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毕赤酵母基因操作技术的改进及其在水蛭素表达中的应用

蔡传奇 方荣祥"

（中国科学院微生物研究所植物生物技术开放实验室 北京 !$$$5$）

摘 要 毕赤酵母是日益受到重视的基因工程受体菌，但是目前尚没有一种简便、高效的转化方法，也没有一种稳

定、可靠的菌落BCD方法。本文通过在通常筛选重组子的+E培养基中增添!;’(／F山梨糖醇使毕赤酵母电穿孔

转化效率提高!$倍以上。并比较系统地分析了其他影响电穿孔转化效率的因素，如毕赤酵母生长状况即342$$，

不同的整合位点（.1,"、5+0#、5+,#、5/)#），及不同的毕赤酵母受体菌（GH!!6和I+"!）等。本文描述的转化

方法所能达到的转化效率比目前大多数文献报道的效率要高，可使每微克质粒E*J产生的整合到受体菌染色体

上的转化子述#5$$个；另外，我们经过一种冷热处理毕赤酵母菌落的方法使其细胞壁裂解，并改变通常BCD缓冲

液的组成成分后，毕赤酵母菌落BCD方法几乎和大肠杆菌的操作一样简便可靠。借助本文所描述的电穿孔转化

方法和菌落BCD方法，成功实现了水蛭素在毕赤酵母中的分泌表达，表达量为每毫升培养上清#$$?，其生物活性

达每毫升培养上清5#个国际单位。
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毕赤酵母6#0"#+7+&/(*#&是一种甲醇酵母，它

为一类简单的真核生物。同动植物系统相比，它具

有操作简单的优点；另外，和原核生物大肠杆菌等不

一样，毕赤酵母能对要表达的多肽和蛋白质进行翻

译后加工处理，如毕赤酵母对外源蛋白的糖基化等

更接近于哺乳动物细胞，而目前较为广泛使用的酿

酒酵母则往往出现过度糖基化，这些是毕赤酵母日

益受到重视的主要原因。另外，这种甲醇酵母能够

实现高密度发酵，而且其转化子能够非常稳定地表

达外源蛋白质，因此更适应工业化生产［!］。但是有

关毕赤酵母的基因操作技术相对比较落后。本文为

毕赤酵母在生物工程上的应用提供了一种高效的转

化方法和一种稳定的菌落BCD方法。同时利用这

两种实验方法成功地实现了水蛭素基因在毕赤酵母

中的分泌表达，分泌水蛭素的生物活性达每毫升培

养上清5#个抗凝血酶单位。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒

毕赤酵母GH!!6（8#&7L9)/M）和I+"!（+*17
"#&7+(:!#;<=7）为N>O<P-’?4>公司产品，含水蛭

素基因（Q-）的质粒RHI0Q-由本实验室构建，RBNC1
为N>O<P-’?4>公司产品，RBNC%I由英国+<./,4(J)
D’;,>’@提供。

!"# 重组质粒的构建

为了用BCD方法把水蛭素结构基因克隆到毕

赤酵母的表达载体上，我们设计上下游引物分别如

下：

Q-!：6SJJJC3CGJGJJJJGJ$G33G3C0
3J3JC3GJ33G3JCCGJJ3C3GG%S

Q-#：6SJ GJJJ33C 3CJ33J33G3JJG0
3J33CC3CCGGG%S
其中框起来的顺序分别为>"(#和?0(D#限制酶

位点，阴影顺序分别为水蛭素的第一个氨基酸&,(
的密码子和最后一个氨基酸G(>的反密码子，箭头

表示酵母%0因子信号肽的切割位点。BCD反应模

板为RHI0Q-质粒，耐热聚合酶为&4>P%E*JB’(T0
;4-,@4（*:U，VHJ），反 应 条 件 如 下：17W变 性

!;<>，2$W退火!;<>，"#W延伸!2@，%$个循环。

将上 述 BCD 方 法 扩 增 到 的 水 蛭 素 基 因 经

>"(#和?0(D#内切酶消化后与同样内切酶处理

的RBNC1连接形成RBNC10Q-。为了筛选到多拷贝



的克隆，再把!"#$%&’(经!"#!和!"$!处理，回

收的 长)*+,-片 段 和 经 相 同 内 切 酶 处 理 质 粒

!"#$)*./并回收的长0*),-含卡那霉素基因的片

段连接形成重组质粒!"#$%/&’(（图1）。同时我们

分别用"1和"+引物（见1*)）对!"#$%/&’(进行

正向和反向测序分析。

图1 重组质粒!"#$%/&’(的构建

23451 $6789(:;93676<!"#$%/&’(

!"# 电穿孔转化及菌落$%&方法筛选重组子

重组质粒!"#$%/&’(的转化和筛选方法均按

本文所建立的方法进行（见结果部分），其中的菌落

"$=筛选方法所用的引物除了’(1和’(+以外，还

合成了"1和"+这对引物，即

"1：.>?@$A??AA$$@@AA?@$@@?$)>
"+：.>?$@@@A??$@AA$A?@$@A$$)>
这两对引物在质粒或染色体上的位置及所产生的

"$=产物的大小见图+。甲醇利用（BC9DE76FG93&
F3HE9367，B:9）表型按%&#’&"IJ!(C88367/39（#7K39(6&
4C7，GL@）所述方法进行，并用本文所建立的菌落

"$=方法作进一步证实。

图+ 重组质粒!"#$%/&’(部分结构

2345+ @!E(93EFME!6<;6789(:;9!"#$%/&’(
L，!(#)*)+&,&")"&<E;96(8C;(C93678347EF
’(5’3(:N374C7C，<:8CN37<(EMCO39DL

AA，9(E78;(3!93679C(M37E9367<(E4MC796<-./1

本文所建立的毕赤酵母菌落"$=方法用P69
-F69杂交方法验证，见文献［1］。从"$=方法扩增

到的 水 蛭 素 基 因 作 模 板，按AQR:3;,"(3MC/39
（"DE(ME;3ES369C;D）操作制作探针。多拷贝克隆的

筛选按文献［+］所述的方法操作。

!"’ 水蛭素基因的诱导表达

经过对毕赤酵母电穿孔转化，菌落"$=方法筛

选，及外源基因多拷贝克隆的筛选，我们共获得Q个

克隆。随机挑选其中的重组克隆$T（0&,U123,）作

诱导表达，具体操作按%&#’&"IJ!(C88367/39（#7K39&
(64C7，GL@）进行。A(3;37C&LPL"@?I见文献［)］。

水蛭素生物活性测定按文献［T，.］进行，其中

AD(6M-37和$D(6M6HVM!A’均为=6;DC公司产品。

( 结 果

("! 毕赤酵母高效电穿孔转化方法

感受 态 细 胞 的 制 作 方 法 如 下：用 ?L11.或

/BQ1单菌落接种.MWX"P（XCE89IJ9(E;91Y，

"C!967C+Y，PCJ9(68C+Y）液 体 培 养 基，+Z[#
)\[过夜培养，取1MW转接到+\\MWX"P培养基

中继续培养，当其/40\\在1*1#1*)之间时，停止

培养，离心（.\\\(／M37）收集菌体，然后分别用去离

子水和1M6F／W山梨糖醇（P&L6(-396F，L34ME）各洗涤

+次，最后加入1MW预冷的1M6F／W山梨糖醇，按每

管1\\$W分装成备用的毕赤酵母感受态细胞，保存

于]Q\[。

电穿孔操作方法如下：把!"#$%/&’(分别用

56$%、!"#!、!"$!或!32!作线性化处理后，取

线性P̂ @\*)$4与1\\$W感受态细胞混合后，注入

预冷的\*+;M电击杯（S36=EN）中，轻敲电击杯，使
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混合物落入电击杯底部，在电击仪（!"#$%&）上设定

电压为’()*+，电容为,)!-，电阻为.//"，进行电

穿孔操作。

电穿孔后，立即加入/(012预冷的’1#3／2山

梨糖醇于电击杯中，混匀后从中吸出,//!2，立即涂

布456转化培养基［’(7.89:!，（.;’/<)）8!"=
#>"?，’85@A>B#C@，’1#3／25=6#BD">#3］，然后倒置平

板于,EF#7/F，培养,&后转化子开始出现，约’
周后计数并计算转化效率。

毕赤酵母电穿孔转化方法首先要求严格控制菌

体的生长情况。我们发现!"G//值过低或过高都明

显影响转化效率，!"G//值’(’#’(7时转化效率最

好。我们还发现在通常的45转化培养基［’(7.8
9:!，（.;’/<)）8 !"#>"?，’8 5@A>B#C@］中 加

’1#3／2山梨糖醇后转化效率可提高’/倍以上（见

表’）。另外电穿孔后的迅速涂布也至关重要，与)
表! 影响毕赤酵母电穿孔转化效率的因素

"#$%&! ’#()*+,*-)+#-,.*+/#)0*-.+&12&-(3*.
!"#$"%&%’()*"’$3&%&()+*4*+#)0*-

5#+)6 7&80#(*/4*,0)0*-#-8)9&4%#)&:,4+&#80-;/#--&+

4@&"%H#1I#C">"#?%?&>J@1%??@B#K
CIB@%&"?L#?%1@&"%I3%>@ -B@MN@?HO

P11@&"%>@3OCIB@%&"?L#?%?#"I3%>@
3%H*"?L5=C#BD">#3 ’./Q.R.

P11@&"%>@3OCIB@%&"?L#?%?#"I3%>@
H#?>%"?"?L5=C#BD">#3（#"$） ’G//Q),

)=1"?N>@&@3%O"?CIB@%&"?L#?%?#"I3%>@
3%H*"?L5=C#BD">#3 S,Q,R0

)=1"?N>@&@3%O"?CIB@%&"?L#?%?#"I3%>@
H#?>%"?"?L5=C#BD">#3（#"$） E7/Q0R’

5#+)< =)*+#;&)0/&

6>#B%L@>"1@ -B@MN@?HO
/ ’G’)Q,ERS

T?@U@@* ’S//Q.,RG

VU#U@@*C ’G/)Q,GRS

VJB@@U@@*C ’G//Q,.R)

-#NB1#?>JC ,)/Q0R’

5#+)> ?-)&;+#)0*-,0)&／9*,),)+#0-

P?>@LB%>"#?

C">@
W#C>C>B%"?

X6’’) Y4S’
%&’$ G0GQ’7R’ ’)//Q’ER7
$()% ’G//Q.,RG ,E//Q7S
$(’% ’.//Q7SRG ,G0SQ,7
$*+% ’,/,Q’SR’ ,E/,Q.)

-B@MN@?HOZ>B%?CK#B1%?>C／!L5:[

\%B>[U%CH#1I3@>@&U">JC>B%"?X6’’)>B%?CK#B1@&DO$()%=&"=

L@C>@&I\P]0Y=WB

\%B>!U%CH#1I3@>@&U">JC>B%"?X6’’)>B%?CK#B1@&DO$(’%=&"=

L@C>@&I\P]0Y=WB

分钟后涂布相比，有大约,倍的差异（见表’）。根

据我们的经验’次制作的感受态细胞至少可以保存

7周而不明显改变其转化效率（见表’）。

P?̂">B#L@?公司为毕赤酵母表达系统而设计的

载体都不含酵母复制子，本文所涉及的转化效率均

指外源基因整合到染色体上的转化效率。质粒与染

色体的整合方式包括插入或置换（见图,）。质粒在

与酵母染色体整合前一般要经过线性化处理，%&’
$酶切后一般导致外源基因置换染色体的,-!’
基因（醇氧化酶基因），而$()%，$(’%或$*+%酶

切后则容易以插入的方式分别把外源基因插入到染

色体的,!-’和./0基因位点内。本文总结了不

同整合位点对转化效率的影响，我们认为通过$()
%和$(’%位点以插入方式整合到染色体上比通过

%&’$位点以置换方式整合到染色体上明显要容易

发生得多（见表’）。毕赤酵母表达系统两种常见的

受体菌体X6’’)和Y4S’，其转化效率有明显差

异：如在$*+%和%&’$酶切的情况下，Y4S’菌株

比X6’’)可以高,倍以上（见表’）。

@A@ 毕赤酵母菌落5>B方法

从456转化培养基平板上任意挑出单菌落)/
个，每个菌落用牙签挑取其大小的’／.到’／,后置

入/()12离心管中，离心管中或含有,/!2的蜗牛

酶（百泰生化，北京）溶液（’1L／12），或,)单位的

2O>"H%C@（6"L1%），或,/!2的无菌水，然后放在冰上

冷处理’)1"?，接着转入7SF’)1"?，最后用0)F热

处理’/1"?。经过这种酶或冷热处理后的样品再按

以下\]$方法进行操作：在总体积为)/!2\]$反

应中 含 有7/11#3／2VB"H"?@（IWER7），711#3／2
4L]3,，711#3／2&=1@BH%I>#@>J%?#3，/(/’8X@3%>"?，

,//!1#3／2.种&:V\，’!1#3／2,种引物 WB’和

WB,，,个单位V%M聚合酶。\]$反应参数如下：第

一步0.F变性.1"?，第二步0.F变性’1"?，G/F退

火’1"?，S,F延伸反应7/C，重复7/个循环，第三步

S,F延伸’/1"?。反应完毕后取’/!2上样电泳，紫

外检测结果为)/个单菌落中有,.个产生大小约

,,/DI的条带（结果未显示）。这,.个阳性克隆和’
个阴性克隆用5#>D3#>杂交方法证实完全符合（见

图7），说明我们报道的毕赤酵母菌落\]$方法完

全可靠。

我们用受体菌X6’’)（./0.<#+*_）以及重组

克隆].（./0.<#+*0）和5)（./0.<#+*_）对不同

的\]$方法进行了比较。由于遗传结构的不同，用

\’和\,引物对X6’’)、].和5)作\]$分析时所
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图! 毕赤酵母菌落"#$方法的%&’()&’杂交验证

*+,-! ./0+1+23’+&4&1"#$0/56)’5(7%&’()&’87(0+9+:3’+&4
;!349;<-=">#?@AB0%C;；;D-EFGGD2&)&47；

%H-;"#$A4/,3’+I/2)&4/；;))&’8/0530/"#$A=&5+’+I/2)&4/5

产生的产物也就不同（用"G和"H引物作"#$分析

与上述用B0G和B0H引物作"#$分析时的反应条

件略有不同，即改为DJK退火GL+4，MHK延伸反应

HL+4，其他条件一样）。因为没有外源基因的整合，

EFGGD的!"#G基因保持完整，"#$时EFGGD菌

落应该产生HNHO(大小的片段，该片段大小对应于

原!"#G基因"G和"H之间的长度；但在重组克隆

#<的染色体上，"G和"H之间的!"#G基因顺序

已被重组质粒=">#?@AB0中相应的顺序所置换，#<
的"#$产物为JNMO(；由于%D是通过插入方式而

形成的克隆，即!"#G基因保持完整同时重组质粒

=">#?@AB0中相应的顺序整合到染色体上，所以%D
的"#$产物应该为HNHO(和JNMO(（见图H）。但是

我们在实验过程中发现不同的"#$方法，其结果不

完全一样。本文所报道的"#$方法是通过冷热处

理菌落，使细胞壁裂解，并更改通常"#$缓冲液成

分［P］（GJLL&)／QR0+5·B#)=BS-!，DJLL&)／Q@#)，

GNDLL&)／QT,#)，J-JGUE/)3’+4）而得以实现的。

而且这种冷热处理足以裂解细胞壁，可以不加蜗牛

酶，或其他酵母细胞壁裂解酶，如Q7’+235/（F+,L3）、

V7L&)735/（>4I+’0&,/4）（见图<W）。另外这种方法并

不要求新鲜的菌落，于<K冰箱放置H个月的平板

菌落同样能用该方法进行"#$分析（见图<）。我

们在实验过程中还发现通常"#$缓冲液有时会抑

制长链%C;的扩增，而我们所建立的毕赤酵母菌

"#$方法能解决这一问题（见图<W）。

!"# 水蛭素基因在毕赤酵母中有分泌表达

在质粒=F@AB0上，编码酵母!A因子信号肽切

割位点的顺序与水蛭素基因之间多了GH个碱基即

<个氨基酸。如果我们不删除，当信号肽被切割后，

这<个氨基酸将位于水蛭素的C端。这种水蛭素

不仅不符合临床要求，而且其生物活性将受到影响，

所以我们用"#$方法把这段顺序删除。用"G引物

测序重组质粒=">#?@AB0，测序结果表明水蛭素基

因已正确插入，并且DXA端多余的GH个碱基已被成

功删除（见图D）。该测序结果还用"H引物反向测

序进一步得到证实（结果未显示）。另外，尽管这<
个氨基酸原被认为是构成切割位点下游的必须顺序

即Y@$!（Y;Y;），但已有报道认为对切割位点下

游顺序的要求不是那么严格，如芳香簇氨基酸或分

子量较小的氨基酸等都可以位于Z位置即Y@$!

Z，而不影响其正确切割［M，S］。本文中水蛭素分泌到

培养液中也进一步证明了这一观点。

图< 不同"#$方法结果的比较

*+,-< $/56)’5&19+11/0/4’"#$L/’8&95
T-GO(%C;Q399/0（CYW，[F;）；W+&GJG-\8&)/]/35’#/))"#$@+’（W+&GJG，[F;）；

"#$G-R8/"#$L/’8&90/=&0’/9(7’8+530’+2)/-"#$H，"#$ +̂’8’8/2&LL&4"#$W611/0-

>4;："’̂&AL&4’8&)9EFGGD2&)&47；#10/58EFGGD2&)&47；$’̂&AL&4’8&)9#<2&)&47；%10/58#<2&)&47；

>4W：&EFGGD +̂’8&6’Q7’+235/’0/3’L/4’；’EFGGD’0/3’/9 +̂’8Q7’+235/；

(%D +̂’8&6’Q7’+235/’0/3’L/4’；)%D’0/3’/9 +̂’8Q7’+235/
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图! 重组质粒"#$%&’()*接头处顺序

+,-.! /0123456,7481931451:16;1148,-4<=5=1<><-18,61<4?!@(14?7A0,*3?,4-141,4"#$%&’()*
/013""1*"<*6?1",5686010,*3?,4-141,4"B’()*.C**7;?1476186018,-4<=819314515=1<><-18,617A!"
#$%$&’(’)$!(A<567*./01A,*86<D,47<5,?7A0,*3?,4，E<=,880<?7;1?<4?601FG:<81867:1?1=161?<*1

:7H1?.I1=7;,86018193145,4-*183=67A"#$%&’()*

重组质粒"#$%&’()*（见图F及图G）按本文上

述所建立的方法进行电穿孔转化和菌落#%J筛选

后，并用KLFM进行多拷贝克隆筛选，在KLFM浓度

为GNOD-／DP平板上共挑选到Q个克隆（水蛭素基

因在染色体上的具体拷贝数在确定中），随机选择其

中的%L克隆进行甲醇利用表型分析。经 RR和

RS培养基生长比较，并用我们所建立的菌落#%J
方法作进一步证实（见图L），%L克隆的甲醇利用表

型为*+,8。%L（-’(T*+,(）经!?的诱导，培养物离

心后用上清进行BSB(#CKU，并检测上清中水蛭素

的生物活性。%L克隆的分泌表达量约为每毫升培

养上清GO"-，活性为每毫升培养上清MG个抗凝血

酶单位。电泳和生物活性结果均表明水蛭素已被毕

赤酵母分泌到培养液中（见图V）。

图V 分泌的水蛭素/*,5,41(BSB#CKU电泳

+,-.V /*,5,41(BSB#CKU7A815*161?0,*3?,4
P<41F<4?L<*183"1*4<6<46A*7DKBFF!，=<41G<4?!<*160<6

A*7D5=741%L（-’(T*+,(），<4?=<41W,8601"*761,4D<*X1*8
（#*7D1-<，YBC）.CA61*!(?<Z,4?356,74，60153=63*1;<8514(

6*,A3-1?<4?!O"P83"1*4<6<467A1<508<D"=1;<85745146*<61?:Z!

6,D18<4?6014D,H1?;,60G[=7<?,4-:3AA1*.#*761,4:<4?8;1*1>,(

83<=,\1?:Z%77D<88,1:=31J(G!O86<,4,4-

! 讨 论

一种简便、快速、有效的把外源基因引入毕赤酵

母细胞内的方法是有关其生物工程研究与开发的第

一步。对于毕赤酵母的转化目前有L种方法：FN锂

盐法，GN#UK法，WN原生质球法，LN电穿孔法。锂

盐法和#UK法的效率很低，一般每微克S]C只有

几十个转化子或更低；原生质球法的缺点是特别费

时和繁琐；本文报道的电穿孔法不仅简便、快速，而

且这种方法产生了比较高的转化效率，如通过!)#
#和!,+#位点整合到受体菌’RQF染色体上的转

化效率达到GMOO转化子／"-S]C。目前国内外许

多实验室都在使用毕赤酵母，文献报道的转化效率

均较低，一般每微克S]C不超过几百个转化子，在

英国R,50<1=J7D<478实验室转化效率达到每微克

S]CLOO个转化子［G］，这是我们能从文献报道了解

的较高效率。按本文方法制作的毕赤酵母感受态细

胞可以 Q̂O_保存W周而不影响转化效率。对电

压、电阻及电容等参数优化后还可能进一步提高转

化效率。

许多学者认为对于酵母转化子很难像分析大肠

杆菌那样直接进行#%J分析［&］，因此多年来在酵母

生物 工 程 领 域，也 一 直 是 先 提 取 质 粒 或 染 色 体

S]C，然后用所抽提的S]C作#%J反应来分析哪

些转化子是我们所需要的克隆。显然这种方法不仅

费时、繁琐，而且在很大程度上也限制了转化子筛选

的范围。自&O年代开始，国外有些实验室开始探索

酵母菌落#%J方法，而且也有这方面的试剂盒（见

图L）。但这些方法的共同缺点就是结果不稳定。

有的要求根据菌落情况调整酵母细胞壁裂解酶（如

PZ6,5<81或‘ZD7=Z<81）的用量或作用时间［&］；有的

要 求 用 新 鲜 菌 落（a07=1Z1<8651==#%J ’,6，

I,7FOF）。我们还发现有的方法会抑制长链#%J结

果的出现（见图L）；有的方法实验设计不够合理，如

要在加完石蜡油后再给每个ON!DP离心管中加入

/<9聚合酶［FO］，等等。另外，虽然通常的#%J缓冲

液也抑制长链片段的扩增，但是我们发现通常的

&!FG期 蔡传奇等：毕赤酵母基因操作技术的改进及其在水蛭素表达中的应用



!"#缓冲液不适合毕赤酵母菌落!"#，这除了$%&’
缓冲液随温度增高其()值降低而影响扩增反应

外，可能还有其他原因，值得进一步探索。

我们借助电穿孔转化方法成功地把水蛭素基因

通过毕赤酵母的表达载体多拷贝地整合到毕赤酵母

的染色体上，并实现了水蛭素基因在毕赤酵母中的

分泌表达，但分泌的水蛭素在$%&*&+,-./.!012电

泳所表现的带型和分子量大小与预料中的情况不一

致，却和另一种甲醇酵母!"#$%#&’"()’*+),(-"的

表达情况比较相似［33］。我们所分析一个重组克隆

"4的分泌表达量约为每毫升培养上清56!7，表达

量的绝对值不高，这可能与我们挑选的克隆数量不

多有关。但水蛭素在培养上清中占有389以上的

比例，且其生物活性达每毫升培养上清:5个国际单

位。这为进一步开发利用基因工程水蛭素奠定了基

础。
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