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甲基营养酵母在生产重组蛋白中的应用
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摘要：对真核表达系统Hansenula，Candida，Torulopsis和Pichia甲基营养酵母的生理特性、

基因整合、糖基化、载体设计及其在生产与研究中的应用进行了综述，表明该系统表达外源基因具

有经济合理、安全可靠、表达蛋白可以翻译后修饰等优点，是一类极具发展潜力和广泛应用的真核

表达系统．
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Abstract：Some Hansenula，Candida，Torulopsis and Pichia species of methylotrophic yeast have

the growth capacity with methanol as sole carbon source．The heterogolous gene expression

systems are characterized with the economics， safety． authenticity and posttranslation

modification，and they will have been developed in good potential and applied widely in many

areaS．
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随着系统基因组学日新月异地发展，人们迫切

寻求合适的表达系统用于分析和鉴定新的基因．表

达系统的选择取决于系统本身的特点和表达产物

的应用前景，主要考虑是否经济合理和安全可靠，

如酶制品和药品的生产．理想的表达系统是二者有

机结合，即生产成本低，生产工艺安全可靠，表达产

物可被修饰加工．

依据此标准，酵母比原核和其他真核系统有着

明显的优势，它不产生热原质、致病物和病毒包涵

体，完全满足安全要求，而且包括甲基营养酵母在

内的真核酵母能对分泌蛋白质进行修饰加工，如糖

基化等；同时具有易于基因操作和可在简单培养基

条件下高密度培养的特点．

只有少数的Hansenula，Candida，Torulopsis

和Pichia酵母种能以甲醇为惟一碳源进行生长，它

们是从土壤、腐烂的水果和昆虫的消化道中分离出

来的，最初是生产单细胞蛋白的最佳微生物．一些

甲基营养酵母已经成为生物技术领域强有力的表

达系统，当前用于酶工业和制药领域中胰岛素样生

长因子(IGF)、乙肝疫苗、人血清蛋白(HSA)和植酸

酶等的生产[1’2]．
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1 甲基营养酵母生理特性

酵母亚科的Candida，Hansenula，Pichia和

Torulopsis属中的兼性甲基营养酵母种有一个特定

的甲醇利用途径．反应开始在特定的微体过氧化物

体中进行，随后发生在细胞质中．甲醇在过氧化物

体中由专一的氧化酶氧化成甲醛和氢过氧化物，氢

过氧化物被过氧化物酶催化生成水和氧分子．以上

4个酵母种的氧化酶基因已被鉴定和克隆成功，其

中P．pastoris含有醇氧化酶基因AOXl和

AOX2[3]，P．methanolica含有乙醇利用基因

AUG2，分别带有重要的醇氧化酶AOXl和AUG，

而H．polymorpha有甲醇氧化酶基因MOX，C．

boidinii有乙醇氧化酶基因AODl[4]．

甲基营养酵母在不同的碳源中生长会导致胞

内蛋白质积累方式的不同．在甲醇中生长时，细胞

中积累了大量的甲醇代谢途径中的关键酶，特别是

两个脱氢酶和二羟基丙酮合成酶(DHAS)．在甲醇

连续培养时，乙醇氧化酶占细胞总蛋白质量分数

30％，甲醇脱氢酶(FMDH)和二羟基丙酮合成酶占

20％，因而这些关键酶的合成受到培养基中碳源的

调控．在产酶量很高的情况下，大型过氧化物体和

甲醇代谢起始过程的细胞间隙占到细胞体积的

80％．

甲基营养酵母中酶的合成是处于转录水平的

调控，许多基因的强启动子作为外源基因表达的极

具吸引力的调控元件被组合起来，特别是AOXl

(P．pastoris)的启动子、AUGl(P．methanolia)、

A0191(C．boidinii)和MOX(H．polymorpha)的启

动子[5]，此外还有P．pastoris的甲醛脱氢酶基因

(FLDl)启动子、H．polymorpha和C．boidinii中

的DHAS和FMDH的启动子[6~8]．这些启动子在

各自的甲基营养酵母宿主菌中起到调控外源基因

表达的作用，当酵母合成酶时，它们对碳源的依赖

有着显著的不同．P．pastoris中的AOXl和AUGl

启动子在甲醇存在时具有很高的活性，而在甘油或

葡萄糖适量情况下，利用j旧X和FMD的H．
polymorpha能大量生产外源蛋白．在葡萄饥饿培

养时，植酸酶产量可达到13．5 g／LE引．P．pastoris

的FLDl启动子在以硫酸铵为惟一氮源时受甲醇

的强烈诱导，或者在以葡萄糖为惟一碳源时受到甲

胺的强烈诱导．

除了这些甲醇代谢基因的启动子之外，被用予

各种不同的甲基营养酵母高效表达外源基因的启

动子还有P．pastoris的GAPl启动子和作为H．

polymorpha的组成性元件的GAPl和PMAl启

动子Do]．在H．polymorpha中可以得到硝化途径

基因启动子和6一磷酸一海藻糖合成酶基因(TPSl)

启动子‘11]．TPSl启动子显著特点在于它能使外源

蛋白在常温和提高温度时有良好表达．

2 甲基营养酵母表达特性

甲基营养酵母的转化与其他酵母(如酿酒酵

母)转化过程相似，采用电转化法、氯化锂法和添加

PEG的整细胞法(whole—cell method)．质粒整合到

基因组的特定位置或随机整合．外源基因一般整合

到P．pastoris的AOX 1，HIS4或者P．methanolia

的AUGl上[1 21．在多数H．polymorpha重组菌株

中，外源DNA通过定位于环状质粒的HARS序列

进行随机整合转化[1引，通过同源重组在MOX／

TRP3位置的缺失／整合可以获得靶向整合．其他的

靶向序列有HARS36，LEU2或rDNA基因簇口⋯．

H．polymorpha转化通常产生许多有丝分裂

稳定的单拷贝和多拷贝菌株，其表达盒以“头对尾”

(head to tail)的形式排列．在H．polymorpha或酿

酒酵母的URA3基因存在的情况下，通过序列通道

可以在尿嘧啶营养缺陷型H．polymorpha RBll菌

株中发生随机整合，进而获得有丝分裂稳定地菌

株．无需使用任何质粒稳定措施，HARS36核心下

游特定序列可以使质粒稳定地整合到H．polymor—

pha DL-1菌株的基因组上．质粒的分配受到酿酒酵

母2肛序列的影响．利用细菌的APH与可激发

G418抗性的缺陷GAP的启动子相融合，可以控制

外源基因整合的拷贝数．一些具有不同选择性标记

的质粒可用于选择低拷贝、中拷贝和高拷贝数的

整合‘7|．

尽管存在HARS序列，质粒整合到H．poly—

morpha宿主染色体上可以得到100个拷贝数，利

用转化载体携带多个表达盒在H．polymorpha可

以进行几个基因的共表达．采用这种方法获得的重

组菌株可以生产功能性人血红素，在随后的转化过

程中利用不同的选择性基因转移表达盒．这使得生

产复杂结构蛋白质如乙肝疫苗和创建新代谢途径

共生产适宜的重组酶成为可能．

酵母菌可以使分泌的蛋白质加上以N一糖或

O一糖[14|．在N一糖基化过程中，N一糖苷核上只能加上

甘露糖，在O一糖基化中，寡糖只能由甘露糖组成，这

与哺乳动物的糖基化中可加上各种糖类，如半乳

糖、N一乙酰半乳糖酰胺和唾液酸等有所不同，因而

酵母表达系统只能用于无糖基化蛋白质或那些不

 

 万方数据



108 食品 与 生物技术 学报 第24卷

需哺乳动物类型糖基化的蛋白质的表达．胰岛素样

生长因子在人体内不需进行糖基化，在P．pastoris

表达时发现有一定程度的O一糖基化．与酿酒酵母相

比，甲基营养酵母有着突出的优势，它们的表达蛋

白很少出现焙烤酵母中的过度糖基化，尽管在P．

pastoris和H．polymorpha中也出现一些过度糖基

化的现象．此外，通常在酿酒酵母中以d一1，3键加上

末端甘露糖，会引起过敏反应，在P．pastoris中则

以a-1，2键连接末端甘露糖并未发现过敏反应．

甲基营养酵母的载体被整合到各种宿主菌中，

通过随机或同源重组的方法靶DNA被整合到基因

组的特定位置．为了有利于整合，载体结构设计为

锚定或缺失序列．在P．pastoris和P．methanolica

中整合发生在两个氧化酶基因之一或HIS4位置

上，在H．polymorpha中外源DNA随机整合或介

导整合到特定位置．通过缺失／替换整合到MOx／

TRP3位置或靶向到自主复制序列(ARS)，LEU2

或UR3基因或rDNA基因簇上．通常转化载体含

有酵母和细菌基因序列，载体的细菌部分有ori和

抗生素序列以便于在细菌宿主中繁殖和筛选．与之

相似，载体的酵母部分含有酵母转化的选择标记．

在P．pastoris中这种选择序列被设计成HIS4缺

限型宿主的互补序列，P．methanolica中是ADE2

互补序列，H．polymorpha中是LEU2和URA3互

补序列，而且在P．pastoris和H．polymorpha中还

使用抗G418的显性选择性标记．其他互补序列有

P．pastoris中的Zecoin抗性标记和H．polymor-

pha的福来霉素抗性标记Ds,a6]．甲基营养酵母表达

载体见表1[1川，宿主菌见表2[1 8I．

表1 甲基营养酵母的表达载体

Tab．1 Expression vectors of methylotrophic yeast

注；*标记的质粒含有复制序列HARS．

有些分泌引导序列能介导酵母翻译产物的分

泌，所有甲基营养酵母使用酿酒酵母的MnI引导

蛋白分泌．在P．pastoris和H．polymorpha中也采

用PH01，而Carcinus maenas的编码高血糖生长

素基因(CHH)和Schwanniomyce occidentalis的

GAMl的前导序列用于H．polymorpha中分泌水

蛭素的生产素[1 91．

重组H．polymorpha菌株的培养基通常以简

单的合成培养基为基础，含有微量金属离子和充足

的氮源以供细胞生长和基因表达的需要．最适宜的

碳源必须以适宜质量浓度添加，因为碳源补加的不

同，发酵模式随之变化．甘油、甲醇、葡萄糖及相互

配伍的混合碳源也应有所选择．最优的发酵模式取

决于外源基因表达的启动子序列(FMD或MOX

启动子)和外源基因产物本身因素[6]．通过使用不

＼

同的碳源和添加物的复杂发酵工艺可以获得高产

量的外源蛋白，整个发酵时间为80～160 h．

在甲基营养酵母中，只有H。polymorpha表达

系统利用甲醇途径启动子在无甲醇添加时能够高

效表达重组蛋白．而甲基营养酵母P．pastoris和

Candinii boidinii的甲醇利用启动子只有受到甲醇

的诱导，才能表达外源蛋白．

3 甲基营养酵母应用

越来越多的蛋白由甲基营养酵母生产，包括植

物的、细菌的、人的，酶、抗体、细胞因子、血浆蛋白

和生长素等．介绍几例由P．pastoris和H．poly—

morpha工业化生产的重要蛋白产品．
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H．polymorpha生产的重组蛋白包括一些药

物[20~2 2|，如正在临床试验的抗血栓水蛭素和几种已

经商品化的乙肝疫苗．H．polymorpha生产的乙肝

疫苗表面抗原的亚基adr和adw是乙肝病毒最重

要的血清型表位[23|．将与MOX启动子融合的病毒

基因的载体转化H．polymorpha菌株，获得生产菌

株能利用甲醇或甘油为惟一碳源进行发酵．在此发

酵过程中，必须添加甲醇以诱导外源蛋白的生产和

膜的增值．因为蛋白质沉积在胞内，必须从细胞提

取液中进行回收和纯化．经过一系列步骤后，细胞

经均质，细胞粗提物中碎片经过沉淀、离心分离，上

清液中的乙肝表面抗原进一步经凝胶吸附、离子交

换层析、离子和凝胶过滤纯化，最后得到与酵母胞

膜装配的外源蛋白组成的高纯度脂蛋白．这种颗粒

结构对于刺激免疫应答非常重要，它吸附到氢氧化

铝辅助剂上形成疫苗．当前H．polymorpha生产的

2种乙肝疫苗已经商品化，它们是KGCC(韩国)生

产的Hepavax-gene和LPC(阿根廷)生产的AgB．

此外，鼠源抗肌氨酸激酶单克隆抗体在H．poly—

morpha中也被成功表达[2引．

工业酶的生产工艺围绕生产效率和成本考虑

为中心不断改进．近年来在H．polymorpha菌株基

础上建立了植酸酶的生产工艺．植酸是植物体内磷

酸贮存的主要形式，而植酸酶可以催化植酸放出磷

酸．向动物饲料中廉价添加植酸酶降解植酸，可为

不能利用植酸的猪、鸡等非反刍动物提供完全的磷

酸源．生产植酸酶的H．polymorpha开始在甘油上

生长，随后连续以葡萄糖限量添加．以廉价碳源为

培养基的发酵工艺可以得到13．5 g／L的分泌蛋白，

因而符合饲料添加剂生产的经济要求．

利用基因工程菌生产HSA不仅效率高，成本

低，而且产物纯度高．因为在人体中清蛋白仅有几

十克，所以纯度很重要．在P．pastoris菌株基础上

建立起生产HSA的工艺，即在甲醇优化添加量并

控制条件使蛋白水解程度最小，可以得到10 g／L发

酵液的产量n引．

H．polymorpha共表达一定比例的稳定嵌合

基因，使之成为生物转化特定底物为有益生物制品

的生物催化剂[25|．近年来培育成功了羟基醋酸盐转

化为乙酸盐和乳酸盐转化为丙酮酸盐的生物催化

菌株．它的有效转化取决于羟基醋酸盐氧化酶和过

氧化氢酶的适宜比例．初始重组菌株利用基因工程

整合30个拷贝的菠菜羟基醋酸氧化盐基因(Go)，

随后又整合了15个拷贝的酿酒酵母过氧化氢酶T

基因(CTTl)；最终的重组菌株能以最优的比例高

效生产这两种酶．进行生物转化时，只需将底物加

到适宜条件下发酵后积累了两种酶并经变性处理

的重组细胞内即可．在随后生物催化反应中重组细

胞至少可被反复利用25～30次[1¨．

4 结 语

甲基营养性酵母是外源基因表达的理想系统，

无论是酶制剂还是药品生产，这种安全、方便的系

统具有工业化生产技术的优势．应用这类酵母技术

现已经成熟，表达系统的构件在不断补充和更新，

其应用领域也在拓宽．
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