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黑曲霉果胶裂解酶基因在毕赤酵母 Pichia pastoris 

GS115中的表达 

强慧妮, 杨欣伟, 田宝玉, 柯崇榕, 林伟铃, 吕睿瑞, 黄薇, 王春香, 黄建忠 

福建师范大学 工业微生物教育部工程研究中心 生命科学学院 福建省现代发酵技术工程研究中心, 福州 350108 

摘  要: 利用 RT-PCR 技术从黑曲霉(EIM-6)中扩增得到去除信号肽的果胶裂解酶基因 A, 将其插入到毕赤酵母表达载

体 pPIC9k 上, 构建重组表达质粒 pPIC9K-pelA, 电击转化毕赤酵母 GS115, 得到了表达成功的工程菌株。用终浓度为

1.5%的甲醇对其进行诱导, 将发酵上清液浓缩后, 用盐酸法测定其酶活可以达到 2.3 U/mL。通过对重组毕赤酵母诱导表

达产物进行 SDS-PAGE 鉴定, 发现重组毕赤酵母分泌了 1 个约 38 kD 的蛋白, 与该酶基因产物的理论值相符, 并通过水

解圈法测定验证, 均说明果胶裂解酶得到正确的分泌表达. 

关键词 : 黑曲霉 , 果胶裂解酶 , 毕赤酵母 , 表达  

Expression of a pectin lyase A gene from Aspergillus niger in 
Pichia pastoris GS115 
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Chunxiang Wang, and Jianzhong Huang 
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Abstract: In this study, the mature peptide sequence of a pectin lyase gene A was amplified from Aspergillus niger strain EIM-6 by 

using RT-PCR reverse transcription technique. The cloned gene was then inserted into a Pichia pastoris expression vector pPIC9k to 

produce the recombinant expression plasmid pPIC9K-pelA. By using electric shocks, we successfully transformed the recombinant 

pPIC9K-pelA into Pichia pastoris GS115. The activity of the engineered strain reached to 2.3 U/mL after induction with the final 

concentration of 1.5% methanol. SDS-PAGE analysis r evealed that the pPIC9K-pelA transformant had an additional protein band of 

approximately 38 kD, which was not present in the control. There were no significant differences between the recombinant and native 

pectin lyase with regard to their hydrolysis activities. 

Keywords: Aspergillus niger, pectin lyase, Pichia pastoris GS115, expression

果胶酶(Pectinases) 是指分解果胶质的一类酶

的总称, 是复合酶。其中裂解酶(Lyases)是果胶降解

过程中重要的酶, 它能够断裂高度甲酯化果胶内部

的糖苷键, 不需要果胶酯酶的预先作用[1]。果胶酶可 
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来源于动物、植物和微生物, 但微生物因具有生长

速度快、生长条件简单、代谢过程特殊和分布广等

特点而成为果胶酶的重要来源。我国从 90年代初开

始对果胶裂解酶进行研究, 对于果胶酶的研究报道

很多, 但是来源于不同菌株的果胶裂解酶的性质有

很大的差别[2-4]。本实验从一株具有较高果胶酶活性

的黑曲霉菌株出发。 鉴于此黑曲霉菌株在进行了紫

外诱变和培养基优化等方面的改造之后, 已使其整

体酶活有所提高, 但是其极易退化, 即传代次数很

短, 酶活下降便很严重, 而且黑曲霉分泌的杂蛋白

较多, 这在一定程度上增加了纯化的难度。而毕赤

酵母作为近年来发展较快的一种表达系统, 具备典

型的真核生物分子生物学特性, 能够对真核生物产

生的外源蛋白进行正确的加工折叠和翻译后修饰 , 

进而实现其成功表达。其次, 毕赤酵母作为一种表

达系统, 其表达外源蛋白的表达量高, 且所表达蛋

白的稳定性好, 分泌量大。目前, 已经成功地利用毕

赤酵母构建了多种表达宿主。再者, 毕赤酵母既具

备了原核生物的生长快速、易于培养和宿主与表达

质粒多样性的特点, 又克服了原核表达系统的一系

列缺陷, 较之酿酒酵母和原核表达更有利于真核蛋

白的表达特征[5-6]。故本实验尝试从该黑曲霉中克隆

到果胶裂解酶基因 A, 并在毕赤酵母 GS115中表达, 

通过测定其酶活以及酶学特性的研究与其在同源宿

主中的相关参数进行比较, 期望得到能够断裂高度

甲酯化果胶且高酶活的单一果胶裂解酶。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

黑曲霉(Aspergillus niger)菌株EIM-6, 大肠杆菌

DH5α, 均由本实验室保藏。毕赤酵母  Pichia 

pastoris GS115 及分泌型表达载体 pPIC9K 购自 

Invitrogen公司。 pMD18-T载体购自 TaKaRa 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  引物合成与果胶裂解酶 A 基因的 PCR 扩增 

根据已公布的黑曲霉果胶裂解酶基因设计引物, 

扩增获得果胶裂解酶的全长基因组基因。以测序获得

的基因序列设计引物 P1、P2, 以抽提出的黑曲霉总 

RNA 为模板, 用 oligo-dT 引物进行反转录, 并用 P1、

P2 为引物进行特异性扩增, 获得 PelA 基因的成熟肽

序列。PCR反应程序为: 95°C 5 min; 94°C 30 s, 58°C 

1 min, 72°C 1 min 30 s, 扩增 30个循环; 72°C延伸

10 min。 

1.2.2  重组表达质粒的构建 

将纯化后的 PCR 扩增产物连接到 PMD18-T 载

体上, 并转化大肠杆菌 DH5α, 提取经过测序验证正

确菌株的质粒, 然后将其与表达质粒 pPIC9K, 分别

用限制性内切酶 Not I和 EcoRⅠ进行酶切。酶切产

物经苯酚-氯仿抽提、无水乙醇沉淀、75%的乙醇脱

盐后, 再用 T4 DNA 连接酶将二者连接。转化大肠

杆菌DH5α, 抽提 pPIC9K-pelA阳性克隆转化子的质

粒, 分别用Not I和 EcoRⅠ限制性内切酶酶切, 电泳

检测酶切效果。将构建好的酵母表达质粒

pPIC9K-pelA进行测序, 验证其阅读框是否正确。 

1.2.3 Pichia pastoris GS115感受态细胞的制备 

挑取酵母单菌落, 接种到 5 mL YPD 液体培养

基中, 30°C、250 r/min培养过夜。按 1％接种量接种

到 50 mL YPD培养基中, 30°C、250 r/min振摇培养, 

使 OD600 值达到 1.3~1.5。取培养液放置在冰上

15 min, 于 4°C、3000 r/min离心 5 min, 弃上清, 加

入 20 mL 冰预冷的无菌水, 振荡重悬菌体。4°C、

3000 r/min离心 5 min, 弃上清, 加入 10 mL冰预冷

的无菌水 , 振荡重悬菌体。4°C、3000 r/min 离心

5 min, 弃上清, 加入 10 mL冰预冷的 1 mol/L的无菌

山梨醇溶液, 重悬菌体。4°C、3000 r/min离心 5 min, 弃

上清, 加入 1 mL冰预冷的 1 mol/L的无菌山梨醇溶

液, 振荡混匀后终体积达到约 1.5 mL。 

1.2.4  线性化质粒  pPIC9K-pelA 对 P. pastoris 

GS115的转化 

取新鲜制备的感受态细胞置于冰浴中预冷。将

120 μL菌体移至新的离心管中, 加入适量 Sac I线性

化质粒(5~10 μL), 轻弹混匀, 转移到 0.1 cm 型的 

表 1  全基因组扩增引物 

Table 1  Whole genome amplification primers 

Primer name Primer sequence (53) 

Forward CCC GAA TTC GCA GTC GGC GTG TCC GGC TC (EcoRⅠ) 

Reverse CGC GCG GCC GCT TAC AGG TTG CCC TAG CCG G (NotⅠ) 
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电穿孔转化杯中。转化杯置于冰浴中放置 10 min。

调节电转化仪条件, 电压: 750 V; 电阻: 200 Ω; 电

容: 25 μF; 脉冲时间: 约 4 ms, 一次电击。电击后, 

马上在电击转化杯中加入 200 μL 经 4°C 预冷的

1 mol/L的山梨醇溶液, 轻微混匀。涂布于 MD平板, 

2~4 d检测产生单菌落情况。 

1.2.5  重组酵母阳性克隆子的筛选与鉴定 

利用 MD 平板法筛选出阳性克隆子, 并挑取该

克隆子进行培养, 最后提取它们的基因组 DNA, 如

果目的基因整合到酵母基因组中, 可以使用目的片

段 PCR引物 P1和 P2扩增到目的条带。 

1.2.6  重组酵母的诱导表达产物的 SDS-PAGE分析 

将经过测序验证正确的阳性克隆子, 即外源基

因已经成功整合到毕赤酵母基因组中的重组子接种

在装有 30 mL BMGY 培养基的 250 mL 三角瓶中, 

30°C、250 r/min 培养 18 h 至 OD600 为 1, 然后

6000 r/min 收集菌体 , 将菌体转移至装有 30 mL 

BMMY培养基的 250 mL三角瓶中进行诱导表达。

每 24 h加 1.5%的甲醇, 30°C、250 r/min培养 96 h, 将

发酵上清液进行 SDS-PAGE电泳。 

1.2.7  重组酵母的诱导表达时间的优化 

将能够成功表达外源基因的毕赤酵母重组子再

次进行诱导表达。每 24 h加入 1.5%的甲醇, 并取一

次样, 30°C、250 r/min培养 168 h。将每一次取样的

发酵上清液用 HCl法进行酶活测定。 

1.2.8  裂解酶活性分析方法 

HCl 法测定果胶裂解酶活性: 1)果胶底物配制: 

将 0.425 g果胶溶于 80 mL琥珀酸-琥珀酸钠缓冲液

中, 搅拌 3 h让其溶解后, 4°C放置 16 h, 30 000 r/min 

离心 30 min, 用缓冲液定容到 100 mL, 4°C保存。2)

待测酶样品的处理: 直接吸取酶液做适当稀释, 使

测定光吸收值在 0.25~0.4 范围内。3)裂解酶活力测

定 : 按下面的反应顺序进行操作 , 在反应过程中 , 

从加入底物开始, 向每支试管中加入试剂的时间间

隔要绝对一致, 30°C水解 30 min。 

酶活力定义: 在测定条件下, 每分钟作用果胶产

生 1 µmoL双键所需酶量定义为一个酶活力单位(IU)。

则: X=OD235×0.2424×酶溶液稀释倍数(其中 0.2424

为最终的换算系数)。 

表 2  果胶裂解酶酶活测定方法 
Table 2  Methods of measurement for pectinases activity 

No. Sample Control 

1 Add substrate 2.9 mL Add substrate 2.9 mL 

2 Preheat 30°C, 3 min Preheat 30°C, 3 min 

3 Add fermentation supernatant 
0.1 mL 

Hydrolyze 30°C, 30 min 

4 Mix Add hydrochloric acid 1 mL 

5 Hydrolyze 30°C,30 min Mix 

6 Add hydrochloric acid 1 mL 
Add fermentation supernatant 
0.1 mL 

7 Mix Mix 

8 Testing at 235 nm after zero 
setting 

235 nm zero setting 

 

1.2.9  重组果胶裂解酶的酶学特性研究 

1) 温度对酶活力的影响: 将毕赤酵母重组子诱

导 120 h 后的发酵上清浓缩后进行最适温度分析 , 

在 pH 5.5的条件, 用 HCl法测定 30°C、35°C、40°C、

45°C、50°C、55°C、60°C、65°C、70°C下的果胶裂

解酶酶活力, 做温度曲线。 

2) pH 对酶活力的影响: 将毕赤酵母重组子诱

导 120 h后的发酵上清浓缩后进行最适 pH分析, 在

最适温度 45°C下测定 pH值的变化对酶活力的影响, 

用 HCl法分别测定 pH 3.5、pH 4.0、pH 4.5、pH 5.0、

pH 5.5、pH 6.0、pH 6.5、pH 7.0时的果胶裂解酶酶

活力, 做 pH曲线。 

2  结果与分析 

2.1  黑曲霉果胶裂解酶基因的获得 

以抽提出的黑曲霉总RNA为模板, 用 oligo-dT

引物进行反转录, 并用 P1、P2 为引物进行特异性扩

增, 获得 pelA 基因(去信号肽)大小约为 1100 bp 左

右, 与理论值 1140 bp相符(图 1)。 

2.2  重组表达载体的构建 

将 pelA 基因进行 EcoR I和 Not I双酶切后插入

到毕赤酵母表达载体 pPIC9K中, 并使之位于 α因子

信号肽序列下游, 获得重组表达质粒 pPIC9K-pelA。

然后进行 EcoR I和 Not I双酶切, 得到预期片段长为

1140 bp左右和 9276 bp, 电泳结果与预期相符(图 2)。 

2.3  转化 Pichia pastoris GS115 重组子的筛选和

鉴定 

随机选择提取酵母的基因组 DNA, 用引物 P1、

P2进行 PCR验证, 可以得到一条大小约为 1100 bp  



强慧妮等: 黑曲霉果胶裂解酶基因在毕赤酵母 Pichia pastoris GS115中的表达 1965 

 

Journals.im.ac.cn 

 

图 1  果胶裂解酶 A 全长编码基因的 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification of the cDNA encoding the PLA from 

A. niger EIM-6. M: DNA marker; 1,2: PLA gene without introns 
abtained from Aspergillus niger EIM-6. 

 

 

图 2  质粒 pPIC9K+pelA 双酶切凝胶电泳图 
Fig. 2  Electrophoresis after digestion by Not I and EcoR I of 
the pPIC9K+pelAcDNA. M1: λ-Hind III digest DNA marker; 
M2: 200 bp DNA marker; 1: the plasmid of pPIC9K+ pelA 
digested with Not I and EcoR I; 2:  the plasmid of pPIC9K+ 
pelA digested with EcoR I. 
 

的条带, 这说明外源果胶裂解酶基因已经整合到酵

母基因组中, 而目的基因没有整合入毕赤酵母基因

组的野生型菌株, 则扩增不出片段大小为 1100 bp

的条带(图 3)。 

2.4  重组酵母的诱导表达产物的 SDS-PAGE 分析 

将经过验证的阳性克隆子用甲醇诱导 96 h 后, 取

其发酵液上清进行SDS-PAGE电泳(图4)。结果显示: 工

程菌发酵上清液较对照菌株(P. pastoris GS115 with 

pPIC9K)而言, 在大约 38 kD 的位置出现一条明显的

电泳条带。该条带的分子量与用生物信息学软件预 

 

 

图 3  PCR 鉴定阳性克隆子 
Fig. 3  Identification of Pichia pastoris GS115 positive clone 
by PCR. M: 200 bp DNA ladder marker; 1–3: positive 
recombinant of GS115; 4: negative recombinant of GS115. 

 

 

图 4  SDS-PAGE 分析 P. pastoris GS115 转化子诱导表达

结果 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the expression recombinant 
pectin lyase in P. pastoris GS115 transformant. M: protein marker; 
2: negative recombinant of GS115 (pPIC9K); 1: positive 

recombinant of GS115 (pPIC9K+pelAcDNA). 
 

测的果胶裂解酶的分子量大小吻合, 说明该条带很

可能就是重组子分泌产生的果胶裂解酶。 

2.5  重组酵母的诱导表达产物的酶活测定 

水解圈法: 在 1%的果胶配成的固体培养基上, 

可以看到加入重组毕赤酵母诱导发酵液的小孔周围

存在有水解圈, 而其对照不含有重组目的片段的毕

赤酵母(转 pPIC9K)周围则看不到水解圈(图 5)。 
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2.6  重组酵母的诱导表达时间的优化 

将能够成功表达外源基因的毕赤酵母重组子再

次进行诱导表达。每 24 h取一次样, 30°C、250 r/min

培养 168 h。对每一次取样的发酵上清液浓缩后, 用

HCl法进行酶活测定。结果显示在甲醇浓度为 1.5%、

诱导 120 h时, 毕赤酵母分泌的重组果胶裂解酶的表

达量达到最高值, 约为 2.3 U/mL个酶活单位(图 6)。 
 

 

图 5  透明圈法鉴定果胶裂解酶活力 
Fig. 5  Activity analysis of PLA by transparent zone. 

 

 

图 6  毕赤酵母重组子果胶酶活性分析图 
Fig. 6  Pectin lyase activity of the P. pastoris recombinant with 
1.5% methanol induction every 24 hours. 

 

2.7  重组果胶裂解酶酶学特性的研究 

2.7.1  温度对酶活力的影响 

将毕赤酵母重组子诱导 120 h 后的发酵上清液

浓缩, 然后进行最适温度分析, 在 pH 5.5的条件下, 

用 HCl法测定 30°C、35°C、40°C、45°C、50°C、55°C、

60°C、65°C、70°C下的果胶裂解酶酶活力, 做温度

曲线 (图 7)。从图中可以看出 , 在 pH 5.5、温度

40°C~50°C 的条件下, 酶活力都保持在一个较高的

水平上, 说明 40°C~50°C 是该酶作用的最适温度范

围。当温度高于 50°C以后, 酶活力随着温度的继续

升高而急速下降, 直到 70°C 时, 酶活力几乎为零。

在 35°C 时, 酶活力有一个小的波动, 推测该酶在

35°C时可能存在某种机制使得酶活下降。整体分析

可知: 该酶的最适温度范围较广, 温度较低于最适

温度范围时, 酶活力受影响程度不大, 但当温度超

过最适温度范围时, 温度的变化对酶活力的影响加

剧, 直至彻底失活。对于温度对酶活性的影响分析, 

通过做 3次平行实验, 均得到相同的结果。 

2.7.2  pH对酶活力的影响 

将毕赤酵母重组子诱导 120 h 后的发酵上清液

浓缩, 然后进行最适 pH 分析, 在最适温度为 45°C

的条件下, 用 HCl法分别测定 pH 3.5、pH 4.0、pH 4.5、

pH 5.0、pH 5.5、pH 6.0、pH 6.5、pH 7.0时的果胶

裂解酶酶活力, 做 pH曲线(图 8)。由此看出, 最适温

度 45°C下, 当 pH为 5.5时, 果胶裂解酶的活性达到

最高值, 而以此 pH值为中间值, 整个曲线呈正态分

布状。在偏酸的环境下, 酶的活力下降的幅度小于

在偏碱的环境下。该实验结果均是在进行 3 次平行

实验的基础上得出的最终结果。 

 
图 7  重组果胶裂解酶最适作用温度曲线 
Fig. 7  Optimum temperature for reaction of the recombinant 
pectin lyase A. 

 

图 8  重组果胶裂解酶最适作用 pH 值曲线 
Fig. 8  Optimum pH for reaction of the recombinant pectin 
lyase A. 
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本研究利用毕赤酵母自身分泌的杂蛋白极少且

可以进行胞外表达的特点, 来表达黑曲霉果胶裂解

酶基因 A 。同时, pPIC9K是一个常用的毕赤酵母表

达载体, 该载体包含卡那霉素抗性基因, 能够快速

筛选出高拷贝整合转化子 , 而且 , 外源基因与

pPIC9K 载体重组整合到毕赤酵母中能够分泌表  

达[7]。故本实验将来自于黑曲霉的果胶裂解酶基因

与 pPIC9K连接, 构建表达载体, 然后转化毕赤酵母, 

进而实现其异源表达。通过对诱导表达的结果进行

验证得知, 该工程菌构建成功, 只是其酶活仍低于

原始黑曲霉菌株的酶活。鉴于原始菌株易退化的特

点 , 使得其紫外诱变后获得的高酶活菌株在传代

2~3代之后酶活便由 10 U/mL降到 5 U/mL。并通过

对该构建表达成功的工程菌进行连续转接的稳定性

研究结果可知, 其最重要的特点是很好地弥补了原

始菌株遗传不稳定性的缺陷。而且通过与原始菌株

的进行比较, 发现其酶学特性没有发生改变。 

影响外源蛋白在毕赤酵母中表达的因素很多 : 

如毕赤酵母表达外源基因具有密码子偏好性 [8], 目

的基因的特性、整合位点、mRNA 的 5′和 3′非翻译

区、信号肽及培养条件等[9], 使得重组到毕赤酵母的

目的基因不能获得更高效的表达, 尤其是信号肽序

列的调整对外源蛋白质在毕赤酵母中的表达有一定

的影响[10], 酵母细胞对信号肽序列的识别有一定的

灵活性, 在一定程度上可以识别外源蛋白的信号肽

进行蛋白输送。但利用外源蛋白的天然信号肽引导

表达的重组蛋白虽可分泌, 但效率较低。因此, 在一

定程度上, 需要利用酵母本身的蛋白信号肽来引导

外源蛋白的表达[11]。另外, 还可以通过对重组酵母表

达条件的优化来获得高产的工程菌株, 例如, 接种

量、甲醇浓度、起始 pH 值和通气量等均可以影响

重组毕赤酵母的表达[12], 还可以应用一些实验设计

如通过单因素实验及正交实验, 确定重组酵母的最

佳发酵培养基[13]。另外, 随着计算机使用的普及和各

种计算方法的不断完善, 近些年来响应面方法已成

功地应用于生物技术的许多研究领域 [14-15], 所以, 

为了提高工程菌的酶活表达, 可以综合并充分地利

用上述手段。综上所述, 工程菌果胶酶在表达方面有

很大的潜力, 有必要对其进行更深入地研究。 
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