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重构酿酒酵母 N-糖基化途径生产人源化糖蛋白
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摘要 :【目的】为了在酿酒酵母 ( Saccharomyces cerevisiae) 中生产人源化的糖蛋白，必须对 N-糖基化途径进行

基因工程改造。作者通过敲除一些酵母 N-糖基化途径中的特异性糖基转移酶，得到一株可以用于继续表达

人类糖基转移酶的重组菌，并通过生长适应性进化技术回复其细胞生长能力。【方法】首先运用酵母遗传学

和分子生物 学 技 术 敲 除 酿 酒 酵 母 的 α-1，3-甘 露 糖 基 转 移 酶 基 因 ( ALG3 ) 、α-1，6-甘 露 糖 基 转 移 酶 基 因

( OCH1 ) 和 α-1，3-甘露糖基转移酶基因 ( MNN1 ) 。采用蔗糖酶 ( invertase) 活性染色实验初步检测 N-糖链的

变化，然后通过高效液相色谱和甘露糖苷酶酶切实验对其糖链结构进行鉴定。重组菌通过在高温条件下进

行生长适应性进化，筛选出生长能力回复突变的菌株。【结果与结论】构建了 Δalg3Δoch1Δmnn1 菌株得到人

类糖基化中间体 Man5GlcNAc2 ，并对上述三缺陷型菌株进行适应性进化提高其细胞生长能力和环境适应能

力。此外，作者还发现，该重组菌存在少量 Man6GlcNAc2 结构的糖链。经体外 α-1，2-甘露糖苷酶切处理后，

糖链 Man5GlcNAc2 和 Man6GlcNAc2 均转化为 Man3GlcNAc2 ，表明形成 Man3GlcNAc2 之后的甘露糖之间均通

过 α-1，2-糖苷键连接。Δalg3Δoch1Δmnn1 菌株的构建获得了生产人源化糖蛋白的酿酒酵母表达系统，为进

一步糖基化改造和工业应用提供了良好的基础。
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N-糖基化是一种重要的蛋白质翻译后修饰［1］，

具有重要的生物学意义。糖链对糖蛋白生化性质具

有重要的作用，影响到蛋白的溶解性、稳定性、血清

半衰期以及免疫原性［2 － 3］。糖基化修饰使蛋白质分

子的性质和功能呈现出更为丰富的多样性。现在市

场上已经批准 使 用 的 生 物 医 药 蛋 白 中 有 70% 以 上

都是糖蛋白［4］，包括促红细胞生成素、各种干扰素、
血液凝结因子、癌症诊断标记物，以及多种单克隆抗

体等［5］。当前 被 用 于 医 药 糖 蛋 白 的 表 达 体 系 主 要

是哺乳动物细胞表达系统，但是通过哺乳动物细胞

来生产糖蛋白不仅成本昂贵而且产量也很低，因此

极大的限制了生物医药糖蛋白的大规模生产。研究

人员已经开 始 寻 求 在 细 菌［6］ 和 酵 母［7］ 等 微 生 物 中

表达这些糖蛋白。然而，由于细菌的糖链结构与人

体相比存在较大差异，缺乏人源化糖蛋白所必需的

糖基化过程，限制了其应用范围。近年来，甲醇营养
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型酵母包括汉逊酵母 ( Hansenula polymorpha) ，毕 赤

酵母( Pichia pastoris) 等表达人源蛋白或肽类活性物

以及其它中间体取得了新的进展。与毕赤酵母等体

系相比，酿酒酵母表达系统虽然存在不适合高密度

培养、缺乏强有力的严格调控的启动子，分泌效率较

低等缺点。但作为早期广泛使用的真核表达宿主，

其基因组 DNA 已全部测序，大部分与糖基化过程相

关的基因已确定，且真核生物在内质网中的糖基化

过程具有高度的保守性，极大地简化了酿酒酵母人

源化过程中的基因工程操作 ; 而且酿酒酵母不以甲

醇作为唯一碳源诱导外源蛋白的表达，对于食品、医
药领域来说，更为安全可靠。以毕赤酵母作为宿主

表达人源化糖蛋白的研究虽然开始较早，但至今仍

没有实现人源化糖蛋白的工业化生产 ; 酿酒酵母作

为模式真核微生物，如能实现在阐明酿酒酵母糖蛋

白人源化相关基因的表达和调控的基础上，实现利

用酿酒酵母大量生产人源化糖蛋白，具有极大的理

论和应用价值。然而酿酒酵母在随后的高尔基体糖

基化途径中会产生人体细胞不存在的高甘露糖基化

修饰，由此导 致 糖 蛋 白 的 免 疫 原 性 增 强、半 衰 期 缩

短、活性降低等一系列不良影响，因此必须对其进行

人源化改造。
酿酒酵母和 哺 乳 动 物 的 蛋 白 N-糖 基 化 都 起 始

于内质网。在内质网上一系列糖基转移酶的作用下

形成结构为 Glc3Man9GlcNAc2 -Dol-pp 的脂多糖。其

中 α-1，3-甘露糖基转移酶 ALG3，催化甘露糖基转移

到脂 多 糖 Man5GlcNAc2 -Dol-pp 上。糖 蛋 白 进 入 到

高尔基体后，酿酒酵母中的糖链首先在 α-1，6-甘露

糖基 转 移 酶 OCH1 的 作 用 下 接 受 一 个 α-1，6-甘 露

糖，然后在一系列甘露糖转移酶的作用下连续加上

若干甘露糖产生过度糖基化［8］。MNN1 是另外一种

存在于高尔基体的 α-1，3-甘露糖基转移酶基因，具

有使外 部 糖 链 和 核 心 糖 链 得 到 延 伸 的 能 力［9 － 10］。
为了人源化改造酿酒酵母糖基化途径，解决上述过

程中的过度糖基化问题，本研究利用同源重组的方

法敲除 ALG3、OCH1 和 MNN1 并且测定其 N-糖链的

结构变化，最终得到糖链结构为 Man5GlcNAc2 的人

源化酿酒酵母表达系统。但是糖基化缺陷型菌株细

胞生长能力和环境适应能力的缺陷，导致进一步基

因工程改造和工业应用都受到一定的限制。适应性

进化技术的成功运用，解决了上述问题，为其大规模

工业化生产奠定了基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌 株 和 质 粒 : 酿 酒 酵 母 出 发 菌 株 W303a、
质 粒 pFA6a-kanMX6［11］、质 粒 pFA6a-his3MX［11］、
质粒 pＲS305Ti-Inv-FLAG、质 粒 pＲS306 由 本 实 验

室保存。
1. 1. 2 主要试剂和 仪 器 : PCＲ 试 剂 盒 以 及 限 制 性

内 切 酶 购 置 于 大 连 宝 生 物 公 司 ; PCＲ 引 物 以 及

PCＲ 产物回 收 试 剂 盒 购 置 于 上 海 生 物 工 程 公 司 ;

蛋白质凝 胶 配 制 试 剂 盒 购 置 于 碧 云 天 公 司 ; 其 他

试剂均为 进 口 分 装 或 国 产 分 析 纯 ; PCＲ 仪 器 购 置

于日本 TaKaＲa 公司 ; 蛋白质 凝 胶 电 泳 仪 购 置 于 美

国伯乐公司。
1. 1. 3 培 养 基 和 溶 液 配 方 : ①YPAD 培 养 基 : 每 升

含 Tryptone 20 g，Yeast extract 10 g，Glucose 20 g，

Adenine 30 mg; ②YPASuc 培 养 基 : 每 升 含 Tryptone
20 g，Yeast extract 10 g，Sucrose 20 g，Adenine 30 mg;

③ YNB 选 择 培 养 基 : 每 升 含 Yeast nitrogen base
6. 7 g，Glucose 20 g，补加 适 量 的 必 须 元 素。固 体 培

养基添加 2% 的 ( W /V ) 的琼脂粉。④反应液 : 每升

含 sucrose 34 g，3 mol /L Sodium acetate 3 mL; ⑤染色

液 : 每升含 Sodium hydroxide 2 g，Triphenyltetrazolium
50 mg。
1. 2 OCH1、ALG3 和 MNN1 的敲除 以 及 SUC2 的

表达

敲除基因的具体方 法 参 见 文 献［11］。其 中 质

粒 pFA6a-his3MX 为 敲 除 ALG3 的 模 板，质 粒

pFA6a-kanMX6 为敲除 OCH1 的模板，质粒 pＲS306
是敲除 MNN1 的 模 板。PCＲ 引 物 见 表 1。基 因 敲

除 之 后，将 含 有 蔗 糖 酶 基 因 ( SUC2 ) 的 质 粒

pＲS305Ti-Inv-FLAG 插入到 酿 酒 酵 母 的 染 色 体 上，

首先 用 限 制 性 内 切 酶 AflⅡ对 质 粒 pＲS305Ti-Inv-
FLAG 进行单酶切，将酶切 后 的 线 性 质 粒 通 过 胶 回

收后分别对出发菌株、Δoch1 单 缺 陷 菌 株、Δalg3 单

缺 陷 菌 株、 Δalg3Δoch1 双 缺 陷 菌 株 和

Δalg3Δoch1Δmnn1 三缺陷菌株进行转化，在 亮 氨 酸

平板上筛选出阳性克隆。
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表 1 引物

Table 1 Primers

primer purpose sequence( 5'→3' )

F1 To delete ALG3 CAGTATCATAGAGTGTGTATGGGAGAGAGAAAGAGTTAGATACTAGTAGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Ｒ1 To delete ALG3 GTATAAAGAAATGATTTAAAACAATACGATTATATGATATTTATACATCTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

F2 To delete OCH1 GCAATAATAGCAATTTGGAAAAAGAAAGCAAGTAAAAGAAAGAAGAGATCCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Ｒ2 To delete OCH1 TAGGAATAAATTTTATTTAGAGAGGGTATGATGAAAGGAGAGCCTCGTTAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

F3 To delete MNN1 TAATCTTGCGGTATTTAACGCTAGTTTAAGAAAGTGTTACTGTGTATTAAAGCAGATTGTACTGAGAGTG

Ｒ3 To delete MNN1 CACAAAGGCTAGTACCATAAACAGTTAGAAAAAACACTGGTTAATGCATTACTTGATTAGGGTGATGGTTC

F4 To check deletion of OCH1 CACCAGAGATTGGCACCCTT
F5 To check deletion of ALG3 TGTTAATGGATTGTAGACCA
Ｒ4 To check deletion of ALG3 and OCH1 GCGGCCATCA AAATGT ATGGAT
F6 To check deletion of MNN1 GCTACTGACATTTTGAGTTG
Ｒ6 To check deletion of MNN1 TCTGCTATTCTGTATACACC

Homologous arm sequences required for the deletion of gene were underlined．

1. 3 蔗糖酶的活性染色

将成功插入 SUC2 的酿酒酵母先在 YPAD 培养

基中培养 8 h 后将细胞离心收集后用 YPASuc，接着

培 养 3 h 后 将 菌 液 转 移 至 1. 5 mL 的 离 心 管 中，

7000 × g离心 5 min 收集细胞并用 50 μL 的上样缓

冲液充分悬浮，加 0. 5 mm 玻璃珠至液面下 1 mm 并

震荡 2 min，12000 × g 离 心 5 min 收 集 上 清 进 行

SDS-PAGE 电泳。将电泳后的胶体放置于反应液中

37℃ 反应 30 min，去离子水清洗 2 次后用染色液浸

没胶体并在沸水浴中煮 3 min 进行染色观察蔗糖酶

的迁移率。
1. 4 生长曲线测定

平板上挑取 出 发 菌 株 和 三 缺 陷 型 菌 株 在 5 mL
YPAD 液 体 培 养 基 中 培 养 至 稳 定 期 初 期，然 后 以

1∶ 250的接种量转接至 50 mL 新鲜的 YPAD 液体培

养基中。每隔一段时间取 1 mL 的菌液放置于事先

烘干至恒重的 1. 5 mL 的离心管中，离心收集细胞并

烘干至恒重，记录下细胞的干重。以时间为横坐标，

细胞干重为纵坐标作出生长曲线。
1. 5 适应性进化

首先将三缺陷 菌 株 接 种 至 含 有 2 mL YPAD 液

体培养基的试管中于 30℃ 培养两天，每过 8 h 向试

管中加入 1 mL 新鲜的培养基以便让自发产生的基

因突变得 到 有 效 积 累，连 续 添 加 3 次 培 养 基 后 取

0. 5 mL 菌液转接至另一支含有 2 mL 的新鲜培养基

的试管中于 32℃ 培 养。重 复 以 上 的 操 作 依 次 将 菌

液转接后于 34℃、36℃、37℃ 培 养。然 后 将 37℃ 条

件下培养 的 菌 液 经 适 当 稀 释 后 取 100 μL 涂 布 在

YPAD 的固体 培 养 基 上 于 37℃ 培 养 直 至 长 出 单 菌

落，挑选 5 株生长最好的单菌落在 YPAD 平板上于

37℃ 连续传代 10 次以筛选到遗传性状稳定进化菌

株。
1. 6 N-糖链的 HPLC 分析

将出发菌株以及缺陷型菌株在 YPAD 液体培养

基培养至对数期后期，离心收集细胞并提取细胞壁

蛋白。将细胞壁蛋白用糖肽酶 F ( glycopeptidase F )

酶切以释放蛋白上的糖链，收集纯化糖链并用 2-氨
基吡啶 ( 2-aminopyridine ) 对 其 进 行 衍 生 化，然 后 通

过 HPLC 对其进行检测。具体方法参考文献［12］。
1. 7 N-糖链的甘露糖苷酶处理

收集高效液 相 色 谱 中 糖 链 的 洗 脱 峰 并 于 60℃
条件下充分干燥，取 20 μL 浓 度 为 0. 1 mol /L 的 醋

酸钠( pH 5. 0 ) 溶 液 溶 解 糖 链。然 后 用 α-1，2-甘 露

糖苷酶 ( α-1，2-mannosidase) 进行处理，酶切 18 h 后

离心取上清，进行液相色谱分析。

2 结果

2. 1 糖基化缺陷型酿酒酵母的构建和蔗糖酶的活

性染色

出发菌株 W303a 有 6 个 营 养 缺 陷 筛 选 标 记 及

多个抗生素敏感性标记，本研究分别采用组氨酸缺

陷，卡那霉素敏感性 和 尿 嘧 啶 缺 陷 作 为 敲 除 ALG3、
OCH1、MNN1 的 筛 选 标 记，利 用 同 源 重 组 敲 除 上 述

基因的开 放 阅 读 框 ( OＲF ) 。首 先 根 据 GenBank 提

供的酿酒酵母基因序列以及质粒模板的基因序列设
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计了带 有 所 需 敲 除 基 因 OＲF 上 下 游 两 侧 各 50 bp
的同源臂序 列 的 扩 增 引 物，引 物 序 列 见 表 1。利 用

Ｒ1 与 F1 为引物，pFA6a-his3MX6 为模板，通过 PCＲ
扩增得到的 his3 片段转化 W303a，在组氨酸缺陷型

平板上筛 选 得 到 Δalg3 缺 陷 型 菌 株 ( SHY101 ) 。采

用同 样 的 方 法 敲 除 OCH1 得 到 Δoch1 缺 陷 菌 株

( SHY001 ) ，Δalg3Δoch1 双 缺 陷 型 菌 株 命 名 为

SHY201。在菌 株 SHY201 的 基 础 上，进 一 步 敲 除

MNN1 构 建 得 Δalg3Δoch1Δmnn1 三 缺 陷 型 菌 株

( SHY301 ) 。通过 PCＲ 验证和基因测序对上述结果

进行确认，菌株的名称及特征见表 2。

表 2． 菌株

Table 2． Strains
strains genotype

W303a
MATα ade2 － 1 ura3 － 1 his3 － 11 trp1 － 1 leu2 － 3，112
can1 － 100

SHY001 as in W303a and Δoch1
SHY101 as in W303a and Δalg3
SHY201 as in W303a and Δalg3Δoch1
SHY301 as in W303a and ΔalgΔoch1Δmnn1
SHY302 growth adaptive evolution in SHY301
SHY308 continuous subculture of SHY302

蔗糖酶含有 14 个糖基化位点，糖链的分子量将

近占了整 个 蔗 糖 酶 分 子 量 的 50%［13］，因 此 糖 基 化

缺陷对蔗糖酶的分子量产生较大的影响，影响蔗糖

酶在凝胶电泳中的迁移率。蔗糖酶染色实验结果如

图 1 所示，与出发菌株 W303a 相比 SHY001 中的蔗

糖酶 电 泳 迁 移 率 较 快 和 条 带 较 窄，说 明 敲 除 OCH1
后消除了外部糖链。而 SHY101 中的蔗糖酶电泳迁

移率与 出 发 菌 株 相 近 且 条 带 较 宽，说 明 ALG3 敲 除

后仍 然 具 有 外 部 糖 链 ; SHY201 中 的 蔗 糖 酶 与

SHY001 同样具有较窄的条带但迁移率速明显快于

SHY001，表明敲除 ALG3 基因后，内部糖链中的甘露

糖减少。分析结果表明，OCH1 和 ALG3 的敲除改变

了酿酒酵母的糖基化途径，解除了其糖蛋白的高甘

露糖 基 化 倾 向。SHY301 蔗 糖 酶 电 泳 迁 移 率 相 比

SHY201 没有发 生 明 显 变 化，可 能 是 由 于 二 者 分 子

量接近，其微小差别无法在凝胶电泳中显示造成的。
2. 2 Δalg3Δoch1Δmnn1 三缺陷菌株的生长和适应

性进化

敲除 ALG3、OCH1 和 MNN1 后，酿 酒 酵 母 的 生

长速率会受到严重的抑制，这种有生长缺陷的酿酒

酵母无法直接运用于工业生产。为了回复酿酒酵母

图 1． 比较来源于 不 同 菌 株 的 蔗 糖 酶 在 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶

电泳中的迁移率

Figure 1． Comparison of electrophoretic mobility of invertase derived

from different stains on SDS-PAGE． Lane 1 : invertase expressed by

W303a; Lane 2 : invertase expressed by SHY001 ; lane 3 : invertase

expressed by SHY101 ; lane 4 : invertase expressed by SHY201 ; lane

5 : invertase expressed by SHY301．

生长能力，使其能够达到工业化的要求，作者通过适

应性进化筛选得到一株生长速率高、耐高温、对潮霉

素抗性提高的三缺陷菌株 SHY302。

图 2． 生长曲线

Figture 2． Growth curve．

作者 实 验 得 到 出 发 菌 株 W303a、SHY301 和

SHY302 的生长曲线如图 2 所示。比较出发菌株和

SHY301 的 细 胞 生 长 可 以 发 现，ALG3、OCH1 和

MNN1 敲除后的菌株生长缓慢，SHY301 的延滞期延

长且基本上观察不到对数生长阶段。此外，SHY301

的菌体量也明显降低，即使在营养丰富的 YPAD 培

养基中，稳定期 SHY301 的细胞干重也仅为 出 发 菌

株的 20%。与 SHY301 相比，经适应性进化筛选得
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到的菌株 SHY302 延滞期明显缩短，且生长 速 率 和

菌体量显著提高，培养到 25 h 以后甚至超过出发菌

株 W303a。
作者进一步研究了上述糖基化缺陷型酿酒酵母

对温度的 敏 感 性 ( 图 3 ) 。在 30℃ 培 养 时，SHY301
生长状况良好 ; 当温度降至 25℃ ，SHY301 生长受到

抑制，而出发菌仍能够正常生长。利用适应性进化

得到的 SHY302，在 25℃ 和 30℃ 条件下都能正常生

长 ; 培养温度提高到 35℃ ，SHY301 细胞生长能力明

显降低，而 SHY302 生长接近于出发菌株。
酿酒酵母细胞壁主要成分包括 β-葡聚糖、几丁

质和甘露糖蛋白等。敲除 OCH1、ALG3、MNN1 等与

糖基化相关的基因后，细胞壁甘露糖含量降低，从而

使细胞壁性状和形态发生改变，导致对潮霉素的敏

感性增强［14］。SHY301 菌株在 2 μg /mL 的潮霉素 B
培养基中生长受到严重抑制，而 SHY302 的 生 长 能

力得到一定程度的恢复 ( 图 4 ) 。综上所述，通 过 适

应性进化得到的 SHY302 相比 SHY301，生长能力更

强，对温度、潮霉素的敏感性较低，接近于非糖基化

缺陷的出发菌株，可以用于进一步的人源化基因工

程改造。

图 3． 比较不同温度下出发菌株、SHY301 和 SHY302 菌株的生长情况

Figure 3． Growth comparison of W303a，SHY301 and SHY302 under different temperature．

图 4． 出发菌株、SHY301 和 SHY302 在潮霉素 B 平板中的生长

Figure 4． The resistance of W303a，SHY301and SHY302 to hygromycin B．

作 者 对 菌 株 SHY302 的 生 长 稳 定 性 进 行 了 验

证。将该菌株在 YPAD 液体培养基中连续转接了 6
次，通过平板划线的方式挑选出一株单菌落命名为

SHY308。出发菌株以及 SHY301、SHY302、SHY308
的平板点样结果如图 5 所示，SHY302 及 SHY308 的

生长状况明显优于 SHY301，与图 3 的结果相对应。
SHY308 与 SHY302 相 比，生 长 状 况 没 有 明 显 区 别，

且对温度的适应能力和潮霉素的抗性没有发生改变

( 结 果 没 有 显 示 ) ，表 明 通 过 适 应 性 进 化 得 到 的

SHY302 的性状 稳 定，传 代 培 养 没 有 改 变 其 生 长 特

性。
2. 3 糖基化缺陷型菌株的 N-糖链结构分析

在酿酒酵母中，糖蛋白占细胞壁干重的 40% 以

上，通过提取细胞壁糖蛋白经高效液相色谱分析［12］

可以较为方便的研究 N-糖链。结果如图 6 所示，出

图 5． 比较出发菌株、SHY301、SHY302 及 SHY308 在

YPAD 平板上的生长情况

Figture 5． Growth comparison of W303a SHY301 SHY302 and

SHY308 on YPAD palte．

发菌株 W303a 可以检测到 8 个甘露糖以上的 N-聚
糖存在。而在 SHY201 中，作 者 检 测 到 的 3 个 不 同

的 峰， 对 应 的 糖 链 分 别 为 Man5GlcNAc2、
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Man6GlcNAc2、Man7GlcNAc2 ，没 有 出 现 甘 露 糖 个 数

多于 8 个的聚糖，表明 OCH1 和 ALG3 敲除后消除了

外 部 糖 链。而 Δalg3Δoch1Δmnn1 三 缺 陷 型 菌 株

SHY302 出 现 一 个 较 大 的 峰，对 应 的 糖 链 为

Man5GlcNAc2 ，另外还有一个较小的峰，对应的结构

可能为 Man6GlcNAc2 ，Man7GlcNAc2 峰 消 失，说 明 敲

除 ALG3 和 OCH1 之后继续敲除 MNN1 可以阻止核

心糖链的进一步延伸。

图 6． 高效液相色谱分析细胞壁糖蛋白中 N-糖链

Figture 6． Analyzed the N-linked oligosaccharide in the cell wall

mannoprotein by HPLC．

构建人源化的酿酒酵母表达体系，需要得到糖

基中间体 Man3GlcNAc2。作者对 SHY302 的糖链进

行了体外 α-1，2-甘露糖苷酶的酶切处理。结果如图

7 所 示，经 α-1，2-甘 露 糖 苷 酶 处 理 后，糖 链

Man5GlcNAc2 和 Man6GlcNAc2 均 转 化 为

Man3GlcNAc2 ，表明在 Man5GlcNAc2 和 Man6GlcNAc2

中，形成 Man3GlcNAc2 之后的甘露糖之间均通过 α-
1，2-糖苷键进行连接。说明如能在酿酒酵母中异源

表 达 具 有 活 性 的 α-1，2-甘 露 糖 苷 酶，可 以 将

SHY302 中的糖链 Man5GlcNAc2 和 Man6GlcNAc2 ，全

部截短成 Man3GlcNAc2。以上结果为研究的继续进

行提供依据。

3 讨论

张大成等在 2011 年报道了对毕赤酵母 ( Pichia

图 7． 甘露糖苷酶酶切处理鉴定 N-糖链结构

Figure 7． Identification of the N-linked oligosaccharide

structure by α-1，2-mannosidase treatment．

pastoris) 的糖基化改造，通过敲除 OCH1 得到了能够

表达 低 糖 基 化 糖 蛋 白 的 毕 赤 酵 母 表 达 系 统［15］。
2007 年，周峻岗等对酿酒酵母进行改造得到糖链结

构为 Man8GlcNAc2 的 Δoch1Δmnn1 菌 株［16］。为 了

获得结构更 加 接 近 于 人 体 的 糖 链 Man5GlcNAc2 ，本

研究首先对内质网中的糖基化途径进行改造，敲除

ALG3 得到 Δalg3 单缺陷型菌株。随后，继续敲除了

OCH1 得 到 双 缺 陷 型 菌 株，高 效 液 相 色 谱 同 时 检 测

到 3 种不同的糖链。为了使糖链结构更为均一，我

们进 一 步 敲 除 MNN1 得 到 Δalg3Δoch1Δmnn1 三 缺

陷型酿酒酵母菌株，该菌株虽然能够生长，但出现了

严重的生长缺陷。这种生长的缺陷限制了酿酒酵母

在医药 糖 蛋 白 工 业 生 产 上 的 应 用。2009 年，Abe
等［17］通过在糖基 化 缺 陷 的 酿 酒 酵 母 中 表 达 一 种 易

错 DNA 聚合酶的方式来增加酿酒酵母的突变频率，

最终筛选到一株生长一定程度恢复的突变株。本研

究 通 过 较 为 简 便 的 适 应 性 进 化 技 术 对

Δalg3Δoch1Δmnn1 三缺 陷 型 酿 酒 酵 母 菌 株 SHY301
进行处理，同样筛选到一株生长恢复的 SHY302，并

且该菌株生长性状能够稳定遗传。

高效液相色谱分析表明 SHY302 中主要糖链结

构为 Man5GlcNAc2 ，还 有 少 部 分 Man6GlcNAc2 的 存

在，其中 Man5GlcNAc2 为本研究的目标糖 链。为 了

消除 Man6GlcNAc2 得到更为均一的糖链，作者尝试

了敲除磷酸甘露糖基转移酶基因 MNN4 等，结果仍

然可以 检 测 到 Man6GlcNAc2 的 存 在 ( 结 果 没 有 显

示) 。但作者对 SHY302 中 的 糖 链 进 行 体 外 α-1，2-

甘露糖苷酶 切 处 理 后 得 到 均 一 的 Man3GlcNAc2 ，表

明形成 Man3GlcNAc2 之 后 的 甘 露 糖 之 间 均 通 过 α-
1，2-糖苷键 连 接，Man6GlcNAc2 的 存 在 不 会 影 响 到

糖链的继续剪切。基于此，在后面的研究中，作者将

进一步在酿 酒 酵 母 的 内 质 网 中 表 达 来 源 于 胞 曲 霉
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( Aspergillus saitoi) 的 α-1，2-甘 露 糖 苷 酶，以 期 能 够

得到均一 的 核 心 型 ( core type ) 人 类 蛋 白 糖 基 结 构

Man3GlcNAc2 ，并继 续 表 达 其 他 特 异 性 人 源 化 糖 基

转移酶，最终实现在酿酒酵母中生产人源化的糖蛋

白。
综上所述，本研究得到了能够产生人类糖链中

间体 Man5GlcNAc2 的酿酒酵母菌株，并利用适应性

进化技术大幅度提高了糖基化缺陷型菌株的细胞生

长能力，为以后糖基化进一步的改造以及通过酿酒

酵母生产人源化医药糖蛋白提供了一定借鉴。
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Ｒeconstruction of N-glycosylation pathway for producing
human glycoproteins in Saccharomyces cerevisiae

Tiefan He1，2，Sha Xu1，2，Geyuan Zhang1，Hideki Nakanishi1，2，Xiaodong Gao1，2*

1 School of Biotechnology，Key Laboratory of Glycobiology and Biotechnology，Ministry of Education; 2 State Key Laboratory
of Food Science ＆ Technology and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，Jiangsu Province，China

Abstract: ［Objective］ To produce human glycoproteins in Saccharomyces cerevisiae，human N-glycosylation pathway must
be genetically engineered into the yeast cell． We tried to construct a strain，which can be used to introduce human N-
glycosylation reactions，by disrupting several special glycosyltransferases in yeast N-glycosylation pathway． Furthermore，

this mutant cell was applied for adaptive evolution to overcome its growth-defect phenotype． ［Methods］Three yeast genes
ALG3，OCH1 and MNN1 were disrupted． The N-linked oligosaccharides from the mutant cells were analyzed by the activity
staining of invertase，and their structure was further confirmed by high-performance liquid chromatography ( HPLC ) and
the treatment with glycosidase． Mutant cells were cultured under a high temperature for their adaptive evolution of growth．
［Ｒesults ＆ Conclusion］We obtained a Δoch1Δalg3Δmnn1 strain that produces Man5GlcNAc2 intermediate of human N-
glycosylation． Our approach for adaptive evolution resulted a remarkable improvement on the growth phenotype of

Δoch1Δalg3Δmnn1 strain． In addition，we also confirmed a small amount of unexpected Man6GlcNAc2 intermediate from

Δoch1Δalg3Δmnn1 strain． Treatment with α-1，2-mannosidase converted both Man5GlcNAc2 and Man6GlcNAc2 products to
a single Man3GlcNAc2 form，indicating that the additional mannose on Man6GlcNAc2 product comes from an α-1，2
modification． Our results demonstrate that Δoch1Δalg3Δmnn1 triple mutant can be used as an initial strain to construct an
yeast therapeutic glycoprotein-expression system by introducing various enzymes that are involved in human N-glycosylation
pathway．
Keywords: humanization，N-glycosylation，adaptive evolution，Saccharomyces cerevisiae
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