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游离型与整合型共表达增强毕赤酵母表达 
抗菌肽的水平研究 

李嘉盛 1, 陈颖禧 1, 徐梦珂 1, 张宏刚 2, 蒙海林 1* 
(1. 广州先进技术研究所, 生物工程研究中心, 广州  511458; 2. 广州格拉姆生物科技有限公司, 广州  510530) 

摘  要: 目的  建立游离型与整合型载体共表达系统, 提高抗菌肽在毕赤酵母中的表达效率, 解决其因拷贝

数限制和表达不稳定性导致的产量不足问题。方法   利用乳酸克鲁维酵母 (Kluyveromyces lactis)来源的

panARS 自 主 复 制 序 列 , 构 建 卡 那 霉 素 抗 性 的 游 离 型 表 达 载 体 pPICKαA-panARS-JS21T 和

pGAPKαA-panARS-JS21T, 与整合型载体 pPICZαA-JS21T 共同电转化毕赤酵母 X-33 菌株。通过博来霉素

Zeocin 和遗传霉素 G418 双抗生素平板筛选阳性转化子, 摇瓶发酵 120 h 以上, 每 24 h 补加甲醇诱导表达。采

用 Bradford 法 测 定 分 泌 总 蛋 白 含 量 , 三 羟 甲 基 甘 氨 酸 - 十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

(trimethylglycine-sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, Tricine-SDS-PAGE)检测目标条带, 

琼 脂 扩 散 法 测 定 对 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 抑 菌 活 性 。 结 果   发 酵 120 h 后 , 整 合 型 与 游 离 型

pGAPKαA-panARS-JS21T 共表达组的上清总蛋白含量达到 107.22 μg/mL, 比单一整合型表达组 70.56 μg/mL

提高了 52%; 抑菌圈分析显示其抑菌活性提升 129% (P<0.05)。整合型与 pPICKαA-panARS-JS21T 共表达组也

比单一整合型组提升了 15.8%。结论  游离型与整合型载体共表达策略可协同提高抗菌肽 JS21T 在毕赤酵母

中的表达水平, 其效果优于单一载体系统, 为小分子肽类高效生产提供了新思路。 

关键词: 毕赤酵母; 抗菌肽; 游离型表达; 整合型表达; 共表达 

Study on the enhancement of antimicrobial peptide expression levels in 
Pichia pastoris by co-expression of episomal and integrative vectors 

LI Jia-Sheng1, CHEN Ying-Xi1, XU Meng-Ke1, ZHANG Hong-Gang2, MENG Hai-Lin1* 
(1. Bioengineering Research Center, Guangzhou Institute of Advanced Technology, Guangzhou 511458, China;  

2. Guangzhou GLAM Biotechnology Co., Ltd., Guangzhou 510530, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a co-expression system combining episomal and integrative vectors, enhance 
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the expression efficiency of antimicrobial peptides in Pichia pastoris, and address the issue of insufficient production 

caused by copy number limitations and expression instability. Methods  The 2 kanamycin-resistant episomal 

vectors, pPICKαA-panARS-JS21T and pGAPKαA-panARS-JS21T, were constructed using the Kluyveromyces lactis 

panARS autonomously replicating sequence. These were co-electroporated with the integrative vector 

pPICZαA-JS21T into Pichia pastoris X-33. Positive transformants were selected on Zeocin plus G418 

double-antibiotic plates. Shake-flask cultures were run for more than 120 h with methanol supplementation every 24 h to 

maintain induction. Secreted total protein was quantified by the Bradford assay, target bands were visualized by 

trimethylglycine-sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (Tricine-SDS-PAGE), and antimicrobial 

activity against Staphylococcus aureus was measured by agar diffusion. Results  After 120 h of fermentation, the 

integrative plus episomal pGAPKαA-panARS-JS21T co-expression group yielded 107.22 µg/mL of extracellular total 

protein, 52% higher than 70.56 µg/mL of the integrative-only control. The corresponding inhibition-zone assay 

showed a 129% increase in antimicrobial activity (P<0.05). The integrative plus pPICKαA-panARS-JS21T group 

also achieved a 15.8% improvement over the integrative-only group. Conclusion  A combined episomal/integrative 

co-expression strategy synergistically elevates JS21T antimicrobial peptide levels in Pichia pastoris, outperforming 

single-vector systems and offering a new route for high-level production of small peptide molecules. 
KEY WORDS: Pichia pastoris; antimicrobial peptide; episomal expression; integrative expression; co-expression 
 
 

0  引  言 

抗菌肽(antimicrobial peptide, AMP)因其广谱的抗微

生物活性、独特的作用机制以及不易引发耐药性的特点, 
在临床治疗、食品保鲜、养殖替抗和农业病害防治等领域

已成为研发热点[1–3]。然而, 高效、低成本地规模化生产

具有高活性的抗菌肽仍然是限制其实际应用的关键瓶颈

之一[4]。毕赤酵母(Pichia pastoris)作为一种成熟、高效的

真核表达宿主系统, 因其具有强诱导型启动子[如醇氧化

酶基因 1 (alcohol oxidase 1, AOX1)启动子]、高分泌能力、

良好的翻译后修饰能力以及易于高密度培养等优势, 被广

泛用于重组蛋白的生产[5–7]。据报道, 目前已有 5000 多种

外源蛋白采用该系统进行表达, 其中超过 70 种蛋白产品

已投入市场[8]。 
尽管毕赤酵母表达系统拥有诸多优点, 但在表达小

分子蛋白如抗菌肽时仍面临一些挑战: (1)蛋白酶降解[9]: 
小分子抗菌肽在宿主细胞内和分泌过程中易被内源性蛋白

酶降解; (2)表达水平受限[6]: 部分抗菌肽可能对宿主细胞

具有毒性, 或因其自身的物理化学特性(如疏水性、带电荷

性)导致折叠、分泌效率低; (3)表达稳定性与拷贝数控制[6]: 
传统上, 毕赤酵母表达系统主要依赖两种载体策略: 游离

型表达载体(如基于博来霉素 Zeocin 抗性的 pPICZ 系列质

粒)[10]和整合型表达载体(如利用 AOX1 位点进行同源重组

整合的质粒)[11]。游离型系统易于快速筛选和高拷贝数表达, 
但存在表达不稳定、丢失率高的问题, 尤其在长期培养或

高密度发酵过程中。整合型系统则通过将目的基因整合到

染色体上, 提供了高度的遗传稳定性, 成为大规模生产的

首选, 但其表达水平往往依赖于拷贝数[6,8–10], 而拷贝数的

增加通常导致筛选难度加大, 且潜在的位置效应可能影响

表达效率的提升[11]。 
针对上述挑战, 无论是游离型还是整合型的单一载

体策略都难以在表达水平和长期稳定性之间达到最优平

衡。因此, 探索新的表达策略显得尤为重要。其中一种尝

试是在毕赤酵母宿主中, 同时运用游离型表达载体和整合

型表达载体进行共表达以增强抗菌肽的生产。本研究以菌

丝霉素突变体 JS21T 为例, 采用游离型与整合型共表达的

策略, 在整合型 pPICZαA-JS21T 的基础上, 通过游离型载

体增加基因拷贝数, 分别导入 pPICKαA-panARS-JS21T、

pGAPKαA-panARS-JS21T, 以期增强抗菌肽在毕赤酵母中

的表达, 为小分子肽类高效生产提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

质粒 pPICZαA、质粒 pGAPZαA、质粒 pPIC9K、菌

株毕赤酵母 X-33(美国赛默飞世尔科技公司); 菌株大肠杆

菌(Escherichia coli, E.coli) DH5α为本实验室保藏菌株; 乳
酸克鲁维酵母 (Kluyveromyces lactis) GG799(英国 New 
England Biolabs 公司 ); 金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus 
aureus) ATCC6538(广东省微生物菌种保藏中心); 卢里亚-
伯特尼(Luria-Bertani, LB)培养基、酵母浸出粉胨葡萄糖

(yeast extract peptone dextrose, YPD)培养基、缓冲矿物盐甘

油复合(buffered mineral glycerol-complex, BMGY)培养基、

缓 冲 矿 物 盐 甲 醇 复 合 酵 母 (buffered mineral 
methanol-complex yeast, BMMY)培养基的原料酵母提取物

(050090, 广东环凯生物科技有限公司); 蛋白胨(BR250g, 
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北京奥博星生物技术有限责任公司); 博来霉素[R25001, 
英潍捷基(上海)贸易有限公司]; 卡那霉素[生工生物工程

(上海)股份有限公司]; 遗传霉素(G418)( A417654, BBI 公

司); 限制性快切酶 QuickCut™ Xho I (1635)、限制性快切

酶 QuickCut™ XbaI (1634)、快速聚合酶链反应(polymerase 
chain reaction, PCR) 聚 合 酶 PrimeSTAR® Max DNA 
Polymerase Ver.2 (R047A) 、蛋白检测试剂盒 TaKaRa 
Bradford Protein Assay Kit (T9310A)[宝日医生物技术(北京)
有限公司]; 2×Taq PCR Master Mix(Green) (GR1111, 北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司 ); 无缝连接试剂盒

(C5891, 美国 Clone Smarter 公司); 引物合成(表 1)、基因

测序(苏州金唯智公司)。 

1.2  仪器与设备 

Millipore Simplicity 超纯水系统(美国 Millipore 公司); 
Biometra Tone 96G PCR 仪 (德国 Analytik Jena 公司 ); 
DeNovix DS-11 超微量紫外分光光度计(美国 DeNovix 公

司); DK-8D 电热恒温水槽(上海一恒科学仪器有限公司); 
ELx808IU 酶标仪(美国 BioTeK 公司); ZQLY-300N 振荡培

养箱(上海知楚仪器有限公司); SPX-150 生化培养箱(中仪

国科科技有限公司); 1652100 型 MicroPulser 电穿孔仪、

Mini-Protean Tetra Electrophoresis System 小型垂直电泳转

印系统、Universal Hood II 凝胶成像仪(美国 BIO-RAD 公

司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  构建卡那霉素抗性的游离型载体 
菌种乳酸克鲁维酵母在 YPD 平板划线, 于 30 ℃静置

培养 48 h 活化, 挑取单菌落接种于 5 mL 的 YPD 培养基, 
于 30 ℃、200 r/min 摇床培养 24 h, 12000 r/min 离心收集菌

体。使用玻璃珠法提取乳酸克鲁维酵母的基因组, 以 F1/R1
为引物, 乳酸克鲁维酵母基因组为模板, 扩增其 panARS
序列[12–13]。分别以质粒 pPICZαA、pGAPZαA 为模板, F2/R2
为引物, 扩增得到用于插入 panARS 序列的骨架; 使用无

缝连接试剂盒将 panARS 序列分别与两个骨架连接 , 
panARS 序列插入的位置为 CYC1 终止子与 ori 序列之间, 
得到游离型质粒 pPICZαA-panARS、pGAPZαA-panARS。
以质粒 pPIC9K 为模板, F3/R3 为引物, 扩增卡那霉素抗性

(Kan R) 基 因 。 分 别 以 质 粒 pPICZαA-panARS 、

pGAPZαA-panARS 为模板 , F4/R4 为引物 , 扩增得到无

Zeocin R 基因的骨架。使用无缝连接试剂盒将 Kan R 序列

分别与无 Zeocin R 基因的骨架连接, 得到 Kan R 抗性的游

离型质粒 pPICKαA-panARS 和 pGAPKαA-panARS。 
1.3.2  构建抗菌肽表达质粒 

使用 XhoI/XbaI 双酶切位点将菌丝霉素抗菌肽突变

体 JS21T 基因分别连接到游离型质粒 pPICKαA-panARS
和 pGAPKαA-panARS, 并克隆至大肠杆菌 DH5α, 随后

使用质量浓度为 25 μg/mL kanamycin 的 LB 平板筛选阳

性克隆。 
1.3.3  游离型质粒转化毕赤酵母 X-33 

首 先 , 将 pPICKαA-panARS-JS21T 和 pGAPKαA- 
panARS-JS21T(游离型质粒无需进行线性化处理)分别使用

MicroPulser 电穿孔仪, 1.5 kV 电击转化毕赤酵母 X-33 感受

态细胞, 复苏后涂布于含 1000 μg/mL G418 的 YPD 平板进

行筛选, 作为对照之一。其次, 将 pPICKαA-panARS-JS21T
和 pGAPKαA-panARS-JS21T 分 别 电 击 转 化 毕 赤 酵 母

X-33/JS21T 感受态细胞, 复苏后涂布于质量浓度为 100 μg/mL
的 Zeocin 和 1000 μg/mL G418 的 YPD 平板进行双抗性筛选。

通过提取转化子的基因组及游离质粒作为模板, 使用引物

F3/R3, 通用引物 5'-AOX1/3'-AOX1、αfactor/3'-AOX1, PCR
扩增鉴定表达盒是否转入毕赤酵母 X-33。 
1.3.4  转化子的初筛 

将 1000 μg/mL G418 的 YPD 平板、100 μg/mL 的

Zeocin+1000 μg/mL G418 的 YPD 平板筛选生长的单菌落

转接在含有 1 mL 的 1000 μg/mL G418 的 YPD 培养基、

100 μg/mL 的 Zeocin+1000 μg/mL G418 的 YPD 培养基的

48 孔深孔板中 ,  孔板封口使用一次性强透气封口膜 , 
30 ℃、200 r/min 培养 48 h, 进行二次筛选。在 48 孔深孔

板进行初表达, 按 1%接种量转接至含 2 mL BMGY 培养

基的 48 孔深孔板, 30 ℃、200 r/min 培养 48 h, 在室温下

4000 r/min 离心 10 min, 小心倾去上清培养基, 加入 2 mL
无菌水, 涡旋洗涤一次, 在室温下 4000 r/min 离心 10 min, 
小心倾去上清, 加入 2 mL BMMY 培养基, 涡旋悬浮菌体, 
30 ℃, 200 r/min 诱导培养 120 h, 每隔 24 h 补加 1%甲醇。

诱导结束后, 在室温下 4000 r/min 离心 10 min, 取初发酵 
 

表 1  引物列表 
Table 1  Primer list 

引物 F 端 引物 R 端 

F1: 5'-ATTTGCAAGCTGGAGACCATAGTGCTGATTATGATTT-3' R1: 5'-GGCCTTTTGCTCACATGTTCAACATCTTTGGATAAT-3' 

F2: 5'-ACATGTGAGCAAAAGGCCAGCA-3' R2: 5'-TGGTCTCCAGCTTGCAAAT-3' 

F3: 5'-TTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATG-3' R3: 5'-ATGAGCCATATTCAACGGGA-3' 

F4: 5'-TGCTCGATGAGTTTTTCTAACACGTCCGACGGCGGCCC-3' R4: 5'-TCCCGTTGAATATGGCTCATGGTTTAGTTCCTCACCTTGTCG-3'

F5: 5'-AGGGGTATCTCTCGAGAAAAGA-3' R5: 5'-CTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCTAGATTATTA-3' 
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液上清 40 μL 与 160 μL 接种含有 1×106 CFU/mL 的金黄色

葡萄球菌的 LB 培养基混合均匀于 96 孔板, 测定初始

OD600读数, 于 37 ℃、100 r/min培养 24 h, 测定终点 OD600

读数, 对照组为空载的发酵液上清。选取 OD600 初始与终

点读数差值较小的转化子进行摇瓶发酵。同时使用

Bradford 法[14]测定发酵上清的总蛋白浓度。将初筛得到的转

化子, 接种在含相应抗生素的 YPD 培养基, 30 ℃培养 48 h, 
使用“煮-冻-煮”的方式分别提取基因组[15], PCR 扩增鉴定表

达盒是否转入毕赤酵母 X-33。 
1.3.5  摇瓶培养抗菌肽的诱导表达 

分别采用常规的补料培养和改良的补料培养方式

进行摇瓶培养。常规补料培养: 将筛选的转化子接种于

50 mL BMGY 培养基, 30 ℃、200 r/min 培养 48 h, 4000 r/min
离心收集菌体, 弃上清, 菌体重悬于 50 mL BMMY 培养

基, 在 30 ℃、200 r/min 下每 24 h 加入 0.5%的甲醇, 诱导培

养 144 h。改良补料培养: 转化子接种于 25 mL 含甘油 0.5%
的 BMGY 培养基培养 24 h 积累生物量, 加入 25 mL 含甲醇

0.5%的 BMMY 培养基, 此后每 24 h 补加 0.5%甲醇, 培养至

144 h, 期间抽样检测记录菌体生物量与培养液上清的总蛋

白含量。生物量通过 OD 法或者湿重法测定, 总蛋白浓度使

用 Bradford 法[14]测定。游离型的 pGAP 菌株在培养 24 h 时加

入25 mL含甘油0.5%的BMGY培养, 每24 h补加0.5%甘油。 
1.3.6  抗菌肽的活性鉴定及凝胶电泳 

抑菌实验使用琼脂扩散法: 指示菌金黄色葡萄球菌

在 LB平板上进行划线活化, 37 ℃培养 24 h, 挑取单菌落转

接于 5 mL LB 培养基于 37 ℃培养过夜, 测量 OD600 值, 在
直径 90 mm 培养皿中加入 10 mL 固体培养基, 水平移动使

培养基水平覆盖培养皿的底部, 待凝固后在上面放置直径

为 8 mm 铁圈。接着将菌液接种在处于液体状态的 LB 固

体培养基, 稀释菌体的浓度为 1×106 CFU/mL, 在放有铁圈

的培养皿上灌注 20 mL 带菌液的 LB 培养基, 水平移动使

培养基均匀分散, 待培养基凝固后取出铁圈形成加样孔。

在测试样品时于加样孔中加入 200 μL 发酵液上清, 以转入

空质的粒菌株发酵液作为对照, 抑菌测试平板于 37 ℃静

置培养 24 h, 测量透明圈的直径。抗菌肽的三羟甲基甘氨

酸 - 十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

(trimethylglycine-sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis, Tricine-SDS-PAGE)参考 Schagger 的方法[16]。 

1.4  数据处理 

上述发酵培养、抑菌实验均采取 3 个平行实验, 数据

处理和作图使用 Excel 2019、GraphPad Prism 6.0 和 Origin 
Pro 2018 软件进行。 

2  结果与分析 

2.1  构建 Kan R 抗性的游离型载体 

整合型质粒 pPICZαA 和 pGAPZαA 均以 Zeocine R 基

因作为在大肠杆菌与毕赤酵母穿梭载体使用的抗性筛选基

因, 在质粒整合之后引入游离型载体则需要另一个抗性基

因 Kan R。为便于筛选阳性转化子, 以 Kan R 基因替换原

来的 Zeocine R 基因 , 质粒重新命名为 pPICKαA 和

pGAPKαA。来源于乳酸克鲁维酵母的长度为 452 bp 的

panARS序列[12], 插入在 ori序列与 CYC1终止子序列之间, 
最 终 获 得 游 离 型 质 粒 pPICKαA-panARS 和

pGAPKαA-panARS(图 1)。 

2.2  JS21T 连接游离型载体 

本实验室前期从菌丝霉素突变体 NZ2114[17]出发, 利
用易错 PCR 技术再次突变并筛选到一个新突变体, 命名为

JS21T。与 NZ2114 相比, JS21T 仅在第 21 位氨基酸发生了

突变(丝氨酸→苏氨酸), 在保留其抗革兰氏阳性菌活性的

同时, 具有更好的热稳定性。 
使 用 酶 切 位 点 XhoI 与 XbaI, 与 游 离 型 质 粒

pPICKαA-panARS、pGAPKαA-panARS 的 α-factor 作为信号肽

的 KR 位点融合连接, 最终获得重组质粒 pPICKαA-panARS- 
JS21T和pGAPKαA-panARS-JS21T, 质粒经过苏州金唯智生物科技

有 限 公 司 测 序 , 结 果 正 确 ( 氨 基 酸 序 列 : GFGCNG 
PWNEDDLRCHNHCKTIKGYKGGYCAKGGFVCKCY)。 

 
 

 
 

图 1  含 panARS 序列与 Kan R 抗性基因的毕赤酵母游离型表达载体 
Fig.1  Episomal expression vectors of Pichia pastoris containing the panARS sequence and a Kan R resistance gene 
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2.3  游离型载体转化毕赤酵母 X-33 
使 用 引 物 F3/R3, 通 用 引 物 5'AOX1/3'AOX1 、

αfactor/3'AOX1, 分别 PCR 扩增鉴定转化子的游离型重组

质粒 pPICKαA-panARS-JS21T、pGAPKαA-panARS-JS21T, 
结果表明游离型重组质粒均可稳定在毕赤酵母中自我复制。

总 共 制备获得了 5 种 JS21T 的表达方式 : 整合型

pPICZαA-JS21T/X-33、游离型 pPICKαA-panARS-JS21T/X-33、
游离型 pGAPKαA-panARS-JS21T/X-33、整合型+游离型的

pPICZαA+pGAPKαA-panARS-JS21T/X-33、整合型+游离型

的 pPICZαA+ pPICKαA-panARS-JS21T/X-33。 

2.4  转化子活性初筛 

通过使用 48 深孔板培养获得转化子初发酵液, 离心

取其上清, 加入金黄色葡萄球菌共培养后, 初发酵活性较

强的上清能够显著抑制金黄色葡萄球菌的生长。因此, 根
据金黄色葡萄球菌的 OD600 起止差值可初筛得到 JS21T 表

达量较高的转化子 (图 2)。其中 , 游离型 pPICKαA- 

panARS-JS21T/X-33 初筛得到 E4、F9、F10、F11、G8、
H2、H6(图 2a); 游离型 pGAPKαA-panARS-JS21T/X-33 初

筛得到 A1、A4、A5、A9、B8、B10、C1(图 2b); 整合型+
游离型的 pPICZαA+pGAPKαA-panARS-JS21T/X-33 初筛得

到 B6、B8、B10、C5、D4、D6、D8、D9、D11(图 2c); 整
合型+游离型的 pPICZαA+pPICKαA-panARS-JS21T/X-33 初

筛得到 E9、E11、F4、F5、F11、G6、G9、G10、H7、H8、
H10(图 2d)。 

2.5  摇瓶复筛及蛋白表达水平检测 

初筛获得的转化子首先进行一轮常规的摇瓶补料培

养, 根据初步结果从中选取了 A4、F10、D8、E9 作为进一

步分析的候选菌株。考虑到 pGAP 启动子是组成型(生长偶

联)的, 故在评估游离型和整合型表达时采用改良的补料

培养方式。从图 3 可以看出, 各组在培养至 48 h 时培养液

上清总蛋白浓度均呈现下降, 这是由于补加了 25 mL 培养

基, 总体积增大而稀释的。当培养至 120~144 h 时上清总 
 
 

 
 

图 2  抑菌培养实验筛选转化子 
Fig.2  Screening of transformants by bacteriostatic test 



142 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

 

 
 

注: a. 含整合型 pPICZαA 质粒的菌株; b. 含整合型 pPICZαA-JS21T 质粒的菌株; c. 含游离型质粒 pGAPKαA-JS21T 的菌株; d. 含游离型

质粒 pPICKαA-JS21T 的菌株; e. 含整合型 pPICZαA-JS21T+游离型质粒 pGAPKαA-JS21T 的菌株; f. 含整合型 pPICZαA-JS21T+游离型

质粒 pPICKαA-JS21T 的菌株。 
图 3  摇瓶培养表达抗菌肽 JS21T 菌株的生长曲线与培养液上清的总蛋白浓度变化 

Fig.3  Growth curves of strain expressing antimicrobial peptide JS21 and total protein concentration changes in the  
culture supernatant during shake-flask cultivation 

 

蛋白质量浓度达到最大值 (图 3b~3f), 对照组的整合型

pPICZαA (整合型 pPIC)、游离型 pGAPKαA (游离型 pGAP)、
游离型 pPICKαA (游离型 pPIC)、游离型 pGAP+整合型

pPIC、游离型 pPIC+整合型 pPIC 的培养液上清总蛋白质量

浓度分别为 70.56、61.11、43.89、107.22、70.56 μg/mL。 
Tricine-SDS-PAGE电泳进一步反映了上清液中 JS21T

的表达情况(图 4)。结合电泳结果与培养液上清总蛋白含量

变化的结果, 以整合型 pPICZαA-JS21T 菌株为对照, 游离

型 pGAP 启动子表盒的菌株虽然培养液上清的总蛋白含量

随着培养时间的延长而增长, 但仅在 72 h 检测到 10 kDa
处的蛋白条带(图 4a)。另一游离型 pPIC 启动子表达的菌株, 
虽然总蛋白含量低于 pGAP 游离型菌株, 但在 10 kDa 处有

明显的蛋白条带(图 4b), 表明抗菌肽 JS21T 一直有表达。整

合型 pPIC+游离型 pGAP 的总蛋白增长速率较快, 总蛋白量

比对照组整合型 pPIC 提高了 52% (P<0.05), 而且在 10 kDa
处蛋白条带较对照组颜色更深(图 4c), 说明抗菌肽含量较

高; 而整合型 pPIC+游离型 pPIC 的抗菌肽表达量在 120 h
后也显著高于对照组整合型 pPIC(图 4d)。 

抑菌测试结果显示, 游离型 pGAP 菌株的发酵液上

清检测不到抑菌活性(表 2), 且在 Tricine-SDS-PAGE 中也

没有观察到蛋白条带(图 4a), 可能是抗菌肽表达含量太

低甚至无表达; 而游离型 pPIC 菌株虽然能检测到蛋白条

带(图 4b), 但观察不到抑菌活性(表 2), 可能是抗菌肽表达

浓度低于金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度。蛋白表达量较高

的整合型 pPIC+游离型 pGAP 组的抑菌圈(12.33 mm)相比整

合型 pPIC 对照组(10.86 mm), 高出 13.5%; 扣除加样孔直

径(8 mm)后, 抑菌环面积增加了 129%, 抑菌活性提升显

著(P<0.05)(表 2, 图 5)。而整合型 pPIC+游离型 pPIC 的

抑菌环面积相比整合型 pPIC 对照组也提升了 15.8%(表 2, 
图 5)。因此, 整合型+游离型的表达方式对抗菌肽表达具

有促进作用, 但提升效果因采用组成型或诱导型启动子

而有较大差异。 
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注: a. 含游离型质粒 pGAPKαA-JS21T 的菌株培养液上清; b. 含游离型质粒 pPICKαA-JS21T 的菌株培养液上清; c. 含整合型

pPICZαA-JS21T+游离型质粒 pGAPKαA-JS21T 的菌株的培养液上清; d. 含整合型 pPICZαA-JS21T+游离型质粒 pPICKαA-JS21T 的菌株

的培养液上清。NCtr: 转入空载体 pPICZαA 的菌株的培养液上清阴性对照; PCtr: 转入 pPICZαA-JS21T 的菌株的培养液上清阳性对照;  
M: 低分子量预染蛋白质分子量标准。 

图 4  JS21T 表达菌株在补料培养过程中的培养液上清的 Tricine-SDS-PAGE 凝胶电泳 
Fig.4  Tricine-SDS-PAGE analysis of culture supernatants from the JS21T expression strain during fed-batch cultivation 

 
表 2  琼脂扩散法测试不同菌株的 120 h 培养液上清抑制金黄色葡萄球菌的能力 

Table 2  Agar diffusion assay to evaluate the inhibitory activity of 120-hour culture supernatants from different strains against 
Staphylococcus aureus 

类别 整合型 pPIC 游离型 pGAP 游离型 pPIC 整合型 pPIC+游离型 pGAP 整合型 pPIC+游离型 pPIC
透明圈直径/mm 10.86±0.25 8* 8* 12.33±0.29 11.08±0.21 
抑菌环面积/mm2 6.47±1.12 0 0 14.79±1.98 7.49±1.02 

抑菌环面积提升率/% / / / 129 (P<0.05) 15.8 (P<0.05) 

注: *由于加样孔直径为 8 mm, 此处 8 表示无观察到透明圈。 
 

 
 

注: a. D8-1、D8-2、D8-3 为含整合型 pPICZαA-JS21T+游离型质粒

pGAPKαA-JS21T 的菌株培养液上清; b. E9-1、E9-2、E9-3 为含整合型

pPICZαA-JS21T+游离型质粒 pPICKαA-JS21T 的菌株的培养液上清。

NCtr1~NCtr-3: 转入空载体 pPICZαA 的菌株的培养液上清阴性对照; 
PCtr-1~PCtr-3: 转入 pPICZαA-JS21T 的菌株的培养液上清阳性对照。 
图 5  琼脂扩散法测试不同菌株 120 h 培养液上清的抑菌能力(指

示菌: 金黄色葡萄球菌) 
Fig.5  Agar diffusion assay to assess the antibacterial activity of  

120 h culture supernatants from different strains (indicator organism: 
Staphylococcus aureus) 

3  讨  论 

本研究通过将游离型表达载体与整合型载体共表达

的策略, 显著提升了毕赤酵母中抗菌肽 JS21T 的产量。实

验结果揭示, 利用乳酸克鲁维酵母来源的 panARS 序列构

建的游离型载体(pGAPKαA-panARS)与染色体整合型载

体(pPICZαA)协同作用时, 可产生基因拷贝数的叠加效应

和启动子功能的互补优势。这种协同机制突破了传统单

一载体系统的局限: 游离载体通过自主复制快速增加基

因剂量, 而整合载体提供遗传稳定性; 同时, pGAP 启动

子的组成型表达避免了甲醇诱导型 pPIC 启动子的代谢切

换负担, 使总蛋白产量提升 52%, 抑菌活性增强 129%。

值得注意的是, 该策略对小分子抗菌肽的表达具有普适

意义, 尤其适用于易被蛋白酶降解或表达阈值较高的活

性多肽。 
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然而, 当单独使用游离型载体时, pGAPKαA-panARS
组未能检测到抑菌活性, 而 pPICKαA-panARS 组虽检测到

目标蛋白条带却无抗菌效果, 表明游离质粒可能存在表达

不稳定或拷贝数不足的问题[18]。这些现象暗示着关键限制

因素: (1)游离载体在连续传代中可能丢失[19], 导致表达一

致性下降; (2)缺乏质粒动态拷贝数的定量数据, 难以精准

优化基因剂量平衡[20–21]; (3)短期(120 h)实验难以评估长期

发酵中的遗传稳定性[22]。此外, pPICKαA 共表达组提升效

果有限, 进一步说明启动子特性(诱导型 vs 组成型)对共表

达效率存在决定性影响[23], 这提示需更深入解析宿主代谢

负荷与表达时序的调控关系。 
为解决毕赤酵母在表达抗菌肽等小分子蛋白时的低

表达水平等问题, 研究者开发了多种方法来优化其表达体

系, 其中最有效的策略之一是增加基因的拷贝数[24–25]。例

如针对整合型表达, 可根据抗生素浓度与抗性基因间的剂量

对应关系, 通过提升抗生素筛选压力而获得高拷贝菌株[26], 
但其整合次数有限。而游离型质粒则是一种显著增加外源

基 因 的 拷 贝 数 的 方 法 。 自 复 制 序 列 (autonomously 
replicating sequence, ARS)是能在酵母细胞内自主复制的一

段 DNA 序列, 含有该序列的游离型质粒能够高效转化酵

母并独立于宿主染色体而存在[27]。毕赤酵母缺乏稳定的游

离型质粒[28], 因此目前商业化质粒主要是整合型载体。近

年来有研究者利用乳酸克鲁维酵母来源的 panARS 序列构

建毕赤酵母的游离型载体[29], 用于 CRISPR/Cas9 基因编辑

系统, 方便基因编辑完成后丢弃质粒。也有用于外源蛋白

的表达, 如潘阳等[13]将利用非甲醇碳源的毕赤酵母应用在

食品行业中的 KM71/pGAPZaA-PARS 表达木聚糖酶, 酶活

达 343 U/mL, 较整合型提高 45.9%; 刘晓宇等 [30]构建

X-33/pPICZaA-pARS 表达人溶菌酶, 酶活达 340 U/mL。 
与先前研究相比, 本研究首次将游离型+整合型双表

达策略应用于抗菌肽表达领域。与潘阳等[13]利用单一游离

载体表达木聚糖酶或刘晓宇等[30]构建游离型溶菌酶系统

相比, 本研究通过整合-游离双系统的协同作用实现了更

显著的提升幅度。传统高拷贝整合菌株筛选虽耗时却可能获

得更稳定的表达株系, 而本策略在操作便捷性与表达强度间

提供了新的平衡点。这种“稳定整合+灵活游离”的组合模式, 
为需要快速优化表达的工业化场景提供了独特价值。 

从应用前景看, 该双表达系统具备多领域适配性。在

生物制药领域, 可为抗耐药菌肽类药物提供低成本量产方

案; 在农业与食品工业中, pGAP 启动子的非甲醇依赖性符

合安全生产规范[31], 适用于饲用抗菌肽或天然食品防腐剂

生产。更重要的是, 该体系可扩展至其他高值小分子多肽

(如细胞因子、毒素蛋白)的表达优化, 为微生物细胞工厂设

计提供新思路。 
未来的工作可聚焦在 3 个方向: (1)增强游离载体的稳

定性, 例如引入着丝粒元件或开发温度敏感型载体; (2)建

立动态调控系统, 利用甲醇/甘油双开关启动子精确控制

共表达时序以减轻代谢压力; (3)推进工艺放大验证, 在 5 L
以上发酵罐中评估高密度培养的经济性, 并通过转录组学

解析宿主应答机制。这些探索将有助于释放双表达体系在

工业生物技术中的全部潜力。 

4  结  论 

本研究成功构建了基于 panARS 的毕赤酵母游离-整
合双载体共表达系统。实验表明, 整合型 pPICZαA-JS21T
与游离型 pGAPKαA-panARS-JS21T 共表达可显著提升抗

菌肽 JS21T 的产量和抑菌活性。这一结果证实了基因拷贝

数叠加与启动子功能互补的协同效应, 为小分子抗菌肽的

高效表达提供了新策略。后续研究拟着力解决游离载体稳

定性问题, 并推动该技术向工业化应用转化。 
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