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人对氧磷酶 1在巴斯德毕赤酵母中的表达与纯化 
 

于子桐，廖一波，叶燕锐
 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 
摘要：人对氧磷酶 1（Human Paraoxonase 1，hPON1）是人体血液中的一种非专一性酯酶，可以水解多种有机磷化合物，被认

为是一种有机磷农药中毒的解毒剂。为了得到较纯的具有活性的 hPON1，本文采用巴斯德毕赤酵母 Pichia pastoris 表达系统，对 hPON1

进行胞内表达。hPON1 基因经过密码子优化后克隆至 pPICZA 表达载体上，构建得到 pPICZA-PON1 重组表达质粒，经线性化后转化

至巴斯德毕赤酵母 X33 菌株中，筛选得到阳性重组菌株。将重组菌株进行摇瓶发酵 120 h，酶活达 0.15 U/mL。收集发酵液并细胞裂

解后，用 Ni-NTA 螯合亲和层析的方法进行纯化，得到纯化的 hPON1，SDS-PAGE 结果显示表达产物的大小约 37 ku，与预期的蛋白

分子量相符。表达的重组 hPON1 的最适反应温度为 45 ℃，最适 pH 为 9.0。以上结果表明，本研究成功地表达并得到较纯的有活性

的 hPON1 蛋白。 
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Expression and Purification of Human Paraoxonase 1 in Pichia pastoris 
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Abstract: Human paraoxonase 1 (hPON1) is a non-specific esterase in human plasma that can hydrolyze various organophosphates, and is 

considered as an organophosphate pesticide scavenger. In order to obtain high-purity active hPON1, a Pichia pastoris expression system was 

used to conduct intracellular expression of hPON1. The hPON1 gene was codon-optimized and cloned into the pPICZA expression vector to 

obtain the recombinant plasmid pPICZA-PON1. The recombinant vector was linearized and transformed into Pichia pastoris X33, and positive 

transformants were verified by colony polymerase chain reaction (PCR). Batch fermentation of the recombinant strains was performed in shake 

flasks for 120 h, and the esterase activity of hPON1 was 0.15 U/mL. Cells were collected and lysed and the recombinant protein was purified by 

nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) affinity chromatography. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) results 

showed that the molecular mass of the recombinant hPON1 was approximately 37 ku, consistent with the expected value. The optimal reaction 

temperature and pH for the expression of recombinant hPON1 were 45 ℃ and 9.0, respectively. The above results demonstrated that active 

recombinant hPON1 was successfully expressed, and high purity and active hPON1 was obtained in this study. 
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对氧磷酶 1（Paraoxonase 1，PON1）是哺乳动物

血液中存在的一种广谱的非专一性酯酶。人的 PON1 
(hPON1)由 355 个氨基酸残基组成，不含糖的 PON1
相对分子量约为 37 ku[1]。该酶可以水解不同类型的底

物，其水解活性大致分为三类：有机磷酸酯、芳香羧

酸酯和氨基甲酸酯[2]。已有研究显示，hPON1 具有抗

炎、抗氧化、抗动脉粥样硬化、抗糖尿病、抗菌和解

救有机磷中毒等作用[3~7]，PON1 也被认为是这些疾病

的新的生物标志物[8]。hPON1 对有机磷中毒的解毒作 

用也得到了证实，缺少 PON1 的哺乳动物比野生型动

物更易中毒，而给予纯化的 PON1 能缓解甚至解除有

机磷中毒的作用，因此有人提出可以用 PON1 作为有

机磷农药中毒的解毒剂[9~12]。已有研究证明，PON1
比现有的有机磷解毒剂有更好的解毒作用[13]。 

然而将 hPON1 开发为候选的治疗药物，还存在

一些限制，主要包括：较难采用微生物系统表达重组

hPON1 以及野生型的 hPON1 对特定底物水解活性低

和纯化后的酶稳定性差等[15]。已有研究采用大肠杆菌

体系表达 hPON1[11]，大肠杆菌表达系统操作简单，外

源蛋白表达量较高，但一般以包涵体的形式表达，需

要复性，且蛋白质的折叠常常存在问题，而巴斯德毕

赤酵母（Pichia pastoris）表达体系作为一种真核生物

的表达系统，相对于大肠杆菌有很多优点。巴斯德毕
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赤酵母表达系统是 20 世纪 80 年代发展起来的一种高

效的外源蛋白表达系统[16]，是目前运用最为广泛的基

因工程酵母表达系统，能以甲醇作为唯一碳源的微生

物。毕赤酵母表达系统既具有原核表达系统的易培养、

繁殖快和表达量高等优点，又具有真核表达系统的外

源蛋白翻译后再加工修饰等特点。毕赤酵母表达系统

质粒遗传稳定，表达效率高，可在胞内合成过氧化酶

的微体，稳定表达量，适合高密度发酵[17]。 
本研究采用毕赤酵母系统表达具有生物活性的

hPON1，对其进行纯化并分析其最适温度和最适 pH，

为进一步研究其应用提供前期研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒 
巴斯德毕赤酵母菌株 X33 (P. pastoris X33)和大肠

杆菌 DH5α (Escherichia coli DH5a)为本实验室保存，

pPICZA 质粒购自 Invitrogen 公司。 

1.1.2  试剂与培养基 
hPON1，广州复能基因有限公司；酵母氮源 YNB 

(Yeast Nitrogen Base)，Difco；蛋白胨、酵母提取物，

Oxoid；PMSF，Sigma；其他试剂为市售国产分析纯。 
LB 培养基：每 100 mL 中含有 1 g 胰蛋白胨，0.5 

g 酵母抽提物，1 g NaCl（低盐时为 0.5 g），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）、BMGY 和

BMMY 参考 Invitrogen 公司的毕赤酵母表达手册。 
1.1.3  仪器 

FluorCham M 凝胶成像分析系统，ProteinSimple；
Milli-Q 纯水机，Millipore；5810R 型高速冷冻离心机，

Eppendorf；PB-10 pH 计，Sartorius；蛋白纯化仪 AKTA 
purifier，GE Healthcare 公司；XS105 十万分之一天平，

Mettler Toledo；Vortex-Genie2 涡旋振荡器，Scientific 
Industries；Enspire-2300 多功能酶标仪，PerkinElmer。 
1.1.4  引物 

本文所用的引物如表 1 所示。 
 

表1 本文所用的引物信息 

Table 1 Primers used in this study 
引物名称 引物序列 用途 

PON1-F CATCGAATTCATGGCCAAGTTGATCGCCT 
PON1 基因克隆 

PON1-R GTATGCGGCCGCGCAATTCACAATACAAGG 
5’AOX GACTGGTTCCAATTGACAAGC 

菌落 PCR 鉴定 
3’AOX GCAAATGGCATTCTGACATCC 

1.2  方法 

1.2.1  基因优化与合成 
采用金唯智公司的 OptimWiz 软件对 PON1 基因

的密码子使用偏好性、GC 含量和 mRNA 二级结构进

行优化。优化后基因的合成由金唯智公司完成。 
1.2.2  重组质粒的构建与筛选鉴定 

以质粒pUC57-PON1为模板，用5’AOX和3’AOX
通用引物为引物进行PCR反应扩增PON1。反应条件：

94 ℃预变性 5 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。 
pPICZA 质粒和 PON1 的 PCR 产物分别用限制性

内切酶 EcoR I 和 Not I 进行双酶切，用 T4 DNA ligase 
16 ℃过夜连接酶切产物，然后用 CaCl2 转化法转入

E.coli 感受态，涂板于 LB (zeocin 终浓度为 25 mg/mL)
平板上，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 EcoR I 和 Not I 进行双酶切鉴

定，酶切产物经 1%凝胶电泳鉴定。将构建好的重组

质粒 pPICZA-PON1 经 Sac I 线性化后，通过电转化方

法转入 P. pastoris X33 感受态中。取转化产物涂布于

YPD（zeocin 终浓度为 100 mg/mL）平板上，30 ℃培

养 48 h，分别挑取平板上的 PON1 和 X33 单菌落，用

5’AOX 和 3’AOX 通用引物作为引物，进行菌落 PCR
鉴定，PCR 产物经 1%凝胶电泳鉴定。 
1.2.3  人对氧磷酶 1（rhPON1）的摇瓶发酵与

纯化 
挑取阳性克隆接种于 BMGY 培养基中，28 ℃、

200 r/min 培养 16~20 h OD600至 2~6，8000 r/min 离心

10 min 收集菌体，再用 BMMY 培养基重悬细胞，稀

释 OD600至 0.8~1.0，28 ℃、200 r/min 培养 5 d，每隔

24 h 添加甲醇至 1%（V/V）浓度，从而诱导重组酯酶

的表达，并取 400 μL 发酵液 4 ℃、8000 r/min 离心 5 
min，测定重组菌的生长曲线，同时检测发酵液菌体

的酶活力。同时以 X33 作为阴性对照进行同样操作。 
发酵液于 4 ℃、12000 r/min 离心 3 min，经酸性

玻璃珠裂解后，利用蛋白纯化仪进行纯化。柱子采用

HisTrap FF Crude 1 mL，上样量 5 mL，流速 1 mL/min，
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以 20 mmol/L 磷酸钠缓冲液、0.5 mol/L 氯化钠、500 
mmol/L 咪唑(pH 7.4)缓冲液作为洗脱液，每支收集管

收集 0.5 mL，每管取 2 μL 样品于 280 nm 处测定吸光

度，直至 OD280 nm回至基线后停止收集，根据 OD280 nm

值将处于同一吸收峰的样品进行合并。 
1.2.4  rhPON1 酶活力测定与蛋白分析 
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采用对硝基苯酚法测定脂肪酶活性，以 4-硝基苯

丁酸酯（pNPB）作为底物，将其用 DMSO 溶解，终

浓度为 100 mmol/L。总反应体系为 202 μL，先将 10 μL
酶液加入到 190 μL、100 mmol/L、pH 8.0 的 Tris-HCl
缓冲液中预热 3 min，再加入 2 μL、100 mmol/L 底物，

在 pH 8.0 37 ℃条件下反应 7 min，以超纯水为空白，

用酶标仪于 405 nm 测定其吸光度值，根据标准曲线

计算酶活。水解酶活力单位（1 U）定义为：在上述条

件下，每分钟水解底物 pNPB 所释放出 1 μmol 对硝基

苯酚所需的酶量。 
重组转化子连续诱导培养 120 h，发酵上清液及菌

体分别取 5 μL 上样，进行 4~20% SDS-PAGE 电泳，

考马斯亮蓝 R250 染色，脱色后检测目的蛋白条带，

分析重组蛋白分子量。SDS-PAGE 电泳方法参考《分

子克隆手册》。 
1.2.5  rhPON1 最适温度与最适 pH 研究 

为确定温度对酶活的影响，按照方法“1.2.4”，在

pH 8.0 条件下，测定不同温度下（25、30、35、37、
40、45、50 ℃）发酵菌体中 PON1 的酶活力。以超纯

水为空白对照，每个样品平行操作三次，绘制温度-
酶活力曲线。 

为确定 pH 对酶活的影响，按照方法“1.2.4”，在

pH 4.0~10.0（每隔 1.0 个 pH 单位为一个梯度）的不同

pH 缓冲液范围内，在 37 ℃条件下，测定在不同 pH
条件下发酵菌体中 PON1 的酶活力。以超纯水为空白

对照，每个样品平行操作三次，绘制 pH-酶活力曲线。 

1.3  统计分析 

每个试验点重复三次测定，采用 Excel 2013 和

GraphPad Prism 6 进行数据分析与处理。 

2  结果与讨论 

2.1  表达载体的构建 

2.1.1  人对氧磷酶 1（hPON1）基因的优化 
尝试将密码子优化前的 hPON1 在巴斯德毕赤酵

母中进行表达，但未得到有活性的 hPON1 蛋白。推

测由于 hPON1 是人源蛋白，其密码子偏好性与本文

采用的巴斯德毕赤酵母不同，因此针对巴斯德毕赤酵

母的密码子使用频率对 hPON1 进行了密码子优化（图

1）。优化前 hPON1 对巴斯德毕赤酵母的密码自适应

指数（Codon Adaptation Index，CAI）为 0.76，优化

后提高到 0.86。GC 含量从优化前的 43%提高到 48%。

优化前后的碱基一致性为 73.8%。 

 
图1 hPON1基因的优化前和优化后序列比较 

Fig.1 Alignment of pre- and post-optimization sequences of 

pPICZA-PON1 
2.1.2  重组质粒 pPICZA-PON1 的构建与筛选

鉴定 

 

 
图2 重组质粒pPICZA-PON1鉴定与菌落PCR鉴定 

Fig.2 Identification of recombinant plasmid pPICZA-PON1 

注：图 a 表示 PON1 PCR 产物；图 b 表示重组质粒

pPICZA-PON1 鉴定；图 C 表示菌落 PCR。图 a 中，1 表示 PON1 

PCR产物；M1表示Takara 250 bp ladder。图b中，M1表示Takara 

250 bp ladder；1 表示 pPICZA-PON1，EcoR I+Not I 双酶切产物；

2 表示 pPICZA-PON1 ， EcoR I 单酶切产物； 3 表示

pPICZA-PON1；M2 表示 Takara DL 10000。图 c 中，M1 表示

Takara 250 bp ladder；1 表示 X33 菌落 PCR 产物；2 表示 PON1
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菌落 PCR 产物；3 表示重组质粒 pPICZA-PON1 PCR 产物。 

按方法“1.2.2”，扩增 PON1，取 5 μL PCR 产物进

行 1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定，PON1 的 PCR 产物大

小在 1000 bp~1500 bp 之间。结果表明：在约 1300 bp
处有一条明显的扩增带（图 2a），与目的基因 PON1
片段大小（1350 bp）相符。 

挑取 PON1 的单菌落接种于 LB (zeocin 终浓度为

25 mg/mL)培养基中，过夜培养后，提取质粒，将质

粒分别进行 EcoR I 单酶切和 EcoR I+Not I 双酶切鉴

定。结果表明：pPICZA-PON1 单酶切产物的大小在

4500 bp 左右（图 2b），双酶切产物的大小分别有 3000 
bp~4500 bp 及 1000 bp~1500 bp 的条带，与预期大小

相符。 
分别挑取 YPD（zeocin 终浓度为 100 mg/mL）平

板上的 PON1 和 X33 单菌落，用 5’AOX 和 3’AOX 通

用引物作为引物，以 X33 作为阴性对照、重组质粒

pPICZA-PON1 作为阳性对照，进行菌落 PCR 鉴定。

结果表明：PON1 与阳性对照在约 1300 bp 处有一条

明显的扩增带（图 2c），同 PON1 片段大小（1350 bp）
相符，而阴性对照 X33 未扩增出该条带，确定重组质

粒构建（图 3）成功。 
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图3 重组质粒pPICZA-PON1 

Fig.3 R ON1 

2.2  rhPON

33 进行摇瓶培

养，

ecombinant plasmid pPICZA-P

1 的诱导表达与纯化 

筛选获得的 rhPON1 和对照菌 X
添加终浓度 1%的甲醇诱导。每隔 24 h 补加 1%

甲醇并取样，检测 OD600和酶活（图 4a），结果表明：

rhPON1 的 OD 值在 96 h 达到最高值 30.98，其酶活在

120 h 时达到 0.15 U/mL。与文献报道[18]的大肠杆菌表

达的包涵体复性结果进行了比较，在表达量方面巴斯

德毕赤酵母似乎没有优势，未来可以通过构建多拷贝

表达盒的菌株及发酵条件优化提高 hPON1 在巴斯德

毕赤酵母中的表达量。分别取 5 μL X33 发酵菌体（96 
h）与 rhPON1（24 h、48 h、72 h、96 h 的发酵菌体裂

解液、120 h 的发酵菌体裂解液和上清液、120 h 纯化

蛋白）上样，进行 4~20% SDS-PAGE 电泳，考马斯亮

蓝 R250 染色，脱色后，利用 FluorCham M 凝胶成像

系统进行分析（图 4b）。结果显示，菌体裂解液中的

蛋白含量随着发酵时间而增加，与对照菌株 X33 的菌

体裂解液相比，其胞内蛋白的条带相似，无法判断

rhPON1 的条带。采用 Ni-NTA 螯合亲和层析对 120 h
的菌体裂解液进行纯化，得到单一的蛋白条带，其分

子量大小在 30~40 ku 之间，并接近 40 ku，与预期的

37 ku 相符，而发酵液的上清基本未测出酶活，说明

rhPON1 在酵母细胞内表达，没有分泌到胞外。Unver 
Y 等[19]采用巴斯德毕赤酵母分泌表达 hPON1，其表达

产物大小为 59.1 ku，大于 hPON1 理论大小，推测是

由于酵母过度糖基化造成。糖基化的存在，易引起机

体免疫反应，在未来的应用方面面临的问题可能更多。 

 
图4 rhPON1摇瓶发酵生长曲线、酶活力与SDS-PAGE分  

注：图 a 表示 线与酶活力；图 b

表示发

pH 和温度研究 

析

Fig.4 Batch growth curve during shake flask fermentation 

(OD600) and enzyme activity of recombinant PON1 (a) and 

SDS-PAGE analysis (b) 

rhPON1 摇瓶发酵生长曲

酵各取样点与纯化后的 rhPON1 的 SDS-PAGE 分析。1

表示 X33 发酵菌体；2 表示 24 h 发酵菌体；3 表示 48 h 发酵菌

体；4 表示 72 h 发酵菌体；5 表示 96 h 发酵菌体；6 表示 120 h

发酵菌体；M 表示 Protein Marker；7 表示 120 h 已纯化；8 表

示 120 h 发酵上清液。 

2.3  rhPON1 的最适
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