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摘要:巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)由于能高效表达正确折叠加工的外源蛋白而成为目前最具应用前景
的表达宿主。但随着对大量不同外源蛋白在毕赤酵母中分泌表达的研究发现，并不是所有蛋白均能高效分
泌表达，这严重限制了毕赤酵母这一表达系统的推广应用。相关研究发现，外源蛋白在内质网中的聚集是限
制酵母分泌表达外源蛋白的主要因素，因此近年来开始尝试通过基因操作改良毕赤酵母表达外源蛋白的能

力。本文综述了这一领域的研究进展。
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毕赤酵母作为目前广泛用于表达外源蛋白尤其

是人源蛋白的重要宿主，拥有诸多优点:相比哺乳动

物细胞，毕赤酵母的培养方式更简便，线性化的外源

DNA 通过同源重组的方式可以高效整合到酵母基
因组中获得稳定遗传的菌株，并且通过高密度培养

可以大幅提高蛋白表达量;毕赤酵母本身是真核生

物，表达蛋白能够经过正确折叠和翻译后修饰而具

有生物活性
［1］;此外，毕赤酵母可以甲醇为单一碳

源，在 AOX 启动子的严密调控下高效分泌表达外源
蛋白
［2］。截止到 2005 年，已有超过 500 个基因在毕

赤酵母中得到成功表达
［1］。

然而随着大量不同外源蛋白在毕赤酵母中的表

达，发现毕赤酵母对不同外源蛋白的表达量差异较

大
［3］。在过去 10 年，酵母等真核表达系统中药物蛋
白的产量通过高密度培养增长了近百倍，但在细胞

水平蛋白表达量并没有得到显著提高
［4］。因此，迫

切需要通过基因操作手段在细胞水平提升毕赤酵母

这一广泛使用的真核表达系统的蛋白表达量。

已有的研究主要关注于外源蛋白的分泌表达与

基因拷贝数
［4］，信使 RNA 含量［5］等因素之间的关

系。然而最近的研究发现，外源蛋白的分泌表达量
低往往是其在内质网中的聚集造成的

［6］。通过采
用不同启动子或增加基因拷贝数的策略来增强毕赤

酵母表达外源蛋白，相当含量的外源蛋白仍然滞留

在胞内而未被分泌表达
［7］。大量研究结果表

明
［8 － 10］，初生多肽链在内质网中的折叠、加工以及
囊泡运输等过程常常是影响外源蛋白分泌表达的限

速步骤。但目前对外源蛋白在分泌途径中加工修饰
的分子机制的了解还十分有限。国内外针对蛋白折
叠加工相关过程进行遗传改良的研究处于初步探索

阶段，仅见 Schrder 等［4］对真核细胞加工折叠外源
蛋白分子机制的综述。结合本实验室药物蛋白表达
过程中的相关初步研究，本文对基因工程增强巴斯

德毕赤酵母表达外源蛋白能力的最新研究进展进行

简要综述。
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1 主要的内质网驻留蛋白及其折叠加
工外源蛋白的分子机制

内质网腔是将分泌表达蛋白折叠成天然构

象，并对不正确折叠构象蛋白进行严格筛选的主

要场所
［11］。内质网驻留蛋白包括 3 类:折叠酶、分

子伴侣和凝集素伴侣。几种主要的内质网驻留蛋
白对多肽 /蛋白质的折叠加工分子机制如图 1 所
示。

图 1 酵母内质网中主要驻留蛋白折叠加工外源蛋白分子机制的示意图
Fig． 1 Schematic representation of protein folding，quality control，degradation and secretion in yeast． Chaperone BiP could bind with nascent peptide，

and facilitate the folding progress by consuming ATP; Foldase PDI further accelerates the protein folding process by formation of correct disulfide bonds

mediated in a cycle of Pdi and Ero1; Nascent glycoproteins are bound by calnexin and mediated to correct folding and processing of the N － glycans．

Correctly folded and processed proteins are released to transport vesicles，while failed folding leads to binding by the BiP complex and targeting to ERAD．

驻留于内质网的分子伴侣 BiP 会与初生多肽链
结合，通过屏蔽未折叠区域与邻近蛋白的相互作用

来辅助蛋白质折叠。属于 HSP70 分子伴侣家族中
的 BiP 主要作用于初生多肽链并促进其向内质网的
转运
［12］。具有活性的 BiP 需要通过水解 ATP 再生，

因而蛋白的折叠是一个消耗 ATP 的过程［13］。另
外，BiP 和另一种 HSP70 分子伴侣 Lhs1p 会协同促
进各自的活性。Lhs1p 是 BiP 的一个核苷交换因
子，BiP 则会激活 Lhs1p 的 ATPase 活性［14］。HSP90
分子伴侣也需要消耗 ATP 发挥作用并受到多种辅
分子伴侣的调控。这些辅分子伴侣可以将底物装载
到 HSP90 分子伴侣上、辅助蛋白的折叠以及将底物

靶向到降解途径中
［4］。

折叠酶类中的二硫键异构酶(PDI)主要负责催
化加速对蛋白质的进一步折叠。PDI 具有二硫键依
赖和非依赖的分子伴侣活性

［15］，负责二硫键的形成

和异构化。二硫键的形成需要氧化型 PDI 的再生，
这一过程主要由黄素腺嘌呤二核苷酸( FAD)依赖
的氧化酶 Ero1p［16］或 Erv2p［17 － 18］

催化，最终的电子

受体是分子氧
［16，18］。二硫键的异构化则不依赖

Ero1p 氧化酶，还原性的谷胱甘肽可以提供还原力
打开错误形成的二硫键

［4］。
凝集素伴侣(Calnexin)则主要参与了糖蛋白的

折叠和初步的糖基化修饰过程，只有正确折叠和装
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配的糖蛋白会被转运到高尔基体进行进一步的糖基

化修饰，最终转运到细胞外或其他细胞器。而错误
折叠或聚集的蛋白则通过内质网的一套检测系统被

识别，重新转运到胞质或蛋白酶体中进入内质网相

关的降解途径(ERAD)［19］，以避免其对蛋白折叠系
统造成毒害。

2 内质网驻留蛋白的遗传改良

由于内质网具有对蛋白质进行折叠加工以及严

格筛选的复杂机制，该过程常常成为分泌表达外源

蛋白的限速环节。目前，共表达分子伴侣和 PDI 等
基因是对内质网驻留蛋白进行遗传改良的主要策

略。
共表达酿酒酵母的 BiP 基因(Kar2)可以促进毕

赤酵母分泌表达外源蛋白
［20］。但共表达 BiP 对改

良宿主分泌表达外源蛋白的能力常常存在较大差

异。BiP 的共表达甚至对外源蛋白表达造成负面影
响，比如，共表达 BiP 反而降低了葡萄糖氧化酶的表
达量
［21］。过表达 BiP 可能导致其辅分子伴侣 Lhs1p

或内质网腔内的 ATP 含量等成为限制因素，而过多
的 BiP 已不能发挥分子伴侣活性，从而使蛋白进入
ERAD 途径而被降解。BiP 参与内质网功能的多个
方面，并与多种其他分子伴侣间存在相互作用。因
而共表达 BiP 的同时再共表达辅分子伴侣能够更有
效的提高外源蛋白的分泌表达

［22］。共表达酿酒酵
母 BiP 和 PDI 基因的结果表明，同时共表达 BiP 与
PDI 的细胞分泌 scFV 的量最高。并且 BiP 和 PDI
似乎与新合成的 scFV 在折叠过程的不同阶段相互
作用，推测 BiP 主要辅助未折叠或部分折叠 scFV 的
转运和保持折叠状态，而 PDI 通过它的二硫键催化
或异构化活性促进 scFV 的折叠［23］。
共表达 PDI 可能对富含半胱氨酸外源蛋白的分

泌表达有显著促进作用。 Inan 等［8］在表达富含半
胱氨酸的美洲板口线虫(Necator americanus)分泌性
蛋白(Na-ASP1)时发现，共表达 PDI 可以有效提高
多拷贝菌株分泌表达该蛋白能力。共表达 PDI 不仅
显著提高了富含半胱氨酸的分泌性人白细胞蛋白抑

制剂(SLPI)的表达量，并且表达产物形成了正确的
三级结构而具有更高的活性

［24］。共表达酿酒酵母
的 PDI 基因(ScPDI)也可显著促进不含半胱氨酸残
基的外源蛋白的分泌表达，这表明 PDI 也可能通过

其分子伴侣活性促进外源蛋白的分泌表达
［25］。

内质网中的多种驻留蛋白都对蛋白质的正确折

叠有不同程度的贡献。有研究分析了组合共表达不
同内质网驻留蛋白对毕赤酵母分泌表达外源蛋白的

影响
［26］。结果显示，共表达单个分子伴侣使外源蛋

白的分泌表达量增加 4 － 7 倍，但组合共表达不同分
子伴侣则进一步提高了外源蛋白的分泌表达量，表

明不同分子伴侣可能存在协同促进作用。

3 未折叠蛋白响应 (UPR)及对其信
号转导途径的操纵

表达分泌性外源蛋白常常使细胞内积累大量未

正确折叠的蛋白，大量未折叠蛋白在内质网的滞留

会对内质网造成胁迫。作为一种自我防御机制，受
到未折叠蛋白胁迫的细胞会产生未折叠蛋白响应

(UPR)。
目前发现酵母中 UPR 的信号途径主要是 IRE1

调控的 HAC1 途径［27］，其信号转导的分子机制如图
2 所示。单次跨膜的丝氨酸 /苏氨酸激酶 IRE1
( inositol-requiring enzyme 1)具有位于内质网腔的二
聚化结构域，以及位于胞质中的蛋白激酶活性和内

切核酸酶活性结构域
［28］。当内质网中积累大量未

及时折叠的蛋白时，大量 BiP(Kar2)与驻留在内质
网膜上的 IRE1 解离，IRE1 感知这种胁迫信号并由
单体结合为二聚体。二聚化的 IRE1 通过其激酶结
构域的一种罕见的自磷酸化作用，激活其内切核酸

酶结构域针对特异性底物(HAC1 mRNA)的内切核
酸酶活性

［28］。IRE1 对 HAC1 mRNA 进行两次切割
将其中的内含子序列切除，剪接获得的 mRNA 编码
UPR 靶基因的转录激活因子(Hac1p)。翻译获得的
Hac1p 通过与 UPR 靶向基因的 UPR 顺式作用元件
(UPRE)结合激活下游靶基因的转录。

UPR 调控的下游靶基因除了包括内质网驻留
的各种分子伴侣(BiP /KAR2，LHS1，FKB2)和折叠
酶(PDI1，EUG1，ERO1)基因、ERAD 相关基因，还包
括参与肌醇合成途径以及膜的生物合成相关基因、
蛋白质糖基化作用相关基因

［29］，因而未折叠蛋白响

应有着广泛的调控作用。目前认为 UPR 调控的下
游基因会产生 3 种生理效应［28］:1 短期适应:通过
减少蛋白质的合成以及向内质网的转运，减少进入

内质网腔的未折叠蛋白量。2 长期适应:通过激活
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内质网内参与蛋白折叠加工等酶类的基因转录，增

强内质网处理未折叠蛋白的能力。3 细胞凋亡:如
果前两种适应性调整仍不能重建蛋白折叠系统的平

衡，最终导致细胞的凋亡。

图 2 酵母中未折叠蛋白响应(UPR)信号通路示意图［27］

Fig． 2 The unfolded protein response in the yeast． Upon ER stress，BiP (Kar2) dissociates from Ire1p which causes dimerization of Ire1p in the ER

membrane． Dimerization causes transautophosphorylation of the kinase domain (K) and simultaneous activation of the endoribonuclease (R) activity．

Activation of Ire1p initiates an unconventional mRNA splicing reaction． Hac1p could be translated from the spliced HAC1 mRNA，and bind with

UPRE and activate target genes coding for chaperones，foldases，lipid synthesis etc．

如何通过激活 UPR 来增强细胞分泌表达外源
蛋白能力是近年的研究热点。通过共表达 HAC1 对
UPR 信号途径进行操纵，有可能提高内质网处理未
折叠蛋白的能力，增强细胞分泌表达外源蛋白的能

力。过表达 HAC1 基因可以使酿酒酵母中内源转化
酵素的表达量显著增加

［30］。过表达剪接形式的成
熟 HAC1(HAC1 i ) 可诱导多种分子伴侣的表达，使

rHSA、GM-CSF 和铁传递蛋白( rTf)在酿酒酵母中的
分泌表达量都得到不同程度的提高

［22］。毕赤酵母
中共表达酿酒酵母的 HAC1 基因也可以使某些外源
蛋白的表达分泌量得到一定程度的增加

［31］。然而，
由于 UPR 调控的效应基因涉及蛋白质折叠分泌的
多个环节，需要对 UPR 靶向基因的调控网络进行更
深入的解析，从而更有针对性地操纵 UPR 信号通
路，增强内质网折叠加工外源蛋白的能力。

Guerfal 等［27］最近克隆了毕赤酵母的 HAC1 基
因并分析其剪接位点发现，毕赤酵母中 UPR 可能被
组成性的激活。通过组成型启动子(PGAP)和诱导型

启动子(PAOX)过表达毕赤酵母 HAC1 基因对增强外
源蛋白的分泌表达效果也有差异，诱导表达 HAC1
基因的菌株分泌表达外源蛋白 mIL-10 的效果更
好
［27］。这些结果表明，毕赤酵母和酿酒酵母在表达
外源蛋白过程中应对未折叠蛋白胁迫的机制存在一

定的差异。过表达 HAC1 基因能否显著提高毕赤酵

母分泌表达外源蛋白的能力，有待于分析更多外源

蛋白的分泌表达来确认。采用何种启动子共表达
HAC1 基因更有利于提高外源蛋白的表达量也值得
进一步研究。

4 结合高通量实验技术和生物信息学
手段增强外源蛋白的分泌表达

目前通过基因工程提升外源蛋白表达量的关键

在于找到分泌途径相关的主要限速环节的靶基因。
通过共表达分子伴侣以及操纵 UPR 信号途径增强
不同外源蛋白的表达，结果常常有较大差异

［30，32］。
在基因组或转录组等组学水平，从更大尺度范围进

行高通量的筛选，为获得能普遍增强外源蛋白表达

的靶基因提供了可能。
Gasser 等［33］采用亲和捕获辅助的转录分析

( transcript analysis with aid of affinity capture，TRAC)
技术对 UPR 响应的靶基因进行筛选发现，除了 BiP
和 PDI 已知的 UPR 靶基因以外，ERO1、凝集素伴侣
Calnexin 以及 SEC31 等基因表达也显著上调，暗示
这些基因在增强外源蛋白表达过程中的潜在作用。
通过 DNA 芯片技术对毕赤酵母表达外源蛋白时所
有差异表达基因进行筛选，最终获得了 6 个能够不
同程度(1. 2 － 2. 5 倍)促进抗体 Fab 片段分泌表达
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的新基因
［9］。这些基因除了编码分子伴侣，还包括

参与蛋白转运、液泡膜 ATPase 亚基以及胞吐作用相
关蛋白激酶的编码基因。通过进一步的共表达分
析，有望明确这些基因是否对外源蛋白分泌表达的

促进作用。
随着毕赤酵母基因组序列的公布

［34］，相继有研

究者构建了表达不同外源蛋白的毕赤酵母基因组尺

度的代谢模型
［35 － 36］。利用这些代谢模型，结合计算

机模拟技术，可以系统性的筛选鉴定外源蛋白表达

过程中的限速环节
［36］。计算机模拟技术将会提升

我们在细胞状况发生改变(基因修饰、表达外源蛋
白或环境变化)时，从代谢系统的大背景来综合考

虑和预测酵母细胞生理活动的能力。因而，通过整
合计算机模拟技术和各种高通量实验获得的数据

(基因组学、转录组学以及代谢组学等)将有助于从
整个系统水平确认外源蛋白表达过程中的限速环

节。最近 Stadlmayr 等［37］开发了一种结合荧光激活
的 细 胞 分 选 ( fluorescence activated cell sorting，
FACS)技术和 DNA 芯片技术发展而来的基因组水
平的文库分选分析技术( Genome-Scale Analysis of
Library Sorting，GALibSo)，试图筛选到能够促进外源
蛋白表达的基因。实验表明，在毕赤酵母中共表达
这类基因可以不同程度地促进外源蛋白 ( Fab，
Fab2F5 及胰蛋白酶原)的分泌表达。

5 展望

毕赤酵母兼具大肠杆菌等原核表达系统的“高
效”和真核表达系统的“优质”两个优势，是表达各
种药用蛋白较理想的平台。本研究小组已将人血清
白蛋白(HSA)基因分别与多种药物蛋白( IFNα2b，
IFNβ 和 GLP-1)基因融合并尝试在毕赤酵母中分泌
表达。研究中发现，采用相同的载体和宿主表达系
统，在各自优化的细胞培养和表达条件下，各种融合

药物多肽 /蛋白的分泌表达量都表现出相当的差异。
即使是同一种药物多肽，当其和 HSA 的连接方式发
生改变(即将其接入 HSA 的 N 端或 C 端)，其表达
量也表现出明显的差异。因此，我们认为并非毕赤
酵母对不同外源蛋白有“歧视”，而是不同外源蛋白
分子结构的复杂程度有差异，造成宿主在分泌表达

其天然构象的活性分子过程中难易程度有差异。如
何从细胞水平改善毕赤酵母分泌表达外源蛋白的能

力将是未来研究的重要方向。而外源蛋白的成功表
达涉及基因转录、翻译、蛋白折叠加工、囊泡运输等
分泌表达过程的多个环节，是一个精细调控的复杂

系统。在对蛋白分泌表达的分子机制进行深入研究
的同时，更应从整个系统水平综合考虑各种限制因

素，通过基因工程对蛋白的分泌表达途径进行系统

性的优化。后基因组时代快速发展的各种组学分析
手段，也许会对改良毕赤酵母表达系统带来全新的

机遇。
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Genetic engineering of Pichia pastoris expression system
for improved secretion of heterologous proteins － A review

Bo Guan1，Jian Jin1，2，Huazhong Li1*
1 Key Laboratory of Industrial Biotechnology，Ministry of Education，School of Biotechnology;2 School of Medicine and
Pharmaceutics，Jiangnan University，Wuxi 214122，China

Abstract:Due to the potential for producing soluble，correctly folded protein with high yield，Pichia pastoris is currently
one of the most effective hosts for the expression of heterologous proteins． However，limitations of expression efficiency are
often reported for many different heterologous proteins． Accumulating evidences suggest that protein folding and processing
of heterologous protein is a major bottleneck during secretion process in yeast． Apart from optimization of the fermentation
process，the current strategies for strain engineering for improving protein secretion are focused mainly on folding and
processing，and systematic engineering by high-throughput screening for potential secretion enhancers． This article reviews
the genetic engineering progresses of these aspects．
Keywords: Pichia pastoris，heterologous protein，secretion，folding and processing，unfolded protein response
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