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抗辐射不动杆菌碱性脂肪酶基因在 

毕赤酵母中的表达 
 

韩双艳，赵小兰，林小琼，郑穗平，林影 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 

摘要：本研究将来自抗辐射不动杆菌 CMC-1的碱性脂肪酶基因去掉信号肽，经密码子优化及全基因合成后克隆到 pPICZαA 载

体，构建了重组质粒 pPICZαA-ARL，质粒线性化后转化毕赤酵母 X33，筛选得到分泌表达碱性脂肪酶的重组毕赤酵母

X33/pPICZαA-ARL。摇瓶发酵液上清酶活最高达 65 U/mL，初步研究了该脂肪酶的酶学性质，其最适作用温度为 50 ℃，最适 pH 为

9.0，最适底物是对硝基苯酚辛酸酯。 
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Abstract: Lipase is one of the most important industrial enzymes applied widely in food, textile, papermaking and pharmaceutical 

industries. The alkaline lipase gene from Acinetobacter radioresistens CMC-1 was synthesized with its own signal peptide removed followed by 

codon optimization, and then cloned into the secreted expression vector pPICZαA. The constructed plasmid was named as pPICZαA-ARL. The 

recombinant plasmid was used to transform into the Pichia pastoris X33. One of the best transformants harboring ARL integrated into the P. 

pastoris genomic DNA was cultured in shake flask. The maximum activity of the culture supernatant was 65 U/mL. The properties of the 

recombinant lipase was partial characterized. The results showed that the recombinant lipase had an optimal activity at  50 ℃ and pH 9.0 and the 

optimum substrate of recombinant ARL was 4-nitrophenyl caprylate, which seemed a little difference from the wild one. 
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脂肪酶（Lipase EC 3.1.1.3）是重要的工业酶制剂

品种之一。碱性脂肪酶是在碱性条件下在水和不溶底

物界面将脂肪催化水解为甘油、脂肪酸，同时也能催

化酯合成和酯交换反应，具有反应高效、条件温和、

无毒副作用等优点，广泛应用于纺织、造纸、制药、

环保业、食品工业、皮革、洗涤剂等多个领域[1]。 

抗 辐 射 不 动 杆 菌 CMC-1 （ Acinetobacter 

radioresistens CMC-1）生长在偏碱性条件，因此所产

的脂肪酶在碱性条件具有较好的活性，对中长链脂肪

酸酯有较好的选择性，并且对甘油三酯具有 1,3-位特

异性，工业应用性很强[2]。野生菌在没有油或者酸性

条件下生长缓慢且脂肪酶产量极低[3]，摇瓶发酵上清 
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最大仅 3~4 U/mL[2]。优化后发酵主要以正十六烷或橄

榄油为碳源，产酶效率仍偏低，采用控制 pH 在发酵

罐中分批培养上清最大酶活也只有 120 U/mL[4]，严重

限制了 ARL的应用，采用基因工程手段提高 ARL产

量是目前亟需解决的问题。 

巴斯德毕赤酵母（Pichia pastoris）已被广泛用来

高效表达多种蛋白，利用 AOX 强效启动子，可以以

甲醇为唯一碳源大量表达外源蛋白，实现高密度发酵，

且酵母培养、转化、高密度发酵等操作接近原核生物，

远较真核系统简单，非常适合大规模工业化生产[5~6]。 

本实验通过构建抗辐射不动杆菌脂肪酶基因表

达载体，并将其转化到适合工业化生产的巴斯德毕赤

酵母 X33 中进行分泌表达，实现了抗辐射不动杆菌脂

肪酶在毕赤酵母中的分泌表达，并初步研究了重组脂

肪酶的酶学性质，为抗辐射不动杆菌脂肪酶的工业化

生产进行了有益探索，为其在食品、洗涤、造纸工业
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的进一步应用和开发提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

Pichia pastoris X33及表达载体 pPICZaA购自

Invitrogen公司；菌株 E.coli Topl0F 由华南理工大学生

物科学与工程学院微生物酶学实验室保存。 

1.1.2  培养基 

LB培养基：1%胰蛋白胨，0.5%酵母抽提物，1% 

NaCl（低盐时为0.5%），根据需要添加zeocin使终浓度

为25 mg/mL。培养基YPD（根据需要加zeocin使终浓度

为100 mg/mL）、MM、BMGY、BMMY参考“Invitrogen

公司操作手册”。 

1.1.3  工具酶与试剂 

Taq DNA聚合酶、T4 DNA连接酶、DNA Marker

和限制性内切酶购自TaKaRa公司，生物素和蛋白质分

子量标准购自美津生物公司，酵母氮源YNB(Yeast 

Nitrogen Base)、蛋白胨均购自Difco公司；酵母抽提物

购自Oxford 公司；其他试剂均为市售国产分析纯。质

粒提取试剂盒（Plasmid Miniprep Kit）购自Biomiga公

司。胶回收试剂盒，PCR纯化试剂盒为Quiagen产品，

购自基因公司。 

1.2  方法 

1.2.1  基因优化及全合成 

根据genbank中已报道的抗辐射不动杆菌CMC-1

脂肪酶（ARL）基因序列（GI：33337620）[7]经过信号

肽预测（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）分析

后去掉信号肽，使用OptimumGeneTM进行CAI值优化，

GC含量优化，重复序列优化、mRNA二级结构优化等，

由南京金斯瑞公司合成。 

1.2.2  PCR 引物设计 

根据优化后的基因序列设计引物克隆抗辐射不动

杆菌CMC-1脂肪酶基因AR。上游引物ARL-Forward含

EcoRI 酶 切位点 ( 下划线示 出 ) 及保 护碱基 ：

5’CGGAATTCTGTAATGACGACCACGACGA 3’；下

游引物ARL-Reverse含NotI 酶切位点(下划线标出)及

保护碱基： 5’ATTAAATAGCGGCCGCCTGAATTG 

GCATAAGACT 3’。引物合成由上海生工生物工程有

限公司合成。 

1.2.3  ARL 的克隆 

以质 粒 pUC57-ARL 为 模板， ARL-Forward 和

ARL-Reverse为引物建立25 μL PCR反应扩增ARL。反

应条件：94 ℃预变性4 min；94 ℃变性30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃延伸90 s，共30个循环；第30个循环72 ℃延

伸7 min，PCR产物经1%凝胶电泳鉴定正确后经柱纯化

存于-20 ℃备用。 

1.2.4  重组质粒 pPICZaA-ARL 的构建 

pPICZαA 质粒和PCR产物分别用限制性内切酶

EcoRⅠ和NotⅠ进行双酶切，切胶纯化回收后，用T4 

DNA ligase 16 ℃过夜连接酶切产物，然后用CaCl2转化

法转入E.coli Top10TM感受态，在含25 μg/mL zeocin的

LB培养基平板上涂板，过夜培养。挑取阳性转化子过

夜培养后提取质粒，用限制性内切酶EcoRI和NotI进行

双酶切鉴定。鉴定正确后，委托上海生工生物工程有

限公司进行测序。 

1.2.5  转化毕赤酵母及转化子的筛选 

重组质粒使用SacI限制性内切酶进行线性化后使

用LiCl法转化到毕赤酵母X33，取转化产物涂布于含

100 μg/mL的zeocin YPD平板上，30 ℃培养2~3 d，挑取

转化子进行菌落PCR鉴定。再将PCR鉴定的阳性转化子

点在含三丁酸甘油酯的MM乳化板上。 

1.2.6  转化子摇瓶发酵及酶活测定 

将筛得的重组转化子和对照菌(空载体pPICZaA转

化的X33)接种于20 mL BMGY培养基中，30 ℃，200 

r/min振荡培养16~20 h至OD 2-6。离心收集菌体，再将

其悬浮于20 mL BMMY培养基中，稀释至OD至0.8-1.0，

继续振荡培养，每隔24 h向BMMY培养基中补加甲醇

至终浓度为2.0%进行诱导表达，同时测定重组菌的生

长曲线，并取1 mL发酵液4 ℃离心5 min，保留上清液。

采用对硝基苯酚法测定脂肪酶活性，以取上清以对对

硝基苯酚辛酸酯（4-nitrophenyl caprylate，pNPC）作为

底物，在pH 8.0 45 ℃条件下反应5 min，用酶标仪测吸

光度，根据标准曲线计算酶活。酶活定义：在45 ℃，

pH 8.0条件下，每分钟分解底物产生1 μmol对硝基苯酚

为一个酶活单位。 

1.2.7  表达产物的 SDS-PAGE 分析及糖基化 

重组转化子连续诱导培养96 h，取发酵上清液和经

糖苷酶F处理过的样品分别取20 μL上样，进行12% 

SDS-PAGE电泳，考马斯亮蓝R250染色，分析重组蛋白

分子量。SDS-PAGE电泳方法参照文献8，糖苷酶F处理

方法见参考文献9。 

1.2.8  重组脂肪酶的部分表征 

为确定温度和pH对酶活的影响，将浓缩20倍的发

酵液按照材料和方法“1.2.6”，以对硝基苯酚辛酸酯

（p-nitrophenyl caprylate，pNPC）为底物，分别测定不

同温度（30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、

60 ℃）及不同pH (pH 7.0、pH 8.0、pH 9.0、pH 10.0、

pH 11.0)的酶活 [10]；在pH 8.0，45 ℃，分别以C4

（4-Nitrophenyl butyrate，pNPB）、C8（4-nitrophenyl 
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caprylate，pNPC）、C12（p-nitrophenyl laurate，pNPL）、

C16（4-Nitrophenyl palmitate，pNPP）为底物测定酶活

来确定ARL对不同链长底物的偏好性。 

2  结果与分析 

2.1  基因优化结果 

CAI 值即密码子适应指数，该值越高，说明宿主

菌对该基因有较高的密码子偏好性，以及较高的表达

水平 [11] 。去除本身信号肽的 ARL 基因经过

OptimumGeneTM优化后结果如表 1。CAI 值由 0.68 提

高到 0.83，GC 含量调整不大（40~60%为宜），避免

了 5 个顺式作用元件 Poly A（AATAAA）。 

表 1 ARL 基因优化结果 

Table 1 Optimization result of ARL 

Optimization Parameters native gene Optimized gene 

CAI 0.68 0.83 

GC content 44.88% 42.95% 

Poly A (AATAAA) 1 0 

Destabilizing (ATTTA) 4 0 

2.2  ARL的克隆及重组质粒 pPICZaA-ARL的

构建 

 
图 1 重组质粒 pPICZaA-ARL 鉴定 

Fig.1 Identification of recombinant plasmid 

pPICZaA-ARL 

注：M：250 bp DNA marker；1：ARL PCR 产物；2：pPICZaA 

经 EcoRI and Not I 双酶切；3：pPICZaA-ARL 经 EcoR I and Not 

I 酶切。 

由 signalP 预测 pro-ARL 的信号肽剪切位点在

19~20 个氨基酸之间，概率 0.999。本研究中采用

pPICZα-A本身携带的去掉 α 信号肽引导 ARL表达，

因此去掉在全合成基因时去除了其上游编码自身信号

肽的 19 个氨基酸对应的 DNA序列，拟只表达成熟肽。 

按方法“1.2.3”PCR 扩增 ARL，取 5 μL PCR 产

物进行 1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定，在约1200 bp处有

一条明显的特异性扩增带（图 1），同拟克隆的 ARL

片段大小（1203 bp）相符。按方法“1.2.3”所述构建

重组质粒pPICZaA-ARL并获得大肠杆菌阳性转化子，

提取重组质粒并经双酶切鉴定（图 1），表明 ARL已

正确克隆进表达载体。重组质粒同时送上海生工生物

工程有限公司测序，测序结果显示插入的基因片段全

长 1203 bp，与拟克隆的 ARL序列一致，且读码框正

确。 

2.3  酵母转化子的筛选和鉴定 

在 YPD 板上随机挑取转化子，用 AOX 通用引物

进行 PCR，鉴定重组毕赤酵母为 Mut+型(图未示出)。

重组酵母转化子用点接到三丁酸甘油酯乳化平板上，

培养 2~3 d 后，观察水解圈大小，结果发现重组酵母

菌 X33/pPICZαA-ARL 周围产生明显水解圈，阴性对

照菌 X33/pPICZαA在乳化平板上无水解圈形成，如图

2 所示。 

 

图 2 MM 乳化板筛选转化子 

Fig.2 Screening of recombinant Pichia pastoris X33/ARL 

2.4  重组酵母摇瓶发酵 

 

图 3 重组菌 X33/pPICZαA-ARL及对照菌 X33/pPICZαA摇瓶发

酵 

Fig.3 OD600 of recombinant Pichia pastoris X33/ARL 

(X33/pPICZαA as control) 

重 组 菌 X33//pPICZαA-ARL 及 对 照 菌

X33/pPICZαA在 BMMY培养基中的生长情况如图 3。

从图上看出，重组菌 X33/ARL 生长对照菌，可能是

因为外源基因的插入和表达形成了代谢负担。同时，

观察了重组菌发酵产酶过程（图 4），发酵上清中脂肪

酶活力逐渐增加，甲醇诱导 120 h 达到最大值 65 

U/mL，比野生菌摇瓶发酵（3~4 U/mL）提高约 16 倍
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[2]，达到野生菌分批发酵(120 U/mL)的二分之一[4]。提

示在毕赤酵母中表达 ARL 比有比野生菌培养发酵有

明显优势。 

 
图 4 重组酵母 X33/ARL 产酶曲线 

Fig.4 Supernatant activity of recombinant Pichia pastoris 

X33/ARL 

2.5  SDS-PAGE 分析表达产物 

重组酵母 X-33/pPICZaA-ARL发酵上清液及其糖

苷酶 F 处理过的样品经 SDS-PAGE 和 WESTERN 

BLOT 分析，如图 5所示。经糖苷酶 F 处理过后，ARL

分子量有所减小，接近野生菌所产脂肪酶（43 kDa）
[2]，显示 ARL在毕赤酵母中表达分泌过程中，蛋白被

N 糖基化修饰。 

 
图 5 重组 ARL的糖基化分析 

Fig.5 Glycosylation analysis of recombinant ARL by 

SDS-PAGE 

注：M：蛋白Markers，1：GS115/ARL 甲醇诱导 96发酵

上清，2：上清经 PNGase F 处理。 

2.6  重组 ARL 的酶学性质 

根据方法和材料“1.2.8”，测定温度和 pH 对酶

活的影响，结果如图 6。重组 ARL最适温度为 50 ℃，

比野生株所产脂肪酶最适温度 40 ℃高[2]，这可能源于

毕赤酵母对脂肪酶的糖基化等高级修饰使酶更耐热。

重组 ARL在 40~55 ℃能保持 80%以上酶活，在 60 ℃

及以上酶活显著降低，60 ℃时酶活仅为最大酶活的

50%。陈淑珍等也报道了抗辐射不动杆菌 CMC-1野生

菌所产脂肪酶在 60 ℃保温 5 min 时酶活即丧失

40%[3]，说明 ARL在 60 ℃不稳定。同时，重组 ARL

最适 pH在 9.0，比野生型 10.0 低[2]。 

 

 
图 6 温度和 pH 对酶活的影响 

Fig.6 Optimal temperature and pH for recombinant ARL 

 
图 7 重组 ARL 底物特异性 

Fig.7 Substrate specificity of recombinant ARL 

图 7 显示，实验测得重组 ARL 对对硝基苯酚酯

的选择性与野生型差异较大，文献报道野生型对中长

链（C12-C18）有较好的作用[2]，但在毕赤酵母中表达

的重组 ARL 优先水解短链的对硝基苯酚酯，C8 底物

最优，对 C12 及更长链的底物作用较弱。 

3  结论 

本文尝试将来源于尝试用基因工程手段在毕赤

酵母表达系统表达,摇瓶条件下重组菌产 ARL 脂肪

酶酶活力达到 65 U/mL，达到了野生菌批式发酵产

酶的二分之一[4]。同时，在毕赤酵母中表达 ARL 经
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过毕赤酵母糖基化等真核细胞修饰，分子量比野生

型 ARL 稍大，因而在酶学性质上与野生型也稍有不

同。重组 ARL 的酶最高温度为 50 ℃，高出野生型

ARL 最是温度 10 ℃，因而表现出更好的嗜温性。而

重组 ARL的最适 pH 9.0 虽然稍低于野生型，但仍保

持了偏碱性。因此利用毕赤酵母表达系统生产重组

ARL 为 ARL 的进一步开发及工业化大规模生产提供

了思路。 
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