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重组虎纹捕鸟蛛毒素!!在巴氏毕赤酵母中的表达及纯化

聂东宋! 李 敏!，#" 徐辉明! 何宁佳! 梁宋平!

!（湖南师范大学生命科学学院 长沙 7!$$"!）
#（福建师范大学生物工程学院 福州 %6$$$3）

摘 要 虎纹捕鸟蛛毒素!是从虎纹捕鸟蛛粗毒中分离纯化，具有镇痛活性的肽类神经毒素。对巴氏毕赤酵母生
产的重组 @A4B0!进行多步纯化，首先将分泌到培养上清的 -@A4B0!进行 2$C饱和度的（*@7）# DE7 沉淀，再用截

留分子量 %FG的滤膜脱盐，再用 H+ 阳离子交换层析分离，最后用 H!"反相层析脱盐纯化，真空干燥后得到的

-@A4B0!经 4-<.<?5 DGD0IJK:，质谱鉴定，氨基酸组成分析，*0端序列测定及活性鉴定，证明已获得高纯度的重组
@A4B0!，摇瓶表达量约为 "$;LMN，约占总分泌量的 #%)1C，并对摇瓶发酵条件进行了优化，为利用基因工程方法
生产 @A4BO P的规模化生产及临床应用提供了证据。
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虎纹捕鸟蛛毒素0!（@RS5?T’9<?0!，简称
@A4B0P），是从中国珍稀毒蜘蛛种虎纹捕鸟蛛（5%,%6
$(0(&7#+ ")8%$+）粗毒中分离纯化的一种多肽类神经
毒素，其相对分子质量为 % ) 36FG，由 %%个氨基酸残
基组成，其 1个半胱氨酸残基以 !07，#06，%01方式连
接形成二硫键。@A4B0!由于分子量小，高稳定，不
易失活，因而是一种进行蛋白质工程改造的较理想

模型［!］，同时其生物学活性表明 @A4B0!是一种 *0
型 H,# U离子通道的阻断剂［#］，因而是一种研究离子
通道与受体相互作用的极好工具试剂。最近研究表

明 @A4B0!有明显的镇痛活性，可能被开发成一种
新型的镇痛药物，有着潜在的临床应用价值。

但由于虎纹捕鸟蛛分布范围小，仅靠天然资源

远不能满足对毒素的全面研究和开发利用，本室李

敏［%］等报道了 @A4B0!基因在大肠杆菌中的融合
表达，但由于大肠杆菌不具备蛋白质翻译后加工能

力，且需复性才能形成有活性的蛋白质。同时，大肠

杆菌表达系统还存在内毒素污染等问题，影响了表

达产物的临床应用。毕赤酵母表达系统是一种新型

外源基因表达体系，兼有原核细胞良好的可操作性

和真核系统的翻译后加工的双重特点，且具有高稳

定、高表达、高分泌等特点，适合表达含二硫键丰富

的蛋白质［7］。我们在 3 ) 4+&/(*#& 系统中表达了

@A4B0!，摇瓶表达量为 "$;LMN，约占分泌蛋白
#%V1C，并对发酵条件进行了优化。

" 材料与方法

" #" 材料
基因工程菌株 3#0"#+ 4+&/(*#& KD!!6M@A4B0!为

本室构建，低分子量标准购自 I-’;5L,公司，蛋白胨
和酵母提取物购自上海生工公司，W*X（SM’ ,;<?’
,.<Y）为 GP8HE 公司产品，蛋白含量测试盒 XHJ0
#$$4+ I-’T5<? J>>,Z [<T 购自 IP:\H:公司，阳离子交
换柱 H+，反相 @INH WAK H!"为本室自装，其余试剂

均为国产分析纯或色谱纯。

" #$ 方法
" #$ #" @A4B0!的表达：将 @A4B0!表达菌株 3 )
4+&/(*#& KD!!6M@A4B0!，空载体菌株 K2F，宿主菌
KD!!6分别接种于 #;N WIG中（!$LMN酵母提取物，
#$LMN蛋白胨，#$LMN 葡萄糖）试管中 %$] #6$-M;<?
培养过夜。再以 !C（体积比）量接种入含 !$$;N
X+KW（!$LMN 酵母提取物，#$LMN 蛋白胨，$ ) !;’(MN
磷酸钾缓冲液 ^@1)$，!% ) 7LMN W*X，7 _ !$O 6 LMN生
物素，!$LMN 甘油）的 6$$;N 三角瓶。%$] #6$-M;<?
培养至 91$$ % ‘ 1。室温（#$]）6$$$-M;<?离心 6;<?，
收集菌体并用 #$;N X++W（X+KW中 !$LMN甘油由



!"#$# 甲醇代替）重悬细胞后 %&’ ())*$"+, 诱导
-.，每 %/0补加甲醇至 !"#$#，同时 /’ 1% )))*$"+,
离心 %)"+, 收集发酵上清液，并加入 2345 至
1""67$# 8 9)’冻存。
! "# "# :*+;+,< 4=4>2?@A鉴定：:*+;+,< 4=4>2?@A参
照 4;0BCC<*［!］的方法进行，分离胶浓度为 1- D !E，浓
缩胶浓度 (E，恒压 1))F电泳 /0后，以含 ) D %!E的
考马斯亮蓝的 1%E的醋酸进行固定和染色。
! "# " $ （GH/）% 4I/ 沉淀：收集的发酵上清液用

J)E饱和度的（GH/）% 4I/ 细粉末沉淀，于 /’的冰箱
中过夜，然后以1% )))*$"+, ()"+,离心收集沉淀，将
沉淀溶于 ) D1"67$#的磷酸钾缓冲液中（KH9D)）。
! "# " % 超滤脱盐：用对分子量 (L= 排阻的滤膜
（3MNI(L=）超滤脱盐，9)))*$"+, ()"+,离心脱盐 (
次，收集上部液体。

! "# "& N3阳离子交换 H2#N：在 OBP<*:3 -!)A ?.>
QB,;<. 2*6P<+, 2R*+S+;BP+6, 4TUP<"上进行，阳离子交换
柱为 2*6P<+,>2BV:3 N3（!"" W !)""）柱 %&)," 下检
测，用 ) D1"67$# KH9D)的磷酸钾缓冲液平衡柱 10，)
X 1"67$#GBN7线性梯度洗脱，收集各峰。
! " # " ’ N1&反相 H2#N 纯化：1)R YM@ N1&（( D J W
())""）柱，在 MBP<*U 3+77<,,+R" %)1) H2#N 仪上进
行，取 N3阳离子交换所得的各峰以 1)E X /)E乙
腈 8 )D1E:5?梯度洗脱，收集各峰进行质谱检测。
! "# "( 质谱鉴定：在 Z*RL<*公司 2*657<[!型 3?#>
=\>:I5质谱仪上进行，基质液为 NN?（">氰基 />羟基
肉桂酸）在含 ) D 1E:5?的 ()E的乙腈中的饱和溶
液按 1：1) 将经过阳离子交换及反相 H2#N所得各
峰与基质液混合后，取 1 D !##加样到不锈钢点样盘
上，于室温自然干燥后进行质谱分析分别以 ?N:H
的一个片段（%/-- D9"$]）为内标与外标校正，加速电
压为 %)LF，用阳离子模式分析。
! " # " ) 蛋白质含量检测：采用 2\A^NA 公司的
2\A^NA ZN?:3>%)) 2*6P<+, ?UUBT V+P 试剂盒，按参考
说明书进行。

! "# " * 氨基酸组成分析：样品 1),"67置于水解小
管中真空冻干后放入 M?:A^4 2+;6>PBC水解瓶中，瓶
底加入 %))## !D9"67$#的重蒸 HN7（含 ) D !E重蒸苯
酚）反复充 G% 抽真空，最后在真空状态下封口，

1)!’水解 %/0，水解好样品真空抽干除 HN7后，加入
干燥液（水 _三乙胺 _乙醇 ‘ 1_1 _%）混合均匀后冻干，
再加入衍生剂（2\:N_水 _三乙胺 _乙醇 ‘ 1 _ 1 _ 1 _ 9）室
温下衍生 %)"+,，真空抽干 /0 最后用样品稀释液

（!""67$# GB%H2I/，用 1)E磷酸（含 !E乙腈）调

KH9D/）稀释混匀，离心后取上清分析仪器为 M?>
:A^4 ?77+B,;< H2#N系统，色谱柱为 1)R YM@ N1&柱

（( DJ W ())""）。
! "# "!+ 重组 HM:a>$ G 端氨基酸序列分析：在
?KK7+<. Z+6UTUP<"公司 /J1 型氨基酸序列分析仪上
用 A."B,自动降解法进行，一次测出 G端 %/个氨基
酸序列。

! "# "!! 生物活性检测：参照 4B77T ?DMBP<*"B,［-］方
法进行。小白鼠脱颈椎致死后剥离输精管标本，将

剥离的输精管浸入 ("#通有 J!E I% 和 !E NI% 混

合气体的 V*<bU 溶液中，固定后加入纯化的重组
HM:a>$每间隔 ()U给予刺激 1 次，用二道生理记
录仪记录其阻断强度。

# 结果

# "! *HM:a,!在 ! " "#$%&’($ 中表达
出发菌株 !()*(# "#$%&’($ @411!（0+U/ 3RPc）为甲

醇利用型，能以甲醇作为唯一碳源和能源生长。同

时甲醇又作为诱导剂诱导外源蛋白的表达，通过对

宿主菌 @411!，对照空载体菌 @JL，及基因工程菌株
（H+Uc 3RPU）发酵上清的 :*+;+,< 4=4>2?@A电泳分析
表明（图 1）：基因工程菌株的发酵上清在 (d! X -d1
L=之间有一条很浓的带，而宿主菌和空载体菌 @JL
在此处无带，经扫描成像系统及蛋白质分析软件分

析，该带约占总分泌蛋白的 %( D -E，同时经蛋白质
含量分析，摇瓶发酵的表达量为 &)"C$#。

图 1 *HM:a>$表达的 :*+;+,< 4=4>2?@A分析
5+CD1 :*+;+,< 4=4>2?@A 6S *HM:a>1 U<;*<P<.

bT @411!（3RPUH+Uc）
1D #6O "67<;R7B* 3B*L<*；%D @JV；(D @411!$HM:a>1；/D @411!

# "# -./01,!的分离与纯化
# "# "! （GH/）% 4I/ 沉淀及超滤：1))"#的发酵液用
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!"#饱和度的（$%&）’ ()& 细粉沉淀。置于 &*冰箱
中过夜后，+’ """ ,-./0 离心 1"./0 收集沉淀溶于
’2.3 44%’) 中，取样用 56789:’"" ;,<=>/0 7??@A B/=

分析，蛋白质的平均回收率为 +2# C ’"#（见表 +）
回收率偏低，但仍能有效浓缩发酵液，但用超滤脱盐

时（9D6) 1EF）回收率可达 G&#，且能有效脱盐。

表 ! 重组虎纹捕鸟蛛毒素"!的纯化
#$%&’ ! ()*+,+-$.+/0 /, *12#3"! ’45*’66’7 +0 ! 8 "#$%&’($

;H,/I/J@=/<0 ?=>K?
L<MH.>

-.3

;,<=>/0 J<0J0

-（.N-.3）
8<=@M K,<=>/0

-.N

O>J<P>,A ,@=>

-#
;H,/I/J@=/<0 I<M4

6HM=H,> ?HK>,0@=@0= +"" Q R" Q""

（$%&）’()& K,>J/K/=@=/<0 ’2 & R’ +"2 R" +2 R" S RS

TM=,< I/M=,@=/<0 1& ’ RS GG R& G& R" + R’

69 /<0 >UJV@0N> ’" + RS 1’ R" 1Q R" ’ RG

O; %;36 6+G G + R" G R" +S S R&

9 89 89 69 阳离子交换：利用 599W 培养基培养
! R "#$%&’($ 生产 ,%D8X:!，,%D8X:!分泌到培养上
清液中，其中含有大量的杂蛋白及色素分子及其它

成份，超滤脱盐后的样品经 69阳离子交换（图 ’）后
得到三个峰，其中第一个峰为不被吸附的杂蛋白和

大量黄色色素分子，Y’ 峰为 & R "S’EF 及 1 R Q2EF 的
成分，Y1为 & R’G!EF的峰，质谱显示为单一峰。

图 ’ 脱盐后上清液的阳离子交换图
Y/NR’ Z<0 >UJV@0N> %;36 <I 4>?@M=>4 ?HK>,0@=@0=

F>?@M=>4 ?HK>,0@=@0= [@? @KKM/>4 =< @ 69 /<0 >UJV@0N> J<MH.0（2.. \

2"..）/0/=/@MMA >]H/M/^,@=>4 [/=V " R ""+.<M-3 ?<4/H. KV<?KV@=> ^HII>,，

K%QR"，=V> J<MH.0 [@? >MH=>4 [/=V @ M/0>@, N,@4/>0= <I " C +""# <I +.<M-

3 ?<4/H. JVM<,/4> <P>, &"./0 @= @ IM<[ ,@=> <I " RQ.3-./0

9 89 8: 反相 %;36及质谱：阳离子交换峰 Y1仍含
大量的盐分，不利于活性测定。故对其进行反相

%;36 6+G进一步脱盐纯化，图 1显示为单一峰，质谱
显示结果（图 &）表明，其相对分子质量为 &R’G!EF，与
预期结果一致：1R Q2"EF（%D8X:!）_ "R +S2"!（Y）_
"‘+&Q"G（a）_ "R ++Q"!（L）_ "R +G+"!（W）b &R ’GG12EF，

其纯度达 !2#以上。

图 1 ,%D8X:!的反相 %;36图
Y/NR1 ;H,/I/J@=/<0 <I ,%D8X:! ^A ,>P>,?>4 ;V@?> %;36

8V> /<0 >UJV@0N> %;36 I,@J=/<0 >MH=/0N @= ’’ R Q2./0（Y/N’）[@? @KKM/>4

=< @ WDc6+G（1 R! \ 1""..）/0/=/@MMA >]H/M/^,@=>4 [/=V " R+# =,/IMH,<@J>:

=/J @J/4 /0 [@=>,（^HII>, 7）R aMH=/<0 [@? K>,I<,.>4 [/=V @ M/0>@, N,@4/>0=

<I " C &"# ^HII>, 5（@J>=<0/=,/M> J<0=@/0/0N " R +# =,/IMH,<@J>=/J @J/4）

<P>, &"./0 @= @ IM<[ ,@=> <I " RQ.3-./0

图 & ,%D8X:! 的质谱分析
Y/NR& 973FZ:8)Y 9@?? (K>J=,@ <I ,>J<.^/0@0= ,%D8X:!
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! "! "# 氨基酸组成分析：对反相 !"#$纯化得所的
分子量 % &’()*+样品进行氨基酸组成分析表明，,!-
./0-!比天然 !./0-1多了一个 2，一个 3，一个 4，
一个 5，其余氨基酸组成与 !./0-1完全一致。
! "! "$ 氨基酸序列分析：指导 ,!./0-!分泌到胞
外的天然"-因子前导肽包含三个信号肽酶切位点，
其中一个为 678’ 断裂位点，另两个为 9:7;< 酶切位
点。所测得的 ,!./0-!纯化样品 =端 ’%个氨基酸
序列比天然的 !./0-!多出了 %个氨基酸（5432），
这是第二位的 9:7;<信号肽酶在 >-5之间切除信号
肽后留下的 %个氨基酸残基，剩下的 ’?个氨基酸残
基序列与已知天然 !./0-!的序列完全一致。说
明 !./0-!基因在 ! & "#$%&’($ 中有正确表达，且有
正确分泌与切割。

=@:AB7 !./0-!： >$6C42+>$/"C6=3$$"=D
D!./0-!： 5432>$6C42+>$/"C6=3$$"=D

! "! " % 活性分析：将表达的 ,!./0-!用 6,7EF液
配成浓度为 G H G?I J KL#，取 <M#浸泡小鼠输精管离
体标本，给予电刺激，同时记录其阻断时间，与天然

的 !./0-!进行比较，结果显示天然 !./0-1平均
阻断时间为 G?MAN O ’MAN，而 ,!./0-!的平均阻断
时间为 G%MAN O ’MAN，表明其活性为天然毒素活性的
P?Q（图 J）。

图 J ,!./0-!对小白鼠离体输精管神经
肌肉接头神经传导的影响

2AK&J 3RR7S: TR ,7STMEAN@N: ,!./0-! TN N7U,TMUFSU;@,
:,@NFMAFFATN AN AFT;@:7V MTUF7 FW7,M@VUS:

G & =@:AB7 !./0-!；’ & 9UW7,N@:@N:；< & D!./0-!

! "! "& ,!./0-!发酵条件的初步探索：
（G）不同的起始 )X??，不同时间点对 ,!./0-!
表达量的影响：! & "#$%&’($ 中蛋白表达分二个阶段，
一阶段是在含甘油的培养基中生长菌体，待 )X??达 ’
Y ( 时再离心收集菌体；然后在含甲醇的培养基中
诱导外源基因表达，对诱导前不同的 )X??的差异的

探索表明（图 X），随着菌体密度的增加，表达量几乎

呈线性增加。

图 X 不同的生物量对 ,!./0-!表达量的影响（N Z J）
2AK&X 1NR;U7NS7 TR EATM@FF STNS7N:,@:ATN

TN ,!./0-! 78W,7FFATN

将诱导前细胞 )X?? <? 为起始密度的表达菌株
连续培养 XV，结果表明（图 P）：表达量随着时间延长
而有逐渐升高的趋势，第 J、X天表达量最高，但考虑
到防止目的蛋白降解，选择第 J天作为最佳表达时
间点。

图 P 不同的诱导时间点对 ,!./0-!表达量的影响（N Z <）
2AK&P 1NR;U7NS7 TR ANVUS:ATN :AM7 TN

,!./0-! 78W,7FFATN

（’）不同的培养基对 ,!./0-!表达量的影响：
不同的培养基配方，不同的发酵参数主要是通过提

高细胞的绝对总数来提高外源蛋白的产量，! & "#$*
%&’($ 中的诱导培养基主要有 [\\（与 [\\5比不含
蛋白胨和酵母提取物）和 [\\5。通过对相同密度
)X??的基因工程菌株在 [\\和 [\\5中培养 JV后
收集发酵液测蛋白质含量。结果表明：,!./0-!在
[\\5中表达量为在 [\\中表达量的 G?倍。
（<）不同的 W!值对表达量的影响：用磷酸或

6]!将诱导培养基 [\\5的 W!值调 < &?、J &?、X &?、
( &?，在相同 )X??下培养 JV，结果表明：在 W!<& ?
W!X&?时表达量最高，在 W!(& ? 时，,!./0-!表达
量最少，通过 [$>试剂盒分析各发酵上清中蛋白质
含量后表明：W! 值为 X & ?，,!./0-!的表达量比
W!(&?提高了 ’倍多。
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表 ! "#$分析 %&对 ’&()*+!表达的影响
),-./ ! $0,.12304 56/ 307.8/09/ :7 30353,. %&

:0 56/ /;%’/223:0 %’:<895 -1 "#$ ,22,1

!"#$%& $’()* $’+)* $’,)* $’-)*

!+,. * )+(/ * )0.+ * )1/. * )((/

= 讨 论

"#$%#& ’&()*+#( 表达系统是近年来发展很快的一
个真核表达系统，它非常适合真核蛋白的表达，表现

在其很强的真核蛋白质修饰功能上，它不存在原核

表达系统中重组蛋白质正确折叠和糖基化等后处理

问题，此外，由于 " ) ’&()*+#( 在诱导阶段自身分泌蛋
白少，因此在分离纯化方面也具有很强的优势，外源

蛋白在 " ) ’&()*+#( 中表达成功的报道很多，表达量
最高的可达 /.234［1］，我们通过基因重组的方法在
" ) ’&()*+#( 中成功表达了 5’6789!，摇瓶发酵约为
-*#234，同时，对诱导发酵条件进行初步探索表明，
最佳表达时间点为 +:，最佳 $’ 值为 , ) *。在 5’9
6789!的纯化过程中，我们对目的蛋白的等电点首
先在蛋白质分析软件上进行了预测，其等电点约为

- )0。所以在纯化过程中，我们采用了 ;<阳离子交
换柱，结果表明该步骤不仅能有效地去除培养基中

的全部色素。而且能去除不被吸附的杂蛋白，且能

有效分离目的蛋白。由于 5’6789!分子量小，这给
发酵液的浓缩带来了很大困难，我们分别采用 =*>
饱和度的（?’0）. !@0，, 倍体积的预冷丙酮，和冷酸
性丙酮3甲醇沉淀发酵上清，但其回收率均只有 .*>
左右，选用（?’0）. !@0 沉淀时，采用延长沉淀时间，

（?’0）. !@0 尽量研成细粉和缓慢加入的方法，目的

蛋白的回收率可提高 +>左右，但丙酮沉淀的效率
要比（?’0）. !@0 沉淀的效率高出 . ) 0 倍，但其主要
缺点是难于溶解，这给以后的分离纯化工作带来了

困难。用巴氏毕赤酵母表达异源蛋白，经常遇到的

另一问题是胞外蛋白水解酶问题。由于 " ) ’&()*+#(
工程菌通过甲醇诱导后，胞外发酵液中存在许多蛋

白水解酶，所表达的重组蛋白会部分甚至全部被降

解而得不到很高的表达量。这个问题对表达小分子

多肽尤为明显。;5&22等［=］认为可以通过诱导时添
加保护剂，选择最佳诱导时间和选择蛋白酶缺陷的

宿主等来解决。本文研究 5’6789!的表达时发现，
通过改变诱导的起始 $’，可使表达量提高。最近邱

荣德等［/*］在研究人 $+(蛋白在 " ) ’&()*+#( 中表达时
也获得类似的结果，表明诱导时 $’的控制可能是 " )
’&()*+#( 系统高效表达重组蛋白的关键之一。
目前，有关肽类神经毒素在 " ) ’&()*+#( 中表达

的报道很少，.*** 年王维民［-］等在 " ) ’&()*+#( 中表
达了青岛海葵强心活性多肽，表达量为 1#234，本文
首次报道了虎纹捕鸟蛛毒素 A在 " ) ’&()*+#( 中的表
达，摇瓶发酵达 -*#234，如能配以计算机控制的发
酵罐发酵，通过控制溶氧量，$’值等条件，目的蛋白
的表达量将会达到更高水平。
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抗癌药物紫杉醇的微生物生产有望

紫杉（?4F2@）或称红豆杉，在民间，曾用其枝叶做成汤治胃病。它的木材坚实，埋入地下 *9年不朽，表明
其木质优良及其所含某些成分具有抗腐蚀能力。从其树皮中提取的紫杉醇（?4F%O），制成药剂，每克售价达
.999美元。由于它是一种新型有效抗癌药物，.999年全球紫杉醇针剂销售额达 .9多亿美元。正因为有如
此可观的经济效益和社会效益，研究人员除了从紫杉树皮中提取紫杉醇之外，用红豆杉植物组织培养生产

紫杉醇（* ] ;H’U+）也取得一定进展。尽管如此，组培生产紫杉醇的产率仍有一个提高的问题。研究者发现
中国的红豆杉（A.B-4 *7(+$+4(4）愈伤组织所含紫杉醇远远高于其他国家的紫杉，是何原因尚有待进一步研究。
要提高组培紫杉醇产率，有两点值得注意：（*）选择优质紫杉树种或培育良种，其细胞分化力强，并易于固定
化于载体上有利于紫杉醇生产；（.）优化组培的各种条件，据称，在培养基中添加苯丙氨基酸，可促进紫杉醇
生成，而不降低细胞生长速度，苯丙氨基酸是紫杉醇生物合成的前体。我国一些研究单位在这方面的研究

成果为紫杉醇的商业性生产奠定了一定的基础。

微生物生产紫杉醇的研究在《生物工程学报》（.99.，:;（*）：<8）作了简介，美国 ,%&C4&4州立大学研究人
员几年前从太平洋紫杉（A.B.4 C0$3(&"#(.）韧皮部中分离出一种紫杉霉叫 A.B"16*$4 .+D0$.+.$，生产的紫杉醇，
其药效如同源于植物性紫杉醇，但产率很低，仅为 .8&’U+ ] <9&’U+（*[[;）。*[[W年从另一种紫杉中分离到的
一种紫杉醇产生菌叫 ?$45.#"5("@4(4 1(*0"4"0.。在我国，除北京大学、中科院成都生物研究所等研究单位获得
类似结果（其发酵液中紫杉醇含量为 .V;"’U+）之外；可喜的是，黑龙江大学生命科学学院一个研究组通过遗
传工程技术与传统育种技术结合选育出一种高产紫杉醇的产生菌，命名为 1^$;;菌株，它是何种菌以及其
种属等有待进一步鉴定。该菌培养液可从中获取紫杉醇 88:V<"’U+，已进入中试阶段，预计 <年内有望实现
工厂化生产。要使紫杉醇微生物生产进入商业化、产业化，（*）良种选育是基础，必须有优质的“种子”；（.）以
现代生物技术提升紫杉醇产生菌或生产菌的潜力；（;）抗癌药效与源于植物或化学合成或生物合成的具有同
等效力，这样微生物生产紫杉醇的技术才具有生命力。

（柯 为）

==*.期 聂东宋等：重组虎纹捕鸟蛛毒素(!在巴氏毕赤酵母中的表达及纯化




