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人工合成的黑曲霉 !""##!#& 菌株植酸酶基因

在毕赤酵母系统中的高效表达
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摘 要 本文以黑曲霉（3&4%*1#,,)& $#1%*）+DDE#!#& 菌株植酸酶基因为对象，通过基因人工合成的方法去除了该基

因的内含子与信号肽编码序列，换用在毕赤酵母（5#0"#+ 4+&/(*#&）中使用频率较高的密码子以优化其表达。该人工

合成植酸酶基因（5"23/+&）以 + 端融合的方式正确插入到毕赤酵母表达载体 FGHIJ!K。通过电击将重组表达载体

整合入酵母染色体 L+K 中得到重组转化子。MLM/GK4: 结果与表达产物酶学性质研究表明植酸酶得到分泌表达，

且与天然产物性质基本一致。筛选得若干株高产基因工程菌，其中 MGK+/"菌株达到了在摇床培养条件下，每毫升

发酵液产生 !0&%%%@ 植酸酶的水平，基本满足工业化生产的要求。

关键词 基因人工合成，植酸酶基因 4"23/+&，基因克隆，毕赤酵母表达系统

中图分类号 N"20 文献标识码 K 文章编号 !%%%/#%0!（$%%!）%#/%$&7/%&

单胃动物缺乏内源性植酸酶，因而对饲料口粮

中植酸磷的利用率很低，必须添加无机磷（如磷酸氢

钙）才能满足动物正常生长发育对磷的需求；而饲料

中的有机磷随粪便排出体外，会造成磷的大量浪费

和对土壤和水源的严重污染。在饲料中添加植酸酶

能够提高植物性饲料中磷的利用率，减少对无机磷

的使用以及磷的排泄，降低植酸磷的抗营养作用，促

进动物生长发育，达到提高畜牧业生产效益，减少环

境污染的作用［!］。研究发现，大量天然微生物能够

产生并分泌植酸酶，如细菌、酵母、丝状真菌［$ O 7］等。

其中来自黑曲霉 +DDE#!#& 菌株的植酸酶被证明非

常适用于饲料工业，但由于黑曲霉天然菌株的植酸

酶生产能力有限，通过其实现工业化生产十分困难；

而对出发菌株的基因工程改造虽然也取得一定效

果，但仍达不到工业生产的要求［&］。本文采用全人

工合成的方法，全方位改造天然基因序列，使来自于

黑曲霉 +DDE#!#& 菌株的植酸酶在毕赤酵母系统中

得到高效的分泌表达。通过该酶的主要酶学特性测

定，证明该重组产物与天然产物各项性质基本相同。

该种植酸酶的发酵生产条件得到了初步确立，并筛

选得每毫升发酵液能够产生 !0&%%%@ 植酸酶的高产

基因工程菌，基本达到工业化生产的要求。

$ 材料与方法

$ %$ 材料

对来自 3 * $#1%* +DDE#!#& 菌株的植酸酶基因

（4"23）序列［&］进行重新设计与改造，并委托大连宝

生物 工 程 公 司 合 成 该 基 因 4"23/+&。 转 移 载 体

FP)@6=BQ<FR# M3（ S ）购自 GQ(;6T- 公司；酵母菌株

5#0"#+ 4+&/(*#& U/##，转移载 体 FGHIJ!K 等 购 自 HC/
V<RQ(T6C 公司。

NEK W@<BX T6) 69RQ-BR<(C X<R 购自 NHK4:+ 公司；

5-3-D- EK 5-W 酶、限 制 酶 等 购 自 5-3-D- 公 司；

57L+K 连接酶购自 GQ(;6T- 公司；脱糖基化酶 %$6
7(1,20(&#7+&%Y、MLM、植酸钠、5:,:L、过硫酸氨、丙烯

酰胺 +、+Z 甲叉双丙烯酰胺等购自 M<T;- 公司。

$ %& 方法

$ %& % $ 天然基因序列的改造：对来自于 3 * $#1%*
+DDE#!#& 菌株的植酸酶基因序列［&］进行如下改造：

在全长结构基因序列中去除 S 7& O S !70 位的内含

子序列，去除 S ! O S 77，S !7" O S !&1 的原黑曲霉

信号肽编码序列；得到植酸酶成熟肽编码序列。根



据毕赤酵母中密码子的使用情况［!，"］，对植酸酶成熟

肽编码序列进行改造。将部分在毕赤酵母中低偏爱

性的密码子替换为高偏爱性的密码子；主要替换编

码 #、$、%、&、’、( 等氨基酸的密码子，也有少量编码

)、*、+ 等氨基酸的密码子被替换，最后得到 !"#$,%&
序列。在 !"#$,%& 序列 -.端加上部分!信号肽［/］编

码序列 *%*&)&（’"( "）))))&)&)&&*%&))&*%
以使得植酸酶成熟肽编码序列与表达载体 0’1*2!)
上的!信号肽编码序列融合；在此基础上，再在 -’

端加上 &))%%，与部分!信号肽编码序列的第一碱

基 * 形成 )*($"位点，以方便克隆该基因入转移载

体 03456789:0; # #<（ = ）；在 !"#$,%& 序列 >’端加上

%)) 终止密码子，在该终止子后加上 &&%)**（+!,
"酶切位点）以方便克隆该基因入转移载体 03456,
789:0; # #<（ = ）与表达载体 0’1*2!)（图 ?）。

图 ? !"#$,%& -.,、>.,端的序列设计

@:AB? -.,、>., 6CD 76E56C86 D67:AC FG !"#$,%&

! "# "# 改造序列的人工合成：通过 ?H 对引物设计

与合成、IJ) 聚合酶反应（链延长反应和 ’*$ 反

应）、酶切和连接反应，最后将人工合成的 !"#$,%&
克隆到大肠杆菌载体质粒 03456789:0; # #<（ = ）上，

构建出含 !"#$,%& 基因的重组质粒 03456789:0; # #<
（ = ）,!"#$,%&。
! "# "$ 重组转移载体质粒的构建：IJ) 重组操作参

照分子克隆实验手册［H］略作修改进行。筛选得含有

!"#$,%& 基因的重组转移载体质粒 0’1*2!),!"#$,%&。
! "# "% 酵母转化：将 -K( 酵母 L,>> 过夜培养菌液

接种于 -MK( N’I 液体培养基 >MO培养过夜。取过

夜培养的菌液 MP? Q MP-K( 接种于 -MMK( 新鲜 N’I
液体培养基，>MO 过夜 培 养 至 -.!MM R ?P> Q ?P-。

SO，?-MM T A 离心 -K:C，-MMK( MO无菌水重悬菌体。

离心同上，重悬于 U-MK( MO无菌水。离心同上，重

悬于 UMK( MO ?KF4V( 山梨醇溶液。离心同上，重悬

于 ?K( MO ?KF4V( 山梨醇溶液，置于冰上。将制备

的细胞 /M$( 和 - Q ?M$A 线性化 IJ) 注入 MO电击

池，混匀，置冰上 -K:C 后电击。（电压：?-MM+；电容：

U-$@；电阻：UMM%）。迅速加 ?K( MO ?KF4V( 山梨醇

溶液到电击池内，混匀。将池内液体转置 W’ 管，

>MO静置培养 HMK:C。分别取 ?-M$( 涂布含 26F8:C%X

?MM$AVK( 和含 26F8:C%X ?MMM$AVK( 的 N’I# 固体培

养基，>MO培养 U Q SD。

! "# "& 重组酵母的 ’*$ 鉴定：所用引物由 WY7Z#6,
468;%X /0*"0% W[09677:FC <:; 提供：上游引物序列为 -.,
&)*%&&%%**))%%&)*))&*,>.，下游引物序 列 为：

-.,&*)))%&&*)%%*%&)*)%**,>.。提 取 酵 母 基 因

组 IJ)，稀释至大约 ?CAV5(，作为模板 IJ)。反应

程序设置如下：&H-O，-K:C，’加 UP-5 %YE IJ) 聚

合酶。H-O 变 性 ?K:C，-SO 退 火 ?K:C，"UO 延 伸

?K:C。如此循环 >M 次。("UO最后延伸反应 "K:C。

’*$ 产物经 MP/\琼脂糖凝胶电泳分析。

! "# "’ 重组酵母的诱导表达：诱导表达操作见 :C,
]:;9FA6C 公司手册。

! "# "( 诱导表达产物的脱糖基化：建立下列反应体

系：磷 酸 氢 二 钠———柠 檬 酸（0^-P-）?M$(、1,2(^
（),2(,),J,Y86;Z4A4Z8F7YK:C:DY76 ^）MPM?5、? Q U$AV$(

蛋白质溶液（发酵液上清）-M$(，加无菌水至终体积

?MM$(；在 0^-P-、>"O条件下，反应 -_［?M］。

! "# ") 诱导表达产物鉴定：诱导表达后的发酵液离

心，将未经脱糖基化处理以及处理过的上清作 #I#,
’)&W 鉴定、植酸酶酶活测定［S］，酶活单位定义为：在

一定条件下，每分钟释放出 ?CKF4 无机磷酸所需要

的酶量为 ?5。

! "# "* 植酸酶高产工程菌的筛选：在 26F8:C%X高抗

性筛选的基础上，通过单克隆菌株诱导表达产物的

酶活测定，获得高产菌株。

! "# "!+ 重组植酸酶酶学性质测定：在不同 0^ 值与

温度条件下，测定重组酵母菌株诱导表达后，上清中

的植酸酶活性；并绘制出植酸酶活的 0^ 曲线与温

度曲线。

! "# "!! 工程菌发酵产酶条件的初步建立：选择廉

价的工业发酵原料，每隔 ?U_ 测定发酵上清植酸酶

酶活，绘制发酵液的酶活时间曲线。

# 结 果

# "! !"#$,%& -./ 片段的获得

经改造后 !"#$,%& 的序列（图 U）委托大连宝生

物工程公司人工合成；最后将全长 !"#$,%& 基因通

过 )*($"位点、+!, "位点克隆入 03456789:0; # #<
（ = ），构建出含 !"#$,%& 基因的重组质粒 03456789:0;
# #<（ = ）‘ !"#$,%&。
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图 ! !"#$"%& 的人工合成基因序列

#$%&! ’() *+,$-$.$*/ 012,(),$. %)2) 0)34)2.) 5- !"#$"%&；
’() .(*2%)6 .56520 *+) $26$.*,)6 71 54,/$2)&

’() .(*2%)6 7*0)0 *+) $26$.*,)6 71 $,*/$.

! "! 含 !"#$#%& 基因的重组转移载体质粒的构建

构建 含 ’"#$"%& 基 因 的 重 组 转 移 载 体 质 粒

89:;<!="’"#$"%&（图 >）。转移载体质粒 89:;<!= 多

克隆位点上游依次含有!信号肽编码序列、=?@"
启动子。将 8A/4)0.+$8, # BC（ D ）"’"#$"%& 经 (")"E
*’+"酶切得到的含有 ’"#$"%& 基因的 F>GH78 片段

插入 至 89:;<!= 经 (")"E*’+"切 出 的 窗 口 中。

(")"E*’+"酶切鉴定结果表明构建得到 89:;<!="
’"#$"%&（图 I）。

! "$ 重组酵母的获得与鉴定

通过 电 击 法 将 经 ,%- "单 酶 切 线 性 化 的

89:;<!="’"#$"%& 转化入毕赤酵母 @">> 菌株。分别

涂 布 每 JK 含 抗 生 素 <)5.$2’L FMM$%、HMM$% 以 及

FMMM$% 的 N9OB 平板；!PQ 培养 IP( 后，有菌落出

现；挑取单克隆菌株，提取酵母基因组 OR=，9;S 鉴

定，扩增得到 !TMU7 的 OR= 片段（若未发生整合，则

不能扩增得 OR= 片段；若整合入酵母基因组的是不

含目的基因的空载体，则只能扩增得到 MTVU7 左右

的 OR= 片 段）；证 明 重 组 转 移 载 体 质 粒 89:;<!="
’"#$"%& 成功整合入酵母基因组 OR= 中（图 H）。

! "% &’()#*+ 基因在 ,#$$ 酵母细胞中的诱导表达

将重组酵母用 !HMJK ALWN 培养基，在 !XQ、

!HM+EJ$2 条件下培养 IP(；将细胞用 IMMM+EJ$2、HJ$2
离心沉淀，转移入 F!HJK ALLN 培养基，用上述条件

继续培养 G!(；在此期间，每隔 !I( 添加大约 MTHJK
甲醇，以促进其诱导表达。

图 > 重组质粒 89:;<!=" ’"#$"%& 的构建

#$%&> ;520,+4.,$52 5- ,() +).5J7$2*2,
8/*0J$6 89:;<!=" ’"#$"%&

Y& .-)S"；@& (")"；C& *’+"；R& /)0"；L&L;B；!&!0$2%*/

0)34)2.)；’I& ’I OR= /$%*0)；=?@"；$1(" 8+5J5,)+

图 I 89:;<!=" ’"#$"%& 酶切鉴定

#$%&I ;(*+*.,)+$Z*,$52 5- 89:;<!=" ’"#$"%&
71 (")"E*’+" 6$%)0,$52

F& 89:;<!= 6$%)0,)6 71 (")"E*’+"；!& 89:;<!="’"#$"%&
6$%)0,)6 71 (")"E*’+"；>& OR= J*+U)+

! "- 表达产物的 ./.#0)12 鉴定

BOB"9=WY 结果表明经过诱导表达，重组酵母分

泌了 XMUO 左右的重组蛋白入培养基；经 Y265%/1.50$"
6*0)[ 脱糖基处理后，形成一条大约 HMUO 左右的锐

带，与 8(1="*0 基因产物的理论值［H］相符（图 V）。

! "3 高产菌株的筛选

在 >GQ测定 PH 株重组酵母菌株诱导表达后，

上清中的植酸酶酶活，选出高产菌株 B9=R"%；其诱

导表达 G!( 后，上清中酶活高达 FVHMMM4EJK，为野生

型 $&’2345667& & +5423 RSSK>F>H 菌株植酸酶产量［H］的

!GH 倍。
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图 ! 重组子的 "#$ 鉴定

%&’(! )*+,&-&./,&0+ 0- 1233 ,4/+5-046*7 8&,9
:";#<!=2 !"#$2%& >? "#$

@()A= 6/4B*4；C ( 1233 ,4/+5-046*7 8&,9 :";#<!=2!"#$2%&；

3 ( 1233 ,4/+5-046*7 8&,9 :";#<!=

图 D E)E2"=FG 凝胶电泳

%&’(D E)E2"=FG 0- 5H:*4,/+, /-,*4 6*,9/+0I &+7H.&+’
@( 1233 ,4/+5-046*7 8&,9 :";#<!=2!"#$2%&；C( 1233 ,4/+5-046*7 8&,9

:";#<!=2!"#$2%&（7*’I?.05?I/,*7 >? ’()*+,#-*&.)%&’J）；3( 5&K* 6/B*4；

L( 1233 ,4/+5-046*7 8&,9 :";#<!=；! ( 1233 ,4/+5-046*7 8&,9

:";#<!=2!"#$2%&（7*’I?.05?I/,*7 >? ’()*J）

! "# 表达产物的植酸酶酶学性质的确定

实验结果表明，表达的植酸酶的最适作用 :J
值有两个，分别为 @MN 和 !MO，在 :J@MN P !MO 的 :J
范围内，表达的植酸酶均能维持较高的酶活性（图

O/）。在 :J!M!、不同温度下的酶活性测定结果表

明，植酸酶的最适作用温度为 !!Q（图 O>）。表达植

酸酶的最适 :J 和最适温度与原菌株 $ ( (.+’/ A$$R
3@3! 所产的植酸酶［@@］相比并没有明显差别。

!"$ 重组酵母植酸酶表达量与诱导培养时间的关系

酵母重组子 0 ( !%&1*/.& E"=A2"在诱导培养后

每隔 @C9 取 C6R 培养液用于测定植酸酶活性，研究

表明，在诱导培养 C@S9 之内，植酸酶的表达随诱导

时间的延长而增加，到 @DS9 接近高峰，再增加诱导

表达时间，植酸酶的表达量仅缓慢增加（图 N）。在

此基础上，选用廉价的工业发酵原料，植酸酶仍然能

图 O/ :J 曲线

%&’(O/ :J27*:*+7*+.* 0- *+K?6/,&. /.,&T&,?

图 O> 温度曲线

%&’(O> U*6:*4/,H4*27*:*+7*+.* 0- *+K?6/,&. /.,&T&,?

图 N 植酸酶诱导表达的时间曲线

%&’(N U&6* .0H45* .H4T* 0- :9?,/5* /.,&T&,? &+7H.*7 >? 6*,9/+0I

够达到相同的分泌表达水平。

% 讨 论

植酸酶（G# 3M@M3MN）属于酸性磷酸酯酶，它可

以催化 植 酸 磷 水 解 为 单 磷 酸 肌 醇 与 ! 个 无 机 磷

酸［3］。而来自黑曲霉 A$$R3@3! 菌株的植酸酶，最

适合于在单胃动物的消化道中分解植酸磷，从而达

到提高饲料利用率，降低养殖业的环境污染等作

用［@C］。限制该酶实际应用的主要瓶颈在于出发菌

株的植酸酶生产能力有限，从而导致生产成本偏

高［!］。而毕赤酵母表达系统是今年来出现的一个新

型高效真核表达系统。它除了具有真核系统的蛋白

质加工、折叠、翻译后修饰等特点，还有以下优势：

（@）表达量高；已报道的使用本文所用的 $23 #［@3］

启动 子 的 外 源 基 因 最 高 表 达 量 达 到 了 @C’VR［@L］。

（C）容易大规模生产；毕赤酵母非常适合于进行大规

模发酵来生产重组蛋白。从 @R 到@S SSSR的发酵规

模均有报道。（3）生产成本低廉。（L）遗传稳定性较

好。在本研究中经过多次传代，外源基因仍能稳定

O!C3 期 贝锦龙等：人工合成的黑曲霉 A$$R3@3! 菌株植酸酶基因在毕赤酵母系统中的高效表达



表达（相关数据另文发表）。但表达量也取决于外源

基因本身，主要体现于其所使用的密码子是否为毕

赤酵母所偏爱；国内学者对此也做了研究，并利用毕

赤酵母系统表达了改造后的来源于 !"#$%&’(()" *’&$%
!"# 的植酸酶基因，达到了摇床培养条件下，植酸酶

表达量约为 $%&&&’()* 的水平［$%］。本文报道了全人

工合成的改良黑曲霉 +,,*#$#% 植酸酶基因 #+,!--"
在毕赤酵母菌株 .-## 中的高效表达。表达植酸酶

的主要酶学性质也得到了鉴定。结果表明该植酸酶

与出发菌株所产酶性质基本一致。并且获得了在摇

床发酵生产条件下，每毫升发酵液能够产生 $"%&&&’
植酸酶的高产基因工程菌，基本满足了工业化生产

的要求。/0/-1234 结果表明与天然酶相比，该重组

酶的糖基化程度更大，这与毕赤酵母的本身的特性

相关。酶学性质测定结果表明富糖基化并未提高植

酸酶的耐热性。
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