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摘 要：汉森酵母（! ) "#$%&#’"()）是一类能以甲醇为唯一碳源和能源的甲基营养酵母，具有

高表达外源基因、易于高密度发酵和产业化的特点。应用 789 技术扩增汉森酵母甲醇氧化

酶（:.,;<=’( ’>?@<A. :*B）基因启动子和转录终止序列，并与汉森酵母 C.D 基因（EF(.D"）和人

血管生成抑制素基因一起重组进大肠杆菌质粒 FG74"，构建了整合型表达载体 FG:H%4，采用

C?H+ 法将 FG:H%4 转入汉森酵母 H%I（(.D），筛选出阳性转化子 ! ) "#$%&#’"() H%I（FG:H%4）。

转化子在 J7KL 培养基中培养至对数生长后期，用甲醇进行诱导表达。LCMGH 和 GNG27HKL 分

析结果证明人血管生成抑制素已获表达，表达产物分泌至培养基中。O.A,./= -(’, 结果显示重

组的人血管生成抑制素能与抗人纤溶酶原抗血清特异结合，具有免疫原性。
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以毕节酵母（*+,(+) ")-.#’+-）和汉森酵母（!)/-0/1$) "#$%&#’"()）为代表的甲基营养酵

母是一类能以甲醇为唯一碳源和能源的酵母，由于其具有高效表达外源蛋白和易于实现

高密度发酵和产业化等优点，已发展成为第二代酵母表达系统［% Q "］，特别是毕节酵母已作

为常规系统得到广泛应用，汉森酵母比毕节酵母有较好的热耐受性（前者 5$R Q !5R，后

者为 5$R），且不需甲醇诱导就能高效表达外源基因，因而比 * ) ")-.#’+- 拥有更为快速和

简便的发酵生产方法［5］，但对其表达系统的研究相对较少。血管生成抑制素（H=S?’A,<,?=）

是近年来发现的血管生成抑制因子，它通过抑制血管内皮细胞的增殖及新生血管的形成

从而抑制继发瘤的生长和转移［!］。最近发现它能抑制小鼠 C.T?A 肺癌、纤维肉瘤及人乳腺

癌、前列腺癌和结肠癌的生长［#］。本文报道汉森酵母甲醇氧化酶（:*B）启动子和转录终

止序列的克隆、表达载体的构建及人血管生成抑制素基因在汉森酵母中的表达和分泌。

! 材料和方法

! "! 菌株与质粒

大肠杆菌 2 ) ,#$+ UK% 为本室保存，汉森酵母（!)/-0/1$) "#$%&#’"()）H%I（(.D2）及含有

:*B 基因的噬菌体!!4V% 克隆由荷兰 W=?(.X./ 9.A.</+; C<-’/<,’/?DY 的 C.@.-’./ 博士惠赠，

质粒 FG74" 为本室保存，FW8:H5$ 为本室构建，FHJL4"" 由英国 G;.ZZ?.(@ 大学 GD@-./[ 博

士惠赠。



! "# 主要试剂

限制性内切酶，!" #$% 连接酶等工具酶购自 &’()*)+(,- 公司，.*, 扩增试剂盒购

自 (/0123451 6730528 公司，#$% 序列分析试剂盒为 .1/8547 公司的产品，纤溶酶原抗血清、

’.!&、#%( 等为 92487 公司的产品，!+:;.+<%!. 为北京亚辉生物工程公司生产，辣根过氧化

物酶标记的葡萄球菌蛋白 %（=,.+.1/>523%）为上海生物制品研究所研制，.*, 引物由上海

生工生物工程公司合成。

! "$ 培养基

细菌培养用 -( 培养基，酵母培养和筛选用的 ?$(、9*、?.# 及 ?.@& 培养基的配方见

文献［A］。

! "% 质粒的提取，酶解，回收，#$% 连接，转化大肠杆菌等基因操作

按文献［B］的方法进行。

! "& .*, 扩增

以 ! C "#$%&#’"() 6)D E#$% 为模板，扩增条件为第一循环变性 F"G :823，退火 HHG
I823，延伸 B;G I823；以后每个循环 F"G I823，退火 HHG I823，延伸 B;G I823，共 :J 个循

环。

! "’ .*, 产物的克隆和序列分析

.*, 产物经纯化和酶切鉴定后，克隆至质粒 K9.B; 进行测序，方法参照 .1/8547 公司

!74 !17EL 测序试剂盒提供的程序进行。

! "( 酵母转化

参照 (/4<73/M7 的方法［N］。

! ") 人血管生成抑制素基因在 ! " "#$%&#’"() %!’ 中的诱导表达

将转化子接种于 ?.&@ 培养基中，:BG振荡培养至对数生长后期，添加甲醇至终浓度

IO进行诱导，以后每隔 ;"0 添加甲醇一次。

! "* 表达产物的 @-’9% 分析

将发酵上清液按 ;J"-P孔的量加于酶标板孔中，对照孔加等体积的含空载体的培养上

清液，:BG放置 ;0，倾去样品，每孔加 ;JJ"- 封闭液，:BG放置 ;0，倾去封闭液，加 IJJ"-
IQ;HJ稀释的纤溶酶原抗血清，:BG放置 I0，用洗涤液洗三次，每次 H823，再加 IJJ"- I Q HJ
稀释的二抗+=,.+K1/>523 %，:BG放置 I0，洗三次，每次 H823，加酶反应底物 % 和 ( 各 HJ"-，

室温避光放置 IJ823，加 HJ"- ;8/RP- 的 =;9)" 终止反应，观察结果，黄色为阳性。根据颜

色深浅进行定量分析。

! "!+ 表达产物的 9#9,.%&@ 和免疫印迹分析

按 978S1//L 等［B］的方法，9#9+.%&@ 用 HO的浓缩胶，IJO的分离胶。免疫印迹分析

以羊抗人纤溶酶原抗血清为第一抗体，=,.+.1/>523 % 为第二抗体。

# 结果和讨论

# "! 6)D 基因启动子和终止子序列的克隆和序列分析

根据已发表的 6)D 基因及其 HT端及 :T端非编码序列设计引物，扩增 6)D 基因起始

密码前 N;JSK 的启动子和终止密码后 :JJSK 的终止子序列，合成启动子和终止子两对引
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物如下：

!"# 启动子引物：

$%端引物：$%&’’(()’**( )(( )’* )’’ ((’ )’* ’)) ((’&+%
!"#,!

+%端引物：$%&’’’)*’)(’*** )** *** )*( ’** *() (** )(* )&+%
$%&"

!"# 终止子引物：

$%端引物：$%&’’) )(* ’’ * (() )() (’) *)) (() )(’ (*( ’’&+%
’%(-.

+%端引物：$%&’’) ((* *’’ *’( (*’ *’’ ))( (*) )*) (*’&+%
)*+/.

然后以#0123&!"# 为模板经 4’/ 反应分别扩增出两段 56( 序列，酶切分析鉴定其

长度与预期的启动子和终止子大小一致后，分别克隆至质粒 78419，进行 56( 序列测定，

其序列与已发表的 !"# 启动子和终止子序列相同。

最后将这两段序列重组进同一质粒获得含 !"# 启动子和终止子的重组质粒 78!3+
（图省略）。

! "! 含人血管生成抑制素的表达载体 78!(#$ 的构建

从质粒 7(:;199 上用 )*+/. 和 ’,&$将汉森酵母的 <=>9 基因切下，插入 78!3+ 的

)*+/.，’,&$位点得到含 3=>9 基因的质粒 78!?39（<=>9 基因是作为筛选的标记，因为 ! @
-+&.(+/-0% (3A 是 <=>B 的，也是整合的同源序列）。然后用 $%&"和 ’%(-. 从质粒 7C’&
!(+D 上切下 !E%因子的信号序列及人血管生成抑制素基因并接到 78!?39 的 $%&"和

’%(-. 位点，即在 !"# 启动子和终止子之间，获得含人血管生成抑制素的整合型分泌表

达载体 78!(31（图略）。

! "% 人血管生成抑制素基因在汉森酵母 (#& 中的分泌表达

图 # ! " "#$%&"’"() ’#&
（()*’#$）表 达 产 物 的

+,-)’ 分析

EFG@3 ;?.8( HIH<JKFK LM =N7O=K&

KFLI 7OL,>PQ LM ! @ -+&.(+/-0%
（78!(31）

3 R $ FI,FPHQ= QFS=K HMQ=O FI,>PQFLI

LM D，39，90，+A，0TU；A FK QU= PLI&

QOL<（78!?39）MLO +AU@

用 ?F(P 转化法将整合型表达载体 78!(31 经 $%*"线性

化后半部转入汉森酵母 (3A（<=>B ），在不含亮氨酸的 8’ 培养

基中，+1V 9DDOWSFI 振荡培养 0TU，获得转化子 ! @ -+&.(+/-0%
(3A（78!(31），同时将空载体 78!?39 转化 (3A 得到 ! @ -+&.1
(+/-0%（78!?39）作为对照。将重组转化子 ! @ -+&.(+/-0%（78&
!(31）及不含人血管生成抑制素基因的 (3A（78!?39）接种于

含 3DDS? :4); 的 $DDS? 锥形瓶中，+1V 9$DOWSFI 振荡培养

至细胞进入对数生长后期（约 0TU）加甲醇至终浓度为 3X进

行诱导，此后每隔 90U 添加甲醇一次，每 39U 取样一次，进行

;?.8( 分析，结果如图 3。从图上可见诱导 90U 可检出 U()6
的分泌表达，+AU 上清液中的 U()6 含量最高，0TU 后含量开

始下降，而对照菌 -7(3A（78!?39）在相同条件下诱导 +AU 仍

呈阴性反应（无显色）；说明 U(6) 已在 -7(3A（78!(31）中表达，表达产物分泌至胞外。
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! "# 表达产物的 !"!$#$%& 和免疫印迹分析

将诱导表达 ’() 的发酵上清液透析后进行 !"!*#$%& 分析，图 +*$ 的结果显示 ,-$.(
（-!/$.0）在分子量约 123" 处有一条新的蛋白带，而对照菌（-!/4.+）以及诱导前上清在

相应的位置上没出现这条带。根据凝胶光密度积分扫描分析和蛋白含量测定，估算其分

泌量约为 125674（摇瓶发酵）。

!"!*#$%& 凝胶转移至 89 膜后，以人纤溶酶原抗血清为第一抗体进行 :;<=;>? @AB= 分

析，结果显示经诱导的工程菌 ,-$.(（-!/$.0）蛋白样品能与人纤溶酶原抗血清特异结

合。（图 +*C）

图 ! 表达产物的 %&%$’()*（+）和 ,-./-01 234/（2）分析

DE6F+ !"!*#$%&（G）G?H :;<=;>? @AB=（@）G?GAI<E< BJ ;K->;<<EB? ->BHLM=

/：#>B=;E? 5G>3;>；.：,-$.(（-!/$.0）?B?*E?HLM;H；+：,-$.(（-!/4.+）E?HLM;H；’：*,-$.(（-!/$.0）E?HLM;HF

! "5 酵母工程菌的遗传稳定性分析

将 ,-$.(（-!/$.0）与另一株自主复制型质粒的 ,-$.(（NO-/$.P）转化株分别接种于

+54 N#" 培养基中，’0Q振荡培养过夜，再将过夜培养物 R2!4 接种到新鲜 N#" 中，’0Q培

养过夜，如此连续培养两次，约经历 .12 个世代后取样涂平板，分离单菌落，随机挑起单菌

落分别点种于亮氨酸缺陷的 !9 选择培养基及 N#" 完全培养基上，’0Q培养 +H，在 N#" 上

生长而在 !9 上不能生长者即为亮氨酸基因丢失的菌落，结果显示整合型质粒整合进宿主

基因组后质粒非常稳定，丢失率接近零（2S’T），而自主复制型质粒的丢失率达到 (2SRT。
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《微生物学报》入选“中国科技期刊方阵”

近期，中国科学技术部公布了我国期刊进入“中国期刊方阵”的名单。全国共有 41L
种期刊进入了“中国期刊方阵”，其中“双高”期刊 V2 种，“双奖”期刊 0W 种，“双百”期刊 133
种，“双效”期刊 VXL 种。《微生物学报》入选“双百”期刊方阵。

“中国期刊方阵”的建设是现阶段我国期刊出版事业发展的需要，是推进新世纪我国

期刊发展的战略性举措，它将促进我国期刊“精品战略”的实施。

《微生物学报》编委会感谢各级领导的关心，感谢广大作者、读者对本刊办刊工作的大

力支持。我们将更好地贯彻国家有关办刊工作的各项政策、法规和法令，进一步提高刊物

质量，为我国的经济建设服务，为使期刊尽快走向世界做出积极贡献。
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