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摘要:【目的】从毕赤酵母 X-33 的内源分泌蛋白中寻找高分泌能力的信号肽，以提高漆酶 POXA1c 的表达水
平。【方法】通过二维电泳的数据分析，以及毕赤酵母的基因组测序结果筛选出 7 种毕赤酵母中高分泌水平的
蛋白，利用其引导漆酶的分泌，通过测定漆酶的活力，来确定信号肽的分泌能力。【结果】七种信号肽都能引导
漆酶的分泌，其中 PHO5 和 FLO10 信号肽，其引导下漆酶 POXA1c 的活力分别是自身信号肽引导下的 2. 5 倍和
2 倍。组合信号肽 FLO10-αpro 和 PHO5-αpro 引导下漆酶的活力分别为自身信号肽引导下的 3 倍和 3. 5 倍，分
别比在 α-MF 引导下提高了 20%和 40%。【结论】毕赤酵母内源分泌蛋白的信号肽可以有效的引导外源蛋白
的分泌，漆酶 POXA1c 在 PHO5-αpro 信号肽引导下，通过高密度发酵培养后，其漆酶活力达到 57. 98 U /mL。
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巴斯德毕赤酵母是一种广泛应用的外源蛋白表
达宿主，目前已成功表达了 400 多种外源蛋白。毕
赤酵母表达有些外源蛋白的水平可以达到 g /L 的级
别［1］，但是仍很多蛋白表达量相对较低。提高毕赤
酵母表达外源蛋白的水平是减少工业生产成本的一
个重要手段。提高外源蛋白表达水平常用的策略包
括:提高异源基因的剂量、共表达分子伴侣二硫键异
构酶以及内质网中的结合蛋白［2］、优化发酵条件
等。其中对毕赤酵母信号肽的研究较少，目前广泛
应用的主要是酿酒酵母的 α-信号肽(α-MF)［3］。

信号肽大多位于初生蛋白 N 端，也有少量存在
于蛋白内部或者 C 端，长度从 15 个氨基酸到 50 个
氨基酸不等。信号肽是蛋白胞外分泌表达必不可少

的元件，现已有许多研究结果表明，适当改造信号肽
能显著提高外源蛋白的分泌表达效率。Chitoshi
等［4］用 α-MF 在毕赤酵母中表达人的溶解酵素
(Human Lysozyme，HLY)，其表达水平是鸡的溶解
酵素信号肽(CLY)的 20 倍，是酿酒酵母蔗糖转换酶
信号肽(SUC2)的 70 倍;Akira 等［5］利用 α-MF、目的
基因本身信号肽、毕赤酵母 PHO1 信号肽在 AOX 调
控下表达人中期因子( human mid -kine)，表达量分
别为 28、1. 5 和 0. 12 mg /L，α-MF 显示出了绝对优
势。Diana Mat［6］等利用易错 PCＲ 的方法对 α-MF
进行随机突变，发现 V10D、N23K 和 A87T 可分别提
高漆酶表达量 2 倍、2 倍和 5 倍。

毕赤酵母外源表达系统主要应用的信号肽为酿
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酒酵母的 α-MF，将酿酒酵母 α-MF 做定点突变后，
能使外源蛋白表达量至少提高 50%［7］。而随着毕
赤酵母 X33 蛋白质组的研究深入，利用二维胶(2D
gel)分析［8］，发现一些毕赤酵母自身的分泌蛋白(多
为细胞壁组成成分)也有较强的分泌能力。并且推
测来源于自身的信号肽更加有利于宿主识别系统的
辨识，从而有利于外源蛋白的分泌。De Schutter
等［9］对毕赤酵母 GS115 的基因组序列进行研究，提

高工程菌株在生物科技领域的应用水平。而目前对
于毕赤酵母自身信号肽的研究还处于起步阶段，相
对系统的研究还较为少见。本实验选择了 7 个二维
胶中条带较明显并且与酵母细胞壁合成有关的蛋白
的信号肽加以研究(表 1)，同时以糙皮侧耳漆酶自
身信号肽、α-MF 为对照，研究不同信号对漆酶
POXA1c 分泌的影响。

表 1． 7 种毕赤酵母 X-33 自身分泌蛋白基本信息
Table 1． Essential information of secretory protein from P． pastoris X-33

No． P． pastoris’OＲF homologous function of protein MW /pI
1a gi | 254564921 SCW10 Cell wall protein with similarity to glucanases 35. 8 /4. 9

4a gi | 254568502 EXG1
Major exo-1，3-beta-glucanasc of the cell wall ，involved in cell wall beta-

glucan assembly
47. 8 /4. 53

5 gi | 254567221 FLO10
Lectin-like protein with similarity to Flo1p，thought to be expressed and

involved in flocculation
51. 2 /4. 36

10a gi | 254566893 BGL2
Endo-beta-1，3-glucanase，major protein of the cell wall ，involved in cell

wall maintenance
33. 9 /4. 07pr

11 gi | 254570078 SIM1 Protein of the SUN family 44. 9 /4. 37
33 gi | 254567898 DAN4 Hypothetical protein 182 /4. 03

38 gi | 254567750 PHO5
One of three repressible acid phosphatases，a glycoprotein that is

transported to the cell surface
52. 7 /4. 41

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株与质粒:毕赤酵母 ( Pichai pastoris) X-
33、大肠杆菌 ( Escherichia coli ) DH5a、糙皮侧耳
(Pleurotus ostreatus)的 cDNA(本实验室保存)，表达
载体 pGAPZαA、pGAPZA 购自 Invitrogen 公司。
1. 1. 2 试剂耗材:Q5 DNA 聚合酶，限制性内切酶
EcoＲⅠ、NotⅠ、AvrⅡ、T4 DNA 连接酶、蛋白 Maker
购自 NEB 公司，mix-Tag DNA 聚合酶、DNA 染料
Gold view、DNA Maker 购自奥赛博公司，dNTP 购自
Thermo scientific 公司，质粒提取试剂盒、DNA 纯化
试剂盒、凝胶回收试剂盒购自 OMEGA 公司，Bicine、
乙二醇、二甲基亚砜(DMSO)、山梨醇、二硫苏糖醇
(DTT)、考马斯亮蓝(G-250)、氯化钙、氯化钾、2，2'
氨基-二(3-乙基-苯并噻唑啉磺酸-6)铵盐(ABTS)购
自 SIGMA 公司，博来霉素 ( Zeocin)购自 Invitrogen
公司，其他试剂均为国产分析纯。
1. 1. 3 培养基:LB 培养基( g /L):酵母提取物 5，胰
蛋白胨 10，NaCl 10。YPD 培养基( g /L):酵母提取

物 10，蛋白胨 20，葡萄糖 20。YPS 培养基( g /L):酵
母提取物 10，蛋白胨 20，山梨醇 5。YPDS 培养基
( g /L):酵母提取物 10，蛋白胨 20，葡萄糖 20，山梨
醇 1。BSM 基础盐发酵培养基:85%磷酸 26. 7 mL /L，
二水合硫酸钙 0. 93 g /L，硫酸钾 18. 2 g /L，二水合
14. 9 g /L，氢氧化钾 4. 13 g /L，甘油 40 g /L，PTM1
4. 0 mL /L。
1. 2 载体构建

根据基因序列 POXa1b ( gi | 78192166)，将 7 个
信号肽分别与基因 poxa1c(与基因序列 POXa1b 有
98. 3%的同源性)成熟蛋白的碱基序列组合设计引
物，另外将信号肽 FLO10 和 PHO5 分别与酿酒酵母
α-MF 的导肽序列(αpro)相结合构成信号肽 FLO10-
αpro 和 PHO5-αpro，对照组的引物不加信号肽包括
POXA1cN 及 α-MF，反向引物均为 poxa1c-Ｒ(表 2)。
分 别 扩 增 出 基 因 SCW10-poxa1c、EXG1-poxa1c、
BGL2-poxa1c、SIM1-poxa1c、DAN4-poxa1c、FLO10-
poxa1c、PHO5-poxa1c、FLO10-αpro-poxa1c、PHO5-
αpro-poxa1c、Native signal-poxa1c。将上述片段及载
体 pGAPZαA、pGAPZA 用 EcoＲⅠ和 NotⅠ酶切，纯化
回收后进行连接，连接产物转化 E． coli DH5α。
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表 2．实验中所用的引物序列
Table 2． The primers sequence used for experiment

primer name primer sequence(5'→3')

SCW10-F
CGGAATTCATGCAAGTTAAATCTATCGTTAACCTACTGTTGGCATGTTCGTTGGCCGTGGCCAGACCTTTGAGCATTGGGCC
CCGCGGAACGCTGAAC

EXG1-F
CGGAATTCATGAACTTGTACCTAATTACATTACTATTCGCCAGTCTATGCAGCGCAATTACTCTCAGCATTGGGCCCCGCG
GAACGCTGAAC

SIM1-F
CGGAATTCATGAAGATATCCGCTCTTACAGCCTGCGCTGTTACTCTAGCTGGTCTTGCAATTGCAGCACCAGCTAGCATTG
GGCCCCGCGGAACGCTGAAC

DAN4-F
CGGAATTCATGTTCCTCAAAAGTCTCCTTAGTTTTGCGTCTATCCTAACGCTTTGCAAGGCCTGGGATCTGAGCATTGGGCC
CCGCGGAACGCTGAAC

FLO10-F
CGGAATTCATGTTTGAGAAGAGTAAATTTGTGGTTTCGTTTCTGCTTTTACTGCAGCTATTTTGTGTCCTTGGTGTACATGGA
CAAGAAAGTAGCATTGGGCCCCGCGGAACGCTGAAC

PHO5-F
CGGAATTCATGTTTTCTCCTATTCTAAGTCTGGAAATTATTCTCGCTTTGGCTACTCTCCAATCAGTCTTTGCGGTTGAGTTG
AGCATTGGGCCCCGCGGAACGCTGAAC

FLO10-αpro-F
CGGAATTCATGTTTGAGAAGAGTAAATTTGTGGTTTCGTTTCTGCTTTTACTGCAGCTATTTTGTGTCCTTGGTGTACATGGA
CAAGAAAGTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATG

PHO5-αpro-F
CGGAATTCATGTTTTCTCCTATTCTAAGTCTGGAAATTATTCTCGCTTTGGCTACTCTCCAATCAGTCTTTGCGGTTGAGTTG
GCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATG

a-MF CGGAATTCAGCATTGGGCCCCGCGGAACGCTGAAC
POXA1cN GGGAATTCATGGCGGTTGCATTCGTTGCGCTTG
poxa1c-Ｒ ATAAGAATGCGGCCGCTCATGCTTTCAATGGCGCAGGCAGAC

Expect a-MF、POXA1cN and poxa1c-Ｒ，italicized letters is enzyme site．

大肠杆菌感受态细胞的制备、转化子筛选、质粒
提取及酶切分析等均参照文献［10］进行。从 Zeocin 抗
性平板挑取单克隆做菌落 PCＲ 验证，再将克隆接种
于 Zeocin 抗性的 LB 培养基中，待菌液达到一定浓度
后提取质粒，用 EcoＲⅠ和 NotⅠ酶切验证。将两种验证
均为阳性的送北京博尚生物技术公司测序。
1. 3 酵母转化子的筛选与鉴定

制备毕赤酵母 X-33 感受态及电击转化实验参
照文献［11 － 12］，重组表达载体用 Avr Ⅱ 限制性内切酶
进行线性化，电击转化毕赤酵母 X-33 感受态，孵育
后涂布于含有 50 μg /mL Zeocin 和 10 μmol /L ABTS
的 YPD 平板上。能在抗性平板上生长，并且使漆酶
作用底物 ABTS 显紫色的菌落即为阳性克隆。
1. 4 漆酶在毕赤酵母中的表达

挑取阳性单克隆经试管活化后，用摇瓶发酵培
养，检测酶活力，漆酶酶活的测定参照文献［13］，酶
活力测定的反应体系为:0. 1 mol /L pH4. 5 的磷酸二
氢钾-柠檬酸缓冲液 270 μL，20 mmol /L 的 ABTS 母
液 30 μL，粗酶液 (发酵液经 10000 × g，4℃ 离心 5
min 后的上清液)适当稀释 10-100 倍，加 1 μL 于反
应体系中，混合均匀后在室温下反应 1 min，用分光
光度计在 420 nm 处测定其反应前后吸光值的差值
ΔΑ，同时事先灭活的粗酶液为对照，根据公式(1)
计算出酶活力，1 个酶活力单位(U)定义为:在室温

条件下每分钟氧化 1 μmoL 底物 ABTS 所需的酶量。
每一样品平行 3 份进行测定，取值为标准偏差小于
5%的数据的平均值，筛选到酶活较高的样品进行
SDS-PAGE 分析。

酶活力(U /mL) = ΔΑ ×稀释倍数 ×反应体系体
积(mL) /ε 公式(1)

ΔΑ:A420nm 条件下的吸光值的差值，ε:ABTS
消光系数，ε420 = 36000 (mol /L) － 1·cm － 1。
1. 5 漆酶高密度发酵

将筛选的单克隆接到 YPD 培养基中，培养约
24 h，转接到装液量为 2 L 的 5 L 发酵罐中，接种量
为 10% (V /V)。50%葡萄糖(内含 50 mL 营养盐)
补料流加培养，发酵 pH 通过 30% 的氨水控制在
5. 0 － 6. 0，发酵温度 28 ± 2℃，搅拌速率为 500 －
700 r /min，通气量为 1 ∶ 0. 5 － 1 ∶ 2. 5 V /(V·min)，溶
氧控制在 30%左右。大约 24 h 后培养基中的碳源
耗尽，开始补料，同时向发酵液中加入终浓度
0. 6 mmol /L的 CuSO4，并且每 24 h 补加 1 次 1% 无
水乙醇。定期取样，测 OD600，每隔 10 h 取 1 次样
品，检测酶活力。培养 72 h 后用冷冻离心机 4℃，
5000 × g 离心10 min，收集发酵液备用。
1. 6 胞内漆酶活力的测定

将酶活最高对应时间点的细胞，取相同的细胞，
用预冷的 PBS 重悬，4℃，5000 × g 离心，弃上清，重
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复 2 次尽量移除杂质。细胞用预冷的裂解液
(50 mmol /L PBS pH6. 0)重悬，加入酸性玻璃珠振
荡破碎，4℃，10000 × g 离心，收集上清，根据 1. 4 的
方法检测酶活。

2 结果

2. 1 信号肽序列分析
将所选的 7 种毕赤酵母 X-33 自身分泌的蛋白

序列(表 1)利用在线分析软件 signal P 4. 0［14］对信
号肽序列进行分析，经预测，确定各个蛋白的信号肽
序列。根据文献所述，信号肽后的氨基酸序列会影
响信号肽酶对信号肽切割的效率［15］，所以设计时保
留信号肽自身蛋白的 3 个氨基酸残基，以防止外源
蛋白的氨基酸序列影响信号肽切割位点的正常识别
与切割。截取的信号肽序列及保留的自身成熟蛋白
氨基酸残基如(表 3)所示。

表 3． 信号肽序列及保留氨基酸残基
Table 3． Signal peptide sequence and

preservation of amino acid residue

name sequence of signal peptide amino acid residue
SCW10 MQVKSIVNLLLACSLAVA /ＲPL
EXG1 MNLYLITLLFASLCSA / ITL
FLO10 MFEKSKFVVSFLLLLQLFCVLGVHG /QES
BGL2 MIFNLKTLAAVAISISQVSA /VSS
SIM1 MKISALTACAVTLAGLAIA /APA
DAN4 MFLKSLLSFASILTLCKA /WDL
PHO5 MFSPILSLEIILALATLQSVFA /VEL

2. 2 不同信号肽引导下漆酶的活力
挑取筛选的阳性克隆，以 POXA1c 自身信号肽

的菌株 Native signal / poxa1c 及酿酒酵母 α-MF 肽的
菌株 α-MF signal / poxa1c 为对照，菌株经试管活化
后，用摇瓶发酵培养，检测酶活力。如(图 1)所示，

毕赤酵母 PHO5 和 FLO10 信号肽，比漆酶自身信号
肽高，其引导下的菌株酶活力分别是自身信号肽引
导下的 2. 5 倍和 2 倍。漆酶在毕赤酵母 SCW10、
EXG1 和 BGL2 蛋白信号肽引导下菌株酶活力与漆
酶自身信号肽引导下的活力差异不大，而 DAN4 蛋
白信号肽引导下酶活力较漆酶自身信号肽引导下
低。

图 1 不同信号肽引导下 POXA1c 的酶活力
Figure 1 ． Activity of POXA1c with different signal peptide． 1:

Native signal / poxa1c; 2: α-MF signal / poxa1c; 3: P．

pastorisSCW10signal / poxa1c; 4: P． pastorisEXG1 signal / poxa1c;

5:P． pastorisFLO10 signal / poxa1c; 6: P． pastorisBGL2 signal /

poxa1c; 7: P． pastorisSIM1 signal / poxa1c; 8: P． pastorisDAN4

signal / poxa1c; 9: P． pastorisPHO5 signal / poxa1c．

2. 3 组合信号肽引导下漆酶的活力
根据 2. 2 的结果分析表明，酿酒酵母 α-MF 对

POXA1c 表达效果相对较好，原因可能是与其信号
肽后的导肽上有 3 个糖基化位点有关，其存在有利
于辅助蛋白的折叠与糖基化，因而设计将 α-MF 上
的导肽序列 (αpro)分别与筛选得到的两个毕赤酵
母信号肽 FLO10 和 PHO5 结合，构成 FLO-αpro 和
PHO-αpro 两种组合信号肽(表 4)。

表 4． 组合信号肽的氨基酸序列
Table 4． Ｒecombination signal peptide sequence

name signal sequence propeptide sequence

αpro MＲFPSIFTAV LFAASSALA APVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDV
FLO-αpro MFEKSKFVVSFLLLLQLFCVLGVHG /QES APVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDV…
PHO-αpro MFSPILSLEIILALATLQSVFA /VEL APVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDV…

组合信号肽明显提高漆酶的酶活，图 2 所示，
POXA1c 在信号肽 FLO10-αpro 和 PHO-αpro 引导下
菌株酶活力分别为自身信号肽引导下的 3 倍和 3. 5
倍，分别比在 α-MF 引导下提高了 20%和 40%。

2. 4 毕赤酵母中漆酶表达水平
将 2. 2 中得到的菌株 P． pastorisFLO10 signal /

poxa1c、P． pastorisPHO5 signal / poxa1c 和 2. 3 中得到
的 菌 株 P． pastorisFLO10-αpro signal / poxa1c、P．
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pastorisPHO5-αpro signal / poxa1c，以 及 对 照 菌 株
Native signal / poxa1c、α-MF signal / poxa1c 经试管发酵
和诱导后，取相同体积的上清进行 SDS-PAGE 电泳，
考马斯亮蓝染色后，漆酶的条带如图 3，约 67 kDa。

图 2． 不同信号肽引导下 POXA1c 的酶活力
Figure 2． Activity of POXA1c with different signal peptide． 1:

Native signal / poxa1c; 2: α-MF signal / poxa1c; 3: P．

pastorisFLO10 signal / poxa1c; 4: P． pastorisPHO5 signal / poxa1c;

5: P． pastorisFLO10-αpro signal / poxa1c; 6: P． pastorisPHO5-

αpro signal / poxa1c．

图 3．不同信号肽引导下漆酶的 SDS-PAGE 电泳
Figure 3． SDS-PAGE of laccase under the leading of different

signal peptides sequence． Lane 1 － 2: Native signal / poxa1c; lane

3 － 4: α-MF signal / poxa1c; lane 5 － 6: P． pastoris FLO signal /

poxa1c; lane 7 － 8: P． pastoris PHO signal / poxa1c; lane 9 － 10:

P． PastorisFLO-α pro signal / poxa1c; lane 11: P． pastorisPHO-α

pro signal / poxa1c．

2. 5 漆酶高密度发酵结果及胞内外酶活力分析
根据上述实验结果，选择酶活力最高的菌株

P． PastorisPHO5-αpro signal / poxa1c 及对照菌株 α-
MF signal / poxa1c 做高密度发酵，绘制菌株生长曲
线和酶活曲线，如图 4 所示，菌体长势良好，当发
酵时间为 70 h，生物量最高。PHO5-αpro 对应的菌
株生物量比 α-MF 低，除发酵时间为 50 h 外。发
酵过程整体的酶活略高于摇瓶发酵的结果，但是
发酵的实验结果和摇瓶的实验结果是一致的，

PHO5-αpro 信号肽引导下的活力要比 α-MF 信号
肽高 40% (图 4)。

图 4． 不同发酵时间段胞外漆酶活力及菌株高密度

发酵生长曲线
Figure 4． The laccase activity from different time of

fermentation and growth curve of strain．

在细胞内，漆酶的酶活极低，推测这可能是由
于分泌能力好的信号肽可以很快的将漆酶分泌到胞
外，避免了胞内蛋白酶的降解。而分泌能力差的信
号肽，使蛋白滞留在胞内，被蛋白酶降解，所以也检
测不到很高的酶活力(表 5)。

表 5．漆酶胞内外酶活比较
Table 5． Comparison of extracelluar and intracelluar

laccase activity

strain extracelluar intracellular

α-MF signal / poxa1c 40. 45 0. 07

P． PastorisPHO-α pro signal / poxa1c 57. 98 0. 08

3 讨论

毕赤酵母表达系统是一种广泛应用的外源蛋白
表达系统，其具有以下优点:生长速度快，对营养的
要求不高，成本低，易于培养，有利于工业化生产;胞
内含有过氧化物酶体 ( peroxisome)的细胞器，该细
胞器能够大量合成并储存过氧化物酶，使外源基因
免受蛋白酶的降解，减少蛋白的损失;能够对蛋白进
行翻译后修饰加工(如形成二硫键，信号序列加工、

折叠，蛋白糖基化等)，使表达的蛋白具有生物学活
性;分泌效率较好，表达量高，表达菌株稳定;其自身
分泌的蛋白较少，有利于产物蛋白的纯化;同源重组
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后的重组子遗传稳定性好，外源基因能够稳定存在。
本研究选择毕赤酵母表达系统表达的漆酶，具有糖
基化修饰，理论蛋白大小是 55 kDa，经过糖基化修
饰后，蛋白大小为 67 kDa。

信号肽被广泛应用于原核表达系统和真核表达
系统中，而应用于毕赤酵母表达系统的信号肽主要
有:α-MF、INU、PHO1 等。本研究采用毕赤酵母自
身分泌蛋白的信号肽分别单独引导表达漆酶，发现
毕赤酵母中内源蛋白的信号肽能提高漆酶的酶活
力，与漆酶自身信号肽相比，其中 PHO5 引导下的漆
酶酶活力最高，FLO 次之，SCW10、EXG1 和 BGL2 蛋
白信号肽引导下的漆酶活力也有所提高，而 DAN4
蛋白信号肽引导下的漆酶活力有所降低。毕赤酵母
信号肽 PHO5 是一种酸性磷酸酶，被转运到细胞表
面的糖蛋白;而 FLO10 是与 Flo1p 相似的外源凝集
素蛋白，与絮凝有关;另外 SCW10、EXG1、BGL2 及
DAN4 均是细胞壁蛋白［8］。接下来将用 PHO5 及
FLO10 这两个信号肽引导其他蛋白表达，确定它们
对其他蛋白表达是否也起作用。

α-MF 信号肽后的导肽上存在糖基化位点，本
研究中保留 α-MF 信号肽的导肽序列，然后分别与
FLO10 及 PHO5 信号肽构成两个组合信号肽:
PHO5-αpro 和 FLO10-αpro。利用组合信号肽引导
漆酶表达，对应漆酶的分泌量比对照组 (漆酶
POXA1c 自身信号肽、α-MF、FLO10、PHO5 )高。从
漆酶 SDS-PAGE 电泳图谱上可以看出，漆酶表达量
高的菌株对应的酶活也比较高，说明所表达的漆酶
在翻译后得到正确修饰，并且在信号肽的引导下分
泌到胞外。因此，适当改造信号肽是提高外源基因
表达的另一个重要手段。

发酵罐的生物量要远高于摇瓶，本应发酵罐的
活力更高才对，推测这可能是由于发酵和摇瓶所采
用的培养基不同所致，还有可能是流加的葡萄糖过
快所致，待进一步的优化。细胞内几乎检测不到酶
活，可能与胞内的酶降解有关。
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Effect of signal peptides on the expression of laccase in
Pichia pastoris
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2 Institute of Microbiology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100101，China
3Marine College，Shandong University at Weihai，Weihai 264209，Shandong Province，China

Abstract:［Objective］Expression level of laccase POXA1c would be increased by screening effective signal peptide in
Pichia pastoris． ［Methods］According to 2D-gel and profile of P． pastoris genome sequence，seven signal peptides from
high secreted endogenous proteins of P． pastoris X-33 were chosen to evaluate their secreted ability by using POXA1c as
reporter protein． ［Ｒesults］ Compared with POXA1c’s native signal peptide，the signal peptide of repressible acid
phosphatases PHO5 and lectin-like protein FLO10 showed 2. 5-fold and 2-fold increase of laccase activity． Furthermore，
PHO5-αpro and FLO10-αpro were constructed by fusing signal peptide of PHO5 and FLO10 with pro-peptide of α-MF
respectively． The laccase activity under the leading of FLO10-αpro and PHO5-αpro showed 3-fold and 3. 5- fold laccase
activity higher than native signal peptide，and showed 20% and 40% increase compared with saccharomyces cerevisiae α-
MF signal respectively． ［Conclusion］ Signal peptides from high secreted endogenous proteins of P． pastoris X-33 could
be effectively used to lead laccase expression in P． pastoris． The activity of POXA1c under the leading of the PHO5-αpro
signal peptide was 57. 98 U /mL after high density fermentation．
Keywords: Pichia pastoris，signal peptide，laccase
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