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摘  要 : 为了获取表达羧肽酶 Taq 毕赤酵母工程菌，通过密码子优化，依据毕赤酵母密码子偏爱性，在体外

合成了栖热水生菌的耐热羧肽酶 Taq 基因。将该基因克隆到毕赤酵母表达载体 pHBM905A 上并引入 6×His 标

签，构建了重组质粒 pHBM905A-Cpase Taq。将该重组质粒转化毕赤酵母 GS115，经 1%甲醇诱导表达 72 h，
酶产量达 0.1 mg/mL。对纯化的重组酶进行酶活性分析表明在 75 ℃，pH 为 7.5 时，该酶比酶活性为 80 U/mg。本研

究首次证明了羧肽酶 Taq 能在毕赤酵母中有效分泌表达，可以被大量制备，进而为多肽水解为氨基酸奠定工业基础。 

关键词 : 羧肽酶 Taq，密码子优化，毕赤酵母，纯化  
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Abstract:  To express recombinant carboxypeptidase from Thermus aquaticus (Cpase Taq) in Pichia pastosis, the open 
reading frame coding thermostable Cpase Taq was optimized based on the preference of P. pastoris codon usage and 
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synthesized in vitro. The novel gene was cloned into P. pastoris expression vector pHBM905A and the sequence coding 
6×His tag was fused with the ORF of Cpase Taq gene. The recombinant plasmid was named pHBM905A-Cpase Taq and 
transformed into P. pastoris GS115. Transformants were induced with 1% methanol for 72 h until the enzyme yield reached 
0.1 mg/ml. The enzyme was purified and its enzymatic properties were analyzed. The results showed that the specific 
enzyme activity reached maximum at 75 ℃ and pH 7.5, which was about 80 U/mg. It was the first report about the 
secretory expression of Cpase Taq in P. pastoris GS115. Because of its large-scale preparation, this enzyme may be applied 
in industrial hydrolysis of peptides into amino acids in the future. 

Keywords:  carboxypeptidase Taq, codon optimization, Pichia pastoris, purification 

 

羧肽酶是一种作用于小肽羧基端的外切肽

酶，可以从小肽的羧基端逐个释放出游离氨基酸，

广泛存在于哺乳动物[1]、植物[2]、真菌[3]及细菌[4]

中。羧肽酶 Taq 来源于栖热水生菌 YT-1，是一种
金属羧肽酶，理论分子量大小为 58.8 kDa, 其结合
Zn2+的活性中心由 5个氨基酸组成[5]。该羧肽酶几

乎能降解所有的氨基酸残基，但不能作用倒数第 2
位为脯氨酸的肽链。 

国内羧肽酶相关的研究主要是集中在羧肽酶

A和 B，探索胰岛素的体外加工[6]，对于具有广泛

底物特异性的羧肽酶，国内少有文献报道。国外

对羧肽酶的研究比较广泛：如从啤酒酵母中提取

的羧肽酶 Y，但只是应用在小肽和蛋白质的羧基端
序列分析[7]；动物源羧肽酶用于小肽脱苦实验[8]等。 
羧肽酶 Taq 从被发现至今，其相关文献极少。

该酶仅有在大肠杆菌中表达的报道，经过繁琐的细

胞破碎和蛋白纯化后，目的蛋白占总蛋白的 1.7%[4]。

然而为了实现该酶的分泌表达，使其便于提取，以

增强实用性，为多肽水解为氨基酸奠定工业基础，

选用毕赤酵母作为该酶的表达宿主。本研究全合成

了羧肽酶 Taq 的基因，并将其克隆到宿主毕赤酵母
GS115 中，实现了其分泌表达。研究表明重组组氨
酸标签融合羧肽酶与天然羧肽酶的酶活特性存在一

定差别，其最适酶反应温度为 75 ℃，最适 pH为 7.5。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和质粒 
大肠杆菌 XL10-Gold购于 Stratagen公司。毕

赤酵母 GS115 购于 Invitrogen 公司。毕赤酵母表

达载体 pHBM905A由本实验室构建[9]。 

1.2  主要试剂 
限制性内切酶NotⅠ、CpoⅠ、EcoRⅠ、BamHⅠ、

SalⅠ，SolutionⅠ连接套装及 DNA 分子量标准均
购于 TaKaRa公司；质粒抽提和琼脂糖凝胶回收试
剂盒购于 Axygen 公司；蛋白分子量标准购于
Fermentas 公司；dNTPs Mix 购自捷瑞公司；Pfu
高保真聚合酶购自东洋纺公司；所用 PAGE 纯引
物在上海桑尼生物工程公司合成；二肽 N-苄氧羰
基 -L-苯丙氨酸 -L-亮氨酸  (Z-Phe-Leu) 为武汉
Bioyears公司合成；其他常规试剂均为进口分装或
国产分析纯。 

1.3  Cpase Taq 基因体外合成及表达载体

pHBM905A-Cpase Taq 的构建 
通过 NCBI 查询到该基因对应的氨基酸序列

(GenBank Accession No. P42663.2)，其下游额外添加
6×His标签，总共 517个氨基酸，利用DNAWorks3.2[10]

依据密码子优化设计需要的引物 (未列出)，采用两
步合成全基因的方法 [11]合成上述基因。载体

pHBM905A 以 NotⅠ、CpoⅠ双酶切，目的基因经
T4 DNA聚合酶处理后与载体连接[9]，阳性克隆由上

海桑尼生物工程公司测序并进行序列分析。 

1.4  质粒 pHBM905A-Cpase Taq 转化毕赤酵

母 GS115 
测序正确的重组质粒和空载体 pHBM905A分

别经 SalⅠ线性化，溶液回收后各得 10 μg DNA。
将线性化的质粒分别电转化至毕赤酵母 GS115 感
受态细胞，涂布 MD平板，培养 60 h后利用菌落
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PCR 鉴 定 阳 性 克 隆 ， 实 验 以 转 化 空 载 体

pHBM905A的酵母菌作为负对照。  

1.5  毕赤酵母重组子诱导表达 
诱导表达方法参照 Invitrogen毕赤酵母操作手册。 

1.6  SDS-PAGE 分析 
SDS-PAGE分析方法参照 Bio-Rad实验手册。 

1.7  羧肽酶 Taq 纯化 
将诱导 72 h后的培养基 5 000 r/min 离心 10 min，

粗酶液经截留分子量为 30 kDa超滤膜超滤处理，
并用 50 mmol/L Tris-HCl (100 μmol/L Zn2+， pH 7.2) 
洗涤粗酶液，继续超滤以除掉粗酶液中的培养基。

亲和层析柱用 50 mmol/L PBS (10 mmol/L咪唑，
pH 7.2) 洗涤 10 个柱体积，缓慢加入超滤后的酶
液。酶液和层析柱在 4 ℃孵育 90 min，弃去未结
合上清，层析柱用 50 mmol/L PBS (20 mmol/L咪
唑，pH 7.2) 洗涤 20 个柱体积。目的蛋白以     
50 mmol/L PBS (50、100、150、200、250、300、
350和 400 mmol/L咪唑，pH 7.2) 分别洗脱。 

1.8  去糖基化处理 
羧肽酶的脱糖基化实验参照NEB公司操作说明。 

1.9  羧肽酶 Taq 酶活力测定及酶活力单位定义 
酶活测定参照 Doi 等的方法[12]，酶活测定以

Z-Phe-Leu 为底物，用 50 mmol/L Tris-HCl (pH 
7.5)，70 ℃反应 15 min，茚三酮作为显色剂，测
定复合物在 505 nm处的光吸收值。配制不同浓度
的亮氨酸标准溶液，绘制亮氨酸标准曲线。酶活

单位定义：每 1 min水解生成 1 μmol亮氨酸所需
的酶量作为一个酶活力单位 (U)。 

2  结果 

2.1  表达载体 pHBM905A-Cpase Taq 的构建 
表达载体 pHBM905A经NotⅠ、CpoⅠ双酶切，

通过两步法合成基因，将回收的基因片段 (图 1A) 
连接到载体 pHBM905A 上，并转化至大肠杆菌
XL10-Gold，转化子以基因专一性引物进行菌落

PCR初筛，初筛质粒再经 EcoRⅠ、BamHⅠ酶切，

琼脂糖凝胶电泳显示出酶切后释放出大小 3 000 bp
左右的 DNA片段带，与预期大小 (3 050 bp) 相符
合，上述重组子 (图 1B) 经上海桑尼生物工程公
司测序，测序结果完全正确。  

2.2  毕赤酵母重组子鉴定及羧肽酶Taq 诱导表达 
将鉴定正确的重组子摇瓶培养，每隔 24 h添

加 1%的甲醇作为诱导物，并同时取样。取 40 μL
粗酶液上清，加入 8 μL 6×SDS-PAGE上样缓冲液，
于 100 ℃煮沸 10 min，通过 SDS-PAGE检测表达。
结果显示重组羧肽酶蛋白分子量与理论值     
(58.8 kDa) 相符 (图 2)。通过蛋白质定量分析表明，
诱导 72 h后总蛋白量可达到最大值 0.1 mg/mL，酶
活力测定显示酵母发酵上清的酶活性为 11.6 U/mg，
从第 72 h开始，总蛋白开始出现部分降解。 

 

 
 

图 1  Cpase Taq 基因合成的结果  
Fig. 1  Result of Cpase Taq gene synthesis. (A) The 
synthesis of Cpase Taq gene. M: DNA marker DL2000; 
1: Cpase Taq gene. (B) The profile of the recombinant 
plasmid. 

 

 
 

图 2  不同诱导时间重组羧肽酶的表达情况 
Fig. 2  SDS-PAGE (4%−12%) analysis of recombinant 
Cpase Taq expression in different induction time. M: 
protein marker; 1−5: expression of recombinant Cpase 
Taq from the first day to the fifth day, respectively; 0: 
GS115 (pHBM905A）control. 
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2.3  羧肽酶 Taq 的纯化及活性测定 
洗脱成分经 SDS-PAGE检测显示 300 mmol/L

咪唑的 PBS 洗脱效果最好 (图 3)。粗酶液超滤后
的酶活性为 59.4 U/mg，亲和层析纯化完的酶活性
为 77.6 U/mg (图 4)。经软件(http://www.cbs.dtu.dk/ 
services/NetNGlyc/) 预测该蛋白不含潜在的糖基化
位点，通过 Endo H (29 kDa) 去糖基化处理该酶，
也表明该蛋白没有被明显地糖基化 (图 5)。 

2.4  酶学性质分析 
酶活测定显示，在 50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)

中，最适作用温度为 75  (℃ 图 6A)，在 50 mmol/L不
同 pH的反应缓冲液中：柠檬酸缓冲液 (pH 4.5−6.0)、
Tris-HCl (pH 6.5−8.5)、硼酸盐缓冲液 (pH 9.0−10.5)，
其最适作用 pH为 7.5 (图 6B)。 

 

 
 

图 3  目的蛋白的纯化 
Fig. 3  Purification of interest protein. M: protein 
marker; 1: the purofication step of Ni2+affinity 
chromatography; 2: the purification step of ultrafiltration.  

 

 
图 4  不同纯化步骤的酶活力 
Fig. 4  Enzyme activities of different purification 
steps. A: enzyme activity of culture supernatant; B: 
enzyme activity by ultrafiltration; C: Enzyme activity 
by affinity chromatography. 

 

 
图 5  羧肽酶 Taq 去糖基化 
Fig. 5  Deglycosylation of Cpase Taq. M: protein 
marker; 1: cpase Taq coped with Endo H; 2: cpase Taq 
control without Endo H. 

 
 

图 6  温度 (A) 和 pH (B) 对重组酶活性的影响 
Fig. 6  Effects of temperature (A) and pH (B) on 
activity of the recombinant enzyme. 

3  讨论 

动物来源的羧肽酶基因经常带有前肽编码序

列[13-14]，异源表达都以酶原的形式存在，应用的

前提是体外激活[1]，这种非特异性激活往往不能赋

予酶完整的活性[15]，给应用带来障碍。国外羧肽

酶 Taq 之前仅有在大肠杆菌中表达的报道，纯化
极其繁琐，工业应用前景不强。 

本实验通过密码子优化，使羧肽酶 Taq 可以
在毕赤酵母中有效大量地分泌表达。和传统的羧

肽酶相比，羧肽酶 Taq 分泌出酵母细胞外时，以
成熟的形式存在，且具备高活性 80 U/mg。并且纯
化过程只需两步操作，就可以获得大量的高酶活

羧肽酶 Taq，这是大规模制备和生产羧肽酶 Taq的
基础。酶学性质实验发现，组氨酸标签融合的羧

肽酶 Taq最适 pH和温度与天然的酶有一定差别。
天然酶的最适 pH为 8.0，最适温度为 80 ℃，本实
验研究组氨酸标签融合重组酶的最适 pH为 7.5左
右，最适温度为 75 ℃，在 70 ℃以上，该酶保持
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较高活性。产生该差异的机制目前并不清楚，毕

赤酵母表达的分泌蛋白往往容易发生 N-糖基化，
N-糖基化往往可以改变酶的某些生物学活性[16]，

通过去 N-糖基化处理发现毕赤酵母表达的羧肽酶
Taq不带有 N-糖基化，然而是否是组氨酸标签影响了
羧肽酶 Taq最适作用 pH和温度仍然有待研究。 

由于羧肽酶水解能力差，作用底物范围小，

羧肽酶极少应用于工业生产。而本研究中的重组

羧肽酶 Taq 具有高酶活和广泛的底物特异性等特
点，有大规模应用于工业酶法水解多肽的前景，

但是该酵母工程菌在小肽水解方面的工业应用值

得我们更深入的探索。 
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