
!" 卷 # 期

#$$" 年 ! 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
%&’(!"
)*+,’

-&(#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

"通讯作者。./01,’：21324&325,3264&701,’ ( 8&0
"9&++:;*&3<,32 1=74&+ ( ./01,’：21324&325,3264&701,’ ( 8&0
作者简介：李洪钊（>?@#/），男，天津人，中国医学科学院医学生物学研究所在读硕士研究生，>??A 年毕业于南开大

学生命科学院生物化学与分子生物学系，现主要从事基因工程药物方面的研究。./01,’：4&32B41&’,64&701,’ ( 8&0
收稿日期：#$$#/$!/$A，修回日期：#$$#/$?/>@

巴斯德毕赤酵母表达系统优化策略

李洪钊 李亮助 孙强明 !宏映"

（中国医学科学院医学生物学研究所 昆明 CA$>>D）

!"#$"%&’%( )*# +,"’-’.’/& .&"/&$ 0$1#(’&1 01,#%((’*/ !2("%-

E, F&32B41& E, E,132B4= G=3 H,1320,32 I132 F&325,32"
（ !"#$%$&$’ () *’+%,-. /%(.(01，23%"’#’ 4,-+’51 () *’+%,-. 6,%’",’#，7&"5%"0 CA$>>D，23%"-）

关键词：巴斯德毕赤酵母，表达，优化策略

中图分类号：H@DC 文献标识码：) 文章编号：$$$>/C#$?（#$$"）$#/$#DD/$A

巴斯德毕赤酵母（8%,3%- 9-#$(:%#，J*）表达系统是目前分子生物学领域中用于表达重组蛋白的标准工

具之一。J* 的如下优点是促成此表达系统在近十几年里迅速发展和被广泛应用的重要原因：J* 为单细

胞真核生物，生长快，易于分子遗传学操作；J* 的醇氧化酶 >（)’8&4&’ KL,<1;: >，4;< >）基因的启动子具

有强诱导性和强启动性，适于外源基因的高水平诱导表达；J* 具有强烈的好氧生长偏爱性，可进行细胞

高密度培养，利于大规模工业化生产；J* 可高水平分泌表达外源蛋白，纯化方便；J* 具有真核细胞的翻

译后修饰功能。

迄今已有 #$$ 多种外源蛋白在 J* 中获得表达。但也有许多蛋白表达不理想，甚至不能表达。要实

现目的蛋白在 J* 中的成功表达并兼顾其实用性和安全性，必须充分考虑影响表达和应用的各种因素并

采取有效的优化策略。

3 目的基因的特性

目的基因的特性是决定表达成败的首要因素。许多高 ) M N 含量的基因由于成熟前终止而不能有

效转录。特定的 ) M N 富含区可作为多腺苷酸或转录终止信号，导致仅产生低水平或截短的 0O-)［>］。

某些稀有密码子，尤其是稀有密码子密集区往往成为制约翻译速率的因素。目的基因特性对表达的影

响被认为是一种具有种属特异性的现象［#］。在某些情况下，可通过定点突变去除成熟前终止结构域［"］

和替换稀有密码子［!］。但在更极端的情况下，即基因中存在大量 ) M N 富含区和稀有密码子密集区时，

往往需要进行全基因合成，使编码序列符合 J* 偏爱性密码子用法和具有更高的 IM 9 含量［A］。

4 启动子选择

最广泛应用的启动子 J)KP>（醇氧化酶 > 启动子）［C］，是由甲醇诱导的强启动子。在某些情况下 J)KP>

的使用受到限制，例如：甲醇不适用于食品工业生产，也是一种火灾隐患。故其它不用甲醇诱导的启动



子也引人注目。

!"#!（三磷酸甘油醛脱氢酶启动子）［$］是一种组成型强启动子。使用 !"#!在发酵时不需甲醇诱导，不

必更换碳源，工艺简单。但 !"#!不宜用于表达对 !% 有毒的蛋白。!&’()（依赖谷胱甘肽的甲醛脱氢酶启动

子）［*］在以甲醇为单一碳源或以甲胺为单一氮源时，被强烈诱导。使用 !&’() 可选择以甲醇或甲胺（一种

廉价的无毒氮源）诱导高水平表达，为选择符合实际应用要求的启动子提供了灵活性，也扩大了 !% 的应

用范围。

在 !#+,)、!"#!、和 !&’()这些强启动子的驱动下，某些外源蛋白的表达水平过高，超过了宿主细胞翻译

后处理加工能力所能承担的最大负荷，引起蛋白的错折叠、不加工或错定位［-，).］。此时或在其他一些应

用情况下，需要选择较温和的启动子，如 !!/,*（一种过氧化物酶体基质蛋白启动子）［))］和 !0!1)（一种 "1!
酶启动子）［)2］。

! 345# 的非翻译区（614）

614 对蛋白表达的影响主要表现在 345# 的翻译水平上。!"#) 345# 的 7’614 长 ))89:，富含 #;
6。目的蛋白 345# 应尽可能具有与 !"#) 345# 相近，最好是相同的 7’614。一般地，目的基因编码序

列的第一个 #1" 应尽可能接近，最好处于 !"#) #1" 的位置，此位置对应于大多数载体多克隆位点的第

一个限制酶切点处。<=>>?=@AB9C 等通过调整人血清白蛋白 345# 与 !"#) 345# 的 7’614 相同后表达水

平提高 7. 倍以上［)D］。

" 起始密码子 #6" 的旁侧序列

起始密码子不可处于其周围序列形成的 45# 二级结构中。通过 45# 折叠分析可找到可能阻碍翻

译正常起始的二级结构，利用替代密码子重新设计和调整翻译起始区及旁侧序列［)］。另外，必要的

EFGC? 共有序列也有助于翻译的正确起始。

# 表达菌株的甲醇利用表型与表达盒的染色体整合位点和方式

通过一种或两种 !"# 基因的删除，根据利用甲醇的能力，!% 宿主菌可划分为 D 种表型［H］。最广泛

使用的菌株 "<))7（$%&8）含有野生型 !"#) 和 !"#2 基因，利用甲醇的表型为 IJ:;（I>:BC9FK 6:@K@GC:@F9
!KJA）。EI$)（$%&8 ’()8 ’*+)!：：!,-8）菌株的 !"#) 基因大部分被删除和取代，它必须依赖表达很弱的

!"#2 基因，故利用甲醇表型为 IJ:<（I>:BC9FK 6:@K@GC:@F9 <KFL）。IM N ).. N D（ $%&8 ’()8 ’*+)!：：.!,-8
’*+2!：：/$%&8）的两种 !"# 基因均被删除，表型为 IJ:N（I>:BC9FK 6:@K@GC:@F9 I@9JA）。这 D 种宿主菌都保

留了利用来自载体的 !"#) 启动子诱导表达外源基因的能力。

在 !% 中一般使用整合型表达质粒，通过同源重组稳定整合于染色体的 !"#) 区或 01.8 区。!"#)
区的整合包括同源双交换引起的基因置换和位点特异性单交换引起的基因插入。前者使染色体 !"#)
基因被外源基因表达盒替换，IJ:; 表型菌株会转变为 IJ:< 或 IJ:N ，而 IJ:< 和 IJ:N 菌株表型不变；后者

不改变宿主原有的 !"#) 基因，故各种菌株的 IJ: 表型不变。01.8 区的整合方式为位点特异性单交换。

表达载体向 01.8 区或 !"#) 区的整合赋予宿主菌野生型组氨醇脱氢酶基因，使其表型由 01. N 变为

01. ; ，可以此筛选转化子。

带有变异 !"# 基因的菌株有时可获得比野生型（IJ:; ）菌株更高的外源基因，而且缓慢表达更有利

于蛋白的正确折叠［H］。这些菌株诱导表达时需要的甲醇量要低的多，这对于大规模发酵罐生产降低火

灾隐患很有意义。

很难预见某种外源蛋白在哪种 IJ: 表型的菌株中表达水平更高，故建议考察各种 IJ: 表型菌株中

的表达情况，经验性地选择适于特定外源蛋白表达的株型。原则上，对于胞内表达应尽量选用非 IJ:;

菌株，使蛋白产物中 #+, 蛋白量较少，而目的蛋白相对较多，这样更有利于简化下游的纯化。但这些菌

株利用甲醇能力低，生长缓慢，可添加其他碳源（如甘油、山梨醇、丙氨酸等）来加快细胞的生长和代谢，

提高目的蛋白产率［)］。
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! 基因剂量

蛋白表达的优化往往涉及多拷贝表达株的筛选。含多拷贝整合表达盒的菌株常比单拷贝者表达量

高，但情况并非总是如此。!" 表达载体在染色体上大多为单拷贝整合，但基于整合的稳定和 !"## 启动

子的强启动性，一般单拷贝也可能获得较高的表达水平。如含单拷贝乙肝表面抗原（$%&’(）基因的表达

株可获得 )*+ (,- 的产量［#+］。多拷贝整合则有利于充分发挥 !" 的表达潜力。最近的研究显示，在 # . /
整合拷贝数范围内，$%&’( 表达量随基因剂量的增加而成比例升高［#0］。理论上表达量会随基因拷贝数

的增加而上升，但也有少数例外，即拷贝数增加对表达产生负效应［1］。高拷贝低表达的原因可能在于

234’ 翻译、蛋白折叠效率的限制，而对于分泌效率低的蛋白，过高表达会对分泌途径产生负反馈抑制。

表达载体整合入染色体的两种方式产生多拷贝重组子的概率不同。位点特异性单交换引起的多拷

贝基因插入比在两个独立单位点发生双交换产生多拷贝基因的概率高，大约为 #5 . #)5［#6］。所以选

择单交换整合方式更有利于筛选多拷贝重组子。

获得多拷贝重组子的方法主要有：（#）在体外利用同尾酶向载体中多次插入首尾相连的表达盒［#)］。

此法的优点是一次整合，即可有多个表达盒插入染色体。但体外基因操作较繁琐。（7）利用含 !" $%&+
基因和细菌 891):’(); 基因的表达载体，根据 <+#/ 抗性水平与 ’(); 拷贝数的正相关性，筛选到高拷贝

重组子［#=］。（:）利用含细菌 >? *+, 基因的表达载体，根据 @ABCD9 抗性水平与 *+, 基因拷贝数的正相关性，

筛选到高拷贝重组子［#/］。*+, 基因很小（:=0E"），可兼作 - F ./+0 和 !" 的筛选标志，故载体很小（仅 :GE），

易操作。利用抗药性水平获得高拷贝重组子的方法简单快速。但相当大的一部分高抗性转化子不含多

拷贝基因。故在此法基础上，需进一步筛选确定真正的高拷贝高表达重组子。另外 @ABCD9 是一种诱变

剂，有引起转化子突变的可能。（+）利用 H4’ 分析方法检测外源 H4’ 含量［#1］，此法更为直接快捷，但应

辅以前述方法以降低工作量，提高筛选效率。（0）将目的基因两端连上宿主 ;H4’ 的非必需片段，通过同

源重组整合于大量的 ;H4’ 重复单元中，以获得高拷贝。此方法见于酿酒酵母表达系统［7)］，具有在 !"
中成功应用的可行性。

基因剂量与表达水平的关系取决于特定的外源蛋白。所以在获得多拷贝重组子的基础上，要进一

步筛选确定因具有合适拷贝数而显示最佳表达水平的菌株，亦即高表达菌株的筛选应以表达的蛋白量

为最终标准。可利用 >H>I!’<J［#0］、菌落免疫印迹［=］和活性分析［7#］等方法检测目的蛋白的表达水平。

" 分泌表达

!" 中外源蛋白的表达有胞内和分泌两种方式。因 !" 只分泌很低水平的内源蛋白，分泌表达的外源

蛋白纯化非常方便，故分泌表达为优先选择的方式。但基于蛋白稳定性和折叠的需要，分泌表达方式通

常限于天然宿主的分泌蛋白，而天然非分泌蛋白往往难于分泌表达。同样，天然分泌蛋白如血清白蛋

白、生长激素等也难以在胞内表达为可溶性蛋白［#］。所以表达方式的选择往往受限于目的蛋白本身的

特性。

用于引导目的蛋白在 !" 中分泌表达的信号肽包括某些外源蛋白自身的天然信号肽、酿酒酵母!交

配因子（!K LM）前原肽和 !" 酸性磷酸酶（!$N#）信号肽等［77］，其中!K LM 信号肽应用最广。各种信号肽

在不同情况下使用的效果大不相同［77，7:］。不适合的信号肽可致信号肽加工不完全，或者蛋白分泌水平

低，甚至不能分泌。尝试不同的信号肽、对信号肽进行突变改造或人工全合成信号肽等策略可用于实现

信号肽正确加工和提高分泌水平［7+ . 76］。

# 翻译后修饰

!" 可对分泌蛋白进行 NK 和 4K 连接糖基化修饰［7=，7/］。与酿酒酵母相比，!" 表达产物的糖链短且

不含!I#，: 连接的甘露糖残基，故抗原性相对较弱。但 !" 糖蛋白因与哺乳动物糖蛋白糖链结构的差异

而具有的潜在抗原性，使其在医药工业上的应用受到一定的制约。它们在哺乳动物体内可被免疫系统

清除而失去效能，而且有引起超敏反应的危险性。

解决这一问题的策略有：尝试胞内表达，避免目的蛋白的糖基化；对非活性中心的糖基化位点进行

突变改造，消除糖基化［71］；共表达糖链加工酶，去除抗原性强的糖链结构，使糖链结构更接近哺乳动物，
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从而降低抗原性［!"］。

! 产物稳定性

提高目的蛋白稳定性，使之免受蛋白酶降解的常用的 ! 种策略［#］如下：一是在培养基中加入富含氨

基酸和多肽的蛋白胨或酪蛋白水解物等，增加蛋白酶的底物以减少目的蛋白降解。二是因 $% 可在较宽

的 %& 范围内生存，调节培养基 %& 值抑制蛋白酶活性。三是使用蛋白酶缺陷菌株，如 ’()##*!、’()##*+
和 ’()##*,。但这些菌株活性差，生长慢且难转化，所以只有在其他方法不能奏效时才推荐使用。

此外，可通过共表达蛋白酶抑制物来抑制蛋白酶活性，减少目的蛋白降解［#］；可将目的蛋白与一种

在 $% 中稳定的蛋白伴侣融合表达，通过改变目的蛋白的性质来提高稳定性［!#］；也可尝试将目的蛋白连

上一个过氧化物酶体靶向信号（%-./012/345 64.7-6187 217845，$9’），使其被分拣转运入过氧化物酶体贮存起

来，免受蛋白酶降解，还可减少对宿主细胞的毒害作用［!:］。

"# 发酵条件

$% 具有强烈的好氧生长偏爱性，可在极高的培养密度下维持高水平表达，因而利于大规模工业化

生产。表达菌株很易从摇瓶培养过渡到大批量高密度发酵。通常先以摇瓶小规模表达，筛选高表达菌

株并初步确定培养条件。在发酵罐中，可有效监控 %&、通气量和碳源浓度并及时排出代谢产物、控制维

持产物稳定性的因素，所以可达到最优化发酵条件，从而充分发挥大规模高密度发酵的优势，往往使菌

体干重达 #"" 7;< 级水平，蛋白产量在每升克级以上水平。在高细胞密度发酵技术方面的大量研究基础

上，已建立较成熟的补料分批培养和连续灌注培养方法［!!］。

结束语

基于已有的资料，在 $% 中表达外源蛋白大约有 +"= > ?+=的可能性可获得较好的表达水平。最大

的障碍就是首先要获得第一步的成功，即可获得一定水平的表达。取得这一阶段的成功后，通过调整已

明确的各种参数来优化表达，常可获得诱人的表达水平［*］。

随着对 $% 表达系统的利用和探索的拓展和深入，必将不断获得新的优化表达策略，从而可充分发

掘 $% 表达系统在生物技术领域尤其是基因工程产品产业化方面的应用潜力。
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