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摘  要 : 为探索哺乳动物非经典分泌信号肽在毕赤酵母表达系统中引导重组蛋白分泌的作用，本研究将一段

来源于小鼠同源异型框蛋白 (En2) 的分泌信号序列 (SS) 融合至 EGFP 蛋白的 N 端，在毕赤酵母中表达。实

验结果显示 SS 信号肽能通过一种不同于经典的内质网-高尔基体分泌通路的方式将 EGFP 蛋白分泌至细胞膜表

面，与 α 交配因子前导肽相比，显著降低了细胞的内质网压力。本研究提示哺乳动物非经典分泌信号肽可作为

递送重组蛋白至酵母膜表面的一项工具。 
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Abstract:  A mammalian nonclassical secretion sequence derived from mouse Engrailed2 homeoprotein (En2) was used 

to direct the secretion of the enhanced green fluorescent protein from Pichia pastoris. This signal peptide conferred the 
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transport of enhanced green fluorescent protein into periplasm through an endoplasmic reticulum-golgi independent 

pathway, without inducing severe unfolded protein response as compared with Saccharomyces cerevisae α-factor 

preprosequence. This study implies that this mammalian nonclassical signal peptide could be developed as a useful tool for 

delivering cargoes to the cell surface of yeast. 

Keywords: ER stress, nonclassical secretion, Pichia pastoris, qPCR 

嗜甲醇毕赤酵母表达系统作为一种广泛应

用的高效蛋白表达系统，已被证明适用于多种

外源重组蛋白的表达[1-3]。毕赤酵母能直接将外

源重组蛋白分泌至培养基中，而且只分泌少量

的内源性蛋白，非常有利于后续的外源重组蛋

白的纯化。此外，一些胞内过表达的特殊外源蛋

白的分泌能降低其对宿主细胞的毒害作用[4-5]。

目标蛋白的分泌依赖于分泌信号肽，在毕赤酵

母系统中，酿酒酵母交配因子 α 前导肽是被使

用最为广泛的一种分泌信号肽 [6]。该信号肽由

19 个氨基酸的前端信号序列连接后面包含 3 个

潜在的 N端糖基化位点和 1个二元的 Kex2内肽

酶切位点在内的 66个氨基酸序列而组成的[2,7]。

越来越多的研究表明[8]，α前导肽引导的过表达

外源重组蛋白的分泌会引起细胞内质网压力，

尤其是在表达多拷贝外源基因的时候，这种现

象更为明显。Zhu等[9]报道在表达猪胰岛素前体

时，当整合到酵母基因组的表达载体拷贝数大

于 12时，蛋白表达量明显降低，这种现象被认

为是由于内质网压力引起的未折叠蛋白应答效

应增强[10]。 

大多数的真核细胞蛋白通过经典的内质网-

高尔基体分泌途径进行分泌，但是也有一些胞

质和核蛋白因缺少内质网定位信号而通过非经

典的分泌途径分泌到细胞表面 [11-12]。Engrailed 

同源异型框蛋白就是其中一种核蛋白[13]，该蛋

白上一段短肽 (AQELSLNESQ) 已被证明具有

介导该蛋白通过非经典途径进行分泌的功能 

(以下称 SS信号肽)[14-15]。在我们前期的研究中，

与经典分泌信号肽牛 β 酪蛋白信号肽相比较，

SS 信号肽能显著提高重组蛋白在 CHO 细胞中

的分泌表达水平[16]。本研究通过构建 SS信号肽

融合 EGFP 蛋白酵母表达载体，以 α 前导肽作

为对照，研究 SS信号肽在毕赤酵母中引导外源

重组蛋白分泌的效率和对内质网压力的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒  

大肠杆菌 (DH5α)、毕赤酵母表达菌株 X33

均为本实验室保存。pEGFP-N1及酵母表达载体

pPICZA和 pPICZαA均为本实验室保存。T-A克

隆所用的载体为 TaKaRa 公司的 pMD18-T 

Simple Vector。 

1.1.2  试剂 

高保真 LA酶、定量 PCR试剂 SYBR Premix 

Ex Taq qPCR均购自 TaKaRa公司。核酸检测用

SYBR Green I、核酸电泳上样缓冲液购自广州东

盛生物公司。质粒小提中量试剂盒和凝胶回收

试剂盒购自天根生化科技公司。T4 DNA 连接

酶，Xba Ⅰ、EcoR Ⅰ、Kpn Ⅰ、Sac Ⅰ等限制性

内切酶购自 NEB公司。Yeast DNA Kit和 Yeast 

RNA Kit 均购自 OMEGA 公司。酵母提取物 

(Yeast extract)、胰蛋白胨  (Trypton) 购自
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OXOID公司。YNB购自广州翔博生物科技有限

公司。蛋白胨 (Peptone) 购自 Sigma 公司。蛋

白预染 Marker购自 Fermentas公司。PVDF膜购

自 Bio-Rad公司。抗 6×His标签的鼠多克隆抗体

购自美国 Abcam公司。HRP标记的羊抗鼠 IgG

二抗购自广州优宁维公司。含有 HRP底物 ECL

发光检测试剂盒购自 Thermo公司。 

1.1.3  仪器 

垂直电泳仪和电泳槽、转膜仪、电转化仪

均购自 Bio-Rad 公司。多功能酶标仪为美国

Bio-Tek公司。流式细胞分析仪为美国 BD公司。

激光共聚焦显微镜购自德国 Leica。 

1.2  方法  

1.2.1  EGFP基因的克隆  

设计带有 EcoRⅠ、Xba Ⅰ两个酶切位点的

引物，将 EGFP序列从 pEGFP-N1质粒上扩增。

源于家鼠 Engrailed2 蛋白的 SS 信号肽序列从

NCBI序列文库中下载，带有 SS信号肽的 EGFP

基因序列通过设计的 SS-EGFP引物经 PCR扩增

获得，相关引物序列见表 1。PCR扩增反应条件

为：94  5 min℃ ，94  30℃  s，58  40 s℃ ，72  ℃    

2 min，38个循环；最后 72  ℃ 延伸 10 min。反

应产物连接 T载体，并转化 DH5α感受态细胞，

挑取阳性克隆并提出质粒，获得 α-EGFP-T 和

SS-EGFP-T质粒。 

1.2.2  酵母表达载体的构建和转化 

通过对重组 α-EGFP-T 质粒和 pPICZαA 质

粒进行 EcoR Ⅰ和 Xba Ⅰ的双酶切反应，胶回收

α-EGFP 片段和相同酶切的 pPICZαA 质粒，按

照一定比例连接，转化感受态细胞，筛选阳性

克隆，最终质粒提取获得 pPICZαA-EGFP 表达

载体。同理，通过 EcoR Ⅰ和 Kpn Ⅰ的双酶切反

应，获得 SS-EGFP 片段和相同酶切的 pPICZA

质粒，经过连接转化反应以及质粒提取获得

PICZA-SS-EGFP 表达载体。载体构建图谱见  

图 1，通过测序确定构建载体的准确性。 

用 SacⅠ对 5−20 μg表达载体进行线性化，

之后 2 000 V和 4.9 ms电转化至毕赤酵母 X33

感受态细胞，并将 200 μL菌体悬液涂布于含有

Zeocin 抗生素的 YPDS 平板上，将平板置于

30 ℃培养，3−10 d左右，直至单个菌落出现。

挑取阳性克隆于液体 YPD中扩增，分别用 Yeast 

DNA Kit 试剂盒提取酵母基因组，用表 1 中引

物进行阳性克隆 PCR 鉴定。用 Yeast RNA Kit

提取阳性克隆酵母菌 RNA，置于–80 ℃冰箱中

保存。 

 
表 1  EGFP 序列扩增的引物序列 

Table 1  Primers used for EGFP amplification 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

α-EGFP forward GAATTC GTGAGCAAGGGCGAGGA 

α-EGFP reverse TCTAGA GCCTTGTACAGCTCGTCCA 

SS-EGFP forward GAATTCATGGCACAGGAGCTCAGCCTGAACGAGTCTCAGGTGAGCAAGGGCGAGGA

SS-EGFP reverse GGTACCCTTGTACAGCTCGTCCATGC 

The underlined sequences correspond to the EcoR restriction site in αⅠ -EGFP forward, the Xba  Ⅰ site in α-EGFP reverse, 
and SS sequences in SS-EGFP forward, the Kpn site in SSⅠ -EGFP reverse. 
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1.2.3  阳性克隆酵母的诱导表达 

挑取 SS-EGFP 与 α-EGFP 阳性转化菌株各

3 个，分别置于装有 25 mL BMGY 培养基的  

100 mL摇瓶中，于 28–30 ℃、275 r/min培养至

OD600=2−6。室温下 2 000×g离心 5 min，收集

菌体，用 BMMY重悬菌体至 OD600=1.0左右，

并置于 1 L的摇瓶中，用四层纱布封口，放置于

28–30 ℃、275 r/min的摇床上继续生长。每 24 h

向培养基中添加过滤过的 100%甲醇至终浓度

为 1%。每隔 24 h 取一次菌液样品，取样量为   

1 mL，置于 1.5 mL EP管中，并置于–80 ℃保存。

取样时间点为：24、48、72、96和 120 h，每次

取样取 3 批，以用于后期的流式分析、Western 

blotting等检测。 

1.2.4  蛋白提取 

将收集的不同时间点的菌液 1 500×g 离心  

5 min，分别收集上清并保存作为胞外蛋白样品。

酵母菌则用 PBS漂洗 3次，1 500×g离心 5 min，

弃上清，用含有 0.1 mol/L K3PO4 和 1 mol/L山

梨醇的酵母等渗缓冲液悬浮细胞，加入      

2.5 mg/mL 的破壁酶溶液至终浓度 1 mg/mL，

37 ℃孵育 1 h裂解细胞壁，700×g离心 1 min，

分别收集不同时间点的上清和球形原生质体，

收集到的上清将用于细胞壁蛋白的检测。收集

到的球形原生质体，用酵母蛋白提取试剂盒提

取获得细胞内蛋白。  

1.2.5  蛋白检测 

通过 SDS-PAGE 蛋白电泳及考马斯亮蓝染

液检测不同时间点上清重组 EGFP 蛋白分泌情

况。将收集的不同时间点的上清、细胞壁和细

胞内蛋白 SDS-PAGE 蛋白电泳凝胶在蛋白电转

移缓冲液中浸泡 5 min，15 V恒压电转移 50 min

至 PDVF 膜，用 3% BSA 封闭过夜，稀释比为  

1∶1 000 的 6×His 一抗孵育 2 h，TBST 漂洗    

3次，稀释比为 1∶3 000的 HRP二抗孵育 1 h，

TBST漂洗 3次后 ECL显色和拍照。 

另外，收集到的 5 个时间点的培养基蛋白

各吸取 100 μL样品加入 96孔色酶标板中，用多

功能酶标仪 (Bio-Tek 公司) 在 485 nm/528 nm 

(激发光/发射光) 处检测。收集到的酵母细胞则

用流式分析仪进行分析，荧光显微镜和激光共

聚焦显微镜等观察。 

1.2.6  内质网压力相关因子表达量的定量分析 

将前面提取的酵母RNA通过反转录试剂盒

反转录获得 cDNA，以 MET2基因为内参基因对

内质网压力 Marker基因 KAR2和 PDI基因进行

qPCR检测。用罗氏 LightCycler 480 qPCR仪上

进行实时定量信号检测，用 Roche LightCycler 

480 分析软件分析 SS-EGFP 和 α-EGFP 酵母转

化子的内质网功能相关因子的表达差异。相关

引物序列见表 2。 

2  结果与分析 

2.1  载体表达构建 

PCR反应从pEGFP-N1载体上扩增出EcoRⅠ- 

SS-EGFP-KpnⅠ片段和 EcoRⅠ-EGFP-XbaⅠ片 

 

表 2  定量 PCR 引物序列 

Table 2  Primers used for qPCR detection 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

MET2 forward CGTTCTCGCAACTCTTTCGAA 

MET2 reverse CAATGGCATCAGTTATGACGGAAG

KAR2 forward CACTTGGGTGGTGAGGACTT 

KAR2 reverse GGCCTTTTCGACCTCTCTCT 

PDI forward GCCGTTAAATTCGGTAAGCA 

PDI reverse TCAGCTCGGTCACATCTTTG 
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段，并与 T 载体连接。通过双酶切反应回收的

SS-EGFP 片段并直接连接到 pPICZA 载体上的

AOX Ⅰ启动子后面，构成毕赤酵母 X33的载体

pPICZA-SS-EGFP，图 1A。而 T载体上的 EcoRⅠ- 

EGFP-XbaⅠ片段则连接到 pPICZαA载体的 α信

号肽后面，构成 pPICZαA-EGFP载体 (图 1B)。

测序结果表示，所构建的这两个载体序列正确

无误。 

2.2  阳性转化子鉴定 

将 pPICZαA-EGFP 和 pPICZA-SS-EGFP 表

达质粒分别电转化毕赤酵母 X33 菌株，待单克

隆转化子长起来后，分别挑取 SS-EGFP 和

α-EGFP 单克隆菌落，提取基因组。通过对基因

组AOXⅠ基因的 PCR来鉴定阳性转化子 (图 2)。 

 

 
 

图 1  pPICZA-SS-EGFP 酵母表达质粒 (A) 和 pPICZαA-EGFP (B) 酵母表达质粒示意图 

Fig. 1  A schematic diagram of pPICZA-SS-EGFP (A) and pPICZαA-EGFP (B) expression vectors. 
 

 
 

图 2  酵母阳性转化子基因组 PCR 鉴定 

Fig. 2  The phenotype identification of transformants using PCR. 1–2: wild yeast control; 3: transform pPICZαA; 4: 
transform pPICZA; M: DNA marker; 5–11: transform pPICZA-SS-EGFP expression vector; 12–17: transform 
pPICZαA-EGFP expression vector. 
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2.3  胞外蛋白检测 

通过 SDS-PAGE (图 3A)、Western blotting 

(图 3B) 和荧光值检测 (图 3C) 等方法分别对 3

个 α-EGFP 转化子和 3 个 SS-EGFP 转化子诱导

表达的培养基分泌蛋白进行检测。结果显示，

α-EGFP转化子培养基中含有大量重组 EGFP蛋

白，且重组 EGFP 蛋白分泌量随诱导表达时间 

 

 
 

图 3  通过 SDS-PAGE (A)、Western blotting (B) 和荧

光值 (C) 等方法对分泌至胞外的EGFP蛋白进行分析 

Fig. 3  Detection of the recombinant EGFP in culture 
medium. SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) 
analysis of the secretion of recombinant EGFP into the 
culture medium on the third day after methanol 
induction, under the direction of the α-factor 
preprosequence (α-EGFP transformants) or the 
secretion sequence of mouse Engrailed2 homeoprotein 
(SS-EGFP transformants). A time course measuring of 
EGFP fluorescence intensity (C) in supernatant ether 
from α-EGFP transformants or SS-EGFP transformants. 
Tansformants with empty vectors pPICZA and 
pPICZαA were expressed as negative controls. The 
value is presented as x ±s (n=3). 

增长而不断累积。而 SS-EGFP转化子培养基中

检测不到重组 EGFP蛋白 (图 3)。说明 α信号肽

引导重组外源蛋白大量分泌至胞外，而 SS信号

肽则不能引导外源蛋白分泌至胞外。 

2.4  细胞壁蛋白检测 

通过破壁酶对酵母细胞壁进行酶解获得细

胞壁蛋白。分别对两种转化子各 3 个阳性单克

隆诱导表达 96 h和 120 h的酵母细胞壁酶解产

物进行 Western blotting 检测，结果发现

SS-EGFP 转化子的细胞壁上都检测到重组

EGFP蛋白的存在，而 α-EGFP转化子细胞壁上

没有检测到重组蛋白 (图 4)。说明 SS信号肽能

引导重组 EGFP 蛋白穿过酵母细胞膜到达细胞

壁上，但未穿过细胞壁。 

2.5  细胞内蛋白检测 

对去掉细胞壁的酵母细胞中提取的细胞内

蛋白进行 Western blotting 检测表明，α-EGFP  

 

 
 

图 4  Western blotting 检测 96 h (A) 和 120 h (B) 

细胞壁上重组 EGFP 蛋白含量 

Fig. 4  Western blotting analysis of the EGFP from 
yeast cell wall extraction 96 h (A) or 120 h (B) after 
methanol induction. α-EGFP and SS-EGFP stand for 
transformants with the α-factor preprosequence and the 
secretion sequence of mouse Engrailed2 homeoprotein 
directed EGFP respectively. For each type of 
transformants, three strains were randomly selected for 
analysis. Transformants with empty vector pPICZA 
was expressed as negative control, and a commercial 
recombinant GFP was loaded as positive control. 
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转化株的细胞内外源蛋白含量很少，而

SS-EGFP 转化株酵母细胞中，由于重组 EGFP

蛋白不能分泌到细胞外而大量累积在细胞内 

(图 5A)。对 5 个时间点酵母细胞流式分析的结

果与 Western blot结果一致 (图 5B、5C)。 

2.6  显微观察 

图 6A和 6B显示了在荧光显微镜下直接观

察两种转化株菌液的结果，进一步证明了

α-EGFP转化株重组 EGFP被大量分泌到培养基

中，导致其培养基荧光高于 SS-EGFP转化株，

但是酵母细胞个体荧光亮度低于 SS-EGFP转化

株细胞。 

激光共聚焦显微镜为能清晰观察两种转化

子酵母细胞内的荧光分布，对两种转化子细胞

采用不同的电压强度进行观察。发现在 α-EGFP

转化子细胞中的荧光集中分布在大的荧光斑点

中 (图 6C)，这种现象与裂殖酵母中观察到的现象

一致[17]。但是 SS-EGFP转化株细胞中 (图 6D)，

荧光均匀分布在细胞质和细胞膜周边，而非集

中在细胞核周边，说明 SS信号肽能在酵母细胞

中通过非高尔基体-内质网依赖的蛋白分泌途径

引导外源蛋白分泌。 

 
 

 
 

图 5  Western blotting (A) 检测和流式分析 (B、C) 细胞内重组 EGFP 蛋白含量 

Fig. 5  Western blotting (A) analysis and flow cytometry (B, C) analysis of the intracellular EGFP expression level 
of α-EGFP and SS-EGFP transformants. Culture medium of α-EGFP transformants was used as positive control in the 
Western blotting analysis. The value in flow cytometry analysis is presented as x ±s (n=3).   
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图 6  荧光显微镜 (A、B) 和激光共聚焦显微镜 (C、

D) 观察 

Fig. 6  Fluorescence microscope observation of the 
culture of α-EGFP transformants (A) and SS-EGFP 
transformants (B), and subcellular localization of 
EGFP in α-EGFP transformants (C) and SS-EGFP 
transformants (D) using confocal laser scanning 
microscopy. Scale bar=100 μm in (A) and (B) and 
Scale bar=5 μm in (C) and (D). 
 

2.7  内质网压力相关基因表达检测 

未折叠蛋白应答是由于外源蛋白表达过多

而大量累积在内质网上，产生内质网压力而引

起的蛋白错误折叠，最终降低蛋白表达的现  

象[8-9]。KAR2 基因编码蛋白折叠相关的重要分

子伴侣，PDI基因编码二硫化物异构酶，二者被

认为是内质网压力 Maker 基因。我们前期的实

验表明在酵母基因组中整合一至多个 α-EGFP

表达质粒，都可以使内质网压力显著提高[18]。

图 7比较了在酵母基因组整合 α-EGFP表达载体

和 SS-EGFP 表达载体后引起的内质网压力

Marker 基因表达变化。结果表明整合 SS-EGFP

转化子引起的内质网压力显著低于 α-EGFP 转

化子。同时进一步说明 SS信号肽介导外源蛋白

通过非高尔基体-内质网途径进行分泌，因而产

生较低的内质网压力。 

 
 

图 7  定量 PCR 分析内质网压力相关基因表达 

Fig. 7  Quantification of the expression levels of 
UPR-related gene PDI and KAR2 in α-EGFP 
transformants and SS-EGFP transformants. The 
expression levels of tested genes were normalized 
relative to the internal reference gene MET2. Each 
qPCR analysis was repeated in triplicate. The value is 
presented as the x ±s (n=3). P<0.05 was used as the 

level of significance. 
 

 

3  讨论 

在之前的研究中，SS 信号肽通过非高尔基

体-内质网分泌途径介导外源蛋白分泌至哺乳动

物细胞表面，与经典的 N 端分泌信号肽不同，

SS信号肽不会被内质网上的蛋白酶所切割[16]。

本研究中，SS 信号肽介导分泌的细胞内重组

EGFP 蛋白稍微大于商品化的 EGFP 蛋白 (图 4

和图 5)，可能是由于 SS信号肽融合在重组蛋白

N 端导致的。SS 信号肽能在酵母细胞过表达外

源蛋白时产生较少的内质网压力 (图 7)，但是

不能引导外源蛋白穿过酵母细胞壁到达培养基

中 (图 3)。 

据报道 SS信号肽能通过胞外体来源的运输

小泡将外源蛋白转运至哺乳动物细胞外[13,19]。
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这种现象与在网柄菌属酵母中非经典分泌的

Acb1蛋白相似，Acb1先与自噬体相作用，再融

合不断循环再生的胞内体，最后与细胞膜融合

并释放到细胞外[19]。与哺乳动物细胞不同，在

酵母细胞中，外源蛋白的分泌不仅需要穿过细

胞膜还要穿过细胞壁[20-21]。研究认为，外源蛋

白通过经典或非经典分泌途径运输到细胞膜上

后，细胞膜通过出芽形成运输小泡，这些小泡

具有水解细胞壁的酶组分以便形成通道穿过细

胞壁[22-24]。在 α-EGFP转化子中 EGFP蛋白大量

地分泌到了细胞外 (图 3)。但是在 α-EGFP转化

子酵母细胞壁酶解产物中并未检测到重组

EGFP蛋白 (图 4)，而 SS-EGFP转化子细胞壁中

不仅能检测到重组 EGFP 蛋白，且重组 EGFP 蛋

白会随着诱导表达时间增加而得到累积 (图 6)。

表明 α-EGFP转化子酵母细胞中重组 EGFP的运

输小泡能十分高效地将 EGFP蛋白转运至胞外，

不会明显地在细胞周质外残留，相反 SS-EGFP

转化子细胞中的运输小泡被细胞壁阻挡而不能

释放到细胞外 (图 3 和图 4)。可能的机制是

SS-EGFP 转化子细胞形成的运输小泡缺失水解

酵母细胞壁的酶的组分，也可能是与酵母细胞

外表面的某些膜蛋白相似，因缺失经典分泌信

号肽，SS-EGFP 融合蛋白运输到细胞质外周后

仍然松散地结合在细胞壁上[25]。详细的机制尚

未明确。 

总结全文，哺乳动物非经典分泌信号肽可

介导外源蛋白分泌到毕赤酵母细胞外周隙中，

但不能分泌到培养基中，同时产生较低的内质

网压力。暗示了此信号肽可作为一项用于研究

穿过酵母细胞壁必需组分的工具，且可作为递

送重组蛋白至酵母外源蛋白分泌机制膜表面的

一种工具。 
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