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人乳头瘤病毒 16亚型 L1蛋白在多形汉逊酵母中的优化
表达 
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摘   要 : 为了实现人乳头瘤病毒 (Human papillomavirus, HPV)16 亚型衣壳蛋白 L1 在多形汉逊酵母 (Hansenula 

polymorpha)中的高效表达, 根据 L1 蛋白的氨基酸序列及多形汉逊酵母的密码子偏爱性, 对 L1 蛋白的编码序列进行优

化设计, 合成了完整的编码序列, 命名为 HPV16L1。以甲醇诱导型启动子 MOXp 和终止子 AOXTT 为表达调控元件, 以

尿嘧啶合成相关基因 URA3 为筛选标记, 构建了 HPV16L1 的重组表达质粒 pYMOXU-HPV16。用 Sac II 酶切质粒

pYMOXU-HPV16 使其线性化, 电转化多形汉逊酵母菌株 H-ura3, 依据营养缺陷互补筛选重组菌株。通过 PCR 扩增及

HPV16 L1 蛋白表达量分析表明已获得稳定高表达 L1 蛋白的重组汉逊酵母菌株 HP-U-16L。摇瓶发酵条件的初步优化表

明, 以 YPM (pH 7.0)为基础培养基进行诱导培养, 控制接种量使初始培养液 OD600 为 1.0, 每隔 12 h 补加甲醇至终浓度

为 1% (V/V), 37oC、200 r/min 条件下诱导培养 72 h 后, HPV16 L1 蛋白的最高表达量为 78.6 mg/L。本研究为多形汉逊酵

母源 HPV16 L1 疫苗的研制奠定了基础。 
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Abstract: The heterologously expressed L1 protein of human papilomavirus 16 can assembly into virus-like particles (VLPs), 
which has been used as prophylactic vaccine for cervical carcinoma. To express L1 protein in Hansenula polymorpha, we analyzed 
the codon usage of the native gene of L1 protein and redesigned the encoding sequence according to the codon bias of H. polymorpha. 
We used assembly PCR to synthesize the native gene HPV16L1-N and the codon optimized gene HPV16L1. The synthesized genes 
were cloned into pMOXZα-A vector to generate plasmids pMOXZ-HPV16N and pMOXZ-HPV16. The expression cassettes 
MOXp-HPV16L1(N)-AOXTT were cloned into YEp352 vector and transferred into H. polymorpha. After methanol inducement, the 
expression of L1 protein in H. polymorpha was detected from the codon optimized gene HPV16L1 rather than the native gene 
HPV16L1-N. The parameters for induced cultivation for strain HP-U-16L with HPV16L1 were investigated in shaking flask cultures. 
After induced cultivation in YPM (pH 7.0) medium supplemented with methanol to a final concentration of 1.0% every 12 h at 37°C 
for 72 h, the recombinant produced 78.6 mg/L of L1 protein. This work offers the possibility for the production of prophylactic 
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vaccine for cervical carcinoma by H. polymorpha. 

Keywords: human papilomavirus, 16 L1 protein, Hansenula polymorpha, optimized expression 

宫颈癌(Cervical cancer)是发生于子宫颈鳞状上

皮或者腺上皮的一种癌症, 居女性恶性肿瘤发病率

和死亡率的第二位[1], 全球每年大约有 500 000新发

病例, 并且每年大约有 250 000个宫颈癌患者死亡。

1977年德国学者豪森 Zur Hausen从宫颈癌标本中发

现了人乳头瘤病毒 (Human papillomavirus, HPV) 

DNA, 推测 HPV 感染与宫颈癌发生有关[2]。国际癌

症研究机构(IARC)在 22 个国家进行了针对引起侵

袭性宫颈癌(Invasive cervical cancer, ICC)的 HPV类

型的调查, 组织学确诊为 ICC 的 1000 个病例中有

99.7%发现HPV DNA阳性, 其中HPV的类型主要为

HPV16 和 HPV18[3]。WHO 于 1992 年宣布 HPV 是

引起宫颈癌的首要因素[4]。我国女性中高危 HPV的

感染率是 14.2%, 其中 HPV16和 HPV18两种病毒造

成了大约 70%的宫颈癌病例[5]。HPV 是一类小分子

DNA病毒, 由基因组DNA和外壳蛋白组成, 其中异

源表达的主要衣壳蛋白 L1(约 55 kD)能自我装配成

病毒样颗粒(Virus-like particles, VLPs), VLPs有着与

天然病毒颗粒十分相似的空间结构和抗原表位, 但

不含病毒 DNA[6]。动物模型和人体临床试验结果均

表明 VLPs 通过诱导产生高滴度抗体阻止病毒的感

染, 从而为生物体提供安全保护[7-9]。所以, 病毒样

颗粒疫苗被认为是有前途的宫颈癌预防性疫苗。近

年来 HPV16 L1 蛋白在大肠杆菌、酿酒酵母、昆虫

细胞-杆状病毒系统以及毕赤酵母等中的异源表达

均有报道, 其中葛兰素史克(GSK)利用昆虫细胞-杆

状病毒表达的 VLPs 疫苗、以及 Merck 生产的酿酒

酵母重组 VLPs 疫苗均已完成临床上的有效性和安

全性试验, 后者已被批准上市[10-11]。但这些产品由

于受产量的影响成本比较高, 导致价格昂贵, 限制

了疫苗的广泛应用。 

多形汉逊酵母是近年来备受关注的一种新型的

酵母菌表达系统, 它不但可以通过利用甲醇诱导型

强效启动子、目标基因在基因组上的高拷贝整合、

以及在廉价的合成或半合成培养基中进行细胞的高

密度培养实现外源蛋白的稳定高效表达, 尤其重要

的是与其他真核表达系统相比, 汉逊酵母对外源蛋

白的糖基化修饰程度要低得多, 因此表达的外源蛋

白热原性低, 而成为生产具有重要医用价值的蛋白

质的理想宿主[12]。目前, 已经有多种具有诊断和治

疗价值的真核蛋白在汉逊酵母中得到了成功表达 , 

如水蛭素、乙型肝炎病毒表面抗原 B、人干扰素

IFNa-2a、胰岛素、尿酸氧化酶等 [13-14]。但还没有

HPV16 L1蛋白在汉逊酵母中成功表达的报道。本研

究依据多形汉逊酵母密码子偏好性, 优化了 HPV16

的 L1蛋白编码序列, 构建了稳定表达 HPV16 L1蛋

白的汉逊酵母重组菌株, 并对诱导培养条件进行了

优化。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) DH5α [supE44 

∆lacU169 (ϕ80lacZ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 
gyrA96 thi-1 relA1], 大肠杆菌(E. coli) TOP 10, 多

形 汉 逊 酵 母 (H. polymorpha) H-ura3, 质 粒

pBluscriptM13、YEp352、pMOXZα-A, 为本实验室

保存。限制性内切酶、T4 DNA连接酶和 Pfu Mix均

购自宝生物工程(大连)有限公司。抗生素 Zeocin 购

自 Invitrogen 公司。HPV16L1 抗体购自 Santa Cruz 

(USA)。质粒提取、PCR 产物纯化、胶回收试剂盒

以及蛋白电泳及 Western blotting相关试剂均购自天

根公司。 

1.2  方法 
1.2.1  HPV16L1 基因遗传密码的优化 

根据 GenBank提供的 HPV16 主要衣壳蛋白 L1

的氨基酸序列(GenBank Accession No. ACA14209), 

依据多形汉逊酵母的密码子偏爱性, 重新设计 L1蛋

白的编码序列, 通过 PCR 搭桥的方法由上海生工生

物工程公司合成了密码子优化的基因 , 命名为

HPV16L1, 全长约 1.5 kb; 将合成的 DNA片段连接

到克隆载体 pBluscriptM13 上 , 获得重组质粒

pM13-HPV16L1, 进行序列分析。 



1518    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech             October 25, 2009  Vol.25  No.10 

  

Journals.im.ac.cn 

1.2.2  汉逊酵母重组表达质粒的构建 

利用引物 HPV16L1-L (5′-AGTAAGCTTATGT 

CTTTGTGGTTGCCATCT-3′, 下划线处为 Hind III

酶切位点)和引物 HPV16L1-R (5′-GGCGCGGCCGC 

CTATTACAACTTTCTCTTCTT-3′, 下划线处为 Not I

酶切位点), 以质粒 pM13-HPV16L1为模板, PCR扩

增优化后的 HPV16L1 全序列, PCR 产物经 Hind III

和 Not I双酶切后, 插入到经 Hind III和 Not I酶切的

质粒 pMOXZα-A 中 , 构建重组质粒 pMOXZ- 

HPV16。利用引物 MOXp-L (5′-CCTGAGCTCGTCG 

ACGCGGAG AACGATCTC-3′, 下划线处为  Sac I

酶切位点)和引物 AOXt-R (5′-GCAGGATCCGCAAA 

TGGCATTCTGACATCC-3′, 下划线处为 BamH I 酶

切位点), 以质粒 pMOXZ-HPV16为模板, PCR获得

约 3.4 kb 的 DNA 片段 , 即 MOXp-HPV16L1- 

AOX1TT表达盒, 用 Sac I和 BamH I双酶切 PCR产

物, 插入到质粒 YEp352 的相应位点, 获得以 URA3

为筛选标记的重组表达质粒 pYMOXU-HPV16。 

1.2.3  汉逊酵母转化及重组菌株筛选 

用 限 制 性 内 切 酶 Sac II 酶 切 质 粒

pYMOXU-HPV16 使其线性化 , 线性化后的质粒

pYMOXU-HPV16 通 过 电 转 化 的 方 法 (Bio-Rad 

Gene-Pulser Apparatus, 1.5 kV, 50 μF, 200 Ω, 3 ms)导

入多形汉逊酵母(H. polymorpha)H-ura3。由于受体菌

H-ura3 为尿嘧啶营养缺陷型(ura3), 而重组质粒上

带有与之互补的 URA3 基因, 因此在酵母菌基本培

养基(SC)[15]上筛选可能的重组菌株, 并进一步通过

PCR分析进行验证。 

1.2.4  酵母菌培养及 HPV16 L1蛋白的诱导表达 

将受体菌株和重组菌株接种于 5 mL YPG (1%

酵母粉, 2%蛋白胨, 1% (V/V)甘油, 自然 pH) 液体

培养基中, 37oC、200 r/min培养 20 h。3000 ×g离心

5 min收集菌体, 用无菌水洗 2遍, 将细胞转接于装

有 50 mL YPM (1%酵母粉, 2%蛋白胨, 1% (V/V)甲醇)

培养基的 250 mL摇瓶中, 37oC、200 r/min诱导培养, 

每隔 12 h补加甲醇至总体积的 0.5%。诱导培养 72 h

后 , 如上离心收集细胞 , 分别测定生物量 , 细胞总

蛋白含量及 HPV16 L1蛋白表达量。 

以上述培养条件为基础, 分别分析甲醇补加浓

度及补加间隔时间、培养基 pH 值、初始接种量、诱

导培养时间等因素对细胞生长和 L1蛋白表达的影响。 

1.2.5  蛋白质提取及分析 

3000 ×g离心 5 min收集诱导培养后的菌体, 细

胞分别用蒸馏水和酵母细胞裂解缓冲液(20 mmol/L 

NaH2PO4, 2 mmol/L EDTA, 0.4 mol/L NaCl, 用 

NaOH 调 pH 7.0)洗 1 次, 然后悬浮于含 2 mmol/L 

PMSF 的酵母细胞裂解缓冲液中 , 超声波破碎法

(400 W工作 10 s, 间歇 20 s, 共 80个循环)提取细胞

蛋白, 11 000 ×g离心 10 min, 取上清液立即进行蛋

白分析或−20oC保存备用。 

蛋白质含量测定采用 Bradford 法, 具体参照文

献[16]。利用 Western blotting分析重组 L1蛋白的分

子量和免疫特异性, 蛋白样品经 12% SDS-PAGE[17]

后, 150 mA 转膜 1 h, 膜封闭液处理 1 h, 然后与一

抗 HPV16L1抗体反应 1 h, 洗膜后, 与二抗 HRP 标

记羊抗鼠 IgG 反应 1 h, 洗膜后 , 利用增强型

HRP-DAB底物显色试剂盒(天根生化)显色。通过胶

扫描(Shimadzu dual-wavelength Tlc scanner cs-930, 

Japan)对 Western blotting膜或 SDS-PAGE上的目标

蛋白进行定量。 

2  结果 

2.1  密码子优化 HPV16L1 基因的合成和表达质

粒的构建 
利用 DNAman软件对 HPV16中国株 L1蛋白编

码 基 因 HPV16L1-N (GenBank Accession No. 

EU430688)的密码子使用情况进行分析 , 发现天然

L1蛋白编码基因的密码子使用情况与利用多变量统

计 分 析 软 件 (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/ 

interfaces/codonw.html) 得到的多形汉逊酵母密码

子偏好性有明显的区别, L1 蛋白编码序列中多数密

码子在多形汉逊酵母中的使用频率偏低。因此依据

GenBank 中 L1 蛋白的氨基酸序列 (GenBank 

Accession No. ACA14209), 选用在多形汉逊酵母中

使用频率较高的密码子, 并兼顾 GC 含量及在基因

中的分布, 避免出现富含 GC或 AT 的区域, 重新设

计了 HPV16 L1 蛋白编码基因的核苷酸序列。由上

海生工生物技术服务公司分两段进行合成, 然后通
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过 PCR搭桥法分别获得约 1.5 kb编码 L1蛋白的天

然序列HPV16L1-N和优化序列HPV16L1, 并将其克

隆到载体 pBluscriptM13 上, 获得重组质粒 pM13- 

HPV16L1N 和 pM13-HPV16L1, 序列分析结果表明

合成基因核苷酸序列与理论设计的序列完全相同。 

优化的 HPV16L1基因中, 编码甲硫氨酸(Met)、

苯丙氨酸(Phe)、天冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)和色氨

酸(Trp)的密码子与天然基因 HPV16L1-N的一致, 而

其他氨基酸的密码子均选择多形汉逊酵母比较偏好

的密码子, 整个基因中 505 个密码子中的 233 个被

优化(表 1)。基因序列中 GC 含量没有明显的变化,

但分布发生了变化, 去除了富含 GC 区和富含 AT

区。优化后的完整序列已在 GenBank 中注册

(GenBank Accession No. GQ423063)。利用 RNAfold

分析软件(http://rna.tbi.univie.ac.at) 对密码子优化前

后 mRNA 的二级结构进行了分析(图 1), 优化前后

mRNA 自由能没有明显变化, 但序列优化使 mRNA

二级结构组装的多样性由原来的 376.43 降为

327.23。 

以质粒 pM13-HPV16L1 为模板 , 利用引物

HPV16L1-L和 HPV16L1-R进行 PCR扩增, 将克隆 

表 1  优化后基因 HPV16L1 与天然基因 HPV16L1-N 的

密码子使用对比 
Table 1  Coden usage in HPV16L1 and HPV16L1-N 

Amino 
acids Coden usage in HPV16L1-N Coden usage in 

HPV16L1 

Ala 6GCC+15GCA+9GCT 30GCT 

Arg 1CGG+4CGA+3CGC+11AGA 19AGA 

Asn 20AAT+8AAC 28AAC 

Cys 4TGC+8TGT 12TGT 

Gln 11CAA+9CAG 20CAA 

Gly 8GGA+14GGT+8GGC+4GGG 34GGT 

His 8CAT+2CAC 10CAC 

Ile 9ATA+1ATC+12ATT 7ATC+15ATT 

Leu 3CTT+5CTG+5TTG+7CTA+23TTA 43TTG 

Lys 18AAA+15AAG 33AAG 

Pro 16CCT+16CCA+5CCC 37CCA 

Ser 15TCT+5AGT+2AGC+5TCC+6TCA 27TCT+6TCC 

Thr 13ACT+1ACG+17ACA+11ACC 30ACT+12ACC

Tyr 13TAT+9TAC 22TAC 

Val 5GTC+8GTA+14GTT+5GTG 26GTT+6GTC 

The number before the coden represents the times of coden usage. 

到的 HPV16L1 基因插入到汉逊酵母表达载体

pMOXZα-A的 Hind III和 Not I位点, 获得重组质

粒 pMOXZ-HPV16 (图 2A)。利用引物 MOXp-L和

AOXt-R 从重组质粒 pMOXZ-HPV16 中克隆到约

3.4 kb的 DNA片段, 即分别以甲醇氧化酶基因启动

子 MOXp和醇氧化酶基因终止子 AOX1TT为上下游

调控元件的 HPV16L1 表达盒 MOXp-HPV16L1- 

AOX1TT。将上述表达盒插入到载体 YEp352的 Sac I

和 BamH I 位点 , 获得重组表达质粒 pYMOXU- 

HPV16(图 2B)。序列分析证实质粒 pYMOXU-HPV16

中具有正确的 MOXp-HPV16L1-AOX1TT表达盒。按

上述方法同样构建了天然基因的重组表达质粒

pYMOXU-HPV16N。 

 

图 1  HPV16 L1 蛋白天然 mRNA 二级结构(A)和密码子

优化后二级结构(B)比较 
Fig. 1  Secondary structure of the native mRNA (A) and the 
coden optimized mRNA (B). 
 
2.2  多形汉逊酵母重组菌株的构建与筛选 

带 有 URA3 基 因 的 线 性 化 重 组 质 粒

pYMOXU-HPV16 和 pYMOXU-HPV16N 分别转化

URA3 基因被破坏的多形汉逊酵母 H-ura3, 通过尿

嘧啶营养缺陷互补在酵母菌基本培养基(SC)上对转

化菌株进行初步筛选, 分别提取受体菌和转化菌株

的基因组 DNA, 以此为模板, 进行 PCR 扩增, 结果

从筛选的转化菌株中均扩增出约 1.5 kb的DNA片段, 

而受体菌没有相应的 PCR产物, 说明HPV16L1基因

或 HPV16L1-N已整合到转化菌株的基因组中。 
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图 2  质粒 pMOXZ-HPV16 (A)和 pYMOXU-HPV16 (B)的物理图谱 
Fig. 2  Physical maps of plasmids pMOXZ-HPV16 (A) and pYMOXU-HPV16 (B). 
 
2.3  HPV16 L1 蛋白的诱导表达和分析 

受体菌和转化菌株在 37oC诱导培养 72 h, 离心

收集菌体, 提取胞内蛋白, 进行 Western blotting 分

析, 结果在受体菌蛋白和 HPV16 L1 蛋白天然基因

转化菌株蛋白中均未检测到特异性蛋白带, 而线性

化重组质粒 pYMOXU-HPV16 转化的酵母菌株的胞

内蛋白与 HPV16 L1抗体发生免疫反应, 在约 55 kD

处产生了特异性条带(图 3), 表明通过密码子优化使

HPV16 的 L1 蛋白在汉逊酵母细胞中得到了表达, 

并且具有特异的免疫原性。天然基因 HPV16L1-N中

一些密码子在汉逊酵母中使用频率过低是影响蛋白

表达的主要限制因素, 如编码精氨酸(Arg)的密码子

CGG和CGA在天然基因中出现了 5次, 但它们在汉

逊酵母中的使用频率为零。 

 

图 3  HPV16 L1 蛋白表达的 Western blotting 分析 
Fig. 3  Western blotting analysis of the expression of HPV16 
L1 in H. polymorpha. M: protein marker; 1: negative control 
(protein sample of H. polymorpha H-ura3); 2−5: protein 
samples of transformants carrying the coden optimized 
HPV16L1 gene. 

通过胶扫描分析密码子优化后转化菌株的

HPV16 L1表达量, 从中选出表达量最高的菌株, 命

名为 HP-U-16L。 

2.4  HPV16 L1 诱导表达条件的优化 
在摇瓶发酵条件下, 分别检测了甲醇补加方式

及浓度、培养液 pH、初始接种量、以及诱导时间等

因素对 HPV16 L1表达的影响。 

重组菌株HP-U-16L在YPG中活化培养 20 h后, 

按 10%接种量转接于 50 mL YPM培养基中, 37°C摇

床(200 r/min)诱导培养, 每隔 12 h或者 24 h补加甲

醇 , 浓度分别控制在培养液体积的 0.5%、1.0%和

1.5%。诱导培养 72 h后取样分析, 结果发现不同的

甲醇补加方式对细胞生长影响不很明显 , 但对

HPV16 L1蛋白的表达有明显影响 (图 4), 其中每隔

12 h补加甲醇到培养液体积的 1.0%时, 对细胞生长

和 L1 蛋白的表达均最为有利, 在此诱导条件下 L1

蛋白的表达量达最高, 为 58.2 mg/L。在甲醇浓度比

较低的条件下诱导培养时, L1 蛋白的表达量低可能

是由于低浓度的甲醇优先供应细胞的生长, 而不能

有效诱导外源蛋白的表达; 而过高的甲醇浓度可能

对细胞内基因的表达过程产生一定的抑制作用, 而

不利于外源蛋白的表达[18-19]。 

重组菌株 HP-U-16L在不同 pH的 YPM培养基

(利用 50 mmol/L磷酸钾缓冲液控制 pH在 5.8~7.8之

间)中进行诱导培养, 每隔 12 h补加甲醇到培养液体

积的 1.0%。72 h 后取样分析, 结果如图 5 所示, 多

型汉逊酵母生长的 pH范围比较广, 但 pH在 6.2~6.6  
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图 4  甲醇添加方式对细胞生长和 HPV16 L1 表达的影响 
Fig. 4  Effects of different methanol fed-method on the expression of HPV16 L1. Values are means of three replications ± standard 
deviation. □: OD600; ■: concentration of HPV16 L1. 
 

 

图 5  培养液 pH 对细胞生长和 HPV16 L1 表达的影响 
Fig. 5  Effects of pH on cell growth and the expression of 
HPV16 L1. Values are means of three replications ± standard 
deviation. : OD600; : concentration of HPV16 L1. 

 
之间时, 最有利于细胞的生长, 而 L1 蛋白的表达量

却在 pH值为 7.0时达最高, 为 69.8 mg/L。培养液的

pH 值进一步升高则对细胞生长和 L1 蛋白的表达均

产生抑制作用。 

将不同量的种子细胞转接到 50 mL YPM (pH 

7.0)培养基中, 每隔 12 h 补加甲醇到培养液体积的

1.0%, 研究诱导培养时起始细胞浓度对 HPV16 L1

表达的影响, 结果发现随着接种量的增加细胞生物

量不断增加, 但 L1 蛋白表达量在诱导开始 OD600为

1.0 时达到最高(图 6)。过高的接种量可能使甲醇更

多用于细胞的生长, 而降低了诱导 L1蛋白表达的效

率。 

重组菌株HP-U-16L在YPG中活化培养 20 h后, 

转接于 YPM (pH 7.0)培养基中, 调节细胞浓度使起

始 OD600约为 1.0, 37oC诱导培养, 每隔 12 h补加甲 

 

图 6  初始接种量对细胞生长和 HPV16 L1 表达的影响 
Fig. 6  Effects of inoculum size on cell growth and the 
expression of HPV16 L1. Values are means of three replications 
± standard deviation. : OD600; : concentration of 
HPV16 L1. 

 

图 7  诱导时间对细胞生长和 HPV16 L1 表达的影响 
Fig. 7  Time course of cell growth and HPV16 L1 production 
of recombinant H. polymorpha HP-U-16L in shake flask culture. 
Values are means of three replications ± standard deviation. 

: OD600; : concentration of HPV16 L1. 
 

醇到培养液体积的 1.0%, 每 12 h取样测量菌体浓度

和 HPV16 L1表达量, 共诱导培养 96 h。如图 7所示, 

36 h之前细胞生长迅速, 而 L1蛋白的表达量比较低, 

36 h之后细胞生长速度逐渐减缓, 而 L1蛋白表达迅
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速提高, 诱导培养 72 h后, 菌体浓度和 L1蛋白表达

量均达到最高, L1蛋白产量为 78.6 mg/L。继续延长

诱导培养时间 , 细胞开始出现老化和自溶 , 同时

HPV16 L1蛋白表达水平降低。因此在上述培养条件

下, 合适的诱导时间是 72 h。 

3  讨论 

宫颈癌是危害妇女健康和生命的严重疾病, 在

美国, 由于巴氏涂片实验的广泛应用, 在过去 50 年

中, 宫颈癌的死亡率降低了 70%。然而在发展中国

家, 由于卫生状况和经济原因, 宫颈癌在妇女癌症

死因中依然排在第一位。人乳头瘤病毒(HPV)是宫颈

癌的主要病因, 因此, 研究针对 HPV 的高效、价格

低廉的预防性疫苗非常重要。 

利用汉逊酵母表达外源蛋白不会发生过度的糖

基化, 非常适合药用蛋白的表达, 而且在遗传可操

作性、蛋白表达量及生物活性、工业化条件的可控

性等方面比原核表达系统、酿酒酵母表达系统、毕

赤酵母表达系统、以及杆状病毒-昆虫表达系统具有

更大的优势[12-13]。在表达外源基因时, 如果基因序

列中 AT 序列过高容易导致转录翻译提前终止, 天

然 HPV16L1基因的编码区 AT序列出现的频率比较

高, 针对该问题, 并且考虑到汉逊酵母的密码子偏

爱性, 本研究对 HPV16 L1 蛋白的编码序列进行了

优化, 构建了能够表达 HPV16 L1 蛋白的重组汉逊

酵母, Western blotting 分析表明表达蛋白的分子量

约为 55 kD, 与其理论分子量基本相同, 而且该蛋白

能够与 HPV16 L1抗体发生特异性反应。 

诱导培养条件的控制是实现外源蛋白高效表达

的重要因素, 最适条件的确定既取决于宿主细胞的

生理生化特性, 也有赖于目标蛋白的特性。在摇瓶

发酵条件的研究中发现, 甲醇补加方式、发酵液 pH

控制、初始接种量等均是影响 HPV16 L1 蛋白表达

和细胞生长的重要因素。利用汉逊酵母进行外源蛋

白表达时, 甲醇既是诱导剂, 同时也是细胞生长和

代谢活性的碳源和能源, 发酵液中过高的甲醇水平

会对细胞活力产生一定的抑制, 而低水平的甲醇又

可能不足以诱导蛋白的有效表达, 诱导培养过程中

对甲醇水平的良好控制对实现 HPV16 L1 蛋白的高

效表达有重要意义。环境的酸碱度对细胞生理状态

有明显的影响, 在诱导培养条件的研究中发现, 当

没有人为控制发酵液 pH 时, 随着诱导过程的进行

pH 值会逐渐升高到 8.0 以上, 汉逊酵母具有比较宽

的 pH 适应范围, 在 4.5~7.0 之间均可生长, 但当环

境 pH 大于 7 时, 细胞生长和代谢活性会明显降低, 

本研究中通过控制 pH在 7.0使 HPV16 L1蛋白表达

量提高了约 20%。在初步优化的条件下, 即在 YPG

中活化的种子细胞转接于 pH 控制在 7.0 的 YPM培

养基中, 使起始细胞浓度控制在 OD600为 1.0, 37oC、

200 r/min诱导培养, 每隔 12 h补加甲醇至发酵液体

积的 1%, 72 h后, HPV16 L1蛋白表达量为 78.6 mg/L, 

比条件优化前提高了 35%。上述研究为利用发酵罐

进行细胞高密度诱导培养条件的优化和合理控制奠

定了重要的基础。HPV疫苗抗原成分的构象依赖性

非常明显, VLPs结构是否完整将明显影响其免疫原

性, 只有较完整的病毒颗粒才能产生较强的免疫反

应, 因此在细胞高密度诱导培养条件的优化中 VLPs

结构的完整性和免疫原性是需要分析的重要方面。 
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