
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１８ꎬ３４(１):２０~２８
ｈ ｔｔｐ: / / ｗ ｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ .ｃ ｏ ｍ

陈珊珊ꎬ丁　 健ꎬ李　 鑫ꎬ等. 整体优化的信号肽和人溶菌酶基因在毕赤酵母的高效表达[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０１８ꎬ３４(１):２０￣２８.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１８.０１.００３

整体优化的信号肽和人溶菌酶基因在毕赤酵母的高效
表达

陈珊珊１ꎬ　 丁　 健１ꎬ　 李　 鑫２ꎬ　 刘　 军２ꎬ　 贾禄强１ꎬ　 槐强强１ꎬ　 孙佼文１ꎬ　 史仲平１

(１.江南大学生物工程学院 /工业生物技术教育部重点实验室ꎬ江苏 无锡 ２１４１００ꎻ ２.武汉轻工大学生物与制药工程学院ꎬ湖
北 武汉 ４３００４０)

收稿日期:２０１７￣０７￣２４
基金项目:国家自然科学基金项目(２１６０６１０６)ꎻ江苏省自然科学基

金项目(ＢＫ２０１５０１２７、ＢＫ２０１６０１６２)
作者简介:陈珊珊(１９９３￣)ꎬ女ꎬ江苏盐城人ꎬ硕士研究生ꎬ研究方向为

发酵工程ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)１８８１１９９２８００＠ １６３.ｃｏｍ
通讯作者:史仲平ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｊｎｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 人源溶菌酶作为一种天然的抑菌活力物质ꎬ在畜牧、医药及食品等行业具有潜在的应用价值ꎮ 本研究

将信号肽序列和人源溶菌酶基因碱基序列作为一个整体进行密码子优化ꎮ 并在优化的信号肽序列 ２ 处位置ꎬ共新

插入 ３９ 个碱基ꎬ构成增长的优化信号肽＋溶菌酶优化基因ꎮ 将 ２ 种优化的信号肽＋溶菌酶基因碱基序列分别插入

ｐＰＩＣＺαＡ 载体上ꎬ并整合到毕赤酵母 ＫＭ７１ 的基因组上ꎬ获得重组子 Ｋ１(整体优化的 α 信号肽＋人源溶菌酶基因)
和 Ｋ４(整体优化的 α 信号肽＋人源溶菌酶基因又整合了增长信号肽)ꎮ 摇瓶诱导表达 ７２ ｈ 后ꎬ离心取上清液ꎬ通过

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法和比浊法测定发现ꎬＫ４ 的蛋白质表达量和酶活力均高于 Ｋ１ꎮ ５ Ｌ 发酵罐下ꎬ采用高密度诱导表达策略ꎬ
诱导 ５４ ｈ 后 Ｋ４ 的总蛋白质表达量可达 ３􀆰 ０２ ｇ / Ｌꎬ所表达的人源溶菌酶活力达到３２４ ０７２.０ Ｕ / ｍｌꎮ 表明整体优化的

α 信号肽＋人源溶菌酶基因又整合了增长信号肽有利于提高溶菌酶的分泌效率ꎬ实现高效表达ꎮ
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　 　 细菌对传统抗生素耐药性的增强使得越来越多

的研究人员致力于开发一种新型的抗菌化合物ꎮ 溶

菌酶的抗菌机制不同于抗生素ꎬ不会使细菌产生耐

药性ꎬ已引起科学界的极大关注[１]ꎮ 溶菌酶又称胞

壁质酶或 Ｎ￣乙酰胞壁质聚糖水解酶ꎬ能够水解细菌

细胞壁中 β￣１ꎬ４ 糖苷键[２]ꎬ破坏细胞壁肽聚糖的结

构ꎬ从而保护宿主细胞免受细菌感染ꎮ 按来源可将

溶菌酶分为微生物溶菌酶、植物溶菌酶和动物溶菌

酶ꎬ其中动物溶菌酶又可分为 ｃ、ｇ、ｉ ３ 种类型ꎮ 人溶

菌酶属于 ｃ 型ꎬ由 １３０ 个氨基酸组成ꎬ相对分子量为

１４ ７００[３]ꎬ其表达量及活力远远高于其他物种ꎮ
溶菌酶作为一种天然蛋白质ꎬ能在胃肠内作为营

养物质被消化和吸收ꎬ对人及动物无毒害作用ꎬ也不

会在体内残留ꎬ是一种安全性很高的药品、饲料和食

品添加剂ꎮ 在畜牧业溶菌酶可用作饲料防腐剂和杀

菌剂ꎬ邱伟海等[４]报道饲料中添加溶菌酶抑制剂可有

效控制猪仔因消化不良而引起的腹泻ꎻＳｏｔｉｒｏｖ 等[５]报

道溶菌酶可有效防治球虫病ꎬ提高鸡体的健康ꎬ减少

死亡ꎻ此外在饲料中添加溶菌酶、聚合磷酸盐及甘氨

酸等复合物可起到抑菌防腐的作用ꎬ延长饲料的保质

期[６]ꎮ 在医学上溶菌酶具有抗菌、抗炎症、抗 ＨＩＶ 病

毒以及抗肿瘤活性等应用价值[７￣１０]ꎮ 在食品行业ꎬ溶
菌酶可作为抗菌防腐剂添加到食品中ꎬ且对人体无任

何毒副作用[１１]ꎬ也可利用其具有一定甜味的特点ꎬ作
为低卡路里的食品甜味剂[１２￣１３]ꎮ

目前ꎬ市场上销售的溶菌酶主要是从鸡蛋清、动
物脏器等中提取获得的ꎬ这种溶菌酶热稳定性差ꎬ活
力只有人溶菌酶活力的一半[１４]ꎮ 但人源溶菌酶受

限于原料来源、纯化精制成本等因素ꎬ制备量较少ꎬ
无法满足各领域的需求ꎮ 因此ꎬ科研人员采用基因

工程手段ꎬ将人源溶菌酶基因克隆至原核或真核表

达载体中ꎬ用以生产溶菌酶ꎮ 表达载体包括大肠杆

菌[１５]、酿酒酵母[１６￣１７]、 毕赤酵母[１１ꎬ １８] 以及黑曲

霉[１９]等ꎮ 其中ꎬ巴斯德毕赤酵母(Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ)具
有遗传操作简单ꎬ拥有强诱导型甲醇氧化酶(ＡＯＸ)
启动子ꎬ能对外源蛋白质进行转录后修饰(包括糖

基化和二硫键形成)等ꎬ表达的外源蛋白可通过信

号肽引导分泌至胞外等诸多优点ꎬ是表达真核细胞

来源蛋白质的理想系统之一ꎮ 在将外源基因转入毕

赤酵母前ꎬ研究者会根据毕赤酵母密码子偏爱性对

外源基因序列进行优化设计ꎮ 刘真英等[２０] 对柞蚕

溶菌酶基因进行密码子优化后ꎬ其在毕赤酵母中表

达量可达 ２.４ ｇ / Ｌꎬ且纯化后的柞蚕溶菌酶比酶活力

达到２３ ９７０ Ｕ / ｍｇꎮ Ｚｈｏｕ 等[１８]对人源溶菌酶基因进

行优化ꎬ并转入毕赤酵母(Ｐ. ｐａｓｔｏｒｉｓ ＳＭＤ１１６８)进行

表达ꎬ发酵上清液中人源溶菌酶蛋白浓度为 ３３１
ｍｇ / Ｌꎬ比酶活力达到７ ０６９ Ｕ / ｍｇꎮ 经过密码子优

化ꎬ许多蛋白质在毕赤酵母中实现了高效表达ꎮ 但

包括人源溶菌酶在内ꎬ不少蛋白质的基因编码序列

经密码子优化后仍表达量较低ꎮ 信号肽是蛋白质分

泌表达的一个重要影响因素ꎮ 有研究者发现ꎬ表达

载体上的 α 信号肽序列优化后ꎬ毕赤酵母中外源蛋

白分泌表达量显著提高[２１￣２３]ꎮ 因此ꎬ本研究根据毕

赤酵母密码子偏爱性ꎬ对 α 信号肽序列和人源溶菌

酶基因序列进行整体优化ꎮ 并在优化的信号肽序列

上 ２ 处不同位置ꎬ增加 ３９ 个碱基ꎬ获得增长的 α 信

号肽序列ꎬ并与人源溶菌酶基因碱基序列相连ꎮ 将

２ 个优化后的信号肽＋溶菌酶基因碱基序列分别插

入表达载体 ｐＰＩＣＺαꎬ并转入毕赤酵母 ＫＭ７１ 进行表

达ꎬ以期在不影响酶活力的前提下ꎬ提高人源溶菌酶

在毕赤酵母中的表达量ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 菌株和载体　 真核表达载体 ｐＰＩＣＺαＡ 购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ大肠杆菌 ＤＨ５α、毕赤酵母 ＫＭ７１ 为

本实验室保存ꎮ
１.１.２　 酶及试剂　 ＤＮＡ 限制性内切酶、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
(ＤＬ２ ０００ 及 ＤＬ１０ ０００)、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶、ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ 酶以及 Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ ｆｏｒ Ｍｉ￣
ｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｔｏ Ｄｉｒｅｃｔ ＰＣＲ 购自大连 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ
ｚｅｏｃｉｎ、质粒提取、ＰＣＲ 产物回收及胶回收试剂盒购

自上海捷瑞生物公司ꎬＹＮＢ、溶菌酶标准品购自 Ｓｉｇ￣
ｍａ 公司ꎮ
１.１.３ 　 通用引物 　 ＡＯＸ￣Ｆ:５′￣ＧＡＣＴＧＧＴＴＣＣＡＡＴＴ￣
ＧＡＣＡＡＧＣ￣３′ꎻ ＡＯＸ￣Ｒ: ５′￣ＧＣＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＣＴＧＡ￣
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ＣＡＴＣＣ￣３′ꎻ ＭＦ４￣Ｆ: ５′￣ＡＧＣＴＴＴＣＧＡＡＡＣＧＡＴＧＧＣ￣
ＴＡＴＴＣＣＡ￣３′ꎻ ＭＦ４￣Ｒ: ５′￣ＡＧＣＴＴＣＴＡＧＡＴＴＡＣＡＣＡＣ￣
ＣＡＣＡＴＣＣ￣３′ꎮ
１.１.４　 培养基　 大肠杆菌培养基(ＤＬＢ＋ＬＢ)、酵母

培养基(ＹＰＤ、ＹＰＤＳ＋ｚｅｏｃｉｎ)、诱导表达培养基(ＢＭ￣
ＧＹ、ＢＭＭＹ)配制及培养方法参照 ＥａｓｙＳｅｌｅｃｔꎻ ５ Ｌ 发

酵罐种子培养基、初始培养基、甘油流加培养基、甲
醇诱导培养基参照文献[２４]ꎮ
１.２　 人源溶菌酶基因的设计合成及表达载体的构建

　 　 根据毕赤酵母偏爱性ꎬ对调控表达产物分泌的

信号肽序列及溶菌酶基因进行优化设计ꎬ并在这段

序列 ５′端加上 ＢｓｐＴ１０４Ⅰ酶切位点ꎬ３′端加上 ＸｂａⅠ
酶切 位 点ꎮ 采 用 全 基 因 人 工 合 成ꎬ 并 克 隆 至

ｐＰＩＣＺαＡ 载体中构建含有人源溶菌酶基因的重组

表达载体 ｐＰＩＣＺ￣ＯｐｔαＦ＋ｈｌｙｚꎮ 同时在已优化的信号

肽的 ２ 处不同位置ꎬ插入 Ａ Ｉ Ｐ 和 Ｅ ＥＡ Ｅ Ａ Ｅ Ａ Ｅ
Ｐ Ｋ 等氨基酸ꎬ并完成增长后信号肽序列的合成ꎮ
将增长的序列插入 ｐＰＩＣＺαＡ 空载ꎬ构建得到另一个

人源溶菌酶表达载体 ｐＰＩＣＺ￣ＥｈｎαＦ＋ｈｌｙｚ(图 １)ꎮ

图 １　 ｐＰＩＣＺα￣ｈｌｙｚ构建示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｐＰＩＣＺα￣ｈｌｙｚ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

１.３　 重组表达载体对毕赤酵母的转化及鉴定

经测 序 验 证 正 确 的 ｐＰＩＣＺ￣ＯｐｔαＦ ＋ ｈｌｙｚ 及

ｐＰＩＣＺ￣ＥｈｎαＦ＋ｈｌｙｚ 重组质粒ꎬ用 ＳａｃⅠ酶线性化并

回收ꎬＤＮＡ 量为 ５~１０ μｇꎮ 采用电转化法转化至毕

赤酵母 ＫＭ７１ꎮ 取 １００ μｌ 转化产物涂布含 Ｚｅｏｃｉｎ 抗

性的 ＹＰＤＳ 平板ꎬ培养２~３ ｄꎬ观察菌的生长情况ꎬ将
菌落用无菌水洗脱下来再经 Ｚｅｏｃｉｎ 浓度为 ２００~
１ ０００ μｇ / ｍｌ的 ＹＰＤ 平板筛选ꎬ从而获得更高拷贝

数的菌株ꎮ
挑取平板上长势较好的菌落于 ４ ｍｌ ＹＰＤ 液体

试管ꎬ２８ ℃、２２０ ｒ / ｍｉｎ培养１８~２４ ｈꎬ取 １００ μｌ 菌悬

液离心去上清液ꎬ加入 ５０ μｌ 裂解液并用枪头吹打

混匀ꎬ８５ ℃ 热变性 １５ ｍｉｎ 后ꎬ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２
ｍｉｎꎬ取 １ μｌ 裂解的上清液作为 ＰＣＲ 反应模板ꎮ 扩

增产物经 １％琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 电泳验证ꎮ
１.４　 重组菌株诱导表达

摇瓶表达:挑取单菌落接入装有 ２５ ｍｌ ＢＭＧＹ
培养基的 ２５０ ｍｌ 三角瓶中ꎬ放置于摇床中以 ２００
ｒ / ｍｉｎ的转速在 ３０ ℃下培养１８~ ２０ ｈꎮ 将培养液转

移至 ５０ ｍｌ 离心管中ꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ室温离心 ５ ｍｉｎꎬ
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除去上清液ꎬ用 ２５ ｍｌ 的 ＢＭＭＹ 培养基重新悬浮细

胞ꎬ继续培养ꎬ每隔 ２４ ｈ 向培养基中添加无水甲醇ꎬ
使其终浓度为 ０.５％ꎬ诱导表达 ７２ ｈ 后ꎬ离心取上清

液作进一步检测分析ꎮ
５ Ｌ 发酵罐表达:按 １３％的接种量将种子液接

入发酵罐中ꎬ初始发酵装液量为 ２ Ｌꎬ温度 ３０ ℃ꎬ通
气量为 １􀆰 ３ ｖｖｍꎬｐＨ 为 ６􀆰 ０(用 ５０％的磷酸和氨水调

节 ｐＨ)ꎮ 发酵过程中溶解氧浓度(ＤＯ)逐渐下降ꎬ
逐级提高搅拌速度将 ＤＯ 水平维持于 ２０％以上ꎮ 当

初始培养基中的甘油耗尽时ꎬＤＯ 急剧上升ꎬ启动

ＤＯ￣Ｓｔａｒｔ 甘油流加程序ꎬ进入甘油流加阶段ꎮ 当菌

体浓度达到预期水平(ＯＤ６００ ＝ ２００)时停止流加甘

油ꎬ饥饿培养 ２ ｈ 后进入甲醇诱导阶段ꎮ 通过 Ｏｎ￣
Ｏｆｆ 控制模式调节甲醇流加速度ꎬ将甲醇浓度控制在

５~１０ ｇ / Ｌ[２５]ꎮ 对于产量较高的 Ｋ４ 进一步采取高

密度(ＯＤ６００ ＝ ４００)诱导策略ꎮ
１.５　 重组人源溶菌酶蛋白产量分析及活力检测

采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳对重组人源溶菌酶进

行定性分析ꎬ配制 １２％的分离胶及 ５％浓缩胶ꎬ电泳

电压 １２０ Ｖꎬ考马斯亮蓝染色液染色 １０ ｍｉｎꎬ脱色 １０
ｍｉｎꎮ

对发酵液总蛋白质含量测定采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法[２６]ꎬ以牛血清白蛋白为标准品绘制标准曲线ꎬ利
用标准曲线计算发酵上清液总蛋白质含量ꎮ

利用管蝶法[２７]鉴定人源溶菌酶的生物活性ꎬ并
通过比浊法[２８] 定量测定人源溶菌酶酶活力大小ꎮ
管碟法是效仿抗物素的生物学鉴定方法ꎬ指示菌为

１􀆰 ５％溶壁微球菌(ＯＤ６００ ＝ １)ꎬ双蝶制备好后静置 １０
ｍｉｎꎬ在牛津杯中加入样品及阴性对照ꎬ２４ ｈ 后观察

透明圈的大小ꎮ 比浊法以溶壁微球菌作为底物ꎬ通
过菌悬液 ＯＤ４５０处吸光度值的变化进行酶活力测定ꎮ
溶壁微球菌活化及培养步骤参照国标 ＧＢ / Ｔ ３０９９０￣
２０１４ꎮ 称取一定量的溶菌酶标品(１００ ０００ Ｕ / ｍｇ)ꎬ
用缓冲液稀释成一定的浓度梯度(５０~ ２５０ Ｕ / ｍｌ)ꎬ
取 ０􀆰 ５ ｍｌ 的酶液加入 ２􀆰 ５ ｍｌ 的菌悬液混匀ꎬ记录在

４５０ ｎｍ 处反应 １ ｍｉｎ 时的读数 Ａ１ꎬ反应 ２ ｍｉｎ 时的

读数 Ａ２ꎬ计算△Ｅ ＝ ｜ Ａ１－ Ａ２ ｜的值ꎬ以酶活力为纵坐

标ꎬ△Ｅ 为横坐标作酶活力标准曲线ꎮ 同样测定发

酵上清液的△Ｅ (１ ｍｉｎ 内的变化范围在 ０.０２５~
０􀆰 １２５)ꎬ根据酶活力标准曲线计算出发酵上清液的

酶活力ꎮ

１.６　 数据处理

数据 采 用 Ｅｘｃｅｌ２０１０、 Ｏｒｉｇｉｎ８. ５ 处 理ꎬ 使 用

ＳＰＳＳ１０.０ 进行方差分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 信号肽和溶菌酶基因碱基序列的整体优化

原始序列存在的主要问题有:１.载体上的酿酒

酵母 α 信号肽及人源溶菌酶基因编码序列所使用

的密码子有不少在毕赤酵母中属于稀有密码子ꎻ２.
序列 ＧＣ 含量不平衡ꎻ３.序列中存在较多重复序列ꎮ
针对上述问题ꎬ我们将 α 信号肽及人源溶菌酶序列

作为一个整体进行序列优化ꎬ优化策略如下:１. 使

用毕赤酵母偏爱密码子ꎬ替换序列中的稀有密码子ꎻ
２.对 α 信号肽和人源溶菌酶蛋白中出现的丰度氨基

酸ꎬ除了选择偏爱密码子外ꎬ也使用毕赤酵母第二或

第三常用密码子ꎬ避免在表达过程中出现某一 ｔＲＮＡ
不足ꎬ影响蛋白质表达量ꎻ３.平衡序列整体及局部区

域的 ＧＣ 含量控制在４０％~ ６０％ꎻ４.避免出现影响

ｍＲＮＡ 稳定及其他不利于表达的序列ꎮ 按上述策略

优化后的序列如图 ２ 所示ꎮ 其中ꎬα 信号肽在原始

序列密码子优化的基础上ꎬ在序列 ＡＴＧ 后增加了共

９ 个碱基ꎬ对应的氨基酸为 ＡＩＰꎬ在序列的 １９０ ｂｐ 位

置后面加上 １ 个胞嘧啶(Ｃ)ꎬ而在 １９３ ｂｐ 后面加上

２９ 个碱基ꎬ连同 １９３ 位的碱基一起表达 １０ 个氨基

酸(氨基酸序列为 Ｅ Ｅ Ａ Ｅ Ａ Ｅ Ａ Ｅ Ｐ Ｋ)ꎮ 因此ꎬ增
长后的 α 信号肽比仅做密码子优化的信号肽多表

达 １３ 个氨基酸ꎮ
２.２　 重组表达载体的构建

根据毕赤酵母偏爱性和密码子组成的分析ꎬ对负

责分泌表达的信号肽序列和溶菌酶基因进行整体优

化ꎬ并完成全序列合成ꎮ 通过 ＢｓｐＴ１０４Ⅰ和 ＸｂａⅠ酶切

后ꎬ将合成序列插入 ｐＰＩＣＺαＡ 载体中ꎬ构建得到人源

溶菌酶表达载体 ｐＰＩＣＺ￣ＯｐｔαＦ＋ｈｌｙｚꎮ 使用引物 ５′
ＡＯＸ￣Ｆ / ３′ＡＯＸ￣Ｒ 对载体进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ扩增出 ９１２
ｂｐ 片段与信号肽加溶菌酶基因的大小完全一致ꎮ

以相同的方法ꎬ将增长的信号肽和溶菌酶基因

碱基序列插入 ｐＰＩＣＺα 载体中ꎬ构建得到另一个人

源溶菌酶表达载体 ｐＰＩＣＺ￣ＥｈｎαＦ＋ｈｌｙｚꎮ 使用引物

ＭＦ４￣Ｆ / ＭＦ４￣Ｒ 对载体进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ扩增出 ７２２
ｂｐ 片段与增长的信号肽序列的大小完全一致ꎮ
ＤＮＡ 测序结果显示ꎬ上述 ＰＣＲ 产物序列与对应的

原始合成序列完全一致ꎮ
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Ｑ(Ｑｕａｒｙ):信号肽序列和人源溶菌酶基因碱基序列作为一个整体进行密码子优化ꎻＳ(Ｓｂｊｃｔ):在整体优化基础上作增长信号肽优化处理ꎮ
信号肽:２６７ ｂｐ (增长后 ３０６ ｂｐ)ꎻ溶菌酶基因:３９３ ｂｐꎮ 方框中字母为 ２ 处增长序列插入位置ꎮ

图 ２　 原始的 α信号肽和溶菌酶基因序列与优化后序列的比对

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ α￣ｆａｃｔｏｒ ｓｉｇｎａｌ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｌｙｓｏｚｙｍｅ(ｈＬＹＺ) ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.３　 毕赤酵母的转化及筛选

将电转化后的酵母均匀涂布在 Ｚｅｏｃｉｎ 浓度为

１００ μｇ / ｍｌ的 ＹＰＤＳ 平板上ꎬ２８ ℃培养３~ ４ ｄꎬ将平

板上的单菌落洗脱下来ꎬ按照方法 １.３ 所述方法逐

步增加抗生素浓度ꎬ提高筛选压力ꎬ筛选出可能带有

高拷贝目的基因的菌株ꎮ 整体优化的 α 信号肽和

人源溶菌酶基因碱基序列重组进入毕赤酵母ꎬ经抗

生素筛选后获得的重组子命名为 Ｋ１ꎬ而将整体优化

的 α 信号肽和人源溶菌酶基因又整合了增长信号

肽的序列重组到毕赤酵母基因组上ꎬ经抗生素筛选

后获得的重组子命名为 Ｋ４ꎮ 以 ＡＯＸ￣Ｆ / ＡＯＸ￣Ｒ 为

引物对 Ｋ１ 基因组ꎬ以 ＭＦ４￣Ｆ / ＭＦ４￣Ｒ 为引物对 Ｋ４
基因组进行 ＰＣＲ 扩增鉴定ꎮ ＰＣＲ 扩增结果如图 ３
所示ꎬ与预期基因大小相符ꎮ ＤＮＡ 测序结果表明 ２
条整体优化后的信号肽和溶菌酶基因已稳定整合到

毕赤酵母基因组上ꎮ
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ａ 图:Ｍ:ＤＬ１０ ０００ 分子质量标准ꎻ１:阴性对照ꎻ２~３:Ｋ１ 重组子 ＰＣＲ 鉴定ꎮ ｂ 图:Ｍ:ＤＬ１０ ０００ 分子质量标准ꎻ１~４:Ｋ４ 重组子 ＰＣＲ 鉴定ꎮ
图 ３　 毕赤酵母重组子 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓ ｂｙ ＰＣＲ

２.４　 重组菌株摇瓶诱导表达

对上述筛选并经过验证的重组子进行摇瓶表

达ꎮ 在诱导表达 ７２ ｈ 后取发酵上清液ꎬ用 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳分析ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ １~ ３ 泳道表示

重组子 Ｋ１(信号肽和溶菌酶基因整体优化的重组

子)摇瓶诱导试验的 ３ 个重复ꎬ在１４ ７００处有明显的

条带ꎮ ５~７ 泳道表示重组子 Ｋ４(信号肽和溶解酶基

因整体优化后又整合了增长信号肽的重组子)摇瓶

诱导试验的 ３ 个重复ꎬＫ４ 重组子在１４ ７００处的条带

亮度明显高于重组子 Ｋ１ꎮ 通过 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定发

酵上清液中总蛋白质含量ꎬ结果列于表 １ꎮ 信号肽

和溶菌酶基因整体优化的重组子 Ｋ１ꎬ平均总蛋白质

产量为 ２６０ ｍｇ / Ｌꎻ整体优化的信号肽和溶菌酶基因

又整合了增长信号肽的重组子 Ｋ４ꎬ平均总蛋白质产

量为 ３２０ ｍｇ / Ｌꎬ相比重组子 Ｋ１ 提高了 ２３％ꎮ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１~３:Ｋ１ 重组子诱导表达 ７２ ｈ 后发酵上

清液ꎻ５~７:Ｋ４ 重组子诱导表达 ７２ ｈ 后发酵上清液ꎮ
图 ４　 摇瓶表达产物 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ. ４ 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｂｙ ｓｈａ￣
ｋｉｎｇ ｂｏｔｔｌｅ

２.５　 人源溶菌酶酶活力

采用管碟法对重组子所表达蛋白质的抑菌活力

进行定性检测ꎬ以磷酸盐缓冲液作空白对照ꎬ以
ＫＭ７１ 原始菌和携带 ｐＰＩＣＺα 空载体的 ＫＭ７１ 菌株

经诱导培养后的上清液作为阴性对照ꎮ 结果如图 ５
所示ꎬ空白对照、ＫＭ７１ 原始菌和携带 ｐＰＩＣＺα 空载

体的 ＫＭ７１ 诱导的发酵上清液都未见有透明圈出

现ꎬ而重组子 Ｋ１ 和 Ｋ４ 的发酵上清液所在区域ꎬ有
明显透明圈出现ꎮ 对比发现ꎬ重组子 Ｋ４ 形成的透

明圈要大于 Ｋ１ 形成的透明圈ꎮ

Ｋ１:信号肽和溶菌酶基因整体优化的重组子诱导表达的上清液ꎻ
Ｋ４:整体优化的信号肽和溶菌酶基因又整合了增长信号肽的重组

子诱导表达的上清液ꎻ１:空白对照ꎻ２:携带 ｐＰＩＣＺα 空载体的酵母

重组子诱导表达的上清液ꎻ３:ＫＭ７１ 原始菌诱导表达的上清液ꎮ
图 ５　 重组毕赤酵母表达的人源溶菌酶抑菌效果

Ｆｉｇ.５　 Ｍｅａｓｕｒｍｅｎｔ ｏｆ ｈＬＹＺ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｃｙｌｉｎｄｅｒ￣ｐｌａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 进一步利用国标 ＧＢ / Ｔ ３０９９０￣２０１４ꎬ以鸡蛋白

溶菌酶标准品(标准曲线如图 ６ 所示)ꎬ对重组毕赤
酵母表达的人源溶菌酶进行活力检测ꎬ结果如表 １
所示ꎮ 信号肽和溶菌酶整体优化的重组子 Ｋ１ꎬ总酶

活力平均值为１２ ９３７.０ Ｕ / ｍｌꎻ整体优化的信号肽和

溶菌酶基因又整合了增长信号肽的重组子 Ｋ４ꎬ总酶
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活力平均值为１６ ９７３.５ Ｕ / ｍｌꎬ略高于重组子 Ｋ１ 的

总酶活力ꎮ

图 ６　 以鸡蛋白溶菌酶为标准品的酶活力标准曲线

Ｆｉｇ.６　 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｂｙ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｇｇ ｗｈｉｔｅ ｌｙ￣
ｓｏｚｙｍｅ

表 １　 重组子 Ｋ１、Ｋ４ 摇瓶蛋白质表达量及酶活力

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｋ１ ａｎｄ Ｋ４ ｂｙ

ｓｈａｋｉｎｇ ｂｏｔｔｌｅ

重组子
平均总蛋白
(ｍｇ / Ｌ)

平均总酶活力
(Ｕ / ｍｌ)

Ｋ１ ２６０±６Ｂ １２ ９３７.０±１ ２５５.８Ｂ

Ｋ４ ３２０±１０Ａ １６ ９７３.５±６２７.９Ａ
Ｋ１:信号肽和溶菌酶基因整体优化的重组子ꎻＫ４:信号肽和溶菌酶基
因整体优化又整合了增长信号肽的重组子ꎮ 同列数据后不同大写字
母表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ

２.６　 重组菌株发酵罐规模诱导表达

在 ５ Ｌ 发酵罐中进行重组子 Ｋ１ 和 Ｋ４ 的诱导表

达试验ꎬ由于 Ｋ４ 摇瓶蛋白质表达量及酶活力都比

较高ꎬ因此 Ｋ１ 采取低密度诱导策略ꎬＫ４ 采取高低 ２
种诱导策略ꎮ 分别采集 ３ 个发酵批次诱导期的发酵

上清液进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析ꎬ结果如图 ７ 所示ꎮ
１~３ 泳道分别表示 Ｋ１ 低密度(菌体浓度 ＯＤ６００ ＝
２００)、Ｋ４ 低密度(菌体浓度 ＯＤ６００ ＝ ２００)、Ｋ４ 高密度

(菌体浓度 ＯＤ６００ ＝ ４００)的发酵上清液样品ꎮ 采用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定发酵上清液中的总蛋白质浓度ꎬ总
蛋白质浓度随时间呈现出逐渐上升的趋势(图 ８ａ)ꎮ
Ｋ１ 菌株发酵批次诱导 ８０ ｈ 总蛋白质浓度为 １􀆰 ７１
ｇ / ＬꎻＫ４ 低密度发酵批次诱导 ８０ ｈ 总蛋白质浓度为

２􀆰 ５４ ｇ / Ｌꎮ Ｋ４ 高密度发酵批次诱导 ５４ ｈ 总蛋白质

浓度为 ３.０２ ｇ / Ｌꎮ ３ 个批次发酵上清液中人源溶菌

酶蛋白占总蛋白质的比例均不低于 ８５％ꎮ 采用比

浊法测定 ３ 个批次最终发酵上清液的溶菌酶活力ꎬ
结果表明:Ｋ１、Ｋ４ 低密度诱导 ８０ ｈ 以及 Ｋ４ 高密度

诱导 ５４ ｈ 发酵液中的总酶活力分别为２６２ １５２.０

Ｕ / ｍｌ、２５８ ７１２.０ Ｕ / ｍｌ、３２４ ０７２.０ Ｕ / ｍｌ(图 ８ｂ)ꎬ对
应的比酶活力分别为 １５２ ９７１.９ Ｕ / ｍｇ、 １０１ ９９６.４
Ｕ / ｍｇ、１０７ ０３０.７ Ｕ / ｍｇ(图 ８ｂ)ꎮ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:Ｋ１ 重组子低密度诱导 ８０ ｈ 发酵上清

液ꎻ２:Ｋ４ 重组子低密度诱导 ８０ ｈ 发酵上清液ꎻ３:Ｋ４ 重组子高密

度诱导 ５４ ｈ 发酵上清液ꎮ
图 ７　 重组菌株发酵罐表达产物 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.７ 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｖｉａ ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ

３　 讨 论

目前ꎬ已有 ５００ 多种外源蛋白在毕赤酵母系统

成功表达ꎬ但绝大多数外源蛋白的表达量并不是很

高ꎮ 人源溶菌酶在医药、食品、畜牧等行业具有广泛

的应用前景ꎬ虽然通过基因工程的手段解决了原料

来源、纯化成本等限制因素ꎬ但其在外源表达系统中

表达量和单位体积发酵液中酶活总量并不高ꎮ 因

此ꎬ提高人源溶菌酶的表达量及酶活力是将其向市

场推广的根本途径ꎮ 许多研究人员根据毕赤酵母密

码子偏爱性ꎬ对溶菌酶基因进行密码子优化ꎬ使溶菌

酶蛋白表达量和酶活力总量得到一定程度提

高[１８ꎬ２０ꎬ２９]ꎮ 但影响毕赤酵母表达外源蛋白的因素有

很多ꎬ存在于转录、翻译、折叠修饰、细胞分泌等各个

环节ꎬ因此ꎬ仅通过优化外源基因序列密码子对蛋白

质表达量的影响程度非常有限ꎮ 信号肽是分泌型蛋

白质 Ｎ 端的一段富含疏水性氨基酸残基的短肽ꎬ其
残基性质对于蛋白质的分泌效率和后续信号肽切割

具有重要影响ꎮ 陈熙等[２２] 利用 ＰＣＲ 法将人源溶菌

酶成熟肽与载体信号肽连接处的氨基酸残基进行定

点突变ꎬ结果表明突变体人源溶菌酶表达量和活力

较突变前均有显著提高ꎮ Ｘｉｏｎｇ 等[３０]在优化植酸酶

基因序列密码子的同时ꎬ使用经密码子优化的酿酒

酵母 α 信号肽序列替换原有信号肽ꎬ整体转入毕赤

酵母进行表达ꎬ相比使用原始信号肽的菌株ꎬ植酸酶

６２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 １ 期



ａ: ３ 个发酵批次总蛋白浓度随时间变化趋势ꎻｂ:３ 个发酵批次最终总酶活力及比酶活力ꎮ Ｋ１(低)、Ｋ４(低):Ｋ１、Ｋ４ 重组子低密度(ＯＤ６００ ＝

２００)甲醇诱导ꎻＫ４(高):Ｋ４ 重组子高密度(ＯＤ６００ ＝ ４００)甲醇诱导ꎮ 不同大写字母表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ

图 ８　 不同批次最终总蛋白及酶活力

Ｆｉｇ.８　 Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂａｔｃｈｅｓ

产量提高了 １４􀆰 ５ 倍ꎮ
本研究将 α 信号肽和溶菌酶基因作为整体进

行密码子优化ꎬ再转入毕赤酵母进行表达ꎮ 结果显

示ꎬ５ Ｌ 发酵罐诱导培养 ８０ ｈ 后ꎬ总蛋白质表达量为

１􀆰 ７１ ｇ / Ｌ(人源溶菌酶占比超过 ８５％)ꎬ单位发酵液

的总酶活力达到２６２ １５２.０ Ｕ / ｍｌꎮ 相比之下ꎬ前期

仅针对人源溶菌酶基因序列进行密码子优化的报道

中ꎬ几乎没有见到总蛋白表达量到克级、单位发酵液

总酶活力达到１００ ０００.０ Ｕ / ｍｌ以上的ꎮ 上述结果表

明ꎬ将 α 信号肽和外源基因作为整体进行基因序列

的密码子优化ꎬ可显著提高外源蛋白的分泌表达量ꎮ
在 α 信号肽和溶菌酶基因碱基序列整体优化的基

础上ꎬ我们又针对 α 信号肽序列做进一步优化ꎬ在 α
信号肽起始密码子 ＡＴＧ 后增加毕赤酵母 Ａｏｘ１ 基因

ＡＴＧ 后编码 ３ 个氨基酸(ＡＩＰ)的碱基ꎬ另外ꎬ在信号

肽序列第 ６４ 位氨基酸后面ꎬ插入 １０ 个氨基酸(氨基

酸序列为 Ｅ Ｅ Ａ Ｅ Ａ Ｅ Ａ Ｅ Ｐ Ｋ)ꎮ 上述 ２ 种信号肽

的改造曾应用于毕赤酵母表达植酸酶和胰岛素ꎬ外
源蛋白分泌表达量分别提高 ５ 倍[２１]和 ２[３１]倍多ꎮ ５
Ｌ 发酵罐诱导培养 ８０ ｈ 后ꎬ携带增长型 α 信号肽和

溶菌酶基因的毕赤酵母重组子 Ｋ４ 表达蛋白总量达

到 ２􀆰 ５４ ｇ / Ｌꎬ相比未增长信号肽前的重组子 Ｋ１ 提

高了 ４８􀆰 ５％ꎮ 但其单位发酵液的总酶活力仅为

２５８ ７１２.０ Ｕ / ｍｌꎬ相比增长信号肽前的水平还略有

降低ꎮ 这可能是由于增长 α 信号肽的引入使毕赤

酵母蛋白质分泌效率大幅提高ꎬ而毕赤酵母自身蛋

白质折叠和修饰的能力有限ꎬ无法将大量分泌表达

的溶菌酶酶原激活成为有活性的酶ꎬ造成了比酶活

力的下降ꎮ 为验证这一推论ꎬ在 ５ Ｌ 发酵罐下采用

了高密度诱导策略ꎮ 诱导 ５４ ｈ 后重组子 Ｋ４ 的总蛋

白质表达量达到 ３􀆰 ２ ｇ / Ｌꎬ单位发酵液的总酶活力为

３２４ ０７２.０ Ｕ / ｍｌꎬ对应的比酶活力与低密度诱导条

件下获得的比酶活力水平相当ꎮ 该结果基本佐证了

上述推论ꎮ
本研究通过整体优化 α 信号肽和人源溶菌酶

基因ꎬ实现了人源溶菌酶在毕赤酵母中的高效表达ꎮ
在 α 信号肽和人源溶菌酶基因整体优化后又整合

增长 α 信号肽后ꎬ人源溶菌酶在毕赤酵母中的表达

量进一步提高ꎬ但受限于酵母自身蛋白质折叠修饰

的能力范围ꎬ人源溶菌酶的比酶活力有所下降ꎮ 在

后续研究中我们将着眼于提高毕赤酵母的蛋白质折

叠和修饰效率ꎬ以期在毕赤酵母高表达人源溶菌酶

的基础上ꎬ实现更高的比酶活力ꎮ
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