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摘 要 将乙肝病毒融合表面抗原基因782#1的单倍体酵母工程菌9!0／9:;!61和与其不同接合型的单倍体酵
母菌906接合，筛选到二倍体酵母工程菌906<9!0／9:;!61。对两种工程菌的研究表明：二倍体工程菌发酵密度
为单倍体工程菌的4倍；表达质粒在二倍体酵母中的稳定性明显高于单倍体工程菌；二倍体工程菌对融合抗原的
表达量为单倍体的4倍以上；表达质粒在二倍体细胞中的平均拷贝数略低于单倍体工程菌。
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随着分子生物学和生物技术的不断发展乙型肝

炎疫苗的研制也不断改进。人们在乙型肝炎血源疫

苗和基因工程疫苗的基础上，努力解决疫苗用量大，

成本高以及对少数人无免疫反应或反应低下的难

题，开辟了新型乙肝疫苗、合成肽疫苗及;)8免疫
等新途径。其中带有A.B7!区的乙肝表面抗原的新
型乙肝疫苗集预防和治疗为一体，显示了很好的应

用前景［!，#］。酵母已经被用来大规模生产乙肝病毒

表面抗原，成为我国广泛使用的乙肝疫苗。我们已

报道过乙肝病毒融合表面抗原782#1基因在酵母
菌中的表达［4，3］。由于我们得到的工程菌都是带有

营养缺陷标记的单倍体酵母，发酵时生长较慢。另

有文献报道［6］：工程菌的二倍体化可以提高外源基

因的拷贝数，从而提高外源基因的表达水平。为了

进一步提高我们构建的工程菌的表达水平，我们将

表达乙肝病毒融合表面抗原782#1的一株+型单倍
体酵母工程菌和另一株带,%)#等多重营养缺陷的

!型单倍体酵母906进行接合，选育出一株原养型
二倍体工程菌，取得了良好的结果。

$ 材料和方法

$%$ 菌株
表达乙肝病毒融合表面抗原782#1基因的+型

单倍体酿酒酵母工程菌9!0／9:;!61由本所构建
和保存，酿酒酵母 906［345!*+66#"#&4,%)#

)*+4/*7!1+,0#*8］由本所保存。

$%& 二倍体酵母菌子囊孢子观察
从斜面接种菌株到含4CD9EF; 的试管，

4$G，#$$.／CH,振荡培养!1I，!$$$$.／CH,离心

6CH,，去上清，沉淀移到长孢子斜面，4$G培养#
周，镜检子囊。

$%’ 工程菌的发酵
按文献［3］的方法进行。

$%( !"#&)基因表达水平的测定
离心收集菌体后，取!J湿重的菌体按文献［3］

的方法 制备酵母细胞抽提液。样品的K@L8J抗原
性测定采用华美公司的EDM78试剂盒进行。

$%* 工程菌表达载体拷贝数的测定
先按常规提取酵母总;)8。;)8经.+9KM

酶切后用琼脂糖凝胶电泳分离，再转移到硝酸纤维

薄膜上。用于杂交的探针为由两个;)8片段组成
的混合物：一个是$?55NO长的带有782#1基因的

:0(PM片段，另一个为$?15NO长带有KM74基因6Q
端的.+9KM2.1,MM双酶切片段。后者是在定量测
定拷贝数时被用作内部参考。表达载体在细胞中的

拷贝数的测定和计算方法见文献［"］。

& 结果和讨论

&%$ 二倍体工程菌+,*-+$,／+./$*)的获得
单倍体工程菌9!0／9:;!61是由表达乙肝病



毒融合表面抗原的载体!"#$%&转化单倍体酿酒酵
母!$’而成［$］。由于!$’的接合型为(型，是!"#)
和$%"$双重营养缺陷株。!"#$%&则为带有

*+,)选择标记的质粒，所以 !$’／!"#$%&仅有

$%"$营养缺陷。单倍体酵母!’%接合型为!型，有
多重营养缺陷，但具有野生型-#+$基因。所以，

!$’／!"#$%&和!’%都不能在基本培养基上生长。
但是，两种细胞一旦接合形成二倍体，由于营养互

补，就可以在基本培养基上生长，结果见表$。

表! 二倍体接合子的筛选

"#$%&! ’&%&()*+,-+./*0%+*/(+,123+,

./0(12 34567089:;827<82.#=;(/7

!$’／!"#$%& >

!’% >

!’%?!$’／!"#$%& %$

为了进一步证明在基本培养基上生长的菌落确

系二倍体，我们将在基本培养基上长出的菌落接种

到产孢培养基斜面上，培养数天后在显微镜下可以

看到有子囊孢子形成。这就是二倍体工程菌

!’%?!$’／!"#$%&。

454 二倍体工程菌67896!7／6:;!8<的生长
单倍体工程菌和二倍体工程菌先在基本培养基

上培养，然后接种到!+@#培养液中振荡培养)AB
和A&B测定培养液中的菌体密度，结果见表)。从
表)结果可以看出：在相同的培养基和相同的培养
时间下，二倍体工程菌的细胞密度是单倍体工程菌

的C倍左右。

表4 单倍体工程菌和二倍体工程菌生长密度的比较

"#$%&4 "=&(&%%/&,>*)?+-)=&/*0%+*/*,(+@0#.*>+,
A*)=)=#)+-)=&=#0%+*/

./0(12 &’D>>25

)AB A&B

!$’／!"#$%& >E)$A >E)AD

!’%?!$’／!"#$%& >ED%> >EF)>

G07H/B7/H8</0(12<12!+@#57I145(/C>J980)A80A&B840<K

LB7:7;;:4;/407H(<I1;4/7I6M)>98;I<(2I57(<407I/B78=/1:(;I72<1/M

(/D>>25K

45B 表达载体在二倍体工程菌中的稳定性
由于!$’和!’%都是!"#)营养缺陷株，二倍

体工程菌丢失表达载体!"#$%&后就不能在缺少亮
氨酸的培养基上生长。因此我们可以和 !$’／

!"#$%&一样测定二倍体!’%?!$’／!"#$%&的质

粒稳定性［%］。实验结果见表C。从表C可见：二倍
体工程菌中表达载体的稳定性明显地要比其在单倍

体工程菌中的高。

表B 单倍体工程菌和二倍体工程菌的表达质粒稳定性比较

"#$%&B ’)#$*%*)?+-&90.&>>*+,C&()+.*,)=&/*0%+*/*,
(+@0#.*>+,A*)=)=#)*,)=&=#0%+*/

./0(12 ./(61;1/M897?=07<<182N7:/80／O

$>G )>G C>G A>G %>G

!$’／!"#$%& &) F> D) D% %C

!’%?!$’／!"#$%& ’D ’A &’ &’ FA

LB7</(61;1/MH(<=07<72/7I6M/B7=70:72/(P789:7;;<:82/(1212P/B7

7?=07<<182N7:/80HB72P08H2(9/7012I1:(/7IP7270(/182<，GQP7270(R

/182<K

45D ’EF4<基因在二倍体工程菌中的表达
将单倍体工程菌和二倍体工程菌以相同的方式

发酵培养，用等量的菌体制备抽提液。然后，用

+*S.-试剂盒测定TU<-P的水平（结果见表A）。
结果表明在等量菌体的情况下二倍体工程菌表达

TU<-P的量是单倍体工程菌的C倍以上。考虑到二
倍体工程菌的细胞密度是单倍体工程菌的C倍左
右，因此二倍体工程菌在单位体积的发酵液中TUR
<-P的表达量至少是单倍体工程菌的’倍。

表D ’EF4<基因在单倍体工程菌和二倍体工程菌
的表达水平的比较

"#$%&D "=&&90.&>>*+,%&C&%+-’EF4<3&,&*,)=&/*0%+*/*,
(+@0#.*>+,A*)=)=#)*,)=&=#0%+*/

./0(12 #1;4/182 &’A%>25

!$’／!"#$%& $>>> >E$D

)>>> >E>F

!’%?!$’／!"#$%& A>>> >E))

&>>> >E$$

LB7:04IM7(</7?/0(:/<H707I1;4/7I/8(==08=01(/7I1;4/182(2I

<46V7:/7I/8+*S.-(<<(MK

458 二倍体工程菌中表达载体的平均拷贝数
酵母菌 !$’，!’%，!$’／!"#$%&，!’%?!$’／

!"#$%&经.84/B702杂交后的结果如图$所示。从
图$可见!$’和!’%均只见一条带，这是TS.C基
因的($)TS条带。由于两个菌株的TS.C基因存
在多态性，因此，它们的TS.C条带大小不同。在单
倍体工程菌!$’／!"#$%&中可以看到相当于!$’
的TS.C基因的条带及另一条)E%W6片段的表达载
体条带。而在二倍体工程菌!’%?!$’／!"#$%&中
则可以同时看到相当于!$’和!’%的TS.C基因条
带及)E%W6的表达载体条带。无论是单倍体工程菌
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图! "#$%&’()杂交分析

*+,-! "#$%&’()./#%0)0/12+2
3’)#4+5678#91’02%2%(0+)2:’(’’;05%’<，<+,’2%’<:+%&!"#=>，

0)<2$.?’5%’<%#"#$%&’()./#%0)0/12+2$2+),%&’4+;%$(’#9"8@AB

,’)’0)<=>"C,’)’9(0,4’)%2020D(#.’-E05&/0)<5#)%0+)2!!,#9

1’02%,’)#4+5678-!，F!G；A，FGH；C，F!G／F*6!HB；I，FGH;F!G／

F*6!HB-J&’2+K’40(L’(20(’2&#:)0/#),2+<’%&’0$%#(0<+#,(04-

或者二倍体工程菌表达载体的条带图明显地比

=>"C的条带要强。为了定量测定表达载体在细胞
中的平均拷贝数，我们按文献［M］进行了测定和计
算。结果表明：单倍体工程菌中表达载体的平均拷

贝数为GNM拷贝／细胞。而二倍体工程菌中表达载
体的平均拷贝数则为MNC拷贝／细胞。二倍体工程
菌中表达载体的平均拷贝数反而要比单倍体工程菌

的平均拷贝数低一些。

上述结果表明：我们所构建的二倍体工程菌明

显地提高了它对乙肝融合表面抗原基因的表达水

平，提高的原因一方面是由于发酵密度的提高，另一

方面可能是由于细胞中表达质粒的稳定性提高所

致。尽管二倍体工程菌细胞中表达载体的平均拷贝

数反而低于单倍体工程菌。但是，在二倍体细胞中

具有对=O28,表达较适量的和较稳定的表达载体。

*$等报道［H］，二倍体工程菌在大规模发酵时，=O@
28,的表达量提高两倍是由于二倍体工程菌细胞中
表达载体的平均拷贝数提高了A倍。两者在分析二
倍体工程菌提高表达量的原因方面不一样。其实，

二倍体工程菌也不一定比单倍体工程菌表达高。我

们也试验过其他形成二倍体的组合，但是得到的二

倍体工程菌表达外源基因的水平反而有所下降，主

要表现为表达载体的稳定性很差。P#(#D0’Q0报
道［R］，多倍体酵母工程菌表达=O28,的水平受不同

S8J位点组合的影响。看来，要分析酵母工程菌
的倍体对外源基因表达的影响还比较复杂，有待深

入研究。
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