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工业酶与生物催化                                                              

牛凝乳酶原基因的合成及其在乳酸克鲁维酵母中的表达 
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摘  要: 凝乳酶在奶酪加工中应用广泛，为获得高活性的凝乳酶制剂，采用乳酸克鲁维酵母为宿主，首次对经密码子

优化的牛凝乳酶原基因进行表达。利用 DNAWorks3.0 软件辅助设计，用两步 PCR 法合成了小牛凝乳酶原基因(GenBank 
Accession No. AA30448)。将该基因插入酵母表达载体 pKLAC1，构建了重组载体 pKLAC1-Prochy，并用电脉冲法将线

性化的重组质粒转化到乳酸克鲁维酵母 GG799 中。通过含 1％酪蛋白的 YEPD 平板活性筛选，PCR 鉴定，最后获得了

一株多拷贝整合的基因工程菌 chy1。该菌株可分泌表达牛凝乳酶原，经 SDS-PAGE 分析，证明重组牛凝乳酶原的分

子量约为 41 kDa，符合预期大小，酸化处理后为 36 kDa，证明可以正确自我剪切。液体培养 96 h 后，酶活最高达到

99.67 SU/mL。分别以半乳糖和葡萄糖为碳源的条件下表达，其酶活性差异不大，说明在发酵期间，可以不经过半乳糖

诱导即可产生高水平的牛凝乳酶原产物。该工程菌的获得为进一步优化产酶条件及放大工艺提供了条件，并为凝乳酶

的工业化生产奠定了基础。 

关键词 : 牛凝乳酶原，乳酸克鲁维酵母，基因合成，密码子优化  
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Abstract:  Chymosin is an important industrial enzyme widely used in cheese manufacture. To improve expression efficiency of 
recombinant bovine chymosin in Kluyveromyces lactis strain GG799, we designed and synthesized a DNA sequence encoding bovine 
prochymosin gene (GenBank Accession No. AA30448) by using optimized codons. The synthesized prochymosin gene was 
amplified by two-step PCR method, and then cloned into the expression vector pKLAC1, resulting in pKLAC1-Prochy. 
pKLAC1-Prochy was linearized and transformed into K. lactis GG799 by electrotransformation. Positive clones were screened by 
YEPD plates containing 1% casein. A recombinant strain chy1 with highest activities and multi-copy integration which was detected 
by using specifical integration primers was chosen and fermented in flask. Prochymosin was expressed in K. lactis successfully. 
SDS-PAGE analysis revealed that the purified recombinant bovine prochymosin had a molecular mass of 41 kDa. After acid 
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treatment, molecular weight of chymosin is about 36 kDa, the same as native bovine chymosin. Activity tests showed that the 
chymosin activity of the culture supernatant was 99.67 SU/mL after 96 h cultivation. The activities of chymosin were not prominent 
increased when galactose was used as carbon source instead of glucose, which proved that the fermentation of recombinant strain 
does not need galactose inducing. The recombinant K. lactis strain obtained in this study could be further used to produce 
recombinant chymosin for cheese making. 

Keywords:  bovine prochymosin, Kluyveromyces lactis, gene synthesis, codon optimization 

牛凝乳酶原 (Bovine prochymosin，bPC) 含有

365 个氨基酸，分子量为 40.8 kDa，存在于未断奶小

牛的皱胃中，属于天冬氨酸蛋白酶家族成员，在酸

性条件下 N 末端的 42 个氨基酸能够进行自我剪切，

形成分子量为 35.6 kDa 有活性的凝乳酶[1,2]。该酶能

专一性特异性裂解 κ-酪蛋白 Phe105-Met106 之间肽

键，引起蛋白质凝聚，因此在乳制品尤其是在奶酪

加工中应用广泛[3-4]。传统的凝乳酶是通过宰杀未断

奶小牛，从其皱胃中提取。随着小牛数量的逐年减

少，这种传统而昂贵的制法已无法满足世界干酪需

求量不断增长的需要。 

利用 DNA 重组技术生产重组小牛凝乳酶是解

决凝乳酶需求量增加与来源受限的有效途径。目前

全世界用于干酪生产的凝乳酶约 50％以上是生物工

程酶制剂，重组凝乳酶的加工特性与天然凝乳酶没

有差别。我国尚无凝乳酶生物工程产品的生产，除

少量从小牛皱胃中提取的凝乳酶外，干酪生产所用

凝乳酶主要依赖进口，凝乳酶匮缺已成为制约我国

干酪生产的重要因素。 

国内外学者对生物工程凝乳酶已经进行了多年

的研究，而且应用不同的表达系统表达了凝乳酶基

因，如大肠杆菌[5-6]、酿酒酵母[7-8]、毕赤酵母[9]、乳

酸克鲁维酵母[10]、丝状真菌[11-12]等。在大肠杆菌中

重组凝乳酶是以包涵体的形式存在于细胞内，它需

要复杂的变性和重折叠过程才能恢复蛋白质的活

性，为了提高产量还需加入 IPTG 等诱导剂。霉菌可

以有效地执行翻译后的修饰并以正确折叠的形式表

达具有生物活性的异源真核蛋白，但其对于凝乳酶

的表达也存在诸如相对较低的转化率、潜在的形态

学缺陷及低 pH 造成的蛋白修改等自身的缺陷。在酿

酒酵母中表达所产生的凝乳酶原和凝乳酶主要以不

溶形式合成，积累在细胞中难以激活。毕赤酵母虽

然能表达产生有活性的凝乳酶，但表达量较低。乳

酸克鲁维酵母 Kluyveromyces lactis 表达体系是一套

优良的系统[13]，具有许多优于其他酵母表达系统的

诸多优点，已广泛用于工业化生产[14-15]。 

构建高效的基因工程菌是凝乳酶规模化生产

的重要前提。为克服由于乳酸克鲁维酵母和牛在基

因密码子使用频率上的差异所带来的天然序列基

因低水平表达的问题[16]，本研究根据酵母的密码子

偏爱性合成牛凝乳酶原基因，并实现其在乳酸克鲁

维酵母中的高效表达，为凝乳酶的工业化生产奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 
乳酸克鲁维酵母 K. lactis 表达载体 pKLAC1 和

乳酸克鲁维酵母 GG799 购自 England Biolabs 公司；

pUCm-T 载体购自 Bio Basic Inc 公司；大肠杆菌

JM109 本实验室保存。 

1.2  酶与试剂 
限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、Pfu 聚合酶等

购自宝生物工程 (大连) 有限公司。质粒提取试剂

盒、PCR 产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒等购自

Tiangen 公司。酵母提取物和蛋白胨购自 Oxoid 公司，

其他常规试剂均为进口分装或国产分析纯。 

1.3  培养基及培养条件 
大肠杆菌生长于 37℃的 LB 培养基中(胰蛋白胨

1％、酵母浸提物 0.5％、NaCl 1％)。乳酸克鲁维酵

母 GG799 生长于 30℃的 YEPD 培养基中 (酵母浸

提物 1％、蛋白胨 2％、葡萄糖 2％ )，当用于筛选

转化菌株时用含 5 mmol/L 乙酰胺的 YCB 固体培

养基进行筛选。  

1.4  基因遗传密码的优化及合成 
根据小牛凝乳酶原基因序列 (GenBank Accession 

No. AA30448)，去除自身信号肽序列，对基因成
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熟肽核苷酸序列进行密码子优化设计。全序列全长

1 095 bp，编码 365 个氨基酸，根据设计的序列长度，

利用 DNAWorks3.0 软件[17]，优化 PCR 引物参数，

设计了 34 条寡聚核苷酸用于 PCR 合成小牛凝乳酶

原基因，其中分别在引物 1 和引物 34 的 5′端增加

Xho I 和 Bgl Ⅱ限制性酶切位点和保护碱基。 

采用两步 PCR 法合成小牛凝乳酶原基因[18]。

第 1 步先将该基因分成约 400 bp 大小的 4 个小片

段，用 PCR 的方法分别合成。分别取寡聚核苷酸混

合，首尾引物的浓度为 10 µmol/L，中间引物浓度为

1 µmol/L。PCR 条件为：90  30 s℃ ，58  45 s℃ ，72  ℃

50 s，20 个循环；72  8 min℃ 。第 2 步将 4 个 PCR

产物回收纯化，等量混匀，加两端引物 1 和引物 34

进行第 2 次 PCR，引物浓度 10 µmol/L。PCR 条件

为：94  2 min℃ ；94  30 s℃ ，56  30 s℃ ，72  2 min℃ ，

20 个循环；72  10 min℃ 。获得的 PCR 产物纯化回收

后连接到 pUCm-T 载体上进行测序分析。 

1.5  重组质粒 pKLAC1-Prochy 的构建 
以 Prochy-F (5′-GATCTCGAGAAAAGAGCTG 

AAATCACTCGTATT-3′，下划线处为 Xho I 位点) 和

Prochy-R (5′-TACCCCTAGGAGATCTTAGATAGCT 
TTAGCCAAAC-3′，下划线处为 Bgl Ⅱ位点) 为引物

扩增全长凝乳酶原基因。回收 PCR 产物，用 Xho I

和 Bgl Ⅱ对回收 PCR 产物和质粒 pKLAC1 分别进行

双酶切。凝胶电泳回收目的条带，按照分子克隆手

册进行连接、转化和阳性克隆的筛选[19]。选择阳性

克隆，提取质粒 DNA，用 Xho I 和 Bgl Ⅱ双酶切验

证后送上海生工生物工程有限公司测序。 

1.6  重组质粒 pKLAC1-Prochy 的酵母电转化 
用 Sac Ⅱ酶切重组质粒 pKLAC1-Prochy 使其线

性化。制备乳酸克鲁维酵母 GG799 感受态细胞，通

过电脉冲法将线性化的质粒转化到乳酸克鲁维酵母

GG799 中。电击后的酵母细胞铺在含有 5 mmol/L 乙

酰胺的 YCB 平板上。 

1.7  重组子的鉴定 
当转化后的酵母细胞在含有 5 mmol/L乙酰胺的

YCB 平板上长成单菌落后，挑选阳性克隆点接在含

1％酪蛋白的 YEPD 平板上，筛选沉淀圈较大的凝乳

酶重组菌株，用 PCR 方法验证目的基因与染色体整

合的情况。挑取重组菌株单菌落于 YEPD 液体培养基

中，28℃、180 r/min 摇床培养 20 h。室温下 3 000×g

离心 5 min，收集菌体提取基因组作为 PCR 反应的

模板，以 Chym-inter 1 和 Chym-inter 2 为引物用于

单拷贝整合子的筛选，以 Chym-inter 2 和 Chym-inter 

3 为引物用于多拷贝整合子的筛选。PCR 条件为：

95  5 min℃ ，94  30 s℃ 、50  30 s℃ 、72  2 min℃ ，30

个循环；72  10 min℃ 。 

1.8  重组菌株表达条件的优化及表达产物的

SDS-PAGE 分析 
将筛选出来的重组菌株接种到 10 mL YEPD 液

体培养基中，30℃振荡培养过夜，取 2 mL 过夜培养

物分别接种到以半乳糖或葡萄糖为碳源的 100 mL 

YEPD 液体培养基中，28℃、180 r/min 振荡培养，

每隔 24 h 取样测定菌液上清凝乳酶活力。用

SDS-PAGE (12％) 电泳检测表达产物[19]。 

1.9  重组凝乳酶活性检测 
将重组酵母培养液以 3 000 r/min 离心 5 min，

上清液的 pH 用 1 mo1/L H2SO4 调整至 pH 2.0，室温

条件下放置 2 h，然后用 2 mol/L Tris 缓冲液将上清

液的 pH 调至 pH 6.0，用于凝乳酶活性的检测。 

采用 Arima K 的方法进行凝乳酶活性的测

定[20]。用 0.01 mol/L CaCl2 溶液配制 10％脱脂乳。

此溶液配制后在室温下放置 40 min 后使用，取 5 mL 

10％脱脂乳于 35℃保温 10 min，加入适量稀释的酶

液，振荡均匀并开始计时，观察管壁上开始出现凝

乳颗粒为终点，记录凝乳时间 (t)。在上述条件下，

40 min 凝结 1 mL 10％脱脂乳的酶量定义为一个

Soxhlet 单位 (SU)。 

2  结果与分析 

2.1  凝乳酶原基因的合成 
第 1 步 PCR 合成的 4 个小片段电泳分析结果如

图 1A 所示，4 个小片段回收纯化后用于第 2 步 PCR

反应。第 2 步 PCR 获得的产物大小约为 1.1 kb，与

理论值大小相符 (图 1B)。回收纯化 PCR 产物将其

连接到载体 pUCm-T 上，获得质粒 pUCm-T-Prochy，

并对阳性克隆子的插入片段进行序列分析。序列分

析表明，所获得的插入片段序列与预期设计的一致。 



1284    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             September 25, 2010  Vol.26  No.9 

  

Journals.im.ac.cn 

   

图 1  bPC 基因的 PCR 产物 
Fig. 1  PCR products of bovine prochymosin gene. (A) M: 
DNA marker DL2000; 1: PCR fragment 1; 2: PCR fragment 2; 
3: PCR fragment 3; 4: PCR fragment 4; (B) M: DNA marker 
DL2000; 1: PCR product of full bovine prochymosin gene.  
 
2.2  酵母表达载体的构建 

以含有凝乳酶原基因的 pUCm-T-Prochy 质粒为

模板，以 Prochy-F 和 Prochy-R 为引物经 PCR 扩增

得到 1 100 bp 左右的片段，经 Xho I 和 Bgl Ⅱ双酶

切后与经过相同酶切的乳酸克鲁维酵母表达载体

pKLAC1 连接，转化大肠杆菌 JM109 感受态细胞，

获得转化子，挑取重组子，提取质粒。经 Xho I 和

Bgl Ⅱ双酶切检测和测序结果验证，重组质粒中确实

含有目的基因片段，且读码框正确，表明表达载体

pKLAC1-Prochy 构建成功 (图 2)。 

 

图 2  重组表达质粒 pKLAC1-Prochy 的酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of the recombinant plasmid by enzyme 
digestion. M: DNA marker DL15000; 1: recombinant plasmid 
pKLAC1-Prochy-1 digested with Xho I and Bgl ; 2:Ⅱ  recombinant 
plasmid pKLAC1-Prochy-9 digested with Xho I and Bgl .Ⅱ  
 
2.3  重组菌株的构建和多拷贝整合重组菌株的

鉴定 
用 Sac Ⅱ对表达载体 pKLAC1-Prochy 进行线性

化处理，用电转化的方式将质粒转入乳酸克鲁维酵

母 GG799，利用含有 5 mmol/L 乙酰胺的 YCB 培

养基富集筛选整合有表达框的阳性转化子。挑选

阳性克隆点接在含 1％酪蛋白的 YEPD 平板上进行

表型鉴定，结果如图 3 所示。重组乳酸克鲁维酵母

在含 1％酪蛋白的 YEPD 平板上均能形成大小不同

的沉淀圈，说明挑选的克隆均为凝乳酶表型阳性重

组菌株。 

 

图 3  重组酵母菌株表型鉴定结果  
Fig. 3  Phenotypes of recombinant yeasts on YEPD-Casein 
plate. CK: the control yeast strain of GG799.  
 

提取 YEPD平板 (含 1％酪蛋白) 上沉淀圈最大

的凝乳酶表型阳性重组菌株 chy1 的基因组 DNA 作

为模板，利用多个表达框插入鉴定整合引物进行

PCR 鉴定[21]。电泳结果显示分别产生 2.3 kb 和 1.9 kb

条带大小的 PCR 产物，证明该菌株为多拷贝整合表

达框的重组菌株 (图 4)。  

 

图 4  重组菌株多拷贝整合表达框的 PCR 鉴定 
Fig. 4  Identification of multi-copy transformants by PCR. 
M: 1 kb DNA ladder marker; 1: PCR products of recombinant 
strain chy1 with single-copy primer; 2: PCR products of 
recombinant strain chy1 with multi-copy primer. 
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2.4  重组菌株表达条件的优化 
分别以半乳糖和葡萄糖为碳源检测重组菌株

chy1 的最适表达条件，每隔 24 h 取样，测酶活，重

复 3 次，取平均值。结果表明，在以半乳糖为碳源

的培养基中，重组菌株 chy1 在 24 h 内产酶活性低

于葡萄糖，但是在 24 h 后产酶活性明显高于后者，

96 h 时酶活均达到最大值，分别为 99.67 SU/mL 和

94.49 SU/mL (图 5)。 

 

图 5  重组酵母菌株 chy1 不同碳源产酶曲线 
Fig. 5  Chymosin activity curve of recombinant yeast strain 
chy1. 

 

图 6  重组乳酸克鲁维酵母 chy1 表达产物的 SDS-PAGE
电泳图 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of recombinant K. lactis strain 
chy1. M: protein marker; 1: supernatant from 96 h culture of 
K. lactis strain GG799; 2−3: supernatant from 96 h culture of 
recombinant strain chy1; 4−5: acid-treated supernatant from 
96 h culture of recombinant strain chy1. 
 
2.5  重组菌株表达产物的 SDS-PAGE 电泳分析 

将 K. lactis GG799 和重组菌株 chy1 在 YEPD 培

养基中分别培养 96 h，离心去除酵母细胞取上清液，

部分样品在 pH 2.0 进行酸化处理。全部样品在沸水

浴加热 5 min 后进行 SDS-PAGE 电泳检测，结果如

图 6 所示。与对照相比，重组菌株 chy1 在分子量约

41 kDa 处有明显的特征性条带，经过酸化处理后，

41 kDa 处条带消失，而在 36 kDa 处也出现了 1 条特

征性条带，为凝乳酶原自我剪切后的凝乳酶条带。 

3  讨论 

由于全球性的小牛短缺使得凝乳酶的产量受到

限制，而且价格昂贵。植物性凝乳酶来源广泛，但

其蛋白水解能力强，并且受时间、地域等条件影响，

限制了它的应用；微生物生长周期短、产量大、不

受气候与时间的限制，但微生物来源的凝乳酶也存

在蛋白水解能力高、特异性不强等缺点。随着基因

工程技术的发展，以微生物为宿主利用重组 DNA 技

术生产重组小牛皱胃酶是解决凝乳酶需求量增加与

来源受限的有效途径。本实验以非营养缺陷型乳酸克

鲁维酵母 GG799 为宿主，以携带有真菌乙酰胺酶基

因的乳酸克鲁维酵母表达载体 pKLAC1 为载体来富

集含有多个拷贝表达框的转化子，获得了能高效分

泌表达牛凝乳酶原的乳酸克鲁维酵母重组菌株。乳

酸克鲁维酵母表达系统具有超强的外源蛋白分泌能

力、营养要求低、生长快、适于高密度发酵，获得

包括美国 FDA 认证的 GRAS 地位，允许在多种食

品和饲料中应用[22-24]。本研究获得的乳酸克鲁维重

组酵母为我国干酪工业提供了新型及优良的凝乳

酶来源。 

本研究成功构建了牛凝乳酶原乳酸克鲁维酵母

表达载体 pKLAC1-Prochy，在酵母上清液中表达有

活性的重组牛凝乳酶，SDS-PAGE 检测表明在分子

量约 41 kDa 处有明显的特征性条带，符合预期大小。

经酸化处理后在 36 kDa 处也出现了 1 条特征性条

带，为凝乳酶原自我剪切后的凝乳酶条带，96 h 时

活性最高可达到 99.67 SU/mL。通过酶学实验证明了

上清液的活性来源为重组牛凝乳酶原。 

实验证明乳酸克鲁维酵母具有较好的外源蛋白

的分泌能力。经过转化子筛选，获得了具有多拷贝

整合表达框的重组菌株。重组菌株在不同碳源条件

下表达，均可在第 4 天获得最高表达量，在半乳糖

存在条件下，表达量仅比葡萄糖为碳源条件下提高

5％，因此该工程菌株表达时可不需要诱导，非常适
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宜扩大为工业规模。 

不同宿主间密码子使用频率的差异是影响基因

在异源宿主中表达效率的主要因素。由于凝乳酶基

因中编码部分氨基酸的密码子在乳酸克鲁维酵母中

的使用频率很低。因此，天然序列的基因在乳酸克

鲁维酵母中难以高效表达。本研究以提高该基因密

码子使用频率为主要目的，采用高度或中度使用频

率的密码子对牛凝乳酶原基因进行了密码子优化。

通过二步法基因合成可在两轮 PCR 过程中获得完整

基因，所获得的基因工程菌可进行产酶条件的优化

及进一步的放大工艺研究，并为该酶的规模化生产

奠定了基础。 
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