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毕赤酵母分泌型遗传操作工具的构建与优化
张梦宇,王祎涵,李 涵,李天明,冯惠勇

(河北科技大学食品与生物学院,河北石家庄 050018)

摘 要:为了解决毕赤酵母遗传操作效率低且流程繁琐的问题,提高其应用价值,构建并优化了分

泌型遗传操作工具。首先,以α-淀粉酶为报告蛋白,通过融合自主复制序列构建非整合型表达质

粒;其次,借助通用引物和POE-PCR,快速筛选评估与目的蛋白最匹配的内源信号肽;最后,构建

以亚磷酸盐为唯一磷源的营养依赖型筛选标记。结果表明:2种非整合型质粒表达α-淀粉酶的酶

活分别是整合型质粒的2倍和1.6倍;以FLO10、EXG1和 MSB
 

2为信号肽引导的α-淀粉酶酶活

分别是常规信号肽α-MF的2.5倍、1.94倍和1.75倍;亚磷酸脱氢酶基因(ptxD)成功筛选出异源

表达α-淀粉酶的重组菌株。研究简化了基因操作流程,改进了遗传操作工具,开发的绿色安全且

低成本的营养依赖型筛选标记,有助于毕赤酵母分泌表达系统的应用和推广。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

solve
 

the
 

problems
 

of
 

low
 

efficiency
 

and
 

cumbersome
 

process
 

of
 

Pichia
 

pastoris
 

genetic
 

manipulation,
 

secretory
 

genetic
 

manipulation
 

tools
 

were
 

constructed
 

and
 

optimized
 

to
 

improve
 

their
 

industrial
 

production
 

and
 

application
 

value.
 

Firstly,
 

the
 

α-amylase
 

was
 

employed
 

as
 

the
 

reporter
 

protein,
 

and
 

the
 

non-integrated
 

expression
 

plasmid
 

was
 

constructed
 

by
 

fusing
 

the
 

self-replicating
 

sequence.
 

Secondly,
 

endogenous
 

signal
 

peptides
 

that
 

best
 

match
 

the
 

target
 

protein
 

were
 

quickly
 

screened
 

and
 

evaluated
 

using
 

universal
 

primers
 

and
 

POE-PCR.
 

Finally,
 

a
 

nutrition-dependent
 

screening
 

marker
 

was
 

constructed
 

with
 

phosphite
 

as
 

the
 

sole
 

phosphorus
 

source.
 

The
 

results
 

indicate
 

that
 

non-integrated
 

plasmids
 

express
 

α-amylase
 

with
 

2-fold
 

and
 

1.6-fold
 

higher
 

enzyme
 

activity
 

compared
 

to
 

integrated
 

plasmids,
 

respectively;
 

The
 

use
 

of
 

FLO10,
 

EXG1,
 

and
 

MSB2
 

signal
 

peptides
 

results
 

in
 

2.5-fold,
 

1.94-fold,
 

and
 

1.75-fold
 

higher
 

α-amylase
 

activity
 

than
 

the
 

conventional
 

signal
 

peptide
 

α-MF,
 

respectively;
 

Arecombinant
 

strain
 

for
 

heterologous
 

expression
 

of
 

α-amylase
 

is
 

successfully
 

screened
 

using
 

the
 

phosphite
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dehydrogenase
 

gene
 

(ptxD).
 

The
 

process
 

of
 

gene
 

operation
 

is
 

simplified,
 

the
 

genetic
 

operation
 

tools
 

are
 

improved,
 

and
 

green,
 

safe,
 

and
 

low-cost
 

nutrition-dependent
 

screening
 

markers
 

are
 

provided,
 

which
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

application
 

and
 

promotion
 

of
 

the
 

Pichia
 

pastoris
 

secretory
 

expression
 

system.
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  巴斯德毕赤酵母(Pichia
 

pastoris,又称Komagataella
 

phaffii)是一种非常规甲基营养型酵母,被美国

食品药品监督管理局认定为GRAS(generally
 

recognized
 

as
 

safe,即公认安全的食品成分)微生物[1],其具有

表达效率高、分泌能力强、易于高细胞密度培养、产物纯化回收成本低等优势,适合用于大规模工业化生产,
且在食品和药品领域有广阔的应用潜力[2],是目前最常用的真核表达宿主之一[3],甚至超过了酿酒酵母[4]。
然而,毕赤酵母在应用中缺少稳定的非整合型质粒[5],基因操作的主要载体仍然是整合型质粒,整合型质粒

的拷贝数低,通常采用高浓度抗生素筛选或在体外构建不含复制子的多拷贝表达载体[6]。由于抗生素用量

较高、操作相对复杂、同源重组及转化效率较低、整合后染色体不稳定等问题,使得开发非整合型质粒成为研

究重点。
由于毕赤酵母分泌机制的复杂性,仍然有多种蛋白质的表达量相对较低[7]。为了提高异源蛋白的分泌

表达,通常将目的蛋白融合在信号肽的C末端,促进其分泌[8]。目前,酿酒酵母的α交配因子信号肽(α-MF
信号肽)在毕赤酵母中应用最为广泛[9]。CHAHAL等[10]通过密码子优化、疏水区域改造等策略,可以有效

提高α信号肽在毕赤酵母中介导的分泌效率,但是不同类型的外源蛋白需要通过实验选择表达效果最好的

信号肽[11]。随着人们对毕赤酵母X33蛋白质组的深入研究,发现一些毕赤酵母内源信号肽也有较强的分泌

能力,并且推测内源信号肽更容易被宿主识别,从而有利于外源蛋白的分泌[12-13]。筛选标记是载体转化酵

母时筛选转化子所必须的元件,毕赤酵母的表达质粒有抗性筛选标记和营养缺陷型筛选标记。近年来,因抗

生素及其抗性基因被视为一类新的污染物[14],使得其向环境的释放受到限制,加上抗生素价格昂贵,因此需

要开发具有低环境风险的筛选标记。ZHUANG等[15]在酿酒酵母中表达亚磷酸脱氢酶基因(ptxD),使携带

该基因的菌株在以亚磷酸盐作为唯一磷源的选择培养基上正常生长,而不携带该基因的菌株不能生长,从而

达到菌株筛选目的。该筛选标记在毕赤酵母中的应用还未见报道。
本研究通过构建可以稳定存在于毕赤酵母中的非整合型载体,避免载体线性化等复杂步骤,使后续基因

操作更为简便。在非整合型质粒的基础上优化α信号肽,分析和克隆15个毕赤酵母内源信号肽。以α信号

肽作为对照,α-淀粉酶为报告蛋白,评估信号肽的分泌能力,开发新型营养依赖的筛选标记基因亚磷酸脱氢

酶基因(ptxD),并将此筛选标记应用到毕赤酵母遗传操作系统上,克服抗生素价格昂贵及污染的问题,为毕

赤酵母分泌表达系统提供更加高效便捷的遗传操作工具。

1 材料和方法

1.1 材料

本研究所使用的菌株、质粒详情见表1。
酵母提取物、胰蛋白胨、蛋白胨、葡萄糖,均购自OXOID生物制品有限公司;DNS试剂盒,购自Solarbio

公司;凝胶DNA小量回收试剂盒,购自 Magen公司;超薄DNA产物纯化试剂盒,酵母质粒提取试剂盒,质
粒小提中量试剂盒,均购自天根生化科技(北京)有限公司;KOD

 

DNA
 

聚合酶、dNTP、限制性内切酶

EcoR
 

Ⅰ,Kpn
 

Ⅰ,Nde
 

Ⅰ和Xba
 

I,购自Thermo
 

Scientific公司;DNA
 

Marker,6
 

×
 

DNA
 

Loading
 

Buffer,
购自北京全式金生物科技公司;博来霉素,购自Invitrogen公司;其他试剂均为国产分析纯。

LLB培养基 10
 

g/L胰蛋白胨、5
 

g/L酵母提取物、5
 

g/L氯化钠,调节pH值为7.5(若配置其固体培

养基,则加入20
 

g/L琼脂粉)。

YPD培养基 酵母提取物10
 

g/L、蛋白胨20
 

g/L、葡萄糖20
 

g/L,固体培养基添加20
 

g/L琼脂粉,可
根据需求添加适量的博来霉素。

YNB培养基 葡萄糖20
 

g/L,YNB
 

6.7
 

g/L,20种氨基酸及Ade和 Ura
 

200
 

mg/L,固体培养基添加

20
 

g/L琼脂粉。

SD筛选培养基 葡萄糖20
 

g/L,20种氨基酸及Ade和Ura
 

200
 

mg/L,碘化钾0.1
 

mg/L,硫酸铜0.04
 

mg/L,

614
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表1 本研究所用菌株和质粒

Tab.1 Strains
 

and
 

plasmids
 

used
 

in
 

this
 

study

菌 株 质 粒 特 性     来 源

E.coli
 

Trans1-T1 F-φ80
 

lac
 

ZΔM15
 

Δ(
 

lacZYA-arg
 

F)
 

U169
 

endA1
 

recA1 北京全式金生物公司

B.amyloliquefaciens amyS 本实验室保藏

Pichia
 

Pastoris
 

X33 Mut+ 本实验室保藏

XY001 pXY001(pGAPZαA) PGAP,Zeo
R,α-MF 本实验室保藏

XY002 pXY002 PGAP,Zeo
R,mitoARS,α-MF 本研究

XY003 pXY003 PGAP,Zeo
R,OPT-panARS,α-MF 本研究

WY01 pWY01 PGAP,Zeo
R,α-MF,amyS 本研究

WY02 pWY02 PGAP,Zeo
R,mitoARS,α-MF,amyS 本研究

WY03 pWY03 PGAP,Zeo
R,OPT-panARS,α-MF,amyS 本研究

WY04 pWY04 PGAP,Zeo
R,OPT-panARS,OPT-α-MF,amyS 本研究

WY05 pWY05 PGAP,Zeo
R,OPT-panARS,α-MF-(GGGGS)1,amyS 本研究

WY06 pWY06 PGAP,Zeo
R,OPT-panARS,OPT-α-MF-(GGGGS)1,amyS 本研究

WY07 pWY07 PGAP,OPT-panARS,PPDC,ptxD,amyS 本研究

氯化铁0.4
 

mg/L,硫酸锰0.8
 

mg/L,硫酸锌0.8
 

mg/L,钼酸钠0.4
 

mg/L,硼酸1
 

mg/L,硫酸铵5
 

g/L,硫酸

镁0.5
 

g/L,氯化钙0.2
 

g/L,对氨基苯甲酸0.4
 

mg/L,硫胺素0.8
 

mg/L,核黄素0.4
 

mg/L,烟酸0.8
 

mg/

L,泛酸钙0.8
 

mg/L,吡哆醇0.8
 

mg/L,生物素0.4
 

mg/L,叶酸0.4
 

mg/L,肌醇4
 

mg/L,亚磷酸氢二钾2
 

g/

L,固体培养基添加20
 

g/L琼脂粉。

1.2 表达载体的构建

1.2.1 带有2种不同复制子的非整合型质粒的构建

2种自主复制序列(autonomously
 

replicating
 

sequence,ARS)即来自毕赤酵母线粒体的 mitoARS[16]与
来自乳酸克鲁维酵母基因组优化后的OPT-panARS[17]均由金唯智公司合成。以实验室保存的pGAPZαA
(pXY001)为出发质粒,将mitoARS和OPT-panARS分别无缝克隆到pXY001中,通过PCR验证并经测序

确认后,得到含有ARS的2种游离型载体pXY002和pXY003。

1.2.2 淀粉酶表达质粒的构建

以实验室保存的解淀粉酶芽孢杆菌(B.amyloliquefaciens)的基因组为模板,克隆获得解淀粉芽孢杆菌

的α-淀粉酶基因(amyS),将2种非整合型载体pXY002和pXY003与整合型载体pXY001分别经EcoR
 

Ⅰ
与Kpn

 

Ⅰ双酶切后,同淀粉酶基因amyS 进行组装,经PCR验证及测序确认后,得到3种表达淀粉酶基因

的载体:pWY01、pWY02和pWY03。

1.2.3 含有信号肽质粒的构建

为了提高异源蛋白的分泌表达,本研究对α-MF信号肽进行优化。根据文献报道,在信号肽α-MF的

pre区和pro区按照毕赤酵母的密码子偏好性新增13个氨基酸[18],获得优化后的信号肽OPT-α-MF,利用

无缝克隆技术,构建含优化信号肽的质粒pWY04。同时,为了进一步增强异源蛋白分泌表达,在信号肽与淀

粉酶基因amyS 之间插入Linker:GGGGS[19],分别构建出含原始信号肽的载体pWY05和含有Linker的信

号肽载体pWY06。通过在线分析软件SignalP
 

6.0[20],分析和筛选出15种毕赤酵母X33自身分泌的信号

肽,借助通用引物和POE-PCR方法[21],以构建成功的重组载体pWY05为模板,将信号肽片段快速与模板

质粒序列融合,转化毕赤酵母X33感受态细胞。

1.2.4 亚磷酸脱氢酶基因表达质粒的构建

通过调研获得亚磷酸脱氢酶基因ptxD 的序列(gi|3127080),并委托金唯智生物公司合成。以 WY003
为基础质粒,使用无缝克隆技术,将质粒中的博来霉素基因(BleoR)替换为亚磷酸脱氢酶基因ptxD,经PCR
验证及测序确认后,得到筛选标记为(ptxD)的质粒pWY07。

1.3 毕赤酵母转化子的筛选与鉴定

毕赤酵母感受态的制备及电转化操作参照文献[22]。将载体和信号肽片段进行POE-PCR后,将5
 

μg
 

PCR产物与80
 

μL毕赤酵母X33感受态混合,转入0.2
 

mm电转杯冰浴5
 

min,1
 

500
 

V电压下电击,在

1
 

mol/L山梨醇中孵育1~2
 

h后涂布于含有100
 

μg/mL
 

Zeocin的YPD淀粉平板上,于30
 

℃培养3~4
 

d。
得到转化子后,倒入适量的碘液,观察透明圈,较大透明圈且PCR验证正确的单菌落即为阳性克隆。

714



河 北 科 技 大 学 学 报 2024年

1.4 α-淀粉酶的酶活检测

分别挑取野生型菌株及阳性克隆菌株,置于西林瓶中进行微培养,采用DNS法检测酶活。酶活测定的

反应条件如下:2%玉米淀粉溶液270
 

μL,粗酶液30
 

μL(发酵液经过6
 

000
 

r/min,离心10
 

min后取上清),
混合均匀后于60

 

℃水浴10
 

min,加入600
 

μL
 

DNS溶液,于100
 

℃水浴5
 

min,取200
 

μL测OD540,计算淀粉

酶的酶活。

2 结果与分析

2.1 非整合型载体的构建

2.1.1 重组表达载体的构建

以实验室保存的pGAPZαA(pXY001)为骨架,通过无缝克隆技术分别插入2种自主复制序列构建非整

合型质粒pXY002和pXY003。然后,将3种质粒pXY001、pXY002及pXY003使用EcoR
 

Ⅰ与Kpn
 

Ⅰ进

行双酶切后插入淀粉酶基因(amyS),成功构建1种整合型及2种非整合型含淀粉酶基因的表达质粒

pWY01、pWY02及pWY03。以pWY03表达载体为例,构建过程如图1所示。

图1 pWY03表达载体构建过程

Fig.1 pWY03
 

expression
 

vector
 

construction
 

process

2.1.2 非整合型质粒的功能验证

图2 菌株影印结果

Fig.2 Photocopying
 

results
 

of
 

strains

将2种含有非整合型载体的菌株在无抗性的

YPD液体培养基中连续传代培养后涂布到无抗性

的YPD固体培养基上,获得单菌落。将单菌落分

别稀释影印至无抗性的固体培养基 YPD及含博

来霉素的固体培养基YPDZ上,如图2所示。2种

游离质粒均可在YPD培养基上生长,在YPDZ培

养基上无法生长。这说明2种质粒已在无抗性的

YPD液体培养基中连续传代培养时丢失,没有整

合到染色体上,而是以游离形式存在,即将2种复

制子 OPT-panARS与 mitoARS作 为 质 粒 骨 架

时,可以使质粒以游离形式存在于毕赤酵母体内。
将2种含有非整合型载体的菌株于抗性培养基 YPDZ中连续传代培养,使用试剂盒提取传至第10

代的质粒,对其进行稳定性检测,质粒大小分别为6
 

027
 

bp和5
 

051
 

bp。使用内切酶EcoR
 

Ⅰ
 

进行酶切

验证,电泳结果如图3所示,可以看出,条带大小正确,证明2种质粒经抗性培养基传代10代时仍可稳定

存在毕赤酵母细胞内。
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M代表Trans5K

 

DNA
 

Marker;+代表阳性对照;1—3代表第10代菌株所提质粒。

图3 稳定性验证电泳图

Fig.3 Stability
 

verification
 

electrophoresis
 

map

通过在无抗性液体培养基YPD中传代培养,并对每代菌液留样,再将留样菌液稀释后,分别涂布于无抗

性的固体培养基YPD及含博来霉素的固体培养基YPDZ上,获取单菌落后进行计数,计算质粒丢失率,如
表2所示。

表2 重组质粒丢失率

Tab.2 Loss
 

rate
 

of
 

recombinant
 

plasmid

代数
WY02 WY03

YPD菌落数 YPDZ菌落数 质粒丢失率/% YPD菌落数 YPDZ菌落数 质粒丢失率/%
1 662 621 6 514 228 56
2 363 232 36 505 192 62
3 523 0 100 577 0 100

  由表2可知,含OPT-panARS复制子的质粒在第1代、第2代的丢失率明显高于含mitoARS复制子的

质粒,但两者的质粒均于第3代全部丢失。这表明2种复制子均可较快丢失质粒,可作为毕赤酵母

CRISPR/Cas9或CRISPR/Cpf1的基因编辑工具。

2.1.3 以mitoARS和OPT-panARS为复制子的载体淀粉酶的表达情况比较

图4 酶活结果

Fig.4 Enzyme
 

activity
 

result

不同复制子表达淀粉酶基因的蛋白表达量不同,以α-
淀粉酶为报告蛋白,整合型质粒pWY01为对照,将2种非

整合型质粒pWY02和pWY03转入X33菌株后,选取生理

验证中水解圈较大的菌株进行摇瓶发酵,将上清液进行酶

活测定,比较不同复制子的蛋白表达情况。分别于24、48、

72
 

h测定淀粉酶酶活,结果如图4所示。
由图4可知,在48

 

h酶活均达到最高,且含有非整合型

质粒的菌株 WY02和 WY03比含有整合型质粒的菌株 WY01
表达α-淀粉酶酶活高,其中携带复制子OPT-panARS的菌株

WY03酶 活 是 整 合 型 菌 株 WY01的2倍,含 有 复 制 子

mitoARS的菌株 WY02的酶活是整合型 WY01的1.6倍。
综上所述,本研究以毕赤酵母整合型质粒pGAPZαA作为出发质粒,分别以 mitoARS和OPT-panARS

作为复制子,构建含不同复制子的α-淀粉酶表达质粒及菌株。毕赤酵母中没有稳定的非整合型质粒,与商

用整合型载体相比,非整合型载体无需线性化处理,实验操作更为方便,且研究显示含有毕赤酵母ARS复制

子的表达载体蛋白质产量与转化效率更高[23]。除常用的PARS1外,来自毕赤酵母线粒体中的 mitoARS[16]

与来自乳酸克鲁维酵母基因组的panARS[24]均可作为游离质粒的复制子。有研究对panARS的3个区域进

行突变,得到的OPT-panARS保持了强大的ARS活性且稳定性优于panARS[17]。本研究通过DNS法测定

淀粉酶酶活。结果表明,mitoARS和 OPT-panARS游离质粒可以稳定传代,并在无筛选压力下使质粒丢
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失,具备进行外源基因表达及作为基因编辑工具质粒的功能。与整合型质粒相比,mitoARS和 OPT-pan-
ARS非整合型质粒拷贝数高,淀粉酶的表达量是整合型质粒的2倍,这与文献报道相一致。文献[25]报道,
毕赤酵母整合型质粒表达荧光蛋白为单拷贝,复制子panARS为10余个拷贝,是整合型的7倍~9倍。本

研究也侧面表现出非整合型质粒可实现高拷贝数的表达。

2.2 信号肽的分析与评估

2.2.1 α-MF信号肽的优化

酿酒酵母α-MF信号肽广泛用于毕赤酵母重组蛋白的分泌表达。为了提高异源蛋白的分泌表达,在信

号肽α-MF的pre区和pro区按照毕赤酵母的密码子偏好性新增13个氨基酸[18],获得优化后的α-MF信号

肽,进而构建4种含有优化后信号肽的重组质粒及其对照质粒,再将4种质粒分别转化至毕赤酵母获得工程

菌株,分别是带有原始信号肽α-MF的工程菌pWY03、带有优化后信号肽OPT-α-MF的工程菌pWY04、带
有Linker序列的原始信号肽α-MF-(GGGGS)1 的工程菌pWY05和带有Linker序列的优化信号肽OPT-α-
MF-(GGGGS)1 的工程菌pWY06。借助淀粉酶作为报告蛋白,对经过改造的α-MF信号肽引导淀粉酶的分

泌能力进行评估,将4种工程菌进行摇瓶发酵,并分别于24、48、72
 

h取样,利用DNS法测定样品裂解前后

粗酶液的酶活,结果如图5所示。

     
图5 α-MF与改造的α-MF信号肽分泌淀粉酶酶活

Fig.5 α-MF
 

and
 

modified
 

α-MF
 

signal
 

peptide
 

secrete
 

amylase
 

activity

结果显示,在24
 

h和48
 

h内发酵液裂解后的酶活高于裂解前的酶活,而在72
 

h达到一致。这表明信号

肽在引导外源蛋白分泌表达时具有时间延迟的特点。因此,使用72
 

h的样品粗酶液的酶活,比较4种工程

菌中的信号肽分泌能力。其中:含有OPT-α-MF-(GGGGS)1 信号肽的菌株 WY06酶活最高,是含有α-MF
信号肽的对照菌株 WY03酶活的2.4倍;含有 OPT-α-MF信号肽的菌株 WY04的酶活是对照菌株 WY03
酶活的1.4倍;含有α-MF-(GGGGS)1 信号肽的菌株 WY05酶活是对照菌株 WY03酶活的1.24倍。实验

结果表明,改造后的α-MF信号肽比原始α-MF信号肽的酶活高,因此适当改造信号肽对提高毕赤酵母分泌

表达水平具有积极意义。

2.2.2 毕赤酵母内源信号肽的预测

为了选择用于在毕赤酵母中分泌异源蛋白的新信号肽,通过对毕赤酵母分泌体进行研究[26],挑选15种

毕赤酵母X33自身分泌的信号肽。使用在线分析软件SignalP
 

6.0[20]进一步分析这15种潜在的信号肽序

列,获得预测的切割位点及各个蛋白的信号肽序列。氨基酸序列会影响信号肽酶对信号肽切割的效率[13],
因此将信号肽的氨基酸序列后延2位,保证信号肽切割位点的正常识别与切割,获得的信号肽序列如表3所

示。使用酿酒酵母α-MF作为对照,研究15种新信号肽的分泌效率。

2.2.3 毕赤酵母内源信号肽的评估

为了研究15种信号肽的分泌能力,借助通用引物和POE-PCR方法[21],以构建成功的重组载体pWY06
为模板,将信号肽片段快速与模板质粒序列融合,转化毕赤酵母X33感受态细胞后获得15种工程菌。再将

含不同信号肽的15种工程菌以及含有α-MF信号肽的工程菌分别进行发酵,以α-淀粉酶为指征蛋白,检测

重组菌株的生长情况以及α-淀粉酶酶活。选用72
 

h发酵样品上清液的酶活比较不同信号肽的分泌效率,结
果如图6所示。

024



第4期 张梦宇,等:毕赤酵母分泌型遗传操作工具的构建与优化

表3 15种毕赤酵母X33的内源信号肽

Tab.3 Endogenous
 

signal
 

peptides
 

of
 

15
 

species
 

of
 

Pichia
 

pastoris
 

X33
编号 毕赤酵母开放阅读框 信号肽 序列

1 gi|254567221 FLO10 MFEKSKFVVSFLLLLQLFCVLGVHGQE
2 gi|254570357 PRY2 MKLSTNLILAIAAASAVVSAAP
3 gi|254565329 DSE4 MSFSSNVPQLFLLLVLLTNIVSGAV
4 gi|254565023 MSB2 MINLNSFLILTVTLLSPALALP
5 gi|254564921 SCW10 MQVKSIVNLLLACSLAVARP
6 gi|254568502 EXG1 MNLYLITLLFASLCSAIT
7 gi|254572688 UTH1 MKSQLIFMALASLVASAP
8 gi|254567645 SCW11 MLSTILNIFILLLFIQASLQAP
9 gi|254564915 GAS1 MFKSLCMLIGSCLLSSVLAAD
10 gi|254573228 PIR3 MKLAALSTIALTILPVALAGY
11 gi|254573438 FRE2 MRNHLNDLVVLFLLLTVAAQAHL
12 gi|254567898 DAN4 MFLKSLLSFASILTLCKAWD
13 gi|254567750 PHO5 MFSPILSLEIILALATLQSVFAVE
14 gi|254574366 PDI1 MQFNWNIKTVASILSALTLAQASD
15 gi|254565617 CPR5 MKLLNFLLSFVTLFGLLSGSVFAQE

图6 不同信号肽引导下的α-淀粉酶

的酶活力

Fig.6 Activity
 

of
 

α-amylase
 

guided
 

by
 

different
 

signal
 

peptides

  由图6可知:有7种毕赤酵母内源信号肽分泌α-淀粉

酶的能力比α-MF信号肽高,其中毕赤酵母FLO10、EXG1
和 MSB2 信号肽引导淀粉酶的酶活分别是α-MF信号肽引

导淀粉酶酶活的2.5倍、1.94倍和1.75倍;有4种信号肽

(SCW10、GAS1、DSE4、PHO5)分泌α-淀粉酶的能力同α-
MF信号肽差异不大;剩余4种信号肽(UTH1、CPR5、

DAN4、PDI1)低于α-MF信号肽的分泌能力,其中PDI1 分

泌α-淀粉酶的能力最低。因此对于同一外源蛋白而言,不
同的信号肽分泌蛋白质的效率也不同,选择并使用高效信

号肽是提高毕赤酵母分泌表达外源蛋白的有效途径。
综上所述,酿酒酵母的α-MF信号肽是毕赤酵母中应

用最广泛的信号肽,对α-MF信号肽的结构和功能及相关

分泌通路的详细研究表明信号肽在协助胞外分泌中不可

或缺[7]。本研究优化的α-MF信号肽,不仅可以利用通用

引物,方便构建操作,而且淀粉酶的表达活性最高提高了

2.4倍。根据生物信息挖掘与分析,确定了15种还未见其

他文献报道的内源信号肽的氨基酸序列。利用通用引物和POE-PCR方法,建立了一个操作方便的信号肽

库,无需通过大肠杆菌构建质粒,可以直接与任何待表达基因融合,直接转化毕赤酵母进行筛选和评估。该

图7 亚磷酸脱氢酶表达菌株

转化子生长图

Fig.7 Growth
 

of
 

transformant
 

of
 

phosphite
 

dehydrogenase
 

expression
 

strain

方法高效简便,为异源蛋白更广泛分泌表达提供了新的操作工具

和方案。通过测定淀粉酶酶活,评估15种毕赤酵母内源信号肽,其
中毕赤酵母FLO10、EXG1 和 MSB2 信号肽引导的淀粉酶的酶活都

高于商品质粒常用的α-MF信号肽,可以为其他外源蛋白表达提供

借鉴。

2.3 营养依赖的筛选标记的建立

2.3.1 亚磷酸脱氢酶基因作为筛选标记的可行性与有效性

以 WY003为基础质粒,使用无缝克隆技术将质粒中的博来霉

素基因BleoR 替换为亚磷酸脱氢酶基因ptxD,构建携带ptxD 基

因的表达质粒,并通过电穿孔法转化到毕赤酵母X33菌株中,涂布

于以亚磷酸为唯一磷源的SD筛选培养基上,转化子生长正常。其

生长图如图7所示。
对转化子进行PCR验证,单克隆1号—4号扩增出的ptxD 基
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因大小与目的条带一致,获得了具有ptxD 筛选标记的淀粉酶表达菌株 WY07,结果如图8所示,证明了

ptxD 可作为营养型筛选标记基因用于转化子的筛选。
利用淀粉酶水解圈对重组菌株 WY07进行生理验证,如图9所示。由图9可知:对照菌株X33不含有

淀粉酶基因,故影印于1%淀粉平板后,无法产生水解圈;而重组菌株 WY07含有淀粉酶基因,可观察到较大

透明圈,说明以ptxD 为筛选标记基因的质粒可成功表达淀粉酶基因,证明该筛选标记在毕赤酵母中进行异

源表达时筛选转化子具有可行性。

图8 PCR验证结果图

Fig.8 PCR
 

verification
 

result
 

diagram
图9 α-淀粉酶生理验证

Fig.9 Physiological
 

verification
 

of
 

α-amylase

图10 稳定性验证图

Fig.10 Stability
 

verification
 

electrophoresis
 

map

2.3.2 亚磷酸脱氢酶基因作为筛选标记的稳定性

将重组菌株 WY07在以亚磷酸为唯一磷源的培养基

中连续传代培养,使用试剂盒提取传至第10代的质粒,
进行稳定性检测,质粒大小应为4

 

817
 

bp。通过使用内

切酶Kpn
 

Ⅰ
 

进行酶切验证,电泳结果如图10所示。由

图10
 

可以看出,条带大小正确,证明该质粒经以亚磷酸

为唯一磷源的培养基传10代仍可稳定存在于毕赤酵母

细胞内。

2.3.3 亚磷酸脱氢酶基因表达菌株的生长情况

将验证正确的重组菌株 WY07及野生型菌株 X33
分别在YNB全价培养基与SD培养基中培养,检测其生

长情况,绘制生长曲线,结果如图11所示。
由图10可知:野生型菌株由于不能利用亚磷酸,因

而只能在YNB全价培养基中生长;含有亚磷酸脱氢酶基

图11 生长曲线

Fig.11 Growth
 

curve

因的菌株既可以在 YNB全价培养基中生长,也可以在

SD培养基中生长。这表明,亚磷酸脱氢酶基因可以作为

毕赤酵母的筛选标记基因,达到筛选目的。但重组菌株

WY07在YNB培养基中的生长速度高于SD培养基,表
明菌株利用亚磷酸盐生长较为缓慢。推测后续以亚磷酸

盐为唯一磷源进行筛选时,转化子生长所需时间将长于

2~4
 

d。鉴于重组菌株在以亚磷酸盐为唯一磷源的筛选

培养基中生长较慢,后续可以在转录水平及培养基配方

上进行优化,使该基因能够更好地发挥筛选标记基因的

作用。
综上所述,筛选标记基因是质粒中必不可少的元件。

近年来抗生素抗性标记在转基因微生物商业应用中受到

限制,所以开发安全性筛选标记基因十分重要。磷是所有生物的必需营养元素,许多微生物体内含有亚磷酸

脱氢酶基因(ptxD),参与生物体中亚磷酸代谢[27]。但毕赤酵母只能利用五价的磷酸盐而不能利用三价的
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亚磷酸盐。本研究使用无缝克隆技术构建亚磷酸脱氢酶基因表达质粒,验证结果表明ptxD 作为游离质粒

的筛选标记基因是有效可行的,可以稳定传代。同抗生素相比,亚磷酸盐是一种无毒、安全且价格低廉的化

学品,克服了抗性基因筛选标记的弊端,已在酿酒酵母[16]、水稻[28]中得到应用,但在毕赤酵母中的应用还未

见报道。目前,以ptxD 作为游离质粒的筛选标记基因存在的问题是在亚磷酸培养基上菌体生长的速度低

于在磷酸培养基中的速度,后续研究还有待通过适应性进化加快其生长速度。

3 结 语

本研究以α-淀粉酶为报告蛋白,通过构建非整合型质粒、优化α-MF信号肽、筛选内源信号肽以及开发

新的营养依赖的筛选标记等多个方面对毕赤酵母分泌表达系统进行优化。结果表明,含有非整合型质粒的

菌株 WY03表达α-淀粉酶的酶活可达到含整合型质粒菌株 WY01的2倍,含优化的α-MF信号肽的菌株

WY06是含常规α-MF信号肽菌株 WY03的2.4倍,筛选出的FLO10、EXG1 和 MSB2 信号肽属于毕赤酵母

强信号肽,以亚磷酸脱氢酶基因ptxD 为筛选标记稳定、安全且价格低廉,实现了毕赤酵母表达系统在基因

水平及蛋白转运水平方面的优化。
本研究仅针对自主复制序列、信号肽及筛选标记等方面进行了探索,尚未对培养基、菌株生长状态等培

养条件进行优化和调整。后续工作将着眼于分子伴侣、糖基化修饰等方面,提高毕赤酵母外源蛋白的折叠、
修饰效率,进而提升毕赤酵母分泌型遗传操作工具的性能。
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