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摘要：【目的】利用酿酒酵母表达系统，通过乙醇脱氢酶启动子异源表达细菌源的铁载体合成蛋白 PchE，

并与来源于枯草芽孢杆菌的泛酰化酶 Sfp 同宿主共表达，探索真核表达体系表达具有生化活性的细菌源

蛋白。【方法】从大肠杆菌 BAP 1 染色体上扩增 sfp 基因，将 pchE 基因及串联的 pchE 与 sfp 基因分别

构建到酵母-大肠杆菌穿梭质粒 pXW55 中，各自转化酿酒酵母 BJ5464-npgA 表达，经过亲和层析和离

子交换层析纯化蛋白，利用 HPLC 检测细菌源与酵母源表达的 PchE 在体外重构生化反应中的催化活性。

【结果】利用酿酒酵母表达系统可以获得高纯度的原核蛋白 PchE。真菌源的泛酰化基因 NpgA 和细菌

源的 Sfp，均可泛酰化修饰 PchE，合成中间产物 HPT-Cys。【结论】在酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 

BJ5464-npgA 表达系统中，首次证明真菌源的泛酰化基因 NpgA 和细菌源的 Sfp，均可泛酰化修饰细菌

源的非核糖体肽合酶。比较酵母和细菌宿主的目标蛋白表达，证明酵母表达的巨大蛋白 PchE 的纯度更

高，非特异性条带减少，推测酵母宿主可能更适合表达纯化功能性的巨型蛋白质。 
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重组蛋白是通过基因重组技术获得的具有

一定活性和功能的蛋白质，近年来重组蛋白在药

物挖掘领域中发挥越来越重要的作用[1]。获得重

组蛋白可以通过体内和体外两种途径，目前常用

的体外表达体系包括：原核表达体系，如大肠杆

菌(Escherichia coli)；以及真核表达体系，如酿酒

酵母(Saccharomyces cerevisiae)、昆虫细胞和哺乳

动物细胞等。 

大肠杆菌凭借遗传操作简单、繁殖时间短和

培养成本低的优势，通常作为重组蛋白表达的首选

宿主，用于表达原核及一些真核来源的蛋白质[2]。

然而，由于原核宿主往往缺乏成熟的翻译后修饰

体系，很多情况下，外源蛋白容易形成胞内聚集

体，丧失酶活性，缺少正确折叠构象[3]；尤其对

于一些大分子量的巨型蛋白[4]，难以在大肠杆菌

中实现高效、稳定表达。障碍蛋白表达的主要因

素可能是原核表达体系中转录和翻译元件少，分

子伴侣不足，蛋白溶解度低，或外源蛋白存在潜
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在毒性等。 

酵母细胞作为真核表达体系，在异源表达巨

型蛋白方面具备多重优势[5]。首先，酵母细胞含

有线粒体、内质网等细胞器，利于表达有生物活

性的外源蛋白；其次，酵母细胞具有丰富的翻译

后修饰酶，蛋白更易折叠形成天然构象；此外，

酵母表达体系无内毒素，无需添加抗生素，环境

胁迫小；相比于昆虫和哺乳动物细胞，酵母细胞

能实现高密度发酵，更适应工业化生产条件。酵

母-大肠杆菌穿梭质粒 pXW55 是实现聚酮合酶

(polyketide synthase ， PKS) 和 非 核 糖 体 肽 合 酶

(nonribosomal peptide，NRPS)异源表达的有力工

具[6]。pXW55 在外源基因插入位点的上下游分别

携带乙醇脱氢酶(alcohol dehydrogenase)ADH2 启

动子和终止子，在葡萄糖耗尽时，通过乙醇起始

转录并诱导巨型蛋白的过表达。同时，载体带有

ura3 基因，可作为营养缺陷型筛选标记。此外，

pXW55 还携带来自大肠杆菌的复制起点、β-内酰

胺酶基因以及氨苄青霉素抗性基因，可以在大肠

杆菌中进行遗传操作。 

铁离子作为多种酶的辅因子，是多数生物不

可或缺的[7]。铁载体是微生物在缺铁环境中合成

的一种小分子化合物，能够高度亲和地螯合宿主

内不可溶的 Fe3+并运输到细胞内，是病原菌对抗

和 侵 染 宿 主 的 重 要 手 段 [8] 。 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aeruginosa)是一种机会致病菌，它

能合成两种重要的铁载体，铜绿菌素(pyochelin)[9]

和荧光嗜铁素(pyoverdine)[10]。两者是铜绿假单胞

菌高致病性的重要因素[11]，有研究表明铁载体的

缺失会显著影响毒株的生长和毒力 [12]。铁载体

Pyochelin 是由 1 分子水杨酸和 2 分子半胱氨酸合

成的双杂环结构，相关生物合成途径由 Walsh 等

揭 示 [13–14] 。 它 的 合 成 基 因 簇 包 括 pchEF 和

pchDCBA，其中 pchE 基因编码的 PchE 蛋白是

pyochelin 合成的关键延伸模块。PchE 的编码基

因长 4.4 kb，蛋白单体大小 160 kDa，负责催化水

杨酸和第一个半胱氨酸的环化，形成羟苯基噻唑-

半 胱 氨 酸 (hydroxyphenyl-thiazolinyl-cysteine ，

HPT-Cys)。PchE 属于 NRPS，在结构上包括芳香

基载体蛋白(aryl carrier protein，ArCP)、环化结

构域(heterocyclization domain，Cy)、腺苷化结构

域 (adenylation domain ， A) 、 表 异 构 酶 结 构 域

(epimerase domain，E)和肽酰基载体蛋白(peptidyl 

carrier protein，PCP)。目前开展的研究中，PchE

蛋白表达宿主通常为大肠杆菌和铜绿假单胞菌，

均在原核表达系统中实现[15–17]，使用真核宿主高

效表达 PchE 尚未见报道。 

在 Pyochelin 的生物合成途径中(图 1)，PchD

和 PchE 共同参与 HPT-Cys 的合成。PchD 的 A1

结构域负责活化底物水杨酸，并连接到 PchE 

ArCP 结 构 域 的 4′- 磷 酸 泛 酰 巯 基 乙 胺

(4′-phosphopantetheine，PPant)手臂上。PchE 的

A2 结构域负责活化底物 L-半胱氨酸，并连接到

PCP 的 PPant 手臂上，Cy1 结构域催化水杨酸和

半胱氨酸发生环化，E 结构域催化 L-半胱氨酸的

异构化，最后硫解释放 HPT-Cys[14,18]。 

磷 酸 泛 酰 巯 基 乙 胺 基 转 移 酶

(phosphopantetheinyl transferase，PPTase)用于激

活 PKS 和 NRPS 的载体蛋白结构域，在蛋白翻译

后修饰中不可或缺。PPTase 将载体蛋白的保守丝

氨酸位点与来源于辅酶 A 的 PPant 手臂共价连

接，使其从无活性的 holo-载体蛋白转变为 apo-

载体蛋白，进而启动 PKS 和 NRPS 合成[19]。细菌

源的 PPTase Sfp 蛋白最早由 Grossman 等在枯草
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芽 孢 杆 菌 中 发 现 并 鉴 定 [20] ， 它 的 编 码 基 因 长  

675 bp，对应蛋白分子量为 26 kDa，由 225 个氨

基酸组成[21]。在大肠杆菌中，Sfp 能高效表达，

表现出广泛的催化活性和较好的修饰底物宽泛

性 [19] 。 真 菌 源 的 NpgA 蛋 白 是 在 构 巢 曲 霉

(Aspergillus nidulans)中发现的一种 PPTase[22]，能

激活初级和次级代谢。有研究表明，在酿酒酵母

的赖氨酸合成途径中，Lys5 蛋白执行 PPTase 的

功能，而当 lys5 突变后，回补 sfp 和 npgA 基因可

以在酵母细胞中发挥替代作用[23]。 

本研究以铁载体合成蛋白 PchE 为研究对象，

首次在真核表达体系酿酒酵母细胞中实现了 PchE

的异源表达，优化了巨型蛋白表达不完整的情况，

蛋白纯度显著提高，并通过重构体外生化反应体

系验证了 PchE 的功能活性，表明真核宿主在巨型

蛋白表达上更具优势。此外，实验证明真菌源的

PPTase NpgA 具有较好的底物宽泛性，可以在酵

母宿主中对原核蛋白 PchE 进行泛酰化修饰。而当

共表达细菌源的 PPTase Sfp 蛋白后，PchE 催化活

性没有明显变化，两者可能并非协同发挥作用。 

 

 

 
图 1.  PchD 与 PchE 合成 HPT-Cys 的生化途径 

Figure 1.  Biosynthesis pathway of HPT-Cys catalyzed by PchD and PchE. 
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1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒与菌株：实验所用质粒 pXW55-cH、

pET28a-pchE-cH 和 pXW55-pchE-cH，菌株大肠

杆菌 DH10B、BAP 1(BL21 菌株整合 sfp 基因)和

酿酒酵母 BJ5464-npgA 为上海交通大学微生物代

谢国家重点实验室保存。PchD 蛋白表达纯化参

照先前研究[14]。 

1.1.2  培养基：LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5，

胰蛋白胨 10，氯化钠 10，纯水定容至 1 L，调节

pH 值 7.0–7.4；LA 培养基(g/L)：酵母提取物 5，

胰蛋白胨 10，氯化钠 10，1.5%–2%琼脂，纯水定

容至 1 L，调节 pH 值 7.0–7.4；YPD (yeast extract 

peptone dextrose)液体培养基(g/L)：酵母提取物

10，蛋白胨 20，纯水定容至 950 mL 灭菌备用；

母液 D-葡萄糖单独 115 °C 灭菌，使用时补加终

浓度 2%的 D-葡萄糖；UDM (uracil dropout media)

固体培养基(g/L)：酪蛋白水解物 5，无氨基酵母

氮源 6.7，D-葡萄糖 20，腺嘌呤半硫酸盐 0.2，色

氨酸 0.2，琼脂 20。酪蛋白水解物灭菌备用，其

他单独配制母液过滤除菌。UDM 平板用于质粒

pXW55 转化酵母的营养缺陷型筛选。UDM 液体

培养基不添加琼脂。 

1.1.3  试剂：蛋白胨、胰蛋白胨、酵母提取物购

自 OXOID，琼脂购自海燕，乙酸乙酯、乙腈、甲

酸、三乙胺、L-半胱氨酸购自 Sigma，ATP、辅

酶 A、水杨酸、NADPH、异丙基-β-D-硫代半乳

糖 苷 (IPTG) 购 自 生 工 生 物 ， SAM 购 自

HARVEYBIO ， 酵 母 转 化 试 剂 盒 购 自 ZYMO 

RESEARCH，Quick-Fusion 无缝克隆试剂盒购自

Biotool，Xho I 限制性内切酶购自 Thermo，葡萄

糖、氯化钠、盐酸等常规试剂购自国药。蛋白纯

化使用的 Ni-NTA 树脂、阴离子交换层析柱 Mono 

Q 和体积排阻色谱柱 Superdex 200 10/300 均购自

GE。 

1.2  大肠杆菌总 DNA 提取 

在 LB 培养基中 37 °C 过夜培养大肠杆菌

BAP 1，取 1.5 mL 菌液收集到离心管中，12000 r/min

离心 2 min，弃上清。加入 365 μL Tris-EDTA 溶

液重悬菌体，再加入 10 μL 50 mg/mL 溶菌酶，置

于 37 °C 水浴锅内温浴 30 min。反应后加入 100 μL 

10%十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate，SDS)

溶液，继续 37 °C 水浴直至溶液澄清。往裂解后

的 溶 液 中 加 入 0.8 倍 体 积 的 酚 : 氯 仿 : 异 戊 醇

(25:24:1)溶液，并充分摇晃混合均匀，12000 r/min

离心 15 min，小心移取上层部分到新离心管中，

再加入 0.8 倍体积的氯仿并充分混匀，12000 r/min 

离心 15 min，保留上清。加入等体积 75%乙醇充

分混匀后 12000 r/min 离心 10 min。弃上清，离

心管自然干燥后加入 40 μL TE 溶液溶解 DNA，

并电泳检验 DNA 质量。 

1.3  重组质粒构建 

将 PCR 扩增得到的载体与片段胶回收后，用

Quick-Fusion 无缝克隆试剂盒进行连接。本实验

所用引物详见表 1。在 PCR 引物设计时，将酶连

载体和片段的引物末端各设计 18 bp 的同源序

列，反应时在离心管中加入如下酶连体系：载体

20 ng，片段 60 ng，Fusion Enzyme 1 μL，5× Fusion 

Buffer 2 μL，补加 dd H2O 至 10 μL。将反应体系

在 37 °C 水浴锅中孵育 30 min，即可用于大肠杆

菌转化。 
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表 1  引物名称与序列 

Table 1.  Primers used in this study 
Primer name Sequence (5′→3′) 

Sfp-18P1-38-SP TCGTAATACCATATGGCTATGAAGATTTACGGAATTTA 

Sfp-18P1-38-AP TTTAAATTAGTGATGGTGTTATAAAAGCTCTTCGTACG 

V-XW55-3H-SP CACCATCACTAATTTAAATGA 

V-XW55-2aa-AP AGCCATATGGTATTACGATA 

ADH2p-Ter-SP GGAGCTCGGATCCATTTAGC 

ADH2p-Ter-AP CAGTGAATTCGAGCTCGGTA 

V-XWgeneP1-S GCCAAGCTCGAAATTAACCCTCA 

V-XWgeneP1-A GGCATGCAAGCTTGGCGTAA 
 

1.4  大肠杆菌转化 

转化时将大肠杆菌 DH10B 感受态细胞与   

5 μL 酶连体系混合，冰上静置 30 min 后，42 °C

热击 1 min，再加入 1 mL LB 培养基于 37 °C 摇

床预培养 40 min，吸取适量菌液涂布氨苄青霉素

抗性 LB 平板，置于 37 °C 培养箱培养约 16 h，

观察到大小合适的菌落。挑取单克隆转化子，提

取质粒并进行琼脂糖凝胶电泳，选取大小正确的

质粒进行测序验证，得到阳性克隆。 

1.5  酵母细胞转化 

按照 ZYMO RESEARCH 酵母转化试剂盒(货

号 T2001)方法，培养酿酒酵母细胞到对数生长

期，离心后弃上清，用试剂盒内的 EZ 1 溶液清

洗菌体，再用 EZ 2 溶液重悬并分装酵母感受态

细胞。转化时吸取方法 1.5 中测序正确的重组质

粒 DNA 0.2–1.0 μg (体积小于 5 μL)，与 50 μL 感

受态细胞混合，再加入 500 μL EZ 3 溶液并小心

混匀，于 28 °C 静置孵育 2 h，最后将溶液全部涂

布到 UDM 固体培养基上，28 °C 培养 2–3 d，直

至出现大小合适的酵母菌落。转化筛选到的转化

子进行测序验证。 

1.6  重组蛋白诱导表达 

大肠杆菌诱导表达：将冻存的 pET28a-pchE- 

cH/BAP 1 菌液划单克隆，接种于 10 mL 带有卡

那霉素抗性的 LB 培养基中，37 °C 过夜培养作为

种子液。接种时按 1%接种量，转接 1 L 带有卡

那霉素抗性的 LB 培养基，37 °C 培养约 3 h 至对

数生长期，将培养基降温至 16 °C，加入终浓度

0.1 mmol/L 的 IPTG，继续 16 °C 诱导表达 24 h，

4500 r/min 离心 15 min 收集菌体，并将菌体转移

到 50 mL 离心管中，–80 °C 冻存备用。 

酵母细胞诱导表达：分别挑取 pXW55-pchE- 

cH/BJ5464-npgA 和 pXW55-pchEcH-sfp/BJ5464- 

npgA 的酵母细胞单克隆，接种于 20 mL UDM 液

体培养基中(用 10 层纱布封口)，28 °C、220 r/min

培养 48 h 作为种子液。按 2%接种量，将种子液

转接至 1 L YPD 培养基中，28 °C、220 r/min 培

养 72 h。4500 r/min 离心 10 min 收集菌体，并将

菌体转移到 50 mL 离心管中，–80 °C 冻存备用。 

1.7  蛋白纯化 

用缓冲液 A (50 mmol/L Tris-HCl, 100 mmol/L

氯化钠, 40 mmol/L 咪唑, pH 8.0)重悬菌体，细胞

破碎仪高压破碎，其中大肠杆菌 8.0×104 Pa 破碎  

3 min，酵母细胞 1.2×105 Pa 破碎 5 min。破碎后

菌液 12000 r/min 离心 1 h，保留上清液，由于酵

母细胞破碎离心后上清液不完全澄清，在亲和层

析前先使用 0.45 μm 滤膜过滤。使用 Ni-NTA 作

为第一步亲和层析，将上清液与 2 mL Ni-NTA 树 
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脂混合，4 °C 孵育 2 h，然后用 5 个床体积含   

500 mmol/L 氯化钠的高盐缓冲液清洗，再加 5 个

床体积含 50 mmol/L 氯化钠的低盐缓冲液平衡盐

浓度，最终洗脱液的咪唑浓度为 400 mmol/L。 

分别收集亲和层析洗脱的蛋白质，全部上样

Mono Q 离子交换层析柱进行纯化和浓缩，其中 A

相为 50 mmol/L Tris-HCl；B 相为 50 mmol/L 

Tris-HCl、1000 mmol/L 氯化钠，设定程序为 5 个

柱体积的 10% B，5 个柱体积的 10%–20% B，20 个

柱体积的 20%–40% B，5 个柱体积的 40%–100% 

B，5 个柱体积的 100%–10% B。根据出峰位置和 SDS-

聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)结果，收集对应的

浓缩后蛋白，加终浓度 10%甘油，–80 °C 冻存备用。 

1.8  体外生化活性验证 

体外生化反应体系为 200 μL，具体体系成分

见表 2。将除了蛋白外所有组分在冰上充分混合

后，测定 pH 值在 7.6 左右，再往体系中加入蛋

白 PchD、PchE，置于 25 °C 水浴 2.5 h，加入 20 μL 

1 mol/L 盐酸使酶失活终止反应。用 1 mL 乙酸乙

酯萃取反应体系后离心取上清，37 °C 真空旋干，

加 40 μL 10%乙腈溶解干片，用于高效液相色谱

(HPLC)测定。HPLC 流动相 A 组分为 2.3 μmol/L

甲酸和 1.44 μmol/L 三乙胺的水溶液，B 组分为

2.3 μmol/L 甲酸和 1.44 μmol/L 三乙胺的乙腈溶

液，设定流速为 0.8 mL/min，设定最大吸收波长

254 nm，使用 C18 反相柱对产物进行分离和分析。 

2  结果和分析 

2.1  pchE 与 sfp 基因串联酵母表达载体构建 

从大肠杆菌 BAP 1 总 DNA 中扩增 sfp 基因，并

克隆到酵母-大肠杆菌穿梭质粒 pXW55-cH 的 ADH2

启动子下，经测序验证得到阳性克隆 pXW55-sfp，

并以此为 PCR 模板，获得载体骨架 V-XW55-sfp 

(图 2-A，泳道 1)。从团队已构建质粒 pXW55- 

pchE-cH 上扩增带有启动子和终止子的目的基因

序列 F-pchE-cH，pchE 基因 C 端带有 6×His 标签

(图 2-A，泳道 2)，与载体骨架无缝酶连后得到重

组质粒，DNA 片段大小为 12.2 kb (图 2-B)。转化

大肠杆菌 DH10B 后挑取重组子提取质粒，并用

Xho I 酶切验证，将酶切得到的片段长度与预计

的酶切结果相符(图 2-C)且测序结果正确的质粒

命名为 pXW55-pchEcH-sfp。pchE 基因与 sfp 基因

分别带有独立的酵母乙醇脱氢酶启动子和终止

子，可以在酿酒酵母中进行稳定的复制和表达。 
 

 

表 2.  PchD 与 PchE 体外生化反应体系成分 

Table 2.  In vitro biochemical reaction system of PchD and PchE 
Components Final concentration Stock concentration/(mmol/L) Added volume/(μL)

Tris-HCl (pH 8.2) 75 mmol/L 1000 15 

MgCl2 10 mmol/L 200 10 

ATP (Present) 5 mmol/L 100 10 

CoA 0.1 mmol/L 100 0.2 

Salicylic acid 1 mmol/L 100 2 

L-Cysteine (Present) 5 mmol/L 100 10 

NADPH 1 mmol/L 50 4 

SAM 1 mmol/L 50 4 

PchD 2.8 μmol/L Calculated according to actual protein concentration 

PchE 1.4 μmol/L 

H2O Add to 200 μL 
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图 2.  重组质粒 pXW55-pchEcH-sfp 克隆构建及酶切验证 

Figure 2.  Plasmid construction and verification of pXW55-pchEcH-sfp. A: Agarose electrophoresis of DNA 
segments amplified by PCR. Lane 1: The vector segment V-XW-sfp; lane 2: The fragment F-pchE-cH. B: 
Agarose electrophoresis of the recombinant plasmid pXW55-pchEcH-sfp. C: Verification of the recombinant 
plasmid by restriction enzyme Xho I. 

 

2.2  大肠杆菌 sfp 宿主表达纯化 PchE 与活性分析 

用 His-Tag 纯化大肠杆菌宿主表达的 PchE 蛋

白，SDS-PAGE 结果显示(图 3-A，泳道 2)，PchE

蛋白大小为 160 kDa，洗脱液中蛋白浓度较高，

但目的条带下方存在许多非特异性条带，蛋白纯

度差。初步推测杂带是由于单步骤纯化效率不高

造成的杂蛋白污染，进而将亲和层析洗脱的 PchE

蛋白穿过阴离子交换色谱柱 Mono Q 和体积排阻 

 

 
 

图 3.  大肠杆菌表达 PchE 蛋白的纯化与活性验证 

Figure 3.  The purification and activity identification of PchE expressed by E. coli-sfp. A: SDS-PAGE of PchE 
purification at each step. Lane 1: Flowthrough of Ni-NTA affinity chromatography; lane 2: Elution of Ni-NTA 
affinity chromatography; lane 3, 4: Elution of Mono Q; lane 5, 6: Elution of size exclusion chromatography. B: 
Size exclusion chromatography of PchE with Superdex 200 10/300 column. C: In vitro biochemical identification 
of PchE using HPLC. 
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色谱柱 Superdex 200，希望进一步提纯蛋白。然

而，离子交换层析只对 PchE 进行了浓缩，并没

有改善非特异性条带的现象(图 3-A，泳道 3 和 4)。

体积排阻色谱图表明(图 3-B)，PchE 蛋白出峰位

置约在 11 mL 处，呈现较好的单一对称峰形，而

对应出峰体积洗脱液的电泳结果却显示，杂带依

然未被消除(图 3-A，泳道 5 和 6)。经过三步纯化

策略均无法优化获得高纯度 PchE 蛋白，并且出

现的杂带尺寸与目的蛋白大小接近，且条带大小

有序递减，因此推测可能是由于 PchE 在大肠杆

菌中表达不完整导致的断带现象，或者是 PchE

折叠不充分导致蛋白疏水结构域暴露，与其他杂

蛋白粘连，所以无法通过多步纯化步骤去除。 

在整合泛酰化酶 Sfp 的大肠杆菌中表达的

PchE，证明可以被翻译后修饰，获得了有活性的

蛋白，并在体外生化反应中催化水杨酸和半胱氨

酸的环化脱水，生成中间产物 HPT-Cys (图 3-C)。

然而在 HPT-Cys 左侧存在另一个小峰，认为是受

蛋白纯度和活性影响，生成了其他副产物。 

2.3  酿酒酵母 BJ5464-npgA 表达纯化 PchE 与活

性分析 

将 质 粒 pXW55-pchE-cH 转 化 到 酿 酒 酵 母

BJ5464-npgA 中进行异源表达，并进行 Ni-NTA

亲和纯化。SDS-PAGE 结果显示，酵母宿主表达

的 PchE 蛋白并未出现上述非特异性条带(图 4-A，

泳道 4)，仅经过一步纯化，蛋白纯度明显提高。

通过离子交换层析后，PchE 蛋白被浓缩，蛋白纯

度很高(图 4-A，泳道 5)。观察到酵母宿主表达的

PchE 蛋白纯度明显优于大肠杆菌宿主，推测是由

于酵母细胞中转录和翻译系统更加成熟，能够帮助

蛋白完整表达，同时酵母细胞具有丰富的酶协助翻

译后蛋白的正确加工、修饰和折叠，从而形成正确

的结构构象，在一定程度上有利于蛋白纯化。 

基于已经报道的研究，泛酰化酶 NpgA 具有

修饰底物宽泛性，通过激活 NRPSs 参与赖氨酸、

青霉素和铁载体的合成[24–25]。在体外重构生化体

系中加入酿酒酵母-npgA 表达的 PchE 蛋白，能够

检测到产物 HPT-Cys 的生成(图 4-B)，并且对比

大肠杆菌表达的 PchE，产物峰左侧的小峰消失，

峰形更锐，推测酵母表达的 PchE 可能在催化中

更具有专一性。在前人研究中，NpgA 主要用于

修饰真核蛋白，本实验表明在酵母宿主中，NpgA

可以催化原核蛋白 PchE 的泛酰化，得到功能性

PchE，证明 NpgA 具有修饰底物的宽泛性。  

 

 
 

图 4.  酿酒酵母-npgA 表达 PchE 蛋白的纯化与活性验证 

Figure 4.  The purification and activity identification of PchE expressed by S. cerevisiae-npgA. A: SDS-PAGE 
of PchE purification at each step. Lane 1: Total protein; lane 2: Supernatant; lane 3: Wash of Ni-NTA; lane 4: 
Elution of Ni-NTA; lane 5: Elution of Mono Q. B: In vitro biochemical identification of PchE using HPLC. 
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2.4  酿酒酵母 BJ5464-npgA 共表达 PchE 与 Sfp

的纯化与活性分析 

为了确保 PchE 蛋白在酵母宿主中的功能性

表达，本实验设计了 PchE 与细菌源 PPTase Sfp

的共表达质粒 pXW55-pchEcH-sfp。将该质粒转

化酿酒酵母后，进行蛋白表达与 Ni-NTA 亲和纯

化。亲和层析和离子交换层析的 SDS-PAGE 结果

都显示(图 5-A，泳道 4 和 5)，蛋白纯度相比大肠

杆菌中有显著提高，非特异性蛋白条带消失，再

次证实了酵母宿主表达巨型蛋白的优势。而相比

于未引入泛酰化酶 Sfp 的情况，共表达条件下的

PchE 在两步纯化后得到的蛋白浓度有所提高，推

测 Sfp 也在酵母宿主中发挥了一定作用。 

在验证与 Sfp 共表达的 PchE 体外活性时发

现，HPLC 的结果与酵母宿主非共表达 Sfp 的情

况非常类似。PchE 作为铁载体合成过程中的延伸

模块，合成了中间产物 HPT-Cys (图 5-B)，而在

相同底物、酶浓度和相同反应时间的条件下，Sfp

共表达的 PchE 对于底物的催化转化率并没有明

显提高，推测在对 PchE 的泛酰化修饰作用中，

NpgA 与 Sfp 并没有显著的协同效应。这一结果

也为后续将其他需要泛酰化修饰的原核蛋白单

独构建到酵母宿主中表达提供了可行的方案。 

3  讨论 

在研究蛋白功能时，无论真核源还是原核源

的蛋白，研究者一般首选大肠杆菌作为异源宿主

进行表达，不乏很多成功案例[26]。然而，很多蛋

白在大肠杆菌中异源表达时出现不表达、包涵体、

表达量低、无活性等问题，往往会阻碍研究进展。

所以，人们根据研究目的不同，尝试在更高等的宿

主中实现高产、高纯度、高活性的目的蛋白表达。 

前期，本课题组在研究巨型 PKSs 和 NRPSs

时，利用大肠杆菌作为异源表达宿主，多个蛋白

都出现了如表达不完整、易沉淀、难纯化、无功

能等问题。本研究以一个巨型 NRPS 的亚基 PchE

为研究对象，尝试在真核表达系统酿酒酵母细胞

中表达 PchE，成功获得了功能蛋白。在对比了大

肠杆菌宿主和酿酒酵母宿主表达 PchE 的纯度后，

证明酿酒酵母宿主表达的 PchE 纯度明显提高，

并且消除了大肠杆菌表达产生的非特异性条带。

据此推测，高等宿主可能比低等宿主更容易完整 

 

 
 

图 5.  酿酒酵母-npgA 表达 PchE-Sfp 蛋白的纯化与活性验证 

Figure 5.  The purification and activity identification of PchE-Sfp expressed by S. cerevisiae-npgA. A: 
SDS-PAGE of PchE purification at each step. Lane 1: Total protein; lane 2: Supernatant; lane 3: Wash of Ni-NTA; 
lane 4: Elution of Ni-NTA; lane 5: Elution of Mono Q. B: In vitro biochemical identification of PchE-Sfp using 
HPLC. 
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表达巨型蛋白，并且具备更丰富的翻译后修饰

酶，有利于折叠形成稳定构象，这对于后续课题

组开展巨型蛋白结构研究至关重要。除此以外，

本研究选择的酿酒酵母表达质粒 pXW55 在发酵

时，不存在外源抗生素的筛选压力，而是利用酵

母自身代谢通路，在葡萄糖消耗完成后启动乙醇

发酵途径，激活乙醇脱氢酶启动子，诱导目的蛋

白过表达。这能大大减少大肠杆菌发酵过程带来

的抗生素环境胁迫，是选择酵母表达宿主的另外

一个优势。 

同时，本研究首次论证了真菌源泛酰化酶

NpgA 对原核蛋白 PchE 的泛酰化底物位点具有宽

泛的识别能力，并且修饰得到的蛋白可能具有更

好的专一性。推测芽孢杆菌来源的泛酰化酶 Sfp

利用乙醇诱导型启动子 ADH2，也可以在酿酒酵

母宿主中进行有效的泛酰化修饰。但两种泛酰化

酶同时存在于酵母细胞时，究竟是协同修饰或是

选择性发挥作用，仍需要进一步探究。 

总体而言，本研究为次生代谢领域的巨型

PKSs 和 NRPSs 在酵母表达体系中实现功能性表

达提供了可行且有效的方法，也为下游进行蛋白

结构和功能机理研究提供了有力支持。 
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Heterologous expression and purification of the activated 
siderophore synthetase PchE in Saccharomyces cerevisiae 

Lu Chen, Jialiang Wang, Jingdan Liang, Zixin Deng, Zhijun Wang* 
State Key Laboratory of Microbial Metabolism and School of Life Science & Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, 
Shanghai 200030, China 

Abstract: [Objective] Expressing the bacterial siderophore synthetase PchE under the ADH2 promoter in 

Saccharomyces cerevisiae system with the PPTase Sfp from Bacillus subtilis, to explore the heterologous 

expression of activated bacterial protein in eukaryotic system. [Methods] The sfp gene was amplified from 

Escherichia coli BAP 1. Both pchE gene and pchE tandem with sfp were cloned to the yeast-E. coli shuttle vector 

pXW55, and transformed into the Saccharomyces cerevisiae BJ5464-npgA strain. After the purification steps 

including affinity chromatography and ion-exchange chromatography, HPLC was used to detect whether the PchE 

from E. coli and Saccharomyces cerevisiae maintain catalytic activity in the biochemical reaction in vitro. [Results] 

In the Saccharomyces cerevisiae expression system, prokaryotic protein PchE was obtained with high purity. And 

no matter assisted by the bacterial or fungal PPTase, PchE can be modified and synthesize intermediate product 

HPT-Cys. [Conclusion] It was firstly demonstrated that both fungal gene npgA and bacterial gene sfp can modify 

bacterial nonribosomal peptide synthase. With the comparison of protein expression between yeast and bacterial 

host, the giant protein PchE expressed by yeast has higher purity and fewer nonspecific bands. This suggested that 

yeast host might be more suitable for expressing and purifying functional giant protein. 
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