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植酸酶 phyA 基因在解脂耶氏酵母 po1h 中的表达 

陈云 1，邹由 2，王一丁 1，马立新 2 
1 四川师范大学生命科学学院，成都 610101 
2 湖北大学生命科学学院，武汉 430062 

摘  要: 本实验通过 PCR 方法从毕赤酵母 GS115-phyA 中扩增出不含有信号肽及内含子的黑曲霉 NRRL3135 植酸酶

phyA 基因，并将其克隆到表达载体 pINA1297 中，得到表达载体 pINA1297-phyA，利用醋酸锂转化法将线性化载体转

化到解脂耶氏酵母 po1h 中，通过 YNBcasa 和 PPB 平板筛选出阳性表达菌株，阳性菌株在 YM 培养基中 28℃培养 6 d

后酶活达到最大为 636.23 U/mL。表达上清经 SDS-PAGE 分析得到表达植酸酶分子量约为 130 kDa，但通过去糖基化处

理后其分子量变为 51 kDa，与理论值相符。经过酶学性质分析表明重组植酸酶最适 pH 为 5.5，最适温度为 55℃，该酶

在 pH 2.0~8.0 处理 1 h 后仍有较高酶活，并且 90℃处理 10 min 后还有 86.08％的残留酶活，其抵抗胃蛋白酶和胰蛋白

酶能力也较强。 
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Expression of phytase gene phyA in Yarrowia lipolytica po1h 
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Abstract:  Using the polymmerse chain reaction (PCR), we amplified the phytase gene phyA from Pichia pastoris GS115-phyA in 
Aspergillus niger NRRL3135 without the signal peptide sequence and intron sequence,. Then, it was cloned into pINA1297 vector to 
generate a recombinant vector of pINA1297-phyA. pINA1297-phyA was linearized and transformed into Yarrowia lipolytica po1h by 
the lithium acetate method. The positive transformants were obtained by YNBcasa and PPB plates, after induced in YM medium at 
28°C for 6 day. The activity of the expressed phytase phyA reached 636.23 U/mL. The molecular weight of the enzyme was 130 kDa 
measured with SDS-PAGE analysis, whereas its molecular size reduced to 51 kDa after deglycosylation which is correspond with 
theoretical value. The enzymatic analysis of the recombinant phytase phyA revealed its optimal pH and temperature was 5.5 and 
55°C, which had high activity after incubated in pH ranged from 2.0 to 8.0 for 1 h. Moreover, its activity remained 86.08% after 
exposure to 90°C for 10 min. It also was resistant to pepsin or trypsin treatment. 

Keywords:  Aspergillus niger, phytase, phyA gene, Yarrowia lipolytica po1h 

植酸酶是一种新型的环保型“绿色”饲料添加

剂，它能分解饲料中的植酸和植酸盐形成禽畜可利

用的磷酸和肌醇，提高了饲料中有机磷的利用率，

减少了添加无机磷的量，降低饲料成本，减轻磷污

染，并可抑制植酸对矿物质和蛋白质的亲和力，解

除植酸的抗营养作用 [1]。而商品化植酸酶大多为来
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源于曲霉的植酸酶，其中由黑曲霉 Aspergillus niger 

NRRL3135 菌株 phyA 基因编码的植酸酶应用最早最

广泛[2]。 

目前黑曲霉 Aspergillus nigerNRRL3135 菌株

phyA 基因已经在酿酒酵母、毕赤酵母 GS115、KM71

和 X-33 中得到表达，但还未见其在非常规酵母解脂

耶氏酵母中进行表达研究，而解脂耶氏酵母被认为

是安全的 (Generally regarded as safe)，因此，能用

于食品和药物生产上。在上世纪 90 年代解脂耶氏酵

母被成功地开发为一种新的优良酵母表达系统，它

能大量分泌多种代谢产物，能利用很多普通的碳水

化合物和脂肪作为碳源，这也使得它更适合于不同

的工业应用[3]。 

1  实验材料 

1.1  菌种和质粒 
重组毕赤酵母 GS115-phyA、大肠杆菌 DH10β

为本实验室保存。pINA1297 载体和解脂耶氏酵母

polh (CLIB882：Ura−， AEP△ ， AXP△ ，Suc+) 由法

国国家科学研究中心微生物学和分子遗传学实验室

的 Catherine Madzak 教授赠送。 

1.2  试剂与培养基 
脱糖基化酶(Endoglycosidase H)、DNA 限制性

内切酶购自 Promega 公司。T4 DNA 连接酶、LATaq

酶均购自宝生物工程 (大连) 有限公司。PEG4000、

醋酸锂购自 Sigma 公司，植酸钙为实验室自制，质

粒 DNA 抽提试剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒购自

TaKaRa 公司。其他常规试剂采用进口分装或国产分

析纯。引物合成和测序由上海英骏生物工程有限公

司完成。 

YEPD 培养基：1.0％酵母提取物，2.0％蛋白胨，

2.0％葡萄糖；筛选重组解脂耶氏酵母 po1h 转化子

的 YNBcasa 培养基：0.17％YNB，2％葡萄糖，0.2％

酪蛋白水解物；PPB[4]培养基：0.132％酵母提取物，

2.0％葡萄糖，0.132％  NH4Cl，0.032％KH2PO4，

0.024％ MgSO4·7H2O，0.033％Vitamin B1；用于重

组解脂耶氏酵母 po1h 表达的 YM[5]培养基：0.5％酵

母提取物，2％麦芽膏，1％蛋白胨，1.5％葡萄糖。 

2  方法 

2.1  植酸酶 phyA 基因片段的克隆 
将重组毕赤酵母菌种 GS115-phyA 接种于 YEPD

液体培养基中，28℃培养 48 h 后挑单菌落转接到

YEPD 液体培养基中，摇床培养至大量菌体产生。

收集菌体，利用 CTAB 法[6]提取其基因组 DNA，并

检测其抽提效果。根据植酸酶 phyA 基因序列[7]设计

引物如下： 
1297phyAF:5′-TACGGCCGTTCTGGCCATGCT

GGCAGTCCCCGCCTC-3′ (下划线为 SfiⅠ酶切位

点)；1297phyAR:5′-CGGGGTACCCTAAGCAAAAC 

ACTCCGCCCAATCA-3′ (下划线为 KpnⅠ酶切位

点)；扩增的植酸酶 phyA 基因的模板为 GS115-phyA

酵母的总 DNA。PCR 扩增条件：94  5 min℃ ；94℃ 

30 s，47  35 s℃ ，72  1.5min℃ ，30个循环；72  10 min℃ 。

扩增产物用 DNA 回收试剂盒回收。 

2.2  重组表达载体 pINA1297-phyA 的构建 
通过 PCR 方法获得带有 SfiⅠ和 KpnⅠ酶切位点

的植酸酶 phyA 基因片段，对载体 pINA1297 和扩增

出的植酸酶 phyA 基因片段进行 SfiⅠ和 KpnⅠ双酶

切，凝胶回收后做连接，然后将连接液转化入大肠

杆菌 DH10β 感受态细胞，涂布到卡那霉素抗性的

LB 固体平板上，放入 37℃恒温培养箱中培养 14 h，

分别挑取长出的单菌落接种到含有卡那霉素的 LB

液体培养基中，于 220 r/min 恒温摇床中 37℃培养

20 h，用碱抽提法抽提其质粒，然后进行电泳检验

及 PCR 鉴定，所用引物为：F:5′-GCTACCGCCTTT 

ACTATTCTCACGGC-3′，R:5′-CAACGTGAGGGGA 

CGCCATGG-3′。最后将上述筛选出的重组子进行酶

切验证及测序分析，最终找到阳性克隆即为所要构

建的解脂耶氏酵母表达载体 pINA1297-phyA。 

2.3  解脂耶氏酵母的转化 
从–80℃冰箱取出 50％甘油保存的解脂耶氏酵

母 po1h，在 YEPD 平板上划线，30℃培养约 18 h，将

生长出的菌体悬浮到装有 1 mL 1 mol/L TE (pH 7.0) 

的 EP 管中，10 000 r/min 离心 1 min 弃去上清，然后

悬浮菌体到 600 μL 0.1 mol/L 醋酸锂 (pH 6.0) 中，

28℃水浴孵化 1 h 不振荡。3 000 r/min 离心 2 min 后

弃去上清，轻悬菌体到 80~120 μL 0.1 mol/L 醋酸锂 
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(pH 6.0) 中便是用于转化的感受态细胞。取 40 μL

的解脂耶氏酵母 po1h 感受态细胞加入 2 μL ssDNA

和 3 μL NotⅠ线性化的重组质粒，28℃水浴孵化

15 min 后加入 350 μL 1 mol/L PEG4000 (如需要可

加入 16 μL 1 mol/L DTT 可提高转化效率)，28℃水

浴孵化 1 h 不振荡，39℃热击 10 min，加入 600 μL 

0.1 mol/L 的醋酸锂 (pH 6.0) 中，迅速涂到筛选平板

YNBcasa 上，28℃培养 7~14 d[8]。 

由于解脂耶氏酵母 po1h 是尿嘧啶营养缺陷型的

菌株，而将含有尿嘧啶筛选标记的 pINA1297-phyA

重组表达载体转化到解脂耶氏酵母中后，重组解脂

酵母便能生长在尿嘧啶营养缺陷的 YNBcasa 平板上，

挑取长出的菌落，提取其酵母总 DNA。采用 PCR

鉴定其是否为重组子[9]，所用引物为：F:5′-GCTACC 

GCCTTTACTATTCTCACGGC-3′，R:5′-CAACGTGG 

GGACAGGCCATGG-3′。反应程序：94  10 min℃ ；

94  30 s℃ ，57  45 s℃ ，72  1.5 min℃ ，30 个循环。PCR

产物经 0.7％琼脂糖凝胶电泳分析。 

2.4  高活性重组酵母菌株的筛选 
将鉴定出的重组酵母菌株点接到 YEPD 固体平

板上 28℃培养 2 d，然后将其点到含有 0.5％植酸钙

的 PPB 平板上 28℃培养 4~7 d，挑选出水解圈大的

菌株即可能为植酸酶活性较高菌株。 

2.5  重组酵母菌株的表达 
从 PPB 平板上挑取水解圈较大的重组酵母菌株

接种到 YM 平板上 28℃培养 3~4 d，然后将其转接

到装有 100 mL 的 YM (pH 5.5) 液体培养基中，于

28℃、220 r/min 摇床中培养，离心培养液取上清即

为重组酵母菌株分泌表达的胞外植酸酶 phyA 粗酶

液，用 12％ SDS-PAGE 电泳观察结果。 

2.6  重组植酸酶酶学性质测定 
取上述植酸酶粗酶液在不同 pH 和温度条件下，

测定植酸酶酶活性。植酸酶的活性测定方法参照

GB/T18634-2009 进行，酶的活性单位定义为：在

37℃、pH 5.5 条件下每分钟水解植酸释放 1 μmoL

的无机磷所需要的酶量为 1 个酶活力单位，以 U 表

示[10]。 

2.7  胃蛋白酶和胰蛋白酶对酶活性的影响 
分别加入 500 μL 浓度为 0.5 mg/mL 的胃蛋白酶 

(用 pH 2.5 的缓冲液配制) 和胰蛋白酶 (用 pH 7.0 的

缓冲液配制) 到稀释好的 500 μL 粗酶溶液中，然后

放于 37℃水浴锅中分别处理 30、60 和 120 min，再

在常规条件下测定酶活，以未处理的酶活为 100％，

在其他条件下测得的酶活占最高酶活的百分数即为

该酶在此条件的相对酶活[11]。 

3  结果与分析 

3.1  植酸酶 phyA 基因片段的克隆 
在此 PCR 反应条件下，获得了一条长约 1.4 kb

的特异性 PCR 扩增条带 (图 1)，符合 phyA 基因去

掉信号肽和内含子后的理论长度 1347 bp，可初步判

断 PCR 扩增 phyA 基因成功。 

3.2  重组表达载体的构建 
构建含有植酸酶 phyA 基因表达片段的重组表

达载体 pINA1297-phyA (图 2)。重组表达载体经 SfiⅠ

和 KpnⅠ双酶切鉴定后得到一条约 1.4 kb 的产物 

(图 3)，与预期的植酸酶 phyA 基因序列大小一致。

重组表达载体经测序后表明重组质粒中的基因片段

即为植酸酶 phyA 基因。由此表明 pINA1297-phyA

构建成功。 

3.3  酵母的转化与筛选 
将重组表达载体 pINA1297-phyA 经 NotⅠ线性

化处理后转化解脂耶氏酵母 po1h。经过 YNBcasa 平

板筛选得到重组解脂耶氏酵母的转化子。提取酵母

基因组总 DNA 并作为模板，用目的片段所连接的部

分载体基因序列作为引物进行 PCR 扩增，得到约

1.4 kb 的电泳带 (图 4)，证明重组表达载体已经成

功整合入酵母基因组 DNA 中。 

 
图 1  PCR 扩增植酸酶 phyA 基因产物 
Fig. 1  PCR products of the phytase phyA gene. 1: λ-EcoT14 
marker; 2−5: PCR products; 6: control; 7: DNA of the 
GS115-phyA. 
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图 2  重组表达载体 pINA1297-phyA 的物理图谱 
Fig. 2  Physical map of recombinant plasmid pINA1297-phyA. 

 

图 3  重组质粒 pINA1297-phyA 的酶切鉴定 
Fig. 3  Identification of recombinant plasmid pINA1297-phyA 
by enzyme digestion. 1: λ-EcoT14 marker; 2: pINA1297; 3: 
pINA1297 digested with Sfi ; 4: pINA1297 digested with Ⅰ

Sfi  and Ⅰ Kpn ; 5: pINA1297Ⅰ -phyA; 6: pINA1297-phyA 
digested with Sfi ; 7: pINA 1297Ⅰ -phyA digested with Sfi and Ⅰ

Kpn ; 8: PCR product of pINA1297Ⅰ -phyA. 

 

图 4  重组解脂耶氏酵母 po1h 植酸酶 phyA 基因片段的

PCR 扩增 
Fig. 4  PCR amplification of phyA gene in recombinant 
Yarrowia lipolytica po1h. 1: λ-EcoT14 marker; 2−5: PCR 
products. 
 
3.4  高活性重组菌株的筛选 

酵母转化子点接到含有 0.5％植酸钙的 PPB 平

板上，由于重组解脂耶氏酵母表达的植酸酶能分解

培养基中的植酸钙而形成水解圈，则挑取其中水解

圈较大的酵母菌落，即可能为植酸酶活性较高的菌

株 (图 5)。 

3.5  植酸酶 phyA 基因的表达 
分别收集培养重组酵母的 YM 培养液，离心取

上清测其酶活，便筛选到了一株产酶活性较高的解

脂耶氏酵母，其在培养第 6 天的时候表达的植酸酶

酶活达到最大为 636.23 U/mL。经 12％ SDS-PAGE

对表达产物进行鉴定，结果表明重组解脂耶氏酵母

po1h 分泌了约 130 kDa 的蛋白，其比理论的植酸酶分

子量大，可能是由于植酸酶 phyA 基因潜在的糖基化

位点所造成，所以又用脱糖基化酶 endoglycosidase H

处理重组解脂耶氏酵母的表达产物，形成了一条约

51 kDa 的蛋白带，与植酸酶 phyA 基因产物的理论值

相符 (图 6)。 

 

图 5  重组解脂耶氏酵母生长在 PPB 平板上 
Fig. 5  Recombinant Yarrowia lipolytica grows on PPB plate. 

 

图 6  SDS-PAGE 分析重组解脂耶氏酵母 po1h 中植酸酶

的表达 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of the recombinant protein 
expressed in the recombinant Yarrowia lipolytica po1h. 1: 
protein marker; 2: the phyA phytse expressed by the 
recombinant Yarrowia lipolytica po1h; 3: the recombinant 
phytase protein was treated with Endo H. 



614    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech             May 25, 2010  Vol.26  No.5 

  

Journals.im.ac.cn 

3.6  表达产物的酶学性质 
按照文献[12]的方法配置测反应体系的缓冲液 

(0.2 mol/L 甘氨酸缓冲液 (pH 1.0、1.5、2.0、2.5、

3.0)；0.2 mol/L 乙酸-乙酸钠缓冲液 (pH 3.5、4.0、

4.5、5.0、5.5、6.0)；0.2 mol/L Tris 缓冲液 (pH 6.5、

7.0、7.5、8.0))，研究 pH 对表达的植酸酶 phyA 酶活

性的影响，以最高酶活性为 100％，其他条件下的

酶活占最高酶活的百分数即为该酶在此 pH 条件的

相 对 酶 活 。 实 验 结 果 表 明 重 组 解 脂 耶 氏 酵 母

po1h-phyA 表达蛋白在 pH 2.0~2.5 酶活较高，然后下

降，而 pH 到 5.5 时则有一个高点，其与黑曲霉

NRRL3135 中产生的植酸酶性质相似，此酶的最适

反应 pH 值为 5.5 (图 7)。 

用不同 pH 的缓冲液在 37℃下处理粗酶液

60 min，然后调回最适 pH 5.5，在常规条件下测定

酶活，考察该酶在 37℃下的 pH 稳定性。以剩余最

高酶活为 100％，其他条件下的酶活占最高酶活的

百分数即为该酶在此 pH 条件的相对酶活。从图 8

可见，pH 2.0~8.0 时，该酶可保持超过 80％的酶活

力，可见此酶在酸性、中性及弱碱性条件中都有较

强的耐受性。 

 

图 7  重组植酸酶的最适 pH 
Fig. 7  Optimal pH of the recombinant phytase activity. 

 

图 8  重组植酸酶 pH 耐受性 
Fig. 8  pH tolerance of the recombinant phytase activity. 

在不同酶反应温度下 (20℃、25℃、37℃、45℃、

50℃、55℃、60℃、70 )℃  测此酶的酶活力。从图 9

可见，重组植酸酶随着温度的增加，酶活一直呈上

升趋势，约到 55℃时酶活达到最高，当温度超过 55℃

后酶活开始下降，可见该酶活的最适反应温度为

55℃。 

将重组植酸酶分别在 70℃、80℃和 90℃下保温

10 min 后再在 37℃、最适 pH 下测定酶活性，以不

进行热处理的重组植酸酶的酶活性为 100％，其他

条件下的酶活占最高酶活的百分数即为该酶在此

pH 条件下的相对酶活。从图 10 可以看出，重组植

酸酶有好的耐热性，在 90℃处理 10 min 后酶活保留

在 86.08％。 

3.7  酶的胃蛋白酶和胰蛋白酶抗性 
随着处理时间的延长，植酸酶活力逐渐下降。

其用胃蛋白酶处理 2 h 后残留酶活为 97.08％，用胰

蛋白酶处理 2 h 后残留酶活为 88.85％。该酶抵抗胃

蛋白酶和胰蛋白酶的能力强。 

 

图 9  重组植酸酶最适温度 
Fig. 9  Optimal temperature of the recombinant phytase 
activity. 

 

图 10  重组植酸酶的热稳定性 
Fig. 10  The thermo stabilities of the recombinant phytase 
activity. 
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4  讨论 

到目前为止还未见到以解脂耶氏酵母 po1h 作

为黑曲霉 NRRL3135 植酸酶 phyA 的表达菌株报道。

本实验将黑曲霉 NRRL3135 菌株植酸酶基因整合到

解脂耶氏酵母 po1h 染色体上进行表达，并对产物进

行鉴定，发现表达的植酸酶性质与理论值基本一致，

但其耐热性有所提高，该酶经 90℃处理 10 min，残

留酶活性为 37℃时的 86.08％。比野生型的黑曲霉

NRRL 3135 植酸酶 phyA 及在毕赤酵母 X33、KM71

和 GS115 中表达的重组黑曲霉 NRRL3135 的植酸酶

提高很多，野生型的黑曲霉 NRRL3135 植酸酶 phyA

在 68℃加热 10 min 后只剩余 40％的活性，毕赤酵

母 X33、KM71 和 GS115 中表达的重组黑曲霉

NRRL3135 的植酸酶在 85℃加热 10 min 的条件下，

也只有 50％左右的活性保留[13-14]。其更高的热稳定

性，使其在饲料制粒或膨化过程中引起的酶活损失

少，基本能满足饲料加工、贮藏、使用的要求，也

就不会因为热不稳定性而限制此植酸酶在饲料中的

推广和应用。 

另外由于动物的胃液环境大多为酸性，小肠为

近中性，本研究的植酸酶在酸性及中性都保持了大

部分的酶活力，且对胃蛋白酶和胰蛋白酶抗性较强，

所以这种酶是比较适合作为饲料用酶。 
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