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摘 要 酵母对蛋白的糖基化修饰过程不同于哺乳动物，其特点为产生高甘露糖型糖基且易发生过度糖基化。本研究通过

两步基因重组敲除目标基因的方法成功敲除了毕赤酵母中的!GH，FG甘露糖转移酶（ (0"H=）基因，获得了 (0"H 敲除的菌株。以

此为基础，构建了高效表达人血清白蛋白与粒细胞G巨噬细胞集落刺激因子融合蛋白（S,<YO=G?,8）的工程酵母，与野生型毕

赤酵母表达的过度糖基化 S,<YO=G?,8 不同，(0"H 敲除菌表达的该融合蛋白糖基化程度明显降低，这为该融合蛋白的开发提

供了重要基础。(0"H 敲除菌株的构建不仅提供了一个对糖蛋白进行低糖基化修饰的毕赤酵母表达系统，而且为进一步的酵

母糖基工程改造提供了基础。

关键词 !GH，FG甘露糖转移酶，基因敲除 >G糖基化，粒细胞G巨噬细胞集落刺激因子，人血清白蛋白，毕赤酵母
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糖蛋白是蛋白质和糖类的共价复合物，其中的

糖基少则一个，多则数百个。糖蛋白中糖基和蛋白

质的连接方式可分为两大类，即 ,7连接和 $7连接。

糖蛋白的糖基与蛋白功能及蛋白稳定性有密切关

系［6］。多数有临床应用价值的蛋白（如抗体、疫苗、

细胞因子、酶等）都是糖蛋白。而目前这些糖蛋白重

组产品生产主要是基于培养成本高、表达水平低的

哺乳动物细胞。

酵母细胞生产重组蛋白药物已日益受到人们的

青睐，巴斯德毕赤酵母就是其中一个重要的代表。

它属于甲基营养型酵母，作为第二代酵母表达系统

的代表，它具有像原核细胞系统生长速度快、便于基

因操作和可工业化大规模培养等优点，同时又具有

真核细胞大部分的翻译后加工修饰功能，因而广泛

用于各种蛋白的表达［;］。但是要将毕赤酵母表达系

统用于大部分重组糖蛋白药物的生产还存在一些问

题，其中最关键的是毕赤酵母对蛋白的过度糖基化

修饰和产生不同于哺乳动物细胞的高甘露糖型糖

基［<］。对一些蛋白过度的糖基化修饰会造成产物的

分子量不均一以及一些活性位点的遮蔽；而高甘露

糖型糖基使得糖蛋白在人体中容易被清除、半衰期

变短、免疫原性提高［=］。这些缺点都限制了毕赤酵

母在大部分糖蛋白类药物生产方面的应用。

酵母和哺乳动物具有相同的 $7糖基化起始步

骤及内质网中的修饰加工过程，糖蛋白在内质网腔

的 $7糖基化过程与翻译同步，$7糖基化的共同前

体寡糖 >-1<?$%@>-1A41; 在合成新生肽链的同时被

连接到肽链 4(%7B7C5+DE’+（B 为除 F+* 外的任意氨基

酸）序列中的 4(% 残基上，在葡萄糖苷酶"和#等糖

苷酶 的 作 用 下 蛋 白 的 糖 基 最 终 被 加 工 成 具 有

?$%G>-1A41; 结 构 的 糖 基 后 转 运 入 高 尔 基 体。然

而，在高尔基体内的修饰加工过程酵母和哺乳动物

则有很大不同，在哺乳动物高尔基体内，蛋白的糖基

在一系列甘露糖苷酶和其他糖基转移酶的作用下逐

步合成具有 ?$%H>-1A41; 结构的高甘露糖型、杂合

型和复杂型糖基；在毕赤酵母高尔基体中，蛋白的糖

基在!76，97甘露糖转移酶（I156/）的作用下接受一

个!76，97甘露糖，然后在各种甘露糖转移酶的作用

下继续加上甘露糖，有些蛋白的糖基可以被加至数

十至上百个甘露糖，产生过度糖基化［H］。由此可见，

I156/ 是酵母糖基合成区别于哺乳动物的第一个关

键酶，它的存在是导致高甘露糖结构生成的关键，因

此对该酶的基因敲除有望阻断毕赤酵母对糖蛋白的

过度且不均一的甘露糖化修饰。而且，!"#6 敲除后

的菌株还可以作为毕赤酵母糖基人源化改造的起始

菌株，通过在该工程菌高尔基体内表达各种甘露糖

苷酶和糖基转移酶，最终可望获得具有与哺乳动物

类似的可表达复杂型糖基糖蛋白的工程酵母［9—G］。

粒细 胞7巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子（2+$%"-*1&#’7
!$1+*/5$2’ 1*-*%&7(#,!"-$#,%2 .$1#*+，>?7JEK）是一种

调节造血细胞功能的重要细胞因子，目前已广泛应

用于临床，它可以刺激造血细胞增殖并分化为粒细

胞、单核 L 巨噬细胞和嗜酸粒细胞，对成熟的粒细

胞、巨噬细胞有延长其生存期、促进其吞噬功能和活

性物质释放的作用。因此对治疗癌症放化疗、骨髓

移植、4MNE 等多种原因引起的白细胞减少症、提高

患者抗感染能力有显著疗效。但目前临床应用的

>?7JEK 体内半衰期短，严重影响了其药效的发挥。

为了获得长效的 >?7JEK，国内外许多学者做了有益

的探 索［@，6O］，其 中 与 人 血 清 白 蛋 白（5"!$% (’+"!
$-)"!,%，PE4）融合是一种有效延长多肽类药物体

内半衰期的方法，一些与 PE4 融合的蛋白药物体内

半衰期可以延长数 6O 倍［66］。为了获得长效的 >?7
JEK，我们构建了 PE4 与 >?7JEK 的融合蛋白 PE47
>?DJEK，但该融合蛋白在野生型毕赤酵母中表达时

与 >?7JEK 相似，也会产生过度且不均一的糖基化

修饰［6;］，这严重影响了该药物的研制。

为了改善毕赤酵母对蛋白的糖基化修饰，解决

PE4D>?7JEK 融合蛋白过度糖基化的问题，本研究

对毕赤酵母 !"#6 基因进行了敲除，并考察了 !"#6
基因的敲除对蛋白糖基化的影响。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 质粒和菌株：/QRE; 载体，/PMS7N; 毕赤酵母

表达载体，%&"#&’ (’)*!+&) >E66H 均购自 M%T,#+*2’% 公

司；- 3 "!.& NPH!，本室保存；% 3 (’)*!+&) UJ<OG（/+’<，

GO@ 0#&12)2 3!/+1’. !4 5&!*2"#1!.!67 生物工程学报 ;OOV，W*-X;<，A*XH



!"#!，!$%"，&’("），由 #$%&& 惠赠［!’］。

!"!"# 培养基和试剂：酵母抽提物、蛋白胨为 ()*+,
公司 产 品，无 氨 基 酸 酵 母 氮 源（-%./0 1+0$*&%1 2./%
3+04*50 .6+1* .7+,/，89:）为 ;+<7* 公司产品，=>氟乳

清酸（=><?5*$**$*0+7 .7+,，=>@(A）购自上海力明工贸有

限公司，所用限制性内切酶、B" 连接酶和去磷酸化

酶（#CAD）均购自宝生物工程有限公司，兔抗人 EFA
抗体购自 #?*10%74 公司，辣根过氧化物酶（EGD）标

记的羊抗兔抗体，购自华美生物过程公司，H#I 免疫

印迹检测试剂盒，购自 A6%$/4.6 :+*/7+%17%/ 公司，细

胞培养基 GDJC!K"L 购自 MC:#( 公司，胎牛血清为

E-7?*1% 公司产品，特尔立（MJ>#F@ 参考品，N=!&O瓶）

购自厦门特宝生物工程股份有限公司。:$.,<*$, 蛋

白定量试剂盒购自天根公司。

!"# 敲除质粒的构建

!"#"! 质粒 PMH!QL! 的构建：以质粒 P8HFQ 为模

板，D! 和 DQ 为引物进行 D#G 反应，将产物回收纯化

后用限制性内切酶 )%*" 消化后进行连接反应，酶

切产 物 自 连 生 成 质 粒 PMH!QL!，转 化 大 肠 杆 菌

;E=#，用含氨苄青霉素的 I: 平板筛选阳性克隆。

引物序列（下划线标注为限制性酶切位点）分别为：

D!：=R>.0.&.070.&..7.0&0&.&7....&&7>’R；
DQ：=R>.7.&.070&&777&.0.&&77.0777&&&7&7&&77&7&&0.7770.&7
00007..007..007.07.>’R。
!"#"# +,&! 基因的同源臂及酵母选择性标记基因

的克隆：根据 M%1:.1S（H!Q"=K）中报道的毕赤酵母

+,&! 基因序列设计两对寡核苷酸引物 D’、D" 和 D=、

DK，以 T#’LU 菌株基因组为模板，利用 D#G 分别克隆

+,&! 基因两侧各为 VLL2P 左右的同源臂序列，两侧

同源臂间缺失 !LLL2P 左右的 +,&! 阅读框序列，引

物序列分别为：

D’：=R>.7&7&&77&7&&.0770..0&.&&77..&&..00&&.&70&&70>’R ；

D"：=R>.&&&0.770&&&..&.&.0&0700&0&7.7>’R；
D=：=R>.7&&.07777&&....77&.&.&..7070>’R；
DK：=R>.7&7&&77&7.&.&7&.0.&.&..0&0077.&&>’R。

根据 M%1:.1S（A@’Q!LVU）中报道的毕赤酵母

WGA’（ *$*0+,+1%>=R>P4*/P4.0%,%7.$2*)-?./%）基 因 设 计

寡核苷酸引物 PWGA’>= 和 PWGA’>’，并在两端加上

-./"和 0(1"酶切位点，以 T#’LU 菌株基因组为模

板，D#G 扩增 QXQS2 左右的片段。引物序列分别为：

PWGA’>=：=R>..77..70&7.&0&&&&.&.0..77.77000&.7>’R；
PWGA’>’：=R>0007&&0.7700&70&&70.707700&.&070&>’R。
根据 M%12.1S（9#Y LL!!’’）中报道的酿酒酵母

A;H（DG>.6+1*+6+,.Z*?%/577+1*7.$ :*).6+,%）基因设计

寡核苷酸引物 PA;H>= 和 PA;H>’，并在两端加上 2+1
"酶切位点，以酿酒酵母基因组为模板，D#G 扩增

!X=S2 左右的片段。引物序列分别为：

PA;H>=：=R>.000&7&&77&70.007.7&.&07.&070&.7070>’R；
PA;H>’：=R>.000&7&&77&7..07707&.&..&7..&70.00&>’R。
!"#"$ 敲 除 质 粒 PMH!QL’>A;H>WGA’ 的 构 建：将

+,&! =R端同源臂以 )!3E"和 2+1"酶切，克隆到用

)!3E"O2+1 " 酶 切 的 PMH!QL! 质 粒 上，形 成

PMH!QLQ，再将 ’R端同源臂以 2+1"和 -./"酶切，

克隆 到 用 2+1"O-./"酶 切 的 PMH!QLQ 上，形 成

PMH!QL’；再将 WGA’ 基因以 0(1"和 -./"酶切，克

隆到同样用 0(1"O-./"酶切的 PMH!QL’ 上，形成

PMH!QL’>WGA’；将 PMH!QL’>WGA’ 以 2+1"酶切，再

用 #CAD 去磷酸化，与同样用 2+1"酶切的 A;H 基因

连接，形成敲除质粒 PMH!QL’>A;H>WGA’。

!"$ 毕赤酵母中 !"#! 基因的敲除

!"$"! 一次重组敲入质粒 PMH!QL’>A;H>WGA’：将

敲除质粒 PMH!QL’>A;H>WGA’ 以 ’R同源臂上的 )%*
$酶切位点线性化，电击转入制备好的 45’LU 感受

态细胞中，涂布于含有精氨酸和组氨酸的 J; 培养

基（89: !X’"[，生物素（" \ !LY = ）[，葡萄糖 Q[，

琼脂 !X=[，精氨酸 !LL!&O6I，组氨酸 !LL!&O6I）上，

’L]培养 ’ ^ =,，挑取培养基上长出的 5$.’_ .,%!_

菌提取基因组，根据 A;H 基因 =R端序列和 +,&! 基

因外侧序列设计引物 PA;H 和 P!!LU，D#G 鉴定是否

发生一次重组。引物序列分别为：

PA;H：=R>0.007.7&.&07.&070&.7070>’R
P!!LU：=R>0700&07..007&&...&0&07>’R

!"$"# 二次重组敲除 +,&! 基因：挑取一次重组后

获得的克隆接种于 8D; 培养基（![ 酵母提取物，

Q[蛋白胨，Q[葡萄糖）中，Q=]摇床振荡培养 !Q4
后，将菌液涂布于腺嘌呤缺陷的 =>@(A 培养基（89:
!X’"[，生 物 素（" \ !LY = ）[，葡 萄 糖 Q[，琼 脂

!X=[，精氨酸 !LL!&O6I，组氨酸 !LL!&O6I，尿嘧啶

!LL!&O6I，=>@(A LX![）上，置于 Q=]培养。

!"$"$ +,&! 基因敲除菌的 D#G 鉴定：将上述培养

基上长出的 5$.’Y .,%!_ 菌提取基因组进行 D#G 鉴

定。

利用内部引物的鉴定：以 +,&! 基因 =R端引物

P!!L= 和对应于 +,&! 缺失序列的引物 P*74，分别用

原始菌 T#’LU 和 5$.’Y .,%!_ 菌的基因组为模板进行

D#G。

利用外侧引物的鉴定：以染色体上 +,&! 基因同

源臂外的序列设计引物 P!!LN 和 P!!LU，分别用起始

VLV王 越等：#>!，K>甘露糖转移酶基因敲除的毕赤酵母菌株构建及其用于融合蛋白 EFAOMJ>#F@ 表达的研究



菌 !"#$% 和 &’(#) (*+,- 菌的基因组为模板进行 ."/
鉴定。各引物序列如下：

0,,$1：123(455(6444455((((445(5(5((46463#2；
0748：12355655(((546644((5(4664655312；
0,,$9：12354465(4(54466(((5(5443#2；
0,,$%：1236466564((66455(((565643#2。

!"# $%&’()*+%, 表达载体的构建及表达

!"#"! :;3"<= 基因的克隆：设计并合成了 :;3"<=
基因的上下游引物 0:;, 和 0:;>，引物两端分别加

上了酶切位点 !"#?!和 $%&/!，以便克隆至表达

载体上；提取人淋巴细胞的总 /@A，进行 /B3."/ 反

应，以获得的 4C@A 为模板进行 ."/，反应条件为：

DEF预变性 1GHI；DEF变性 #$J，1>F退火 #$J，9>F
延伸 E1J，共 #$ 个循环；9>F延伸 ,$GHI。引物序列

如下：

0:;,：123(655(64454(444544454645645444(3#2；
0:;>：123(65((66466(4644655(465546444(543#2。

!"#"- 表达载体的构建：将本实验室以前构建的

?<A融合表达载体 0?KL3C>3?<AMK=@［,,］以 !"#?!
和 $%&/!酶切，将同样酶切的 :;3"<= 基因片段克

隆至该载体上，形成质粒 0?KL3C>M?<AM:;3"<=，筛

选阳性克隆并测序。

!"#". ?<AM:;3"<= 在毕赤酵母 :<,,1 中的表达：

制备野生菌 :<,,1 的 电 转 化 感 受 态，将 0?KL3C>M
?<AM:;3"<= 以限制性内切酶 ’&(!线性化后电转

入感受态细胞中，将电击后的菌液涂布于 ;C 培养

基（N@O ,P#EQ，生物素（E R ,$) 1 ）Q，葡萄糖 >Q，

琼脂 ,P1Q）上。# S 1* 后，将长出的 ?HJ- 菌接种到

>GL N.C 培养基中，#$F培养 >E8 后，以 1Q的接种

量接种到 O;:N 培养基（,Q酵母提取物，>Q蛋白

胨，N@O ,P#EQ，生物素（E R ,$) 1）Q，,$$GG7TML 磷

酸盐缓冲液 0? UP$，>Q甘油）中，>E8 后加入 $P1Q
甲醇进行诱导表达，每 ,>8 补加一次甲醇，诱导 9>8
后离心取上清，用于融合蛋白的表达分析。

!"#"# 表达产物的检测：取转化 0?KL3C>M?<AM:;3
"<=后的 :<,,1 和对照菌（只带有 0?KL3C> 空载体

的 :<,,1）的培养上清进行 <C<3.A:V，考马斯亮蓝

染色。

!"/ !"#! 敲除菌对 $%&’()*+%, 的表达和鉴定

!"/"! ?<AM:;3"<= 在 &%), 敲除菌中的表达：制备

&%), 敲除菌的电转化感受态，将 0?KL3C>M?<AM:;3
"<= 以限制性内切酶 ’&(!线性化后电转入 &%), 敲

除菌感受态细胞中，将电击后的菌液涂布于含有尿

嘧啶和精氨酸的 ;C 培养基（N@O ,P#EQ，生物素

（E R ,$) 1）Q，葡萄糖 >Q，琼脂 ,P1Q，精氨酸 ,$$

"5MGL，尿嘧啶 ,$$"5MGL）上。1 S %* 后，将长出的

?HJ- 菌接种到 >GL N.C 培养基中，>1F培养 E%8 后，

以 1Q的接种量接种到 O;:N 培养基中，>E8 后加入

$P1Q甲醇进行诱导表达，每 ,>8 补加一次甲醇，诱

导 9>8 后离心取上清，用于融合蛋白的表达分析。

!"/"- 表达产物的检测：表达产物的 <C<3.A:V 和

W+J6+’I XT76 检测：取转化 0?KL3C>M?<AM:;3"<= 后的

&%),敲除菌和野生菌 :<,,1 的培养上清，进行 <C<3
.A:V（两块电泳胶以相同的样品顺序和电泳条件平

行电泳）。其中一块电泳胶用于考马斯亮蓝染色，另

一块胶进行 <C<3.A:V 后转移到 @" 膜上，封闭后与

兔抗人血清白蛋白抗体（,Y1 $$$）反应，室温振荡结合

>8，再与辣根过氧化物酶（?/.）标记的羊抗兔抗体（,Y
,$ $$$）反应 ,8，最后用 V"L 检测试剂盒显色。

糖苷酶 = 对表达产物的酶切鉴定：取转化后的

&%), 敲除菌和 :<,,1 菌株培养上清经 B"A 沉淀后，

用糖苷酶 =（.@:(J+=）进行酶切处理，将酶切产物进

行 <C<3.A:V 分析。

!"0 融合蛋白 $%&’()*+%, 的纯化

将 &%), 敲除菌和野生菌 :<,,1 的培养上清各

取 1$$GL，经饱和度为 %$Q 的硫胺沉淀后，用 >GL
B’HJ3?"T 缓冲液（>$GG7TML，0?9P$）溶解，用流动相

（>$GG7TML B’HJ3?"T，1$GG7TML @("T，0? 9P$）平衡后

的凝胶柱 <&0*+Z>$$（#,PU4G R ,$$4G））对其进行分

离纯化，收集洗脱峰，<C<3.A:V 电泳分析。将纯化

产物用 O’(*[7’* 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度后用

于效价测定。

!"1 $%&’()*+%, 的活性分析

采用 B=3, 依赖细胞株M;BB 比色法：B=3, 细胞

用含 ,$Q=O<、%$K\MGL ’8:;3"<= 的 /.;K,UE$ 培养

基，#9F、1Q"]> 水汽饱和培养箱培养，控制细胞浓

度为（>P$ S 9P$）R ,$1 MGL，传代后 >E S #U8 用于 :;3
"<= 效价测定。’8:;3"<= 标准品用基础培养基稀

释至 >$K\MGL，待测样品第一孔用基础培养基以 , Y
,$$倍稀释，在 DU 孔板中以二倍稀释度做梯度，,>
个稀释度，各两个复孔。每孔加入 1$"L 细胞悬液，

#9F、1Q"]> 培养 E%8 后，每孔加 >$"L;BB，18 后加

每孔加入裂解液 %$"L，混匀后在酶标仪上比色，测

定波长为 19$IG。

- 结果

-"! !"#! 基因敲除的毕赤酵母菌株构建

-"!"! 敲除质粒 0:V,>$#3ACV3\/A# 的构建：在质
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粒 !"#$% 的基础上，构建了带有 !"#& 基因上下游各

’(()! 的同源臂、毕赤酵母来源的 $%&* 基因、酿酒

酵母来源的 &’(& 基因以及若干限制性内切酶位点

的敲除质粒 !+,&%(*-./,-01.*。各基因的克隆、

插入载体后的鉴定以及测序分析都表明敲除质粒构

建正确。

!"#"! !"#& 基因的敲除：将敲除质粒以 !"#& *2同
源臂上的 )*+! 酶切位点线性化后电转化入宿主菌

34*(5，敲除质粒被整合到宿主染色体中目标基因的

位置上，即发生了第一次同源重组，重组导致了部分

目标基因在染色体上的重复，用含有精氨酸和组氨

酸的 6/ 培养基筛选 789*: 9;#&: 克隆，通过 <41 鉴

定表明 789*: 9;#&: 克隆全部为阳性克隆，即发生了

一次重组的菌株。

图 % !"#& 敲除菌的鉴定

=>?@ % A;#BC>D>E9C>FB FD !"#& G7C9BC ,-"#-. /.01!2-0
9：HI# !F$>C>FB FD !8>G#8 >B ?#BFG#@ )：<41 )J >B$>;# !8>G#8 &&(KLFEI@&：!"#& G7C9BC；%：M>N; CJ!#@ E：<41 )J F7C#8 !8>G#8 &&(OL&&(5 @&：!"#& G7C9BC；
%：M>N; CJ!#@

将该一次重组菌在丰富培养基中培养扩增，其

中一些菌体由于染色体中重复的两个拷贝之间发生

同源交换，导致染色体上包括 01.* 基因在内的敲

除质粒骨架序列的切除以及重复区段中两个拷贝之

一的丢失，即发生了第二次重组。用腺嘌呤缺陷的

K-=P. 培养基筛选 789*Q 9;#&: 克隆，通过 <41 鉴定

表明 789*Q 9;#&: 克隆全部为 !"#& 敲除菌。由于同

源重组的准确定位，发生了二次重组的菌株要么为

野生型，要么为 !"#& 敲除菌株，未发生二次重组的

菌株由于带有 01.* 基因而不能在含有 K-=P. 的培

养基上生长，而在发生了二次重组的菌体中，野生型

菌株由于缺少 ./, 基因而不能在腺嘌呤营养缺陷

的培养基上生长，只有 !"#&：：&’(& 的菌株能够在

腺嘌呤营养缺陷的 K-=P. 培养基上生长（见图 &）。

!"#"$ !"#& 敲除菌的 <41 鉴定：将筛选到的 789*Q

9;#&: 菌提取基因组，分别设计内部和外侧两对引物

进行 !"#& 基因敲除的 <41 鉴定（图 %9）。

以 !"#& 内部引物 !&&(KLFEI 为鉴定引物时，在

图 & 两步基因重组法

=>?@ & HI# G#CIF; FD CMF-$C#! 8#EFG)>B9C>FB

原始菌 34*(5 中可以扩增到 &RKS) 左右的片段，在

789*Q 9;#&: 菌中扩增不到片段（图 %)）。这表明在

789*9 Q 9;#&: 菌中，野生型 !"#& 基因部分序列已被

外源基因所替代，即 !"#& 基因已被敲除。

以 !"#& 上游和下游外侧引物 !&&(OL!&&(5 为正

反向引物进行 <41 鉴定，在原始菌 34*(5 中可以扩

增到 %R5S) 左右的片段，在 789*Q 9;#&: 菌中扩增到

了 TR5S) 左右的片段（图 %E）。这表明在 789*Q 9;#&:

菌中，野生型 !"#& 基因已被 !"#&：：&’(& 所取代，

即 789*Q 9;#&: 菌为 !"#& 敲除的菌株。

!"! %&’()*+,&- 表达载体的构建及其在毕赤酵

母中的表达

!"!"# +6-4U= 基因的克隆：通过 1H-<41 从淋巴细

胞总 1V. 中获得 E/V.，琼脂糖电泳如图 * 所示，在

&&’王 越等："-&，W-甘露糖转移酶基因敲除的毕赤酵母菌株构建及其用于融合蛋白 XU.L+6-4U= 表达的研究



!""#$ 左右有明显的扩增片段产物，与 %&’()* 的

+,-. 大小一致。

图 / %&’()* 基因的克隆

*012 / (345051 46 %&’()* 1757 #8 9:’;(9

图 < =).>%&’()* 在 !"#? 敲除菌和野生菌中的表达

*012< @A$B7CC045 46 =).>%&’()* 05 !"#? DEFG5F G5H I03H F8$7
G：),)’;.%@；#：J7CF7B5 #34F；3G57?：I03H F8$7；3G57K：!"#? DEFG5F 2

!"!"! 表达载体的构建：将扩增到的 %&’()* 的

+,-. 片段连接到质粒 $=LM’,K’=).>L*- 中，构建了

表达质粒 $=LM’,K>=).>%&’()*（图 !），酶切鉴定和

测序分析都表明表达载体构建正确。

图 ! $=LM’,K>=).>%&’()* 的构建

*012 ! (45CFBE+F045 46 $=LM’,K>=).>%&’()*

!"!"# =).>%&’()* 在毕赤酵母中的表达：将表达

质粒 $=LM’,K>=).>%&’()* 转入后的 =0CN 菌摇瓶发

酵培养后，取培养上清进行 ),)’;.%@（图 O），转化

了 =).>%&’()* 的 %)??O 菌株可以高效表达该融合

蛋白，表达量大于 O"D1>M，表达的融合蛋白主带分

子量大于 PQR,，明显大于其理论分子量 SKR,，且表

达带发生了明显的拖尾，说明 =).>%&’()* 在毕赤

酵母中有较高水平的表达，但表达产物被过度糖基

化修饰，且糖基化存在严重的不均一性。

图 O =).>%&’()* 在 $ 2 %&’(!)*’ %)??O 中的表达

*012 O @A$B7CC045 46 =).>%&’()* 05 $ 2 %&’(!)*’ %)??O
?：D437+E3GB I701TF DGBR7B；K：+45FB43（%)??O FBG5C67+F7H I0FT $=LM’,K
U7+F4B）；/，!：571GF0U7 FBG5C64BD75F；O，<：$4C0F0U7 FBG5C64BD75F 2

!"# !"#$ 基因的敲除对 %&’()*+,&- 糖基化的

影响

!"#"$ 表达产物的检测：将 $=LM’,K>=).>%&’()*
转入后的 %)??O 和 !"#? 敲 除 菌 的 培 养 上 清 进 行

),)’;.%@ 和 J7CF7B5 #34F 检测（图 <）。),)’;.%@ 电

泳结果表明 =).>%&’()* 在 !"#? 敲除菌中也有较

高水平的表达，但不同于野生菌表达的 =).>%&’
()*，!"#? 敲除菌表达的该融合蛋白 分 子 量 仅 为

SOR,，且表达带清晰，没有拖尾，说明 !"#? 敲除菌表

达的为低糖基化融合蛋白 =).>%&’()*；用抗 =).
的抗体通过 J7CF7B5 #34F 检测的结果与 ),)’;.%@ 结

果一致，进一步证明了 ),)’;.%@ 电泳中大于 PQR,
的拖尾条带和 SOR, 左右的条带为 =).>%&’()* 的

表达带。

!"#"! 经 ;-%GC7* 酶切后表达产物的 ),)’;.%@ 检

测：将这两种菌的培养上清经 ;-%GC7 * 处理后进行

),)’;.%@ 检测（图 Q），经 ;-%GC7 * 酶切后，两种菌

表达 的 融 合 蛋 白 =).>%&’()* 分 子 量 均 减 小 为

SKR, 左右，与该融合蛋白的理论分子量相似。说明

上述两种菌表达的该融合蛋白均为 -’糖基化的蛋

白，其中野生菌表达的为过度糖基化的融合蛋白，而

!"#? 敲除菌表达的为低糖基化的融合蛋白。

!"#"# 活性分析：!"#? 敲除菌和野生菌 %)??O 所表

达的 =).>%&’()* 均 可 以 刺 激 %&’()* 依 赖 细 胞

:*’? 的 生 长，二 者 比 活 性 近 似，分 别 为 ?VQ W ?"Q
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图 ! 糖苷酶 " 酶切后的培养上清

"#$%! &’()*+,#(- ./0’.11.) 23 !"#4 5*,6-, 6-)
7#8) ,30. 761 )#$.1,.) 7#,9 &:;61. "

4：5(8.+*86’ 7.#$9, 56’<.’；=：).$83+(1386,.) 0’()*+,#(- ./0’.11.) 23 7#8)
,30.：>：930.’$83+(1386,.) 0’()*+,#(- ./0’.11.) 23 7#8) ,30.；?：

8(7.’$83+(1386,.) 0’()*+,#(- ./0’.11.) 23 !"#4 5*,6-,；@：).$83+(1386,.)
0’()*+,#(- ./0’.11.) 23 !"#4 5*,6-, %

ABC5D和 =EF G 4H! ABC5D% 但它们在体内的活性和药

代动力学特性还有待于进一步的研究。

! 讨论

本研究在毕赤酵母中建立了一种两步基因重组

敲除目标基因的方法，并利用该方法成功敲除了毕

赤酵母中的!I4，FI甘露糖转移酶（ !"#4$）基因。并

在 !"#4 敲除菌中高效表达了融合 蛋 白 JKLC;MI
NK"，与野生菌表达的该融合蛋白相比，!"#4 敲除菌

表达的该蛋白过度糖基化程度明显降低。

基因敲除是酵母研究中最有效和最重要的技术

之一。对于酿酒酵母（ %&""#&’!()"*+ "*’*,-+-&*）的基

因敲除技术发展得比较成熟，酿酒酵母的基因敲除

只需几十至几百个碱基的同源臂序列，且敲除效率

较高；而对于毕赤酵母而言，基因敲除需要几百乃至

上千个碱基的同源臂序列，且敲除效率远低于酿酒

酵母，尤其是对于一些影响菌体生长、代谢的基因，

其敲除效率很低，往往难以获得正确敲除的菌株。

而我们选择毕赤酵母而不是酿酒酵母进行工程

菌的改造主要是由于酿酒酵母对外源蛋白的表达水

平低，产物不易分泌到胞外，而且外源基因以游离的

质粒形式存在，培养过程中易发生丢失［4?］，而毕赤

酵母可以实现外源蛋白的高效和分泌表达，已经广

泛应用于重组蛋白的制备，而且毕赤酵母高尔基体

内没有!I4，>I甘 露 糖 转 移 酶 的 存 在［@］，只 需 敲 除

!"#4 基因就可能阻断高甘露型糖基合成的起始。

因此，由于!I4，FI甘露糖转移酶在毕赤酵母蛋

白糖基化过程中所起的重要作用，它的敲除可能会

对菌体的生长和代谢产生影响，这使得敲除工作非

常困难。N9(# 等在敲除 !"#4 基因时采用了双交换

同源重组的策略，构建的敲除等位基因的同源臂长

度在 =<2 左右，他们在 4HHH 个克隆中筛选到了一个

敲除突变株［4@］；而 N(-,’.’61 等也采用了双交换同源

重组的策略，构建了同源臂长度达到为 ><2 的敲除

等位基因，但始终筛选不到阳性克隆，随后他们又采

用了单交换同源重组的策略，即在目标基因阅读框

内插入一段序列以中止目标基因的表达，从而获得

了 !"#4 基因缺失的菌株［4F］。但通过单交换使得靶

基因插入失活后，菌株在传代的过程中较不稳定，易

发生回复突变，需要不断施加筛选压力，限制了其在

后续研究和生产等方面的应用。

本研究建立的两步基因置换法是一种高效敲除

酵母菌中目标基因的方法。我们在敲除 !"#4 基因

的过程中，采用了双筛选标记（BOL> 和 LPQ4），在

发生一次重组时，两个筛选标记全部整合到酵母基

因组上，当发生二次重组时，在产生野生型菌株的过

程中，这两个筛选标记基因全部被切除，而在产生

!"#4 敲除菌的过程中，只有 BOL> 这个筛选标记基

因被切除，而 LPQ 基因则被保留，因此在腺嘌呤营

养缺陷的 @I"RL 培养基上长出的克隆绝大部分是

!"#4 敲除菌，这就大大降低了筛选的工作量，提高

了筛选突变株的效率。在本方法中，BOL> 是一个

不可替代的关键性筛选标记，作为一种正负筛选标

记被使用。BOL> 基因所编码的酶是尿嘧啶合成的

关键酶，该酶能把 @I"RL 转化成对细胞有毒的物

质，使得带有 BOL> 基因的菌株不能在含有 @I"RL
的培养基上生长，而缺失 BOL> 基因的酵母则不能

在尿嘧啶缺陷的培养基上生长。在两步置换敲除目

标基因的过程中，BOL> 这个筛选标记在第一次重

组时被敲入宿主菌，使得发生重组的菌株可以在尿

嘧啶 缺 陷 的 培 养 基 中 生 长，在 发 生 二 次 重 组 时

BOL> 基因又被敲出宿主，使得发生二次重组的菌

株可以在含有 @I"RL 培养基中生长。同时，BOL>
基因在二次重组后被敲出宿主也使得 BOL> 这个筛

选标记可以被重复使用，这使得在以后的工作中我

们还可以利用这个筛选标记敲除其它的目标基因。

另外，在本方法所使用的 LPQ4 这个筛选标记可以

根据宿主菌的特点可以被其他筛选所取代，在插入

LPQ4 基因的位置上也可以不引入筛选标记基因而

引入其他的外源基因，只利用 BOL> 一个筛选标记

利用两步置换的方法在敲除目标基因的同时又将其

他基因敲入宿主染色体中，而且不需要占用其他的

筛选标记，只是这种方法在筛选突变株时会增加筛

选的工作量。
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我们在研究过程中还发现，!"#! 敲除菌的生长

速度与野生菌相比较缓慢，且摇床振荡培养过程中

菌液会发生絮凝现象，这可能是由于菌体自身膜蛋

白的糖基外链改变而引起的，在合适的生长与发酵

条件下，该工程菌对 "#$%&’()#* 的表达并没有明

显的影响。国外学者也有类似的报道［!+，!,］，在毕赤

酵母和酿酒酵母中都有这种现象产生，酿酒酵母的

生长缓慢和絮凝情况尤为严重，而毕赤酵母在引入

!，-(!(.(甘露糖苷酶（!，-(!(.(/0112345036，’137）和

"(!，-(乙 酰 氨 基 葡 萄 糖 转 移 酶 7（"(!，-(8(
096:;<=<>9230/41;<:?013@6?036 7，&1A7）后，这些情况都

得到了改善。

&’()#* 由 !-, 个氨基酸构成，它具有两个 8(
糖基化位点（$31-,、$31B,），天然 &’()#* 有 B+C的

糖基化［!D］。本研究表明，融合蛋白 "#$%&’()#* 以

毕赤酵母作为表达宿主时，产生了过度且不均一的

糖基化修饰，这不利于对蛋白分离纯化、活性测定等

方面的研究，也可能对该蛋白在体内的活性、免疫原

性等方面产生影响，不利于其药效的发挥。而利用

29E! 缺失的毕赤酵母菌株表达该融合蛋白，可以明

显改善其过度糖基化的问题，获得了低糖基化的

&’()#*，有望避免其过度糖基化带来的不利影响。

同时，对 !"#! 缺失的毕赤酵母菌株还可以进一

步进行糖基的人源化改造，将酵母中缺少的合成复

杂型糖蛋白的酶引入工程酵母中，以获得更加有利

于制备药用重组糖蛋白的新型酵母菌株。国外学者

已经 进 行 了 相 关 的 探 索 并 取 得 了 一 定 进 展，

&6?1=?233 的研究小组已经在实验室规模实现了利用

糖基人源化改造后的工程酵母表达具有复杂型糖基

的促红细胞生成素（F?;:E?2G246:41，FHI）和抗 ).-J
单抗［K，,］，这预示着用糖基人源化改造后的酵母表达

各种复杂型糖蛋白是可行的。由于酵母具有表达水

平高、培养成本低、易于大规模培养等优点，可以满

足糖蛋白类药物，尤其是抗体类药物需求的快速增

长对其制备能力的要求。因而糖基人源化改造的酵

母有望成为一种优良的糖蛋白类药物生产平台。
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