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!"#$%&’()’* 糖基化的酿酒酵母菌株的构建
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（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 $#%&%%）

摘 要：酿酒酵母糖蛋白的 J7糖基化经过高尔基体的修饰后形成聚合度约 &#%7$%% 的甘露寡糖，高尔基体 J7糖基

化的糖基转移酶 K??&L 和 *+B&L 在甘露寡糖的形成过程中起关键作用。通过同源重组置换敲除了酵母中的 !""#
和 $%&# 基因阻断高尔基体 J7糖基化修饰，分离纯化了 ’((# )*+# 突变株中的 J7糖蛋白，糖酰胺酶 MJN9A/ 8 酶解

释放的 J7糖链经过 $7氨基吡啶衍生后，利用 OMPQ 和 KRPST 5*8UK4 结合的方法分析了突变株糖蛋白上的 J7糖链。

结果显示 ’((# )*+# 突变株中的糖蛋白的 J7糖链为结构单一的糖链，分子量为 &")!V22，推测为 K9?’N6+JR+$。
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糖蛋白在生物机体内的重要作用及其在治疗各

种疾病上的显著效果使其成为当今全球各大制药公

司竞争的热点。目前市场上的药用蛋白包括抗体基

本上由哺乳动物细胞生产。然而，哺乳动物细胞生

产药用蛋白存在诸多缺点，如细胞培养复杂，蛋白表

达量低，生产成本高，发酵过程易污染难以控制及生

长周期过长等。随着分子生物学技术的不断发展，

微生物在糖蛋白生产的应用逐渐成为新的研究热

点［& ( 1］。在酵母菌中的糖蛋白具有核心糖链结构

K9?#N6+JR+$，但其成熟的糖链结构与人类的相差甚

远［!］，因此酵母生产的糖蛋白活性以及其性质受到

影响。$%%$ 年以来，N6X+-8= 公司经近 # 年先后敲除

毕赤酵母自身糖基化过程的 ! 个基因，并陆续引入

外源糖基化修饰酶基因，使用其改造的毕赤酵母能

够 生 产 人 源 化 的 均 一 糖 蛋 白。 酿 酒 酵 母

（,-**+-.)’/*01 *0.02313-0）遗传背景非常清晰，易于遗

传操作，因而成为酵母菌人源化糖蛋白改造的另一

理想菌株。

蛋白 J7糖基化首先发生在粗糙内质网（Y-E@B
;Y）上，从酵母到高等动物，内质网上的糖基化过程

是保守的，当穿过内质网膜的多肽链出现天冬酰胺

（RA?7Z74/0U5B0）残基序列时，在膜中寡糖蛋白转移

酶 的 作 用 下，寡 糖 链 从 磷 酸 多 萜 醇（ D-6=+B-6
LB-ALB9,/）转移并共价结合到多肽链该序列的天冬

酰胺残基上。酿酒酵母与动物细胞糖基化在 ;Y 内

唯一 不 同 处 在 于 ;Y 中 的!7&，$ 甘 露 糖 苷 酶 把

K9?)N6+JR+$ 修饰为 K9?’N6+JR+$。酿酒酵母的糖

蛋白从 ;Y 转运到高尔基体后，寡糖链的外端链加

上许多甘露糖残基，形成酵母特有的高甘露蛋白。

!7&，2 甘露糖基转移酶（*+B&L）是催化酿酒酵母高尔

基形成高甘露糖基化的第一步也是最为关键的甘露

糖基转移酶。!7&，1 甘露糖基转移酶（K??&L）是另

一个识别 K9?)N6+JR+$ 为底物的甘露糖基转移酶。

因此，我们通过重组置换，敲除酿酒酵母 !""# 和

$%&# 基因，阻断高尔基体糖基化过程，分析了 ’((#
)*+# 突变株的糖基化。

+ 材料和方法

+,+ 材料

+,+,+ 质 粒 和 菌 株：酿 酒 酵 母（ ,-**+-.)’/*01
*0.02313-0）[1%17&R（!45! 9D/$ 6/E$ B=A1 ,0L& E091），酵

母表达载体 \8S&’ 由复旦大学李育阳教授惠赠；, F
*0.02313-0 ;3\&%% 购自 =?]=,0-@/? 公司。

+,+,* 主要试剂和仪器：5-6 SJR 聚合酶、789 SJR
聚合酶为 33T 公司产品；SJR 胶回收，片段回收试

剂盒购自 59^9Y9 公司；SJR 69DD/0 购自 K3T 公司。

其它化学试剂为国产分析纯。引物由上海生工公司

合成。离子交换柱 4W、4M __（#<6）购自 N; B/96,B+90/；
石墨碳黑柱（4EL/6+6/9? ;J‘T7Q90.）为 4EL/6+- 公司产

品。N/?/ ME6A/0 Z+/66 电穿孔仪为 3=-709D 公司产品；



!"#! $%&’()$)*++ 为 ,- .$/’012/)$ 公司产品；34567 型

.734 为日本 819:/;<= 公司产品；>!3?@ #ABC>8 质

谱仪，!D#AB3-E 型，德国 F)=G$) 公司。

!"!"# 培养基：!H7? 培养基：每升含 #)I&0(J$ K+L，
H$/M0 $%0)/20 *+L，,’=2(M$ K+L；"HNF 选择培养基：每

升含 H$/M0 J90)(L$J O/M$ PQRL，L’=2(M$ K+L，补加适量的

必需元素。固体培养基添加 KS（TC6）的琼脂。

!"$ 酵母细胞培养，基因组提取和 %&’
参考文献［U］进行操作。

!"# !""! 和#$%! 敲除引物及同源置换 ()* 片

段的重叠延伸 %&’ 的构建

表 * 为构建 "##! 和 $%&! 敲除 ?N! 片段所

用的引物。同源置换 ?N! 片段的构建采用重叠延

伸 74V 法，方法参照文献［P］进行，并做些了优化：

同源片断、筛选标记基因的片段扩增和第一步延伸

都选用 ’() ?N! 聚合酶；融合产物的扩增用 *+,
?N! 聚合酶，并将退火和复性时间缩短为 *UM 以提

高特异性产物扩增效率。

表 ! 构建 #$%! 和!""! 基因敲除引物

#/O’$ * A’’9L(J=2’$(09;$M (W 2(JM0)=209JL 01$ $%&! /J; "##! ;$’$09(J /’’$’$M
7)9:$) N(X 8$Y=$J2$（UZ![Z） 89<$CO&

* ,###!!,!!!,#,##!4#,#,#!##!!!#,#4,!!!,4#!4!#!#!!,,!!4,#,4 UP
K ,##!,!!!!!!4!4#,,##!!#,4!####!,####,4#,,44,4!#4##4#4!!!#!#, U\
[ 4##!#4###!,!4!4,4#4#4,4!, KU
] ,4!4,##44##!#!#,#!,4###4,!4!###!!#!4!4!,#!!4!4###4##!!!4 UP
U 4!#!###,!,!!,!#,4,,44!,4!!!!4#!!!!#,4!##!!44!,#,######4#!!4 U\
P 44#!##!#4!4!,,#!4##!!, KK
R !!!,!!!,4!!,#!!!!,!!!,!!,!,!#4!#,!4!,!,4!,!!!,444#!,#!! UU
^ !,!,!,,,#!#,!#,!!!,,!,!,44#4,4#!4!#!!,!!4!44###,,#,,!,,, UP
\ ,4,44,4,#,,#,##!4,#!4#,, K]
*+ ##!4#!,,,4###4#,4#4#,#4!#,!#4#4##4###4####!4##,4###4### UU
** 444#44!44!!!,,#,##4##!#,#!4,!,,4#4#44###4!#4!#!444#4#4# UU
*K !#,#4#!,,!!,##,#444!44#,!#4, K^

#1$ -.+/ _/M /:&’9W9$; _901 7)9:$) * /J; K；01$ W)/L:$J0 ! _/M /:&’9W9$; 7)9:$) [ /J; ]；01$ W)/L:$J0 F _/M /:&’9W9$; 7)9:$) U /J; P；01$ W)/L:$J0 !
_/M /:&’9W9$; 7)9:$) [ /J; ]；01$ &01/ _/M /:&’9W9$; 7)9:$) R /J; ^；01$ W)/L:$J0 4 _/M /:&’9W9$; 7)9:$) \ /J; *+；01$ W)/L:$J0 ? _/M /:&’9W9$; 7)9:$) **
/J; *K X A’’9L(J=2’$(09;$M 9J 90/’92M )$&)$M$J0$; 01$ M$’$20/O’$ :/)G$) M$Y=$J2$MX

!"+ 基因 !""! 和 #$%! 同源重组置换及重组菌

株的筛选和验证

酿酒酵母电转化的细胞制备和 ?N! 片段的电

击转化方法参照 ,$J$ 7=’M$) E2$’’ 操作手册进行。

"##! 基因敲除的菌株在 D)/‘ 选择培养基，"##!
和 $%&! 双敲除的菌株在 D)/‘ 和 .9M‘ 的选择培养

基上 筛 选。阳 性 重 组 子 利 用 基 因 组 74V 法 进 行

验证。

!", &’’! ()*! 菌株 )5-./012 的糖型分析

!","! 酿酒酵母细胞壁蛋白的制备：233! 456! 菌

株 在 HNF 补 加 *++:LC3 的（ /;$J9J$，3$=29J$，
#)I&0(&1/J$）K^a培养至稳定期收集细胞后经反复

冻融破碎。酿酒酵母甘露糖蛋白采用热柠檬酸法抽

提［R］。在抽提液中加入 [ 倍体积的无水乙醇，离心

收集的蛋白沉淀用 #)9M5.4’ 缓冲液（&. RQ[）溶解。

甘露糖蛋白的进一步纯化用亲和柱 2(J2/J/b/’9J !5
M$&1/)(M$ ]F。甘露糖蛋白洗脱用 +QK:(’C3#5:$01I’5
?5:/JJJ(M9;$，洗脱液透析后冷冻干燥。

!","$ N5L’I2/J 的水解和纯化：甘露糖蛋白 N5L’I2/J
的 7N,/M$ B 水解参照 6$)(M0$G 等［^］。糖链与蛋白的

粗分离用 K 倍体积的冰丙酮沉淀蛋白，离心，上清旋

转蒸发除去丙酮。残留的蛋白和去污剂利用离子交

换层析于与去除。N5糖连的脱盐过石墨碳黑柱，以

KUS（6C6）的乙睛洗脱 N5糖连［\］，冷冻干燥。

!"3 )4糖链的 5%6& 和 7*6(8 9:;<7= 分析

!"3"! 高 效 液 相 分 析：寡 糖 的 K5氨 基 吡 啶（K5
/:9J(&I)9;9J$）吡啶化衍生方法参照 B/J 等［*+］。过量

的 K5氨基吡啶经过 &1$J(’（&. RQ+）C21’()(W():（* c *，

6C6）抽提，21’()(W(): 抽提，重复 [ 次［**］。吡啶化的

N5L’I2/J 采 用 819:5&/2G 2’25N.K 柱（ +Q]P%*U2:）

.734 分析。

!"3"$ >!3?@ #ABC>8：收集洗脱峰真空干燥，吡啶

化的 7!5糖链溶解在水中。*$3 的样品和 *$3 基质

混合（K，U5;91I;)(%IO$J<(92 /29; *+:LC:3 溶 于 [+S
/2$0(J90)9’$）。取 *$3 的混合物点板，在空气中迅速

干燥。

$ 结果

$"! 敲除线性 ()* 片段的构建

从酵母基因组中 74V 扩增到的 "##! 上下游

P^R d.AD e=J5L/JL 78 +9 X C:58+ ";5.4<;494=;5+ 1;3;5+（K++R）]R（U）



的同源 !、" 片段分别是!"#$%和!"&$%，#$%& 上下

游的同源片段 ’、( 则为 )"#$% 和 )"*$%。 ’(!)、

%*+) 的基因大小为约 !"+$% 和 !",$%。’(!) 和 -、

.，%*+) 和 ’、( 分别经过重叠延伸 /’0 融合成大小

为 )"1$% 和 #"#$% 的片段 2、3，电泳结果与预期一致

（图 )）。

图 ! 基因置换 "#$ 片段的 %&’ 扩增电泳图

3456) 789 ,--& :;< #$%& 59;9= >:= <9?9@9< %A B9C?:D4;5 >4@8 @89

=9?9D@:%?9 E:B$9B6 -：789 &F 8GEG?G5A B954G;（HB:5E9;@ -）GH .//&（?:;9

)），@89 ’(!) =9?9D@:%?9 E:B$9B（?:;9 I），:;< @89 #F B954G; GH 012&（HB:5E9;@

.）（?:;9 #）6 789 @8B99 CBG<JD@= >9B9 J=9< := @9EC?:@9= @G :EC?4HA @89

.//&：：’(!) <9?9@4G; :??9?9（?:;9 *）6 .：789 &F 8GEG?G5A B954G;（HB:5E9;@

’）GH 012&（?:;9 )），@89 %*+) =9?9D@:%?9 E:B$9B（?:;9 I），:;< @89 #F B954G;

GH 012&（HB:5E9;@ (）（?:;9 #）6 789 @8B99 CBG<JD@= >9B9 J=9< := @9EC?:@9= @G

:EC?4HA @89 012&：：%*+) <9?9@4G; :??9?9（?:;9 *）6

()( !""& 和!""& #$%& 突变菌株的构建

体外 构 建 的 带 ,--& 同 源 片 段 和 筛 选 标 记

’(!) 基 因 的 (K- 片 段，电 击 转 化 + 6 1343567683
>#!#L)- 菌株，在缺少 MB: 的选择固体平板培养基上

筛选到阳性重组置换菌株。挑取阳性重组子若干，

用位于 ,--& 基因上 #)N%C，下游 )+,%C 的引物 3：

&FL’77-7’777-O-’-’O’7’7’O’-OL#F和 0：&FL77’7
777’7-O-OO777-7O7O’---OL#F，基因组 /’0 筛选

发生正确重组置换的重组子，结果如图（图 IL-）。

对照菌株 >#!#L)- 的扩增产物为 I"+$%，’(!) 置换

,--& 后 则 扩 增 产 物 为 )"#$%。结 果 表 明 构 建 得

.//& 突变株。

构建的带 #$%& 同源片段和筛选标记 %*+) 基

因的 (K- 片段转化 .//& 突变株，在缺少 P4= 的选

择固体平板培养基上筛选到阳性重组菌株。用分别

位于 ,--& 基因上游 N*%C，下游 )+)%C 的引物 3：&FL
OOO-7-OO77O7777-O77’777OL#F和 0：&FL’7O’7’-
’’-O77O7’7-’OO--OOL#F，基因组 /’0 筛选 #$%&
敲除菌株。%67) 置换 #$%& 则扩增产物为 N&!%C。对

照菌株 >#!#L)- 则扩增产物为 )",$%，结果表明构建

得 .//& 012& 突变株，结果如图（图 IL.）。

图 ( %&’ 验证重组敲除菌株

3456I <9?9@4G;= GH ,--& :;< #$%& >:= DG;H4BE9< %A /’06 -：)L1，

CG=4@4Q9= GH MB:L=DB99;4;5；,6 DG;@BG? =@B:4;（>#!#L):）；R6 (K- ?:<<9B 6

.：)L1 6 CG=4@4Q9= GH P4=L=DB99;4;5；,6 DG;@BG? =@B:4;（>#!#L):）；R6

(K- ?:<<9B 6

()* !""& #$%& 菌株蛋白糖基化分析

核心糖链在高尔基体可分为两条不同的修饰路

径：形成比较短的 R:;+L)#O?DK-DI 糖链结构或形成甘

露糖聚合度超过 I!! 的糖链。SD8)C 在高尔基体中

催化内质网的核心结构 R:;+O?DK-DI 形成一个!L)，

1 甘露糖苷键，从而引发酵母高尔基体过度甘露糖

基 化。 ,--& 则 编 码 !L)，# 甘 露 糖 基 转 移 酶

（R;;)C），催化的酶促反应是在甘露聚糖末端形成

!L)，# 甘露糖苷键。SD8)C 和 R;;)C 都是 7AC9"跨

膜蛋白，定位与高尔基膜上，敲除 #$%9 和 ,--& 阻

断了蛋白在高尔基体的糖基化修饰。突变株 .//&
012& 分离纯化的糖蛋白的 KL糖链分析结果表明从

突变菌甘露糖蛋白酶解的糖链主要为单一的寡糖链

（图 #）。

R-T(U 7S3VRW 分析表明，此寡糖链的 =G<4JE
:<<JD@=［R X K:］X 为 )+)+，CG@:==4JE :<<JD@=［R X Y］X

为 )+#*。证实该单一的糖链分子量大小为 ),N*"11，

,+,周峻岗等：R:;+O?DK-DI 糖基化的酿酒酵母菌株的构建 6 V微生物学报（I!!,）*,（&）



与 !"#$%&’()’*+,) 的分子量大小吻合（图 -）。

图 ! !""! #$%! 突变株甘露糖蛋白的 *+氨基吡啶化 "+
#$%&’( )*+, 分析

./012 3,45 6789/&: 89 (+0&;’"#< 7:&:"<:= 978> "##! $%&! >?@"#@ ’ 1

%()(*+,+-(1 )#"&;@/’"& ’8#=/@/8#<：3,45 A"< "66&/:= 8#@8 " BC/>+6"’D

’&’+(3* ’8&?>#（BC/>"=E?）"#= :&?@:= 987 FG>/# A/@C " &/#:"7 07"=/:#@ 89

HFI J FGI "’:@8#/@7/&: /# 2I "’:@/’ "’/=K@7/:@C;&">/#:（63 L1 2）"@ "

9&8A 7"@: 89 GMH>&K>/# "@ 788> @:>6:7"@?7:1 NC: ’C78>"@807"> A"<

7:’87=:= A/@C " 9&?87:<’:#’: >8#/@87 "@ "# :O’/@"@/8# A"P:&:#0@C 89 2*G#>

"#= "# :>/<</8# A"P:&:#0@C 89 2QG#>1

图 - *./0$1#02’((034 的 5.+67 89:;5< 分析

./01- !)4RS NT.K!B 89 ,)+8&/08>"##8<:1 ,8</@/P:+/8# !)4RS NT.K

>"<< <6:’@7" 89 (+&/#D:= 0&;’"#< 7:&:"<:= 978> "##! $%&! >"##8678@:/#1

NC: 6;7/=;&">/#"@:= (+&/#D:= 0&;’"#< A:7: "#"&;E:= U; !)4RS NT. >"<<
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! 讨论

很多关键的生物过程，包括细胞迁移和细胞因

子作用、肿瘤发生及发展、病原微生物感染、免疫反

应包括炎症和自身免疫病等［*，V* J V-］，都与糖复合物

有关。这些发现使得糖复合物，主要是糖蛋白，成为

治疗各种疾病，如癌症、传染病、代谢性疾病和心血

管疾病等的主要药物。(+糖基化在细胞生命过程中

起重要作用，能促进新生肽链的折叠［VF］。原核表达

系统如大肠杆菌，乳酸杆菌等在蛋白加工修饰过程

中没有糖基化，大部分真核蛋白都不能用细菌表达

系统表达。酿酒酵母具有无毒、容易培养和遗传背

景清晰等优点，具有潜在的巨大经济价值因此通常

为首选的真核表达系统。然而酿酒酵母高尔基的糖

基化修饰导致过度甘露糖基化，而且形成潜在免疫

源性的!+V，2 甘露糖苷键，从而限制了酿酒酵母在

蛋白药物生产的应用。

在酵母中，T’CV6 是 (+糖基化过程中的关键酶，

催化核心糖链 !"#$%&’()’* 形成一个!+V，H 甘露糖

苷键［VH］，从而引发蛋白过度甘露糖基化。!##V6 在

T+连接和 (+连接的糖基化过程中形成最外端的甘

露糖苷键，因此也能催化核心糖链 !"#$%&’()’* 形

成 !"#Q+VG%&’()’* 糖型，然而这种 !"#Q%&’()’* 糖型

与动 物 细 胞 糖 基 化 过 程 中 WX 中 间 体 结 构

!"#Q%&’()’* 不 同。通 过 敲 除 酿 酒 酵 母 .//! 和

012!，消除在蛋白 (+糖基化过程中形成!+V，2 甘露

糖，同时阻断了高尔基体中主糖链骨架延伸，使得酵

母糖基化过程经过 WX 修饰后就成为成熟的 (+连接

的糖链。"##! $%&! 突变株蛋白糖基化形式与人等

高等动物糖基化过程中间体同样的结构，消除了酿

酒酵母表达的糖蛋白药物在人体内存在免疫源性，

因而 "##! $%&! 突变工程菌能应用于药用蛋白的微

生物生产。

基于 "##! $%&! 突变工程菌的在医药工业上的

应用前景，我们对 "##! $%&! 突变作为表达外源蛋

白的宿主细胞做了一些研究，选用目前广泛应用于

抗病毒的药物"干扰素作为目的蛋白，在野生型及

"##! $%&! 突变株中表达。结果发现与野生型酿酒

酵母相比，"##! $%&! 突变株作为蛋白表达宿主细

胞时存在一些缺陷。首先是菌体生长缓慢，在生长

的稳定期，菌体的生长密度明显小于野生型。其次

是质粒转化效率低，在缺少担体 <<R() 的情况下，

VGG#0 当量的质粒 R() 的电转化仅获得 H 个转化

子，相同条件下，野生型和 "##! 突变株能达到 VG*

数量级，其可能的原因是敲除 .//! 012! 破坏酵

母细胞壁结构，在高压电击时细胞死亡率高导致的。

然而干扰素蛋白在胞内表达，并没有分泌的胞外。

原因可能是"干扰素对酿酒酵母有毒性，"干扰素

蛋白翻译后直接在周质空间堆积，并没有经过分泌

途径分泌到胞外。因此，我们无法对 "##! $%&! 突

变工程菌对外源蛋白的糖基化进行分析。目前我们

正在 "##! $%&! 突变菌表达促红细胞生成素（W,T），

并分析 (+0&;’"# 结构，系统地研究 "##! $%&! 突变菌

作为微生物药用蛋白生产工程菌的性状，为下一步
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酵母表达重组药用糖蛋白奠定基础。
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