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大肠杆菌植酸酶 AppA 在毕赤酵母中的高效表达 
 

高娇，郑学云，林影，梁书利 
（华南理工大学生物科学与工程学院，广东省发酵与酶工程重点实验室，广东广州 510006） 

摘要：本研究全基因合成大肠杆菌 B48 来源的植酸酶 AppA 基因，并将它克隆到 PHKA 载体上，在毕赤酵母 GS115 中进行分泌

表达。为了进一步提高毕赤酵母中植酸酶的表达量，本研究结合信号肽、启动子、基因剂量和蛋白质折叠通量优化的方法，最终将毕

赤酵母中植酸酶的活力从 329.41 U/mL 提高到了 1892.51 U/mL，是初始菌株的 5.75 倍。初步测定了植酸酶 AppA 的基本酶学性质，

其最适温度和 pH 分别为 60 ℃和 4.5；在 60 ℃处理 60 min 后，植酸酶活力剩余 40%，温度稳定性较差；在 pH 6.0~7.0 处理 6 h 后，

酶活力剩余 87%，该酶在弱酸环境中有较好的稳定性；同时研究了二价金属离子对植酸酶活力的影响，Fe2+能够激活植酸酶 AppA 的

活力，而 Cu2+、Ni2+、Mn2+等离子通过与植酸形成络合物而抑制植酸酶 AppA 的活力。该酶在酸性条件下的强稳定性有利于将其应用

于食品加工领域。 
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Abstract: In this study, the phytase gene, AppA, derived from Escherichia coli B48 was synthesized by whole gene, and cloned into 

PHKA vector for secretion expression in Pichia pastoris GS115. In order to further increase the expression of phytase in Pichia pastoris, this 

study adopted the optimization method based on the combination of signal peptide, promoter, gene dose and protein folding flux, which led to an 

ultimate increase of the phytase activity in Pichia pastoris from 329.41 U/mL to 1892.51 U/mL (5.75 times as high as that of the original strain). 

The basic enzymatic properties of phytase AppA were preliminarily determined, and the optimum temperature and pH were 60 ℃ and 4.5, 

respectively. After a 60-min treatment at 60 ℃, 40% of the phytase activity was retained, indicating poor thermal stability. After a 6-h treatment 

at pH 6.0~7.0, 87% of the enzyme activity was retained, indicating good stability in a weak acid environment. The effect of divalent metal ions 

on phytase activity was also studied. Fe2+ could activate phytase AppA, while ions such as Cu2+, Ni2+ and Mn2+ may inhibit the activity of 

phytase AppA through forming a complex with phytic acid. The high stability of the enzyme under acidic conditions is advantageous for its 

application in the field of food processing. 
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植酸酶是水解植酸及其盐类生成肌醇和磷酸的一

类酶的总称。植酸酶作为食品添加剂在改善人体对矿

物质的吸收和提高食品加工技术等方面具有良好的应

用前景。谷物和油菜籽中的磷酸盐有 60 多种是以植酸

盐的形式存在的，植酸盐只有在植酸酶的催化下才能

释放无机磷[1]，而单胃动物，如人，猪和家禽，消化

道中不能够降解植酸盐，所以需要添加植酸酶来提高

磷的利用率，降低磷对环境的污染。植酸酶作为食品

添加剂可以充分降解植酸酶含量低的玉米、燕麦和大 
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豆饼等食品中的植酸，其特点主要是：①提高食品加

工技术，如提高玉米浆的品质、改善面包质地等[2]；

②降低植酸的抗营养作用，改善人体对铁和锌的利用

率[3]；③促进日粮中蛋白质和氨基酸的利用率[4]。 
植酸酶可存在于动物、植物和微生物中，由于动

物和植物来源的植酸酶活性低，所以目前常用的植酸

酶主要来源于黑曲霉、大肠杆菌等微生物。由于黑曲

霉来源的植酸酶耐热性差，不利用生产应用。大肠杆

菌来源的植酸酶 AppA 是一种酸性植酸酶，其最适 pH
值与动物胃肠道消化环境相似，是目前已知的分解植

酸能力最强的植酸酶[5]。 
巴斯德毕赤酵母是一种甲基营养型酵母，它能够

以甲醇为唯一碳源和能源来提供菌体生长和代谢所需
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物质和能量。毕赤酵母具有 PAOX1 启动子活性强、可

进行翻译后修饰加工、遗传背景清晰、操作方便、外

源基因稳定性好、高密度发酵和产物易于分离纯化等

优点，目前已有 5000 多种蛋白在毕赤酵母中表达。近

年来，毕赤酵母被美国 FDA 认定为 GRAS (Generally 
recognized as safe)微生物，可用于食品和医药领域。 

提高毕赤酵母中外源蛋白表达量的主要策略为：

外源蛋白基因表达元件的优化、基因剂量的提高、蛋

白折叠通量的提升、蛋白质分泌运输途径改造和蛋白

降解途径弱化等方法[6]。本研究通过优化表达元件中

的信号肽和启动子、增加基因剂量以及提升蛋白折叠

通量的方法提高植酸酶 AppA 在毕赤酵母中的表达

量，并对其酶学性质进行测定，为其以后的工业应用

提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 
菌株：毕赤酵母 GS115 和 E.coli TOP10；载体：

PHKA，pPICZαA，pPICZMFA，pPICZαAm，pPICBA
和 pGAPB。菌株和载体都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 

（1）BMGY 液体培养基：1%（W/V）酵母提取

物，2%（W/V）胰蛋白胨，1.34%（W/V）YNB，1%
（W/V）甘油，10%（V/V）1 M pH 6.0 的磷酸缓冲液，

115 ℃灭菌 20 min； 
（2）BMMY 液体培养基：BMGY 培养基中 1%

（W/V）甘油替换为 1%（V/V）甲醇，其余不变； 
（3）YPDZ 平板：1%（W/V）酵母提取物，2%

（W/V）蛋白胨，2%（W/V）葡萄糖，2%（W/V）琼

脂粉。115 ℃灭菌 20 min 后在超净台倒平板，4 ℃保

存备用； 

（4）MD 固体培养基：1.34%（W/V）YNB，2%
（W/V）葡萄糖，2%（W/V）琼脂粉。115 ℃灭菌 20 
min 后在超净台倒平板，4 ℃保存备用； 

（5）0.25 mol/L 乙酸钠缓冲液：20.51 g 无水乙酸

钠加入 900 mL 水溶解，用冰醋酸调 pH 至 5.5，定容

至 1 L； 
（6）7.5 mmol/L 植酸钠溶液：0.693 g 植酸钠用

0.25 mol/L 乙酸钠缓冲液定容至 100 mL，并用冰醋酸

调 pH 至 5.5，4 ℃冰箱保存； 
（7）硝酸溶液：76 mL 硝酸加入 124 mL 水中，

避光保存； 
（8）100 g/L 钼酸铵：10 g 钼酸铵溶解于 80 mL

水中，加入 10 mL 氨水，定容至 100 mL； 
（9）2.35 g/L 钒酸铵：0.235 g 钒酸铵溶于 90 mL

水中，加 2 mL 硝酸溶解，定容至 100 mL，避光保存； 
（10）终止液:钒酸铵:钼酸铵:硝酸=1:1:2，现用现

配，从左到右依次添加。 
1.1.3  试剂及其它 

KOD FX 高保真聚合酶购买于日本东洋纺公司；

T4DNA 连接酶购买于 TaKaRa 公司；PCR 产物回收试

剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒购买

于美吉生物公司；酵母提取物和胰蛋白胨购买于英国

Oxoid 公司；蛋白胨和 YNB 无氨基酵母氮源购买于美

国BD-Difco公司；MultiskanAscen仪器购买于Thermo 
Electron Corporation；其它试剂均为国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  基因的扩增和重组质粒的构建 
表1 基因引物及其构建的载体 

Table 1 Gene amplification primer and its constructed vector 

引物名称 引物序列 构建载体 

Phy-F 5’-CGCGGAATTCCAGAGTGAGCCTGAGTTGAAAC-3’ PHKA-α-phy 

pPICZAm-α-phy Phy-R 5’-ATTTGCGGCCGCTTACTACAAGGAACAAGCTGGGATTC-3’ 

MF-F 5’-GGGCTTCGAAACGATGGCTATTCCATTTCCATCTATCTTC-3’ PHKA-MF-phy 

pPICZAm-MF-phy MF-R 5’-CCGGAATTCAGCCTCAGCCTCTCTCTTTTCG-3’ 

AOXm-F 5’-GGAAGATCTAACATCCAAAGACGAAAGG-3’ 
PHKAm-MF-phy 

AOXm-R 5’-GGCTTCGAATAATTAGTTGTTTTTTGATCTTCTCAAG-3’ 

HAC1-F 5’-CGCGGAATTCATGCCCGTAGATTCTTCTCATAAG-3’ 
pPICBA-Hac1 

HAC1-R 5’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCTCACCTGATCGCTATGCATGTC-3’

P180-F 5’-CGCGGAATTCGATGGACATCTATGACACACAGAC-3’ 
pGAPB-P180 

P180-R 5’-AAGGAAAAAAGCGGCCGCCCCGCGGTTATGGGTCTCC-3’ 

注：横线部分为酶切位点序列。 
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根据 GenBank 中 E.coli B84 植酸酶 AppA 的蛋白

序列（ABF60232.1），由上海捷瑞公司合成全基因序

列；根据 NCBI 查找的毕赤酵母 GS115 基因组上 Hac1
和 P180 基因序列，用 Snapgene 软件设计引物，以

GS115 基因组为模板，扩增得到 Hac1 和 P180 序列，

以 pPICZMFA 为模板扩增得到 MF 信号肽；以

pPICZαAm 为模板扩增得到 AOXm 启动子。PCR 扩

增体系为 0.5 μL KOD FX 高保真聚合酶，10 μL 
dNTPs，1.5 μL 上下游引物，50 ng DNA 模板，无菌

水定容至 50 μL。扩增体系为 94 ℃预变性 5 min，98 ℃
变性 10 s，55 ℃退火 30 s，68 ℃延伸（1 kb/min），30
个循环，68 ℃延伸 10 min。通过 1%琼脂糖凝胶鉴定

和回收扩增片段，并用相应的限制性内切酶酶切载体

得到载体片段。用 T4 DNA 连接酶将载体与基因片段

连接构建重组载体。基因引物及其构建的载体如表 1
所示。 
1.2.2  重组毕赤酵母菌株的构建 

用电转的方法将被Kpn2I线性化的PHKA-α-Phy，
PHKA-MF-Phy 和 PHKAm-MF-Phy 载体分别转入到

毕赤酵母感受态中，在 MD 平板上进行筛选。用 MssI
线性化 pPICZAm-MF-phy 载体将其电转到 AOXm- 
MF-Phy 酵母感受态中，在 YPDZ 平板上进行筛选。

分别用MssI和XmaJI线性化pPICBA-Hac1和pGAPB- 
P180 载体将其分别电转到 AOXm-MF-Phy-2C 感受态

中，在 YPDB 平板上进行筛选。用 XmaJI 线性化

pPICBA-Hac1-GAP-P180载体电转到AOXm-MF-Phy- 
2C 感受态中，在 YPDB 平板上进行筛选。电击条件

为电压 1.5 kV，时间 5 ms。平板 30 ℃培养 72 h，挑

选单菌落进行酵母菌落 PCR，鉴定出阳性转化子进行

发酵。 
1.2.3  重组菌株的诱导表达 

挑选鉴定的阳性转化子接种到含有 10 mL 
BMGY 的 50 mL 的三角瓶中，30 ℃，250 r/min 过夜

培养。以 OD600=1 的起始菌体浓度转接到含有 25 mL 
BMMY 的 250 mL 的三角瓶中，30 ℃，250 r/min 培

养 120 h，每隔 24 h 取样、补加 1%甲醇。 
1.2.4  植酸酶酶活测定 

①将每 24 h 取的发酵液离心，取上清，并用乙酸

钠缓冲液稀释至合适的倍数（酶活吸光值 1~2）；②振

荡摇匀，在 10 mL 玻璃试管中加入 990 μL 乙酸钠，

加入 10 μL①中稀释的样品，空白对照为 1 mL 乙酸钠

缓冲液；③37 ℃预热5 min；④依次往试管中加入2 mL
植酸钠，37 ℃反应 30 min，每 15 min 摇一次；⑤取

出，加入 2 mL 终止液，静置 10 min；⑥取 200 μL 样

品加入到 96 孔板中，每个样品做两个平行；⑦在酶标

仪中测定反应液在 405 nm 处的吸光值；⑧计算酶活，

如公式 1。 
+0.025=

8.234
OD

×酶活 稀释倍数              （1） 

注：酶活的定义为样品在 5.0 mmol/L 植酸钠，37 ℃，pH 

5.5条件下每分钟从植酸钠中释放1 μmol无机磷所需要的酶量，

即一个酶活单位，用 U 表示。 

1.2.5  SDS-PAGE 分析 

以 PHKA-MF-Phy 为对照菌，发酵 AOXm-MF- 
Phy-2C 菌株，取前 96 h 发酵液，离心，留上清，在

100 ℃沸水中，用巯基乙醇缓冲液对上清进行变性预

处理 5 min，通过浓度分别为 6%的浓缩胶和 12%的分

离胶进行 SDS-PAGE，考马斯亮蓝染色，观察蛋白条

带的大小和宽度。 
1.2.6  植酸酶的基本酶学特性分析 

植酸酶最适温度的测定。将稀释好的酶液在不同

温度（30、40、50、55、60、65、70、80 ℃），pH 5.5
下测酶活，每个反应设 3 个平行。以最高酶活为 100%，

计算其它条件下植酸酶的相对活力。 
植酸酶温度稳定性的测定。将稀释好的酶液在

60、70、80、90 ℃下保温 60 min，分别于 0、5、20、
60 min 时取样测酶活，每个反应设 3 个平行。以最高

酶活为 100%，计算其它条件下植酸酶的相对活力。 
植酸酶最适pH的测定。将稀释好的酶液在37 ℃，

不同 pH 值条件下（pH 4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、
7.0、8.0）测定植酸酶的活性，每个反应设 3 个平行，

植酸钠用不同 pH 值的缓冲液配制，其中 pH 4.0~5.5
用乙酸钠-乙酸缓冲液；pH 6.0~6.5 用咪唑-盐酸缓冲

液；pH 7.0~8.0 用 Tris-HCl 缓冲液。以最高酶活为

100%，计算其它条件下植酸酶的相对活力。 
植酸酶的 pH 稳定性的测定。将稀释好的酶液在

37 ℃，不同 pH（pH 4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、
7.0）缓冲液条件下保温 6 h。然后在 37 ℃，pH 5.5 下

测定酶活，每个反应设 3 个平行。以最高酶活为 100%，

计算其它条件下植酸酶的相对活力。 
二价金属离子对植酸酶活性影响：用 pH 5.5，0.25 

mol/L乙酸钠缓冲液配制浓度为0.5 mM的金属离子溶

液，在 37 ℃，pH 5.5 条件下测定不同二价金属离子对

植酸酶活力的影响。以不加金属离子的酶活为 100%，

计算其它条件下植酸酶的相对活力。 
1.2.7  数据分析 

每个样品重复发酵三次，每次测酶活设置三个平

行，数据值为平行样品的平均值，用误差线表示标准

偏差。 
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2  结果与讨论 

2.1  重组载体和重组工程菌株的构建 

 
图1 本研究载体构建图 

Fig.1 Vector construction diagram of the study 

通过 1.2.1 中的方法用酶切连接的方式在 E.coli 
TOP10 中构建载体，根据图 1 所示的载体构建流程，

得到 PHKA-α-Phy，PHKA-MF-Phy，PHKAm-MF-Phy，
pPICZAm-MF-Phy，pPICBA-Hac1，pGAPB-P180 和

pPICBA-Hac1-GAP-P180 载体。所有载体均通过基因

测序确认构建成功。 

2.2  重组毕赤酵母的诱导表达 

按照 1.2.2 方法将 PHKA-α-Phy，PHKA-MF-Phy，
PHKAm-MF-Phy，pPICZAm-MF-Phy，pPICBA-Hac1，
pGAPB-P180 和 pPICBA-Hac1-GAP-P180 载体电转到

相应的毕赤酵母感受态中，通过酵母菌落 PCR 鉴定出

阳性转化子，按照 1.2.3 的方法对重组菌株进行诱导发

酵。 
2.2.1  外源蛋白表达元件优化对毕赤酵母分泌

表达植酸酶的影响 
外源蛋白N端的分泌信号肽序列是外源蛋白分泌

表达的必要元件，其可以引导肽链进入内质网完成糖

基化和折叠，并转运到高尔基体和胞外，选择合适的

信号肽序列能够实现外源蛋白高效的分泌表达。来源

于酿酒酵母的 α-factor 是目前在毕赤酵母中广泛使用

的信号肽[7]，MF-factor 是在 α-factor 与外源蛋白序列

之间增加可被信号肽酶识别切割的 10 个氨基酸

（EEAEAEAEPK）序列[8]。从图 2 中可以看出，信号

肽由 α-factor 更换为 MF-factor 后菌体的生长下降了

4.7%，AOX-MF-Phy 的植酸酶表达量较 AOX-α-Phy
提高了 33.7%，说明 MF-factor 对植酸酶的分泌能力高

于 α-factor，这与之前对 MF-factor 研究中植酸酶表达

量升高的结果相同[8]。 

 

 
图2 重组毕赤酵母生长曲线(a)和植酸酶表达量(b) 

Fig.2 Growth curve (a) and phytase expression (b) of 

recombinant P. pastoris 

启动子是基因表达的重要元件，其强度直接和基

因的 mRNA 转录水平和蛋白表达量相关，选择转录能

力强的启动子能够提高外源蛋白的表达量。研究发现

将 PAOX1 的 -230~-190 序列增加为两拷贝并且将

-777~-712 序列删除后得到 AOXm 序列，AOXm 启动

子的强度比 PAOX1的要高[9]。在 AOX-MF-Phy 菌株的

基础上将AOX1启动子更换为突变的AOXm启动子，

得到 AOXm-MF-Phy 毕赤酵母重组菌株。从图 2 中可

以看出，菌体诱导发酵 120 h 后，AOXm-MF-Phy 菌

株的生长下降 18.7%，而植酸酶表达量比 AOX-MF- 
Phy 菌株提高了 2.42 倍，达到 1068.67 U/mL，说明

AOXm 启动子有利于植酸酶的表达。 
由此可以说明 MF-factor 和 AOXm 启动子都有利

于提高植酸酶 AppA 在毕赤酵母中的分泌表达，外源

蛋白在合成与分泌时需要消耗大量的 ATP[10]，会和菌

体的生长进行能量竞争[11]，所以菌体可能通过减缓菌

株的生长速度来使更多的能量和物质用于蛋白合成。 
2.2.2  增加基因剂量对植酸酶表达的影响 

增加外源基因表达盒在毕赤酵母基因组上的拷贝

数对提高外源蛋白的表达量具有显著的作用。目前增

加外源蛋白拷贝数的方法有体外构建法（多基因表达

盒载体）和体内构建法（抗生素压力筛选）[12]。我们

通过体外构建法，在单拷贝 AppA 基因基础上，再增
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加一个拷贝的 AppA 基因，通过抗性筛选得到 AOXm- 
MF-Phy-2C 菌株，它与单拷贝菌株生长和产酶能力比

较结果如图 3 所示。 

 

 
图3 两拷贝植酸酶重组毕赤酵母生长曲线(a)和植酸酶表达量

(b) 

Fig.3 Growth curve (a) and phytase expression (b) of two-copy 

phytase recombinant P. pastoris 

从图 3 中可以看出，在产酶能力方面，将基因增

加为两拷贝后，植酸酶的表达量仅提高了 11%，猜测

可能是因为基因拷贝数的增加，外源蛋白表达量增加

导致内质网折叠通量不足，对内质网造成压力，破坏

内质网的稳态，激活内质网的未折叠蛋白响应（UPR）
途径，上调内质网降解（ERAD）途径相关基因，加

快未折叠蛋白和错误折叠蛋白的降解速度[13,14]，从而

限制了植酸酶产量的增加。 
2.2.3  蛋白质折叠通量优化对植酸酶分泌表达

影响 

过表达内质网中的分子伴侣、折叠相关酶或相关

转录因子可以促进蛋白质的折叠，有效的增加蛋白的

分泌表达量[15]。与内质网稳态相关的转录因子中 Hac1
是未折叠蛋白响应（UPR）途径的一个激活性调控因

子，它能够调控分泌途径中的各种分子伴侣，折叠因

子等的表达，从而促进外源蛋白的正确折叠，提高细

胞外源蛋白的分泌能力[16]。P180 是一种核糖体受体蛋

白，它能够增加粗面内质网的面积，通过上调与胞吐

相关基因的转录和翻译，来提高细胞外源蛋白的分泌

能力[17]。因此在两拷贝植酸酶菌株的基础上过表达

Hac1 和 P180，这两个调控因子对植酸酶表达影响的

结果如图 4 所示。 

 

 
图4 过表达Hac1和 P180的重组毕赤酵母生长曲线(a)和植酸

酶表达量(b) 

Fig.4 Growth curve (a) and phytase expression (b) of 

overexpress Hac1 and P180 in two-copy phytase recombinant P. 

pastoris 

从图 4 中可以看出，过表达 Hac1 和 P180 后植酸

酶表达量比 AOXm-MF-Phy 菌株分别提高了 19%和

37%，增加量高于仅通过增加基因拷贝数增加的植酸

酶表达量。说明增加基因拷贝数后，基因表达量升高，

对内质网产生压力，而过表达 Hac1 或 P180 后能够缓

解内质网的压力，提高外源蛋白表达量。进一步将

Hac1 和 P180 这两个调控因子同时过表达，结果显示

植酸酶的表达量比 AOXm-MF-Phy 菌株提高了

55.6%，达到 1892.51 U/mL，说明 Hac1 和 P180 的协

同表达能够进一步缓解由基因表达量增加对内质网产

生的压力，促进蛋白质的正确折叠，增加植酸酶的分

泌表达量。 

2.3  表达产物的 SDS-PAGE分析 

对发酵前 96 h 的上清用巯基乙醇进行预处理，以

10 μL 的上样量进行 SDS-PAGE，结果如图 5 所示，

蛋白条带大小为 55 ku 左右，与理论值相符。并且在

96 h 时，菌体蛋白得到大量的累积，并且可以看出

AOXm-MF-Phy-2C-Hac1-P180 蛋白量高于 AOXm- 
MF-Phy 的，这与植酸酶 AppA 酶活结果相符。 
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图5 植酸酶AppA SDS-PAGE分析 

Fig.5 SDS-PAGE analysis of recombinant phytase AppA 

2.4  植酸酶AppA酶学性质分析 

2.4.1  植酸酶 AppA 最适温度和温度稳定性的

测定 

在 pH 5.5 条件下测定了不同温度下植酸酶 AppA
的酶活力，结果如图 6 所示，在 60 ℃条件下，植酸

酶 AppA 具有最高的酶活力，在温度小于 60 ℃时，酶

活力随着温度的升高逐渐升高，在 60 ℃酶活力达到

最高，温度继续升高，酶活力快速下降，当温度升高

到 70 ℃后植酸酶 AppA 活力基本丧失。 

 
图6 植酸酶AppA最适温度的测定 

Fig.6 Determination of optimum temperature of phytase AppA 

 
图7 植酸酶AppA温度稳定性的测定 

Fig.7 Determination of temperature stability of phytase AppA 

将植酸酶 AppA 分别在 60 ℃、70 ℃、80 ℃、

90 ℃下保温 60min，酶活力随加热时间变化结果如图

7 所示，植酸酶 AppA 在 70 ℃~90 ℃中处理，酶活力

迅速丧失，而在 60 ℃中，酶活力一直维持在 40%以

上，与图 6 显示的结果相同。 
2.4.2  植酸酶AppA最适 pH值和 pH稳定性的

测定 

在 37 ℃条件下测定不同 pH 值缓冲液中植酸酶

AppA 的酶活力，结果如图 8 所示。植酸酶 AppA 的

酶活力在 pH 4.5 时达到最大活力，这与其它来源的植

酸酶在不同 pH 条件下的酶活力变化趋势是相同的
[18]，并且低于柠檬酸杆菌来源的植酸酶最适 pH 值[6]。

该酶在弱酸性条件下有较好的酶活力，所以在生产的

过程中，应该尽量将 pH 条件控制在 4.0~5.5 之间，使

植酸酶保持较好的活性。 

 
图8 植酸酶AppA最适pH值的测定 

Fig.8 Determination of the optimum pH value of phytase AppA 

 
图9 植酸酶AppA pH稳定性的测定 

Fig.9 Determination of pH stability of phytase AppA 

将植酸酶 AppA 在不同 pH 缓冲液中处理 6 h 后，

测得的 pH 耐受性结果如图 9 所示，该酶在 pH 6.0~7.0
条件下处理 6 h 后酶活力仍保持在 90%以上，说明该

酶具有较强的 pH 耐受性。 
2.4.3  二价金属离子对植酸酶 AppA 酶活力的

影响 

植酸酶的活性除了受到温度和 pH 的影响，还受

到许多二价离子的影响。多数金属离子通过与植酸发

生强烈的络合作用而抑制植酸酶的活力，但也有部分

金属离子能够提高酶的活力。测定不同二价金属离子
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对植酸酶 AppA 活力的影响，结果如表 2 所示。从表

中可以看出加入 Fe2+后，植酸酶 AppA 的活力提高为

原来的 135%，这与 Fe2+在酿酒酵母中对植酸酶表达

影响的结果是相同，主要是通过将 Fe2+作为电子转移

载体来激活酶的活性[4]。而在本研究中的其它二价金

属离子对植酸酶 AppA 都具有抑制作用，其中 Ni2+和

Cu2+对植酸酶的抑制性最强。 
表2 二价金属离子及化学试剂对植酸酶酶活力的影响 

Table 2 Effect of divalent metal ions and chemical reagents on 

phytase enzyme activity 

Metal ions Concentration Relative activity/%

No addition - 100 

Ba2+ 0.5mM 82.06±1.72 

Ca2+ 0.5mM 62.45±0.44 

Mn2+ 0.5mM 72.72±0.68 

Cu2+ 0.5mM 10.47±0.21 

Fe2+ 0.5mM 134.91±0.26 

Mg2+ 0.5mM 56.40±0.55 

Ni2+ 0.5mM 7.70 

Zn2+ 0.5mM 53.97±4.28 

3  结论 

本研究将来源于大肠杆菌 B48 的植酸酶 AppA 基

因在毕赤酵母中实现分泌表达，通过对基因表达元件

的优化得到 AOXm-MF-Phy 植酸酶表达菌株。将植酸

酶的拷贝数增加为两拷贝后，AOXm-MF-Phy-2C 菌株

植酸酶的表达量有所提高。为了减缓拷贝数增加给内

质网带来的压力，过表达与内质网扩张和压力相关的

Hac1 和 P180 调控因子，最终使植酸酶的活力达到

1892.51 U/mL。实验结果表明 Hac1 和 P180 调控因子

在两拷贝植酸酶菌株中的协同表达，比单个调控因子

的表达效果更佳，表明仅通过 Hac1 激活 UPR 途径来

缓解未折叠蛋白对内质网产生的压力或者通过 P180
扩增内质网的面积增加蛋白的分泌是不足以让大量合

成的多肽链在内质网中进行正确折叠和分泌表达的。

Hac1 和 P180 协同表达促进植酸酶表达量进一步提

高，但是仍未达到单拷贝酶活两倍的理论值，这可能

和其它与蛋白折叠分泌相关的转录因子相关，如蛋白

质折叠分子伴侣 KAR2[19]，促进二硫键形成基因 PDI
和 ERO1[20]，以及增加内质网中蛋白折叠相关酶基因

HSF1R206S[19]等。重组植酸酶 AppA 在 pH 6.0~7.0 环境

中处理 6 h，酶活力仍保留 87%以上，高于柠檬酸杆

菌来源的植酸酶酶活力 pH 稳定性[6]。在二价金属离子

中，Fe2+能够通过作为电子转移载体来提高植酸酶

AppA 活性。后续可以通过基因工程手段对该酶温度

稳定性改造后，进一步扩展该酶在食品加工领域中的

应用范围。 
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