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近年来巴斯德毕赤氏酵母（!"#$"%&%’()*"’）已被广泛用于商业化生产外源蛋白的基因工程菌［$］。与

常用的酿酒酵母表达系统相比，该系统具有以下优点：$<有强有力的、受甲醇严格诱导调控的启动子；

%<表达蛋白高分泌；!<表达菌株稳定；3<适合于高密度培养。但目前使用的系统也有其不足之处，当

利用该系统的载体将外源基因通过双交换整合到染色体中+,-$基因位置时，+,-$基因被破坏［%］。

已知醇氧化酶是细胞利用甲醇的关键酶，该酶分别由+,-$基因和+,-%基因编码合成［!］。虽然

+,-%与+,-$的序列同源性达"%.，但+,-%基因的表达产物在正常细胞中仅占总酶量的5.［3］，

这样使细胞利用甲醇的能力大大降低，从而延长了细胞培养发酵的时间。为克服这一不足，本文通过分

离选择恢复利用甲醇能力的自发突变体，并对突变体的+,-%基因上游区域经6=>扩增后进行序列测

定，结果发现其阻遏蛋白结合区域有两个点突变，确定为6789%突变体。该工作为提高+,-%基因活性、

实现外源基因的高表达提供了有效的转化受体。

$ 材料和方法

!"! 菌株和质粒

!/&%’()*"’?@$$5／A@7（+,-$缺陷菌株，插入外源人血清白蛋白基因01+），购自BCDEF/’G+C公

司，2/#)3"HI$2"，JK(L+M,/EJFI$!为本实验室保存。

!"# 培养基

N6*培养基和OK培养基［5］分别用于!/&%’()*"’和2/#)3"菌种的保存和培养，补加氨苄青霉素

（7-J，52!G／-O）和91GP(的OK平皿用于筛选带有6=>克隆片段的转化子。

!"$ 分子生物学试剂

内切酶购自K’+Q/ECG+/-PCCQ+E-公司，6=>试剂盒为上海@PCG’C公司产品。

!"% 6=>扩增

6=>引物：6$：5’?=RR777??7=R==7RRR==!’

6%：5’==7R??RR=R=7?RR?7RRR?RRR?!’由中国科学院微生物研究所技术中心合成。

6=>扩增条件：6=>在R=1"#7S扩增仪（中国科学院遗传研究所制造）上进行，反应条件为"3T
"2M，54T!2M，;%T"2M，!2个循环，;%T延伸$2-EC。

!"& *07提取、连接、转化等操作均按文献［&］进行，略作修改。

!"’ 测序

在7JJ(E+UKE’MVMF+-M6/EM-!;;型荧光自动测序仪上进行。



! 结果

!"# "#$%!启动子片段的"&’扩增

图( "&’扩增的")*+!,-)片段

(.分子量标记；!."&’,-)/

01((2／31)菌株染色体整合了外源人血清白蛋白基因。在整合过

程中，由于载体与染色体基因的双交换破坏了!"#(基因功能（!"#(
基因缺陷株），表现为甲醇利用缓慢（4567），从该菌株中分离筛选了2株

表现为4568的自发突变株，并提取其中一株的染色体,-)作为"&’
扩增的模板。突变株接入9",培养液，:;<振荡培养过夜，离心收集菌

体，用 无 菌 水 洗 涤:次 后，重 悬 于!=>1?,溶 液（(=$@／>山 梨 醇，

(;==$@／>柠檬酸钠，(;==$@／>?,A)，(;==$@／>,AA，B3C.2），加入!D
巯基乙醇至终浓度为!E，室温振荡(2=FG，离心后重悬于1?,溶液，加

入蜗牛酶至!"H=I／=>，:C<保温:J使细胞溶壁。镜检出现大量原生

质体后加入1,1至终浓度为!E，混匀，使溶液澄清。然后按文献［2］方

法，抽提染色体,-)并溶于A?（B3C/H）缓冲液，取(#>电泳检查样品

的纯度和浓度。按材料和方法所述条件在2;#>体积内进行"&’扩增，

取(#>反应液进行琼脂糖凝胶电泳，从图(照片看出"&’产物的电泳

条带约为(KL，与所设计的)*+!启动子区域长度相符，证明获得")*+!
的,-)片段。

!"! 构建测序质粒

将"&’获得的(KL,-)片段，与经$%&M酶切的BN@5O7PQFB4(:R

载体连接，转化’()*+,S4(;T菌株，在含有)=B和+DI#@的>N平皿上通

过蓝白斑筛选挑取有插入的转化子。快速法抽提质粒,-)，琼脂糖凝胶电泳检测，图!结果表明转化

子带有(KL左右的外源插入片段。选取其中(个转化子进行测序。

图! 转化子琼脂糖凝胶电脉

("H/BN@5O7PQFB4(:：")*+!；2/"L>U?1&’M"=(:；

V"(;/BN@5O7PQFB4(:：")*+!/

!"$ 序列分析

以上述设计的"&’引物为正、反向引物，用)NM自动测序仪进行序列测定，全长为(;!!LB。通过计

算机对测定序列与0OGON#GK中)*+!启动子序列进行比较分析，结果如图:。

结果表明!"#!基因启动子上游调控区有两个位置的碱基发生了改变。R!22位置的A!&，

R2!T位置的&!A，确定我们筛选获得的是")*+!自发突变体。已知R!22至R!(2是!"#!基因上游

阻遏顺序U’1!区域，这一位置的碱基改变影响了阻遏蛋白与该顺序的结合，使转录水平提高。根据

*JF等［V］构建的缺失了)*+!启动子RVH2至R:H(区域的突变体，其)*+!基因的转录大大增加，因

此R2!T位置的碱基改变同样增加了)*+!基因转录水平。可以认为这两个碱基的改变，是")*+!自发

突变体对甲醇的利用从4567转变为4568表型的分子基础。
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图! 序列比较结果

! 讨论

基因的转录调控是通过激活蛋白和阻遏蛋白特异地与启动子的正调节顺序或负调节顺序结合而实

现的。已知在!"#$%$&’(’)$中，其调节元件由"#"#$%&、正调节因子和负调节因子组成。’()等人［*］通

过对*"+)(,-%’(./0+基因调控研究发现，./0+基因启动子区域也存在上述调控元件，并且鉴定了一

个上游激活序列（,#-）和两个上游阻遏序列（,.-/）和（,.-+）。,#-正调节作用能使转录水平增加，

,.-/和,.-+的负调节作用则阻遏转录的活性。我们从./0/基因缺陷菌株中分离的0123自发突

变体，其./0+基因上游区域经45.扩增后进行全序列测定，确定该突变体在6+77和67+8两个位置

的碱基发生改变。这两个位置是阻遏蛋白结合区域，根据顺式作用调控机理，该区域发生点突变后，阻

遏蛋白不能与之很好结合，这种去阻遏作用使得转录效率增强。

外源基因在毕赤氏酵母系统的高表达一般应考虑：/9启动子强弱；+9外源基因整合的拷贝数；!9
寄主菌的蛋白酶降解；:9发酵条件。我们在不改变该系统遗传背景的前提下从甲醇利用为012;菌中筛

选了0123自发突变体，4#’<+突变增强了./0+基因的转录。以上研究结果说明我们可以通过改变

./0+基因的上游调控区域来改善./0/基因缺陷功能，提高细胞的甲醇利用能力，进而完善该系统，

使其在基因工程药物表达及产业化方面发挥重要作用。
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