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　 　 摘要：　 本试验旨在构建一种胞内表达人溶菌酶的新型酵母工程菌，并利用其高蛋白、富含溶菌酶的特点开发

新型动物饲料添加剂，避免直接使用人溶菌酶制剂带来的高成本、活性不稳定等问题。 将来自胎盘的人溶菌酶

ｈＬＹＺ 基因克隆至表达载体 ｐＰＩＣＺＡ 上，验证后的重组载体电转化至 Ｘ⁃３３ 毕赤酵母中，经标准培养基 ＢＭＧＹ ／ ＢＭＭＹ
培养、甲醇诱导表达后，检测蛋白表达活力和人溶菌酶活力。 在此基础上，以麦芽汁⁃蚕蛹为培养基，通过单因素试

验和正交试验来优化培养基成分和摇瓶发酵条件。 结果表明，人溶菌酶基因在重组酵母工程菌中成功表达且酶活

力为１ ９２０ Ｕ。 以麦芽汁和蚕蛹浸提物为碳氮源，测得蚕蛹浸提物占 ４０％并且营养盐含量为 １７０ μｇ ／ ｍｌ时最适合菌

体生长。 正交试验测得 Ｒ 值的大小为：生长阶段 ｐＨ 值＞诱导阶段甲醇含量＞接种量，最佳摇瓶发酵条件是生长阶

段 ｐＨ 值为 ６，诱导阶段甲醇添加量为 １％，接种量为 ３％。 经发酵培养的新型酵母工程菌利用真空冷冻干燥技术制

成干粉，活菌数为 １ ｍｌ １×１０９个，溶菌酶活性为１ ３２０ Ｕ。 上述研究结果为新型饲料添加剂的开发和利用奠定了

基础。
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　 　 溶菌酶（Ｌｙｓｏｚｙｍｅ）又称 Ｎ⁃乙酰胞壁质聚糖水解

酶，是一种能水解致病菌中黏多糖的碱性酶［１－２］。 溶

菌酶可分为 ３ 型：ｃ 型（鸡卵清溶菌酶，Ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｇｇ⁃
ｗｈｉｔｅ ｌｙｓｏｚｙｍｅ）、ｇ 型（鹅卵清溶菌酶，Ｇｏｏｓｅ ｅｇｇ⁃ｗｈｉｔｅ
ｌｙｓｏｚｙｍｅ）和 ｐ 型（噬菌体溶菌酶，Ｐｈａｇｅ ｌｙｓｏｚｙｍｅ） ［３］。
人溶菌酶属于 ｃ 型溶菌酶，由 １３０ 个氨基酸组成，相
对分子量为１４ ４００［４］。 人溶菌酶具有高生物活性和

热稳定性等特点，其杀菌活性是鸡卵清溶菌酶的 ３
倍［５］，同时还有抗病毒、抗肿瘤和增强免疫力的功效，
在临床中具有较高的应用价值［６⁃７］。 现代生物技术利

用 ＤＮＡ 重组技术生产人溶菌酶，有的以大肠杆菌、霉
菌和巴斯德毕赤酵母为宿主［８］。 巴斯德毕赤酵母表

达系统自身分泌的背景蛋白少，糖基化程度低，而且

其对营养要求低，因此可采用廉价的培养基，易于高

密度发酵［９］。 贾向志等将人溶菌酶基因转入到毕赤

酵母中进行分泌表达，获得有生物活性的溶菌

酶［１０⁃１１］。 关于毕赤酵母分泌表达人溶菌酶基因的研

究较多，因为其成分简单便于制成溶菌酶基因工程产

品，而关于胞内表达的研究较少。
近年来酵母被作为主要的饲料添加剂，传统的

酵母饲料是以工业废水废液为原料，接种酵母菌，经
发酵干燥制成蛋白质饲料。 现代酵母生物饲料源主

要是活性干酵母、酵母水解物、酵母微量元素螯合物

等［１２⁃１５］。 作为优质的蛋白质资源，酵母可作为饲料

酶添加剂。 活酵母可分泌多种酶，促进营养物质的

消化，增进禽畜食欲，促进生长，增强其抵抗疾病的

能力［１６］。
本研究拟将人溶菌酶基因转入到毕赤酵母胞内

载体 ｐＰＩＣＺＡ 中，通过优化培养基和摇瓶发酵条件

得到高密度酵母菌体，利用真空冷冻干燥技术制得

有生物活性的酵母干粉，作为饲料添加剂来使用。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

１．１．１　 菌种与质粒 　 大肠杆菌 ＤＨ５α 和 ｐＭＤ⁃１９Ｔ
ｓｉｍｐｌｅ 购自大连宝生物工程有限公司，ｐＰＩＣＺＡ 质粒

和 Ｘ⁃３３ 巴斯德毕赤酵母购自上海希匹吉生物有限

公司，溶壁微球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｌｙｓｏｄｅｉｋｔｉｃｕｓ）购自中

国普通微生物菌种保藏管理中心。
１．１．２　 工具酶与试剂　 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和限制性内

切酶（Ｘｈｏ Ⅰ、Ｅｃｏ Ｒ Ⅰ、Ｓａｃ Ⅰ）均购自大连宝生物

工程有限公司；ＺｅｏｃｉｎＴＭ（博莱霉素类抗生素）、Ａｍ⁃

ｐｉｃｉｌｌｉｎ（青霉素类抗生素）和 Ｌｙｓｏｚｙｍｅ（溶菌酶）均

购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司。
１．１．３ 　 毕赤酵母表达培养基 　 ＹＰＤＳ 培养基（含

１０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 酵母提取物、２０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ蛋白胨、２０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 葡

萄糖、１􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 山梨醇），ＢＭＧＹ 培养基［含 １０􀆰 ０
ｇ ／ Ｌ 酵母提取物、２０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 蛋白胨、１３􀆰 ４ ｇ ／ Ｌ 酵母氮

源、４􀆰 ０ × １０－４ ｇ ／ Ｌ 生物素、 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 甘油、 １００􀆰 ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液（ ｐＨ６􀆰 ０）］，ＢＭＭＹ 培养基（将
ＢＭＧＹ 培养基中 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 甘油换成 ５􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 甲醇）
均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 麦芽汁生长培养基制备：称
取磨碎的麦芽粉 １００ ｇ、麸皮 １５ ｇ，加入 ６００ ｍｌ 水，
放入预先调好的６５ ℃水浴中进行糖化，每隔 １０ ｍｉｎ
搅拌 １ 次，碘检验糖化程度（遇碘不变色，即糖化完

全），待糖化后补失水，用 ４～６ 层纱布进行过滤，１２１
℃下灭菌 ２０ ｍｉｎ 备用。 蚕蛹浸提液制备方法：称取

干蚕蛹粉 １０ ｇ 放入１ ０００ ｍｌ锥形瓶内，加蒸馏水 ５００
ｍｌ，于 ４ ℃下静置，过夜后煮沸 ３０ ｍｉｎ，补足水分，让
其自然冷却沉淀后吸取上清液，再用滤纸过滤，１２１
℃下灭菌 ２０ ｍｉｎ 备用。 麦芽汁高温浸提液培养基

的制备方法：称取磨碎的麦芽粉 １００ ｇ，麸皮 １５ ｇ，加
入 ６００ ｍｌ 水，电炉加热煮沸 ５ ～ １０ ｍｉｎ 后移至预先

调好的 ９０ ℃水浴锅中浸提 ２～３ ｈ，每隔 １０ ｍｉｎ 搅拌

１ 次，浸提结束后补失水，４ ～ ６ 层纱布过滤，１２１ ℃
下灭菌 ２０ ｍｉｎ 备用。
１．１．４　 引物　 ｐＰＩＣＺＡ⁃ｈＬＹＺ 载体引物，Ｐ１：５′⁃ＣＧＣ⁃
ＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＣＡＣＴＣＣＡＣ⁃
ＡＡＣＣＴＴＧＡＡＣ⁃３′，Ｐ２：５′⁃ ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＴＣＣＡＣ⁃
ＡＡＣＣＴＴＧＡＡＣＡＴＡＣＴＧＡ⁃３′。 以 上 引 物 均 由 Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。
１．２　 试验方法

１．２．１　 重组菌株的构建及诱导表达

１．２．１．１　 胞内表达载体的构建与酵母细胞转化　 质

粒 ｐＭＤ⁃１９Ｔ ／ ｈＬＹＺ 与 表 达 载 体 ｐＰＩＣＺＡ 经 过

Ｅｃｏ Ｒ Ⅰ和 ＸｈｏⅠ双酶切，连接转化至大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞。 涂布于含 ＺｅｏｃｉｎＴＭ（２５ μｇ ／ ｍｌ）
的低盐 ＬＢ 固体培养基平板上，于 ３７ ℃恒温培养箱

中倒置培养 １８ ～ ２４ ｈ。 挑选阳性克隆菌株，提取重

组表达载体并用 Ｓａｃ Ｉ 单酶切，使其完全线性化。 利

用电转化法转化巴斯德毕赤酵母感受态细胞 Ｘ⁃３３。
操作参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 Ｅａｓｙ Ｓｅｌｅｃｔ⁃ＴＭｐｉｃｈｉａ Ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｋｉｔ 实验手册进行。 在不同浓度 ＺｅｏｃｉｎＴＭ的

ＹＰＤＳ 固体培养基上进行筛选，培养能在高浓度抗
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生素培养基上生长的酵母重组子。
１．２．１．２　 重组菌株的诱导表达　 挑取单个生长状态

良好的高抗重组菌落接种于 ５ ｍｌ 的 ＢＭＧＹ 培养基

中，３０ ℃条件下 ２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养至 ＯＤ６００ ＝２，室温

条件下１ ５００ ｇ离心 ５ ｍｉｎ 收集酵母菌体，然后用

ＢＭＭＹ 培养基将菌体稀释至 ＯＤ６００ ＝ １，３０ ℃条件下

２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ４～６ ｄ，每隔 ２４ ｈ 添加甲醇至终

浓度为 １０ ｇ ／ Ｌ，每 ２４ ｈ 取样品 １ ｍｌ。 ４ ℃ 条件下

１ ５００ ｇ离心 ５ ｍｉｎ 收集菌体，采用玻璃珠机械破碎法

提取胞内蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法鉴定蛋白是否表达。
１．２． １． ３ 　 重组酵母的酶活测定 　 利用 ＢＭＭＹ ／
ＢＭＧＹ 培养酵母重组菌，采用甲醇诱导 ４８ ｈ 后收集

菌体，提取胞内蛋白，利用比浊法测定溶菌酶活力。
活力单位定义为，在 ２５ ℃和 ｐＨ ６􀆰 ２ 条件下，ＯＤ４５０

每 １ ｍｉｎ 下降 ０􀆰 ００１ 为 １ 个酶活力单位（１ Ｕ）。 由

此得酶活力计算公式为：
每 １ Ｌ 培养基的酶活力 ＝ ［（ＯＤ４５０ －ＯＤ′４５０ ） ×

１ ０００］ ／培养基体积（Ｌ）
ＯＤ４５０指反应未开始时溶壁微球菌的吸光值；

ＯＤ′４５０指加入人溶菌酶反应 ６０ ｓ 后溶壁微球菌的吸

光值。
１．２．２　 试验菌种的制备

１．２．２．１　 ＹＰＤ 平板培养　 以新鲜 ＹＰＤ 平板接菌划

线于 ３０ ℃条件下恒温培养 ４８ ｈ。
１．２．２．２　 种子菌的制备　 从新鲜的平板上挑取单菌

落接入 ５０ ｍｌ 液体培养基，３０ ℃条件下 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 培

养 ２４ ｈ 作为种子菌。
１．２．３　 培养基的优选

１．２．３．１　 麦芽汁⁃蚕蛹基础生长培养基 　 以麦芽汁

生长培养基和蚕蛹浸提物为组成成分，按蚕蛹浸提

物占比 ０、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％和 ６０％分别配

制培养基 １０ ｍｌ，接种 ３％种子菌，３０ ℃条件下 ２５０
ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １６ ｈ，静置后弃上清液，加入 ２ ｍｌ 麦芽汁

高温浸提液培养基，培养 ３６ ｈ 后测定活菌个数，测
得蚕蛹粉最优占比（Ｘ１）。
１．２．３．２　 酵母营养盐　 按蚕蛹最优占比（Ｘ１），营养盐

含量 分 别 为 １１０ μｇ ／ ｍｌ、 １３０ μｇ ／ ｍｌ、 １５０ μｇ ／ ｍｌ、
１７０ μｇ ／ ｍｌ、１９０ μｇ ／ ｍｌ、２１０ μｇ ／ ｍｌ 和 ２３０ μｇ ／ ｍｌ 配制

麦芽汁⁃蚕蛹基础生长培养基各 １０ ｍｌ，按 ３％接种量

接入种子菌，３０ ℃条件下 ２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １６ ｈ，静置

后弃上清液，加入 ２ ｍｌ 麦芽汁高温浸提液培养基，培
养 ３６ ｈ 后测定活菌个数，测得营养盐最优含量（Ｘ２）。

１．２．４　 摇瓶发酵条件的优选

１．２．４．１　 接种量　 以蚕蛹浸提物最优占比（Ｘ１），酵
母营养盐最优含量（Ｘ２）配制麦芽汁⁃蚕蛹基础生长

培养基各１０ ｍｌ，分别接种 １％、２％、３％、４％、５％、
６％、７％的种子菌，３０ ℃ 条件下 ２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １６
ｈ，静置后弃上清液，加入 ２ ｍｌ 麦芽汁高温浸提液培

养基，每隔 ２４ ｈ 添加 １％甲醇，诱导培养 ３６ ｈ 后测

定活菌个数，获得最优接种量（Ｙ１）。
１．２．４． ２ 　 甲醇添加量 　 以蚕蛹浸提物最优占比

（Ｘ１），酵母营养盐最优含量（Ｘ２）配制麦芽汁⁃蚕蛹

基础生长培养基各 １０ ｍｌ，接种最优种子菌 Ｙ１，３０ ℃
条件下 ２５０ ｒ ／ ｍｉｎ培养 １６ ｈ，静置后弃上清液，加入 ２
ｍｌ 麦芽汁高温浸提液培养基，每隔 ２４ ｈ 分别添加

１％、２％、３％、４％、５％、６％和 ７％的甲醇，诱导培养 ３６
ｈ 后测活菌个数，获得最优甲醇添加量（Ｙ２）。
１．２．４． ３ 　 生长阶段 ｐＨ 　 以蚕蛹浸提物最优占比

（Ｘ１），酵母营养盐最优含量（Ｘ２）配制麦芽汁⁃蚕蛹

基础生长培养基各 １０ ｍｌ，调节生长培养基 ｐＨ 分别

为 ３􀆰 ０、４􀆰 ０、５􀆰 ０、６􀆰 ０、６􀆰 ５，接种最优种子菌 Ｙ１，３０
℃条件下２５０ ｒ ／ ｍｉｎ培养 １６ ｈ，静置后弃上清液，加
入 ２ ｍｌ 麦芽汁高温浸提培养基，每隔 ２４ ｈ 添加最优

的甲醇用量 Ｙ２，诱导培养 ３６ ｈ 后测定活菌个数，获
得生长阶段最优 ｐＨ（Ｙ３）。
１．２．４．４　 正交试验优化培养条件　 在单因素试验的

基础上，以接种量、甲醇添加量、生长时期的 ｐＨ 为参

试因子，采用 Ｌ９（３３）正交试验设计，以确定最佳的培

养条件并进行验证。 正交试验因素与水平见表 １。

表 １　 培养条件正交试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

水平
因素

Ａ⁃接种量（％） Ｂ⁃甲醇添加量（％） Ｃ⁃生长时期 ｐＨ

１ ２．０ １．０ ５．０

２ ３．０ ２．０ ６．０

３ ４．０ ３．０ ６．５

１．２．５　 酵母干粉的制备及酶活性测定 　 将实验室

构建的酵母重组菌株用麦芽汁⁃蚕蛹粉基础生长培

养基 ／麦芽汁高温浸提液培养基进行甲醇诱导表达，
培养 ４８ ｈ 后提取胞内蛋白，用比浊法测定酶活性。
另取培养基于室温条件下１ ５００ ｇ离心 ５ ｍｉｎ 收集菌

体，测得湿菌重，按 １ ∶３的料水比加入 ５％蔗糖溶液，
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静置于－２０ ℃的冰箱冷冻 １２ ｈ，然后在－５５ ℃的真

空条件下冷冻干燥，制得酵母干粉。 将酵母干粉重

新溶解后测定活菌数及溶菌酶活性。

２　 结果与分析

２．１　 重组载体的构建及蛋白表达

ｐＰＩＣＺＡ ／ ｈＬＹＺ 电转至 Ｘ⁃３３ 巴斯德毕赤酵母感

受态，提取酵母基因组进行 ＰＣＲ 鉴定，挑选阳性转化

子。 阳性转化子的 ＰＣＲ 鉴定产物大约为 ７１０ ｂｐ，而
空载体的 ＰＣＲ 鉴定产物大约为 ２９３ ｂｐ（图 １），说明重

组质粒成功进入毕赤酵母的基因组中。 通过含高抗

生素浓度的培养基筛选出高拷贝的转化子，然后采用

甲醇诱导表达，诱导 ４８ ｈ 后离心收集菌体，收集破碎

细胞的蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析，蛋白条带大小接

近理论值 １４ ７００（图 ２），证明蛋白成功表达。

Ｍ：２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：阳性对照；２、３：空载体 ＰＣＲ 鉴定；
４～８：ｐＰＩＣＺＡ ／ ｈＬＹＺ 重组子 ＰＣＲ 鉴定。
　 　 　 　 图 １　 酵母转化子的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ．１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ ｂｙ ＰＣＲ

Ｍ：１４ ４００ 蛋白标准品；１：野生型酵母 Ｘ⁃３３ 菌株胞内蛋白；２：转
空载的酵母胞内蛋白；３：转 ｐＰＩＣＺＡ ／ ｈＬＹＺ 表达载体的酵母胞内

蛋白。
　 　 　 图 ２　 重组酵母胞内蛋白的免疫印迹

Ｆｉｇ．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌ

２．２　 实验室条件下溶菌酶的活性

ＢＭＧＹ ／ ＢＭＭＹ 培养基接种酵母重组菌株，甲醇

诱导表达 ４８ ｈ 后收集菌体，采用玻璃珠机械破碎法

提取胞内蛋白，随后采用比浊法测得溶菌酶活力

为１ ９２０ Ｕ。

２．３　 培养基

ＢＭＧＹ ／ ＢＭＭＹ 培养基成本较高，不适合大规模

工业化生产。 麦芽汁和蚕蛹浸提物分别富含酵母生

长所需的碳源和氮源，营养丰富且价格低廉，而且酵

母营养盐可提供酵母生长所必需的微量元素，因此

选定麦芽汁⁃蚕蛹粉基础生长培养基和麦芽汁高温

浸提液培养基来培养酵母细胞。 由图 ３、图 ４ 可知，
蚕蛹浸提物占比 ４０％ 和酵母营养盐含量为 １７０
μｇ ／ ｍｌ时菌体生长状况最好。

图 ３　 蚕蛹浸提物占比对活菌数的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｃｈｒｙｓａｌｉｓ ｉｎ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｉｖｅ ｙｅａｓｔ

图 ４　 酵母营养盐浓度对活菌数的影响

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｎｕｔｒｉｔｉｖｅ ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｉｖｅ ｙｅａｓｔ

２．４　 发酵条件

分别以接种量、诱导阶段甲醇添加量和生长时

期 ｐＨ 为影响因子进行单因素试验，结果表明随着

接种量的增加，酵母活菌个数先增加后减少，当接种

量为 ３％时酵母活菌数最多（图 ５）。 酵母活菌个数
随着诱导时期甲醇添加量的增加而减少，甲醇添加

量为 １％时酵母活菌数最多（图 ６）。 随着生长阶段

ｐＨ 的增加，酵母活菌数先增加后减少（图 ７），当 ｐＨ
为 ６ 时酵母活菌数最多。
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图 ５　 接种量对活菌数的影响

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｌｉｖｅ ｙｅａｓｔ

图 ６　 诱导阶段甲醇添加量对活菌数的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｌｉｖｅ ｙｅａｓｔ

图 ７　 生长阶段 ｐＨ 值对活菌数的影响

Ｆｉｇ．７ 　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐＨ ｏｆ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｌｉｖｅ ｙｅａｓｔ

在单因素试验的基础上，以接种量、甲醇添加

量、生长时期的 ｐＨ 为参试因子，进行 Ｌ９（３３）正交试

验。 结果（表 ２）表明，各因素的最优组合为Ａ２Ｂ１Ｃ２，
即接种量为 ３％、甲醇添加量为 １％、生长阶段 ｐＨ 值

为 ６。 Ｒ 值的大小顺序是 Ｃ＞Ｂ＞Ａ，即生长阶段 ｐＨ
对酵母活菌数影响最大，其次是甲醇添加量，最后是

接种量。 以 Ａ２Ｂ１Ｃ２为组合，其他培养条件不变，经 ５
次验证试验， 测得平均活菌数为 １ ｍｌ （ ８􀆰 ３５ ±
０􀆰 １４）×１０９个。

表 ２　 正交试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号
Ａ⁃接种量

（％）
Ｂ⁃甲醇量

（％）
Ｃ⁃生长阶段

ｐＨ 值
活菌数
（×１０９）

１ ２．００ １．００ ５．００ ３．５２

２ ２．００ ２．００ ６．００ ７．０８

３ ２．００ ３．００ ６．５０ ４．７４

４ ３．００ １．００ ６．００ ８．１２

５ ３．００ ２．００ ６．５０ ４．３８

６ ３．００ ３．００ ５．００ ３．６９

７ ４．００ １．００ ６．５０ ５．８２

８ ４．００ ２．００ ５．００ ３．８３

９ ４．００ ３．００ ６．００ ４．３５

Ｋ１ １５．３４ １７．４６ １１．０４

Ｋ２ １６．１９ １５．２９ １９．５５

Ｋ３ １４．００ １２．７８ １４．９４

Ｒ（极差） ０．７３ １．５６ ２．８４

最优水平 Ａ２ Ｂ１ Ｃ２

Ｋ１ 是指当 Ａ、Ｂ、Ｃ 因素均取 １ 水平时的活菌数。 Ｋ２ 是指当 Ａ、Ｂ、Ｃ
因素均取 ２ 水平时的活菌数。 Ｋ３ 是指当 Ａ、Ｂ、Ｃ 因素均取 ３ 水平时
的活菌数。

２．５　 酵母冻干粉及酶活力

以麦芽汁⁃蚕蛹基础生长培养基和麦芽汁高温

浸提液培养基培养酵母工程菌，甲醇诱导表达４８ ｈ
后，收集酵母菌体，提取胞内蛋白测定溶菌酶活力为

１ ７２０ Ｕ，将酵母菌体置于真空条件下，－５５ ℃冷冻

干燥，制成干粉产品，测得溶菌酶活力为１ ３２０ Ｕ（图
８），其酶活力是冷冻干燥前的 ７６􀆰 ８％，１ ｍｌ 活菌数

达到 １×１０９个，此干粉可作为动物饲料添加剂使用，
为动物提供高活性、高蛋白的酵母饲料。

３　 讨 论

关于人溶菌酶外源表达研究的报道很多，如胡

乔等将人溶菌酶基因构建到毕赤酵母分泌型表达载

体 ｐＰＩＣＺαＡ 上，成功表达的人溶菌酶活性达到 １ ｍｌ
４ ４７３ Ｕ［１７］。 巴斯德毕赤酵母广泛用于外源蛋白的

分泌表达［１８⁃２０］，而关于毕赤酵母胞内表达的研究较

少。 本试验将人溶菌酶基因构建到胞内表达载体
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１：ＢＭＧＹ ／ ＢＭＭＹ 培养基培养的酵母；２：麦芽汁⁃蚕蛹浸提物基础

培养基 ／ 麦芽汁高温浸提液培养基培养的酵母；３：麦芽汁⁃蚕蛹浸

提物基础培养基 ／ 麦芽汁高温浸提液培养基培养的酵母干粉。
图 ８　 酵母冻干粉的溶菌酶活力

Ｆｉｇ．８　 Ｔｈｅ ｌｙｓｏｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｒｙ ｙｅａｓｔ ｐｏｗｄｅｒ

ｐＰＩＣＺＡ 上，经验证后将重组载体电转化至 Ｘ⁃３３ 毕

赤酵母中进行甲醇诱导表达，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法鉴定

蛋白已经成功表达，人溶菌酶活力达到 １ ９２０ Ｕ，与
毕赤酵母分泌型表达相比，胞内表达测得的溶菌酶

活性较低，这可能是由于胞内蛋白成分复杂并且提

取工艺繁琐，造成蛋白活性损失。
实验室以 ＢＭＧＹ ／ ＢＭＭＹ 培养基进行毕赤酵母

的诱导表达，其成本较高不利于大规模生产。 毕荣

宇等［２０］以毕赤酵母为出发菌株，利用豆粕和玉米粉

作为氮源和碳源生产单细胞蛋白。 本试验以麦芽汁

和蚕蛹浸提物为碳源和氮源，通过单因素试验证明

蚕蛹浸提物占麦芽汁⁃蚕蛹基础生长培养基的 ４０％，
酵母营养盐含量为 １７０ μｇ ／ ｍｌ 时酵母生长最好，接
种量为 ３％、甲醇添加量为 １％并且生长阶段 ｐＨ 值

为 ６ 是最优生长条件。 新型麦芽汁⁃蚕蛹基础培养

基 ／麦芽汁高温浸提液培养基的原料简单，成本较

低，适用于工业化生产。 其培养产生的溶菌酶酶活

力达１ ７２０ Ｕ。 利用真空冷冻干燥技术，制得有生物

活性的酵母干粉，溶菌酶酶活力为１ ３２０ Ｕ，活菌数

为 １ ｍｌ １×１０９个。 将其作为动物饲料添加剂使用，
可避免直接使用溶菌酶制剂带来的高成本、活性不

稳定等问题。 本研究利用毕赤酵母胞内表达系统成

功构建了胞内表达人溶菌酶的酵母工程菌，并明确

了最优的培养条件，为新型饲料添加剂的开发和利

用奠定了基础。
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