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牛凝乳酶基因在毕赤酵母中的重组表达 

张莉, 姜媛媛, 张健, 杨贞耐 
中国农业科技东北创新中心农产品加工研究中心, 长春 130033 

摘   要: 通过 PCR 技术从克隆载体 pMD18T-Prochy 上扩增牛凝乳酶原基因 , 双酶切后定向插入到酵母表达载体

pPICZaA 中,构建表达质粒 pPICZaA-Prochy, 线性化后电转化毕赤酵母 GS115, 经 PCR 和测序鉴定凝乳酶原基因成功插

入到毕赤酵母的基因组中。在甲醇诱导下进行凝乳酶的表达, SDS-PAGE 分析证明重组凝乳酶的分子量约为 37 kD, 培

养基上清液中凝乳酶的活性为 12.2 SU/mL。本研究首次应用毕赤酵母表达牛凝乳酶, 在培养基中获得分泌表达的重组

凝乳酶, 为干酪工业提供了新型及优良的凝乳酶来源。 

关键词 : 牛凝乳酶 , 分泌表达 , 毕赤酵母  

Recombinant expression of bovine chymosin in Pichia pastoris 

Li Zhang, Yuanyuan Jiang, Jian Zhang, and Zhennai Yang 

Center of Agro-food Technology, Northeast Agricultural Research Center of China, Changchun 130033, China 

Abstract: To express bovine chymosin in yeast, we amplified the prochymosin gene from the plasmid pMD18T-Prochy by PCR, 
and then cloned the gene into the expression vector pPICZaA, resulting in pPICZaA-Prochy. Pichia pastoris GS115 was used as host 
cells. Integration of the prochymosin cDNA into the Pichia pastoris genome was confirmed by PCR and sequencing analysis. 
Chymosin was expressed in Pichia pastoris successfully, and a strong band at about 37 kD was shown by SDS-PAGE. Activity tests 
showed that the chymosin activity of the culture supernatant was 12.2 SU/mL. This is the first report of successful expression of 
chymosin in Pichia pastoris. The recombinant Pichia pastoris strain obtained in this study could be further used to produce 
recombinant chymosin for cheese making. 

Keywords: bovine chymosin, secretory expression, Pichia pastoris 

凝乳酶是从未断奶的小牛皱胃中提取的一种天

冬氨酸蛋白酶, 它可以切断牛乳中的κ-酪蛋白使乳

凝固。在小牛皱胃中, 凝乳酶通常合成为一个含有

381 个氨基酸的前体聚肽——凝乳酶原前体, 凝乳

酶原前体在分泌过程中去掉 16 个信号肽形成含有

365个氨基酸的凝乳酶原。凝乳酶原无活性, 它在酸

性 pH下通过多步的自动催化过程, 去掉 N末端 42个

氨基酸形成有活性的含有 323 个氨基酸的蛋白——凝

乳酶[1]。 

凝乳酶主要的生物学功能是水解牛乳中κ-酪蛋

白的 Phe105-Met106 键, 导致牛乳凝结, 因此被广

泛用于干酪制造业。传统的凝乳酶通过宰杀未断奶
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小牛从皱胃中提取。目前世界年均约 5000万头小牛

被宰杀供提取凝乳酶, 由于全球性的小牛短缺使其

来源变得不稳定, 这种传统而昂贵的制法已不能满

足世界干酪需求量不断增长的需要。利用微生物生

物工程技术生产凝乳酶可以获得高纯度的凝乳酶 , 

生产成本低, 来源稳定。目前美国有 70%、英国有

90%的干酪是用生物工程凝乳酶生产的。 

Beppu 等[2]在 1983 年首次报道利用 Escherichia 

coli生产凝乳酶, 凝乳酶原 cDNA在 E. coli中表达, 

导致无活性的酶以包涵体的形式在细胞内积累。通

常, 在 E. coli lac启动子[3-4]、trp启动子[2,5]、tac启

动子[4]、λPR启动子、pho A启动子和 T7启动子的控

制下, 凝乳酶以 Met-凝乳酶原或 N-末端融合蛋白的

形式合成[6]。 

一些真核生物, 包括酵母、真菌已经用于凝乳

酶原和凝乳酶的生产。在 Saccharomyces cerevisiae

中, 编码凝乳酶原前体、凝乳酶原和凝乳酶的基因

在磷酸甘油酸激酶(pgk)、半乳糖苷酶(gal 1和 gal 10)

和磷酸丙糖异构酶(tpi)的控制下表达。这些蛋白质

主要以不溶形式合成, 积累在细胞中难以激活。应

用酵母分泌信号, 将转录单位整合到酵母基因组和

宿主基因组的突变体中, 凝乳酶原的分泌至少增加

80 倍, 可被激活的凝乳酶原产量可达 20 mg/L[7-9]。

在 Aspergillus nidulans 中 , 凝乳酶在使用源自     

A. niger的葡糖淀粉酶(gla A)启动子作用下以活性细

胞外酶形式合成, 但凝乳酶产量较低[10-11]。 

国内对凝乳酶研究也较早, 1988 年, 谭思元等[12]

研究了凝乳酶原 mRNA 的分离及其 cDNA 的克隆, 

成功分离了凝乳酶原 mRNA, 并通过拼接 pCT 5 及

pCT 15获得完整的凝乳酶原基因。唐兵等[13-16]研究

了凝乳酶原分子折叠和酶复性, 并通过进一步对大

肠杆菌中表达调控的研究, 有效地在大肠杆菌中表

达了牛凝乳酶。最近冯镇等 [17]克隆了小牛凝乳酶 , 

并在乳酸克鲁维酵母中进行了分泌表达。 

毕赤酵母表达系统具有表达量高、能进行蛋白

质翻译后修饰、容易大规模生产、生产成本低、外

源蛋白基因遗传稳定性较好等特点, 目前国内外已

有数百种外源蛋白基因在毕赤酵母中表达。毕赤酵

母表达系统具有很高的生物安全性, 获得包括美国

FDA在内的广泛认可。它能够对外源蛋白进行翻译

后加工, 使之更接近于天然蛋白的构象和活性, 是

一种广泛应用的真核表达系统。目前, 在我国尚未

见到利用毕赤氏酵母表达牛凝乳酶的报道。本研究

通过基因工程的方法构建牛凝乳酶毕赤酵母表达系

统, 即从小牛皱胃中克隆得到牛凝乳酶基因, 将牛

凝乳酶基因与酵母表达载体连接, 并将连接的载体

转入毕赤酵母细胞中, 从而表达重组牛凝乳酶。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 
EasySelect Pichia Expression Kit, 吉林省农业科

学院李启云博士提供 ; 大肠杆菌 JM109、质粒

pMD18T-Prochy, 本实验室保存。 
1.2  试剂与工程酶 

Ex Taq 聚合酶, pMD18T 试剂盒, DNA Marker 

DL2000、DL15000, 购自大连宝生物工程公司; 限制性

内切酶 Xho I、Xba I、Sac I, DNA回收试剂盒, T4 DNA

连接酶, 购自MBI公司; SDS、丙烯酰胺、双丙烯酰胺、

TEMED等, 购自 BBI公司; 其他试剂均为分析纯。 

1.3  仪器与设备 
PCR 扩增仪, Eppendorf Mastercycler gradient; 

全自动凝胶成像系统, AlphaImager HP; 蛋白电泳系

统 , Bio-rad Mini-Protean; 电 转 仪 , Bio-rad 

MicroPulser; 台式高速离心机 , Eppendorf 5415D; 

紫外可见分光光度计, Varian Cary 300; 高速冷冻离

心机, Thermo Sorvall Evolution RC。 

1.4  培养基 
LLB、YPD、MDH、MMH、BMGY、BMMY

培养基的组成和配制参见 Invitrogen 公司毕赤酵母

操作手册。 

1.5  PCR 扩增目的基因 
根据对酵母表达载体 pPICZaA的限制性酶切位

点分析, 并参考本实验室已克隆的凝乳酶基因序列

(GenBank Accession No. FJ768675.1), 在基因上下游

设计特异引物 ZaAProS 和 ZaAProAS, 序列见表 1, 

由上海生工生物工程有限公司合成。 

下划线部分分别是 Xho I和 Xba I酶切位点, 上

游引物中 AAAAGA 为 pPICZα 系列载体 α 分泌因子

的 KEX 2切割位点。 
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表 1  本实验中使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

ZaAProS TGCTCGAGAAAAGAGCTGAGATCACCAGG

ZaAProAS TGCTCTAGAATGATGGCTTTGGCCAGCC 

5′AOX1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 

3′AOX1 GCAAATGGCATTCTGACATCC 

 
以质粒 pMD18T-Prochy为模板, 通过 PCR扩增

得到牛凝乳酶原基因片段。PCR反应条件: 94 oC预

变性 5 min; 94 oC变性 30 s, 52 oC退火 30 s, 72 oC延

伸 90 s, 32次循环; 72 oC延伸 10 min。产物用 0.8%

琼脂糖凝胶电泳进行检测。 

1.6  酵母表达载体的构建 
回收 PCR产物, 用 Xho I和 Xba I对回收的 PCR

产物和质粒 pPICZaA分别进行双酶切。将分别回收

载体和目的基因的双酶切产物用 T4 DNA连接酶在

16 oC下连接, 构建表达载体 pPICZaA-Prochy, 将连

接产物转化大肠杆菌 JM109, 用 LLB 琼脂平板(含

Zeocin 25 μg/mL)筛选。选择阳性克隆 , 提取质粒

DNA, 用 Xho I和 Xba I双酶切验证后送上海生工生

物工程有限公司测序。 

1.7  电转化毕赤酵母 GS115 
使用 Sac I酶切重组质粒 pPICZαA-Prochy使其

线性化。65 oC加热 20 min使酶失活。制备毕赤酵母

GS115 感受态细胞。通过电脉冲法将线性化的质粒

转化到毕赤酵母 GS115中。酵母转化株经 YPD液体

培养后提取染色体DNA, 用 PCR方法验证目的基因

与染色体整合的情况。在 MDH 和 MMH 平板筛选

出 Mut+表型重组菌株。 

1.8  重组酵母的诱导表达 
将筛选得到的重组酵母 GS115/pPICZaA- 

Prochy Mut+接种于含 25 mL BMGY培养基的三角

瓶中, 30 oC、300 r/min培养 16~18 h, 至 OD600达到

2.0~6.0。室温下 3000×g 离心 5 min, 收集菌体, 用

约 200 mL BMMY重悬菌体, 使 OD600为 1.0左右。

将菌液置于 1 L 的摇瓶中, 用双层纱布或粗棉布封

口, 放置于 30 oC、300 r/min的摇床上进行诱导表达。

每 24 h向培养基中添加 100%甲醇至终浓度为 0.5%, 

每隔 24 h取样检测菌液 OD600及菌液上清凝乳酶活

力, 实验重复 3次。上清液加入饱和(NH4)2SO4至终

浓度为 60%, 4 oC放置过夜。12 000×g离心 10 min, 

收 集 上 清 蛋 白 , 真 空 冷 冻 干 燥 后 进 行

SDS-PAGE(12%)分析。 

1.9  重组凝乳酶蛋白活性检测 
将重组酵母培养液以 3000 r/min离心 5 min, 取

上清液直接用于凝乳酶活性的检测。 

凝乳酶酶活测定方法: 采用 Arima K 的方法进

行凝乳酶活性的测定。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 35oC保温 10 min, 加入

适量稀释的酶制剂, 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)。 

凝乳酶活力= 40
t

×
实验用乳量

凝乳酶量
 

实验重复 3次, 结果以 3次重复的平均值表示。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 扩增目的基因 
以含有凝乳酶原基因的 pMD18T-Prochy质粒为

模板, 经 PCR扩增得到 1100 bp左右的片段, PCR产

物回收电泳结果见图 1。 

 

图 1  牛凝乳酶原基因的克隆 
Fig. 1  PCR product of bovine prochymosin gene. M: DNA 
marker DL2000; 1: prochymosin gene. 
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2.2  酵母表达载体的构建 
将 pMD18T-Prochy 及表达载体 pPICZaA 经 

Xho I和 Xba I双酶切, 纯化回收后, 在 T4 DNA 连

接酶的作用下于 22 oC 连接 , 构建重组表达质粒

pPICZaA-Prochy, 转化大肠杆菌 JM109感受态细胞, 

获得重组菌, 挑取重组菌单克隆, 提取质粒。电泳结

果如图 2 所示, 表达质粒 pPICZaA-Prochy 经 Xho I

和 Xba I 双酶切后出现 2 条带, 其中一条带为载体, 

约 3600 bp, 另一条带为所克隆的凝乳酶基因片段, 

约 1100 bp。测序结果表明该转化菌的质粒中确实含

有目的基因片段 , 且读码框正确 , 表达质粒

pPICZaA- Prochy构建成功。 

 

图 2  重组表达质粒酶切鉴定图 
Fig. 2  Results of recombinant plasmid digested by Xho I and 
Xba I. M: DNA marker DL15000; 1: double enzyme digestion 
products. 
 

2.3  电转化毕赤酵母 GS115 
用 Sac I对表达载体 pPICZaA-Prochy进行线性

化处理 , 用电转化的方式将质粒转入毕赤酵母

GS115, 利用含抗生素 Zeocin的 YPD培养基筛选阳

性转化子。提取重组酵母菌基因组 DNA 作为模板, 

利用酵母表达载体通用引物 5′AOX1、3′AOX1和目

的基因特异性引物 ZaAProS、ZaAProAS 进行 PCR

鉴定。从图 3可以看出, 使用表达载体通用引物, 阳

性重组菌扩增出 1600 bp 左右的片段; 使用基因特

异性引物, 阳性重组菌扩增出 1100 bp左右的片段。

电泳结果显示条带大小与理论值相符, 证明线性化

的 pPICZaA-Prochy与酵母菌GS115染色体基因组成

功重组。 

挑选阳性克隆进行表型鉴定, 结果如图 4 所示, 

重组毕赤酵母在 MDH 和 MMH 平板上均能正常生

长, 说明挑选的阳性克隆均为 Mut+表型。 

 

图 3  转化子的 PCR 鉴定结果 
Fig. 3  Identification of transformant by PCR. M: DNA marker 
DL2000; 1: PCR products with universal primer; 2: PCR 
products with specific primer. 

 

图 4  重组毕赤酵母表型鉴定结果 
Fig. 4  Mut phenotype identification of recombinant Pichia 
pastoris GS115. 
 
2.4  重组酵母的诱导表达 

重组毕赤酵母 GS115/pPICZaA-Prochy 的生长

曲线及活力曲线如图 5所示。重组毕赤酵母 GS115/ 
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pPICZaA-Prochy在 24 h内进入对数生长期, 48 h以

后进入稳定生长期, 菌液 OD600维持在 3.0左右。其

产酶曲线滞后于生长曲线, 在 144 h后, 产酶有明显

上升的趋势, 192 h酶活达到最高, 为 12.2 SU/mL。 

取上清蛋白加入 2×Loading Buffer蛋白上样液, 

95 oC加热 5 min后上样。SDS-PAGE电泳结果如图

6所示, 从图中可以看出, 在分子量 37 kD处有明显

的条带。 

 

图 5  重组毕赤酵母 GS115/pPICZaA-Prochy 生长曲线及

活力曲线 
Fig. 5  Growth and activity curve of recombinant GS115/ 
pPICZaA-Prochy. 
 

 

图 6  重组酵母上清液的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of recombinant yeast supernatants.  
M: protein marker; 1: induced control yeast supernatant;        
2, 3: induced positive recombinant yeast supernatant. 
 
2.5  重组凝乳酶的酶学反应鉴定 
2.5.1  热失活试验 

加热可以使牛凝乳酶活性迅速消失。将稀释的

重组蛋白溶液 65 oC加热 20 min, 检测活性全部丧失

(图 7-5)。 

2.5.2  pH 反应试验 
牛凝乳酶处于碱性条件下(pH值大于 9.8), 由于

蛋白构象变化造成活性迅速消失。将稀释的重组蛋

白溶液调 pH值至 10.0, 反应 20 min, 检测活性全部

丧失(图 7-6)。 

2.5.3  酶抑制反应试验 
牛凝乳酶属于天冬氨酸蛋白酶, 胃蛋白酶抑制

剂 Pepstatin A可以专一地抑制天冬氨酸蛋白酶的活

性。在重组牛凝乳酶蛋白溶液中加入 Pepstatin A至

终浓度为 200 μmol/L, 反应 30 min后, 检测活性完

全丧失(图 7-7)。 

重组凝乳酶的酶学反应鉴定结果如图 7 所示, 

未添加凝乳酶的空白脱脂乳溶液、未转入凝乳酶基

因的空质粒对照均未出现凝乳反应。商品凝乳酶和

重组凝乳酶在较短时间内出现凝乳反应。重组凝乳

酶经过热处理、碱处理及蛋白酶抑制剂处理后, 其

生物活性消失, 充分证明了上清液的活性来源于重

组牛凝乳酶。 

 

图 7  重组凝乳酶活性检测 
Fig. 7  Milk-clotting test of recombinant chymosin. 1: skimmed 
milk; 2: control yeast; 3: commercial chymosin; 4: recombinant 
chymosin; 5−7: effects of temperature, pH and inhibitors on the 
activity of recombinant chymosin. 
 

3  讨论 

毕赤酵母表达系统的系列产品作为目前应用最

为广泛的酵母表达系统, 其主要的优点有: 醇氧化

酶为可调控的强启动子, 能高密度发酵, 重组蛋白

表达量高。外源基因整合在酵母基因组上, 可以稳

定存在。同时, 高效分泌表达质粒能将外源蛋白表

达后, 进行翻译后加工处理, 将外源蛋白分泌到细

胞外, 不但提高表达蛋白的活性, 而且有利于产物

的纯化, 非常适宜扩大为工业规模。目前, 国内外尚

无利用毕赤酵母表达牛凝乳酶的报道。 
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国内外学者对生物工程凝乳酶已经进行了多年

的研究 , 而且应用了不同的载体表达凝乳酶基因 , 

如大肠杆菌、酿酒酵母、乳酸克鲁维酵母、丝状真

菌等。但是使用这些载体表达的凝乳酶基因都需要

在酸性条件下活化以后 , 才能形成有活性的凝乳

酶。本研究利用 pPICZaA质粒在毕赤酵母中表达牛

凝乳酶, 不需要进一步的体外加工即可获得有活性

的凝乳酶。产生这种结果的机理可能是由于引物设

计中包含了二肽 Lys-Arg, 可以被 KEX 2 基因编码

的内切酶作用, 自动切掉 a-factor前导肽, 从而产生

有活性的蛋白, 类似假凝乳酶的产生机理[18] 。 

本研究成功构建了牛凝乳酶毕赤酵母分泌型表

达载体 pPICZaA-Prochy, 在毕赤酵母上清液中表达

有活性的重组牛凝乳酶, 活性为 12.2 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。本研究获得的重组凝乳酶不需要预酸化激活就

可以得到有活性的凝乳酶, 减少了操作步骤, 简化

了酶的纯化过程, 降低了凝乳酶生产成本。本研究

获得的重组毕赤酵母为干酪工业提供了新型及优良

的凝乳酶来源。 
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