
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2024, 64(9): 3314–3329  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20240116  

 Research Article 研究报告 
 

                           

资助项目：国家自然科学基金(32002316)；湖南省自然科学基金(2023JJ50315) 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (32002316) and the Natural Science 
Foundation of Hunan Province (2023JJ50315). 
*Corresponding author. E-mail: wangfei179@163.com 
Received: 2024-02-26; Accepted: 2024-05-07; Published online: 2024-05-13 

黑曲霉酸性蛋白酶 PrA 在毕赤酵母中的高效表达 

李炳坤 1，郑毅恒 2，王飞 1*，成莉凤 3，李丁 4 

1 江西农业大学 生物科学与工程学院，江西 南昌 330045 
2 河南科技大学 食品与生物工程学院，河南 洛阳 471000 
3 中国农业科学院麻类研究所，湖南 长沙 410205 
4 江苏省农业科学院动物免疫工程研究所，江苏 南京 210014 
 

李炳坤, 郑毅恒, 王飞, 成莉凤, 李丁. 黑曲霉酸性蛋白酶 PrA 在毕赤酵母中的高效表达[J]. 微生物学报, 2024, 64(9): 
3314-3329. 
LI Bingkun, ZHENG Yiheng, WANG Fei, CHENG Lifeng, LI Ding. Efficient expression of the Aspergillus niger acidic protease 
PrA in Pichia pastoris[J]. Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(9): 3314-3329. 

摘   要：【目的】本研究致力于获得酸性蛋白酶 PrA 的高产酵母菌株，以便在食品加工、饲料添

加剂等领域进行应用。【方法】构建毕赤酵母表达菌株，在摇瓶水平重组表达 PrA 并检测其酶学

性质。通过信号肽改造、基因剂量优化、共表达分子伴侣等措施逐步提高 PrA 产量，并利用高密

度发酵进一步提高表达水平。【结果】PrA 的比酶活为 3 974.00 U/mg，最适反应 pH 为 3.0，最适

反应温度为 45 ℃。初始菌株的 PrA 产量达到 738.03 U/mL。通过使用 MF4I 信号肽将 PrA 产量提

高至 1 206.52 U/mL，增加 PrA 基因拷贝数导致产量提高至 2 406.47 U/mL。进一步共表达分子

伴侣或分子伴侣组合将 PrA 产量提高至 4 091.27 U/mL。经过高密度发酵，发酵 168 h 酶活达到

43 088.00 U/mL，与初始产量相比提高 58.4 倍。【结论】在毕赤酵母中成功实现了酸性蛋白酶 PrA
的高效表达，为其未来的工业化应用奠定了基础。这些结果为进一步研究和开发该酶在食品加工

和饲料添加剂领域的应用提供了重要参考。 
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Abstract: [Objective] To obtain a yeast strain efficiently producing the acidic protease PrA for 
applications in food processing, feed additives, and other related industries. [Methods] We 
constructed a recombinant strain of Pichia pastoris expressing PrA by fermentation in shake 
flasks and measured the enzymatic properties of the expressed PrA. Several strategies, such as 
signal peptide modification, gene dosage optimization, and co-expression with molecular 
chaperones, were employed to enhance the production of PrA. Additionally, high-density 
fermentation was employed to further improve the expression level. [Results] The expressed 
enzyme PrA showcased the specific activity of 3 974.00 U/mg, with the optimum performance 
at pH 3.0 and 45 ℃. The production of PrA by the parental strain was 738.03 U/mL. The 
modification of the MF4I signal peptide increased the production of PrA to 1 206.52 U/mL. 
Moreover, an increase in the copy number of prA further increased the PrA production to     
2 406.47 U/mL. Additionally, co-expression with single or combined molecular chaperones 
increased the PrA production to 4 091.27 U/mL. After undergoing high-density fermentation, the 
enzyme activity reached 43 088.00 U/mL within 168 h, representing a 58.4-fold increase compared 
with the initial production. [Conclusion] High-level expression of PrA was achieved in P. pastoris, 
which laid a foundation for the future industrial applications. The results provide valuable insights 
into the research and development of PrA for applications in food processing and feed additives. 
Keywords: Pichia pastoris; acidic protease PrA; signal peptide; gene dosage; molecular 
chaperone; high-density fermentation 
 

蛋白酶是一类能够催化蛋白质水解为多肽

和氨基酸的酶，广泛应用于食品 [1]、皮革、生

物防治[2]、医药[3]及饲料工业[4-5]。目前，主要

的蛋白质水解酶分为四大类：丝氨酸蛋白酶、

半胱氨酸蛋白酶、金属蛋白酶和天冬氨酸蛋白

酶，后者也称为酸性蛋白酶[6]。酸性蛋白酶的

分子质量往往介于 30−40 kDa，主要由约 380 个

氨基酸组成；不同来源的酸性蛋白酶具有相似的

空间结构和组成，其催化区域的序列和残基相对

保守；酸性蛋白酶的活性位点具有 Asp-Thr-Gly
基序和伴生的 Gly-X-X-Gly 基序，形成蛋白结

构中的 psi 环状结构[7]。对酸性蛋白酶晶体结构

进行 X 射线处理和分析发现，其由 2 个相似的

结构域通过 β 折叠片形成，每个结构域向蛋白

中心的催化口袋提供一个 Asp 残基，通过与蛋

白质结合的配体或底物进行催化反应[8]。目前，
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黑曲霉(Aspergillus niger)是工业化生产有机酸、

蛋白酶的主要菌种，其分泌的较多杂蛋白不利

于蛋白酶的下游纯化，从而限制其在产品端的

应用。因此，如何利用异源表达高效、专一地

生产酸性蛋白酶是目前亟待解决的问题。 
毕赤酵母(Pichia pastoris)作为一种成熟且

广泛使用的酵母表达平台，因其能高效表达真

核生物来源的目的蛋白而备受青睐[9]。首先，

毕赤酵母具有较强的分泌表达能力，便于进行

下游纯化[10]。其次，毕赤酵母具有蛋白重折叠

机制，分泌表达的重组蛋白的可溶性较好，不

会形成包涵体[11]。通过表达元件优化[12]、基因

剂量优化[13]、共表达分子伴侣[14]、高密度发酵

等措施[15]可有效提高目的蛋白产量，从而推动

目的蛋白实现工业化应用。 
本研究采用了自主研发的新一代无抗化毕

赤酵母平台 pMCO，该平台可以在甲醇诱导条件

下介导酵母细胞发生基因重组，删除其基因组上

的抗生素抗性基因，从而便于后续质粒整合[16]。

目前已使用该平台成功表达犬 α 干扰素、壳聚糖

酶、纳米抗体、猪瘟病毒 E2 抗原、猪圆环病毒

3 型 Cap 抗原等多种蛋白质[17-18]。本研究拟将黑

曲霉酸性蛋白酶 PrA基因在毕赤酵母中进行重组

表达，并对其酶学性质进行测定；利用信号肽优

化、基因剂量优化和共表达分子伴侣进一步提高

产量。相关结果为 PrA 的工业化应用奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、质粒和培养基 

毕赤酵母 GS115 菌株、大肠杆菌菌株 DH5α
均购自 Invitrogen 公司。质粒 pMCO-AOXα (带有

α-factor 信号肽，用于分泌表达)和 pMCO-AOX 
(无信号肽，用于胞内表达分子伴侣)均储存于本

实验室[18]。LB、YPG、YPGZ 和 BMMY 培养

基配方参考文献[18]。 

1.2  pMCO-AOXα-PrA 和单拷贝酵母菌株的

构建与表达验证 
利用 SignalP在线数据库对 PrA基因进行分

析，其 N 端 21 个氨基酸被预测为信号肽序列。

去除信号肽序列后将目的基因进行密码子优化

及体外合成(GenBank 登录号为 PP442023)，然后

通过 Xho I 和 Pst I 亚克隆至 pMCO-AOXα 表达

载体(C 端融合载体 HisTag)。将质粒用 Sal I 进
行线性化并乙醇沉淀，然后电转到毕赤酵母

GS115 中。获得的酵母转化子命名为 1-α-PrA。

将得到的转化子先转接到新的 YPGZ 平板，30 ℃
静置培养过夜后从平板上挑取单菌落到转接到

含有 50 mL YPG 液体培养基的 250 mL 锥形瓶

中，30 ℃、200 r/min 培养 24 h 后，4 ℃、6 000 r/min
离心 3 min，收集菌体，并用等体积 BMMY 培

养基重悬。25 ℃、200 r/min 进行诱导表达 96 h，
每隔 24 h 补加终浓度 0.75%的甲醇。发酵结束

后离心收集上清进行酶活测定和 SDS-PAGE 验

证。空载质粒 pMCO-AOXα 转入 GS115 以获得

阴性对照菌株(命名为 NC)。对发酵液上清进行

亲和层析纯化，获得纯化蛋白后使用去糖基化

酶 Endo H 对发酵液上清及纯化后蛋白进行去

糖基化处理及 SDS-PAGE 验证。 

1.3  酸性蛋白酶的酶学性质 
酶活力测定参考 GB 1886.174—2016 食品

安全国家标准(https://www.eshian.com/standards/ 
36261.html)，以 1%的酪蛋白为底物，采用 Folin-
酚法进行酶活测定。1 g 或 1 mL 酶，在 pH 3.0
和 40 ℃下，1 min 水解酪蛋白产生 1 μg 酪氨酸，

即为１个酶活力单位，以 U/g 或 U/mL 表示。

使用 BCA 试剂盒检测纯化 PrA 的蛋白浓度，从

而计算其比活力。 
1.3.1  标准曲线 

分别吸取 100 μg/mL 的酪氨酸溶液 0、1、2、
3、4、5 mL，用蒸馏水定容至 10 mL。分别取
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上述溶液各 1 mL，各加 0.4 mol/L 碳酸钠溶液  
5 mL、福林试剂 1 mL，置于 40 ℃水浴中显色

反应 20 min 取出，在 OD680 处，以不含酪氨酸

试管为对照，分别测定样品吸光度。以酪氨酸

的浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准

曲线。 
1.3.2  酸性蛋白酶的最适反应 pH 

于 40 ℃下，分别在 pH 2.0、2.5、3.0、3.5、
4.0 下测定酶活，以最高酶活力为 100%，计算

其他不同 pH 下的相对酶活，每个反应设 3 个

平行，探讨不同 pH 值对酶活力的影响。 
1.3.3  酸性蛋白酶的最适反应温度和温度稳定性 

将纯化蛋白进行适当稀释后分别在 30、35、
40、45、50、55、60 ℃下测定酶活，每个反应设

3 个平行，以所测最高酶活为 100%，计算其他不

同温度下的相对酶活，确定酶的最适反应温度。 
将酶液分别置于 30、40、45 ℃水浴锅中，

保温不同时间(30、60、90、120 min)后测定剩

余相对酶活力，绘制温度稳定性曲线。每个反

应设 3 个平行，以所测最高酶活为 100%。 
1.3.4  金属离子对酸性蛋白酶的影响 

将不同的金属离子(Fe3+、Fe2+、Co2+、Mg2+、

Ca2+、Cu2+、Mn2+、Zn2+、K+)分别添加到酸性蛋

白酶酶活测定体系中，使其终浓度为 10 mmol/L，
以不加金属离子时的样品酶活为 100%，每个反

应设 3 个平行，计算不同金属离子存在下的相

对酶活，考察金属离子对酶活力的影响。 

1.4  信号肽的替换和质粒构建 
根据文献报道序列对表 1 中的信号肽进行

密码子优化及体外合成，通过 EcoR I 和 Xho I
将它们亚克隆至 pMCO-AOXα-PrA 载体替换

α-factor 信号肽，从而产生 S1−S4 等信号肽

诱 导 PrA 分泌的重组质粒，将其命名为

pMCO-AOX-S1-PrA 、 pMCO-AOX-S2-PrA 、

pMCO-AOX-S3-PrA 和 pMCO-AOX-S4-PrA。 

表 1  本研究所用信号肽 
Table 1  Signal peptides used in this study 
Plasmid name Signal peptides References 
pMCO-AOXα-PrA α-factor [11] 
pMCO-AOX-S1-PrA Msb2 [19] 
pMCO-AOX-S2-PrA MF4I [20] 
pMCO-AOX-S3-PrA Dse4 [21] 
pMCO-AOX-S4-PrA nSB [22] 
 

将上述质粒用 Sal I 进行线性化和乙醇沉

淀，然后电转到毕赤酵母 GS115 中。获得的酵

母转化子命名为 1-S1-PrA、1-S2-PrA、1-S3-PrA、

1-S4-PrA。按照 1.2 的方法进行诱导及表达，对发

酵液上清进行酶活测定和 SDS-PAGE 验证产量。 

1.5  多拷贝表达质粒及酵母菌株的构建 
以重组质粒 pMCO-AOX-S2-PrA 为亲本质

粒进行多拷贝菌株的构建。使用 Xba Ⅰ对重组质

粒进行单酶切，使用小牛肠碱性磷酸酶 (calf 
intestinal alkaline phosphatase, CIAP)进行脱磷

处理得到载体片段；使用 Spe Ⅰ和 Xba Ⅰ对重组质

粒进行双酶切得到目的基因表达盒，使用 DNA
连接酶将两者连接，即可得到 2 拷贝重组质粒

pMCO-AOX-S2-2PrA。同理依次构建 4、8 拷贝

重组质粒 pMCO-AOX-S2-4PrA、pMCO-AOX-S2- 
8PrA。将上述质粒使用 Spe Ⅰ和 Xba Ⅰ处理后，

随后通过 1%琼脂糖凝胶进行电泳分离验证，验

证拷贝数是否增加。 
将上述含有 2、4、6、8 拷贝目的基因的多

拷贝质粒利用 Sal Ⅰ进行线性化，然后电击转化

至毕赤酵母 GS115 感受态细胞中。在 YPGZ 平

板上筛选阳性克隆，将其命名为 2-S2-PrA、

4-S2-PrA、8-S2-PrA。按照 1.2 的方法进行诱导

及表达并进行酶活测定和 SDS-PAGE 验证。 

1.6  多拷贝酵母菌株的抗性消除及验证 
将 PrA 产量最高的多拷贝酵母菌株接入含

1%甲醇的 BMMY 液体试管中，30 ℃、200 r/min
培养 24 h，然后进行平板划线。放入 30 ℃培养
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箱中培养到第 3 天时将单菌落同时转接到 YPG
和 YPGZ 平板，放入 30 ℃培养箱中培养过夜。

将 zeocin 敏感的单菌落按照 1.2 的方法进行诱

导表达并进行产量验证。 

1.7  共表达不同分子伴侣对酸性蛋白酶  
产量的影响 

共筛选 8 种源自毕赤酵母的分子伴侣

HAC1、SSA1、YDJ1、SNL1、PDI、BIP、LHS1、
SSO1。PCR 扩增模板为毕赤酵母基因组。所有

基因的 5′端含有 EcoR I 位点，3′端含有 Not I
位点。使用表 2 中的引物组合扩增目的基因，

使用 EcoR I 和 Not I 对 PCR 产物进行双酶切，替

换 pMCO-AOX 载体的等位区域，从而获得用于

酵母胞内表达的重组质粒。将 8 个重组质粒通

过 Sal I 线性化，经乙醇沉淀后电转到 zeocin 敏

感的多拷贝酵母感受态细胞中。将转化子以

“8-S2-PrA-分子伴侣”的格式进行命名。按照 1.2

所述方法进行摇瓶诱导及表达验证。 

1.8  共表达分子伴侣组合对酸性蛋白酶产

量的影响 
按照 1.5 的方法将“增产型”分子伴侣表达盒

进行整合，从而获得 pMCO-AOX-SSA1-YDJ1、
pMCO-AOX-BIP-LHS1 和 pMCO-AOX-SSA1- 
YDJ1-BIP-LHS1。将上述质粒通过 Sal I 线性化，

经乙醇沉淀后电转到 8-S2-PrA 感受态中。获得

的酵母转化子命名为 8-S2-PrA-SSA1-YDJ1、
8-S2-PrA-BIP-LHS1 和 8-S2-PrA-SSA1-YDJ1- 
BIP-LHS1。按照 1.2 的方法进行诱导表达及产

量验证。 

1.9  高密度发酵 
菌株 8-S2-PrA-SSA1-YDJ1-BIP-LHS1 按照

Liu 等[12]描述的方案用于高密度发酵测定。开始

甲醇诱导后每 24 h 取样进行酶活测定和

SDS-PAGE 验证产量。 
 
表 2  分子伴侣引物 
Table 2  Primers used for amplifying molecular chaperones 
Primers name Primer sequences (5′→3′) 

HAC1-F GGAATTCATGCCCGTAGATTCTTCTCATAAG 

HAC1-R TAGTTTAGCGGCCGCCTATTCCTGGAAGAATACAAAGTCATTTAAATCAAATGCATTAG 
SSA1-F ACGGAATTCATGCCAGCTGTCGGTATTGAT 

SSA1-R GTCTAAGGGCGGCCGCTCAATCGACTTCCTCAACAGTTGGTCC 

YDJ1-F ACGGAATTCATGGTTAGAGAAACAAAGTTATAT 

YDJ1-R GTCTAAGGGCGGCCGCTCACTGAGAAGCACATTGGACACC 

SNL1-F ACGGAATTCATGCTTGATTTATCCCCATTC 

SNL1-R GTCTAAGGGCGGCCGCTCAAAGGTCTCCGAGAACAGCTTT 

PDI-F ACGGAATTCATGCAATTCAACTGGAATATT 

PDI-R GTCTAAGGGCGGCCGCTCAAAGCTCGTCGTGAGCGTCTGC 

BIP-F ACGGAATTCATGCTGTCGTTAAAACCATCT 

BIP-R GTCTAAGGGCGGCCGCTCACAACTCATCATGATCATAGTC 

LHS1-F ACGGAATTCATGAGAACACAAAAGATAGTA 

LHS1-R GTCTAAGGGCGGCCGCTCACAACTCATCATGGGATGTTTG 

SSO1-F ACGGAATTCATGAGTAACCAGTATAATCCG 

SSO1-R GTCTAAGGGCGGCCGCTCATCTTCCCCAGTTTCCGACACC 
The EcoR I and Not I sites shown in the primers are underlined. 
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1.10  统计分析 
使用单因素方差分析和 t 检验统计学差异。

统计学意义确定为 P<0.05。所有实验至少进行了

3 次，所有数据均以平均值±标准差表示。 

2  结果与分析 
2.1  单拷贝酵母菌株表达验证 

将 1-α-PrA 酵母转化子进行摇瓶水平诱导

表达，发酵结束后收集上清液进行 SDS-PAGE
检测，结果显示目的蛋白表现为 55−60 kDa 的

拖尾条带(图 1，泳道 1)。鉴于其理论分子量为

40.4 kDa，重组蛋白的糖基化状态需要被进一步

验证。利用去糖基化酶 Endo H (图 1，泳道 2，
30 kDa)处理目标蛋白，结果显示目的蛋白的分

子量减少，形成一条 49 kDa 左右较为单一的蛋

白条带(图 1，泳道 2)，分子量仍大于预期，表明

PrA 可能具有较复杂的糖基化修饰。酶活结果显

示，1-α-PrA液体培养的最高酶活为738.03 U/mL。

对发酵液上清进行镍柱亲和层析纯化，纯化后

的 PrA 呈现出单一、特异的蛋白条带(图 1，泳

道 3)，可以进行后续酶学性质检测。以上结果

证明 PrA 在毕赤酵母中成功表达。 

2.2  酸性蛋白酶的酶学性质 
2.2.1  标准曲线 

如图 2 所示，酪氨酸浓度与其 OD680 值呈

线性函数关系，R2=0.994 47，表明线性关系良

好，可以用作标准曲线。 
2.2.2  酸性蛋白酶的酶学性质 

以 1%的酪蛋白为底物，根据纯化后 PrA 蛋白

浓度及酶活测得 PrA 的比酶活为 3 974.00 U/mg。
如图 3 所示，酸性蛋白酶 PrA 的最适反应 pH
为 3.0，在 pH 2.0−3.0区间有较为稳定相对酶活，

维持在 80%左右。其最适温度为 45 ℃，在

40−50 ℃区间有较为稳定相对酶活，维持在

80%以上。温度稳定性测定结果显示，在 30 ℃
条件下保温 120 min 后，酶的最高残余活性为

93%；在 40 ℃条件下保温 120 min 后，酶的最

高残余活性为 32%；经过 45 ℃处理 30 min 后

相对酶活只有 20%左右。金属离子测定结果显

示 Ca2+、Zn2+、Fe2+对 PrA 的活性有激活作用， 

 

 
 
图 1  菌株 1-α-PrA 发酵液上清的 SDS-PAGE 分析 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of supernatant of 1-α-PrA. Lane M: Protein marker; Lane 1: 1-α-PrA; Lane 2: 
Deglycosylated 1-α-PrA; Lane 3: Deglycosylated and purified 1-α-PrA; Lane 4: Negative control. 
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图 2  酪氨酸标准曲线 
Figure 2  Tyrosine standard curve. 

Mn2+和 K+对 PrA 无明显影响，Co2+、Mg2+、Cu2+

对 PrA 的活力有抑制作用，Fe3+对 PrA 有较强

的抑制作用。 

2.3  信号肽优化的质粒构建及验证 
对 1-S1-PrA、1-S2-PrA、1-S3-PrA 和 1-S4-PrA

进行摇瓶诱导表达，酶活结果如图 4所示，1-S2-PrA
液体培养的酶活最高，产量为 1 206.52 U/mL，

与初始菌株 1-α-PrA 相比提高了 63%左右。

1-S1-PrA 和 1-S3-PrA 有所增加，产量分别是

839.78 U/mL 和 791.95 U/mL。1-S4-PrA 的酸性

蛋白酶产量有所下降，产量为 580.19 U/mL。

SDS-PAGE 和酶活检测数据均表明信号肽优化

后的 1-S2-PrA 菌株的酸性蛋白酶的产量提升最 
 

 
 
图 3  酸性蛋白酶的酶学性质 
Figure 3  Enzymatic properties of PrA. A: Optimum temperature. B: Temperature stability. C: Optimum pH. 
D: Effect of metal ions. CK: Enzyme activity without addtional metal ions. 
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图 4  信号肽优化对 PrA 表达量的影响 
Figure 4  Impact of signal peptide optimization on PrA production. A: SDS-PAGE analysis. All samples 
have undergone deglycosylation treatment. B: Enzyme activity analysis. Lane M: Protein marker; Lane 1: 
1-α-PrA; Lane 2: 1-S1-PrA; Lane 3: 1-S2-PrA; Lane 4: 1-S3-PrA; Lane 5: 1-S4-PrA. *: P<0.05. 

 
为显著，选取 pMCO-AOX-S2-PrA 质粒用于体

外构建多拷贝质粒。 
2.4  基因拷贝数对 PrA 产量的影响 

将 1、2、4、8 拷贝重组质粒进行 Spe I/Xba I
双酶切验证，如图 5 所示，不同质粒的框架部

分分子量保持一致(约 7.5 kb)，1、2、4、8 拷贝

质粒表达盒大小依次为 2.5、5.0、10.0、15.0 kb，
分子量依次增大。该结果证明多拷贝表达载体

构建成功。 
将上述多拷贝质粒线性化并电转到毕赤酵

母 GS115 中，得到的转化子命名为 2-S2-PrA、

4-S2-PrA 和 8-S2-PrA。按照 1.2 的方法进行诱

导及表达并进行酶活测定和 SDS-PAGE 验证

产量。如图 6 所示，2-S2-PrA、4-S2-PrA 和

8-S2-PrA 相较于 1-S2-PrA 产量均有所增加，

分别提高了 35%、75%和 99%，酶活分别是     
1 624.47、2 115.82、2 406.47 U/mL。当基因组

内 PrA 的拷贝数达到 8 个时可以获得最高的酶

活力产量(2 406.47 U/mL)。选取 8-S2-PrA 菌株

用于抗性消除及后续实验。 

 
 
图 5  多拷贝质粒验证 
Figure 5  Validation of multi-copy plasmids via 
Spe I/Xba I. Lane M: DNA marker; Lane 1: 
pMCO-AOX-S2-PrA; Lane 2: pMCO-AOX-S2-2PrA; 
Lane 3: pMCO-AOX-S2-4PrA; Lane 4: pMCO- 
AOX-S2-8PrA. 
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2.5  共表达分子伴侣对 PrA 表达量的影响 
按照 1.6 所述方法对 8-S2-PrA 菌株进行抗

性消除，将平板划线所得的单菌落同时转接到

YPG 和 YPGZ 平板，放入 30 ℃培养箱中培养

过夜。随机挑选对 zeocin 敏感的单菌落(图 7A)
进行摇瓶发酵及产量检测。结果如图 7 所示，

所选取菌株的 PrA 产量基本保持一致。从中选

取 6 号菌株制备感受态。 
 

 
 
图 6  基因拷贝数对 PrA 表达量的影响 
Figure 6  Impact of gene dosage optimization on PrA production. A: SDS-PAGE analysis. All samples have 
undergone deglycosylation treatment. B: Enzyme activity analysis. Lane M: Protein marker; Lane 1: 
1-S2-PrA; Lane 2: 2-S2-PrA; Lane 3: 4-S2-PrA; Lane 4: 8-S2-PrA. *: P<0.05. 
 

 
 
图 7  抗性消除和酶活验证 
Figure 7  Elimination of zeocin resistance gene and validation of enzyme activity. A: Resistance elimination 
analyse. B: SDS-PAGE analysis. All samples have undergone deglycosylation treatment. C: Enzyme activity 
analysis. Lane M: Protein marker; Lane 1: 8-S2-PrA; Lanes 2−9: Zeocin-sensitive transformants of 8-S2-PrA.  
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根据表 3 筛选出 HAC1、SSA1、YDJ1、
SNL1、PDI、BIP、LHS1 和 SSO1 分子伴侣，

构建其胞内表达质粒。将重组质粒线性化并转入

zeocin 敏感的 8-S2-PrA 感受态细胞，从而获得共

表达不同分子伴侣的酵母菌株。按照 1.2 的方法

进行诱导及表达并进行酶活测定和 SDS-PAGE
验证。 

如图 8 所示，来源于毕赤酵母的 SSA1、BIP、
LHS1、YDJ1 对 PrA 的表达具有促进作用，酶活

分别是 2 896.86、2 884.95、2 745.62、2 768.27 U/mL 
(与 8-S2-PrA 相比分别提高了 20%、20%、14%
和 15%)。分子伴侣 HAC1、SNL1、PDI 和 SSO1
对 PrA 有抑制作用，产量分别下降了 12%、11%、

4%和 6%。因此尝试将对 PrA 有促进作用的分

子伴侣组合在一起与 PrA 共表达，希望能够进

一步提高 PrA 的表达量。 

2.6  共表达分子伴侣组合对 PrA 产量的影响 
将对 8-S2-PrA 表达有促进作用的分子伴侣

SSA1、YDJ1、BIP、LHS1 表达盒进行整合，产

生的重组质粒命名为 pMCO-AOX-SSA1-YDJ1、 

表 3  分子伴侣的功能和定位 
Table 3  Localizations and functions of molecular 
chaperones 
Name Major subcellular 

localization 
Function 

HAC1 Nucleus Transcription factor 
SSA1 Cytoplasm Hsp70 
YDJ1 Cytoplasm Hsp40 
SNL1 Cytoplasm Nucleotide exchange factor 
PDI ER Disulfide isomerase 
BIP ER Hsp70 
LHS1 ER Nucleotide exchange factor 
SSO1 Golgi Plasma membrane t-SNARE 

protein 

 
pMCO-AOX-BIP-LHS1 、 pMCO-AOX-SSA1- 
YDJ1-BIP-LHS1。将其线性化并转入 zeocin 敏

感的 8-S2-PrA 感受态细胞，从而获得共表达不

同分子伴侣组合的酵母菌株。如图 9 所示，可

知分子伴侣组合 SSA1-YDJ1、BIP-LHS1 和

SSA1-YDJ1-BIP-LHS1 对酸性蛋白酶的产量均

有明显提升(分别提升 45%、50%和 70%)，酶活

分别为 3 489.38、3 609.70、4 091.27 U/mL。 

 

 
 
图 8  共表达分子伴侣对 PrA 产量的影响 
Figure 8  Impact of co-expressing molecular chaperones on PrA production. A: SDS-PAGE analysis. All 
samples have undergone deglycosylation treatment. B: Enzyme activity analysis. Lane M: Protein marker; 
Lane1: 8-S2-PrA; Lane 2: 8-S2-PrA-HAC1; Lane 3: 8-S2-PrA-SSA1; Lane 4: 8-S2-PrA-YDJ1; Lane 5: 
8-S2-PrA-SNL1; Lane 6: 8-S2-PrA-PDI; Lane 7: 8-S2-PrA-BIP; Lane 8: 8-S2-PrA-LHS1; Lane 9: 
8-S2-PrA-SSO1. *: P<0.05. 
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2.7  高密度发酵 
按照 1.9所述方法对 8-S2-PrA-SSA1-YDJ1- 

BIP-LHS1 菌株进行高密度发酵，定时取样后进

行 SDS-PAGE。结果如图 10 所示，发酵原液直

接电泳后目的蛋白呈现为扭曲变形的蛋白条

带，而稀释 10 倍后目的蛋白呈现为整齐、特异

的蛋白条带。此外，高密度发酵的 PrA 蛋白的

分子量略小于摇瓶发酵样品。据推测，培养基

中较高的盐离子浓度、PrA 的糖基化修饰，以

及不同发酵温度(摇瓶为 25 ℃，高密度发酵为

30 ℃)是造成以上现象的主要原因。 
对不同时间点取样的发酵液上清进行酶活

检测，结果如图 11 所示，随着发酵时间的增

加，酸性蛋白酶的酶活也随之增加，在 168 h
时酸性蛋白酶的产量达到顶峰，此时的酶活为

43 088.00 U/mL。在 168 h 后 PrA 产量出现下降 
 

 
 
图 9  共表达分子伴侣组合对 PrA 产量的影响 
Figure 9  Impact of co-expressing molecular chaperone combinations on PrA production. A: SDS-PAGE 
analysis. All samples have undergone deglycosylation treatment. B: Enzyme activity analysis. Lane M: 
Marker; Lane 1: 8-S2-PrA; Lane 2: 8-S2-PrA-SSA1-YDJ1; Lane 3: 8-S2-PrA-BIP-LHS1; Lane 4: 
8-S2-PrA-SSA1-YDJ1-BIP-LHS1. *: P<0.05. 
 

 
 
图 10  高密度发酵上清液的 SDS-PAGE 分析 
Figure 10  SDS-PAGE analysis of supernatants in high-density fermentation. A: The original supernatants 
samples. B: The 10-fold diluted supernatants samples. Lane M: Protein marker; Lane 1: 48 h; Lane 2: 72 h; 
Lane 3: 96 h; Lane 4: 120 h; Lane 5: 144 h; Lane 6: 168 h; Lane 7: 192 h.  
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趋势，表明 PrA 出现降解。文献检索结果显示目

前酸性蛋白酶的产量处于 50.62−23 000.00 U/mL 
(表 4)，因此证实本研究的酸性蛋白酶产量已达

到较理想水平。 

3  讨论与结论 
在食品加工及饲料添加剂领域中，酸性蛋

白酶作为一种关键的水解酶发挥着重要作用。

本研究成功利用毕赤酵母系统表达了酸性蛋白 
 

 
 
图 11  高密度发酵的酶活曲线 
Figure 11  Enzyme activity curves for high-density 
fermentation. 
 
表 4  不同文献中酸性蛋白酶的产量 
Table 4  Yields of acid proteases in existing 
literatures 
Protein name Host Maximum 

enzyme activity 
(U/mL) 

pepB Aspergillus niger TH-2 1 380.00[23] 
AjproA1 Pichia pastoris 669.60[24] 
pepA Pichia pastoris 50.62[25] 
pepB Aspergillus niger SH-2 9 722.00[26] 
Acid protease SKY-520 3 000.80[27] 
pepA Pichia pastoris 23 000.00[28] 
RmproA Pichia pastoris 3 480.40 [1] 
PrA Pichia pastoris 43 088.00* 
*: The expression level of acid protease in this study. 

酶 PrA，其初始产量达到 738.03 U/mL。在研究

其酶学性质过程中发现 PrA 发生了不均一的糖

基化，具体表现为去糖基化处理后其蛋白条带

从拖尾条带变成单一、特异的蛋白条带，而且

分子量显著减小。这种拖尾现象并非罕见。比

如植酸酶[29]和猪瘟病毒 E2 抗原[30]均被预测含

有 3 个 N-糖基化位点，但经毕赤酵母分泌表达

前者在 SDS-PAGE 凝胶上表现为邻近的 3 个蛋

白条带，而后者表现为 35−55 kDa 的拖尾条带。

糖基化修饰对蛋白活性的影响存在不确定性。

研究表明毕赤酵母表达的壳聚糖酶 CSN 发生

N-糖基化修饰，其在 50 ℃保存 240 min 残余酶

活依然保存在 90%以上。芽孢杆菌表达的 CSN
蛋白在同等条件下残余酶活不到 20%[31]。该现

象证明糖基化修饰可能有助于提高蛋白热稳定

性。然而，糖基化修饰可能导致蛋白亚基或抗

原表位被遮蔽从而影响酶活或免疫原性[32]。因此

糖基化修饰对目的产物的影响需要个案分析。 
信号肽优化是提高外源蛋白产量的有效方

法。Xiong 等[33]的研究表明 MF4I 信号肽可以显

著提高植酸酶(phy-pl-sh)在毕赤酵母中的表达，

与 α-factor 信号肽相比产量提高了 2.9 倍，酶活

达到了 2 650.00 U/mL。Wang 等[34]的研究表明

MF4I 信号肽可以显著提高甘露聚糖内切-1,4-β-甘
露糖苷酶(mannan endo-1,4-β-mannosidase, MAN)
在毕赤酵母中的表达，再用 MF4I 取代 α-factor
信号肽使得 MAN 的产量提高了 2.03 倍。这表

明 MF4I 信号肽能够高效地引导蛋白质通过内

质网和高尔基体的分泌途径，从而增加目标蛋

白的表达量。本研究使用 MF4I 信号肽使得 PrA
的产量与初始信号肽(α-factor)相比提高了 63%，

酶活达到了 1 206.52 U/mL。 
为进一步提高酸性蛋白酶 PrA 的产量，本

研究对 PrA进行多拷贝酵母菌株构建和共表达分

子伴侣的相关研究。结果显示酸性蛋白酶 PrA
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在 8 拷贝时酶活最高，酶活高达 2 406.47 U/mL，
与单拷贝毕赤酵母菌株相比提高了 99%。基因

剂量优化的核心原理是通过构建多拷贝菌株提

高目的基因的转录水平，从而增加前体蛋白的

合成。在胞内表达相关案例中，目的蛋白产量

往往与基因拷贝数呈现良好的线性关系。例如

9 拷贝菌株的乙肝表面抗原(HBsAg)产量是单

拷贝菌株的 19.4 倍[35]，而胞内表达破伤风毒素

C片段(tetanus toxin fragment C)时 9拷贝菌株与

单拷贝菌株相比产量提高了 25.45 倍[36]。然而，

对分泌表达而言，前体蛋白被合成后需经历信

号肽切除、二硫键异构、糖基化修饰、亚细胞

转运等环节，相关细胞因子的丰度会进一步影

响目的蛋白的分泌水平。因此在分泌表达相关

案例中往往可以观察到随着基因剂量增加，目

的蛋白产量先上升后下降的现象 [16,37-38]。有学

者将这种产量曲线称为钟形曲线[39]。 
由于过表达的目的蛋白可能占用大量细胞

资源从而对酵母细胞产生胁迫，此时共表达“蛋
白折叠与运输”相关分子伴侣有可能进一步提

高蛋白产量。实验结果显示 4 种分子伴侣

(SSA1、YDJ1、BIP、LHS1)对 PrA 的表达均有

促进作用，而共表达这 4 种分子伴侣的组合将

PrA 产量提高至 4 091.27 U/mL，与初始菌株相

比提高了 5.5 倍，由此在摇瓶水平获得了 PrA
的高产酵母菌株。通过组合分子伴侣提高蛋白

质重组表达水平在其他一些工业酶中也得到应

用，例如 Wang 等 [40]的研究发现壳聚糖酶

(AqCoA)在 16 拷贝的情况下共表达 6 个分子伴

侣组合 (PDI-ERO1-SSA4- SSE1-YDJ1-SSO2)与
初始菌株相比提高了 13 倍。李丁等[41]的研究表

明，在毕赤酵母中，犬 α 干扰素表达在 12 拷贝

情况下共表达 Hac 时产量最高，是初始酵母菌

株的 5.61 倍，产量约为 581 mg/L。 
高密度发酵能够提高细胞密度(湿重)，并进

一步改善营养、氧气供给以及甲醇诱导连续性，

从而提高目的蛋白产量。Ma 等[20]用毕赤酵母为

宿主表达中性蛋白酶(NPI-p)，在高密度发酵条

件下 NPI-p 产量达到 12.87 mg/mL，与摇瓶发酵

相比提高了 8.6 倍。商婷婷[42]用毕赤酵母采用

高密度发酵，使得木聚糖酶(Xyn11A)的产量与

摇瓶相比提高了 7.02 倍。杨琥[28]以毕赤酵母为

表达宿主表达酸性蛋白酶，经过密码子、信号

肽、启动子和基因剂量优化后，在 30 L 发酵罐

中进行高密度发酵产量达到 23 000.00 U/mL。

本研究将高产菌株 8-S2-PrA-SSA1-YDJ1-BIP- 
LHS1 进行 5 L 水平高密度发酵，PrA 表达量进

一步提升到了 43 088.00 U/mL。 
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