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多形汉逊酵母外源基因表达系统
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摘 要 多形汉逊酵母是一种有很大潜力的外源基因表达系统，已在科研和工业化生产上广泛应用。用它生产来

源于真核生物的外源基因有许多优点，如重组菌减数分裂稳定、能进行正确的翻译后加工和修饰、表达量高等。许

多有商业价值的蛋白质在这一系统中得到成功表达，有的已投入市场。本文综述多形汉逊酵母宿主菌的生物学特

性、基因工程操作技术、发酵及外源基因表达等方面的特点和最新进展。
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酵母作为单细胞的真核微生物，既具原核生物生长快、

遗传操作简单的特点，又有哺乳类细胞的翻译后加工和修饰

功能，用来生产来源于真核生物的生物活性蛋白有很多优

点。酿酒酵母（3+00"+*(420%& 0%*%5#&#+%）是第一个用于表达外

源基因的真核系统，$% 年来已成功地用于表达来源于人、动

物、植物和病毒的外源基因［!］，但这一表达系统在工业化生

产中存在许多不足，如菌株不稳定、产量和分泌效率低、分泌

的多肽链常过度糖基化等［$］。

甲醇营养型酵母（简称甲醇酵母）是最近十年逐渐发展

起来的一类可用于表达外源基因特别是真核生物基因的理

想系统。这类酵母分属假丝酵母（!+$6#+），汉逊酵母（7+$8
&%$),+），毕赤酵母（9#0"#+）和球拟酵母（ :(*),(;&#&）1 个属［$］，

能在以甲醇为唯一碳源和能源的培养基上生长。与酿酒酵

母相比，甲醇酵母外源基因表达系统具有重组菌的遗传性质

稳定、表达量和分泌效率高、适于大规模发酵等优点。多形

汉逊酵母（7+$&%$),+ ;(,24(*;"+）是这类酵母中的佼佼者，是

当前国际上公认的最为理想的外源基因表达系统之一，许多

基因包括在其它系统中难以高效表达的基因已在其细胞中

得到高效表达［#］。国内对多形汉逊酵母的研究才刚刚起步，

真正成功表达的还不多。我们曾研究了多形汉逊酵母细胞

脂肪酸的生物合成［1］，并正利用这一系统表达重组水蛭素。

本文综述多形汉逊酵母表达系统的最新研究结果，并与人们

较为熟悉的巴斯德毕赤酵母（9#0"#+ ;+&/(*#&）作一比较。

! 宿主菌的生物学特性

多形汉逊酵母是一种耐热酵母，最适生长温度为 #" 6
1#F（其它甲醇酵母为 #%F），最高生长温度达 10F。它体

内含有一特殊的甲醇代谢途径。此途径的第一步是在甲醇

氧化酶（,GH）的催化下将甲醇氧化成甲醛和 I$G$。产生的

甲醛可在甲醛脱氢酶（7,J）和甲酸脱氢酶的作用下进一步

氧化成 EG$，也可在二氢丙酮合成酶（JIKL）等的作用下通

过木酮糖单磷酸途径生成碳水化合物［&］，成为细胞物质。另

一产物 I$G$ 则在过氧化物酶的作用下形成 I$G 和 G$。

甲醇代谢途径的关键酶 ,GH、7,J 和 JIKL 的表达受阻

遏M解阻遏机制的调控。乙醇及高浓度的葡萄糖和甘油阻遏

基因表达，甲醇及低浓度甘油（%N#O）和葡萄糖（%N!O）能解

除阻遏，使相关酶得到一定程度的表达［5，"，4］。甲醇是最能解

除阻遏作用的底物，但以甲醇为唯一的碳源和能源时细胞生

长速率较低，外源基因的产量也低。其它碳源如低浓度甘油

和葡萄糖，虽然只能起部分解阻遏作用，外源基因的产量有

时会很高［5，0］。

多形汉逊酵母细胞中，,GH、JIKL 和过氧化物酶贮存于

过氧化物体。细胞以葡萄糖为碳源时，过氧化物体的体积约

占酵母细胞总体积的 !O。细胞以甲醇为碳源时，相关的酶

大量合成，过氧化物体急剧膨胀，其体积可达酵母细胞总体

积的 4%O［#，!%］。此系统表达外源蛋白时，合成的蛋白质可贮

存在过氧化物体中，避免对细胞产生毒害且免受蛋白酶降解。

" 基因工程操作技术

"#! 表达载体的构建

多形汉逊酵母的表达载体多为穿梭质粒，主要包括启动

子、,GH 基因的终止子、启动子和终止子中间的多克隆位

点、大肠杆菌复制原点以及用于在大肠杆菌和酵母中筛选转

化子 的 标 记 基 因。此 外 还 含 有 自 主 复 制 序 列 <=3 或

7<=3［!!］。有些 7<=3 序列如7<=3#5不仅利于质粒的染色体

外扩增，还可提高转化和整合的效率，便于高拷贝转化子的

筛选［!$］。

作为强启动子，,GH、7,J 和 JIKL 基因的启动子常被



用来调控外源基因的表达。它们受甲醇的强诱导，受葡萄糖

和乙醇阻遏，但在低浓度甘油或葡萄糖中可解阻遏。由于有

相似的调控机制，巴斯德毕赤酵母的醇氧化酶（!"#!）基因

启动子，也可以用来调控多形汉逊酵母中基因的表达［!"，!#］。

另外，胺 氧 化 酶（$%&）基 因 启 动 子、" 种 硝 酸 吸 收 基 因

（$%&!、$%&!! 和 $%’!）的启动子以及最近从多形汉逊酵母

中分离的 ()"! 基因启动子亦有应用［!’］。

酵母表达系统的建立依赖于营养缺陷型的宿主细胞，目

前已建立了多形汉逊酵母的 *+,、,-.、/-0 和 .1+ 突变细胞，因

此载体中应携带内源的 234!、4’!"、&’(" 和 !53!! 基因，

来源于 酿 酒 酵 母 的 234( 和 4’!" 或 来 源 于 白 假 丝 酵 母

（6.7181. .*98:.7;）的 234( 等外源基因，以互补宿主相应的

营养缺陷。另外，以抗 )#!*、抗腐草酸素（+,-./01234）或抗

5./234 的基因作为强选择标记，在多形汉逊酵母表达系统中

也已获得成功［!’］。外源蛋白的表达可分为胞内积累和胞外

分泌两种。分泌型表达载体除含有上述部件外，还含分泌信

号序列。对于 6$7、牛溶血酶和转化酶基因等，其自身的信

号肽序列就足以引导在甲醇酵母中表达，对于自身没有信号

序列或自身的信号肽序列不能在酵母中起作用的蛋白基因，

则需将此基因与酿酒酵母!8交配因子（<=!!）、西方许旺酵

母（>:?@.778ABC:+; A::81+7/.*8;）葡萄糖淀粉酶 D!<! 基因、三

叶真蟹（6.-:87,; B.+7.;）高血糖激素基因、黑色曲霉（!;0+E8*F
*,; 78E+-）D!< 基因或乳克鲁维酵母（G*,CH+-ABC:+; *.:/8;）杀伤

毒素基因的先导序列融合［(］。

!"! 转化与整合

转化多形汉逊酵母的方法主要有原生质体法、锂法和电

穿孔法 " 种。原生质体法转化时需先分离细胞的原生质体，

再在 +9) 等的作用下将 :;$ 导入，外源基因整合到染色体

上的拷贝数随细胞的不同而不同。此法的转化效率一般较

高。用锂法转化时，先用锂离子处理酵母细胞，再用 +9) 和

热击作用将 :;$ 导入，操作简单，但转化效率低，外源基因

整合到染色体上的拷贝数也低。电转化法是一种转化效率

高（!<= > !?@ AB :;$），外源基因常以多拷贝整合的方法。转

化时酵母细胞先用无菌水冲洗数次以除去残留在细胞表面

影响转化率的物质，再用二硫苏糖醇处理，最后用电穿孔仪

将 :;$ 导入细胞。转化效率除受转化方法影响外，还受细

胞生长期、:;$ 浓度、受体菌株等因素影响［!@］。一般来说，

线性化质粒的转化效率较环状质粒高，细胞处于对数生长期

的转化效率较处于其它时期的高［!@，!=］。

自主复制型质粒转化多形汉逊酵母细胞后，可在细胞中

自主复制，有的多个拷贝以串联的形式形成多联体。这些质

粒的遗传性质不稳定，在非选择性培养基中生长一段时间后

质粒消失或整合到染色体上［!=，!*］。线性化的质粒易整合，形

成减数分裂稳定的整合型转化子。多形汉逊酵母中外源基

因的整合多为非同源重组整合（约占 ’?C D *?C），且往往是

以串联的形式整合多个拷贝（!?? 或更多），这为筛选高拷贝

转化子提供了方便［!=，!E］。这种整合方式在其它甲醇酵母中

尚未发现，目前还不清楚整合的机制。质粒也可通过单交换

或双交换与染色体上的同源位点发生重组，定点整合到染色

体的同源位点。线性化质粒发生同源整合的频率仅为 !C
D ((C，这可能是因为在多形汉逊酵母中存在着双链缺口

（:7F）修复系统，它能以非同源重组的方式使线性质粒重新

环化，从而使质粒能够进行复制。这种修复系统的准确率可

达 ’?C D @*C［!=］。

!"# 高拷贝转化子的筛选

多数蛋白质的表达存在基因剂量效应，筛选高拷贝数的

重组 菌 往 往 能 提 高 外 源 蛋 白 的 产 量［!E，(?］。拷 贝 数 常 用

7/GH,.I4杂交的方法，根据杂交信号的强弱来确定［@，!E］。多

形汉逊酵母多以酿酒酵母的 234( 或 4’!" 基因作为选择标

记，它们不仅能互补宿主菌的营养缺陷，还能提高外源基因

整合到染色体上的拷贝数。将携带酿酒酵母 4’!" 基因的

质粒转化到尿嘧啶（GIJ）营养缺陷型多形汉逊氏菌株中，质

粒以一种不稳定的形式复制（可能是因为 4’!" 基因中含有

!’> 序列）。有些重组菌在非选择压力下生长一段时间后，

复制型质粒消失，质粒（或表达盒）整合到染色体中与 4’!"
非同源的位点上并以串联的方式形成单个或多个拷贝。在

选择性培养基上高拷贝的转化子形成大的菌落而单拷贝转

化子菌落较小。这可能是因为酿酒酵母的 4’!" 基因不能

完全互补多形汉逊酵母的尿嘧啶营养缺陷。至于是单拷贝

的质粒先整合然后其它质粒再整合到同一位点，还是质粒先

形成多联体后再发生整合尚不清楚。用多形汉逊酵母表达

重组血红蛋白（I6K$）并以酿酒酵母 234( 基因为选择标记

时也发现类似现象［"］。

除以上所说的利用 4’!" 和 234( 基因筛选的转化子多

为高拷贝外，利用对 )#!*［(，(!］和腐草酸素［((］的抗性，通过逐

步增加抗生素的浓度，也能快速筛选高拷贝转化子。

# 发 酵

培养基中细胞浓度与外源基因的表达量相关，在很大范

围内细胞浓度越高，产量也越高［E，("］。多形汉逊酵母在廉价

的合成或半合成培养基上容易进行高密度发酵，菌体密度可

达 !?? D !"?BAL 菌液［=，!E］，因此外源基因的表达量较高。此

外，该酵母的生长温度高，生长速率快，大规模发酵时培养时

间短、污染率低，还容易进行冷却处理。因此，多形汉逊酵母

非常适合于大规模的工业化生产。

除温度外，影响细胞生长和外源基因表达的培养条件还

有：培养基的无机盐成分、发酵液的 M6 值、通气量、蛋白胨

和酪蛋白水解物等营养成分以及碳源的添加策略等。不同

外源基因的发酵条件不尽相同，发酵时应对各指标进行优化。

现在多形汉逊酵母的发酵一般以甘油或甘油与甲醇的

混合物为主要碳源。这些底物连续灌注或批量加入都能使

外源蛋白高效表达［@，!E］。由于外源蛋白的表达量在很大范

围内与细胞浓度成正比，故一般采用两步法，即先用阻遏性

碳源使细胞生长到一定浓度后，再向培养基中添加解阻遏碳

源来启动外源基因表达。因多形汉逊酵母的 <"# 和 =<5
启动子可在低浓度甘油中解阻遏，故也可采用一步法发酵，

=#(" 期 陈凤菊等：多形汉逊酵母外源基因表达系统



即用单一碳源甘油来支 持 细 胞 生 长 和 外 源 蛋 白 的 表 达。

!"#$"%&’’等［(］在用多形汉逊酵母生产水蛭素时就采用了

单一碳源发酵策略。他们先让酵母在 )*的甘油中生长至

干重为 +,-./，待碳源消耗完后，再将甘油控制在很低的浓度

以启动外源基因表达。发酵 012 后，水蛭素在培养基中的浓

度可达到 3-./ 以上。用甘油作碳源，操作简单，表达量也可

以达到很高，但甘油的成本较高，这对于要求低消耗的工业

化生产有一定的局限性。3((( 年 4&#"5 等［6］发展了一种新

的发酵方法，即在分批培养（7&892 :2&;"）时用甘油，而在补料

分批培养（<"$=>&892 :2&;"）时用葡萄糖作碳源，用此方法生

产植酸酶的产量高，成本低。

! 外源基因的高效表达

至今多形汉逊酵母已成功表达了许多外源基因。表达

的外源蛋白可分泌到细胞外，也可在细胞质内或过氧化物体

中积累。多形汉逊酵母中外源蛋白的表达量很高，现已发表

的胞外表达的最高产量是黑色曲霉葡萄糖氧化酶，为 +?+,-.
/。其它的外源蛋白如人血清白蛋白、西方许旺酵母葡糖淀

粉酶以及水蛭素的产量都在 3?1 @ 3?A-./ 之间。应用这一系

统生产的胞内表达的外源蛋白的产量更高。其中最突出的

例子是破伤风毒素 B 片段和植酸酶，分别为 3+-./ 和 3)?,-.
/［6］。通常在细胞质内表达的外源蛋白及没有或含有少数几

个二硫键的分泌蛋白可选用胞内表达系统［3］。有些蛋白质

易降解或对细胞有毒性，则可通过定位到过氧化物体内以提

高其产量和稳定性，或将其分泌到胞外以避免对细胞产生毒

害作用。分泌表达的另一优点是分离纯化外源蛋白的下游

处理工艺简单，因为多形汉逊酵母很少分泌内源蛋白到胞

外，外源蛋白一般占细胞总分泌蛋白的 (1*以上［0］。另外，

外源蛋白通过分泌途径可完成蛋白水解成熟、糖基化和二硫

键形成等翻译后加工过程［3］。

外源基因除了与信号肽序列融合以引导蛋白质分泌外，

还可和其它基因序列融合。有些蛋白质由于细胞内蛋白酶

的降解作用或由于对细胞有毒害作用，表达时产量很少或很

快被降解，通过其基因与其它基因融合有时可解决这一问

题。如人类胰岛素生长因子!（CD<=!）、滑 爪 蟾（ !"#$%&’
()"*+’）体内的抵御微生物侵染的爪蟾抗菌肽（%&-&E’E’=!），

在重组菌中表达时会对宿主细胞造成严重毒害，难以生产。

将它们的基因与过氧化物体胺氧化酶（F4G）基因融合并在

氨基端加上 HI/（JKH3）序列，可将重组蛋白定位到过氧化物

体中，从而减轻重组蛋白的毒害作用［31］。

此外还可共同表达多个基因。方法之一为将多个表达

盒构建在一个载体中，转化酵母细胞后实现共表达。用这一

方法，现已成功地表达了由两条"珠蛋白和两条#珠蛋白组

成的人血红蛋白。此法操作简单，但构建的质粒不稳定，易

发生重组，所有外源基因的表达量也只能相同。另一方法则

是在连续的转化中将目的表达盒分别整合到染色体上。这

是一种较有应用前途且较为适用的方法［33］。L&’MNE9O 等［+P］

应用这一方法成功地在多形汉逊酵母中按一定比例表达了

乙型肝炎病毒的表面抗原 / 和 H。他们先用含 /=抗原基因

的质粒转化细胞，挑选整合的拷贝数合适的重组菌，再通过

二次转化转入 H=抗原基因，进一步筛选得到 /=抗原和 H=抗
原表达量不同的且比例合适的菌株，从而生产出组成与天然

病毒外壳相似的人工病毒颗粒。最近，在构建催化乙醇酸转

化为乙醛酸的生物催化剂的多形汉逊酵母重组菌时，也用了

类似的方法。这一转化反应由乙醇酸氧化酶催化。反应生

成的 Q+G+ 必须被一合适的过氧化物酶除去。这两个酶必须

以最佳比例存在。利用二次转化，构建了含 )1 拷贝乙醇酸

基因（ ,-）和 3, @ +, 拷 贝 酿 酒 酵 母 过 氧 化 物 酶 K 基 因

（.//3）的重组菌，实现了按比例高效表达［+3］。

" 多形汉逊酵母和巴斯德毕赤酵母的比较

多形汉逊酵母和巴斯德毕赤酵母都是高效的外源基因

表达系统，有相似的特性。如都存在强的诱导型启动子，重

组菌在非选择性培养基上减数分裂稳定，可进行大规模培养

和发酵等。但它们也有差异。巴斯德毕赤酵母基因组中有

两个拷贝的醇氧化酶基因（0-!3 和 0-!+），而多形汉逊酵母

中仅一个拷贝的 4GR 基因。构建巴斯德毕赤酵母重组菌时

通常使外源 STF 通过同源重组整合到 123P 基因或其中一

个 FGR 基因中，多数情况下只能整合单拷贝的外源序列，多

拷贝整合的概率仅为 3* @ 31*；而多形汉逊酵母可通过非

同源重组（机率约为 ,1* @ A1*）整合多个拷贝的外源基因，

拷贝数可达 311 以上［3(，++］。目前人们已构建了 &4))、5+’)、

("&+、64%) 和 )7"33 等多个营养缺陷型多形汉逊酵母菌株，而

常用的营养缺陷型巴斯德毕赤酵母菌株只有 5+’P，因此基因

工程时有更多的多形汉逊酵母宿主细胞供选择。

二者在甲醇代谢途径关键酶基因的调控机制上也有差

异。巴斯德毕赤酵母受阻遏.诱导机制的调控，即葡萄糖和

甘油等常规碳源阻遏蛋白的表达，甲醇是唯一诱导相关蛋白

高水平表达的碳源；多形汉逊氏酵母细胞中存在着阻遏.解
阻遏机制，在低浓度甘油或葡萄糖中生长的细胞也能高效表

达外源基因。细胞在甘油.甲醇的混合物或仅在甘油中生

长，外源基因可高效表达，避免了两步发酵的烦琐操作，以葡

萄糖为碳源则可大大降低成本。

多形汉逊酵母的最适生长温度高，生长速率快，利于大

规模发酵生产。由于多形汉逊酵母能够按一定的基因剂量

比分步整合多个基因，重组菌可按最佳的化学计量比生产酶

以生成高效的生物催化剂，这在其它甲醇酵母中未见报道。

# 结 语

综上所述，多形汉逊酵母具遗传操作简单、外源蛋白产

量高、易于工业化生产等特点，是一个优于大肠杆菌和其它

酵母的外源基因表达系统，已得到广泛关注。用它生产的重

组乙型肝炎病毒疫苗已投入市场，其它一些医药产品如水蛭

素已进入临床实验阶段，有望在不久的将来成为商品。随着

研究的逐步深入和工业化生产技术的提高，相信这一系统会

有更加广阔的应用前景。
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