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摘  要 : 为了提高胰岛素前体 (PI) 的产量，构建了 pPIC9K-PI 表达载体并电转化至毕赤酵母菌株 GS115 中，

在浓度为 4.0 mg/mL 的 G418 抗性平板上筛选到了 1 株拷贝数为 12 的菌株 CL012。将 SNAREs (可溶性 N-乙基

马来酰亚胺敏感因子受体蛋白) 组分中的 SNC2 和 SNC2-SSO2 分别转入菌株 CL012 中，并在摇瓶和 5 L 发酵

罐水平上检测 SNAREs 对 PI 产量的影响。结果表明：摇瓶水平上，甲醇诱导 96 h 后，菌株 CL012 的 PI 产量

为 1.53 mg/L；表达 SNC2 和 SNC2-SSO2 的菌株的 PI 产量分别为 1.89 mg/L 和 2.21 mg/L，分别比菌株 CL012

提高了 23.53%和 44.44%。在 5 L 发酵罐上进行高密度发酵，甲醇诱导 96 h 后菌株 CL012 的 PI 产量为 53 mg/L，

是摇瓶水平的 34.64 倍；表达 SNC2 和 SNC2-SSO2 的菌株的 PI 产量分别达到 64 mg/L 和 78 mg/L，分别比菌

株 CL012 提高了 20.75%和 47.17%。由此得出结论 SNAREs 可以促进胰岛素前体的分泌，从而提高在毕赤酵

母中的异源表达。 

关键词 : 毕赤酵母，胰岛素前体，SNAREs，异源表达  
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Abstract:  To improve the yield of insulin precursor (PI), we constructed a recombinant expression vector pPIC9K-PI and 

transformed it into Pichia pastoris GS115 using electroporation. After screening, a mutant strain CL012 with 12 copies was 

obtained on the YPDS plate containing 4.0 mg/mL G418. Then, the components of SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive 

factor attachment receptor proteins), SNC2 and SNC2-SSO2, were expressed in the strain CL012 to explore the effect of 

SNAREs on the yield of PI. In shake flask culture, the strains expressing SNC2 and SNC2-SSO2 yielded PI of 1.89 mg/L 

and 2.21 mg/L after methanol induction for 96 h, which were improved by 23.53% and 44.44% compared to that of strain 

CL012 (1.53 mg/L), respectively. Further, in a 5-L bioreactor, the yield of PI with strain CL012 was 53 mg/L for 

high-density fermentation, after 96 h of methanol induction, which was 34.64-fold higher than that of shake culture. The 

strains expressing SNC2 and SNC2-SSO2 yielded the PI of 64 mg/L and 78 mg/L, which were respectively increased by 

20.75% and 47.17%, compared to that of strain CL012. This work indicated that SNAREs components promoted the 

secretion of PI to improve its heterologous expression in P. pastoris. 

Keywords:  Pichia pastoris, insulin precursor, SNAREs, heterologous expression 

作为重要蛋白表达宿主，毕赤酵母广泛应

用于不同来源 (人、动物、植物、真菌和病毒) 和

不同类型(分泌型和非分泌型) 重组蛋白的高效

生产[1-2]。但是，并不是所有的重组蛋白都能有

效地分泌，这是因为重组蛋白的高水平表达面

临着基因剂量[3]、mRNA 的转录水平、蛋白质在

内质网中的加工折叠 [4]以及在胞质中的运输等

诸多制约其产量的关键瓶颈。其中，重组蛋白

的分泌运输是制约其高效生产的关键因素之

一。重组蛋白在毕赤酵母中的分泌过程主要包

括新生蛋白从核糖体上合成后到内质网的运

输、蛋白质在内质网中的折叠、蛋白质从内质

网到高尔基体的运输 [5]以及蛋白从高尔基体到

质膜的运输。分泌路径中的每一步都可能成为

蛋白分泌的限速步骤，从而影响目标蛋白的有

效分泌。其中新生蛋白到内质网的运输分为两

种：共翻译运输[6]和翻译后运输[7]；运输到内质

网的新生肽链在内质网中折叠蛋白的作用下进

行折叠加工[8]；紧接着蛋白质从内质网运输到高

尔基体进行进一步加工，加工成熟的蛋白质离

开高尔基体运输到细胞质膜。蛋白质从内质网

到高尔基体以及高尔基体到细胞质膜的运输需

要运输囊泡的作用[9-11]。运输囊泡和靶膜之间的

相互作用需要 SNAREs 的作用，SNAREs (可溶

性 N-乙基马来酰亚胺敏感因子附着型蛋白受体) 

是一种Ⅱ型膜蛋白，在运输囊泡和靶膜的膜融

合过程中促使膜融合[12]，促进蛋白的运输。 

SNAREs 分为两种：一种存在于靶膜上，被

称为 v-SNAREs；另一种存在于运输囊泡上，被

称为 t-SNAREs。v-SNAREs 和特定靶膜上的

t-SNAREs 相互作用形成复合体 SNAREs，称为

SNAREpin[13]。SNAREpin 由 3 种成分组成：
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Sso1/2、Sec9 和 Snc1/2。其中 SNAREs 复合体

由 Snc1/2 和 Sso1/2 的各一个 α 螺旋区域和 Sec9

的两个螺旋区域组成。SNAREs 已经被确定存在

于内质网膜、高尔基体膜、液泡/溶酶体、质膜

以及从这些膜衍生出的运输囊泡的膜上[14]。在

促进蛋白运输的过程中，SNAREs 在不同的囊泡

和质膜之间的膜融合运输中扮演着重要的角

色。van Zyl 等[15]通过过表达酿酒酵母中 SNC1

将来自埃默森篮状菌的纤维二糖水解酶的产量

提高 71%，过表达 SSO1 将来自扣裹腹膜酵母的

β-葡糖苷酶的产量提高 43.8%。Xu 等[16]发现在

酿酒酵母中过表达 SSO1 可以将来自里氏木霉

的纤维二糖水解酶的产量提高 10%。Gasser 等[17]

通过在毕赤酵母中过表达 SSO2 将人免疫抗体

Fab 的产量提高 20%。Hou 等 [11]发现过表达

SNAREs 蛋白的辅助蛋白 SM 蛋白中的组分

SEC1 可以使 α-淀粉酶的产量提高 16%。 

除了优化毕赤酵母中高尔基体到质膜的分

泌路径，人们还常常使用以下策略用来提高毕

赤酵母中异源蛋白的生产，如：增加拷贝数[18]、

优化密码子[19]、使用强启动子[20]、选择利于分

泌的信号肽[21]，以及共表达内质网中帮助新生

蛋白的正确折叠的分子伴侣 PDI[22]和 BiP[7]等。

Zhu 等[23]通过将猪胰岛素前体基因的拷贝数增

加到 12，使得猪胰岛素前体的产量提高 12.5 倍，

达到 181 mg/L。Ben 等[1]利用密码子优化的序列

使得狂犬病毒糖蛋白的产量增加了 2.1 倍。Ben

等[24]利用组成型启动子 GAP 替换 AOX1 启动子

将 狂 犬 病 毒 糖 蛋 白 的 产 量 增 加 了 1.22 倍 。

Vadhana 等[25]利用自身信号肽代替 α 信号肽将

南极假丝酵母脂肪酶 B 的产量提高了 2 倍。

Shen 等[26]在毕赤酵母中共表达 PDI 使得白细胞介

素-1 受体拮抗剂 (IL1ra) 的产量增加了 2.4 倍。

Damasceno 等[8]在毕赤酵母中共表达 BiP 使 A33

单链抗体 (A33scFv) 的产量提高了 3 倍。 

本研究中为了提高胰岛素前体的产量，以

胰岛素前体作为模式蛋白检测 SNAREs 对胰岛

素前体从高尔基体到细胞质膜运输的作用。单

独与同时共表达来自酿酒酵母的 SNAREs，增加

胰岛素前体的分泌。本实验中，首先在毕赤酵

母中成功表达并分泌胰岛素前体基因 (PI)，然

后通过整合 SNARE 组分的 SNC2 和 SSO2，提

高胰岛素前体的表达。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与载体 

pMD19-T-simple (TaKaRa 公司)；pPICZα 载

体，pPIC9K 载体，大肠杆菌 JM109，毕赤酵母

GS115，本实验室保存。pPIC6α 载体，军事医学

科学院放射与辐射医学研究所高新老师惠赠。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

限 制 性 内 切 酶 SalⅠ、 SacⅠ、 EcoRⅠ、

NotⅠ、Asu Ⅱ、XbaⅠ、Bgl Ⅱ、DNA marker 

DL10000、DNA marker DL2000，购自大连宝生

物工程公司；蛋白 marker、蛋白质浓度测定试

剂盒、Lyticase、引物合成、胶回收试剂盒、质

粒提取试剂盒、DNA 产物纯化试剂盒，购自上

海生工生物工程公司；博莱霉素 (Zeocin)、遗

传霉素 (G418)、杀稻瘟菌素 (Blasticidin)，购

自 Invitrogen 公司；酵母基因组试剂盒，购自天

根公司；iTaq Universal SYBR Green Supermix，

购自 Bio-rad 公司；PCR、QPCR 扩增仪、全自

动凝胶成像系统、电穿孔仪 Green Pulser、核酸

电泳仪、蛋白电泳仪，购自 Bio-rad 公司；Diode 

Array Bio Photometer U-0080D 核酸浓度测定
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仪，购自 HITACHI 公司；5 L 发酵罐，购自上

海保兴生物设备工程有限公司。 

1.1.3  培养基 

低盐 LB、YPD、YPDS、MD、BMGY、

BMMY、BSM 基础盐培养基、PTM1 微量元素

液的组成与配置参见 Invitrogen 公司毕赤酵母

操作手册。 

1.2  表达载体的构建 

将含胰岛素前体基因 PI 的质粒 pUC57-PI

经 EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切连接至相同双酶切的

pPIC9K 质粒上，转化 JM109 后，进行菌落 PCR

验证。根据伴侣蛋白 SNC2、SSO2 基因序列设

计寡核苷酸链，合成引物 (表 1)，通过 PCR 技

术利用引物 SNC2-F 和 SNC2-R、SSO2-F 和

SSO2-R 分别以酿酒酵母的基因组为模板扩增

出 SNC2 和 SSO2 基因序列，两端均分别含有

Asu Ⅱ和 XbaⅠ酶切位点。PCR 产物纯化后将

SNC2 和 SSO2 的成熟片段与 pMD19-T 载体连

接，转化 JM109 感受态，涂布于含氨苄抗性的

LB 固体培养基平板，将长出的单菌落进行 PCR

验证，验证正确的菌株送测序，将测序正确的

菌株提取质粒后使用 Asu Ⅱ和 XbaⅠ双酶切后

进行胶回收，与使用同样酶切的毕赤酵母表达

载体 pPICZα、pPIC6α 相连接，构建克隆载体 (α

信 号 肽 已 除 ) pPICZ-SNC2 、 pPICZ-SSO2 和

pPIC6-SSO2。 

1.3  重组毕赤酵母的构建 

用 Bgl Ⅱ线性化的表达载体 pPIC9K-PI 电

转化入毕赤酵母 GS115 后，涂布到 MD 固体平

板上，将长出的单菌落接入 YPD 培养基，30 ℃

培养至对数期，提取酵母基因组，以 5′AOX1

和 3′AOX1 为引物 (表 1)，PCR 条件：95 ℃ 

表 1  PCR 引物序列列表 

Table 1  PCR primers sequence 
Primer 
name 

Primer sequence (5′–3′) 

SNC2-F GGGTTCGAAACGATGTCGTCATCAGTGC
CATAC 

SNC2-R GCTCTAGATTAGCTGAAATGGACGACGA
TAG 

SSO2-F GGGTTCGAAACGATGAGCAACGCTAAT
CCTTATG 

SSO2-R GCTCTAGATTACTTTCTTGTTTCCACAAC
PI-F ATGAGATTTCCTTCTATTTTCACTG 
PI-R TTAGTTGCAGTAGTTTTCCAACTG 
5′AOX1 GCAAATGGCATTCTGACATCC 
3′AOX1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 

 

2 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，

30 个循环；72 ℃延伸 5 min，检测表达载体

pPIC9K-PI 是否整合进酵母基因组中。 

1.4  重复电转化制备不同拷贝数的重组毕赤

酵母 

将 MD 平板上长出并且验证正确的菌株作

为出发菌株，进行下一轮电转化。以选出的出

发菌制作酵母感受态细胞，利用 SalⅠ线性化的

pPIC9K-PI 对其再次电转化，将转化的菌液涂布

到含不同浓度的 G418 的 YPDS 平板上，30 ℃

倒置培养 2–5 d，G418 的浓度梯度为 1.0、1.5、

2.0、3.0 和 4.0 mg/mL，将长出的菌落再次划线

于含相同浓度 G418 的 YPDS 平板上，并以出

发菌作对照，以 5′AOX1 和 3′AOX1 为引物，验

证制备的不同拷贝数的重组毕赤酵母。  

1.5  定量 PCR 确定 PI 基因拷贝数 

质粒的构建：提取 X-33 菌株基因组，以

GAP-F 和 GAP-R 为引物 (表 2) 从 X-33 基因组

中扩增出 GAP 基因片段，将扩增出的 GAP 片

段连接 pMD19-simple-T 载体，送测序，将测序

正确的 T 载体命名为 pMD19-GAP，制作内参的
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标准曲线；含有 PI 序列的表达载体 pPIC9K-PI

制作目的基因的标准曲线。 

PI 基因拷贝数的测定：待测酵母菌株接种

于 YPD 中，30 ℃培养至对数期，收集约 1×107 个

细胞，先用酵母细胞壁裂解酶 (Lyticase) 进行

破壁处理 30 min，再按照酵母基因组提取试剂

盒说明进行操作。使用 Beacon Designer 软件设

计定量 PCR 引物  (表 2)。反应体系：10 μL 

2×SYBR Premix Ex Taq，1 μL 10 μmol/L 正向和

反向引物，2 μL 质粒 (制作标准曲线) 或待测重

组毕赤酵母基因组为模板，6 μL 水；反应条件：

95 ℃ 2 min；95 ℃ 5 s，55 ℃ 30 s，72 ℃   

30 s，40 个循环。荧光信号在每个循环延伸结束

时采集，扩增后，融解曲线按仪器默认程序进

行，即 65–95 ℃，0.5 ℃/s，测定待测重组毕赤

酵母 PI 基因的拷贝数[27]。 

1.6  含 SNAREs 毕赤酵母菌株的构建 

以 SacⅠ线性化表达载体 pPICZ-SNC2、

pPICZ-SSO2 后电转化含 PI 拷贝数最高的毕赤

酵母，分别涂布在 100 μg/mL 的含博莱霉素的

抗性平板，30 ℃倒置培养 2–5 d，将长出的菌落

再次划线于含相同浓度博莱霉素的 YPDS 平板

上，将长出的菌落进行基因组验证，以 5′AOX1

和 3′AOX1 为引物，验证含伴侣蛋白的重组毕赤

酵母菌株的构建。将基因组验证正确的含 SNC2

的重组毕赤酵母菌株制作感受态，以 SacⅠ线

性化表达载体 pPIC6-SSO2 后电转化之，涂布

在 400 μg/mL 含杀稻瘟菌素的抗性平板上。

30 ℃倒置培养 2–5 d，将长出的菌落再次划线

于含相同浓度杀稻瘟菌素的 YPDS 平板上，将

长 出 的 菌 落 进 行 基 因 组 验 证 ， 验 证 含 两 个

SNAREs 组成的 SNC2、SSO2 的重组毕赤酵母

菌株的构建。 

1.7  重组蛋白的诱导表达和Tricine-SDS-PAGE

检测 

将重组菌株 GS115/pPIC9K-PI 和分别整合

分 子 伴 侣 的 SNC2 、 SSO2 、 SNC2-SSO2 的

GS115/pPIC9K-PI 的单菌落接种于 50 mL 生长培

养基 BMGY/500 mL 三角瓶中，30 ℃、200 r/min

培养 24 h；将上述生长培养基中的菌液以 4 000 r/min

离心 10 min 后弃掉上清液，用 30 mL BMMY 培

养基重新悬浮菌体，加入 100%甲醇至终浓度为

1% (V/V)，30 ℃、200 r/min 培养，每隔 24 h 补

加 100%甲醇至终浓度为 1% (V/V) 进行诱导；

甲醇诱导 96 h 后，12 000 r/min 离心 5 min，保

留上清液，进行 Tricine-SDS-PAGE 或 RP-HPLC。 

1.8  重组毕赤酵母的高密度发酵 

接 1 mL 重组毕赤酵母甘油管菌液于 100 mL 

YPD/500 mL 三角瓶中，200 r/min、30 ℃培养

20 h；然后以 10%接种量接入到 2 L BSM 培养 

 
表 2  定量 PCR 引物序列 

Table 2  Primer sequence for quantitative PCR 

Gene Primer name Primer sequence (5′–3′) Amplicon size (bp) 

PI PI-F AGCCGAAGCAGTTATTGGTTAC 92 

PI-R ACAACAGACCGTTATTAGTGGA 

GAP GAP -F ATGACCGCCACTCAAAAGAC 98

 GAP -R GCACCAGTGGAAGATGGAAT  
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基/5 L 罐中进行发酵，用 30%的氨水维持 pH 5.5，

当甘油耗尽后，溶氧陡然上升，开始流加甘油 

(控制溶氧大于 10%)，6 h 后停止，待甘油再次

耗尽并饥饿菌体 2 h 后，开始流加甲醇，并通

过 调 节 其 流 速 维 持 培 养 基 中 的 甲 醇 浓 度 在   

2 g/L[28]。 

胰岛素前体浓度的测定：发酵液于 12 000×g

离心 10 min，保留上清液，将上清用 0.45 μm 的

微孔滤膜过滤后，利用液相进行分析。使用

Dionex UltiMate 3000 system，色谱柱为 Vydac 

Grace C18 (4.6 mm×250 mm) 色谱柱，柱温

30 ℃，检测波长 214 nm，进样量 20 μL，采用梯

度洗脱进行分析，流动相 A 为 0.1% TFA 水，B 为

0.1% TFA 乙腈，梯度为 20%–35% B (0–30 min)，

35%–70% B (30–35 min)，70%–20% B (35–36 min)，

20%–20% B (36–46 min)。 

2  结果与分析   

2.1  多拷贝重组毕赤酵母菌株的构建和表达 

用 Bgl Ⅱ线性化表达载体 pPIC9K-PI 后电

转化毕赤酵母 GS115，涂布到 MD 平板上，将

MD 平板上长出并且验证正确的菌株作为出发

菌株，进行下一轮电转化：以选出的出发菌株

制 作 酵 母 感 受 态 细 胞 ， 利 用 SalⅠ线 性 化 的

pPIC9K-PI 对其再次电转化，转化液涂布到含有

1.0、1.5、2.0、3.0 和 4.0 mg/mL G418 的 YPDS

固体平板上 (图 1A)。将不同浓度 G418 平板上

筛选出的突变株进行基因组 PCR 验证，验证结

果发现所有的菌株都可以扩增出 2.2 kb (醇氧化

酶基因) 和 927 bp (表达载体上目的片段) 的片

段 (图 1B)。GAP (3′-磷酸甘油醛脱氢酶基因) 

在酵母基因组中拷贝数为 1，通过计算待测重组

毕赤酵母基因组中目的基因总拷贝数与 GAP 总 

 
 

图 1  多拷贝重组毕赤酵母的构建 

Fig. 1  Construction of multi-copy recombinant yeast. 
(A) The selection of transformants on YPDS plate 
containing 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 and 4.0 mg/mL G418. (B) 
Confirmation of recombinant yeast; M: DNA DL10000 
marker; lane 1–5 represent transformant on 1.0, 1.5, 2.0, 
3.0 and 4.0 mg/mL G418 YPDS plate respectively. 

 

拷贝数的比值，确定出目的基因的拷贝数。对

pMD19-GAP 和表达载体 pPIC9K-PI 进行系列稀

释，从而获得目的基因 PI 和内参基因 GAP 的标

准曲线。然后将从 1.0、1.5、2.0、3.0 和 4.0 mg/mL 

G418 平板上筛选获得的突变菌株进行拷贝数测

定，测定的拷贝数分别为 2、3、6、7、12，将对

应的菌株分别命名为 CL002、CL003、CL006、

CL007 和 CL012 (表 3)。进一步将 5 株菌株分别进

行甲醇诱导表达，胞外上清进行 Tricine-SDS-PAGE

分析 (图 2)，结果表明在 6.7 kDa 处有一明显条

带，其中菌株 CL012 的条带最为明显。 

2.2  含 SNAREs 重组毕赤酵母菌株的构建 

将 SacⅠ线性化的表达载体 pPICZ-SSO2、 
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表 3  不同浓度 G418 平板上筛选出的菌株 PI 基因拷贝数的测定 

Table 3  Copy number determination of each strain on different concentration G418 plates 

G418 (mg/mL) Strain Log (PI) PI Log (GAP) GAP PI/GAP Copy number

1.0 CL002 7.22    1.65×107 6.86 7.24×106 2.27 2 

1.5 CL003 7.27    1.86×107 6.80 6.31×106 2.94 3 

2.0 CL006 7.19 1.55×107 6.38 2.40×106 6.45 6 

3.0 CL007 7.77 5.88×107 6.94 8.71×106 6.75 7 

4.0 CL012 8.00 1.00×108 6.92 8.32×106 12.02 12 

 

 
 

图 2  不 同 拷 贝 数 重 组 蛋 白 PI 表 达 上 清 的

Tricine-SDS-PAGE 分析 

Fig. 2  Tricine-SDS-PAGE analysis of the effect of 
copy number on recombinant protein PI. M: protein 
marker; 1: control; 2: GS115/pPIC9K; 3: CL002; 4: 
CL003; 5: CL006; 6: CL007; 7: CL0012. 
 

pPICZ-SNC2 电转化毕赤酵母 CL012，涂布在

100 μg/mL 的含博莱霉素的抗性平板上，将长出

的菌落进行基因组验证，将验证正确的菌株分

别命名为 CL0121 和 CL0122。以 SacⅠ线性化

表 达 载 体 pPIC6-SSO2 后 电 转 化 毕 赤 酵 母

CL0122，涂布在 400 μg/mL 的含杀稻瘟菌素的

抗性平板上，将长出的菌落进行基因组验证，

将验证正确的菌株命名为 CL0123。表达载体的

构建过程如图 3A 所示。以 5′AOX1 和 3′AOX1

为引物进行基因组验证 (图 3B)，结果表明：菌

株 CL0121、CL0122 和 CL0123 中都含有大小为

2.2 kb (醇氧化酶基因) 和 927 bp (表达载体

pPIC9K-PI 上的目的片段) 的片段，由于毕赤酵

母表达载体 pPICZα/pPIC6α 自身可以扩增出

588 bp ( 醇 氧 化 酶 基 因 ) 大 小 的 片 段 ， 而

pPICZα/pPIC6α 中信号肽的大小为 266 bp 且已经被

切除，所以 pPICZα/pPIC6α 应该扩增出 322 bp 大小

的片段，由于 SNC2 片段大小为 348 bp，SSO2

的大小为 888 bp，所以表达载体 pPICZ-SNC2、

pPICZ-SSO2 和 pPIC6-SSO2 扩增出的大小分别

为 670 bp、1 210 bp 和 1 210 bp 的片段。 

2.3  摇瓶水平检测 SNAREs 对 PI 表达的影响 

将菌株 CL012、CL0121、CL0122 和 CL0123

经 甲 醇 诱 导 96 h 后 ， 保 留 上 清 液 ， 进 行

Tricine-SDS-PAGE (图 4A) 和 RP-HPLC。其中

CL012 菌 株 作 为 对 照 菌 株 ， 发 现 对 照 菌 株

CL012 的产量为 1.53 mg/L，菌株 CL0121、

CL0122 和 CL0123 的产量分别为 1.58 mg/L、 

1.89 mg/L 和 2.21 mg/L，比对照菌株 CL012 提

高了 3.27%、23.53%和 44.44% (图 4B)。菌株

CL012 的生产能力为 0.015 mg/(L·h)，CL0121、

CL0122和CL0123 的生产能力分别为0.016 mg/(L·h)、

0.019 mg/(L·h) 和 0.023 mg/(L·h) (图 4C)，比对

照菌株 CL012 提高了 6.67%、26.67%和 53.33%。 

2.4  高密度发酵水平检测 SNAREs 对 PI 表达

的影响   

选 取 重 组 毕 赤 酵 母 CL012、 CL0121、

CL0122 和 CL0123 在 5 L 发酵罐上以甘油为碳

源进行分批补料发酵，20 h 甘油耗尽，继续流 
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图 3  含 SNAREs 的重组毕赤酵母的构建 

Fig. 3  Construction of the recombinant P. pastoris with SNAREs. (A) The construction of recombinant plasmid. (B) 
Confirmation of recombinant P. pastoris (CL012) with SNAREs. M: DNA DL10000 marker; 1: CL0122; 2: CL0121; 
3: CL0123.  

 

加甘油 6 h，待溶氧陡然升高后再饥饿菌体 2 h，

然后流加甲醇开始诱导培养，并维持培养液中

甲醇浓度为 2 g/L，共诱导 96 h。发酵液上清进

行 Tricine-SDS-PAGE 分析 (图 5)，高密度发酵

数据如图 6 所示，相关发酵参数计算并总结于

表 4。其中 CL012 是对照菌株，结果表明：在    

5 L 发酵罐上进行高密度发酵，甲醇诱导 96 h

后菌株 CL012 的 OD600 达到 567，甲醇诱导 96 h

后菌株 CL0121、CL0122 和 CL0123 的 OD600

分别为 502、460 和 470，比菌株 CL012 分别降

低了 12.95%、23.26%和 20.64% (图 6A)。对照菌

株 CL012 的产量为 53 mg/L，菌株 CL0121、CL0122

和 CL0123 的产量分别为 54 mg/L、64 mg/L 和   

78 mg/L (图 6B)，比对照菌株 CL012 提高了 
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图 4  摇瓶水平检测 SNAREs 对 PI 表达的影响 

Fig. 4  Analysis of the effect of SNAREs on PI after 
shake-flake induction for 96 h. (A) Tricine-SDS-PAGE 
analysis of the effect of SNAREs on PI. (B) The yield 
of PI of different recombinant P. pastoris strains. M: 
protein marker; 1: CL012; 2: CL0121; 3: CL0122; 4: 
CL0123. (C) Comparison of the PI productivity of 
different recombinant strains after shake-flake 
induction for 96 h. Measurements are the average value 
+/– standard error from independently duplicate 
cultivations.  

 
图 5  Tricine-SDS-PAGE 分析发酵罐水平上 SNAREs

对 PI 的影响 

Fig. 5  Tricine-SDS-PAGE analysis of the fermentation 
in a 5 L bioreactor after induction for 96 h. M: protein 
marker; 1: CL012; 2: CL0121; 3: CL0122; 4: CL0123. 

 

 
图 6  高密度发酵检测 SNAREs 对胰岛素前体产量

的影响 

Fig. 6  Analysis of the cell growth and yield of 
recombinant strains, which expressing SNC2, SSO2 
and SNC2-SSO2 in a 5 L bioreactor after induction for 
96 h. (A) The OD600 of different recombinat strains. (B) 
The PI yield of different recombinant strains. 
Measurements are the average value +/– standard error 
from independently duplicate fermentations.  
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表 4  甲醇诱导阶段重组毕赤酵母细胞生长和 PI 的合成情况 

Table 4  Comparison of cell growth and insulin precursor formation of different recombinant strain  

Parameters 
Strain 

CL012 CL0121 CL0122 CL0123 

Initial DCW (g/L) 26.77 34.73 28.22 34.19 

Average methanol concentration (g/L) 2.00 2.00 2.00 2.00 

Final DCW (g/L) 102.57 90.81 85.02 83.21 

Maximum insulin precusor (mg/L) 53.00 54.00 64.00 78.00 

Total consumed methanol (g/L) 320.00 327.00 356.00 382.00 

Yield of DCW on methanol (g/g) 0.32 0.28 0.24 0.22 

Yield of insulin precursor on methanol (mg/g) 0.17 0.17 0.18 0.20 

Insulin precusor productivity (mg/(L·h)) 0.43 0.43 0.52 0.63 

Culture time (h) 124.00 124.00 124.00 124.00 

 
1.89%、20.75%和 47.17%。5 L 发酵罐上进行高

密度发酵，CL012 的 OD600 达到 567，产量为   

53 mg/L，是摇瓶水平的 34.64 倍。CL0121、

CL0122 和 CL0123 的罐上产量分别是摇瓶水平

的 34.18 倍、33.86 倍和 35.29 倍。高密度发酵

可以大幅度提升菌体的密度，增加胰岛素前体

的产量。5 L 发酵罐的发酵周期是 124 h，对照

菌株 CL012 单位时间内生产胰岛素前体的生产

能力为 0.43 mg/(L·h)，菌株 CL0121 的生产能力

也是 0.43 mg/(L·h)，CL0122 和 CL0123 的生产

能力分别为 0.52 mg/(L·h)和 0.63 mg/(L·h)，比对

照菌株 CL012 提高了 20.93%和 46.51%。 

3  讨论 

毕赤酵母表达系统已经是一种成熟的外源

蛋白表达系统，由于分泌路径的瓶颈导致很多

外源蛋白留在胞内，不能有效地运输到胞外[9]。

本文通过共表达 SNAREs 中的组分 SNC2 和

SSO2 希望可以增加目的蛋白从高尔基体到细

胞质膜的运输，增加目的蛋白的分泌。本文以

胰岛素前体 (PI) 作为模式蛋白，研究 SNAREs

在毕赤酵母中促进异源蛋白从高尔基体到细胞

质膜的运输作用。SNAREs 通过和其辅助蛋白

SM 相互作用，SM 蛋白结合到 t-SNARE 的突触

区域，促进 t-SNARE 和运输囊泡上的 v-SNARE

结合，t-SNARE 和 v-SNARE 结合后就会引起构

型改变，在靶膜上形成融合孔，促进目的蛋白

的释放[13]。在 5 L 发酵罐上单独表达 SNC2 可

以使 PI 的产量提高 20.75%，同时 PI 的生产能

力也增加了 20.93%，说明表达 SNC2 可以促进

胰岛素前体更多释放，也和 SNC2 本身可以促

进目的蛋白从高尔基体到细胞质膜的运输作用

相一致。单独表达 SSO2 对 PI 的产量没有影响，

不能促进更多的胰岛素前体从高尔基体到细胞

质膜的运输。但是同时共表达 SNC2 和 SSO2 可

以进一步提高胰岛素前体的产量，使 PI 的产量

提高 47.17%，对 PI 的生产能力提高 46.51%。

SNC2 属于 v-SNARE，SSO2 属于 t-SNARE，说

明 SNC2 和 SSO2 在促进 PI 于毕赤酵母中的运

输过程中具有协同作用，将两者共表达时可以

进一步促进胰岛素前体的运输，提高胰岛素前

体的产量。蛋白伴侣之间经常存在着这种协同

作用，如陈飞等[22]利用 PDI 和 Ero1 之间的协同作

用将灰盖鬼伞过氧化物酶的酶活提高 2.62 倍。
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Shusta 等[29]利用 PDI 和 BIP 之间的协同作用将

单链抗体片段的产量提高了 8 倍。 

本文通过共表达促进高尔基体到细胞质膜

的 SNAREs 组分，提高了毕赤酵母分泌异源蛋

白的能力，寻找到了一种可以提高异源蛋白在

毕赤酵母中表达的方法，为促进其他外源蛋白

在毕赤酵母中的分泌提供了新的方法和思路，

同时也找到了一种可以提高胰岛素前体产量的

新方法。 
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