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摘  要 : 巴斯德毕赤酵母是用途广泛的蛋白表达系统。目前用于毕赤酵母的质粒主要以整合型质粒为主，很少见

到游离的质粒用于外源基因的表达。文中通过将来源于酵母自身的自主复制序列连接到酵母整合型表达载体

pGAP 中构成自主复制的游离型表达载体 pGAPZαA-PARS，将该载体用于表达木聚糖酶基因。转化毕赤酵母后同

传统的整合型表达菌株相比，以甘油为碳源时最高酶活达到 343 U/mL，比整合型表达提高了 45.9%。同时游离

载体表达重组酶比活相对整合表达提高了 81.2%。为了节约发酵成本，进一步研究了分别以甘油、葡萄糖、蔗糖、

混合碳源 (蔗糖︰甘油=1︰2) 等不同碳源下游离型重组菌株的表达水平。发现甘油表达水平最高，蔗糖最低，

但是以工业葡萄糖为碳源时产酶成本最低。由于 pGAP 载体不需要以甲醇为碳源，因而文中所构建的游离载体

pGAPZαA-PARS 极大促进了毕赤酵母在食品行业中的应用。同时，游离型载体可大幅度提高表达水平，为进一

步研究提高 GAP 启动子的高效表达奠定了基础。 
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Abstract:  Pichia pastoris is a versatile protein expression system. At present, the expression plasmids are integrated 

plasmids whereas the episomal plasmids are rarely used. In this study, the autonomously replicating sequence derived from 
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yeast itself was ligated into the integrative expression vector pGAP to generate an autonomously replicative expression vector 

pGAPZαA-PARS. When the vector was used to express the xylanase (XynA) gene in P. pastoris, the highest enzyme activity 

reached 343 U/mL with glycerol as the carbon source, which was 45.9% higher than that of the integrative expression. At the 

same time, the specific enzyme activity of XynA was increased by 81.2%. We further studied the expression level of recombinant 

strains with different carbon sources such as glycerol, glucose, sucrose and mixed carbon source (sucrose︰glycerol=1︰2). The 

highest expression level was achieved with glycerol and the lowest with sucrose. The episomal expression vector 

pGAPZαA-PARS greatly promotes the application of P. pastoris in the food industry because GAP promoter does not require 

methanol as induction material. Meanwhile, the episomal vector can greatly improve the expression level, which lays the 

foundation for further research to improve the high expression of GAP promoter. 

Keywords:  Pichia pastoris, episomal vector, xylanase, GAP promoter, protein expression 

 

巴斯德毕赤酵母已成为最广泛的外源蛋白表

达系统之一，已有上千种蛋白在毕赤酵母系统中

得到成功表达，重组蛋白产品涉及食品、饲料、

医药等众多行业[1]。用于食品或者饲料行业的多

种酶制剂如植酸酶、脂肪酶、甘露聚糖酶、木聚

糖酶、α-葡萄糖苷酶等利用毕赤酵母实现了产业

化规模的生产[2-3]。近些年，毕赤酵母被美国 FDA

认定为 Generally recognized as safe (GRAS) 微生

物[4]，使得毕赤酵母在食品领域具备极大的应用

潜力。毕赤酵母目前常用的表达质粒根据不同的

启动子分为 pPIC 系列甲醇诱导型表达载体 (如

pPIC3.5k、pPIC9K、pPICZ、pAO815 等) 和 pGAP

系列组成型表达载体。其中 pPIC 系列质粒含醇氧

化酶 (AOX) 启动子，该启动子是以甲醇为唯一

诱导物并受其严谨控制的强启动子，由于 AOX

表达是受转录水平调控的，其强诱导型启动子

AOX 能非常有效地控制外源基因的表达[5]。但其

也有不足之处，毕赤酵母在不受控制的条件下细

胞先生长至高密度，然后通过甲醇诱导启动外源

蛋白表达，这增加了工程菌的培养时间和工作量。

同时在大规模生产过程中，甲醇的使用也存在诸

多弊端，如易挥发、浓度不易检测、有潜在的火

灾隐患、具有毒性、不适于药品和食品蛋白的生

产等[6]，因而制约了毕赤酵母表达系统的大规模

应用。pGAP 系列质粒含 3-磷酸甘油醛脱氢酶

(GAP) 启动子，GAP 启动子受碳源调控[7]，葡萄

糖为碳源时其转录水平最高，其次是甘油、油酸，

甲醇最低[8]。相对于 AOX 启动子，虽然 GAP 启

动子表达外源蛋白的水平较低，但是该组成型启

动子不需甲醇诱导，发酵工艺简单，具有适合于

食品规模化应用的优势。因此如果能改造 pGAP

质粒进而提高异源蛋白的表达水平，将极大促进

毕赤酵母在食品领域的应用。 

基因拷贝数是毕赤酵母表达重组蛋白的一个

影响因素。目前基因拷贝数对表达量的影响仍然

无法预测，大多数情况下，外源蛋白的表达量会

随着拷贝数的增加而相应增加[9]。目前在毕赤酵

母系统中多采用在基因组上插入多个外源基因拷

贝来增加基因剂量，如通过增加博来霉素浓度来筛

选高拷贝外源基因菌株[10]，或者应用 Bgl BrickⅡ

方法将目的基因表达盒用同尾酶连接在一起，构

建成含多拷贝表达盒的重组表达质粒并整合到宿

主菌株基因组中，从而得到含高拷贝外源基因的

转化子[11]。过去认为在毕赤酵母中整合到染色体

表达比游离载体表达稳定，但研究发现整合区域

都是相邻近的位点，稳定性差，在一定条件下可

能通过同源重组而丢失[12]。此外，在酵母基因组

上整合外源基因会对细胞自身生理代谢造成不利

影响，整合到基因组中高拷贝重组菌株生长速率

和细胞活性都有降低的现象[13]。而游离型载体能

够在细胞内独立于宿主细胞本身的复制周期而实

现扩增，因而可显著增加外源基因拷贝数，同时

游离载体表达方式对菌体基因组影响很小。目前

用于毕赤酵母的质粒均为整合型质粒，尚未见到



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

714 

采用游离型表达质粒来进行异源蛋白的表达。 

木聚糖酶分布广泛，主要来自自然界中一些

真菌、细菌、无脊椎动物体内以及植物组织等[14]。

人们研究比较多的是微生物生产木聚糖酶，已经

报道的产木聚糖酶菌株有各种霉菌和链霉菌以及

芽孢杆菌等 [15-16]。木聚糖酶是糖苷水解酶  (EC 

3.2.1.x)，糖苷水解酶分成若干家族，木聚糖酶主

要分布在第 10 家族 (F10) 和 11 家族 (G11) 两大

家族[17-18]。一般来讲 F10 木聚糖酶分子质量一般

大于 30 kDa，结构复杂，含有多个结构域；而 G11

木聚糖酶多为单一结构域，相对分子质量一般小

于 30 kDa[19-21]。木聚糖酶能将木聚糖水解为低聚

木糖以及木糖单糖[22]，在造纸、面制品、低聚木

糖制备、果蔬生产、饲料等行业中有很好的应用

价值。目前木聚糖酶异源表达大多以毕赤酵母为

宿主并在甲醇诱导下实现，如在本实验室前期研究

当中，从链霉菌 Streptomyces sp. FA1 中分离纯化出

一种第 10 家族 (GH10) 的木聚糖酶 (XynA)，通过

构建毕赤酵母重组菌株在甲醇的诱导下实现较高水

平分泌表达，摇瓶水平达到 130 U/mL[23]；张慧敏等

将一种 11 家族极端耐热木聚糖酶的密码子优化基因

Syxyn11 克隆到毕赤酵母表达载体 pPIC9K 中，转化

酵母后用甲醇诱导酶活可达到 17.74 U/mL[24]。为了

消除甲醇在重组木聚糖酶生产中的应用风险，本研

究通过选用来源于酵母自身的自我复制序列 (PARS) 

改造 pGAP 表达质粒，使之成为自主复制的游离型

表达载体，不仅可以获得高拷贝数菌株，同时还可

以稳定传代。进而比较单独利用游离载体、游离载

体与基因整合联用等多种表达组合体来研究进一步

提高木聚糖酶的表达水平。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 Escherichia coli JM109 由本实验室

保存；载体 pMD19T-Simple 购于大连宝生物公司。

毕赤酵母 KM71 和表达质粒 pGAPZαA 购自

Invitrogen 公司。 

1.1.2  培养基 

YPD 液体培养基：酵母粉 5.0 g/L，胰蛋白胨

10.0 g/L，葡萄糖 10.0 g/L。YPD 固体培养基：在 YPD

液体培养基的基础配方上，添加 1.0%−2.0% (M/V) 的

琼脂。BMGY 培养基：酵母粉 5.0 g/L，胰蛋白胨

10.0 g/L，YNB 13.4 g/L，生物素 4×10–4 g/L，甘

油 10.0 g/L。发酵种子培养基：酵母粉 10.0 g/L，

胰蛋白胨 20.0 g/L，YNB 13.4 g/L，甘油 30.0 g/L。

BSM 培养基：85%磷酸 26.7 mL/L，CaSO4 0.93 g/L，

K2SO4 18.2 g/L，MgSO4·7H2O 14.9 g/L，KOH  

4.13 g/L，甘油 40.0 g/L，微量元素盐溶液 4.35 mL/L，

组氨酸 2.0 g/L。 

1.1.3  试剂 

r Taq 酶、限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、

Primer StarTM HS DNA 聚合酶、DL-10000 DNA 

Marker 均购于 TaKaRa 有限公司；Endo Hf 内切酶

购于 NEB (北京) 有限公司；琼脂糖凝胶 DNA 回

收试剂盒、PCR 纯化试剂盒和质粒提取试剂盒均

购自天根生化科技有限公司；中分子量标准蛋白、

聚丙烯酰胺凝胶电泳  (SDS-PAGE) 试剂盒均购

于碧云天生物技术有限公司  (上海)；博来霉素 

(Zeocin) 购自 Invitrogen 公司；分子级的胰蛋白

胨和酵母粉购自英国 Oxoid 公司；所有质粒测序

均由上海睿迪生物技术有限公司提供支持；无特

殊说明，其他试剂均属于国产分析纯。 

1.2  方法  

1.2.1  表达载体的构建 

自主复制序列 PARS 来源于乳酸克鲁维酵母

Kluyveromyces lactis[25]并由人工合成，同时合成的 2 对

引物序列如表 1 所示。以 PARS 序列为模板用上游引

物 F1 和下游引物 R1，扩增并回收片段，将该片段与

pGAPZαA 质粒通过 infusion 酶进行融合连接，构 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

Name Primer sequence (5–3) 
F1 ATTTGCAAGCGGAGACCAAG 
R1 GATGGCCTTTTGCTCACAT 
F2 GGCGAATTCATGGCCGAGAACACCCTTG 
R2 GGCGAGGCCGCTCAGGTGCGGGTCCAGCG

The underlined sequences are the restriction sites. 
 

建载体 pGAPZαA-PARS。设计上游引物 F2 和下

游引物 R2，并分别引入 EcoRⅠ和 NotⅠ限制性酶

切位点  (划线部分 )。扩增 xynA 后，将载体

pGAPZαA-PARS 和目的基因 xynA 经 EcoRⅠ、

NotⅠ双酶切，通过 T4 DNA 聚合酶连接处理构建

重组质粒 pGAPZαA-PARS-XynA，扩增质粒测序

正确后用于转化毕赤酵母。载体 pGAPZαA 和目的

基因 xynA 经 EcoRⅠ、NotⅠ双酶切，通过 T4 DNA

聚合酶连接处理构建重组质粒 pGAPZαA-xynA，扩

增质粒测序正确后转化毕赤酵母。 

1.2.2  质粒 pGAPZαA-PARS-xynA、pGAPZαA- 

xynA 转化毕赤酵母 KM71 

将测序正确的重组游离质粒 pGAPZαA- 

PARS-xynA 直接电转化毕赤酵母 KM71 感受态细

胞；整合型质粒 pGAPZαA-xynA 和空载 pGAPZαA

用 AvrⅡ线性化，将线性化后的质粒分别电转化

至毕赤酵母 KM71 感受态细胞，加入 1 mL 1 mol/L

预冷的山梨醇，吹打均匀，将其转入 1.5 mL EP 管

中，30 ℃、200 r/min 摇床培养 2 h，然后吸取 200 µL

涂布于 YPD 平板上，30 ℃恒温条件下培养至长出

单菌落，利用菌落 PCR 鉴定阳性克隆，实验以转化

空载体 pGAPZαA 的酵母菌作为负对照。  

1.2.3  重组毕赤酵母转化子的摇瓶表达 

将游离型质粒 pGAPZαA-PARS-xynA、整合

型质粒 pGAPZαA-xynA 转化酵母后产生的转化子

中各挑选 10 个转化子进行摇瓶诱导表达，比较各

转化子表达产物的酶活情况，以筛选酶活较高的

转化子。将转化子接种于 10 mL YPD 培养基中，于

30 ℃、200 r/min 恒温摇床培养 24 h 后转接 2.5 mL

于 50 mL BMGY 培养基中，200 r/min、30 ℃培养

24 h 后离心收集菌体，再转入 100 mL YPD 培养

基中进行表达，表达 4 d 后测酶活。所用到的各

种培养基配方参照 Invitrogen 公司毕赤酵母操作

手册。 

1.2.4  酶活力的测定 

将 0.5 g 的木聚糖 (榉木来源) 溶于 100 mL 

50 mmol/L 的磷酸缓冲液 (pH 5.5)，充分混匀。取

1 mL 底物，在 50 ℃预热 10 min，加入 1 mL 稀释

一定倍数的酶液，反应 10 min 后加入 3 mL 3,5-二硝

基水杨酸溶液，煮沸 10 min 迅速冷却，加蒸馏水

定容至 20 mL，540 nm 下测吸光度 (以灭活的酶

液为催化剂同样操作作为空白对照)。 

在上述条件下，将每分钟水解木聚糖生成 1 μmol

的木糖所需酶量定义为木聚糖酶的一个单位的酶

活力 (U)。 

1.2.5  发酵罐上罐发酵     

从–80 ℃保藏甘油管中吸取 200 μL 接到 100 mL

种子摇瓶培养基中，30 ℃、200 r/min 条件下培养

24 h 后，将 100 mL 种子接入 3.6 L 发酵罐中进行

发酵。发酵初始培养基为 BSM 培养基，发酵罐发

酵分为甘油生长阶段、甘油补料培养和不同碳源

补料培养 3 个阶段。甘油生长阶段中通过搅拌和

通风量控制 DO 在 30%，温度控制在 30 ℃，流加

氨水控制发酵液在 pH 5.0 左右，培养大约 20 h 左

右 DO 值迅速上升时，进入甘油补料培养阶段，

此时流加 50%的甘油 (含组氨酸 5 g/L) 补料，当

酵母生长到 OD600 约为 100 时停止甘油补料，DO

值再次迅速上升时，根据不同的碳源分别进行第

三阶段补料流加培养，碳源分别有甘油、葡萄糖、蔗

糖和混合碳源 (甘油︰蔗糖为 1︰2，1︰1，2︰1)，

各种碳源均配成 50%的浓度 (含组氨酸 5.0 g/L) 

进行流加。所用到的各种培养基配方参照 Invitrogen

公司毕赤酵母操作手册。 

1.2.6  Endo Hf 处理外源蛋白 

取 20 μL 发酵上清液，加入 2 μL 的 10×糖蛋
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白变性缓冲液，100 ℃煮沸 10 min。将煮好的样

品冷却至室温，加入 2 μL 10×G5 缓冲液，3 μL 

Endo Hf 内切酶，在 37 ℃酶切 1 h。将处理好的

样品进行 SDS-PAGE 分析。 

2  结果与分析 

2.1  表 达 载 体 pGAPZαA-PARS-xynA 、

pGAPZαA-xynA 的构建 

将 PCR 扩增后的 PARS 片段通过 In-Fusion

试剂盒整合进质粒 pGAPZαA 中，构建 pGAPZαA- 

PARS 质粒，将重组质粒转化大肠杆菌 JM109 后

扩增质粒，扩增质粒经 NcoⅠ和 NotⅠ酶切，得到

大小约为 900 bp 和 2 600 bp 的片段，为正确质粒 

(图 1A)，质粒经上海睿迪生物技术有限公司测序，

结果正确。将质粒 pGAPZαA-PARS 和 pGAPZαA

经双酶切后和同样双酶切的木聚糖酶基因 xynA

构 建 重 组 表 达 质 粒 pGAPZαA-PARS-xynA 和

pGAPZαA-xynA，将构建好的重组质粒用 EcoRⅠ、

NotⅠ双酶切，条带大小分别约为 3 600 和 1 300 bp 

(PGAPZαA-PARS-xynA)、3 100 和 1 300 bp (pGAPZαA- 

xynA) 为正确重组质粒 (图 1B)，质粒经上海睿迪

生物技术有限公司测序，结果正确。 

 
 

图 1  重组质粒的酶切鉴定 

Fig. 1  Identification of recombinant plasmids with 
enzyme digestion. (A) M: DNA marker; 1: 
pGAPZαA-PARS digested with EcoR and Ⅰ Not . Ⅰ (B) 
M: DNA marker; 1−2: pGAPZαA-PARS-xynA digested 
with EcoR and Ⅰ Not ; 3: pGAPZαAⅠ -xynA digested with 
EcoR and Ⅰ NotⅠ. 

2.2  摇瓶发酵 

以 pGAPZαA-PARS-xynA、pGAPZαA-xynA 分

别代表其所转化感受态酵母细胞 KM71，每种重

组毕赤酵母筛选了 10 个重组子，在 YPD 培养基

中培养 6 d 后离心取上清液测木聚糖酶活力，如

表 2 所示，所挑出的两种不同菌株转化子均能检

测到酶活，说明两种质粒都成功转化到了毕赤酵

母中并表达。重组菌 pGAPZαA-PARS-xynA 木聚

糖酶活力显然高于 pGAPZαA-xynA，前者酶活最

高达到 29.6 U/mL，后者最高为 16.0 U/mL，前者

提高了 85%。分别取两株产量最高的重组菌用于

后续发酵罐水平研究。 

2.3  发酵罐优化 

2.3.1  甘油为碳源进行 pGAPZαA-PARS-xynA、

pGAPZαA-xynA 发酵研究 

发酵罐高密度培养和摇瓶培养差别巨大，为

了进一步研究发酵罐水平下游离型菌株和整合型

菌株的产酶水平，以甘油为碳源进行两种菌株的

对比培养。图 2A 显示游离载体菌株 pGAPZαA- 

PARS-xynA 生长都较整合型菌株 pGAPZαA-xynA

稍高，到最后二者生物量接近。图 2B 说明 pGAPZαA- 

PARS-xynA 分泌量要显著高于 pGAPZαA-xynA， 

 
表 2  不同表达类型的木聚糖酶活力 

Table 2  Activity of recombinant xylanase expressed 
by P. pastoris containing episomal or an integrated 
plasmid 

Strain 
number 

pGAPZαA-xynA 
(U/mL) 

pGAPZαA-PARS-xynA
(U/mL) 

1 13.5 28.3 

2 9.9 29.6 

3 12.4 23.7 

4 9.6 17.6 

5 8.9 22.9 

6 11.7 25.0 

7 16.0 23.7 

8 14.3 23.6 

9 10.7 19.5 

10 13.4 27.0 
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图 2  游离型菌株和整合型菌株的上罐比较 

Fig. 2  Fermentation comparison of episomal and 
integrated strains. (A) Time course of biomass of strains 
with episomal or integrated plasmid. (B) The activity of 
xylanase produced by strains with episomal or integrated 
plasimid. (C) The expression level of protein in strains 
with episomal or integrated plasmid. 
 

前者最高酶活达到 343 U/mL，相对于后者最高

235 U/mL 酶活提高 45.9%。单位 OD 菌株分泌木

聚糖酶能力比较，前者为 0.71 和 0.53 IU/OD600，

游离型菌株生产木聚糖酶的能力显著强于整合型

菌株。图 2C 显示发酵罐上清液蛋白质表达量出

现一个奇怪的现象，即培养 60 h 后 pGAPZαA- 

PARS-xynA 菌株上清液蛋白质含量显著少于

pGAPZαA-xynA 菌株，前者最高含量达到 2.1 g/L，

后者则达到 2.7 g/L，说明上清液中可能有较多的

杂蛋白分泌出来，或者木聚糖酶被酵母分泌的蛋

白酶降解而降低了酶活。 

为了进一步探究 pGAPZαA-xynA 菌株发酵罐上

清液中木聚糖酶酶活降低的原因，分别对两种菌株

不同培养时间的上清液进行 SDS-PAGE 分析。

pGAPZαA-PARS-xynA 菌株上清液 (图 3A) 中含一

条清晰的 XynA 目的条带，相比之下 pGAPZaA-xynA

菌株上清液在目的条带位置有两条相邻很近的条

带 (图 3B)，说明 pGAPZαA-xynA 菌株培养上清

液中出现了除 XynA 之外的特异性杂带，推测有

可能是毕赤酵母表达外源蛋白过程中糖基化造成

的。糖基化通常使外源蛋白分子量比实际偏大，

我们通过 Endo Hf 内切酶处理 pGAPZαA-xynA 整

合型菌株发酵上清液  (图 3C) 进行去糖基化分

析，结果显示存在糖基化。糖基化的出现，直接

导致了 pGAPZαA-xynA 菌株上清液蛋白中 XynA 的

比活降低。pGAPZαA-PARS-xynA 菌株产酶比活达

到 16 333 U/g，相对 pGAPZαA-xynA 的 87 037 U/g

提高了 81.2%。 

2.3.2  不同碳源下游离型菌株的上罐发酵 

发酵过程中培养基对微生物生长、目的产物

生成起着至关重要的作用，培养基的优劣直接决

定发酵的成败。GAP 组成型启动子最大优势是不

需要甲醇诱导，因而相对于 AOX 启动子在食品

行业具有天然的优势。含组成型启动子的重组菌

其表达功能可以伴随着菌体生长而一直持续进

行，因此在有碳源提供的条件下可一直连续培养

表达。组成型启动子 GAP 可应用多种碳源进行生

长表达。本研究采用常见的碳源甘油、葡萄糖，

同时采用较为廉价的工业蔗糖为碳源，并且尝试 
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图 3  pGAPZαA-PARS-xynA 和 pGAPZαA-xynA 菌株

发酵上清中 XynA 的 SDS-PAGE 分析  

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of XynA in the fermentation 
supernatant of pGAPZαA-PARS-xynA and pGAPZαA- 
xynA. (A) Fermentation supernatant of pGAPZαA- 
PARS-xynA. M: marker; 1: 48 h; 2: 60 h; 3: 72 h; 4: 84 h; 5: 
96 h; 6: 108 h.  (B) Fermentation supernatant of 
pGAPZαA-xynA. M: marker; 1: 24 h; 2: 48 h; 3: 60 h; 4: 
72 h; 5: 84 h; 6: 96 h; 7: 108 h. (C) Deglycosylation of 
XynA in pGAPZαA-xynA fermentation supernatant. M: 
marker; 1: XynA in fermentation supernatant of 
pGAPZαA-xynA; 2: deglycosylation of XynA in 
pGAPZαA-xynA fermentation supernatant digested with 
Endo Hf. 

采用甘油和蔗糖的混合碳源对游离型 pGAP 菌株

进行培养，以降低重组木聚糖酶的制备成本。其中

蔗糖和甘油混合流加已经做过 1︰1，1︰2 和 2︰1

三种不同碳源混合流加，因 1︰2 的比例获得表达

水平最高，故本研究中采用 1︰2 比例混合碳源的

数据进行分析。从图 2 及图 4 中可以看出，对以

甘油、葡萄糖、蔗糖和混合碳源流加 4 种培养方

式，酶活最高分别为 350、304、205、281 U/mL，

以甘油为碳源时木聚糖酶的表达量最高，以蔗糖

为碳源时表达量最低，其中混合碳源和以葡萄糖

为碳源的培养结果大致接近。以单位生物量产酶

水平比较，分别为 0.71、0.65、0.74、0.66 IU/OD600，

可见不同碳源培养时菌株产酶能力大体接近，菌株

生长能力对产酶水平影响显著。 

3  讨论 

在摇瓶发酵中，pGAPZαA-PARS-xynA 菌株

产酶水平比 pGAPZαA-xynA 高 85%，发酵罐水平

高 45.9%。另外，发酵罐培养过程中单位菌体量

的产酶水平对比也是前者高出后者 33.9%，由此

可见，游离型的载体表达木聚糖酶的能力显著高

于整合型载体。由于 GAP 启动子不需要甲醇诱

导，因此构建游离的 pGAP 载体强化外源蛋白的

表达将大大拓展毕赤酵母在食品工业中的应用。

游离型载体产酶水平高于整合型表达，这可能是

由于游离型的载体具有较高的拷贝数所导致。过

去一般认为与游离状态相比载体整合到染色体中

是很稳定的，但研究表明无论是体内法还是体外

法载体都是整合在相邻近的位点，这种方式是不稳

定的，在一定条件下可能通过同源重组而丢失[12]，

导致在增加拷贝数上存在限制。 

在分泌蛋白修饰中，糖基化是一种重要修饰

方式，影响蛋白的结构与功能。在 pGAPZαA-xynA

菌株中上清液出现了明显的糖基化 XynA 蛋白，

导致 XynA 的酶活力降低。同一种酶在酵母中因 
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图 4  不同碳源培养的游离型菌株的生物量和酶活 

Fig. 4  Biomass and enzyme activity of strains with 
episomal vectors cultured with different carbon sources. 
(A) Biomass and enzymatic activity of strains with 
episomal vectors cultured with glucose as carbon source. 
(B) Biomass and enzymatic activity of strains with 
episomal vectors cultured with sucrose as carbon source. 
(C) Biomass and enzymatic activity of strains with 
episomal vectors cultured with mixed carbon sources. 

为表达方式的不同而产生不同的糖基化是一个很

奇怪的现象。这可能是外源基因整合进基因组表

达和游离载体表达的异源蛋白质加工过程存在差

异，从而产生了不同的糖基化修饰，具体机理还

有待进一步研究。 

GAP 是组成型启动子，因此能让毕赤酵母生

长的碳源均能促使酵母产酶。本研究显示不同的

碳源培养时单位生物量产酶的水平接近，因而菌

株的生长能力对产酶水平有重要影响。一般认为

毕赤酵母基因组中缺少蔗糖酶基因，因此无法利

用蔗糖[26]。但从本研究看，毕赤酵母在纯蔗糖培

养基中生长良好，但是相对于甘油和葡萄糖要缓

慢得多，产酶水平也属最低。原因可能源于甘油

进入细胞内通过磷酸化和脱氢两步后直接进入三

羧酸循环途径从而被快速利用[27]，但是蔗糖经过

转运进入细胞内还需要经过蔗糖酶分解为葡萄糖

和果糖后再加以利用，这种分解过程限制了蔗糖

的快速利用。考虑到纯蔗糖不利于菌体生长，因

此流加一定比例的甘油 (蔗糖︰甘油=1︰2) 以促

进菌株生长，此时酶活接近采用纯葡萄糖为碳源

时的产酶水平。根据工业级的甘油 4 500 元/t、葡

萄糖 2 600 元/t、蔗糖 2 300 元/t 的价格计算，以

葡萄糖为碳源的生产成本最低。 
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