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微小毛霉凝乳酶的分泌表达、产物纯化及鉴定* 
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摘  要：为将微小毛霉（Mucor pusillus）凝乳酶采用基因工程的方法进行分子改造，获得适于乳品工业生产用的凝

乳酶，克隆到了微小毛霉凝乳酶基因，构建了酵母表达质粒pPIC9K／M。线性化后电击转入毕赤酵母GS115, 在甲

醇诱导下进行凝乳酶的初步发酵试验, 通过pH 反应及酶抑制反应试验证明，重组凝乳酶获得了分泌表达。

SDS-PAGE 分析表明重组凝乳酶的分子量约为46 kD, 与理论值（45.3 kD）基本相符，培养基上清液中凝乳酶的活

性为311.8 SU/mL,纯化的总回收率为51.89 %，纯度达到92%。  
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Abstract : The rennet from Mucor pusillus is one of the major sources of microbial rennet, but it has some defects 
compared with the bovine chymosin. Aspartic proteinases from fungi are usually more heat resistant. When these 
enzymes are used for cheese making, the residue of enzymatic activity after heat treatment(55℃ )following milk 
coagulation may still exist and cause proteolysis during cheese storage, bitter taste, softness and lower yield of the 
cheese products. In order to develop a rennet product with suitable milk clotting properties, the gene of rennet was 
cloned from Mucor pusillus, and the expression vector pPIC9K/M was constructed. The plasmids of pPIC9K/M was 
linearized with SacI, and transformed into Pichia pastoris GS115 competent cells. The rennet was secretory expressed 
in Pichia pastoris successfully, and a strong band at about 46 kD was shown by SDS-PAGE. Activity tests showed 
that the rennet activity in the culture supernatant was 311.8 SU/mL. The purity of recombinant rennet reached 92% 
with a 51.89% activity recovery. 
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凝乳酶(EC3.4.23.4)是一种酸性蛋白酶，在食品、

纺织、医药等行业都有广泛的应用，尤其是干酪生产

过程中的必需酶,产量约占全世界酶制剂总量的 15
％，为第二大酶制剂[1]。我国目前干酪生产所用凝乳

酶主要依赖进口，凝乳酶匮缺已成为制约我国干酪生

产的重要因素。凝乳酶来源较为广泛，可以从多种动

物、植物、微生物中得到[2]。微生物凝乳酶主要存在 
 
 
 
 

于微小毛霉（Mucor pusillus）和米黑毛霉（Mucor 
Miehei）等接合真菌中，具有牛奶促凝活力高、价格

低廉等优点，但也存在蛋白水解能力较强、热稳定性

高等缺陷[3-5]，这导致成品干酪出现苦味，甚至出现

质地松软、产率低等问题。自 20 世纪 90 年代以来，

国外研究者开始对真菌凝乳酶的分子三维结构等进

行了研究[6-8]，证明了通过分子改造的方法，可以大 
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幅降低酶的蛋白水解能力及热稳定性等，使其更适合

于干酪生产。本研究采用毕赤酵母表达系统获得了重

组微小毛霉凝乳酶，为采用基因工程的方法进行分子

改造，获得适于干酪加工用的凝乳酶奠定了基础。 

1 材料与方法 

1.1 菌株和质粒  

微小毛霉（Mucor pusillus）菌株 AS 3.3445 购自

中国普通微生物保藏管理中心。大肠杆菌 E.coli 
JM109 ，巴斯德毕赤酵母 Pichia  pastori GS115，表

达质粒 pPIC9K 均由吉林省农业科学院食品生物技术

实验室保存。 
1.2 工具酶和试剂  

内切酶、Pfu Taq 酶、T4 DNA连接酶、dNTP 
mixture 和DNA片段回收纯化试剂盒购自MBI公司，

pMD18-T 载体购自联星生物公司，抗生素G418购自

浩然生物技术有限公司，DNA Marker DL2000、
DL15000及蛋白分子量标准购自天根生化科技有限

公司，DEAE-52和Sephadex G-75购自Sigma公司，其

他试剂均为国产分析纯。PCR引物合成及序列测定由

上海生工公司完成。  
1.3  培养基 

LLB、YPD、MD、MM、BMGY、BMMY培养

基的组成和配制参见Invitrogen公司毕赤酵母操作

手册。 
1.4 微小毛霉凝乳酶基因的克隆 

参照文献[9]，取微小毛霉基因组DNA作为模板。

根据Genbank上已公布的微小毛霉凝乳酶基因序列

（NM_ X06219）设计引物，进行PCR扩增，引物中

设计有合适的酶切位点：上游引物QMAGAF  
5’-GCCGAATTCATGCTCTTCTTCAAC-3’ ，下游引

物QMAGAR 5’-ACTGCGGCCGCTTAGTTGTTCT 
CGTAT-3’,下划线部分分别为EcoRI和NotI的酶切位

点。  
将扩增的凝乳酶基因片段连接到pMD18-T载体

上， 将酶切及测序证实正确的质粒命名为

pMD18-T/M。 
1.5 酵母表达载体pPIC9K/M的构建 

将表达载体pPIC9K及pMD18-T/M分别用

EcoRI、 NotI双酶切后连接、转化大肠杆菌JM109，
提取质粒后进行酶切鉴定，重组表达载体命名为

pPIC9K/M。 
1.6 电转化毕赤酵母GS115及高拷贝转化子的筛选 

用SacI酶切重组质粒pPIC9K/M使其线性化。通过

电击法将线性化的质粒转化到毕赤酵母GS115中，涂

布于MD平板上，然后将在MD平板上生长的转化子分

别点接在含0.25，0.50，1.0，2.0 mg/mL G418的YPD
平板上，30 ℃培养7 d，可筛选出耐受G418的高拷贝

转化子。本试验获得24个重组阳性克隆和2个高拷贝

菌株。 
1.7 重组酵母的诱导表达 

将筛选得到的重组酵母GS115/pPIC9KM 接种于

BMGY培养基中, 30 ℃、280 r/min培养16-18 h, 至
OD

600
达到1.0-2.0。 离心收集菌体, 用诱导培养基

BMMY重悬菌体, 使OD
600
约为1.0, 于30 

o
C、     

280 r/min进行诱导表达。每24 h向培养基中添加100%
甲醇至终浓度为1.0%, 同时取样检测菌液OD

600
、菌

液上清凝乳酶活力及进行SDS-PAGE分析，确定最佳

的诱导表达时间[10]。  
1.8 重组凝乳酶的分离纯化 

甲醇诱导表达的酵母培养液离心后取上清，经 80%
饱和度硫酸铵沉淀过夜后离心，沉淀溶于磷酸钠缓冲

液中即为粗酶液，同时 Sephadex G-75 柱用磷酸钠缓

冲液平衡后，取粗酶液上柱，用同样的缓冲液洗脱（12 
mL/h），收集合并洗脱峰，继续采用离子交换柱

DEAE-52 分离纯化蛋白，以含有不同浓度 NaCl
（0.1,0.2,0.3,0.5 mol/L）的磷酸钠缓冲液（ph 5.8）进

行梯度洗脱，收集活性峰，真空冷冻干燥浓缩后溶于

磷酸缓冲液中。  
1.9 重组凝乳酶蛋白活性检测  

将40 min凝结1 mL 10%脱脂乳的酶量定义为一个

Soxhlet单位(SU) [11]。 
凝乳酶活力=(试验用乳量/凝乳酶量)×(40/t)。t为凝乳

时间。 

2 结果与分析 

2．1 微小毛霉凝乳酶基因的克隆  

以微小毛霉凝乳酶基因组为模板，QMAGAF 和 
QMAGAR 为引物进行扩增，得到与理论值(1 283 bp)
大小基本一致的凝乳酶基因片段(图1)。将目的基因连

接到克隆载体pMD18-T上，测序结果与X06219核苷

酸序列比对，同源性达到98％以上，说明克隆得到的

序列是凝乳酶基因。可继续进行以下的表达载体构

建、诱导表达等试验。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M. DL2000 DNA Marker； 1. 凝乳酶基因扩增产物 PCR product of the 
Mucor rennin gene 

图 1 目的基因的 PCR 扩增  
Fig. 1. PCR product of the rennet gene from Mucor pusillus 
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2.2 重组表达载体的鉴定  

对表达载体pPIC9K／M进行PCR及EcoRI、NotI
的双酶切鉴定，分别获得了1 283 bp的目的片段（图

1），及9 300 bp的表达载体和 1 283 bp的目的基因（图

2）， 其大小与预期值一致。 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

M. 分子量 mark Takara DL15000 DNA Marker ; 1. 重组表达载体

pPIC9K/M中凝乳酶基因的PCR扩增 PCR product of Mucor rennin gene 

from pPIC9K/M recombinant plasmid;2. 重组质粒的双酶切鉴定 

Digestion product of recombinant plasmid 

图 2 表达载体pPIC9K/M的PCR和双酶切(EcoRI、NotI) 

鉴定 

Fig. 2. Identification of recombinant plasmid pPIC9/M by PCR 
and digested with EcoRI and NotI 

2.3 重组蛋白的诱导表达 

重组毕赤酵母GS115/pPIC9KM的生长曲线及活

力曲线如图3。重组毕赤酵母GS115/pPIC9KM在24 h
内进入对数生长期, 48 h以后进入稳定生长期, 菌液

OD600约为 3.0。产酶曲线滞后于生长曲线, 在96 h后,
产酶有明显上升的趋势,192 h酶活达到最高,为311.8 
SU/mL。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 3 重组毕赤酵母GS115/pPIC9KM的生长曲线及活

力曲线 

Fig. 3. Growth and activity curves of the recombinant GS115/ 
pPIC9KM   

2.4 重组凝乳酶的分离纯化及SDS-PAGE分析 

分离纯化结果见表1，以1 L 的发酵液开始，重

组凝乳酶从发酵液到最后纯化产物，酶的比活力由

最初的855.34 SU/mg到纯化后的1 707.84 SU/mg，提
高了近2倍，回收率为51.89%，共得到纯化产物 
12.36 mg。凝胶扫描结果表明经过三步纯化后的蛋

白质纯度达到92%，取发酵液上清及不同阶段的纯

化产物行SDS-PAGE电泳，结果见图4 (2个箭头标

记)。 

                                       表1  重组凝乳酶的纯化 

Table 1. Purification of recombinant Mucor rennin   
纯化步骤               总蛋白/mg             总活力 /SU          比活力/(SU·mg-1)           回收率/% 

Purification step             Total protein             Total activity         Specific activity             Yield 
培养液上清                   47.56                  40 680.00                855.34                    100 
Culture supernatant   
硫酸铵沉淀                   32.53                  37 777.77               1 161.37                   92.86 
(NH4)2SO4 fractionation           
葡聚糖G-75层析             21.63                   33 375.98               1 543.06                   82.04 
  Sephadex G-75                                                            
离子交换柱分离             12.36                  21 108.85               1 707.84                    51.89 
Sephadex DEAE-52 
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M.蛋白 mark  Protein mark; 1.粗酶液 Supernatant of crude enzyme 
extract ; 2. 80%硫酸铵沉淀 Precipitate of 80% ammonium sulfate 
fractionation; 3. 葡聚糖 G-75 层析 Activity component in SephadexG-75 
chromalography; 4.离子交换 DEAE-52 层析 Activity component in 
DEAE-52 chromalography 

图 4 重组微小毛霉凝乳酶纯化结果的 SDS-PAGE 分析 

Fig. 4. SDS-PAGE analysis of the recombinant Mucor pusillus rennet 
purification 

2.5 重组凝乳酶的酶学反应鉴定 

2.5.1 pH 反应试验 在碱性条件下, 凝乳酶蛋白会

由于构象变化造成活性迅速消失[11]，将重组微小毛霉

蛋白溶液pH值调至10.0, 反应30 min后, 凝乳活性全

部丧失(图5)。  
2.5.2 酶抑制反应试验 微小毛霉属于天冬氨酸蛋

白酶, 胃蛋白酶抑制剂 Pepstatin A 可以专一地抑制

此类蛋白酶的活性[12]。在重组微小毛霉凝乳酶蛋白溶

液中加入Pepstatin A至终浓度为 5 mmol/L, 反应  
20 min后, 凝乳活性完全丧失(图5)。 

重组凝乳酶的酶抑制剂反应结果表明(图5), 商
品凝乳酶和重组凝乳酶出现明显凝乳反应。重组凝乳

酶经过碱及蛋白酶抑制剂处理后其生物活性消失，均

未出现凝乳反应。这充分证明了上清液的活性来源于

重组微小毛霉凝乳酶。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
1. pH对于重组凝乳酶的影响 Effect of pH on the activity of recombinant 
rennet; 2.抑制剂对于重组凝乳酶的影响 Effect of inhibitor on the 
activity of recombinant rennet; 3.乳中加入商品凝乳酶  Commercial 
chymosin；4.乳中加入重组凝乳酶 Recombinant rennet 

图5  重组凝乳酶活性检测 
Fig. 5.  Milk-clotting test of recombinant rennet 
 

 
3 讨 论 

 毕赤酵母表达系统已成为较完善的外源基因表

达系统[13-16]，具有易于高密度发酵，表达基因在宿主

基因组中稳定整合，能使产物有效分泌并适当糖基

化，培养方便经济等特点。目前国内外已有数百种外

源蛋白基因在毕赤酵母中表达。证实该系统高效、实

用、简便，能提高表达量并保持产物生物学活性的外

源基因表达系统，而且非常适宜扩大工业规模。毕赤

酵母表达系统在生物工程领域将发挥越来越重要的

作用 。 
本研究成功构建了食品级的微小毛霉凝乳酶毕赤

酵母分泌型表达载体pPIC9K/M, 在毕赤酵母上清液

中表达有活性的重组微小毛霉凝乳酶 , 活性达到

311.8 SU/mL，为182 mg/L。较大肠杆菌[17]表达的   
20 mg/L及酿酒酵母[18]表达的150 mg/L表达量都有较

大幅度提高。本研究初步获得了重组凝乳酶，重组菌

的诱导发酵条件及凝乳酶的分子改造都将有待于进

一步研究。 
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