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摘  要 : 以淀粉为原料的同步糖化发酵是目前乙醇生产的主要途径之一。然而原料中含有的植酸不仅影响酒

精发酵效率，而且也会导致环境中难以被植物吸收的磷含量的增加，加剧环境污染。将来源于大肠杆菌的植酸

酶基因与酵母编码 α-凝集素 C 端编码序列连接并置于 α-因子分泌信号肽下游，构建植酸酶表面展示表达重组

载体 pMGK-AG-phy 并转化工业酿酒酵母，成功获得了在细胞表面锚定表达植酸酶的重组菌 PHY。重组酵母

的植酸酶表达水平达到 6.4 U/g (菌体湿重)，其最适温度为 55 ℃，最适 pH 4.0，在 pH 3.5–4.5 范围内具有较高

的活性。以玉米粉为原料的同步糖化发酵实验表明，重组酵母 PHY 的生长速度高于出发菌株，同时酒精产量

相较于出发菌株提高了 3.7%。更为重要的是发酵后酒糟中植酸磷含量与对照相比降低了 91%。构建的表面展

示表达植酸酶的重组工业酿酒酵母能够有效降低植酸含量，提高了酒糟的利用价值，减少磷排放，对燃料酒精

的环境友好生产具有重要的借鉴意义。 
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Surface display of phytase on Saccharomyces cerevisiae for 
efficient bioethanol production from corn starch 

Yan Xiao1,2, Xianzhong Chen1,2, Wei Shen1,2, Haiquan Yang1,2, and You Fan1,2 

1 Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 
2 Center of Bioresource & Bioenergy, School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 

Abstract:  Production of bioethanol using starch as raw material has become a very prominent technology. However, 
phytate in the raw material not only decreases ethanol production efficiency, but also increases phosphorus discharge. In this 
study, to decrease phytate content in an ethanol fermentation process, Saccharomyces cerevisiae was engineered for heterologous 
expression of phytase on the cell surface. The phy gene encoding phytase gene was fused with the C-terminal-half region of 
α-agglutinin and then inserted downstream of the secretion signal gene, to produce a yeast surface-display expression vector 
pMGK-AG-phy, which was then transformed into S. cerevisiae. The recombinant yeast strain, PHY, successfully displayed 
phytase on the surface of cells producing 6.4 U/g wet cells and its properties were further characterized. The growth rate and 
ethanol production of the PHY strain were faster than the parent S. cerevisiae strain in the fermentation medium by 
simultaneous saccharification and fermentation. Moreover, the phytate concentration decreased by 91% in dry vinasse 
compared to the control. In summary, we constructed recombinant S. cerevisiae strain displaying phytase on the cell 
surface, which could effectively reduce the content of phytate, improve the utilization value of vinasse and reduce the 
discharge of phosphorus. The strain reported here represents a useful novel engineering platform for developing an 
environment-friendly system for bioethanol production from a corn substrate. 

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, surface display, phytase, bioethanol, α-agglutinin 

燃料酒精是一种可再生的清洁能源，国内

外生产燃料酒精的原料有玉米、甘薯、甘蔗、

甜菜、高粱秸秆等，目前应用于工业生产的主

要是玉米类淀粉质原料。利用淀粉质原料生产

燃料酒精的方法主要有先糖化后发酵法、同步

糖化发酵法和高浓度发酵法等，同步糖化发酵

法具有发酵周期短[1]、工艺简单、能耗低、醪液

酒精浓度高等优点，值得工业推广[2]。酒精糟液

的处理是燃料酒精生产中的一个关键工序，糟

液中含有糖分、蛋白质、纤维素、氨、磷、钾

等营养成分，经浓缩处理后可用于生产动物饲

料[3-4]。酒精糟液中的磷主要以植酸磷的形式存

在，植酸磷是一种抗营养因子，不能被动物直

接吸收利用，还会影响其他矿物元素的吸收[5]，

不能被吸收的植酸磷随动物粪便排出体外后，

还会对环境造成污染[6]。 

酿酒酵母表面展示表达系统能够将异源靶

蛋白在信号肽的引导下向胞外分泌，并借助酵

母细胞内的 GPI 锚定机制定位表达于酵母细胞

表面[7]。酿酒酵母表面展示系统具有遗传操作方

便、适宜表达真核蛋白等优点，是比较理想的

展示系统[8]，在全细胞催化、蛋白纯化、细胞吸

附、抗体工程等领域广泛应用[9-10]。近几年，利

用表面展示技术改良酿酒酵母，拓展底物利用

范围提高酒精发酵性能方面取得了显著的进

步。Shigechi等通过在酵母表面共展示米根霉葡

萄糖糖淀粉酶和牛链球菌 α-淀粉酶实现了利用

不蒸煮粗玉米淀粉生产乙醇的新工艺[11]。Fujita
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等构建了共表达针尾曲霉的 β-葡聚糖苷酶、里

氏木霉的内切葡聚糖酶和纤维二糖水解酶的重

组酵母，利用同步糖化发酵，将无定形纤维素

转化为乙醇[12]。 

植酸酶能够催化植酸及其盐类水解为肌醇

与磷酸 (盐)，同时释放出与植酸 (盐) 结合的其

他营养物质，该酶能够提高饲料的营养价值，

在动物饲料生产工业中具有重要的作用[13]。在

酒精发酵生产中，添加植酸酶能够促进酵母的

发育及代谢，提高酒精生产效率，同时降低酒

糟中的植酸磷含量，提高其饲用价值，保护环

境[14]。Fujita等在清酒酒曲中加入了表达植酸酶

的米曲霉，用该酒曲进行的酒精发酵得到促进，

最终酒精产量提高了 0.5% (V/V)[15]。许宏贤等在

高粱生料酒精发酵过程中添加植酸酶，清液和

酒糟中的植酸含量明显降低，提高了酒糟作为

饲料的营养价值[16]。Khullar等在干磨法酒精生

产中添加植酸酶，酒精产量从 16.6%提高到

17.4% (V/V)，植酸酶的添加还使酒精生产副产

物酒糟蛋白饲料 (DDGS) 有较高的蛋白质含量

和较低的淀粉含量，分别从 34.2%和 8.14%变为

36.5%和 6.58%[17]。Mikulski等在淀粉水解前及

水解后分别添加植酸酶，淀粉酶的水解作用得

到促进，发酵初始糖浓度平均提高了 14.9 g/L，

酒精产量分别增加了 1.0%和 0.6% (V/V)[18]。 

本文将大肠杆菌的植酸酶基因与酵母 α-凝

集素 C 端编码序列连接并置于 α-分泌信号肽 

(Secretion signal) 下游，构建表面展示植酸酶的

重组质粒并转化酿酒酵母，获得了在细胞表面

锚定表达植酸酶的重组酵母 PHY。该重组酵母

在以玉米粉为原料的同步糖化发酵中，表现出

优于出发菌株的发酵性能，更为重要的是发酵

后酒糟中植酸磷含量与对照相比降低了 91%。

目前，我国年产玉米酒糟 350万 t左右，其中大

部分用作畜禽饲料[19]。本文构建的表面展示表

达植酸酶的重组酵母应用酒精工业生产，不仅

能有效水解植酸磷，提高全价干酒糟的饲用价

值，而且也会减少有机磷的排放。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
大肠杆菌 Escherichia coli JM109用于质粒

构建，工业酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 

CICIMY0086用于酵母转化宿主，以上菌种均由

江南大学中国高校工业微生物资源与信息中心

保藏。pMD18-T 载体购自 TaKaRa 公司，用于

目的基因的克隆和测序；质粒 pPIC9K由本实验

室保藏，用于克隆酵母分泌信号肽；含有密码

子优化后的植酸酶基因的重组质粒 pKK322-phy

和酵母表面展示载体 pMGK-AG 为实验室前期

构建，用于目的基因在酿酒酵母表面的展示。 

1.2  酶和试剂 
核酸内切酶、T4 DNA连接酶、DNA聚合

酶等分子克隆工具酶均为大连宝生物工程公司

产品；G418 购自生工生物工程 (上海) 有限公

司；PCR 引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成；酶特异性底物果胶及植酸钠为

Sigma公司产品；发酵用玉米粉为市售，淀粉含

量为 70%；耐高温 α-淀粉酶及糖化酶为江苏锐

阳生物科技有限公司产品；其他试剂均为国产

分析纯。 

1.3  培养基和培养条件 
LB培养基：0.5%酵母粉，1%蛋白胨，1%氯

化钠，37 ℃用于 E. coli的培养。添加 100 μg/mL

的氨苄青霉素用于重组菌的筛选。 
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YPD 培养基：1%酵母粉，2%蛋白胨，2%

葡萄糖，30 ℃用于 S. cerevisiae 的培养。添加

300 μg/mL的 G418用于重组酵母的筛选。 

种子培养基：2%葡萄糖，0.85%酵母粉，

0.13%氯化铵，0.01%硫酸镁，0.006%氯化钙，

30 ℃用于酿酒酵母发酵前的种子培养。 

发酵培养基：按 1∶3 (W/V) 的比例将玉米

粉与去离子水混合，调 pH 至 6.0，加入耐高温

α淀粉酶 (10 U/g)。加热料液至 95 ℃，维持 2 h。

降至室温后调 pH 至 4.5，添加去离子水以弥补

水分损失。高压蒸汽灭菌，降温后加入糖化酶 

(130 U/g) 和尿素 (终浓度 0.05%)。 

1.4  重组质粒的构建 
重组质粒构建流程如图 1 所示。根据植酸

酶基因序列设计一对引物 Phy1 (5ʹ-CAGAGTGA 

GCCTGAGTTGAAA-3ʹ) 和Phy2 (5ʹ-CCGGAATTC 

TTACTACAAGGAACAAGCTGG-3ʹ，下划线为

EcoRⅠ酶切位点)，以重组质粒 pKK322-phy 为

模板，PCR 扩增得到不含自身信号肽的植酸酶

基因 phy。将扩增得到的 phy基因用 Pfu补平后

与 SnaBⅠ酶切后的质粒 pPIC9k 连接，得到重

组质粒 pPIC9k-phy。以 P1 (5ʹ-CCGGAATTCCGA 

TGAGATTTCCTTCAA-3ʹ，下划线为 EcoRⅠ酶

切位点) 和 Phy2为引物 PCR扩增得到含信号肽

的 sphy 基因，EcoRⅠ酶切后用核酸酶 S1 处理

得到平末端片段，同样方法处理表面展示载体

pMGK-AG，T4 DNA连接酶 16 ℃过夜连接，得

到表达载体 pMGK-AG-phy。 

1.5  工业酿酒酵母的转化及转化子筛选 
重组质粒用 SacⅡ酶切线性化，电转化法转

化工业酿酒酵母，转化液涂布含有 300 μg/mL 

G418的 YPD 平板，30 ℃培养 48 h。随机挑取

转化子提取染色体 DNA，PCR扩增筛选阳性转

化子。 

1.6  酶活力测定方法 
将筛选到的阳性转化子与出发菌株分别接

种 10 mL YPD培养基，30 ℃、200 r/min培养 2 d，

12 000 r/min离心 30 s收集菌体，用乙酸-乙酸

钠缓冲液 (pH 5.0) 洗涤 2次，重悬菌体，进行

植酸酶酶活力测定。为进一步判断植酸酶的表

达位置，分别取上清液和超声波破碎后的细胞

重悬液进行酶活力测定。 

植酸酶酶活测定采用钼蓝法，具体操作如下：

将 800 μL 6.25 mmol/L的植酸钠溶液 37 ℃预热

10 min，加入 200 μL待测酶液，37 ℃反应 30 min，

立即加入 1 mL 5%的三氯乙酸终止反应，加入   

1 mL显色液 (1.5%钼酸铵溶液，2.7%硫酸亚铁，

4∶1比例混合，现用现配)，室温下静置 10 min，

8 000 r/min离心 5 min，测定其在 700 nm处的吸

光值[20]。酶活定义为：在 37 ℃、pH 5.0条件下，

每分钟从 5.0 mmol/L植酸钠溶液中释放出 1 μmol

的无机磷所需的酶量定义为 1个酶活力单位。 

为评价重组植酸酶的最适 pH，分别在 pH 3.0、

3.5、4.0、4.5、5.0、5.5.、6.0、6.5、7.0 和 7.5     

(0.1 mol/L乙酸-乙酸钠作为 pH缓冲液)，pH 7.0、

7.5、8.0、8.5和 9.0 (50 mmol/L Tris-HC1作为

pH缓冲液) 条件下，37 ℃反应 30 min，然后用

钼蓝法测定植酸酶酶活力。 

1.7  重组工业酿酒酵母发酵实验 
将筛选到的重组工业酿酒酵母与出发菌株

分别接种 10 mL YPD培养基，30 ℃、200 r/min

培养 12 h，1%接种量转接 50 mL YPD培养基，

每隔 2 h取样，在波长 600 nm下测吸光值，测

定其生长曲线。 
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图 1  重组质粒 pPIC9k-phy 和 pMGK-AG-phy 的构建 
Fig. 1  Construction of recombinant plasmid pPIC9k-phy and pMGK-AG-phy. 
 

将重组工业酿酒酵母和出发菌株分别接种

于 20 mL 种子培养基，30 ℃、200 r/min 培养   

12 h，以 1%的接种量转接新的种子培养基，30 ℃、

200 r/min培养 18 h，作为发酵实验的种子液。

发酵培养基装液量为 135 mL，接种量为 10%，

30 ℃静置发酵，每隔 8 h取样，发酵 56 h。为
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保证数据可靠性，每组实验做 3个平行。 

为进一步验证植酸酶在酒精发酵中的作

用，进行了外源添加植酸酶的工业酿酒酵母发

酵实验，发酵方法同上。 

用高效液相色谱分析发酵过程中葡萄糖的

消耗和酒精的产生，色谱柱为 Aminex HPX-87H 

离子交换柱，流动相为 10 mmol/L H2SO4，流速

0.8 mL/min，柱温 65 ℃[21]；发酵初始的总糖采

用酸水解法测定，DNS 法测还原糖，以公式计

算发酵效率：发酵效率=实测发酵酒精浓度/(初

始总糖浓度×0.511)×100%。 

实验所用发酵培养基中含有玉米粉，杂质

较多，不宜直接测定生物量。核酸在细胞中的

含量十分稳定，在代谢上也较为稳定，与菌体

量具有良好的线性关系[22]，故用菌体内的核酸

含量表示其菌体量，测定方法如下：取 1 mL发

酵液离心水洗，在沉淀中加预冷的 10%三氯乙

酸 1 mL，混匀，冰水浴中放置 2 min，离心弃

上清，沉淀中加冷的 5%三氯乙酸 1 mL，混匀，

沸水浴中加热 30 min，冷却离心，取上清 0.1 mL

稀释至 5 mL，混匀后在波长 260 nm处测吸光

值，菌体核酸量 (g/L)=A×1.72[23]。植酸磷含量

测定采用沉淀消解法，取 1 g烘干后的发酵混合

物，加入 1.2%的盐酸 50 mL，200 r/min振荡 1 h，

定性滤纸过滤，取 10 mL滤液，加入 1%的三氯

化铁 4 mL，沸水浴 30 min，冷却后离心去上清，

向沉淀物中加入 5 mL浓硝酸和 2 mL浓硫酸，

加热消解至沉淀全部溶解，定容至 100 mL；取

定容后的消解液 10 mL，加入 0.8 mol/L浓硫酸

4 mL、10 %钼酸铵 0.4 mL、去离子水 30 mL，

摇匀后加入 2%抗坏血酸 0.5 mL，定容至 50 mL，

显色 20 min，波长 660 nm处测定吸光值[24]。 

2  结果与讨论 

2.1  重组质粒的构建 
表面展示表达植酸酶的重组质粒构建流程

见图 1。首先，以质粒 pKK322-phy为模板，Phy1

和 Phy2为引物，扩增得到大小为 1 236 bp的来

源于大肠杆菌并经密码子优化的植酸酶基因 phy，

将该片段与载体 pPIC9k 连接，转化大肠杆菌

JM109，构建重组质粒 pPIC9k-phy。用限制性内

切酶 SalⅠ进行酶切验证，得到大小为 2 930 bp

和 7 588 bp的条带，酶切验证正确 (图 2A)。 

以重组质粒 pPIC9k-phy为模板，P1和 Phy2

为引物扩增得到大小为 1 508 bp的含信号肽的

sphy基因，将该片段与表面展示载体 pMGK-AG

连接，转化大肠杆菌 JM109，构建表达载体

pMGK-AG-phy。用限制性内切酶 Hind Ⅲ进行酶

切验证，得到大小为 1 056 bp、3 940 bp和 5 729 bp

的条带，酶切验证正确 (图 2B)。 

2.2  重组工业酿酒酵母的构建及酶活测定 
重组质粒 pMGK-AG-phy用 SacⅡ酶切线性

化后转化工业酿酒酵母，转化液涂布于添加了 

300 μg/mL G418的 YPD固体平板，随机挑取转

化子提取染色体 DNA，以 Phy1和 Phy2为引物进

行 PCR验证。pMGK-AG-phy转化子在 1 236 bp

处出现条带，以出发菌株染色体 DNA 为模板

PCR扩增未得到任何片段 (图 2C)。 

挑取阳性转化子与出发菌株分别接种于

YPD培养基，培养 16 h后，收集细胞，进行植

酸酶酶活力测定。7#转化子的细胞悬液测得植酸

酶酶活为 6.4 U/g (菌体湿重)，该菌株命名为

PHY；出发菌株中未测得任何酶活，说明植酸酶

基因整合在酵母染色体上并成功表达；7#转化子 
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细胞重悬液经超声波破碎后酶活为 5.8 U/g，且转

化子上清液中没有检测到酶活，说明植酸酶在

酵母细胞表面锚定表达。 

2.3  重组植酸酶的酶学性质分析 
2.3.1  重组植酸酶的最适温度及温度稳定性 

由图 3A可知，重组酶的最适温度为 55 ℃，

温度低于 55 ℃时，酶活随温度上升而上升， 

30 ℃时的酶活仅为 55 ℃时的 17%，当温度高

于 55 ℃时，酶活迅速下降，60 ℃及 65 ℃时保

留有 60%的酶活。 

将收集的重组细胞在 30 ℃、40 ℃、45 ℃、

50 ℃、55 ℃、60 ℃分别保温 1–6 h，测定重

组酶的温度稳定性，结果如图 3B所示。样品在

30 ℃时具有极好的稳定性，保温 6 h，比酶活 
 

 
 

图 2  重组质粒的酶切验证及酿酒酵母转化子的菌落 PCR 鉴定 
Fig. 2  Identification of recombinant plasmids by restriction enzyme and colony PCR verification for yeast 
transformants. (A) 1: PCR product of phy gene; 2: pPIC9k/SnaB I; 3: pPIC9k-phy/Sal I; M: DL15 000 DNA marker. 
(B) 1: phy gene fragment; 2: pMGK-AG/EcoR I; 3: pMGK-AG-phy/Hind III; M: DL15 000 DNA marker. (C) 1–3: 
PCR products using Phy1 and Phy2 as primers and yeast transformants as template; 4: PCR products using Phy1 and 
Phy2 as primers and parent S. cerevisiae as template; M: DL5 000 DNA marker. 
 

 
图 3  表面展示植酸酶的最适温度 (A) 和温度稳定性 (B) 
Fig. 3  Optimal temperature (A) and thermostability (B) of phytase displayed on yeast cell surface. 
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仍在 98%以上；40 ℃时样品稳定性依然良好，

保温 6 h，比酶活在 85%以上；酶活在 45 ℃及

50 ℃保温过程中逐渐下降，保温 3 h，样品保留

60%以上的酶活，保温 6 h，比酶活分别为 43%

和 28%；样品在 55 ℃和 60 ℃保温过程中酶活下

降较快，保温 1 h，比酶活分别降至 45%、7%。 

2.3.2  重组植酸酶的最适 pH 

由图 4 可知，表面展示的重组植酸酶在酸

性条件下酶活较高，在 pH 3.5–4.5 之间酶活力

较高，保持在 80%以上，pH 4.0 时酶活力达到

最高。当 pH 低于 3.5 或高于 4.5 时酶活力迅速

下降，当 pH为碱性条件时酶活力丧失殆尽。酿

酒酵母适宜在酸性环境中生长，酒精发酵的最

适 pH在 4–5范围[25]，重组酶最适 pH分析结果

表明该酶适合于酿酒酵母的酒精发酵环境。 

2.4  重组工业酿酒酵母发酵实验 
2.4.1  YPD培养基摇瓶发酵 

将重组酵母 PHY 与出发菌株分别接种于

YPD培养基，30 ℃、200 r/min条件下测定其生

长曲线，菌体生长情况如图 5 所示，6–10 h 为 

 

 
 

图 4  表面展示植酸酶的最适 pH 
Fig. 4  Optimal pH of phytase displayed on yeast cell 
surface. 

 
 

图 5  出发菌株和重组酵母 PHY 在 YPD 培养基中发

酵的生长曲线 
Fig. 5  Growth curve of S. cerevisiae (●) and the 
recombinant yeast PHY (▲) in the YPD medium. 
 
对数生长期，重组酵母 PHY的生长速率略快于出

发菌株，发酵 12 h后达到稳定，出发菌株 OD600

最大在 7.32 左右，重组酵母 PHY 最大在 7.38

左右，说明重组酵母在 YPD培养基中的菌体生

长情况并没有显著变化。 

2.4.2  重组酵母 PHY 和出发菌株在玉米粉培

养基中的生长和发酵性能比较 

如图 6所示，发酵前期，核酸量快速增长，

菌体生长迅速，发酵中后期随乙醇浓度的上升，

菌体生长受到抑制，核酸量逐渐趋于稳定。重

组酵母 PHY及外源添加植酸酶的出发菌株发酵

过程中的核酸量高于出发菌株，发酵 40 h核酸

量达到最大，出发菌株最大核酸量为 0.72 g/L，

重组酵母 PHY最大核酸量为 0.76 g/L，外源添

加植酸酶的出发菌株最大生物量为 0.74 g/L，重

组酵母在玉米粉培养基中的核酸量高于出发菌

株，说明其菌体生长情况优于出发菌株。 

如图 7所示，重组酵母 PHY酒精生产速率

与出发菌株相当，发酵 48 h，酒精产量最高为
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112 g/L，与对照菌株相比，酒精产量 (108 g/L)

提高了 3.7%，而外源添加植酸酶的发酵结果也

表明酒精产量有一定程度提高。发酵初始的总 
 

 
 
图 6  出发菌株、重组酵母 PHY 及外源添加植酸酶

的出发菌株在玉米粉培养基中发酵的核酸生物量 
Fig. 6  The nucleic acid content of S. cerevisiae (●), 
recombinant yeast PHY (▲) and S. cerevisiae added 
phytase (■) in the corn flour medium. 
 

 
 
图 7  出发菌株、重组酵母 PHY 及外源添加植酸酶

的出发菌株在玉米粉培养基中发酵的葡萄糖和酒精

变化图 
Fig. 7  Glucose and ethanol concentrations of the 
control of S. cerevisiae, recombinant yeast PHY and 
the control strain complemented phytase in the 
fermentation medium. 

糖浓度为 245 g/L，重组酵母 PHY及出发菌株的

发酵效率分别为 90.25%和 85.5%；发酵前 8 h，

葡萄糖浓度有明显上升，是由于糖化酶持续水

解淀粉糊精，生产葡萄糖，重组酵母 PHY发酵

过程中的葡萄糖消耗速率略快于出发菌株。外

源添加植酸酶的出发菌株发酵情况与植酸酶重

组酵母表现相似，酒精产量和葡萄糖消耗速率

略快于出发菌株，但差距不大。 

以植酸磷的形式存在于酒糟中的磷元素的

生物可利用性较低，其植酸磷含量高低不仅显

著影响着酒糟作为动物饲料的营养价值，而且

还影响环境的磷排放量[26]。我们评价了重组酵

母酒精发酵过程中植酸磷含量变化，结果如图 8

所示。发酵前期，出发菌株发酵液固形物中植

酸磷含量有所升高是由于随发酵进行，发酵液

中固形物比例减少，植酸磷得到浓缩。重组酵

母 PHY及外源添加植酸酶的出发菌株发酵液固 
 

 
 

图 8  出发菌株、重组酵母 PHY 及外源添加植酸酶

的出发菌株在玉米粉培养基中发酵过程中固形物中

的植酸磷含量的变化图 
Fig. 8  Phytate concentration of S. cerevisiae (●), 
recombinant yeast PHY (▲) and S. cerevisiae added 
phytase (■) in the corn flour medium. 
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形物中的植酸磷含量明显降低。出发菌株发酵

结束后的干酒糟中植酸磷含量为 0.68%，而重组

酵母 PHY 发酵后干酒糟中的植酸磷含量仅

0.06%，降低了 91%，外源添加植酸酶的出发菌

株发酵后干酒糟中的植酸磷含量也相应降低。 

结果表明利用表面展示植酸酶的重组酿酒

酵母酒精发酵显著降低了酒糟中的植酸和植酸

磷含量，提高了酒糟的饲用价值，同时有利于

减少有机磷的排放。但是重组植酸酶活性较低，

而且重组酵母菌对酒精发酵性能的提升也很微

弱。分析其原因，一方面可能是来源于细菌的

植酸酶基因不适宜于酵母表达系统，或者启动

子强度较弱导致重组酶的表达活力较低；另一

方面，构建整合型表达植酸酶的重组质粒尽管

提高了重组菌的稳定性，但一定程度上限制了

植酸酶基因拷贝数，从而导致了较低的重组酶

活。另外，深入分析植酸分解导致的培养基营

养成分的改变以及优化相应发酵工艺也是提高

酒精发酵性能的可能途径，值得进一步研究。 

3  结论 

本研究通过 PCR技术克隆了大肠杆菌的植

酸酶基因，并将其展示于工业酿酒酵母细胞表

面。重组酵母 PHY植酸酶酶活力达到 6.4 U/g。

表面展示的植酸酶在 pH 3.5–4.5 条件下酶活力

较高，符合酿酒酵母发酵要求。重组酵母 PHY

在玉米粉培养基中静置发酵，酒精产量提高了

3.7%，发酵过程中，重组酵母 PHY发酵液固形

物中植酸磷含量显著降低，发酵后干酒糟中植

酸磷含量相比出发菌株降低了 91%，为提高全

价酒糟的利用价值奠定了基础，同时有利于减

少环境中有机磷的排放。 
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