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华中农业大学 食品科学技术学院，湖北 武汉 ４３００７０
ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＨｕａｚｈｏｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｕｈａｎ４３００７０，Ｃｈｉｎａ

摘要：运用基因改造方法，将不同来源的Ⅰ型疏水蛋白基因（平菇的Ｐｏ．ｈｙｄ１和
香菇的Ｌｅ．ｈｙｄ）拼接后，构建融合表达载体ｐＰＩＣ９ｋＰｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ，并将其电转
化到毕赤酵母 ＧＳ１１５感受态细胞中，经 ＰＣＲ验证和遗传霉素 Ｇ４１８的抗性筛
选，得到３个高效表达的毕赤酵母转化子；运用三氟乙酸方法分离纯化发酵上
清液中的融合疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ，经检测其单体分子量约为２６ｋＤ．运用
单因素试验和响应面分析试验优化，得到毕赤酵母转化子的最佳诱导表达条件

为碳源（甲醇）质量分数为０．６２％，氮源（ｍ（酵母提取物）ｍ（蛋白胨）＝１
２）质量浓度为８．３９ｇ／Ｌ，发酵培养基的初始 ｐＨ值为６．０５，ＹＮＢ质量浓度为
１００ｍｇ／Ｌ，装液量为５０ｍＬ，初始 ＯＤ６００值为１．２．此时融合疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１
Ｌｅ．ｈｙｄ的产量最高可达３０ｍｇ／Ｌ．对融合疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ起泡性和乳
化性的研究发现，其蛋白性质均优于从平菇菌丝中提取的疏水融合蛋白．
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０　引言

疏水蛋白是由丝状真菌分泌所产生的一类

具有特殊理化性质的小分子量两性蛋白，这类

蛋白约含有 １００个氨基酸，分子量约为
１０ｋＤ［１］．根据氨基酸排列方式和性质的不同，
疏水蛋白被分为Ⅰ型疏水蛋白和Ⅱ型疏水蛋白
两种［２］．Ⅰ型疏水蛋白聚合物具有高度的不溶
解性，只解离于强酸（如甲酸和三氟乙酸等）；

Ⅱ型疏水蛋白形成的蛋白膜稳定性较差，可溶
于特定质量分数或体积分数的 ＳＤＳ溶液或乙
醇溶液［３－４］．两种疏水蛋白的氨基酸序列保守
性都很低，但在结构上存在共性，即都含有由８
个半胱氨酸残基形成的４个二硫键．这一特殊
的结构使疏水蛋白能在亲水和疏水界面自组装

形成纳米级蛋白薄膜，使疏水性表面具有可湿

性、亲水性表面具有疏水性［５－６］，因此，疏水蛋

白是一种天然的表面活性剂．
疏水蛋白特殊的结构与性质使它具有广阔

的应用前景：在食品方面，可作为食品的稳定

剂，也可用于充气食品生产［７］和食品保鲜［８］等；

在医学方面，可作为生物医学材料［９－１０］；在蛋

白质分离应用［１１］、蛋白（酶）固定化［１２］和生物

传感器电极修饰［１３］等方面，也都具有潜在的应

用价值．然而，从天然丝状真菌提取疏水蛋白产

量较低，且真菌的生长周期长，因此限制了疏水

蛋白的推广与应用．为了提高疏水蛋白的产量，

已有研究通过原核和真核表达系统分离纯化疏

水蛋白［１４］．例如，在大肠杆菌表达系统中，Ⅰ型

疏水蛋白的产量仅为毕赤酵母中的 １／１００～

１／１０［１５－１７］，且外源蛋白只有部分活性［１４］；而毕

赤酵母作为另一种常见的异源表达系统，具有

生长速度快、培养成本低、适合表达真核生物蛋

白等优势［１８］．

本研究拟通过基因改造，将不同来源的Ⅰ

型疏水蛋白基因（平菇的 Ｐｏ．ｈｙｄ１和香菇的

Ｌｅ．ｈｙｄ）拼接后，构建融合表达载体，并将其电

转化到毕赤酵母 ＧＳ１１５感受态细胞中，再经

ＰＣＲ验证和遗传霉素抗性的筛选，获得高效表

达的毕赤酵母转化子；运用单因素试验和响应

面分析试验，优化毕赤酵母转化子的诱导表达

条件，研究融合疏水蛋白的起泡性和乳化性，以

期为疏水蛋白的改性和应用提供参考．

１　材料与方法

１．１　菌株与质粒
平菇 Ｐ７３９，香菇 Ｌ５４，毕赤酵母 ＧＳ１１５，

ｐＰＩＣ９ｋ质粒，由华中农业大学食品科学技术学

院微生物实验室保存．
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１．２　试剂与仪器
主要试剂：大肠杆菌 ＤＨ５α，ｐＭＤ１８Ｔ克隆

载体，限制性内切酶ＡｓｕⅡ，ＸｈｏⅠ，ＮｏｔⅠ，Ｓａｃ

Ⅰ，Ｔ４ ＤＮＡＬｉｇａｓｅ，ＴａＫａＲａＲＮＡｉｓｏＴＭ ｐｌｕｓ，

ＴａＫａＲａ公司产；配制ＰＣＲ体系试剂，ＤＮＡ分子

量标准，低分子量蛋白标准，ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ

ＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌ，ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ

试剂盒，ＴｒａｎｓＧｅｎ公司产；凝胶纯化试剂盒、回

收试剂盒、质粒提取试剂盒，Ａｘｙｇｅｎ公司产；

ＳＤＳＰＡＧＥ试剂盒，谷歌生物公司产；葡萄糖

（ＡＲ）、甲醇（ＡＲ）、酵母提取物（ＡＲ）、蛋白胨

（ＡＲ）、考马斯亮蓝Ｒ２５０（ＢＲ）、考马斯亮蓝Ｇ

２５０（ＡＲ）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、牛血清白蛋

白（ＢＳＡ，ＢＲ）、国药集团化学试剂有限公司产；

遗传霉素（Ｇ４１８，ＡＲ）、酵母无氨基酸氮源

（ＹＮＢ，ＡＲ），Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司产；三氟乙酸（ＴＦＡ，

ＡＲ），Ｓｉｇｍａ公司产；Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量试剂盒，

Ｔｉａｎｇｅｎ公司产；引物合成，天一辉远有限公司．

毕赤酵母培养及诱导所用的培养基 ＹＰＤ，

ＭＭ，ＭＤ，ＢＭＧＹ，ＢＭＭＹ都参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

的毕赤酵母表达手册配制．

主要仪器：ＬＲＨ－１５０Ｂ型生化培养箱，广

东省医疗器械厂产；Ｔ１００型 ＰＣＲ仪，ＢｉｏＲａｄ

公司产；ＧＥＬＬＯＧＩＣ２００型凝胶成像分析系统，

Ｋｏｄａｋ公司产；７２２型可见分光光度计，上海精

密科学仪器有限公司；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ型高速

冷冻离心机，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产；Ｍｉｃｒｏｐｕｌｓｅｒ电

转化仪，ＢｉｏＲａｄ公司产；ＬＤｐｌｕｓ型冷冻干燥

机，德国 Ｃｈｒｉｓｔ公司产；ＪＹ９２－ＩＩＮｓｃｉｅｎｔｚ超声

波细胞破碎仪，上海京灿实业有限公司产．

１．３　实验方法
１．３．１　基因克隆与载体构建　将平菇Ｐ７３９和

香菇Ｌ５４接种在ＰＤＡ平板上，当菌丝长满平板

时，收集菌丝．平菇Ｐ７３９和香菇Ｌ５４总ＲＮＡ的

提取与 ｃＤＮＡ的合成参照 ＴａＫａＲａＲＮＡｉｓｏＴＭ

ｐｌｕｓ，ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ ＯｎｅＳｔｅｐｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａｌ和

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒的使用说明书．

根据ＮＣＢＩ公布的平菇和香菇的疏水蛋白基因

序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦ３３１４５２和ＡＦ２１７８０７．１），并利

用软件Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计的引物序列见表１．

以平菇 Ｐ７３９的 ｃＤＮＡ为模板，运用引物

Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｆ／Ｒ扩增平菇 Ｐ７３９疏水蛋白基因

Ｐｏ．ｈｙｄ１．扩增条件：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，

６１℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环数为３４个．同理，以

香菇Ｌ５４的 ｃＤＮＡ为模板，用引物 Ｌｅ．ｈｙｄＦ／Ｒ

扩增疏水蛋白基因Ｌｅ．ｈｙｄ，除退火温度为５８℃

外，其余条件同前．胶回收 ＰＣＲ扩增得到的产

物，并将产物与 ｐＭＤ１８Ｔ克隆载体连接后，转

化到大肠杆菌 ＤＨ５α细胞中．菌落送往天一辉

远有限公司测序．分别提取含有Ｐｏ．ｈｙｄ１和Ｌｅ．

ｈｙｄ基因的质粒，并分别用限制性内切酶ＡｓｕⅡ，

ＸｈｏＩ和ＸｈｏＩ，ＮｏｔⅠ双酶切ＰＣＲ纯化产物，同时

用ＡｓｕⅡ，ＮｏｔⅠ 双酶切 ｐＰＩＣ９ｋ质粒，通过酶

连方法构建表达载体ｐＰＩＣ９ｋＰｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ

表１　所用引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称 序列（５’→３’） 说明

Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｆ ＣＧＡＧＣＴＣＴＡＣＣＴＡＧＧＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＡＧＧＣＣＡＣ
扩增Ｐｏ．ｈｙｄ１基因 （去除ＴＡＡ）Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＡＧＡＣＴＧＡＣＧＴＴＧＧＴＧＣＡ

Ｌｅ．ｈｙｄＦ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＣＴＴＴＣＴＴＴＧＣＴＣＴＣＣＡ
扩增 Ｌｅ．ｈｙｄ基因Ｌｅ．ｈｙｄＲ ＡＡＡＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＡＧＡＧＴＴＧＣＡＡＧＧＧＡＣＴ

αｆａｃｔｏｒ ＴＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＧＣＴＧ
转化子验证引物Ａｏｘ１３ ＧＣＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＴ

Ｍ１３Ｆ ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ
测序引物Ｍ１３Ｒ ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ

　　注：下划线部分表示酶切位点
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如图１所示．

１．３．２　电击转化与转化子筛选

参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的毕赤酵母表达手册，

将 ｐＰＩＣ９ｋＰｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ质粒经 ＳａｃⅠ线性

化后，电转化到毕赤酵母 ＧＳ１１５的感受态细胞

中．将转化子对应接种到以葡萄糖为碳源的

ＭＤ和以甲醇为碳源的 ＭＭ培养基上，选择在

ＭＭ和 ＭＤ培养基上均能生长的转化子，并筛

选出Ｈｉｓ＋Ｍｕｔ＋表型转化子．用 αｆａｃｔｏｒ／Ａｏｘ１３

引物对转化子进行菌落ＰＣＲ验证，再将所筛选

得到的转化子分别接种在含有不同质量浓度

（０．５ｍｇ／ｍＬ，１．０ ｍｇ／ｍＬ，２．０ ｍｇ／ｍＬ，

３．０ｍｇ／ｍＬ，４．０ｍｇ／ｍＬ和５．０ｍｇ／ｍＬ）的遗传

霉素的ＹＰＤ培养基上，筛选出高效表达的毕赤

酵母转化子，并选择在高浓度 Ｇ４１８中能生长

的高效表达的毕赤酵母转化子．

１．３．３　诱导表达条件的优化

１．３．３．１　最佳表达时间的优化　将筛选得到

的高效表达的毕赤酵母转化子接种于 ２５ｍＬ

ＢＭＧＹ培养基中，以转化ｐＰＩＣ９ｋ质粒的毕赤酵

母ＧＳ１１５菌株作为对照，于２８℃条件下振荡培

养１６～１８ｈ．进而于 ３０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心

５ｍｉｎ，弃上清，将细胞重悬于适当体积的

ＢＭＭＹ培养基中，培养至ＯＤ６００值为１．０～２．０，

图１　ｐＰＩＣ９ｋＰｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ载体图

Ｆｉｇ．１　ｐＰＩＣ９ｋＰｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄｐｏｒｔｒａｉｔ

并于２５０ｒ／ｍｉｎ，３０℃条件下继续振荡培养．诱

导开始后，每隔２４ｈ补加甲醇至其最终体积分

数为 ０．５％，并吸取 １ｍＬ发酵上清液，于

１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 ５ｍｉｎ，取上清，用

ＳＤＳＰＡＧＥ检测发酵上清液融合疏水蛋白质量

浓度，以确定其最佳收获表达时间．

采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１９］制备牛血清蛋白标准

曲线．从发酵液的上清中取１５μＬ样品加入到

试管中，用 ＰＢＳ缓冲液补足 １５０μＬ，再加入

５ｍＬ考马斯亮蓝Ｇ２５０，充分混合，静置 ５ｍｉｎ

后用分光光度计测定吸光值，以不含 ＢＳＡ的样

品作为空白对照，记录读数，通过牛血清蛋白的

标准曲线方程计算发酵上清液中蛋白的质量浓

度，通过比较上清液中的蛋白含量得到最佳表

达时间．

１．３．３．２　单因素试验　选择碳源（甲醇）质量

分数，氮源（ｍ（酵母提取物）ｍ（蛋白胨）＝

１２）质量浓度，ＹＮＢ质量浓度，发酵培养基的

初始ｐＨ值，装液量，初始 ＯＤ６００值作为影响毕

赤酵母表达的因素．以 ＢＭＭＹ为诱导表达的基

础营养培养基，如无特殊说明，均在初始接种量

ＯＤ６００值为１．０，装液量为５０ｍＬ（２５０ｍＬ三角瓶

中），温度为２８℃，转速为１８０ｒ／ｍｉｎ的条件下

进行诱导表达．各因素不同条件设定如下：碳源

（甲醇）质量分数为０．４％，０．６％，０．８％，１．０％

和１．２％，每２４ｈ添加１次；氮源（ｍ（酵母提取

物） ｍ（蛋白胨）＝１２）质量浓度为

４．０ｇ／Ｌ，６．０ｇ／Ｌ，８．０ｇ／Ｌ，１０．０ｇ／Ｌ和１２．０ｇ／

Ｌ；ＹＮＢ质量浓度为６０ｍｇ／Ｌ，８０ｍｇ／Ｌ，１００ｍｇ／

Ｌ，１２０ｍｇ／Ｌ和 １４０ｍｇ／Ｌ；发酵培养基的初始

ｐＨ值为 ５．２，５．６，６．０，６．４和 ６．８；装液量为

３０ｍＬ，４０ｍＬ，５０ｍＬ，６０ｍＬ和 ７０ｍＬ；初始

ＯＤ６００值为０．６，０．８，１．０，１．２和１．４．根据不同

因素进行诱导表达，取第４ｄ的发酵上清液，进

行融合疏水蛋白质量浓度的测定与分析．

１．３．３．３　响应面试验　在单因素试验的基础
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上，以发酵上清液中融合疏水蛋白质量浓度为

响应值，选取对菌体生长影响显著的３个因素，

即碳源（甲醇）质量分数（Ｘ１）、发酵培养基的初

始ｐＨ值（Ｘ２）和氮源（ｍ（酵母提取物）ｍ（蛋

白胨）＝１２）质量浓度（Ｘ３），根据 Ｂｏｘ

Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心组合设计原理，设计三因素三

水平的响应面分析试验．

１．３．４　最佳优化条件下融合疏水蛋白得率的

测定　将高效表达的毕赤酵母转化子按照优化

后的最佳诱导表达条件培养１Ｌ的培养基，按

照马爱民等［２０］报道的方法提取发酵上清液融

合疏水蛋白，并对沉淀进行称重．

１．３．５　融合疏水蛋白的起泡性和乳化性分析

方法　取适量融合疏水蛋白沉淀，加入少量三

氟乙酸于４℃ 溶解３０ｍｉｎ，经氮气吹干后加适

量去离子水４℃ 静置溶解，配制成５０μｇ／ｍＬ

的新鲜融合疏水蛋白溶液，以用于研究融合疏

水蛋白的性质。分别取 １０ｍＬ质量浓度为

５０μｇ／ｍＬ的新鲜融合疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．

ｈｙｄ溶液、平菇疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液、ＳＤＳ溶

液和蛋白质ＢＳＡ溶液，经超声波细胞破碎仪均

质处理３０ｓ（振幅７０％），量取起始泡沫高度和

３０ｍｉｎ后泡沫高度［２１］．根据以下两个公式分别

计算４种样品的起泡性（ＦＣ）和泡沫稳定性

（ＦＳ）：

ＦＣ＝起始泡沫高度／总的液面高度

ＦＳ＝３０ｍｉｎ后泡沫高度／起始泡沫高度

分别取１０ｍＬ新鲜融合疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１

Ｌｅ．ｈｙｄ，平菇疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液和 ＳＤＳ溶

液，各加入５ｍＬ的食用油，同时用经过相同处

理后的去离子水作空白对照．将配制好的样品，

用超声波细胞破碎仪均质处理 ３０ｓ（振幅

６０％），制成乳化液．分别在０ｍｉｎ和１５ｍｉｎ时

取０．５ｍＬ乳化液置于 ５０ｍＬ的容量瓶中，加

入质量浓度为５０μｇ／ｍＬ的ＳＤＳ溶液定容并摇

匀，以质量浓度为５０μｇ／ｍＬ的 ＳＤＳ溶液作空

白对照，在５００ｎｍ处测定其吸光度 Ａ０，１５ｍｉｎ

后再次测定吸光度值Ａ１
［２２］．融合疏水蛋白的乳

化活性用ＥＡ表示，乳化稳定性用 ＥＳ表示，即

ＥＡ＝Ａ０
ＥＳ＝（Ａ１／Ａ０）×１００％

式中，Ａ０为乳化液在０ｍｉｎ时的吸光值，Ａ１为

乳化液在静置１５ｍｉｎ后的吸光值．

１．４　数据分析
所有试验均重复３次，结果取平均值．采用

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０和 Ｏｒｉｇｉｎ软件对数据进行

处理．

２　结果与分析

２．１　基因克隆与引物序列实验结果
分别以平菇和香菇的 ｃＤＮＡ为模板，经

ＰＣＲ扩增平菇 Ｐ７３９的疏水蛋白基因 Ｐｏ．ｈｙｄ１

和香菇 Ｌ５４的疏水蛋白基因 Ｌｅ．ｈｙｄ，扩增结果

如图 ２ａ）和 ｂ）所示（Ｍ表示 Ｔｒａｎｓ２ＫＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ，下同）．再将目的条带切胶回收，连接到

ｐＭＤＴ载体上进行测序，测序结果显示：平菇

Ｐ７３９的疏水蛋白基因 Ｐｏ．ｈｙｄ１为３３３ｂｐ，香菇

Ｌ５４的疏水蛋白基因Ｌｅ．ｈｙｄ为３８４ｂｐ，与ＮＣＢＩ

公布的序列一致．通过酶切酶连方法，将平菇

Ｐ７３９的疏水蛋白基因Ｐｏ．ｈｙｄ１和香菇Ｌ５４的疏

水蛋白基因 Ｌｅ．ｈｙｄ拼接在一起，构建 ｐＰＩＣ９ｋ

Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ表达载体，并将该表达载体电转

化到毕赤酵母 ＧＳ１１５细胞中，酵母转化子菌落

ＰＣＲ验证结果如图２ｃ）所示，共获得１００个转化

子．该结果与实验预期相符．

２．２　高效表达酵母转化子的筛选结果
将获得的酵母转化子对应接种于 ＭＤ和

ＭＭ培养基上，选择在这两种培养基上生长速

度相似的转化子，即为 Ｈｉｓ＋Ｍｕｔ＋表型的转化

子．再将转化子对应接种于 Ｇ４１８抗性平板上

进行高效表达酵母转化子的筛选（如图 ３所

示），最终筛选出３个高效表达酵母转化子．

·５７·
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图２　 疏水蛋白基因扩增与酵母转化子的

菌落ＰＣＲ验证

Ｆｉｇ．２　Ｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ

ｃｏｌｏｎｙＰＣＲｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎｏｆｙｅａｓｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

２．３　酵母转化子的诱导表达
随机挑取一个高效表达酵母转化子进行诱

导表达实验，每天收集发酵上清液，并进行

ＳＤＳＰＡＧＥ检测，结果如图４ａ）所示（Ｍ表示低

分子量蛋白质标准，下同；１表示９６ｈ空质粒酵

图３　高效表达酵母转化子的筛选

Ｆｉｇ．３　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｍｕｌｔｉｃｏｐｙｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

母发酵上清液；２—４分别表示４８ｈ，７２ｈ，９６ｈ

重组质粒酵母发酵上清液）．图４ａ）显示：含有

重组表达质粒的酵母菌在２６ｋＤ左右有条带，

而含空质粒的毕赤酵母则没有．这表明该高效

酵母转化子能成功表达目的蛋白．利用三氟乙

酸法分离纯化目的蛋白，并进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分

析，结果如图４ｂ）所示．由图４ｂ）可知，在１号泳

道２６ｋＤ处有明显的条带，与融合疏水蛋白理

论值相符合，且没有其他杂带．这表明分离纯化

成功．

由图５所示牛血清蛋白标准曲线可以得

到，测定蛋白质量浓度的方程为 ｙ＝０．０１５３ｘ，

Ｒ２＝０．９９８７６．分别测定每天发酵上清液的蛋

白质量浓度，结果如图６所示．由图６可知，酵

母菌的最佳诱导表达时间为诱导后第４ｄ．

２．４　诱导表达条件的优化结果
２．４．１　单因素试验结果　单因素试验结果如

图７所示．其中，不同发酵培养基的初始 ｐＨ

值、不同碳源（甲醇）质量分数和不同氮源

（ｍ（酵母提取物）ｍ（蛋白胨）＝１２）质量浓

度对酵母表达影响较大，因此选取这３个因素

进行进一步的响应面优化试验．由于其他３个

因素对酵母表达影响较小，后续试验将ＹＮＢ的

质量浓度设定为 １００ｍｇ／Ｌ，装液量设定为

５０ｍＬ，初始ＯＤ６００值设定为１．２．
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图４　诱导表达的重组蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｄｕｃｉｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓ

图５　牛血清蛋白标准曲线

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｂｏｖｉｎｅｓｅｒｏｐｒｏｔｅｉｎ

２．４．２　响应面试验结果　在单因素试验的基础

上设计多因素试验，试验因素与水平选择见表２．

图６　培养时间对发酵液蛋白质量浓度的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

表２　试验因素与水平表

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｅｓｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｔａｂｌｅ

水平 Ｘ１／％ Ｘ２ Ｘ３／（ｇ·Ｌ
－１）

－１ ０．４ ５．６ ６．０
０ ０．６ ６．０ ８．０
１ ０．８ ６．４ １０．０

利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０软件对响应面的试

验数据进行多元回归拟合，得到发酵上清液融

合疏水蛋白质量浓度（Ｙ１）对培养基碳源（甲

醇）质量分数（Ｘ１）、氮源（ｍ（酵母提取物）

ｍ（蛋白胨）＝１２）质量浓度（Ｘ２）和发酵培养

基的初始ｐＨ值（Ｘ３）的二次多项回归模型方程为

Ｙ１＝－５４１．１０７５＋８４．０７５Ｘ１＋１２．１２８７５Ｘ２＋

１６５．０９３７５Ｘ３－０．８７５Ｘ１Ｘ２＋０．６２５Ｘ１Ｘ３－

０．０９３７５Ｘ２Ｘ３－６５．０６２５Ｘ１
２－

０．６５６８７Ｘ２
２－１３．６０９３８Ｘ３

２

对该模型的方差分析结果见表 ３．由表 ３

可知，碳源（甲醇）质量分数（Ｘ１）、氮源（ｍ（酵

母提取物）ｍ（蛋白胨）＝１２）质量浓度

（Ｘ２）和发酵培养基的初始ｐＨ值（Ｘ３）对重组毕

赤酵母产融合疏水蛋白都比较重要，尤其是氮

源（ｍ（酵母提取物）ｍ（蛋白胨）＝１２）质量

浓度（Ｘ２）特别显著；Ｘ１Ｘ２对融合疏水蛋白表达

交互影响显著，Ｘ１Ｘ３和 Ｘ２Ｘ３交互影响不显著；

Ｘ１
２，Ｘ２

２和 Ｘ３
２对融合疏水蛋白表达量有着重

要的曲面影响．

　　根据ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ原理，各因素响应面交

·７７·
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图７　单因素试验结果

Ｆｉｇ．７　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

表３　方差分析结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

方差来源 Ｆ值 Ｐ值
模型 １０１．０９ ＜０．０００１
Ｘ１ ２．４２ ０．００７４
Ｘ２ ９．０３ ０．０００２
Ｘ３ ２．５３ ０．００６６
Ｘ１Ｘ２ ０．４９ ０．１３７６
Ｘ１Ｘ３ ０．０１ ０．８１７６
Ｘ２Ｘ３ ０．０２ ０．７３００
Ｘ１
２ ２８．５２ ＜０．０００１

Ｘ２
２ ２９．０７ ＜０．０００１

Ｘ３
２ １９．９６ ＜０．０００１

互作用的分析结果如图８所示．理论的最佳培
养条件为：碳源（甲醇）质量分数为０．６２％，氮
源（ｍ（酵母提取物）ｍ（蛋白胨）＝１２）质量
浓度为８．３９ｇ／Ｌ，发酵培养基的初始 ｐＨ值为
６．０５，ＹＮＢ质量浓度为 １００ｍｇ／Ｌ，装液量为
５０ｍＬ，初始ＯＤ６００值为１．２，此时融合疏水蛋白
的表达量可达最高值３５．２４４６ｍｇ／Ｌ．根据理论
的最佳培养条件对毕赤酵母转化子进行诱导培

养，可从１Ｌ的发酵液中分离纯化融合疏水蛋
白粉末３０ｍｇ．

２．５　融合疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ的性质

分析

２．５．１　融合疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ的起泡

性和泡沫稳定性　样品的起泡性和泡沫稳定性

实验结果见表４．由表４可知，４种样品的起泡

性（ＦＣ）大小排序为：融合疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１

Ｌｅ．ｈｙｄ溶液 ＞平菇疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液 ＞

表面活性剂 ＳＤＳ溶液 ＞蛋白质 ＢＳＡ溶液．其

中，融合疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ溶液的起泡

性能分别是平菇疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液、表面活

性剂 ＳＤＳ溶液和蛋白质 ＢＳＡ溶液的１．２１倍、

１．５３倍和２．７６倍．另外，４种样品的泡沫稳定

性（ＦＳ）大小排序为：融合疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．

ｈｙｄ＞平菇疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液＞蛋白质ＢＳＡ

溶液＞表面活性剂ＳＤＳ溶液．其中，融合疏水蛋

白Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ溶液的泡沫稳定性分别是平

菇疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液、表面活性剂ＳＤＳ溶液

和蛋白质 ＢＳＡ溶液的１．１６倍、２．９９倍和２．０１

倍．由此可见，融合疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ的

起泡性和泡沫稳定性都优于平菇疏水蛋白、传统

·８７·
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图８　各因素响应面交互作用的分析结果

Ｆｉｇ．８　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓ

的表面活性剂ＳＤＳ和蛋白质ＢＳＡ．

２．５．２　融合疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ的乳化

性和乳化稳定性　样品的乳化性和乳化稳定性

实验结果见表５．由表５可知，４种样品的乳化

指数（ＥＡ）大小排序为：融合疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１

Ｌｅ．ｈｙｄ溶液 ＞平菇疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液 ＞

表面活性剂 ＳＤＳ溶液＞去离子水．另外，４种样
品的乳化稳定性指数（ＥＳ）大小排序为：融合疏

水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ溶液 ＞平菇疏水蛋白
Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液＞表面活性剂 ＳＤＳ溶液＞去离子
水．由此可见，融合疏水蛋白Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ的

乳化性和乳化稳定性都优于平菇疏水蛋白、传

统的表面活性剂ＳＤＳ和去离子水．
表４　样品的起泡性和泡沫稳定性

Ｔａｂｌｅ４　Ｆｏｒｍａｂｉｌｉｔｙａｎｄｆｏａｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅｓ

样品
初始泡沫
高度／ｍｍ

３０ｍｉｎ泡沫
高度／ｍｍ

总液体
高度／ｍｍ

ＦＣ／
％

ＦＳ／
％

融合疏水蛋白
Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ溶液 ３４．２ ２８．４ ５０ ６８．４ ８３．０４

平菇疏水蛋白
Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液 ２８．２ ２０．１ ５０ ５６．４ ７１．２８

表面活性剂
ＳＤＳ溶液 ２２．３ ６．２ ５０ ４４．６ ２７．８０

蛋白质ＢＳＡ溶液 １２．４ ５．１ ５０ ２４．８ ４１．２９

表５　样品的乳化性和乳化稳定性

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇａｎｄｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｓａｍｐｌｅｓ

样品
吸光度值
Ａ

１５ｍｉｎ后
吸光度值Ａ１

ＥＡ ＥＳ

融合疏水蛋白
Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ溶液 ０．８４１ ０．８３５ ８４．１ １４．８９

平菇疏水蛋白
Ｐｏ．ｈｙｄ１溶液 ０．７１７ ０．６９２ ７１．２ １４．４８

表面活性剂
ＳＤＳ溶液 ０．５３５ ０．４８６ ５３．５ １３．６３

去离子水 ０．２２８ ０．１９２ ２２．８ １２．６３

３　结语

本研究通过基因改造方法，将不同来源的

Ⅰ型疏水蛋白基因（平菇的 Ｐｏ．ｈｙｄ１和香菇的

Ｌｅ．ｈｙｄ）经拼接后构建融合表达载体 ｐＰＩＣ９ｋ
Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ，并将其电转化到毕赤酵母
ＧＳ１１５感受态细胞中，经 ＰＣＲ扩增和遗传霉素

抗性筛选，得到３个高效表达的毕赤酵母转化
子；通过三氟乙酸方法分离纯化发酵上清液中

的融合疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ，经检测其单

·９７·
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体分子量约为２６ｋＤ．应用单因素试验和响应

面分析试验进行优化，得到毕赤酵母转化子的

最佳诱导表达条件为：碳源（甲醇）质量分数为

０．６２％，氮源（ｍ（酵母提取物）ｍ（蛋白胨）＝

１２）质量浓度为８．３９ｇ／Ｌ，发酵培养基的初始

ｐＨ值为６．０５，ＹＮＢ质量浓度为１００ｍｇ／Ｌ，装液

量为５０ｍＬ，初始ＯＤ６００值为１．２．此时融合疏水

蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ可达最高产量３０ｍｇ／Ｌ．

对融合疏水蛋白 Ｐｏ．ｈｙｄ１Ｌｅ．ｈｙｄ的起泡性和

乳化性研究发现，其蛋白性质均优于从平菇菌

丝中提取的疏水融合蛋白．
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