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(57)摘要

本发明属于生物技术领域，具体为一种高效

重组表达外源蛋白的马克斯克鲁维酵母工程菌

株及其应用。本发明提供的马克斯克鲁维酵母工

程菌株，是以马克斯克鲁维酵母FIM1作为出发菌

株，在FIM1的染色体上添加16个loxPsym位点，通

过Cre重组酶处理，然后在46℃高温压力下进行

筛选获得突变菌株，记为FDHY23；该突变菌株至

少携带腺苷酸环化酶基因的突变。该突变菌株

FDHY23可重组表达不同外源蛋白，表达水平提高

了1.6～5.5倍，在高温下依然具有表达外源蛋白

的能力。
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1.一种高效表达外源蛋白的马克斯克鲁维酵母工程菌株，其特征在于，是以保藏编号

为CGMCC  No.10621的马克斯克鲁维酵母FIM1作为出发菌株，利用基因组编辑技术删除马克

斯克鲁维酵母FIM1基因组上的基因URA3；利用基因编辑技术，在该ura3缺陷菌株的8条染色

体上，分别选择2个位点整合loxPsym序列，获得菌株，命名为LHP1044，该菌株的染色体上包

含16个loxPsym序列；将Cre重组酶基因连接到载体上，获得重组质粒LHZ893，其核苷酸序列

如SEQ  ID  NO：1所示；用酵母醋酸锂转化方法，将重组质粒LHZ893转化菌株LHP1044后，在46

℃高温压力下筛选获得具有明显生长优势的突变菌株，命名为 F D H Y 2 3，保藏号

CGMCCNo.26724，保藏日期：2023.3.3。

2.根据权利要求1所述的高效表达外源蛋白的马克斯克鲁维酵母工程菌株，其特征在

于，所述16个loxPsym序列在染色体上整合的具体位置为：1号染色体的80654bp和

297580bp，2号染色体的706654bp和885427bp，3号染色体的327216bp和1226714bp，4号染色

体的715829bp和1172907bp，5号染色体的340152bp和746775bp，6号染色体的130814bp和

446862bp，7号染色体的392737bp和674407bp，8号染色体的435906bp和606918bp；所述的马

克斯克鲁维酵母FIM1的参考基因版本号为GCA_001854445.2。

3.根据权利要求1所述的马克斯克鲁维酵母工程菌株，其特征在于，所述菌株FDHY23携

带94处突变，其中有38个是SNP，56个是InDel，具体突变情况如表1所示。

4.根据权利要求1所述的马克斯克鲁维酵母工程菌株，其特征在于，所述的突变菌株至

少携带腺苷酸环化酶基因的突变。

5.根据权利要求4所述的马克斯克鲁维酵母工程菌株，其特征在于，所述菌株FDHY23的

腺苷酸环化酶基因CYR1基因相对于菌株LHP1044的CYR1基因突变，至少包含突变点：第1546

位的氨基酸由天冬酰胺(N)变成赖氨酸(K)。

6.一种提高菌株耐温性和蛋白表达水平的CYR1基因的突变。

7.如权利要求1‑6之一所述的马克斯克鲁维酵母工程菌株及CYR1基因突变在高效表达

外源蛋白中的应用。

8.根据权利要求7所述的应用，其特征在于，所述外源蛋白为阿魏酸酯酶、糖化酶、猪圆

环病毒样颗粒蛋白、传染性法氏囊病毒样颗粒蛋白、铁蛋白或豆血红蛋白。

9.根据权利要求7所述的应用，其特征在于：

利用同源重组一步法连接的方法将PCR扩增得到牦牛牛胃来源的阿魏酸酯酶的编码基

因Est1E和PUKDN132载体连接构建成重组表达质粒PUKDN132‑Est1E，用醋酸锂转化的方法

将重组表达质粒转化到菌株FDHY23，获得高效重组表达牦牛牛胃来源的阿魏酸酯酶的工程

菌株FDHY23‑Est1E；

利用同源重组一步法连接的方法将PCR扩增得到的黑曲霉来源的阿魏酸酯酶的编码基

因AnfaeA和PUKDN132载体连接构建成重组表达质粒PUKDN132‑AnfaeA，用醋酸锂转化的方

法将重组表达质粒转化到菌株FDHY23，获得高效重组表达黑曲霉来源的阿魏酸酯酶的工程

菌株FDHY23‑AnfaeA；

利用同源重组一步法连接的方法将PCR扩增得到的食腺嘌呤芽生葡萄孢酵母来源的糖

化酶的编码基因Badgla和PUKDN132载体连接构建成重组表达质粒PUKDN132‑Badgla，用醋

酸锂转化的方法将重组表达质粒转化到菌株FDHY23，获得高效重组表达食腺嘌呤芽生葡萄

孢酵母来源的糖化酶的工程菌株FDHY23‑Badgla；
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利用同源重组一步法连接的方法将PCR扩增得到的GenBank号为ABV21950.1的猪圆环

病毒衣壳蛋白的编码基因PCV2和PUKDN115载体连接构建成重组表达质粒PUKDN132‑PCV2，

用醋酸锂转化的方法将重组表达质粒转化到菌株FDHY23，获得高效重组表达猪圆环病毒样

颗粒蛋白的工程菌株FDHY23‑PCV2；

利用同源重组一步法连接的方法将PCR扩增得到的GenBank号为OK167034的法氏囊病

毒衣壳蛋白基因HVP2的编码基因和PUKDN115载体连接构建成重组表达质粒PUKDN132‑

HVP2，用醋酸锂转化的方法将重组表达质粒转化到菌株FDHY23，获得高效重组表达法氏囊

病毒衣壳蛋白的工程菌株FDHY23‑HVP2；

利用同源重组一步法连接的方法将PCR扩增得到的GenBank号为NP_002023.2的铁蛋白

的编码基因FTH1和PUKDN115载体连接构建成重组表达质粒PUKDN132‑Fth1，用醋酸锂转化

的方法将重组表达质粒转化到菌株FDHY23，获得高效重组表达铁蛋白的工程菌株FDHY23‑

Fth1；

或者，利用同源重组一步法连接的方法将PCR扩增得到的NCBI参考序列编号为NP_

001235928.1的豆血红蛋白基因LBA的编码基因和PUKDN115载体连接构建成重组表达质粒

PUKDN132‑LBA，用醋酸锂转化的方法将重组表达质粒转化到菌株FDHY23，获得高效重组表

达血红蛋白的工程菌株FDHY23‑LBA。
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高效表达外源蛋白的马克斯克鲁维酵母工程菌株及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体涉及一种高效重组表达外源蛋白的马克斯克鲁维

酵母工程菌株及其应用。

背景技术

[0002] 遗传突变是提高宿主菌株重组表达外源蛋白能力的重要手段。遗传突变有多种方

法，包括物理化学诱变(Liu  Y  et  al.Microb  Cell  Fact.2018  Sep  14；17(1):144.)、适应

性进化(Huang  CJ  et  al.Mol  Biol  Evol.2018  Aug  1；35(8):1823‑1839.)、基因组重组

(Wu  L  et  al.Front  Bioeng  Biotechnol.2022  Jan  11；9:799756.)和染色体重排(Gowers 

GF  et  al.Nat  Commun.2020  Feb  13；11(1):868.)等。Cre‑loxP系统是一种基因组特定位

点的DNA重组技术，由P1噬菌体来源的Cre重组酶和34bp的loxP序列两部分组成。通过在基

因组DNA上引入loxP位点，原始的34bp的loxp序列是有方向性的，Cre重组酶根据两个loxP

序列的方向性可以实现在特定位点上删除、插入、重复、倒置和易位，造成基因组DNA的遗传

改变(Sternberg  N  et  al .J  Mol  Biol .1981Aug  25；150(4):467‑86.)。loxPsym序列是

loxP序列的变体，是完全对称回文的一段34bp序列，没有方向性(Hoess  RH  et  al.Nucleic 

Acids  Res.1986Mar  11；14(5):2287‑300.)。将loxPsym序列引入基因组，在Cre重组酶的作

用下，重排类型具有随机性，可以产生更多的染色体变化类型。在利用这些遗传突变方法的

时候往往会产生大量的突变菌株，从中快速筛选获得高产菌株，一直都是难题。传统的筛选

方法有酶活测定、荧光筛选等。这些方法操作复杂，耗时长，且需要很多人力。

[0003] 外源蛋白在宿主细胞中的重组高表达往往会引起宿主细胞的内质网应激和氧化

应激，提高宿主细胞对氧化应激的耐受性是外源蛋白高产的一个关键(Raschmanová  H  et 

al.Appl  Microbiol  Biotechnol.2021  Jun；105(11):4397‑4414.Chen  X  et  al.Metab 

Eng.2022  Jul；72:311‑324.)。高温等压力环境也会引起细胞内的一系列应激反应，利用高

温作为筛选压力，细胞为了生存，需要获得应对这些应激的能力，提高耐受性的菌株也具备

了外源蛋白高产的潜力。通过温度压力进行筛选，筛选方法具有操作简单，筛选量大，耗时

短等优势。

[0004] 马克斯克鲁维酵母FIM1是食品安全级的宿主菌，保藏于中国微生物菌种保藏管理

委员会普通微生物中心，保藏编号为CGMCC  No.10621。马克斯克鲁维酵母FIM1具有很好工

业应用潜力，特别是外源蛋白高产的马克斯克鲁维酵母工程菌株，是工业生产应用的核心

技术。外源蛋白重组表达的水平受到宿主马克斯克鲁维酵母遗传突变的影响，不同的突变

会产生不同的效果，影响了马克斯克鲁维酵母的重组表达外源蛋白的能力。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种高效表达外源蛋白的马克斯克鲁维酵母工程菌株及

其应用。

[0006] 本发明首先提供一种高效表达外源蛋白的马克斯克鲁维酵母工程菌株。该菌株是
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以保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心、保藏编号为CGMCC  No.10621，

保藏日期为2015.3.13的马克斯克鲁维酵母(Kluyveromyces  marxianus)FIM1作为出发菌

株，在FIM1的染色体上添加16个loxPsym位点，通过Cre重组酶处理，然后在46℃高温压力下

进行筛选获得突变菌株，记为FDHY23；

[0007] 具体地，利用常规的基因组编辑技术删除FIM1基因组上的基因URA3；在该URA3缺

陷菌株中，利用常规的基因编辑技术，在马克斯克鲁维酵母8条染色体上，分别选择2个位点

整合loxPsym序列，获得的菌株命名为LHP1044，该菌株的染色体上包含了16个loxPsym序

列；利用常规的基因克隆技术，将Cre重组酶基因连接到载体pFA6a‑PanARS‑PLAC4(‑1000)‑

KANMX6上，获得重组质粒LHZ893(SEQ  ID  No.1)；用酵母常规的醋酸锂转化方法，将重组质

粒LHZ893转化到LHP1044，在46℃高温压力下培养、筛选具有明显的生长优势的突变菌株，

该菌株命名为FDHY23。

[0008] 本发明所述的马克斯克鲁维酵母FDHY23突变株，具有明显高温生长优势。

[0009] 本发明所述的马克斯克鲁维酵母FDHY23突变株，携带了94处突变，其中有38个是

SNP，56个是InDel，具体突变情况如表1所示。

[0010] 本发明所述的马克斯克鲁维酵母FDHY23突变株，至少携带腺苷酸环化酶基因的突

变。

[0011] 本发明所述的马克斯克鲁维酵母FDHY23突变株，CYR1基因突变，至少包含但不限

于如下的点突变，即第1546位的氨基酸由天冬酰胺(N)变成了赖氨酸(K)。

[0012] 本发明所述的腺苷酸环化酶基因CYR1的突变能提高蛋白重组表达量和高温耐受

性。

[0013] 本发明所述的马克斯克鲁维酵母(Kluyveromyces  marxianus)突变株FDHY23，保

藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏号CGMCC  No.26724，保藏日期：

2023.3.3。

[0014] 本发明构建的上述马克斯克鲁维酵母工程菌株FDHY23可用于高效表达外源蛋白。

[0015] 实验表明，马克斯克鲁维酵母FDHY23重组表达不同外源蛋白，表达水平提高了1.6

～5.5倍，在高温下依然具有表达外源蛋白的能力。

[0016] 所述外源蛋白具体包括但不限于：阿魏酸酯酶(牦牛牛胃来源)、阿魏酸酯酶(黑曲

霉来源)，糖化酶(食腺嘌呤芽生葡萄孢酵母来源)，猪圆环病毒样颗粒蛋白，传染性法氏囊

病毒样颗粒蛋白，铁蛋白，豆血红蛋白。

附图说明

[0017] 图1马克斯克鲁维酵母耐高温突变株的筛选。其中，(a)24个Cre酶处理后的突变株

在46℃下的生长比较。(b)突变株FDHY23和出发菌株LHP1044温度耐受性比较。

[0018] 图2马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23在不同温度下生长能力的分析。其中，(a)菌

株FDHY23和菌株LHP1044在30℃、46℃和47℃下生长的最大生物量(OD600)。(b)菌株FDHY23

和菌株LHP1044在30℃、46℃和47℃下的最大生长速率。

[0019] 图3马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23重组表达不同重组蛋白的相对表达水平。工

程菌株摇瓶发酵72h后取样进行酶活测定或SDS‑PAGE分析，灰度扫描SDS‑PAGE蛋白条带进

行蛋白相对定量分析，其中Control是出发菌株LHP1044表达不同重组蛋白的酶活或灰度扫
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描值，并将其定义为1。EstE1:工程菌株FDHY23‑Est1E相比LHP1044‑Est1E摇瓶发酵上清的

阿魏酸酯酶(牦牛牛胃来源)相对酶活。AnfaeA:工程菌株FDHY23‑AnfaeA相比LHP1044‑

AnfaeA摇瓶发酵上清的阿魏酸酯酶(黑曲霉来源)相对酶活。Badgla:工程菌株FDHY23‑

Badgla相比LHP1044‑Badgla摇瓶发酵上清的糖化酶相对酶活。PCV2:工程菌株FDHY23‑PCV2

相比LHP1044‑PCV2摇瓶发酵重组表达猪圆环病毒样颗粒蛋白的相对表达水平(灰度扫描)。

HVP2:工程菌株FDHY23‑HVP2相比LHP1044‑HVP2摇瓶发酵重组表达传染性法氏囊病毒样颗

粒蛋白的相对表达水平(灰度扫描)。Fth1:工程菌株FDHY23‑Fth1相比LHP1044‑Fth1摇瓶发

酵重组表达铁蛋白的相对表达水平(灰度扫描)。LBA:工程菌株FDHY23‑LBA相比LHP1044‑

LBA摇瓶发酵重组表达血红蛋白的相对表达水平(灰度扫描)。

[0020] 图4出发菌株LHP1044和突变株FDHY23在高温46℃下重组表达血红蛋白的对比。高

温46℃下，工程菌株FDHY23‑LBA和LHP1044‑LBA摇瓶发酵至不同时间点(24h，36h，48h，60h

和72h)的蛋白表达水平SDS‑PAGE分析。

[0021] 图5突变株FDHY23的腺苷酸环化酶基因CYR1相对于菌株LHP10444发生突变部分的

序列比较。

[0022] 图6腺苷酸环化酶基因CYR1点突变提高了温度耐受性和重组蛋白表达量。LHP1044

是出发菌株，FDHY23是通过筛选获得的突变菌株，LHP1044‑CYR1N1546K是利用基因组编辑技

术将LHP1044的基因CYR1在1546位上的氨基酸由N替换为K，FDHY23‑CYR1是利用基因组编辑

技术将突变株FDHY23中的CYR1N1546K的突变回复为野生型CYR1。其中，(a)点突变CYR1N1546K对

温度耐受性的影响。(b.)点突变CYR1N1546K对重组表达蛋白的影响。左图：重组表达LBA蛋白

的工程菌株LHP1044‑LBA、LHP1044‑CYR1N1546K‑LBA摇瓶发酵72h，用SDS‑PAGE分析蛋白表达

量，LHP1044发酵作为空白对照。右图：灰度扫描左图的SDS‑PAGE的LBA蛋白条带，进行相对

定量分析。

具体实施方式

[0023] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。

[0024] 实施例1

[0025] 马克斯克鲁维酵母耐高温突变株的筛选

[0026] 以保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心、保藏编号为

CGMCCNo .10621的菌株FIM1作为出发菌株，FIM1的参考基因组的版本号为GCA_

001854445.2。利用常规的基因组编辑技术删除基因组上的基因URA3。在该URA3缺陷菌株

中，利用常规的基因编辑技术，在马克斯克鲁维酵母8条染色体上，每条染色体上分别选择2

个位点整合loxPsym序列，一共整合了16个loxPsym序列，获得的菌株命名为LHP1044。16个

loxPsym序列在染色体上整合的具体位置为：1号染色体的80654bp和297580bp，2号染色体

的706654bp和885427bp，3号染色体的327216bp和1226714bp，4号染色体的715829bp和

1172907bp，5号染色体的340152bp和746775bp，6号染色体的130814bp和446862bp，7号染色

体的392737bp和674407bp，8号染色体的435906bp和606918bp。利用常规的基因克隆技术，

将Cre重组酶基因连接到载体pFA6a‑PanARS‑PLAC4(‑1000)‑KANMX6上，获得重组质粒

LHZ893(SEQ  ID  No.1)。用酵母常规的醋酸锂转化方法，将重组质粒LHZ893转化到LHP1044，
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涂布SD平板，在30℃静置培养2～3天。收集转化子，混合之后转接到YPD液体培养基中30℃

培养10～15h，稀释至合适梯度涂布YPD固体平板，放置于46℃培养箱中培养，挑选出有生长

优势的24个克隆(图1a)。将这24个克隆接种到96深孔板，30℃下培养4h之后利用钉板打点

到YPD固体平板，在46℃培养条件下，24个克隆中23号克隆具有明显的生长优势(图1a)，该

菌株命名为FDHY23。对该菌株进行温度耐受性测试，菌株FDHY23在46℃、47℃和48℃下，相

对于出发菌株LHP1044，对温度的耐受性都有提高(图1b)。

[0027] 实施例2

[0028] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23在高温下比出发菌株LHP1044的生长更优

[0029] 突变株FDHY23和出发菌株LHP1044分别接种于3mL  YPD液体培养基中，30℃培养过

夜，然后以0.1的初始OD600转接到50mL  YPD培养基中，分别在30℃、46℃和47℃下每隔6h或

者12h取样测细胞密度OD600值，取样到72小时，细胞已经进入衰亡期。对比FDHY23和LHP1044

的生物量和最大生长速率。结果显示，在30℃下，菌株FDHY23和LHP1044在增长期的生长速

率、生物量没有显著性差异(图2)。在46℃、47℃高温条件下，菌株FDHY23的最大生长速率明

显高于出发菌株LHP1044(图2)，表明突变菌株FDHY23在高温下的生长能力优于出发菌株，

即FDHY23在高温条件下可以快速生长。

[0030] 实施例3

[0031] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23提高了阿魏酸酯酶(牦牛牛胃来源)的表达量

[0032] 利用常规的分子克隆技术，将牦牛牛胃来源的阿魏酸酯酶(GenBank:AXK50449.1)

的编码基因Est1E克隆到表达质粒PUKDN132上，获得重组表达质粒PUKDN132‑Est1E，再分别

转化到菌株FDHY23和菌株LHP1044，获得重组表达阿魏酸酯酶(牦牛牛胃来源)的工程菌株，

分别命名为FDHY23‑Est1E和LHP1044‑Est1E。菌株FDHY23‑Est1E和LHP1044‑Est1E分别接种

到50mL  YD培养基中，30℃下发酵培养72小时，测定阿魏酸酯酶(牦牛牛胃来源)的酶活。结

果显示，工程菌株FDHY23‑Est1E重组表达牦牛牛胃来源的阿魏酸酯酶的表达量是工程菌株

LHP1044‑Est1E的2.1倍(图3)。

[0033] 实施例4

[0034] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23提高了阿魏酸酯酶(黑曲霉来源)的表达量

[0035] 利用常规的分子克隆技术，将黑曲霉来源的阿魏酸酯酶(UniProtKB:O42807.1)的

编码基因AnfaeA克隆到表达质粒PUKDN132上，获得重组表达质粒PUKDN132‑AnfaeA，再分别

转化到菌株FDHY23和菌株LHP1044，获得重组表达阿魏酸酯酶(黑曲霉来源)的工程菌株，分

别命名为FDHY23‑AnfaeA和LHP1044‑AnfaeA。菌株FDHY23‑AnfaeA和LHP1044‑AnfaeA分别接

种到50mL  YD培养基中，30℃下发酵培养72h，测定外源蛋白阿魏酸酯酶AnfaeA(黑曲霉来

源)的酶活。结果显示，工程菌株FDHY23‑AnfaeA重组表达黑曲霉来源的阿魏酸酯酶的表达

量是LHP1044‑AnfaeA的1.7倍(图3)。

[0036] 实施例5

[0037] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23提高了糖化酶(食腺嘌呤芽生葡萄孢酵母来源)

的表达量

[0038] 利用常规的分子克隆技术，将食腺嘌呤芽生葡萄孢酵母来源的糖化酶(GenBank:

CAA86997 .1)的编码基因Badgla克隆到质粒PUKDN132上，获得重组表达质粒PUKDN132‑

Badgla，再分别转化菌株FDHY23和菌株LHP1044，获得重组表达糖化酶(食腺嘌呤芽生葡萄
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孢酵母来源)的工程菌株，分别命名为FDHY23‑Badgla和LHP1044‑Badgla。菌株FDHY23‑

Badgla和LHP1044‑Badgla分别接种到50mL  YD培养基中，30℃下发酵培养72h测定糖化酶的

酶活。结果显示，食腺嘌呤芽生葡萄孢酵母来源的糖化酶在FDHY23‑Badgla中的重组表达量

是HP1044‑Badgla的5.5倍(图3)。

[0039] 实施例6

[0040] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23提高了猪圆环病毒样颗粒蛋白的表达量

[0041] 利用常规的分子克隆技术，将猪圆环病毒衣壳蛋白(GenBank:ABV21950.1)的编码

基因PCV2克隆到质粒PUKDN115上，获得重组质粒PUKDN115‑PCV2，再分别转化菌株FDHY23和

菌株LHP1044，获得重组表达猪圆环病毒样颗粒蛋白的工程菌株，分别命名为FDHY23‑PCV2

和LHP1044‑PCV2。菌株FDHY23‑PCV2和LHP1044‑PCV2分别接种到50mL  YD培养基中，30℃下

发酵培养72h，利用SDS‑PAGE表征蛋白表达水平，结果显示猪圆环病毒衣壳蛋白PCV2在

FDHY23‑PCV2表达水平明显高于LHP1044‑PCV2，灰度扫描显示FDHY23‑PCV2的猪圆环病毒样

颗粒蛋白表达水平是LHP1044‑PCV2的1.6倍(图3)。

[0042] 实施例7

[0043] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23提高了传染性法氏囊病毒样颗粒蛋白的表达量

[0044] 利用常规的分子克隆技术，将法氏囊病毒衣壳蛋白(GenBank:OK167034)的编码基

因HVP2克隆到质粒PUKDN115上，获得重组质粒PUKDN115‑HVP2，再分别转化到菌株FDHY23和

菌株LHP1044，获得重组表达传染性法氏囊病毒样颗粒蛋白的工程菌株，分别命名为

FDHY23‑HVP2和LHP1044‑HVP2。菌株FDHY23‑HVP2和LHP1044‑HVP2分别接种到50mL  YD培养

基中，30℃下发酵培养72h，利用SDS‑PAGE表征蛋白表达量，结果显示FDHY23‑HVP2表达水平

明显高于LHP1044‑HVP2，灰度扫描显示FDHY23‑HVP2的传染性法氏囊病毒样颗粒蛋白表达

量是LHP1044‑HVP2的1.7倍(图3)。

[0045] 实施例8

[0046] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23提高了铁蛋白的表达量

[0047] 利用常规的分子克隆技术，将铁蛋白(GenBank:NP_002023.2)的编码基因FTH1克

隆到质粒PUKDN115上，获得重组质粒PUKDN115‑Fth1，再分别转化到菌株FDHY23和菌株

LHP1044，获得重组表达铁蛋白的工程菌株，分别命名为FDHY23‑Fth1和LHP1044‑Fth1。工程

菌株FDHY23‑Fth1和LHP1044‑Fth1分别接种到50mL  YD培养基中，30℃下发酵培养72h，利用

SDS‑PAGE表征蛋白表达量，结果显示FDHY23‑Fth1表达水平明显高于LHP1044‑Fth1，灰度扫

描显示FDHY23‑Fth1的铁蛋白表达水平是LHP1044‑Fth1的2.9倍(图3)。

[0048] 实施例9

[0049] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23提高了血红蛋白的表达量

[0050] 利用常规的分子克隆技术，将豆血红蛋白(NCBI  Reference  Sequence:NP_

001235928.1)的编码基因LBA克隆到质粒PUKDN115上，获得重组质粒PUKDN115‑LBA，再分别

转化到菌株FDHY23和菌株LHP1044，获得重组表达血红蛋白的工程菌株，分别命名为

FDHY23‑LBA和LHP1044‑LBA。菌株FDHY23‑LBA和LHP1044‑LBA分别接种到50mL  YD培养基中，

30℃下发酵培养72h，利用SDS‑PAGE表征蛋白表达水平，结果显示FDHY23‑LBA表达水平明显

高于LHP1044‑LBA，灰度扫描显示FDHY23‑LBA的血红蛋白表达水平是LHP1044‑LBA的2.6倍

(图3)。
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[0051] 实施例10

[0052] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23在高温下表达蛋白的能力优于出发菌株LHP1044

[0053] 重组表达血红蛋白的工程菌株FDHY23‑LBA和LHP1044‑LBA分别接种到50mL  YD培

养基中，高温46℃发酵，培养到不同时间点(24h，36h，48h，60h和72h)取样，利用SDS‑PAGE表

征蛋白表达水平。结果显示在高温46℃条件下，FDHY23‑LBA仍然可以表达血红蛋白，而对照

组LHP1044‑LBA几乎检测不到血红蛋白的表达(图4)。

[0054] 实施例11

[0055] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23携带了CYR1N1546K突变

[0056] 对菌株FDHY23和LHP1044的基因组分别进行二代DNA测序和对比分析，发现突变株

FDHY23的腺苷酸环化酶CYR1基因相对于菌株LHP1044的腺苷酸环化酶CYR1基因发生了一个

点突变，就是第1546位的氨基酸由天冬酰胺(N)变成了赖氨酸(K)(图5)。

[0057] 实施例12

[0058] CYR1突变提高了高温耐受能力和外源蛋白表达量

[0059] 利用常规的CRISPR技术在出发菌株LHP1044中制造基因CYR1的点突变(N1546K)，

构建获得的菌株命名为LHP1044‑CYR1N1546K；同时，利用常规CRISPR技术将耐高温突变株

FDHY23中的CYR1的点突变N1546K进行了回复突变，构建获得的菌株命名为FDHY23‑CYR1。通

过打点实验，可以看到LHP1044‑CYR1N1546K对高温的耐受性明显高于LHP1044，且在30℃下两

者的生长没有明显差异。而当耐高温菌株FDHY23的CYR1基因进行回复突变后，FDHY23‑CYR1

在46℃高温条件下生长能力明显下降(图6a)，该结果表明含有CYR1突变的菌株，其高温耐

受能力明显高于野生型菌株LHP1044。

[0060] 含有CYR1突变的菌株FDHY23能够提高血红蛋白、阿魏酸酯酶、病毒样颗粒等蛋白

的表达量。在含有CYR1N1546K
突变的菌株中，转化重组质粒PUKDN115‑LBA，获得工程菌株

LHP1044‑CYR1N1546K‑LBA；同时野生型菌株LHP1044也转化重组质粒PUKDN115‑LBA，获得工程

菌株LHP1044‑LBA。对比分析野生型和含有CYR1突变的突变株对蛋白表达水平的影响。两个

工程菌株分别接种到50mL  YD培养基中，30℃下发酵培养72h，利用SDS‑PAGE表征蛋白表达

水平，结果显示含有CYR1突变的菌株，其表达外源蛋白的能力明显高于野生菌株LHP1044‑

LBA(图6b)

[0061] 综上，马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23能提高外源蛋白表达量以及提高高温下的

生长能力。腺苷酸环化酶基因CYR1的突变株，例如点突变CYR1N1546K，提高了高温耐受能力，

提高了外源蛋白表达量。

[0062] 实施例13

[0063] 马克斯克鲁维酵母突变株FDHY23携带的突变

[0064] 对菌株FDHY23和LHP1044的基因组分别进行二代DNA测序和对比分析，菌株FDHY23

相对于出发菌株LHP1044一共有38个SNP，56个InDel，具体详见列表1。

[0065] 表1.FDHY23相对于LHP1044存在的突变
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[0066]
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[0067]
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[0068]

说　明　书 9/12 页

12

CN 117264791 A

12



[0069]

[0070] 实施例中涉及到材料与方法

[0071] 发酵培养

[0072] 马克斯克鲁维酵母基本生长用的培养基，选用YPD培养基：2％多聚蛋白胨，2％葡

萄糖，1％酵母提取物，培养条件是30℃、220rpm。重组表达菌株在摇瓶中的培养，选用YD培

养基：2％酵母提取物，4％葡萄糖，培养条件是30℃、220rpm下培养72h，检测外源蛋白在
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K.marxianus中的表达。转化涂布用SD固体培养基：6.7g/L不含氨基酸的酵母氮源，20g/L葡

萄糖，20g/L琼脂粉。

[0073] 质粒转化马克斯克鲁维酵母菌株

[0074] 挑菌到3mL  YPD小试管，30℃摇床培养18‑19h；取1mL菌液，8000rpm离心，去上清，

用1mL无菌水洗涤，8000rpm离心，去上清；用1mL  1×TE/LiAc(0.1M/L  LiAc,10mM/L  Tris,

1mM/L  EDTA)洗涤，8000rpm离心，去上清，重复一次；加连接产物10μL(或者质粒3～4μL)，

600μL  PEG溶液(0.1M/L  LiAc,10mM/L  Tris,1mM/L  EDTA,40％PEG  4000)和DTT(终浓度是

10mmol)；30℃下水浴15min，47℃下培养15min；瞬离，去上清，加100μL无菌水，重悬后涂板，

30℃烘箱培养。

[0075] 马克斯克鲁维酵母细胞破碎

[0076] 8000rpm离心5min收集1mL新鲜的重组酵母细胞，然后用PBS缓冲液(137mM  NaCl、

2.7mM  KCl、10mM  Na2HPO4、1.8mM  KH2PO4，pH  7.4)清洗一次，最终重悬于500μL的PBS缓冲液

中。向其中加入大约400μL玻璃珠。使用Bead‑beater(FastPrep‑24,MP,California,USA)以

6m/s的速度破碎细胞2min。

[0077] SDS‑PAGE分析外源蛋白的表达量

[0078] 取发酵液上清或者细胞破碎上清液进行SDS‑PAGE，同时以不同浓度的乳球蛋白作

为标准进行外源蛋白的定量。将乳球蛋白配置成500、400、300、200、100mg/L的浓度，制样后

进行SDS‑PAGE分析。使用GenoSens分析软件对SDS‑PAGE凝胶上分离的乳球蛋白的条带强弱

进行灰度扫描分析，制作标准曲线。同时利用GenoSens分析软件对SDS‑PAGE凝胶上分离的

外源蛋白的条带强弱进行灰度扫描分析，根据标准曲线计算外源蛋白的表达量。

[0079] 阿魏酸酯酶酶活的测定

[0080] 取发酵液上清，用1×PBST(8g/L  NaCl，1 .42g/L  Na2HPO4，0 .2g/L  KCl，0 .27g/L 

KH2PO4，2.5％Triton‑X‑100，pH＝6.4)将样品稀释到合适浓度，取20μL待测酶液转移至96孔

平底板，随后每个反应体系中补加180μL  CNPF混合反应液(10μL  CNPF(MB7591,美伦生物)

和170μL  1×PBST)，混合均匀。将反应体系放置于37℃培养箱中静置反应20min，迅速通过

BioTek  Eon酶标仪在410nm条件下检测样品的吸光值。根据酶活换算公式计算出酶活：

[0081] 酶活(U/mL)＝((A410‑0.0521)×V1×d×1000×稀释倍数)/(6.6764×T×V2)

[0082] 注：V1表示总体积(L)，V2表示反应体系中加入的酶液体积(mL)，d表示酶液稀释倍

数，T表示反应时间(min)。

[0083] 阿魏酸酯酶酶活定义：在37℃，pH＝6 .4的反应条件下，反应体系中每分钟分解

1nmol底物CNPF或者释放出1nmol有色基团CNP所需要的酶量即为一个酶活单位(U)。

[0084] 糖化酶酶活的测定

[0085] 取发酵液上清，用20mM  NaAc溶液将样品稀释到合适浓度，取50uL待测酶液加入

500μL1％可溶性淀粉和450μL  20mM  NaAc溶液，混合均匀。将反应体系放置于60℃培养箱中

静置反应5min，反应结束后迅速加入1mL  DNS溶液于沸水中反应5min，取100μL最终反应液

转移至96孔平底板，迅速通过BioTek  Eon酶标仪在540nm条件下检测样品的吸光值。根据酶

活换算公式计算出酶活：

[0086] 水解产生的还原糖浓度(mg/mL)＝(A540‑0.0002)/1.7853

[0087] 酶活(U/mL)＝(水解产生的还原糖量×1000×稀释倍数)/45
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[0088] 糖化酶酶活的定义为：在60℃，pH5.5反应条件下，每分钟水解1μmol可溶性淀粉底

物或释放1μmol还原糖所需的酶量即为一个酶活力单位(U)。
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