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摘要：毕赤酵母重组菌在表达外源蛋白时往往存在比较严重的蛋白降解现象，一种可供选择的解决办法就是将其

中起作用的某种蛋白酶基因缺失，但目前国内外研究主要集中于非重组毕赤酵母的基因缺失，直接对重组菌进行

基因缺失的研究较少。以现有的毕赤酵母基因重组菌（%&’’()*+）为宿主菌，分别采用有标记的插入替换方法和无

标记的 ,-./012,-./345 方法直接缺失其 !"#’ 蛋白酶基因和 $%&’ 蛋白酶基因。缺失菌株经测序分析，结果显示发

生了理论的基因缺失。在此基础上本文比较了这两种方法的各自优缺点，探讨了它们的不同的用途，为直接在毕

赤酵母重组菌中进行基因缺失提供了有益的参考。
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毕赤酵母表达系统是近十几年迅速发展起来的

表达体系，迄今为止，已有上百种［’］外源蛋白在此体

系中成功表达。虽然毕赤酵母表达的外源蛋白产量

较高，但是易受到蛋白酶的降解［!］。本实验室在毕

赤酵母中表达水蛭素时也发现，表达的水蛭素会被

蛋白酶降解成多个组分［#］。除了改变发酵条件（如

降低培养基的 .) 值和培养温度，向培养基中添加

酵母提取物等［:］）来减少降解外，缺失（或者敲除）降

解相关的蛋白酶基因也是一个很好的解决办法。

在毕赤酵母中常用的基因缺失策略是先缺失原

始宿主菌株中的蛋白酶基因，然后再将含有外源蛋

白的质粒整合进去，V>-L@I Y-?>L 等在毕赤酵母中

表达 U1H-I5@5*1 时 就 采 用 此 策 略 成 功 解 决 了

U1H-I5@5*1 降解的问题［(］。另外，将抗凝抗转移蛋白

表达质粒转移到蛋白酶基因缺失的毕赤酵母中后，

其降解也得到了一定的改善［9］。然而对于一株已经

高产的毕赤酵母外源蛋白表达菌株来说，上述策略

可能并不是最合适的。在毕赤酵母中外源蛋白的表

达量与质粒的拷贝数、整合位点等密切相关［$］，由于

表达质粒在毕赤酵母中的整合是一个非常随机的过

程，因此筛选到新高产菌株的工作量会非常大，而且

在新筛选到的蛋白酶基因缺失菌株中外源蛋白的表

达量也有可能没有原始菌株高。因此如果能直接在

毕赤酵母工程生产菌中进行基因缺失，将有助于减

少筛选高产菌株的风险和工作量。但目前国内外研

究主要集中于非重组毕赤酵母的基因缺失［7 Z ;］，直

接对工程生产菌进行基因缺失的研究较少。

因此本实验研究了两种不同的直接基因缺失方

法，采用上述方法直接在表达水蛭素的基因工程毕

赤酵母菌中缺失 !"#> 蛋白酶基因和 $%&> 蛋白酶
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基因，在此基础上比较了这两种方法的各自优缺点，

探讨了它们的不同的用途。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：菌株 ! ! "#$% "#$%&，产水蛭素的

毕 赤 酵 母 ’(%%)*+, 均 由 本 实 验 室 保 存。 质 粒

$-./01，$23%45"，$-6-789 均由本实验室保存。

!"!"# 工具酶和试剂：":; 3<1 聚合酶、-=> 3<1 聚

合酶、质粒提取试剂盒和 -/? 产物回收试剂盒均为

天根生物公司产品。

!"# 方法

!"#"! 大肠杆菌感受态细胞的制备和转化及常规

的 3<1 克隆操作见参考文献［%&］，毕赤酵母感受态

细胞的制备和转化见参考文献［%%］。

!"#"# 引物设计及 -/? 条件：-/? 引物（表 %）为上

海生工公司合成。-/? 条件皆为：@)A，%B+C；)&A，

%B+C；DEA，EB+C，F& 个循环。

表 ! 实验中使用的引物

<:B9 (9;>9CG9

H% )5//’"’/"/"1’111/1/11’1//""5F
HE )5/""1"/’"/’1/11’’/1//1"//1"1’15F
HF )5"’//""’"/’1/’1"11’11’’1/11"1’5F
HI )5//’’11""/’"1’1""’’/"’""/’5F
7% )5’111’"1/""’’"1"""///1/"//5F
7E )5’11’1"/""1’"//"’"/’’’"""5F
J% )51’1""/"’1’"’’11/""""’’"’15F
JE )5""1/"//’"/1’/11111/’"/"1’5F
-% )5/’11/111"’’"1"/1/’/"//"//5F
-E )5’/1"/11///1/’’/11’1/1"/1’5F
-F )5/"11"/""’///’//1""""’"’"’5F
-I )5111""/11"11"/1’"/"/1"’’"/5F

# 结果

#"! $%&! 蛋白酶基因有标记缺失（插入替换）菌株

的构建

本实验中以 &’ ($) 抗性基因作为筛选标记，采

用插入替换的方法构建 *+,- 基因缺失菌株（图 %）。

以毕赤酵母 ’(%%)*+, 的基因组 3<1 为模板，

用引物 -% 和 -E 扩增出 E4D&K$ 的 *+,- 基因。连接

于 $23%45" 载体的多克隆位点上，得质粒 $-?/%。

设计引物 7% 和 7E，从 $-./01 上扩增出 &’ ($) 基因，

它 能 使 酵 母 对 09#G+C 产 生 抗 性。 用 ./0*!和

12/7!酶切去除 $-?/% 载体上 *+,- 基因内部约

图 % 有标记基因缺失（插入替换）方法。右斜线代表

*+,- 基因的 )L序列，左斜线代表 *+,- 基因的 FL端序列

E%F@K$ 的片段，回收约 F!IMK 的酶 切 大 片 段 与 经

1"/!和 .3$!!双酶切的 &’ ($) 基因相连得 *+,- 基

因缺失载体 $-?/%789。然后再用引物 -% 和 -E 扩增

出载体 $-?/%789 上插入替换的 *+,- 基因，用所得

的扩增片段电转宿主菌 ’(%%)*+,。此片段的 *+,-
基因中间被 &’ ($) 抗性基因片断替换，而左右两端

仍旧为原 *+,- 基因的 )L和 FL端序列，左右两端的

同源序列会和毕赤酵母 ’(%%)*+, 染色体上完整的

*+,- 基因发生同源重组，使插入 &’ ($) 的 *+,- 基

因替换 ’(%%)*+, 染色体上的完整 *+,- 基因。

电转化以后的菌液涂布 09#G+C 抗性板，F&A培

养 EN O FN，挑选 EI 个长出的转化子，以每 I 个菌为

一组分成 15P 六组，用引物 -% 和 -E 做验证。发生

基因缺失的菌能扩增出 E&F%K$ 的条带，而未发生基

因缺失的菌则扩增出 E4D&K$ 的条带。结果显示 1
和 7 组能扩增出缺失的基因（图 E7），然后再用引物

-F 和 -I 鉴定 1 组中的 I 个菌，结果在 I 个菌中有 %
个菌发生了基因缺失（图 E/），将这个菌的进行测序

分析，结果显示确实发生了 *+,- 基因缺失。

#"# ’()! 蛋白酶基因无标记缺失菌株的构建

本实 验 采 用 的 无 标 记 基 因 缺 失 方 法 是 基 于

(#N9,Q#8B 提出 -#$5.CR-#$56>S 方法［%E］（图 F），即使用

营养缺陷型正向筛选标记和致死型 4556 =8F 反向筛

选标记构建无标记基因缺失菌株。由于在毕赤酵母

’(%%)*+, 宿主菌中没有合适的营养缺陷型标记可

用，因此本实验对该方法作了修正，即采用抗性基因

&’ ($) 作为正向筛选标记。
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图 ! "#$%&’ 抗性克隆的 ()* 验证

图 !+，,：-./ 0123#2，456：72$89 /5:，;：7<44=>&2；图 !)，,：-./ 0123#2，45?：45? @ %A$’#B，=：7<44=>&2

图 C ($95D’E($95F8G 基因缺失方法

右斜线代表 !"#$ 基因的 =H序列，左斜线代表 IJK4 基因的 CH端序列

首先以 7<44=>&2 的基因组 -./ 为模板，采用

$L#2A19 ()* 的 方 法 体 外 构 建 !"#$ 缺 失 片 段

（!%&’$）。将构建的!%&’$ 片段连到经 ()*"酶切的

9(F(+A# 载体上，得到最终的 !"#$ 基因缺失载体

9(F(+A#!%&’$。用 +,-444"线性化 9(F(+A#!%&’$ 载

体，取 线 性 化 的 载 体 MN=#O 电 转 7<44=>&2，涂 布

"#$%&’ 抗性板，这时 9(F(+A#!%&’$ 载体上的!%&’$
片段会和 7<44=>&2 染色体上完整

的 !"#$ 基因发生单交换同源重

组， 即 9$95&’， 使 线 性 化 的

9(F(+A#!%&’$ 载 体 插 入 到

7<44=>&2 菌株的染色体上。

"#$%&’ 抗性平板 CMP培养 ! Q
CR 后，挑选 6 个长出的转化子，用

()* 验证发生正确整合的 9$95&’ 克

隆。结果在这 6 个转化子中，只有

一个 转 化 子 发 生 了 正 确 的 9$95&’
整合。将这株发生正确 9$95&’ 整

合的克隆，摇瓶培养过夜，稀释到

一定的浓度，涂布于含有 4M00$AES
0#GT$0UA 的 V(- 平板上，载体上的

+582WAC 反 向 筛 选 标 记 使 菌 株 在

0#GT$0UA 平板上致死。在这种致死

压力下，宿主为了存活下来，迫使

插入载体在内部发生双交换同源

重组，去 除 插 入 载 体，即 9$95$8G。
只有去除了插入载体的重组菌才

能在 0#GT$0UA 平板上存活。

,#GT$0UA 平板在 CMP培养 ! Q CR 后，挑选 ; 个

长出单菌落，用引物 X4 和 X! 验证是否发生基因缺

失。发生基因缺失的菌能扩增出 4?4=Y9 的条带，而

未发生基因缺失的菌则扩增出 !ZC=Y9 的条带（图

?）。结果在挑选的 ; 个菌落中，有 ? 个菌发生了载

体的去除。挑选其中一个菌的进行测序分析，结果

显示确实发生了 !"#$ 基因缺失。
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图 ! "#$%&’() 敏感克隆的 *+, 验证

"：-./ ’012#1，3：45336781 918’#1: ;3 0<= ;>，>?@：3?A B C)&<# D8$% 918’#1: ;3 0<= ;>

! 讨论

通过采用不同的基因缺失方法，我们发现采用

有标记的插入替换基因缺失方法很容易筛选到基因

缺失菌株，一般筛选 >! 个单菌落即可。我们采用同

样的方法在另外一株毕赤酵母宿主菌中缺失 !"#$
基因时，同样筛选 >! 个单菌落也得到了想要的基因

缺失菌株。相比较而言采用无标记的 *&9?E<F*&9?
GH$ 方法就显得较复杂，特别是在第一步筛选发生

正确整合的 9&9?8< 克隆时，我们发现许多长出的

I#&C8< 抗性克隆并没有发生正确的整合，往往都是

只整合了 %& ’() 抗性基因，而没有整合反向选择标

记 J?H1K3L 基因，结果大大增加了筛选的工作量。在

筛选到发生正确整合的 9&9?8< 克隆后，通过反向选

择去除载体序列显得比较容易，而且筛选到基因缺

失菌株的概率较高，这说明表达 *?H1K3L 基因的毕赤

酵母对 ’#$%&’() 是很敏感的。因此成功采用 *&9?
E<F*&9?GH$ 基因缺失方法的关键在于筛选到正确整

合的 9&9?8< 克隆。

虽然采用无标记的 *&9?E<F*&9?GH$ 基因缺失方

法比较费时费力，但是在基因缺失后，宿主菌的染色

体上不会留下任何外源片段，也就是说一套筛选标

记可以反复利用，进行多基因多次敲除，因此无标记

基因缺失方法特别适合多基因缺失或是改造基因工

程生产菌株，因为有报道说，残留在宿主染色体上的

外源载体片段会影响宿主菌的发酵能力［3L］。另外

由于无标记缺失不会在宿主染色体上留下任何外源

片段，因此在基因安全方面也具有更好的优势。而

有标记的插入替换基因缺失方法每进行一次基因缺

失就会向染色体上引入一个筛选标记，进行多基因

缺失时就会引入多个筛选标记。由于目前在毕赤酵

母中可用的筛选标记数量有限，因此有标记的插入

替换方法在进行多基因缺失时具有一定的局限性，

反而更适合用于单个基因的功能研究，因为其较易

快速筛选到基因缺失菌株。
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