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酿酒酵母细胞表面工程应用研究新进展

肖朝庭 傅 衍" 田 勇
（浙江大学动物科学学院 杭州 H%$$#6）

摘 要：酿酒酵母表面展示工程是一个新兴的蛋白表达系统，由于它能进行蛋白翻译后修饰，能方便地对表达的蛋

白产物进行检测和筛选，近年来应用研究发展迅猛。它在构建全细胞催化剂、抗原I抗体库、生物吸附剂、生物传感
器、组合蛋白文库、免疫检测及亲和纯化中取得了很多新的应用，在蛋白质分子的功能研究与应用中发挥了更加重

要的作用。
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细胞表面工程是一种利用细胞内蛋白转运到膜表面的

机制和原理，把异源蛋白展示在细胞表面的生物工程技术。

它首先是在丝状噬菌体中创立的［%］，然后发展了!噬菌体、
1!噬菌体、15噬菌体、杆状病毒、酵母等多种表面展示系统。
在这些展示系统中，酿酒酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）以其能
进行对表达蛋白翻译后修饰加工、易于培养和可进行较方便

的遗传操作的优势，近 H年来在细胞催化剂、环境治理、蛋白
质文库筛选、高亲和抗体、生物传感器、抗原I抗体库构建、癌
症诊断等领域得到了迅猛发展。本文就此做一简要评述。

! 酿酒酵母细胞表面工程两种系统

根据外源目的蛋白与酿酒酵母细胞壁蛋白的融合部位，

目前已报道的酵母表面工程的应用研究分为两种展示系统：

凝集素系统（KLL(<,:>:> @=@,.8）和絮凝素系统（M(’++<(:>
@=@,.8）。
!"! 凝集素系统
交配型 9和"酵母细胞分别表达 9凝集素和"凝集素。

"凝集素由 -.!%基因编码，与 9型细胞的凝集素复合物的结
合亚基相互作用，9凝集素由两对二硫键连接的 -.-% 基因
编码的核心亚基（5#"个氨基酸残基）和 -.-#基因编码的小
结合亚基（36氨基酸残基）组成［#］。这两个亚基都是糖蛋白。

"凝集素和 9凝集素的核心亚基是由分泌信号区、活性区、富
含 N./I1F/的支撑区和糖基磷脂酰肌醇（OPQ）锚定蛋白附着信
号区组成，并主要以 *4糖基化的形式存在。"凝集素在加工
前具有 3"$个氨基酸。
根据"凝集素和 9凝集素分子水平上的信息，目的蛋白

可插入细胞壁最外面的糖蛋白层中。"凝集素展示系统的必
需的基因结构见图 %4K。"凝集素 R端（H#$氨基酸残基）含
有 OPQ锚的信号序列，被作为与目的蛋白结合的融合蛋白，
即目的蛋白作为 0端与"凝集素 R端部分融合。而 9凝集

素的分泌蛋白 KL9#S则通过两对二硫键与核心蛋白 KL9%S连
接［H，!］。目的蛋白与结合亚基 KL9#S的 R末端融合（图 %4T）。
KL9#S融合蛋白和 KL9%S在分泌途径中结合，并被转运到细
胞表面后与细胞壁共价结合。

!"# 絮凝素系统
絮凝素 M(’%S是一种新兴的展示系统，它是酿酒酵母细

胞表面类似凝集素的细胞壁蛋白，由 /01%基因编码。它富
含 04和 *4糖苷连接而形成杆状构象，在细胞表面的絮凝反
应中起着主要作用。它中部含有 %#$$氨基酸的重复区域，
折叠成长达 H$$>8的跨细胞壁的结构［"］，据此设计不同长度
的锚定蛋白。M(’%S由几个不同的结构域组成：0端分泌信号
区、絮凝功能结构域、R端 OPQ锚附着信号区和膜锚定结构
域。M(’%S絮凝功能结构域，靠近 0端，识别细胞壁中的"甘
露聚糖组分并与之非共价结合，引起细胞聚集成可逆性絮状

物（;(’+@）［3］。
目前，已经形成了两种类型的絮凝素展示系统（图 %4R，

U）。一是 OPQ系统（图 %4R）。包括 3种由 M(’%S的 R端构建
的细胞表面展示系统，它们都含有 OPQ锚附着信号区，长度
分别是 !#，%$#，%!3，H%2，!#2，和 %H#3 个氨基酸残基，其中

!#2和 %H#3 氨基酸残基长度的系统展示的酶活性最好［"］。
根据目的蛋白的特性和实验目的确定截去 M(’%S肽段的长
度，然后，目的蛋白的 R端融合到锚定序列上。相反，第二个
系统是利用 M(’%S的絮凝结构域的黏附能力创建一个表面展
示系统。它包括 M(’%S的絮凝结构域（图 %4U），即 MN和 MV蛋
白，它们分别由 M(’%S的 % W %$66和 % W %!!5氨基酸组成，含
有一个分泌信号区和目的蛋白插入位点［3］。目的蛋白的 0
端与 M(’%S的絮凝功能域融合，融合蛋白通过它的絮凝功能
结构域与细胞壁的甘露聚糖链的非共价相互作用而诱导细

胞粘着。



图 ! "种不同的酵母表面展示系统原理示意图
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# 酿酒酵母细胞表面工程的新应用

基于上述两种展示系统，近 =年来已研究出一些功能更
强大的酵母展示株系，开发出很多前景诱人新的应用领域。

#$! 展示淀粉分解酶、纤维素分解酶及其结合域
#$!$! 淀粉分解酶：已经构建的展示葡糖淀粉酶的絮状酵
母（3-1’’.-)2, 4)+/,）! $ "#$#%&’&(#株系 >!?@A（原 >!?@A株系属
色氨酸营养缺陷型，不能分泌葡糖淀粉酶，细胞表面未展示

葡糖淀粉酶时，不能利用可溶性淀粉碳源），用于以可溶性淀

粉为原料生产乙醇，具有很高的生产率，并且在乙醇发酵过

程中保持絮凝（3-1’’.-+,"12）的能力。但是，由于缺乏!淀粉
酶，在补料分批发酵的过程中不溶淀粉的组分就会聚集。因

此，构建两种能共表达葡糖淀粉酶和!淀粉酶的新的重组酵
母株系，首先分别构建能进行细胞表面表达和分泌表达嗜热

脂肪芽孢杆菌（)("&**+’ ’,#($-,.#$/-0.&*+’）的!淀粉酶的质粒，
然后把这两种质粒分别转入絮状酵母株 >!?@A〔该株系细胞
里已构建有能表面表达米根霉（1.&2-0+’ -$32(#）葡糖淀粉酶
的质粒〕。结果表明，这两种展示表达或分泌表达!淀粉酶
的酵母株系均能高效地提高以淀粉为原料生产乙醇的生产

率［A］。进一步构建葡糖淀粉酶淀粉结合结构域（&9;）突变子
的酵母展示株系，实验得出含有氨基酸残基 ;、B、C、<组合
的突变 &9;的葡糖淀粉酶的降解能力是野生型的 %DE倍［F］。
#$!$# 纤维素分解酶：酵母不能直接利用纤维素物质。基
于!凝集素的 : 端，先构建了共展示内切葡聚糖酶"
（B251#-.’+2+/)，BG"）和#葡糖苷酶 %（#8#-.’1/"5+/) 9GH%）的
酵母株系，这种酵母能在以#葡聚糖作为单一碳源的合成培
养基上生长，#葡聚糖在酵母细胞表面被水解为葡萄糖，并很
快被胞内酶转化为乙醇。以克衡量每克碳水化合物生产乙

醇的最终产量是 @DEF#，相当理论产值的 I=D=J［I］。而后构
建 的 共 展 示 9GH%、BG " 和 纤 维 二 糖 水 解 酶
（:)--1K"1(4501-+/)/，:9L）的展示酵母能直接降解无定形纤维

素，每克碳水化合物乙醇产量为 @DEM#，相当于理论值的
FFDMJ［%@］。开发应用这种集纤维素水解和发酵于一身的酶
展示酵母株系，将对发酵工业的发展无异于一场革命。

#$!$% 展示纤维素结合蛋白：在酿酒酵母（! $ "#$#%&’&(#）细胞
表面分别表达一种木霉（ 4$&".-5#$/( $##’#&）的两种编码纤维
二糖水解酶 :9LN 和 :9L"的纤维素结合结构域（:9;）基
因，同时也构建了两个串联排列的 :9;%和 :9;?融合基因，
在细胞表面表达两种 :9;/。表达 :9;%和 :9;?的两种酵母
展示细胞的 :9; 具有相似的结合纤维素的能力，而表达
:9;%和 :9;?融合蛋白的酵母细胞比单表达 :9;的酵母细
胞具有更强的纤维素的结合力［%%］。

展示酵母细胞的结合率主要依赖于展示在细胞表面的

:9;分子多少。有 :9;和突变 :9;酵母展示细胞可用于分
析 :9;与纤维素的结合机制。而构建共展示 :9;和靶酶的
酵母细胞，将可以实现在纤维素滤器上构建连续的或多步酶

反应的生物反应器系统。

#$# 展示脂酶
脂酶（例如：三酰甘油酰基水解酶 B: =D%D%D=）具有广谱

催化活性，能在底物与水或非水有机溶液中完成酯键水解、

转酯和合成酯键等功能，广泛用于食品、化学、医药和洗涤剂

生产等的工业加工中。这种脂酶活性被认为是于含六氨基

酸残基（!O&7NP）的盖子结构有关［%?］已经发展了分别利用凝
集素和絮凝素系统的酵母脂酶展示株系。

#$#$! 凝集素系统：已经构建的展示在酵母细胞壁上的腐
质霉属（6+/&"-*(）脂酶和镰孢霉属（7+’($&+/）角质素分解酶
表现出一定的分解对硝基苯丁酸的酶活性，但是不能分解橄

榄油［%=］。这是由于结合在酶分子上的脂肪分子阻断了酶的

活性。对根霉属（1.&2-0+’）脂酶的 =;结构分析表明酶活性
部位在近 :端区。米根霉（1.&2-0+’ -$32(#）的脂酶（OQH）活
性是由间隔肽调节的。间隔肽是由大量的含 &)0RG-4重复序
列的肽段构成，具有亲水性和构象的易变性，处在 OQH 和
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!凝集素的!端间。插入间隔肽增加酶活性，并且间隔肽越
长水解甘油三油酸酯的活性就越大。由于 "#$的脂肪酸结
合位点定位在!凝集素的 !端附近，间隔肽的插入有利于
"#$%!凝集素融合蛋白为底物的进入提供一个空间［&’］。
!"!"! 絮凝素系统：为进一步提高酶的靠近絮凝素 !端的
活性部位活性，发展了一种基于 ()*&+絮凝功能结构域的新
系统［,］，(-和 ($蛋白与前 "#$（./*"#$）蛋白的 0端融合。
由于它与细胞壁是非共价结合的，这两种表面展示的融合蛋

白 (-./*"#$和 ($./*"#$都能被 -1-抽提。这个新的展示系
统，展示的脂酶活性比 2.3展示系统高很多。./*"#$酵母展
示系统还被证明在有机溶液能有效的完成对映体选择性转

酯基作用（456578*9:):;78<: 7/659:97:/8=8;678*5）［&>］。
!"# 展示金属结合蛋白
细胞对金属离子的耐受性或敏感性是影响金属污染治

理最重要的因素。融合编码 ,个组氨酸残基和编码!凝集
素 !末端的基因，新的酵母株系展示的蛋白能鳌合二价的
!?@ A，08@ A 等。它的铜离子吸附能力提高了 B C D 倍。用
41EF处理，可以回收大约一半的铜离子，并且不需裂解细
胞。进一步构建的能同时展示金属硫蛋白和六组氨酸的串

联融合蛋白酵母展示株系，它的 !G@ A 表面吸附能力和用
41EF螯合 !G@ A 的回收率比单纯展示六组氨酸酵母细胞更
强，而且也大大优于大肠杆菌［&,］。

但是，为获得这种实用的酵母细胞，通常需要离心。构

建一种共表达 2E-&（编码锌指转录因子的基因）和 ,组氨酸
寡肽基因的表面展示酵母株系。这种株系具有铜离子诱导

启动子，而且只要环境中存在 HI&"J*)%$ 铜离子就能诱导细
胞聚集，并且不影响铜离子的吸附功能。所以具有吸附铜离

子和自我聚集的双重功能［&K］，既提高了吸收效率，又简化了

回收过程。

!"$ 生物传感器
融合报告蛋白基因和启动子基因，构建一种能感知细胞

内外环境条件的新型自我感知酵母细胞。热带假丝酵母

（!"#$%$" &’()%*"+%,）的启动子 L."M3!$（ 39*;87/67: )N69: O:5:
?+97/:6J /:O8*5）在酵母细胞中也具有功能，蓝色荧光蛋白
（P(.）是一种报告基因，它是绿色荧光蛋白（2(.）的变体。同
时构建具有 BM磷酸甘油醛脱氢酶（2F.1Q）启动子和 L."M3!$
启动子的酵母，前者与 2(.的基因融合，后者与 P(.的基因
融合。结果得出，高浓度葡萄糖的培养基中表达绿色荧光蛋

白（2(.），而葡萄糖被消耗时，则表达蓝色荧光蛋白（P(.），依
荧光的不同就能检测细胞内外葡萄糖的耗尽程度［&D］。

同样用来自酵母的 .Q#>启动子和 R4.@启动子来监测
营养物质浓度。前者是分泌性酸性磷酸酶 .Q#>基因的上游
序列，它的转录活性受胞外无机磷酸浓度的调控，即在高磷

培养基中被抑制，低磷浓度培养基中去抑制。后者是一种铵

离子转运蛋白基因（R4.@）的上游序列。在谷氨酸、天冬氨
酸、铵等氮源存在时，这 B种 R4.的基因受到抑制，在贫氮
时，R4.@表达量较 R4.&和 R4.B表达量大得多。绿色荧光
蛋白的变体 4!(.（45S65;:G ;N65 T)?: =)?*/:9;:57 +/*7:85）和
4U(.（45S65;:G N:))*V =)?*/:9;:57 +/*7:85）也被用做报告蛋白。
流式细胞仪分析表明，展示在酵母细胞表面的 4!(.和 4U(.
的荧光强度反映了磷离子或铵离子的浓度［&W］。

这种应用不同启动子构建的新的非损伤性鉴定环境变

化的细胞表面工程系统，可以在不破坏细胞的前提下，构建

能独立感知胞外环境条件和胞内物质浓度的智能细胞，通过

测量发出荧光的强度，能在单个细胞水平进行检测，可以实

现不同生物处理系统的计算机智能控制。

!"% 在免疫学中的应用
在免疫学中，在原来报道的展示乙肝病毒表面抗原开发

口服疫苗、E细胞受体（E!"）的配体和单链 E细胞受体（E!"）
的应用研究后，最近又报道了展示抗体 (6T片段和单链抗体
可变区片段（9;(<）的工程酵母。
!"%"& 抗体 (6T片段：把编码 (6T 片段的轻链基因串联在
!凝集素的!端表达，而 (6T重链的 (G片段基因编码的蛋白
则以分泌蛋白表达。在酵母表面 (6T片段的轻链和重链通
过二硫键在相互结合，它在抗体催化反应中表现出的很高的

稳定性和反应活性［@H］。在此之上，已成功地把 (6T的轻链和
重链基因分别转入两个载体中，在两个酵母株系中分别表

达，然后通过这两种酵母的结合，重新组合成 (6T［@&］。这种
方式极大地简化了构建大的抗体库的过程。这种方法结合

易错 .!" 可获得的人 (6T 酵母展示文库多达 > X &HW 克
隆［@@］，并且大大提高了 (6T的多样性。
!"%"! 单链抗体可变区片段（9;(<）：在抗体治疗中，关键是
能快速低花费地获得高特异性和高亲和力的抗体。单链抗

体可变区片段（9;(<）选择性地与 E细胞表面的 !1B#、!1@D和
!1&>@（!E$FM’）结合，能调节 E细胞的活性［@B］。酵母细胞表
面展示系统在展示 9;(< 和提高抗体的亲和力与稳定性方面
是很有效的［@’］，在筛选大组合 9;(<文库有许多优点，与荧光
激活细胞分类技术（(F!-）结合运用可快速定量地分离具有
目的特性的稀少克隆。另外，固相捕获方法，如磁分离，也能

方便高效地从大表面展示细胞库中分离靶细胞［@>］。

进一步研究发现，通过酵母展示 9;(<的结合反应，发现
Q?5785O785蛋白的氨基端只与 9;(<的可变轻链结构域结合，
以此开发出抗 Q?5785O785蛋白的人单可变轻链结构域细胞内
抗体［@,］，为治疗亨特氏综合症发展了一种新的途径，并且也

为开发研究细胞内靶蛋白的胞内抗体提供新的方法。

!"%"# 其他：胞外蛋白的单个结构域在配体%受体反应和抗
体结合识别中具有重要功能，通过酵母表面展示表皮生长因

子受体（42("）片段，可以在结构域水平描绘出抗体的抗原
决定簇的分布［@K］。这个方法克服了以往分析过程需要表达

和提纯可溶性蛋白的繁杂。结合随机突变，找到 42("中与
单克隆抗体（JFT）结合中关键氨基酸，可从氨基酸残基水平
确定不连续和热变性单克隆抗体结合抗原决定簇［@D］，从而更

精确地确定抗体的抗原决定簇的分布。

主要组织相溶性复合体（RQ!）结构复杂，不同种类稳定
性变化很大，为深入研究带来难度。把单链形式 RQ! 与
FO6M@融合在酵母表面表达，表达的蛋白复合物能被相应的 E
细胞受体和抗体识别，并能直接刺激幼稚 E 细胞产生
!1,W［@W］。这为RQ!复合蛋白的直接进化和细胞免疫研究提
供了方法。

Q!Y非结构蛋白 B（0-B）编码丝氨酸蛋白酶，参与病毒
多聚蛋白翻译后加工，为病毒复制所必需。为将来筛选 0-B
区抗原表位，构建了 Q!Y0-B基因片段酵母展示文库，并用
(F!-检测到有 @HZ的细胞表面表达了融合蛋白［BH］。在研究
人衰变加速因子（1F(）时，得出酵母细胞表面展示的 1F(可
正确折叠，并表现出 1F(分子的补体抑制活性［B&］。在研制
’价登革疫苗时，利用酵母细胞表面表达登革 @型病毒 ’B株
（1@M’B）的 4基因，间接免疫荧光法和 (F!-检测发现，展示 4
蛋白的酵母细胞百分数达到 @@IHKZ［B@］，为获得高效价登革
’价疫苗提供了新的平台。
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!"# 构建组合蛋白库
由于蛋白结构与功能之间缺乏定量的和数值上的联系，

用诱变手段改变蛋白分子特性的潜力是有限的。已经越来

越多地采取构建随机突变组合库，然后从中筛选出目的蛋白

的方法。随机酵母表面组合蛋白库可由易错 !"#、构建酵母
多拷贝盒式载体（$%&&’((’ )’$(*+）等手段构建而成。这种方法
产生一些不同于天然氨基酸组成的“异常片段”或“异常蛋白

质”［,,］。例如，已经从展示这种组合文库的转化体中筛选出

耐 -.壬烷的酵母株系，它在涂有壬烷的培养基中能非常好地
生长。这种耐受性被证实是与展示在酵母细胞表面的随机

蛋白相关的。遗传分析表明有一个 /0123的片段符合读框
地（4-.5+%6’）插入了多拷贝盒式载体。插入的蛋白片段是亲
水的，使这种克隆具有与耐异辛烷突变体具有相似的表面特

征。这表明酵母细胞的有机溶剂耐受性可能与细胞表面的

结构和功能有密切的关系。另外，通过易错 !"#构建脂酶展
示文库，能简便地筛选出功能脂酶［,1］。总之，构建酵母展示

组合蛋白文库，为筛选新的表型和功能蛋白的研究提供了一

种模式。

!"$ 免疫检测和亲和纯化
!"$"% 癌症检测：目前癌症血清学分析常用的噬菌体展示、
7’&(’+- 28*(和 9:;<=等方法不能在蛋白质天然状态下进行
检测。酵母表面展示的抗原（#’$*624-%-( %-(4>’- ’?3+’&&4*- *-
@’%&( &A+5%$’ #=B<）蛋白能进行接近天然状况下的折叠，在与
结肠癌病人的血清反应比较得出，在检测 CB.9<D.E的抗体
时，#=B<显示出至少与 7’&(’+- 28*(和 9:;<=同等的特异性
和灵敏度，而在检测 <<F/的抗体时，#=B<较 9:;<=或噬菌
体展示具有更高的检出率［,G］。这种方法将会鉴定出能进行

翻译后修饰或形成构象表位后才产生免疫应答的肿瘤抗原。

这是对传统的 <9#9F（ <’+*8*>4$%8 %-%8@&4& *5 %-(4>’-& 2@
+’$*624-%-( ’?3+’&&4*- $8*-4->）检测方法的突破。
!"$"! 检测和提纯 ;>H：利用!凝集素的 "末端，构建新的展
示来自金黄色葡萄球菌（!"#$%&’()())*+ #*,-*+）（<!=）I结构域
的酵母株系。利用展示 II 蛋白的酶联免疫吸附测定
（9:;<=）和夹心式酶联免疫吸附测定（&%-JK4$L 9:;<=）技术能
检测出 E M EN->O6:的 ;>H和抗原（例如人血清清蛋白）。这
些检测系统具有很宽的检测范围，并且可通过调节细胞数和

与底物酶（辣根过氧化物酶）的反应时间来改变检测范围，已

经成功的用于从血清里亲合提纯 ;>H［,P］。
这些结果表明，展示 II蛋白的酵母细胞可能会为免疫

测定和亲合纯化提供一个新的具有遗传再生的全细胞免疫

吸附剂。

另外，在研究内分泌作用机制时，有人构建了展示一种

鼠雌激素受体的酵母株系，可用于筛选或去除环境中与雌激

素受体的天然配体类似化学分子［,0］。这种分析方法为内分

泌研究提供了新的思路。

& 问题和展望

噬菌体和细菌展示系统具有较高的转化率，但它表达片

段长度有限，且不能完成真核细胞中蛋白翻译后加工过程。

虽然酵母细胞中载体数量和转化率相对较低，但可克隆较大

外源蛋白，能对表达的外源真核生物蛋白质进行有效的折

叠、糖基化和形成二硫键，而且所展示的蛋白是与细胞壁上

的葡聚糖共价结合的（Q8*E3C端絮凝功能结构域展示系统除
外），可以耐 <R<抽提。同时，酵母生产快，容易培养，展示蛋
白在细胞表面是稳定的，只要它的基因存在于细胞里，就能

稳定地在子代细胞中表达。而且，表达的蛋白可用荧光激活

细胞分选仪（Q="<）进行灵敏而方便地检测和筛选。酿酒酵
母也符合食品和医药的生产和加工的安全要求。因此，近年

来酵母表面工程的应用得到了迅猛发展。

但目前这个系统还存在一些问题，例如酵母蛋白的分泌

成熟过程和其他真核细胞存在一定的差异，一些表达的蛋白

还不能达到天然活性，表达量也不够，而且在生产过程中产

生的酒精往往会抑制酵母的持续生长等，但相信随着这项技

术的发展和完善，在开发新的展示蛋白的酵母株系的同时，

会进一步提高现有的展示蛋白的特异性、稳定性、表达量和

活性，克服生产过程中的难题，这项技术也将在蛋白质分子

研究方面发挥更加重要的作用。
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