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摘  要 : 基于毕赤酵母核糖体 DNA 序列  (rDNA)，构建多拷贝谷氨酰胺转胺酶基因表达载体 pPICZα-rDNA- 

mtg，并转化到表达前导肽  (Pro peptide 或 pro) 的宿主菌 pGAP9-pro/GS115，得到共表达菌株 pro/rDNA-mtg 

(GS115)。实时荧光定量 PCR (qPCR) 分析了 4 株阳性表达菌株中 mtg 基因拷贝数，进一步研究了不同基因

拷贝数对重组毕赤酵母产酶的影响及高产菌株在 3 L 发酵罐高密度发酵。结果表明，被检测的 4 株阳性表

达菌株中 mtg 拷贝数分别为 2.21、3.36、5.72 和 7.62 (mtg-2c、mtg-3c、mtg-6c 和 mtg-8c)，其发酵产酶能

力和蛋白质表达水平为 mtg-3c>mtg-2c>mtg-6c>mtg-8c；高密度发酵较低和较高拷贝数的两株菌 mtg-3c 和

mtg-6c，发酵上清的最高酶活和单位菌体酶活分别为 3.12 U/mL、52.1 U/g 湿重和 2.07 U/mL、36.5 U/g 湿

重，其中单位菌体酶活 mtg-3c 是 mtg-6c 的 1.4 倍；mtg-3c 纯化酶的最高酶活达到 7.21 U/mL，蛋白浓度为

437.2 µg /mL。通过分析拷贝数对重组毕赤酵母产酶的影响，发现 mtg-3c 适合 pro/rDNA-mtg 中 pro 和 mtg

共表达，MTG 高酶活与菌株较高分泌蛋白有关。  

关键词 : 基因拷贝数，毕赤酵母，谷氨酰胺转胺酶，核糖体 DNA 
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Abstract:  Based on the rDNA sequence of Pichia pastoris, a multi-copy gene expression vector of transglutaminase 

(pPICZα-rDNA-mtg) was constructed and transformed to the host strain (pGAP9-pro/GS115) expressing pro peptide, to obtain 
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the co-expression strain pro/rDNA-mtg (GS115). Real-time fluorescence quantitative PCR (qPCR) was used to analyze 

transglutaminase gene copy number in the 4 positive strains. We further studied the effect of gene copy on the enzyme 

production of recombinant Pichia pastoris as well as high-density fermentation of higher expression strain in a 3-L fermenter. 

The mtg copy numbers of the 4 positive strains were 2.21, 3.36, 5.72 and 7.62 (mtg-2c, mtg-3c, mtg-6c and mtg-8c), 

respectively, and the enzyme production capacity and protein expression level were mtg-3c>mtg-2c>mtg-6c>mtg-8c. Mtg-3c 

and mtg-6c of high-density fermentation had the highest enzymatic activity and enzymatic activity per unit wet weight in the 

supernatant of 3.12 U/mL, 52.1 U/g (wet weight) and 2.07 U/mL and 36.5 U/g (wet weight), respectively. In terms of enzyme 

activity per unit wet weight, mtg-3c is 1.4 times higher than that of mtg-6c. The activity of purified enzyme (mtg-3c) was up to 

7.21 U/mL and the protein concentration was 437.2 µg/mL. By analyzing the effect of mtg copy number on the enzyme 

production of recombinant strains, mtg-3c is suitable for the co-expression of two genes (pro and mtg) in pro/rDNA-mtg, and 

its enzyme activity is related to higher protein secretion of the strain. 

Keywords:  gene dosage, Pichia pastoris, transglutaminase, ribosomal DNA 

微 生 物 的 谷 氨 酰 胺 转 胺 酶  (Microbial 

transglutaminase，MTG) 由于具有低蛋白分子量、

非 Ca2+依赖性、较广的底物范围等较优的酶学性

质，被广泛用于食品工业、生物医药[1-3]、组织工

程[4-5]、定点蛋白交联[1,5]、同源抗体偶联药物的

构建[5]等多个领域。 

目前，由于微生物发酵法可用于大规模生产谷

氨酰胺转胺酶，所以最终实现了该酶的商业化生  

产[5-6]，但 MTG 价格较高。鉴于茂源链霉菌特有的

催化性能及活化机制使 MTG 在异源宿主中的高效

表达遇到诸多问题[7-9]。在酵母中单独表达 MTG 成

熟酶，无法获得活性 MTG[8,10]。通过将该酶原的前

导肽 (Pro-peptide) 和成熟酶 MTG 作为两个独立元

件共表达，可直接表达活性 MTG，200 mL 摇瓶发

酵上清中 MTG 酶活最高达 1.83 U/mL，是目前报道

的最高水平[11-12]，然而其酶活水平需要进一步提高。 

外源基因的拷贝数通常成为蛋白表达量的限

制性因素，增加外源基因的拷贝数能提高外源蛋

白的表达量[13]。根据酵母菌较易发生同源重组的

特点，使用重复序列作为载体同源重组位点是提高

外源基因在酵母基因组中拷贝数的有效途径[13-14]。

核糖体 DNA (Ribosomal DNA，rDNA) 是指编码

核糖体 RNA 的一段高度重复的 DNA 序列，重复

序列由转录区和非转录区组成 [14]。毕赤酵母

GS115 基因组的 4 种 rRNA 基因包括 18S、5.8S、

25S 和 5S [14-15]，其中 18S、5.8S 和 25S rRNA 基

因是串联在一起的，存在 100–120 个重复序列，

被 rDNA 的非转录区 (Non-transcribed intergenic 

spacer，NTS) 隔开 [16]。如果以毕赤酵母非转录

rDNA 序列(rDNA)为目的基因整合位点，理论上

可以得到 100–120 个目的基因拷贝数[13-14,17-18]。 

本研究基于毕赤酵母非转录 rDNA 序列构建

mtg 拷贝数定向放大的表达载体 pPICZα-rDNA- 

mtg，并被转化到表达前导肽 (Pro-peptide) 的重

组菌株 pGAP9-pro/GS115，构建得到共表达菌株

pro/rDNA-mtg，分析了基因剂量对重组毕赤酵母

表达 MTG 的影响，并研究了较高表达菌株在发

酵罐中高密度发酵。 

1  材料与方法 

1.1  试验菌株、试剂和培养基 

1.1.1  菌株和质粒 

质粒载体 pGAP9-pro 和 pPICZa-mtg 及 pGAP9- 

pro/GS115 菌株为本实验室构建。 

1.1.2  试剂 

N-carboxybenzoyl-L-glutaminyl-glycine (N- 
CBZ-Gln-Gly) 和 L- 谷 氨 酸 -γ- 单 羟 胺酸 购自

Sigma-Aldrich 公司；还原型谷胱甘肽购自华美生

物工程有限公司；anti-MTG 购自 Eurogentec 公

司。荧光定量 PCR 仪购自 Applied Biosystems 公

司。AKTA Pure 蛋白质层析纯化系统和镍柱购自

GE 公司。其他试剂均为国产分析纯。 
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1.1.3  培养基 

大肠杆菌 Escherichia coli 培养基：LLB；毕

赤酵母培养基：YPD、MD、BMGY、BMMY，

配方参照 Invitrogen 公司的操作手册，毕赤酵母

菌培养温度 28 ℃，诱导温度 25 ℃[12,14]。 

1.2  方法 

1.2.1  基因、引物合成和 DNA 序列测定 

引物均由南京金斯瑞生物科技有限公司合

成，DNA 测序由通用生物系统 (安徽) 有限公司

完成。 

1.2.2  多拷贝重组表达菌株的构建 

多拷贝基因  (mtg) 及其前导肽基因  (pro) 

共表达菌株的构建原理如图 1 所示。将谷氨酰胺

转胺酶的前导肽基因 (pro) 与成熟酶基因 (mtg)

的编码序列分别插入到pGAP9和pPICZα的XhoⅠ、

NotⅠ位点，构建得到表达质粒 pGAP9-pro 和 pPICZα- 

rDNA-mtg。质粒 pGAP9-pro 和 pPICZα-rDNA-mtg

分别含有组氨酸脱氢酶 (HIS4) 和 rDNA 重复片

段基因，分别同源重组到 P. pastoris (GS115) 的

基因组 his4 区和非编码 rDNA 序列 (图 1)。理论

上避免了 pro 和 mtg 基因在 P. pastoris 同一位点

同源重组的概率，确保 mtg 定向整合到 P. pastoris 
 

表 1  文中所用引物序列表 
Table1  List of primer used in this study 

Primer Primer sequence (5′–3′) 

P1 TATGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAA
CTCATCTC 

P2 CTTAAATATTAGGAAAAACGGTAACCTTATC
TCACTTAATCTTCTGTACTCTG 

P3 CAGAGTACAGAAGATTAAGAGAGATAGTT
AGGTTACCGTTTTTCCTAATATTTAAG 

P4 
P5 
P6 
P7 
P8 

CGCGGATCCCTTCCACCAACAGTCAACCAC
CAGTC 
GGTATTAACGGTTTCGGACGTATTG  
GATGTTGACAGGGTCTCTCTCTTGG  
TGAAGAAAGAATTGGCTAACGG  
AGCTGGTCTGAAAGCATCTGG 

Remarks: The underlined sites (__) and the double 
corrugated underlined sites(     )are thoses for the 

digestion of restriction enzymes Xho Ⅰ  and BamH Ⅰ , 

respectively. The overlapping segments of the AOX1 
terminal-rDNA fusion gene is marked with the bold 
underlining(   ). 

的 rDNA 序列，保证 mtg 的多拷贝[2,14]。 

构建过程分两步： 

第一步，构建 rDNA 介导的多拷贝谷氨酰胺

转氨酶基因 (mtg) 表达载体。首先，重叠 PCR

扩增 AOX1-rDNA 融合基因：分别扩增 AOX1- 

terminator (表 1：引物 P1 和 P2) 和 rDNA 片段 (表

1：引物 P3 和 P4)，其中 AOX1-terminator 5′端引

入 NotⅠ酶切位点，3′端引入 rDNA overlap 片段，

用于与 rDNA 基因的拼接，大小 410 bp。rDNA 5′

端引入 AOX1 terminator 重叠序列，3′端引入

BamHⅠ酶切位点，含有 SpeⅠ单酶切位点，大小

为 1.2 kb。扩增产物采用核酸凝胶回收试剂盒回

收，得到预期为 1.6 kb 的产物，此基因产物两端

分别带上 NotⅠ和 BamHⅠ酶切位点，命名为

AOX1-rDNA。然后，将获得的 1.6 kb AOX1-rDNA

以及载体 pPICZa-mtg (实验室保存) 均使用限制

性内切酶 NotⅠ和 BamHⅠ双酶切。酶切产物采用

PCR 试剂盒回收。回收所得的产物采用 T4 DNA 连

接酶连接，并转至 E. coli TOP10 感受态细胞，均匀

涂布到含 50 μg/mL Zeocin 抗性的 LLB 平板上，

37 ℃培养过夜。通过菌液 PCR 法鉴定阳性克隆，

鉴定正确的阳性克隆送测序，测序正确的克隆命

名为 pPICZα-rDNA-mtg。 

第二步，将构建成功的表达载体 pPICZα-rDNA- 

mtg 用 SpeⅠ线性化并电转化到 pGAP9-pro/GS115 

(实验室保存)[2]，电转液均匀涂布于 MD+Zeocin 

(200 μg/mL) 平板上，同时设置阴性对照，28 ℃

培养 3–4 d，直至长出直径 1 mm 左右克隆，选择

8 个克隆进行直接 PCR 鉴定。 

鉴定正确的克隆 GS115 (pro/rDNA-mtg) 接

入 24 孔板筛选阳性表达克隆，BMGY (pH 6.0)培

养体系 2 mL，28 ℃、200 r/min 过夜培养，24 h

后测 OD600=5–6，离心收集菌体，用 2 mL BMMY 

(1%甲醇，pH 6.0) 中重悬菌体后诱导表达，25 ℃

诱导、每隔 24 h 补加一次甲醇至终浓度为 1% 

(V/V)，诱导 48 h，发酵液 12 000×g 离心 10 min，

滤 液 进 行 Western blotting 检 测 ， 抗 体 为

Anti-MTG，阳性表达克隆保存于−20 ℃。 



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

 
 

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

1682 

 

 
 

图 1  基于 rDNA 的多拷贝基因 (rDNA-mtg) 及其前导肽基因 (pro) 共表达菌株的构建 
Fig. 1  Principle of co-expression of multicopy gene (rDNA-mtg) and its precursor peptide gene (pro).  
 

1.2.3  重组菌株中 mtg 拷贝数的检测 

选择蛋白表达较高的 4 个阳性克隆，实时荧

光定量 PCR (qPCR) 技术测定 mtg 基因在毕赤酵

母基因组中的拷贝数，用管家基因 gap 的拷贝数

表征模板中基因组的起始拷贝数[19]。首先，用含

有 gap 和 mtg 的标准质粒制备 gap 和 mtg 的标准

曲线。然后，荧光定量 PCR 获得每个样品 gap 和

mtg 的 Ct 值，将得到的 Ct 值分别代入 gap 和 mtg

标准曲线中，求出每个样品中 gap 基因和 mtg 基

因的起始模板拷贝数[19-20]。mtg 基因在毕赤酵母

基因组中的拷贝数可以通过 mtg 基因起始模板拷

贝数与 gap 基因起始模板拷贝数的比值求出[19,21]。

具体方法：提取 4 个样品中毕赤酵母菌株基因组

DNA 作为模板，分别用引物 P5/P6 和 P7/P8 (表

1) 进行荧光定量 PCR，每个样品重复检测 3 次，

每次进行独立的质粒抽提和荧光定量 PCR 过程[21]。

反应体系：10 μL，其中包括 SYRB Green Realtime 

PCR Master 5 μL，DNA 模板 1 μL，引物各 0.5 μL 

(10 μmol/L)，dd H2O 3 μL。反应条件：37 ℃保温

2 min，95 ℃变性 10 min，95 ℃退火 10 s，60 ℃

延伸 30 s，72  1 min℃ ，共 40 个循环[21]。 

1.2.4  拷贝数对酶活和蛋白表达的影响 

将上述实验获得的不同拷贝数的菌株接种于

YPDZ (Z：200 μg/mL) 固体培养基中，28 ℃培养

2–3 d，直至长出单克隆。挑取单菌落于 5 mL YPD

液体培养基中，摇瓶过夜培养，全部转接到 50 mL 

BMGY (pH 6.0) 的摇瓶中，28 ℃、200 r/min 培养

过夜，24 h 后测 OD600，当 OD600 达到 6 时，低速

离心收集菌体，用 200 mL 的 BMMY (甲醇 1%，

pH 6.0) 重悬菌体后诱导表达，初始 OD600= 
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1.0–1.5，诱导温度 25 ℃，每隔 24 h 补加一次甲

醇至终浓度为 1% (V/V)，并取样，诱导 72 h。 

将 72 h 发酵上清 pH 调至 7.2，12 000×g 离心

10 min，去除菌体沉淀，留上清。将样品进样，

注入 AKTA 蛋白纯化仪的镍柱。按照流程：平衡→ 

上样→平衡→Wash→洗脱。A 液平衡 (50 mmol/L 

PBS，0.3 mol/L NaCl，pH 7.2)，B 液冲洗 (50 mmol/L 

PBS，0.3 mol/L NaCl，20 mmol/L 咪唑，pH 7.2)，

C液洗脱 (20 mmol/L PBS，0.3 mol/L NaCl，200 mmol/L

咪唑，pH 7.2)；收集洗脱液。洗脱液用 0.2 mol/L 

PBS (pH 7.2) 透析去除咪唑，透析样品采用非  

还原 SDS-PAGE 检测，胶浓度 10%，每孔上样量

20 µL，Western blotting 鉴定目标蛋白，鉴定用抗

体 Anti-MTG。 

异羟肟酸比色法测定 MTG 酶活，按照参考

文献 [2,7,11,12]的方法进行。MTG 酶活定义为：在

37 ℃条件下，MTG 每分钟催化底物  (N-CBZ- 

Gln-Gly，Sigma 公司)生成 1 µmol 谷氨酸-单羟  

胺酸  (氧肟酸) 为 1 个酶活单位。蛋白浓度测   

定采用 Brandford 方法，标准蛋白为牛血清蛋白 

(Sigma)[2,11]。 

1.2.5  mtg-3c、mtg-6c 的高密度发酵 

摇瓶发酵初步考察了拷贝数对 MTG 酶活和

蛋白表达的影响，为了进一步考察拷贝数对菌体

细胞产酶和细胞生长过程的影响，分别选择其中

较低和较高拷贝数的两株菌 (mtg-3c、mtg-6c) 进

行高密度发酵。在保证发酵条件一致的前提下，

比较发酵过程的变化情况。将 100 mL YPD 种子

液接到 1.2 L BMGY (pH 6.0) 发酵培养基，初始

培养基组成：1.2 L BMGY (4%甘油) +150 mL 

YNB+150 mL PPB，发酵参数设定为：pH 6.0，生

长温度 28 ℃，搅拌转速 600–800 r/min，通气量

10 L/min。当罐内基础甘油用完后，溶氧会在短时

间内上升，此时开始补甘油，50%甘油 (含 12 mL/L 

PTM1)) 恒速补料 25 mL/(L·h)。当菌体湿重达到

35–40 g/L 时停止补甘油，开始补加 100%甲醇诱

导 (甲醇含 12 mL/L PTM1)。甲醇诱导采用三步补

料 (根据甲醇电极判断补料时间点)，第一步补甲醇

速率 3.6 mL/(L·h) (大约持续 4–6 h)，第二步补甲醇

速率 7.2 mL/(L·h)，第三步补甲醇 10.8 ml/(L·h)，持

续到下罐。诱导温度调整为 25 ℃。整个发酵过程

中控制溶氧水平为 25%–30%[14]。每 12 h 取样测

定菌体湿重和酶活，诱导 72 h。发酵液预处理及

MTG 纯化过程参照 1.2.4。 

2  结果与分析 

2.1  不同拷贝数重组毕赤酵母菌株的构建 

提取 GS115 (pro/rDNA-mtg) 8 个克隆的基因

组，分别采用目的基因 pro 和 mtg 的上、下游引

物进行PCR鉴定，分别扩增出100–200 bp和1 000 bp

左右的条带 (图 2A)。PCR 结果显示 pro 和 mtg

基因分别整合到毕赤酵母染色体的不同位点，所

有克隆构建正确 (图 2A)。 

 

 

 
图 2  不同拷贝数重组毕赤酵母菌株 pro/rDNA-mtg 的

建立 
Fig. 2  Establishment of pro/rDNA-mtg with different 
copy number. (A) Detection of GS115(pro/rDNA-mtg) 
expression strains by PCR. M: DNA marker; 1–8: the 8 
clones of pro/rDNA-mtg were amplified by PCR with the 
primers of pro and mtg, and the products were 1 000 bp 
and 150 bp, respectively. (B) The transformed clones of 
pro/rDNA-mtg were screened by Western blotting 
(Anti-MTG). 
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选择构建正确的 8 个克隆，用 24 孔板初步筛

选阳性克隆，对诱导 48 h 的发酵上清进行检测，

结果如图 2B 所示。经检测的 8 个克隆均有阳性

表达，其中克隆＃3、＃4、＃6、＃7 表达较高。 

2.2  重组菌株中 mtg 基因拷贝数 

将 MTG 表达量较高的阳性表达克隆 (＃3、

＃4、＃6、＃7) 进行实时荧光定量 PCR (qPCR)

检测，mtg 基因在毕赤酵母基因组中的拷贝数结

果见图 3 和表 2。gap 和 mtg 基因标准曲线为：y= 

–3.754 6x+39.663 (R2=0.998 5)，y=–3.363 2x+37.131 

(R2=0.997 8) (图 3A、B)。标准曲线的反应效率即

引物扩增效率，用 E 表示，通过公式 E=10 (–1/斜斜率)–1

计算求出 gap 和 mtg 基因的扩增效率分别为

86.66%和 94.88%，说明两者的扩增反应有效，因

而该标准曲线可用于计算被测菌株中 mtg 基因拷

贝数。 

被检测的 4 个共表达菌株基因组中 mtg 拷贝

数如表 2[2]所示，结果显示酶活最高的菌株中 mtg

基因以 3.36 个拷贝的形式存在于酵母基因组中，

命名为 mtg-3c。其他 3 个菌株中 mtg 基因拷贝数

分别为 2.21、5.72 和 7.62 (命名为 mtg-2c、mtg-6c、

mtg-8c)。实验结果表明，不同拷贝的 mtg 基因  

定向到 P. pastoris 的重复 rDNA 位点，被检测  

菌株的最高拷贝数为 mtg-8c，但是表达蛋白和  

酶活都表现出最低。mtg-3c 菌株产 MTG 酶活  

最高。 

2.3  基因拷贝数影响蛋白表达和酶活 

为了考察基因的拷贝数对蛋白质表达的影

响，通过对发酵过程中诱导阶段不同时间点取样

的测定，结果如图 4、5 和表 3 所示。 

 

 
 

图 3  gap (A) 和 mtg (B) 基因的标准曲线 
Fig. 3  Standard curves for gap (A) and mtg genes (B). 

 
表 2  实时荧光定量 PCR 检测 gap 和 mtg 基因拷贝数[2] 
Table 2  Copy numbers of gap and mtg gene detected by real-time fluorescent quantitative PCR[2] 

Strain Value Ct  Gene copy (10n) Number of copies of mtg gene in P. pichia 
genome (mtg copy number/gap copy number) mtg gene gap gene  mtg gene gap gene 

1 14.14±0.27 16.49±0.17  5.58±1.02 1.66±0.19 3.36±0.24 

2 14.93±0.28 16.67±0.22  3.29±0.50 1.48±0.18 2.21±0.11 

3 14.97±0.30 18.23±0.23  3.20±0.63 5.60±0.71 5.72±0.35 

4 15.30±0.41 19.05±0.17  2.56±0.55 3.36±0.31 7.62±1.11 

Datas are presented as x s  of triplicate observations. strain 1: the clone with the highest enzyme activity. strain 2, 3, 4: 
another three positive clones tested. 
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从图 4 看出，诱导 24 h，谷氨酰胺转胺酶酶

活随基因拷贝数的增加而增加, 即呈正效应 (拷

贝数不超过 6)；诱导 48 h，mtg-6c 和 mtg-8c 菌株

表达谷氨酰胺转胺酶的酶活急剧下降；诱导 72 h，

mtg-3c 菌株表达的谷氨酰胺转胺酶活力最高，可

达到 1.41 U/mL；拷贝数为 2、6、8 (mtg-2c，mtg-6c，

mtg-8c) 菌株均表现出较低的酶活 (酶活分别为

0.75、0.32、0.19 U/mL)。由此推测, 在一定拷贝

数范围内 (拷贝数不超过 6)，毕赤酵母表达重组

谷氨酰胺转胺酶的能力先随目的基因拷贝数的增

加而增加，呈递增趋势；当拷贝数超过一定数值

时 (拷贝数为 3)，则呈下降趋势。 

由于发酵液中总蛋白含有杂蛋白，总蛋白浓

度并不能真实反映拷贝数对目的蛋白的影响，因

此，对诱导 72 h 后发酵液纯化，纯化蛋白的电泳

结果见图 5。从图 5 可见，mtg-3c、mtg-2c 和 mtg-6c

在 43 kDa 处均有两条特异性蛋白带，大小分别为

38 kDa 和 40 kDa，分别为非糖基化条带和糖基化

条带 (非糖基化条带有活性，糖基化条带是否有活性

需要进一步实验验证)，与文献报道出现 1–3 条带的

结果相一致[2,11]，说明目的蛋白纯度高。 

不同拷贝数菌体表达的蛋白结果为：mtg-3c> 

mtg-2c>mtg-6c>mtg-8c (表 3)，结果表明，mtg-3c

表达最高；高拷贝数 (mtg-8c、mtg-6c) 随着诱导

时间的延长，目的蛋白表达显著减少或降解加剧。

目的蛋白浓度的水平也从侧面验证了谷氨酰胺转 
 

 
 

图 4  不同拷贝数 mtg 对谷氨酰胺转胺酶活力的影响 
Fig. 4  Effect of different gene copy number on 
transaminase activity. 

 
 
图 5  不同拷贝数的菌体表达蛋白的纯化结果 
Fig. 5   Purified protein expressed by different copy 
number 
 

表 3  不同基因拷贝数的谷氨酰胺转胺酶蛋白浓度 

(纯化酶) 
Table 3  The MTG protein concentration of different 
gene copy number 
Strain 
(pro/rDNA-mtg)

Enzyme activity 
(U/mL) 

Protein concentration 
(µg/ mL) 

mtg-2c 
mtg-3c 
mtg-6c   
mtg-8c 

0.75±0.04b 
1.41±0.08a  
0.32±0.03c  
0.19±0.03c 

51.3±3.24b 
89.13±5.85a  
21.18±3.21c 

16.35±2.51c 

Datas are presented as x s of triplicate observations. 
Values with different superscripts are significantly different 
(P<0.05). 
 

胺酶活力的高低。这与诱导 72 h 后谷氨酰胺转胺

酶的活力显著下降是相一致的 (图 4)。 

2.4   pro/rDNA-mtg (mtg-3c，mtg-6c) 的高密

度表达 

在保证发酵条件一致的前提下，mtg-3c、

mtg-6c 的发酵结果见图 6，整个诱导过程持续 72 h。

结果表明，mtg-3c 诱导前 60 h，发酵上清酶活呈

现上升趋势，诱导 60 h 后酶活力不再继续升高，

此时最高酶活为 3.12 U/mL，发酵菌体浓度可以

达到 59.4 g/L，mtg-3c 的单位菌体酶活为 52.1 U/g

湿重。而 mtg-6c 在诱导前 48 h，发酵上清酶活呈

现上升趋势，48 h 的最高酶活达到 2.07 U/mL(最

高水平)，此时菌体浓度可以达到 56.7 g/L，单位

菌体酶活为 36.5 U/g 湿重；48 h 后，酶活快速降

至 1.12 U/mL。从图 6 可以看出，mtg-3c 和 mtg-6c 
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图 6  不同拷贝数菌株 (mtg-3c、mtg-6c) 的生长和产酶分析 
Fig. 6  Analysis of growth and enzyme production of strains with different copy numbers. 
 

最高酶活时的菌体浓度接近，但是 mtg-3c 的单位

菌体酶活是 mtg-6c 的 1.4 倍，与表 3 中拷贝数影

响谷氨酰胺转胺酶蛋白浓度的结果一致，推测

mtg-3c 的高酶活与菌株较高分泌蛋白有关。 

对 mtg-3c 的 72 h 发酵上清进行纯化，检测纯

化酶的酶活最高达到 7.21 U/mL，蛋白浓度为

437.2 µg/mL。 

3  讨论 

毕赤酵母作为外源蛋白表达的宿主具有强效

可调控启动子 AOX1、表达量高、遗传性状稳定、

培养基成分简单等突出的优点，已高效表达了干

扰素、乙型肝炎病毒表面抗原、肌醇六磷酸酶、

白蛋白、抗体、胶原蛋白等多种外源蛋白[1,3-5]。

尽管已经有研究人员尝试利用毕赤酵母来表达重

组链霉菌 MTG，但是 MTG 的产量还达不到工业

化要求[9,11]。本文基于 rDNA 构建多拷贝的谷氨酰

胺转胺酶菌株，获得基因拷贝数分别为 2、3、6

和 8 的工程菌，并通过摇瓶发酵初步考察了拷贝

数 (2、3、6 和 8) 对 MTG 酶活和蛋白表达的影

响，在此基础上，对 3 拷贝和 6 拷贝菌株进行高

密度发酵，进一步考察了拷贝数对菌体细胞产酶

和细胞生长过程的影响。研究结果显示 mtg-3c 和

mtg-6c 最高酶活时的发酵菌体浓度相近，但是

mtg-3c 的最高单位菌体酶活是 mtg-6c 的 1.4 倍，

与拷贝数影响谷氨酰胺转胺酶蛋白浓度的结果一

致，推测 mtg-3c 的高酶活与菌株较高分泌表达有

关。mtg-3c 的纯化酶酶活最高达到 7.21 U/mL，

蛋白浓度为 437.2 µg/mL。 

研究表明，外源基因的拷贝数是影响外源蛋

白高效表达的重要因素之一，通过增加基因的拷

贝数可以有效提高外源蛋白的表达[13,17-18,22]。对

于分泌表达的蛋白，当基因拷贝数为 4–9 左右，

基因拷贝数与蛋白量呈正相关，一旦拷贝数超出

这个范围，表达水平反而降低，可能是由于高拷

贝外源基因的表达影响菌体生长，从而影响目的

蛋白前体的合成和所需能量的供给[18,23]。因此，

适合毕赤酵母高表达的拷贝数，需要通过实验筛

选，并不是拷贝数越多越好[18,23]。本研究构建了

表达载体 pPICZα-rDNA-mtg，这个载体包括目的

基因 mtg 以及在其两端连上来自宿主 GS115 

rDNA 的非转录基因间隔区 (NTS)，基于 rDNA

定向增加 mtg 基因拷贝数，构建了 mtg 不同拷贝

数的重组菌株[13,17-18]。运用绝对定量 PCR 技术检

测重组菌株 mtg 拷贝数，在被检测的阳性克隆中，

mtg 基因分别以 2、3、6、8 拷贝的形式存在于毕

赤酵母基因组中。在相同培养条件下  (200 mL 

BMMY)，不同拷贝 mtg 对蛋白表达和酶活性的影

响为：mtg-3c>mtg-2c>mtg-6c (表 3 和图 4)。结果

表明，在 mtg 基因拷贝数不超过 3 的情况下，重
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组菌株产生酶的速度较快，表明基因拷贝数对酶

的产生有积极的影响。但是当基因拷贝数大于 3

时，菌株产酶活性明显下降。因此，对于毕赤酵

母分泌表达 MTG，3 拷贝最适合 pro/rDNA-mtg

中 pro 和 mtg 的共表达，一旦超过这个 3 拷贝，

此时基因拷贝数已经不再是 MTG 分泌表达的主

要限制性因素，而蛋白翻译、翻译后修饰及蛋白

质前体的靶向输送等蛋白表达环节可能成为影响

其产量的主要瓶颈[24-25]。 

最后，对 3 拷贝和 6 拷贝菌株进行高密度发

酵，在相同培养条件下(pH、温度、溶解氧、甲醇

三步补料)，mtg-3c 和 mtg-6c 发酵上清的最高酶

活和单位菌体酶活分别为 3.12 U/mL、52.1 U/g 湿

重和 2.07 U/mL、36.5 U/g 湿重。结果表明 mtg-3c

的单位菌体酶活是 mtg-6c 的 1.4 倍，mtg-3c 生产

的纯化酶酶活最高达到 7.21 U/mL，蛋白浓度为

437.2 µg/mL。在高密度发酵过程中，通过严格控

制 pH、温度、溶氧及甲醇分步补料，可以较大幅

度提高 MTG 的产量。 

研究表明，在 mtg 基因拷贝数不超过 3 的情

况下，基因拷贝数对酶的产生有积极的影响，然

而通过单纯增加基因的剂量提高蛋白表达而提高

酶活是有限的。若结合分子进化改造获得突变酶

可大幅度提高酶活及其热稳定性[25-27]，是目前比

较有效的方法，这有待后续研究。 
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