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阿魏酸酯酶犗４２８０７在毕赤酵母犌犛１１５中的表达

陈云华，李慧，张光亚，葛慧华，李夏兰

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　研究阿魏酸酯酶Ｏ４２８０７基因（犳犪犲）在巴斯德毕赤酵母ＧＳ１１５中的表达及重组阿魏酸酯酶的酶学特

性．化学合成犳犪犲基因序列，构建分泌型重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲，经线性化后电转化至毕赤酵母ＧＳ１１５，对筛选

出的高活性转化子进行诱导表达．ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分析显示：发酵上清液为单一条带，表观相对分子质量为４２

ｋｕ，酶活为７８．４９ｎｋａｔ·ｍＬ－１，比活力为５２４．３８ｎｋａｔ·ｍｇ
－１，最适反应温度为５０℃，在４０～４５℃温度范围

内较稳定，最适反应ｐＨ值为５．０～５．５，且在ｐＨ值为６．０时，稳定性较好；金属离子Ｋ
＋，Ｃａ２＋，Ｎａ＋对其活性

有促进作用，Ｆｅ２＋，Ｚｎ２＋有一定的抑制作用，而 Ｍｎ２＋，Ｃｕ２＋对其有明显的抑制作用．
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植物细胞壁中，酚酸类物质（如阿魏酸、咖啡酸、对香豆酸等）通过酯键与多糖（如阿拉伯木聚糖、果

糖）的阿拉伯糖基或半乳糖基相连，或者通过醚键与木质素相连，形成致密的网状结构［１］．阿魏酸酯酶

（ｆｅｒｕｌｏｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＦＡＥ，ＥＣ３．１．１．７３）又名肉桂酸酯酶，能水解阿魏酸酯、低聚糖阿魏酸酯和多糖阿魏

酸酯中的酯键，释放出阿魏酸等功能性物质．ＦＡＥ可以协同木聚糖酶、木质素酶破坏木质纤维的致密网

状结构，使细胞壁结构变得疏松，从而促进木质纤维素完全降解［１?２］．ＦＡＥ对木质纤维废弃物利用有着

重要意义［３］．至今，已经从细菌和真菌中分离得到４０多种ＦＡＥ，但目前报道的ＦＡＥ的酶活及表达量都

达不到工业需要［４?６］．毕赤酵母（犘犻犮犺犻犪狆犪狊狋狅狉犻狊）可高密度地发酵培养，其菌体量可达１３０ｇ·Ｌ
－１干细

胞重，在生产单细胞蛋白动物饲料方面发挥重要作用［７?８］．毕赤酵母表达系统比大肠杆菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻）体系有更完备的基因表达调控机制及对表达产物的加工修饰能力，并具有原核细胞系统生长速度

快、便于基因操作和可工业化大规模培养等优点［９］．本文对阿魏酸酯酶Ｏ４２８０７基因（犳犪犲）在巴斯德毕

赤酵母ＧＳ１１５中的表达及重组阿魏酸酯酶的酶学特性进行研究．

１　材料和方法

１．１　主要材料

１．１．１　菌株和质粒 　犈．犮狅犾犻ＤＨ５α为本实验室保存；毕赤酵母ＧＳ１１５，载体ｐＡＯ８１５，ｐＰＩＣ９Ｋ均购自

美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司．

１．１．２　主要试剂和培养基 　限制性内切酶（犈犮狅ＲⅠ，犎犻狀犱Ⅲ，犛狀犪ＢⅠ，犖狅狋Ⅰ，犅犵犾Ⅱ），Ｔ４ＤＮＡ连接

酶（立陶宛Ｆｅｒｍｅｎｓｔａｓ公司）；质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒（上海Ｓａｎｇｏｎ公司）；标准蛋白质ｍａｒｋｅｒ

（１４．４～１１６．０ｋｕ），ＳＤＳ?ＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒（上海碧云天生物技术研究所）；阿魏酸甲酯（美国Ｓｉｇ

ｍａ公司）；其他试剂均为国产或进口分析纯产品．ＭＤ培养基、ＹＰＤ种子培养基、ＢＭＧＹ种子培养基、

ＢＭＭＹ诱导培养基按《毕赤酵母操作表达手册》（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）配制．

１．２　狆犃犗８１５?犳犪犲表达载体的构建

根据阿魏酸酯酶Ｏ４２８０７的氨基酸序列，以毕赤酵母标准密码子优化设计阿魏酸酯酶的基因序列，
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在基因序列的两端引入犎犻狀犱Ⅲ和犈犮狅ＲⅠ酶切位点，化学合成基因序列犳犪犲．用犎犻狀犱Ⅲ，犈犮狅ＲⅠ分别

双酶切合成的基因序列和质粒ｐＡＯ８１５，胶回收双酶切片段后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接并转化至犈．犮狅犾犻

ＤＨ５α感受态细胞．筛选出的阳性克隆子由Ｓａｎｇｏｎ测序，测序正确的重组质粒命名为ｐＡＯ８１５?犳犪犲．

１．３　狆犘犐犆９犓?犳犪犲表达载体的构建

以质粒ｐＡＯ８１５?犳犪犲为模板，采用上游引物５′?ＴＡＣＧＴＡＧＣＣＴＣＴＡＣＴＣＡＧＧＧＧＡＴＣＡＧＴ?３′

和下游引物５′?ＡＡＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡＣＣＡＡＧＴＡＣＡＡＧＣＣＣＣＧ?３′扩增成熟阿魏酸酯酶编码序

列．聚合酶链反应（ＰＣＲ）反应条件如下：９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，反应３０个循

环，最后，７２℃延伸１０ｍｉｎ．ＰＣＲ产物经胶回收用犛狀犪ＢⅠ和犖狅狋Ⅰ进行双酶切，然后，连接到经同样双

酶切的ｐＰＩＣ９Ｋ上并转化至犈．犮狅犾犻ＤＨ５α．筛选出的阳性克隆子由Ｓａｎｇｏｎ测序，测序正确的重组质粒

命名为ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲．

１．４　犳犪犲在毕赤酵母中的表达

ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲用ＢｇｌⅡ线性化，电转化毕赤酵母ＧＳ１１５，涂布于 ＭＤ平板上筛选重组子，取 ＭＤ平板

上生长良好的菌落用牙签点种至含 Ｇ４１８的 ＹＰＤ摇瓶中，筛选抗 Ｇ４１８的重组子，命名为 ＧＳ１１５／

ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲．提取ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲及以质粒ｐＰＩＣ９Ｋ转化菌株（ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ）基因组ＤＮＡ，利

用通用引物５′ＡＯＸ，３′ＡＯＸ进行ＰＣＲ鉴定．重组酵母ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲诱导表达参见《毕赤酵母操

作表达手册》．用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质量浓度，ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分析发酵上清液．

１．５　重组阿魏酸酯酶酶活测定

取２５０μＬ酶液，加入２５０μＬ的柠檬酸?磷酸氢二钠缓冲溶液（ｐＨ＝５．０）配制的阿魏酸甲酯溶液，

５０℃反应１０ｍｉｎ，加入５００μＬ冰乙酸（体积分数为１０％），４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ
－１离心２０ｍｉｎ，高效液相

色谱法（ＨＰＬＣ）测定阿魏酸的质量浓度
［１０］．空白对照为煮沸失活的酶液．在５０℃，ｐＨ 值为５．０条件

下，每分钟水解阿魏酸甲酯．

１．６　重组阿魏酸酯酶粗酶酶学性质的研究

１．６．１　最适反应温度的测定　取２５０μＬ酶液保温５ｍｉｎ后，加入２５０μＬ阿魏酸甲酯溶液（由ｐＨ值

为５．０的柠檬酸?磷酸氢二钠缓冲溶液配置），在４０～６５℃中反应１０ｍｉｎ，测定重组阿魏酸酯酶的酶活．

以所测的最高酶活为１００％，计算相对酶活（犃ｒ）．

１．６．２　温度稳定性的测定　将ＦＡＥ酶液置于４０～６５℃下，保温１２ｈ，每隔３ｈ取样测定残留酶活，以

０ｈ酶活为１００％，计算相对酶活．

１．６．３　最适反应ｐＨ值的测定　取２５０μＬ酶液５０℃保温５ｍｉｎ后，加入２５０μＬ的阿魏酸甲酯溶液

（０．２ｍｏｌ·Ｌ－１的柠檬酸?磷酸氢二钠缓冲溶液调节ｐＨ值在４．０～７．０之间），５０℃下反应１０ｍｉｎ，测定

重组阿魏酸酯酶的酶活．以所测的最高酶活为１００％，计算相对酶活．

１．６．４　ｐＨ值稳定性的测定　将酶液置于０．２ｍｏｌ·Ｌ
－１，ｐＨ值为４．０～７．０的柠檬酸?磷酸氢二钠缓

冲液中，５０℃保温２ｈ，测定残留酶活，以各ｐＨ值的０ｈ酶活为１００％，计算相对酶活．

１．６．５　金属离子对重组阿魏酸酯酶酶活的影响　将ＦＡＥ酶液与含有１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的各种金属离子

（Ｎａ＋，Ｋ＋，Ｍｎ２＋，Ｆｅ２＋，Ｃｕ２＋，Ｍｇ
２＋，Ｃａ２＋，Ｚｎ２＋）的柠檬酸?磷酸氢二钠缓冲溶液（ｐＨ＝５．０）混合，于

５０℃保温２ｈ，测定残留酶活，以不添加抑制剂的酶活为１００％，计算相对酶活．

２　结果与分析

２．１　狆犃犗８１５?犳犪犲和狆犘犐犆９犓?犳犪犲表达载体的构建

构建的表达载体，如图１所示．由图１可知：测序结果显示犳犪犲基因序列正确，重组表达载体

ｐＡＯ８１５?犳犪犲构建成功．以质粒ｐＡＯ８１５?犳犪犲为模板，ＰＣＲ产物在约８００ｂｐ处出现一条特异性条带，其

大小与预期的相符．将目的产物用犛狀犪ＢⅠ和犖狅狋Ⅰ双酶切切胶回收后，与经同样双酶切后回收的质粒

ｐＰＩＣ９Ｋ连接，转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α筛选获得重组质粒．表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲双酶切结果和示意图，如

图２所示．图２（ａ）中：泳道１为重组质粒双酶切片段；泳道２为ＤＮＡｍａｒｋ．由图２（ａ）可知：酶切条带相

对分子质量与载体基因大小吻合，两条条带分别为９．３ｋｂｐ和８００ｂｐ．

５２２第２期　　　　　　　　　　陈云华，等：阿魏酸酯酶Ｏ４２８０７在毕赤酵母ＧＳ１１５中的表达



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ａ）双酶切结果　　　　　　　　（ｂ）示意图　　

　图１　表达载体ｐＡＯ８１５?犳犪犲示意图　　　　　　图２　表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲双酶切结果及示意图　　

　　Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ Ｆｉｇ．２　Ｃｌｅａｖａｇｅｍａｐａｎｄｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ　　　

　　ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＡＯ８１５?犳犪犲 ｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲　　　　　

２．２　犳犪犲在毕赤酵母中的表达

以ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲的基因组为模板，用５′ＡＯＸ１和３′ＡＯＸ１引物进行ＰＣＲ验证，ＰＣＲ产物用

质量分数为１％的凝胶电泳检测，结果如图３所示．图３中：１是以ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲质粒为模板；２是以无菌

水为对照；３是ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；４～８是以ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲转化子为模板；９是以ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ基

因组为模板．电泳结果显示：以ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ基因组为模板进行ＰＣＲ，得到约２２００ｂｐ的ＰＣＲ产物

片段，即ＡＯＸ基因；而以ＧＳ１１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲转化子基因组为模板的ＰＣＲ产物，除了ＡＯＸ基因，还

有一条８００ｂｐ左右的犳犪犲片段，显示目的基因犳犪犲已经成功整合到这些转化子基因组中．

挑取上述阳性转化子，按照节１．３进行培养和诱导表达．甲醇诱导每隔１２ｈ或２４ｈ取样，测定其表

达量，筛选到一个产酶活性最高的ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲重组子．取其发酵上清液进行ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分析，

如图４所示．图４中：１为ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ发酵上清液；２为蛋白 ｍａｒｋｅｒ；３～１０为ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲

诱导培养０，１２，２４，４８，７２，９６，１２０，１４４ｈ的发酵上清液．由图４可知：在４２ｋｕ得到一条清晰条带，而且

几乎没有杂条带，初步说明犳犪犲得到成功表达．ＳＤＳ?ＰＡＧＥ结果显示的表观相对分子质量（犕ｒ）明显大

于其理论值２８．４８ｋｕ，这主要有以下２个原因：１）ＦＡＥ的理论等电点（ｐＩ）为３．３，这可能降低了ＦＡＥ

与ＳＤＳ的结合，以及在ＳＤＳ?ＰＡＧＥ凝胶中的迁移；２）ＦＡＥ蛋白序列的Ｎ端有一个糖基化位点，而毕赤

酵母表达外源蛋白时，会对其进行糖基化修饰，从而使相对分子质量增大［９］．

图３　ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲转化子ＰＣＲ电泳图 图４　ＳＤＳ?ＰＡＧＥ分析产物的表达　　

Ｆｉｇ．３　ＣｌｅａｖａｇｅｍａｐｏｆｔｈｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ Ｆｉｇ．４　Ｐｒｏｄｕｃｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｚｅｄ　　

ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ ｂｙＳＤＳ?ＰＡＧＥ　　

　　ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲表达量的测定结果，如图５所示．图５中：培养液上清中阿魏酸酯酶酶活力（狕）

在诱导培养９６ｈ后达最高，为７８．４９ｎｋａｔ·ｍＬ－１，比活（狌）为５２４．３８ｎｋａｔ·ｍｇ
－１，之后酶活逐渐降低．

菌体浓度（犇）在培养２４ｈ后基本稳定，但发酵液中的蛋白量（ρｐ）一直持增长趋势，这可能是由于发酵后

期由于营养物质缺乏，造成部分菌体自溶使蛋白量增加．

２．３　重组阿魏酸酯酶粗酶的酶学性质

通过研究在４０～６５℃时酶活的变化，探究酶反应的最适温度（θ），如图６所示．由图６可知：５０℃

之前，重组阿魏酸酯酶的酶活较高，相对酶活（犃ｒ）都在８０％以上．ＦＡＥ的最适作用温度为５０℃，超过

５０℃后，ＦＡＥ的酶活下降较快，可能是随着温度的升高，酶出现失活现象．

将重组阿魏酸酯酶在４０～６５℃保温０，３，６，９，１２ｈ后，测定其残余酶活，结果如图７所示．重组阿

魏酸酯酶在４０～６５℃温度下，随着保温时间（狋）的延长，ＦＡＥ的酶活（犃ｒ）逐渐下降．４０～４５℃保温１２ｈ

后，酶活为初始酶的５０％左右；５０℃以后，酶活下降较快，保温１２ｈ后，剩余酶活不足１０％．
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　　　图５　ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲表达量的测定 图６　温度对重组阿魏酸酯酶活性的影响

　Ｆｉｇ．５　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

　　ｉｎＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ?犳犪犲 ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＦＡＥ

图７　温度对重组阿魏酸酯酶稳定性的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ

ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＦＡＥ

２．３．１　最适反应ｐＨ值和ｐＨ值稳定性的测定　ｐＨ值为

４．０～７．０时，酶的最适反应ｐＨ值，如图８所示．由图８可

知：ｐＨ值为５．０～５．５，重组阿魏酸酯酶的酶活最大．ｐＨ值

稳定性结果，如图９所示．由图９可知：ｐＨ值为４．０～６．０

时，随着ｐＨ值的增大，重组酶的稳定性随之增大；ｐＨ值为

６．０时，稳定性相对较高，为６３％；ｐＨ值大于６．０时，酶活

稳定性逐渐下降．重组酶对ｐＨ值比较敏感，这可能是因为

ｐＨ值过低或过高会改变酶的空间结构
［１１］．

２．３．２　金属离子重组阿魏酸酯酶酶活性的影响　无金属

离子，Ｋ＋，Ｃａ２＋，Ｎａ＋，Ｍｇ
２＋，Ｆｅ２＋，Ｍｎ２＋，Ｚｎ２＋，Ｃｕ２＋的相

对酶活分别为１００％，１０６％，１０９％，１０１％，９８％，６６％，

４１％，６０％，５５％．由此可知：Ｋ＋，Ｃａ２＋，Ｎａ＋对ＦＡＥ有促进作用；Ｆｅ２＋，Ｚｎ２＋对其有一定的抑制作用；

Ｍｎ２＋，Ｃｕ２＋对其有显著抑制作用．

　　图８　ｐＨ对重组阿魏酸酯酶酶活性的影响　　　　　　　图９　ｐＨ对重组阿魏酸酯酶稳定性的影响

　　Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ　　　　　　　　　　Ｆｉｇ．９　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ

　　　ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＦＡＥ　　　　　　　　　　　　　　　　ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＦＡＥ

３　讨论

为了提高阿魏酸酯酶的表达量，已对多个阿魏酸酯酶编码基因进行了外源表达．国内外学者主要采

用大肠杆菌、毕赤酵母表达系统对阿魏酸酯酶进行重组表达，如表１所示．文中研究的产ＦＡＥ工程菌目

标是应用于饲料中，所以选择已增补至《饲料添加剂品种目录（２０１３）》中的黑曲酶的ＦＡＥ序列．ＦＡＥ的

氨基酸序列来源于 ＵｎｉＰｒｏｔ数据库中的Ｏ４２８０７．该ＦＡＥ是ＤＥＶｒｉｅｓ等
［１］从黑曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻

犵犲狉）ＣＢＳ１２０．４９中分离得到的，当犃．狀犻犵犲狉ＣＢＳ１２０．４９在含质量分数为０．１％ 葡萄糖和１％ 燕麦木聚

糖的混合植物细胞壁中培养４ｄ后，酶比活（狌）为２０．８７５ｎｋａｔ·ｍｇ
－１（以阿魏酸甲酯为底物），其最适温

度（θ）为５５～６０℃，最适ｐＨ值为５．０，属于胞外酶．此ＦＡＥ含有２８１个氨基酸（１～２１位为信号肽序

７２２第２期　　　　　　　　　　陈云华，等：阿魏酸酯酶Ｏ４２８０７在毕赤酵母ＧＳ１１５中的表达



列，２１位为信号肽序列，２２～２８１为成熟肽链），其中，含有３０个酸性氨基酸残基（Ａｓｐ，Ｇｌｕ）和１０个碱

性氨基酸残基（Ｌｙｓ，Ａｒｇ），含有７个Ｃｙｓ和１个糖基化位点，ｐＩ为３．３，理论相对分子质量为２８．４８ｋｕ．

表１　阿魏酸酯酶基因工程菌的研究进展

Ｔａｂ．１　ＲｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｔｈｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａｏｆＦＡＥ

基因来源 表达载体 表达宿主 犕ｒ／ｋｕ 狕／ｎｋａｔ·ｍＬ－１ 狌／ｎｋａｔ·ｍｇ
－１

酶学性质

θ／℃ 最适ｐＨ
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　　根据毕赤酵母偏好性表达对ＦＡＥＯ４２８０７的基因序列进行改造后，人工合成该酶的基因序列犳犪犲．

这段序列与表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ相连，ＦＡＥ在αｆａｃｔｏｒ信号肽的引导下分泌到胞外．由表１可知：酵母表

达系统与大肠杆菌表达系统相比，其酶比活较高；该重组阿魏酸酯酶的酶比活可达５２４．３８ｎｋａｔ·

ｍｇ
－１，酶活力介于文献报道之间，比原始菌株酶活大大提高；重组阿魏酸酯酶最适温度在４０～６０℃，最

适ｐＨ值在５．２～７．０之间，文中重组阿魏酸酯酶的最适温度为５０℃，最适ｐＨ值为５．０．

先前尝试用胞内表达载体ｐＡＯ８１５在毕赤酵母中表达，但不能检测到酶活．这可能是由于阿魏酸酯

酶Ｏ４２８０７是一种糖基化蛋白，胞内表达时未进行糖基化修饰，不能产生有活性的阿魏酸酯酶
［９，１６?１７］．

４　结束语

文中报道的重组阿魏酸酯酶在４０℃中保温３ｈ后，保留了８０％以上的酶活；４０～４５℃保温１２ｈ

后，仍保留５０％ 左右的酶活．Ｆｅ２＋，Ｚｎ２＋对重组阿魏酸酯酶酶活有一定的抑制作用，而 Ｍｎ２＋，Ｃｕ２＋对其

有明显抑制作用．这与Ｄｏｎａｇｈｙ等
［１８］报道的阿魏酸酯酶的酶学性质一致．构建的基因工程菌在胞外表

达时，发酵液中背景蛋白较少，重组蛋白纯度较高．阿魏酸酯酶在毕赤酵母中的高效分泌表达为后续定

向改进酶学特性奠定了基础．
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