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摘 要：用化学法合成克鲁维酵母的菊粉酶基因的信号肽序列（C.D），将其嵌入酵母附加型表

达质粒 <EFG"，得到一套新型的分泌表达载体 <EFG" C，<EFG"!，<EFG""。然后用 HIJ 方法分

别扩增大肠杆菌的天冬酰胺酶基因（)G.）和短芽孢杆菌#2乙酰乳酸脱羧酶（)KLI）基因，连接

到 C.D 下游，得到重组质粒 <)G. 和 <)KLI。分别将这两个重组质粒转化酿酒酵母菌株 C.2
%G=$中表达，胞内和胞外的酶活分析表明 )G. 和 )KLI 基因都能在酿酒酵母中分泌表达，表

明菊粉酶信号肽序列能很好地将酿酒酵母中的重组蛋白分泌到胞外。稳定性分析表明，重组

酵母菌株在没有选择压力的条件下连续接种培养 1##:，未发现重组质粒的不稳定性。
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酿酒酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）是一种最简单的单细胞真核生物。它和人类关系

密切，没有内毒素，无致病性，长久以来被用于面包和制酒工业，被美国食品和药物管理局

（N&&O 6>O L8*+ )O57>7,-86-7&>，NL)）确认为一种安全（PJ)G）生物，用它表达的药物不需要

进行大量的宿主安全性实验。1@$1 年 Q7-R456> 首次利用酿酒酵母表达人干扰素基因获

得成功［1］，此后又有多种外源基因在酿酒酵母中表达成功。随着对其遗传学和生理特点

的深入了解，特别是其基因组测序完成之后，许多研究者对酿酒酵母表达系统的研究产生

了兴趣。本文把来源于克鲁维酵母（-./(+)%&’(#)* ’"0,"1/*）的菊粉酶基因的信号肽序列

用于构建酿酒酵母附加型分泌表达载体，得到一种高效的分泌表达系统，目的是研究其在

酿酒酵母中的分泌效果，为理论研究和实际应用提供依据。

! 材料和方法

! "! 材料

!#!#! 菌株：大肠杆菌菌株 LQB#，短芽孢杆菌，<PFS20RT U 克隆载体由本实验室保存。

酿酒酵母菌株 C.%G=C、<EFG" 表达质粒购自 C>V7-8&+4> 公司。

!#!#$ 培养基：EHL 培养基和尿嘧啶缺陷型培养基均同文献［"］。

!#!#% 试剂：限制性内切酶、W!L.) 连接酶、W! L.) 聚合酶购自大连宝生物公司，其它试



剂购自上海生物工程工司。

!"# 方法

!"#"! !"# 的操作、重组、转化参照文献［$，%］。

!"#"# 菊粉酶信号肽序列的设计与合成：参照文献［&］设计并合成菊粉酶信号肽序列

（’"(），在 ’"( 序列两端设计 !"#)!和 $%&*"两个酶切位点，然后将其连接到克隆载体

+,-./%01 2 上进行测序分析。

’"(#：34/#,566 #6, ##, 66# ,5# 6#5 655 565 66, 566 55# 66, ,5# ,,#
%4/# 6#5 665 ##6 5,6 #6, #,, ,#, ##5 ,## ,,6 ##5 5,6 556
,65 #,6 ,56 65# ,66 #65 ##6 6#5 ##, #,# ,/%4
5#, 65# 5,# #,6 5## 6#, 66# #6, 665 656 556#,/34

!"#"$ 酿酒酵母的转化：按 ’789:;<=>7 公司提供的说明书，用乙酸锂法转化酿酒酵母。

!"#"% #?" 和 #@!5 基因的引物设计及基因的 A5B 扩增：从基因库获得序列后用计算机

设计适合的引物，并引入了 ’()B"和 $%&*"位点，以使基因能正确插入表达载体。

*+, 基因扩增引物的设计如下：

上游引物（?>7C>A;9D>;）：34/565,!,#65566#555##6#65#55#66/%4下游引物（#7:9/
C>7C> A;9D>;）：34/56,,!##665,6#56,#6E,##,#656,/%4

*-./ 基因扩增引物的设计参照文献［3］如下：

上游引物（?>7C> A;9D>;）：34/565,!,#655########6#65#65#5665/%4
下游引物（#7:9C>7C> A;9D>;）：34/5E,,!##66565,5#6,#,,56,#666#666/%4

!"#"& 转化及转化子的验证：酿酒酵母 ’"FCG"菌株为尿嘧啶缺陷型，能在尿嘧啶缺陷型

平板上生长的酵母菌即为含有重组质粒的酵母。参照文献［H］提取酵母中质粒重新转化

到大肠杆菌，然后小量提质粒，用于酶切验证。

!"#"’ 酿酒酵母中质粒 的 稳 定 性 分 析：将 含 有 重 组 质 粒 的 酿 酒 酵 母 转 化 子 接 种 于

3ID@JA! 液体培养基中，%IK过夜培养，然后取 LII#@ 接种到 3ID@ 新鲜的 JA! 液体培养

基中，%IK培养过夜，如此转接培养 3I 和 LIIM 后（分别为 $ 次和 & 次转接），分别取样稀释

涂布于 JA! 平板，待长出单菌落后，将 LII 个单菌落转接到尿嘧啶缺陷型平板上，计算不

能生长的菌落。

!"#"( 重组蛋白的表达：重组蛋白表达的诱导参照 ’789:;<=>7 使用说明书进行，略有修改。

!"#") 酶活力的测定：天冬酰氨酶活力的测定按文献［N］方法进行。在 %NK，+*OPH 条件

下 L 分钟释放 L#D<Q "*% 的酶量为一个酶活单位。$/乙酰乳酸脱羧酶活力的测定，按文献

［O］方法进行。一个酶单位定义为 %IK，+*HPI 条件下，L 分钟产生 L#D<Q 乙偶姻的酶量。

!"#"* 酵母细胞内蛋白提取和酶活测定：参照文献［$］，取 LD@ 培养液离心后，上清液用

于测定胞外酶活；菌体加 LDQ 破胞缓冲液，用消解酶（RSD<QSTC>）破胞后用于测定胞内酶

活。

# 结果分析

# +! 分泌表达载体构建

+#?"、+#@!5 重组质粒的构建及主要结构如图 L 所示。
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图 ! "#$%、"#&’(分泌表达载体的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. /012 3(4 /056& .’+ )7-+7*"(# 78/+7))"’( 97-*’+

用 !"#:!和 $%&4"双酶切 ;2< 及穿梭质粒 /=>1?，用 @A620 连接酶连接后得到质

粒 /=>1? ;，转化大肠杆菌 6:B#，小量提取质粒 620 并进行 !"#:!和 $%&4"双酶切，电

泳检测酶切产物，切下约 %CCD/ 的片段，表明 ;2< 连上了表达质粒 /=>1?。同时回收 ;2<
片段，连接到克隆载体 EF>GHIJ. K 上进行序列分析。结果与预期相符。用设计好的引物

进行 E&L 扩增获得 ’() 和 ’*+, 基因，电泳检测扩增结果，’() 扩增的片段约 % $ %MD，’*-
+, 扩增的片段约 CNOBMD，与预期的大小相符。

’()、’*+, 基因和载体 /=>1? ;620 均用 !"#:!和 ./0L!进行双酶切，加入 @A620
连接酶连接后，转化大肠杆菌 6:B#感受态细胞。小量提取质粒 620 !"#:!和 ./0L!
双酶切筛选到重组子 /012 和 /056&620。结果证明提取质粒 620，用 !"#:!和 ./0L

!双酶切，电泳检测，与预期的结果相符，表明 ’() 和 ’*+, 基因均已连进了分泌表达质

粒。
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! "! 质粒转化酿酒酵母后的验证

提取酵母中质粒重新转化到大肠杆菌，小量提质粒，用 !"#!!和 $%&"!双酶切验

证，电泳酶切产物结果与预期相符，表明质粒已转化到酿酒酵母。

! "# 酿酒酵母中质粒的稳定性分析

把含有重组质粒的酵母菌株在 #$% 培养基中连续接种培养 &’、(’’)，再转接到尿嘧

啶缺陷型平板，计算不能生长的菌落，结果如表 (。

表 $ 质粒稳定性分析

*+,-. ( *). /0.+12 34 0). 5.6037/

807+9:/;<-+/=91/
$.76.:0+>. 34 6.--/ :30 >73?9:> 9: 8@AB7+69- =.19B=

&’) (’’)

CDE/6(;<F8D G G

CDE/6(;<FH%@ ( G

结果表明，质粒在酿酒酵母 CDE/6( 中连续培养长达 I 天以上，仍有很好的稳定性。

! "% 胞外和胞内酶活力的测定

表 ! 胞外与胞内的酶活

*+,-. G F6095909./ 34 .J3.:K2=. +:1 .:13.:K2=.

807+9:/;<-+/=91/ LJ07+6.--B-+7;（M;=H） C:07+6.--B-+7;（M;=H）

CDE/6(;<F8D (G ’

CDE/6(;<FH%@ IN (

CDE/6(;<#L8GC ’ ’

按 C:59073>.: 公 司 提 供 的 方

法将含有 <F8D 和 <FH%@ 的酿酒

酵母分别进行诱导表达并同时转

化 <#L8G C 质粒到酿酒酵母中作

对照，测定细胞内、细胞外的酶

活，结果见表 G。

从表中可以看出两种酶活在胞外显著都高于胞内，而对照菌株中两种酶活都没有检

测到，可见重组蛋白在 CDM 信号肽引导下能较好地分泌细胞外。胞内的酶活很小，说明所

构建的载体是一种高效的分泌表达载体。

# 讨论

重组蛋白的分泌表达，不仅能使重组蛋白得到正确修饰和防止外源蛋白在胞内被蛋

白酶分解，而且有助于宿主菌的生长和质粒的稳定性，能够提高表达产量［O］，同时也可简

化表达产物的分离纯化，提高目标产物收率，因而重组蛋白分泌路线的应用倍受重视。将

克鲁维酵母菊粉酶基因重组到酿酒酵母中表达，P’Q R O’Q的菊粉酶被分泌到胞外培养

基；其先导肽序列在酿酒酵母中能将表达的外源蛋白绝大部份分泌到胞外（O&Q以上），而

目前运用得最广泛的 ST"(，仅对分泌小分子量的多肽和蛋白质效果显著，如#A内啡肽

（UV%），降钙素（UW&V%）和表皮生长因子（&W&V%），对于大分子的蛋白质分泌效果不太显

著［(’］。因此利用菊粉酶的信号肽序列来构建酿酒酵母高效的分泌载体具有很大的应用

潜力。而且 CDM 信号肽的 @ 端是 H2/AF7>，在目的蛋白分泌到胞外时，酵母的内切蛋白酶

（.:13<730.+/.）能够识别 H2/AF7> 并切除信号肽。本文利用 F8D 和 FH%@ 两个基因检验用

菊粉酶信号肽构建的酿酒酵母分泌表达载体的分泌效果，细胞外的酶活都显著大于胞内，

表明克鲁维酵母的菊粉酶基因信号肽序列能够很好地将重组蛋白引导分泌到细胞外，也

表明所构建的酿酒酵母表达系统是一种高效分泌表达系统。
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本表达系统所表达的酶活较低，这主要的原因可能是原核与真核宿主对密码子的偏

好性有一定的差异，从而影响了目的蛋白的高效表达，不能完全真实地反映分泌表达载体

的效果。应考虑对基因的密码子进行优化，或用真核生物的基因和同一供体的不同基因

对分泌表达载体的分泌效果作进一步的分析研究。此外，在研究中尚未对表达条件进行

优化，也是影响酶活的原因之一。
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