍。贝

锦龙等［’(］根据毕赤酵母中密码子的使用情况，对来

源于黑曲霉的植酸酶成熟肽编码序列进行改造，将

部分在毕赤酵母中低偏爱性密码子替换为高偏爱性

的密码子，也使表达植酸酶的酶活性达到了 )*!+ ,
)(+ -./01 的 水 平。 在 本 研 究 中，我 们 将 来 源 于

! 2 "#$% 的植酸酶基因的密码子进行优化后，通过人

工合成获得全基因，在毕赤酵母表达系统进行表达，

其表达量为 ’*+0$/01 发酵液，是未改造基因的 ’ 倍

（用未经优化的基因构建的重组酵母为本实验室前

期工作所获得，植酸酶蛋白表达量约为 )*’0$/01），

这说明我们的改造是成功的。

我们通过电击转化法转化毕赤酵母，并对重组

酵母细胞进行了分子检测。不同转化子 345678#9
:;466<9$ 分析的结果表明，所检测的重组酵母外源基

因均为单拷贝整合，单拷贝的转化子优点是具有更

好的遗传稳定性，这从我们的实验中也得到证实，

在平板上传代 %( 代后，各单菌落中植酸酶基因的

=>? 的阳性率为 )((@，同时植酸酶的表达量也很

稳定。这 有 利 于 这 种 重 组 酵 母 在 实 际 生 产 中 的

应用。

在重组酵母中表达的植酸酶蛋白是分子量不同

的 % 种分子，脱糖基处理及 A 端序列的测定结果表

明，% 种分子量大小不同的蛋白均是植酸酶蛋白，

表达 的 酶 蛋 白 为 糖 蛋 白，糖 基 化 程 度 为 ))@ B
’(@，不同程度的糖基化造成了其分子量的差异。

我们通过对表达植酸酶的酶学性质分析发现，糖基

化并没有使该植酸酶的酶学性质发生显著改变。而

三种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。

对重组植酸酶的抗胰蛋白酶和胃蛋白酶能力的

研究发现该植酸酶具有非常好的抗胃蛋白酶的能

力，在胃蛋白酶作用 ’7 后，酶活性没有降低，反而提

高了 )&@；这与 ?4C#<$58D［)+］的研究结果基本一致，

在 ?4C#<$58D 的研究中，将胃蛋白酶作用的植酸酶进

行 3E3F="GH 分析发现，植酸酶已经被水解为小的

片段，推测可能有比未经蛋白酶作用的植酸酶酶活

性更高的抗胃蛋白酶多肽存在。胃蛋白酶是动物消

化道内主要的蛋白酶之一，该植酸酶好的抗胃蛋白

酶能力使其可以在动物体内发挥更好的作用。

从重组酵母的植酸酶蛋白表达量来看，达到了

’*+0$/01，虽然已是一个很高的水平，但从我们以

往的工作［!］和毕赤酵母中分泌型蛋白表达量最高可

达 )I*J0$/01 的报道［’)］来看，还有一定的提高潜

力，一方面可进一步进行表达元件和植酸酶基因的

优化来提高表达量，另一方面也可适当提高植酸酶

基因在酵母染色体上整合的拷贝数（% B I 个），在确

保重组酵母遗传稳定性的条件下，使表达量进一步

提高，做到低拷贝，高表达。
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