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用于异源基因表达的毕赤酵母启动子研究进展

金晓媚， 马雁冰倡

（中国医学科学院 ＆ 北京协和医学院医学生物学研究所，云南 昆明　６５０１１８）

摘　要　甲醇营养型毕赤酵母是一个广泛使用的蛋白表达宿主系统，易于高密度发酵、具有真核细胞翻译后
加工修饰特点，适于异源蛋白分泌表达。 转录调控是控制蛋白高效表达的关键环节，启动子是其中重要的元
件。 毕赤酵母表达系统中应用最为广泛的是甲醇诱导型 ＡＯＸ１启动子和组成型的 ＧＡＰ启动子，已成功用于一
些异源蛋白的表达。 近年来，发现了其他一些可供利用的启动子，包括来自管家基因的启动子如 ＴＥＦ、ＰＧＫ１，
以及具有特殊调控机制的启动子如 ＦＬＤ、ＰＨＯ８９等。 此外，通过对启动子进行序列改造，构建启动子文库，实
现了对启动子的精细调控。 不同的启动子具有各自独特的调控机制与特点，就毕赤酵母启动子在异源蛋白表
达应用中的相关研究进展进行综述。
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　　毕赤酵母表达系统能有效地分泌异源蛋白，
并进行真核翻译后修饰，操作简便易于实现高密
度发酵，且不产生内毒素及哺乳动物细胞核酸成
分等

［１］ ，是一个被广泛应用的蛋白表达系统。 转

录是基因表达调控最关键的环节之一，启动子可
显著影响异源基因转录的起始、水平及持续，从而
直接影响异源蛋白的表达效率。 毕赤酵母中最常
用、最强的启动子是醇氧化酶 １ 型启动子（ａｌｃｏｈｏｌ
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ｏｘｉｄａｓｅ １ ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＡＯＸ１） ［２］ ，研究人员围绕其顺
式作用元件和反式作用因子开展了大量研究，对
其转录调控机制有较为深入的了解，有效指导了
该启动子在异源基因表达中的应用。 甘油醛-３-磷
酸脱氢酶启动子（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ-３-ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙ-
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＧＡＰ）是另一个常用的毕赤酵
母启动子，其无需诱导，对于无毒性蛋白的表达具
有简便、经济的优势。 近年来，还发现了其他一些
可供利用的毕赤酵母启动子，包括来自管家基因
的启动子（ＴＥＦ、ＰＧＫ１）和具有特殊调控机制的启
动子（ＦＬＤ、ＰＨＯ８９、ＴＨＩ１）等。 最近，还发现了较
强的组成型启动子 ＧＣＷ１４。 通过对毕赤酵母启
动子 ＡＯＸ１ 和 ＧＡＰ进行序列改造，构建启动子文
库，实现了对启动子的精细调控。 通过对新启动
子的发掘以及对其调控机制的了解，有助于充分
利用不同启动子的特点、实现异源蛋白的高效表
达。 本文就毕赤酵母启动子的研究进展进行
综述。

1　经典的启动子
1．1　AOX1启动子

ＡＯＸ１启动子下游基因编码的醇氧化酶 １ 参
与酵母甲醇代谢的第一步反应，将甲醇氧化为甲
醛

［３］ 。 醇氧化酶 １ 与甲醇结合的亲和力较弱，甲
醇代谢需要大量的醇氧化酶 １ 存在，因此，ＡＯＸ１
启动子能强烈地被甲醇诱导，其下游基因转录产
物占细胞全部 ｍＲＮＡ 的 ５％，醇氧化酶 １ 占细胞
全部可溶性蛋白的 ３０％。 ＡＯＸ１ 启动子受到严谨
的调控，在抑制性碳源（如葡萄糖、甘油和乙醇）
下，转录受到抑制，当抑制性碳源去除后，ＡＯＸ１
仅有 ２％～４％的转录活性，而当甲醇加入后其转
录活性达到 １００％。
1畅2　GAP启动子

在毕赤酵母中应用最广泛的一个组成型启动

子是 ＧＡＰ 启动子，由 Ｗａｔｅｒｈａｍ．Ｈ．Ｒ．于 １９９７ 年
通过使用酿酒酵母 ＴＤＨ３基因探针和毕赤酵母基
因组进行单杂交，成功地从毕赤酵母中分离得
到

［４］ 。 ＧＡＰ启动子下游基因甘油醛-３-磷酸脱氢
酶（ＧＡＰＤＨ）主要参与糖酵解和糖质新生。 ＧＡＰ
启动子受碳源调控

［４］ ，有研究表明，在葡萄糖条件
下，其转录水平最高，其次是甘油、油酸，甲醇最
低。 溶氧水平对 ＧＡＰ 启动子转录调控也有一定

影响。 低溶氧量有利于一些较难表达的蛋白，如
Ｆａｂ片段的表达，其表达量可以达到 １５ ｇ／Ｌ。 ＧＡＰ
启动子操作简便、无需诱导，适用于大规模、高密
度连续发酵培养。 目前已有许多 ＧＡＰ 启动子商
业化载体，如 ｐＧＡＰＺａ、ｂ、ｃ（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ｐＨＷＯ１０
等，并且也已成功地表达了各种蛋白，如在毕赤酵
母中表达葡萄孢属的漆酶，活性可以达到４１．３ Ｕ／
ｍｇ，远高于 ＡＯＸ１启动子调控下的 １４．２ Ｕ／ｍｇ［５］ 。
2　其他毕赤酵母启动子
2．1　FLD启动子

１９９８年，Ｓｈｅｎ等［６］
报道了毕赤酵母中的一个

新的诱导型启动子，即谷胱甘肽依赖的甲醛脱氢
酶启动子（ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ-ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅ-
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＦＬＤ）。 ＦＬＤ 启动子既参与
酵母碳源代谢，又参与酵母氮源代谢。 ＦＬＤ 启动
子下游的 ＦＬＤ 基因通过氧化醇氧化酶氧化产物
甲醛以及氧化过氧化胺酶释放的甲醛分别参与酵

母甲醇和烷胺类物质代谢。 ＦＬＤ启动子能够独立
地被以甲醇作为唯一的碳源（硫酸铵作为氮源）
或甲胺作为唯一的氮源（葡萄糖作为碳源）强烈
诱导。 ＦＬＤ启动子受甲醇调控的水平主要取决于
所使用的氮源，研究表明使用甲醇和甲胺一起诱
导比用甲醇和硫酸铵的表达水平高

［７-８］ ，其受甲醇
和甲胺诱导的水平和 ＡＯＸ１启动子相当。
2．2　PGK1启动子

通过与酿酒酵母进行微阵列杂交，发现了毕
赤酵母 ３-磷酸甘油酸激酶启动子（ＰＧＫ１）［９］ 。 该
组成型启动子下游基因 ＰＧＫ１ 参与糖酵解和葡萄
糖异生质代谢。 在以糖酵解代谢途径为主的酵母
中，在糖酵解底物如葡萄糖、甘油存在下，ＰＧＫ１
ｍＲＮＡ表达水平高；而在以葡萄糖异生为主要代
谢途径的酵母中，在葡萄糖异生底物如丙酮酸和
醋酸存在下，ＰＧＫ１ ｍＲＮＡ 表达水平高［１０］ 。 研究
表明，在葡萄糖培养下，ＰＧＫ１ ｍＲＮＡ 水平是甘油
培养下的 ２ 倍。 该启动子已被开发为载体单元，
在多种酵母中均有应用，如酿酒酵母、解脂耶氏酵
母、麦芽糖假丝酵母。
2．3　TEF启动子

翻译延伸因子 １-ａ（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃ-
ｔｏｒ １ ａｌｐｈａ，ＴＥＦ１-ａ）是真核翻译元件的重要组成
部分。 它介导氨酰 ｔＲＮＡｓ 转运到核糖体上，维持
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肽链的延伸，是真核细胞内大量存在的可溶性蛋
白。 研究表明［１１-１２］ ，组成型 ＴＥＦ 启动子的表达模
式具有生长相关性，细胞在指数增长期 ＴＥＦ 的
ｍＲＮＡ水平高于平台期，而转录水平在指数增长
早期、中期和晚期都一致。 高浓度葡萄糖可影响
ＴＥＦ启动子的活性。 使用 ＴＥＦ１-ａ 启动子表达脂
肪酶，在甘油培养下，可以达到 ４１０ Ｕ／ｍＬ的脂肪
酶活性，在葡萄糖培养下达到 ２２６ Ｕ／ｍＬ 脂肪酶
活性。
2．4　PHO89启动子

毕赤酵母磷酸应答基因 ＰＨＯ８９ 编码一个
Ｎａ ＋
偶联的磷酸转运子。 诱导型 ＰＨＯ８９ 启动

子
［１３-１４］

受磷酸浓度的调控。 在磷酸浓度受限下，
适当的磷酸浓度能提高蛋白表达，过低或过高的
磷酸浓度都会抑制蛋白表达。 ＰＨＯ８９启动子调控
蛋白表达具有更高的单位产率。 在发酵培养基
下，每小时每单位细胞干重所产生的脂肪酶酶活
可达到 ２１９．６ Ｕ，明显高于 ＴＥＦ 启动子调控下的
３０．１ Ｕ和 ＧＡＰ启动子调控下的 １３．５ Ｕ。
2．5　THI11 启动子

ＴＨＩ１１启动子是通过微阵列杂交获得的［１５］ 。
该启动子参与硫胺素（维生素 Ｂ１ ）前体的合成。
ＴＨＩ１１启动子对培养基中硫胺素浓度产生应答，
在硫胺素限制条件下起始转录功能。 在较低的生
长速率下，ＴＨＩ１１ 启动子调控的蛋白较之高增长
速率时表达增加。 在 ＴＨＩ１１ 启动子调控下，ＨＳＡ
（人血清白蛋白）的表达量可达 ３１．３ ｍｇ／Ｌ，仅次
于 ＴＥＦ启动子和 ＧＡＰ启动子。
2．6　GCW14启动子

Ｌｉａｎｇ等［１６］
于毕赤酵母中发现了一个新的组

成型启动子 ＰＧＣＷ１４。 该启动子的转录调控效率
比经典的组成型启动子 ＴＥＦ和 ＧＡＰ高。 ＰＧＣＷ１４
启动子在甘油培养条件下具有很高的表达水平，
在甲醇条件下，ＧＣＷ１４ 基因的转录水平略低于
ＡＯＸ１ 基因。

3　合成的启动子和启动子变异体
天然的启动子用于异源蛋白表达可能具有一

定的局限性，通过对启动子进行改造，获得了一些
较野生型启动子具有更高转录效率的启动子变异

体；将一些顺式作用元件插入到核心启动子区域
得到的合成启动子能够通过简单的去抑制作用替

代甲醇进行诱导，从而避免有毒性、挥发性的甲醇
的使用，能够严格调控基因表达 ［１７］ 。 Ｈａｒｔｎｅｒ
等

［１８］
构建的 ＡＯＸ１ 启动子文库的转录效率与野

生型相比在 ６％至 １６０％的范围内变动。 Ｑｉｎ
等

［１９］
借鉴 Ｈａｒｔｎｅｒ的方法，使用 ＥＧＦＰ作为报告基

因，构建了包含有 ３３ 个突变体的 ＧＡＰ 启动子文
库，其转录效率是野生型的 ０．６ ～１９．６倍。

4　展　望
尽管毕赤酵母启动子 ＡＯＸ１ 是一个极强的启

动子，已广泛而成功地应用于多种蛋白的表达。
但 ＡＯＸ１的应用存在一定缺陷，如需要使用甲醇
进行诱导，而甲醇易挥发、易燃、有毒等特性限制
了 ＡＯＸ１的更广泛应用。 另外，ＡＯＸ１参与醇氧化
代谢途径，所产生的过氧化、活性氧产物的大量积
累，会对宿主菌生长产生非常不利的影响。 因此，
仍需要发掘可替代 ＡＯＸ１的有效启动子以适于应
用。 此外，对于较难表达或存在分泌瓶颈的蛋白，
一个弱的启动子使得分泌表达的蛋白能够有效折

叠，更利于蛋白表达；对于无毒性的蛋白，其表达
对宿主细胞生长无负影响，组成型启动子无需诱
导，简化了蛋白表达过程，利于连续高密度发酵，
同时也显著节约了生产成本。 考虑到不同启动子
参与调控不同的生命活动，具有各自独特的调控
机制与功能特点，因此，从毕赤酵母中分离或者改
造获得更多新的启动子，并充分研究、发挥各自的
特点，针对不同的表达应用需求，选择恰当的启动
子或者联合应用不同调控特点的启动子，将有助
于显著提升对异源基因的高效表达技术与能力。
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