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摘  要: 构建携带 N-酰基高丝氨酸内酯酶基因(aiiA)的重组毕赤酵母表达载体 pPIC3.5K-aiiA, 采用

电转化方法转入毕赤酵母 GS115, 经营养缺陷型培养基、表型鉴定和高 G418 浓度筛选获得高拷贝

表达盒的酵母转化子, 用 0.5%甲醇诱导表达, RT-PCR 鉴定可检测到重组酵母中编码目的基因成熟

肽的 mRNA, SDS-PAGE和Western blot检测结果表明, aiiA基因在毕赤酵母中成功表达, 用指示菌紫

色杆菌 CV026 检测发现目的蛋白具有降解 N-酰基高丝氨酸内酯的活性。 
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Abstract: An aiiA-expressing vector, pPIC3.5K-aiiA, was constructed and transformed into Pichia pas-

toris GS115 by electroporation. The recombinant yeast strains were screened with auxotroph medium 

and phenotypic identification. The transformants with high copy numbers of aiiA gene were selected in 

medium containing high concentration of G418. The expression of aiiA was induced by addition of 

methanol into culture at the final concentration of 0.5%. The transcription of aiiA was confirmed by 

RT-PCR in the recombinant yeast. SDS-PAGE and Western blot analysis demonstrated that recombinant 

AiiA protein was successfully expressed after induction. The recombinant AiiA protein showed the ac-

tivity of degrading the N-acyl-homoserine lactones when using Chromobacterium violaceum CV026 as 

reporter strain. 
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细菌可以根据特定信号分子的浓度监测周围环

境中自身或其他细菌的数量的变化, 当信号分子达

到一定的浓度阈值时, 能够启动菌体中相关基因的

表达来适应环境中的变化, 这一调控系统被称为细

菌的群体感应系统[1]。N-酰基高丝氨酸内酯(AHLs)

是革兰氏阴性细菌中群体感应的信号分子, 它所介

导的细菌群体感应系统参与调节植物病原菌致病因

子的表达。破坏病原细菌产生的 AHLs, 干扰其群体

感应, 阻断其致病机制有望成为生物防治此类细菌

病害的新策略[2]。AiiA 蛋白是 N-酰基高丝氨酸内酯

酶, 它可以水解 AHLs 的内酯环, 使其失去生物学

活性, 从而大大减弱了细菌的致病性[3]。 

近年来, 关于 aiiA 基因的克隆已经有许多相关

的报道 , 并且通过不同的原核表达载体实现了表

达[45]。同时, 通过构建带有标签的目的蛋白可以得

到纯化的 AiiA 蛋白, 邱健等通过谷胱甘肽-琼脂糖

亲和层析柱和凝血酶处理获得了纯化的含有 GST 标

签的 AiiA 蛋白[6]; 杨梅等通过镍柱亲和层析从而得

到了纯化的含有组氨酸标签 AiiA 蛋白[7]。 

目前, 采用真核生物毕赤酵母表达 aiiA 基因还

未见报道, 毕赤酵母兼具有原核细胞和真核细胞表

达系统的特点, 又具有很高的遗传稳定性, 不会在

繁殖过程中发生质粒丢失的现象。本试验通过构建

真核重组表达载体 pPIC3.5K-aiiA, 并转化到毕赤酵

母 GS115 中, 利用甲醇诱导, 在毕赤酵母中表达具

有活性的 AiiA 蛋白。 

1  材料和方法  

1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌种 : pPIC3.5K、毕赤酵母 Pichia 

pastoris GS115 由清华大学生命科学院陈国强教授

惠赠; 紫色杆菌 Chromobacterium violaceum CV026

由上海交通大学生命科学技术学院许煜泉教授提

供; 大肠杆菌 Escherichia coli DH5α、E. coli BL21

为本实验室保存; 含有 aiiA 基因的重组表达质粒

pGEX2T-aiiA 为作者所在试验室构建[8]。 

1.1.2  试剂 : 限 制 性 内 切 酶 (EcoRⅠ、 BamHⅠ、

Sac )Ⅰ 、T4 DNA 连接酶、rTaq、DL2000、λ-Hind  Ⅲ

购自 TaKaRa 公司, 胶纯化回收试剂盒购自天根公

司, 卡那霉素、氨苄霉素、无氨基酸的硫氨酸酵母

氮源培养基(YNB)、抗生素 G418、生物素购自上海

生工生物工程技术服务有限公司, 抗 AiiA 蛋白抗体

由河北省生物研究所细胞生化室制备, 辣根酶标记

羊抗兔 IgG 购自北京鼎国公司, RNA 提取试剂盒购

自天根生化科技(北京)有限公司 , 测序及引物合成

均由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。 

1.1.3  培养基: YPD、MD、MM、BMGY、BMMY

配方见毕赤酵母操作手册(Invitrogen 公司)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  重 组 质 粒 pPIC3.5K-aiiA 的 构 建 : 将

pGEX2T-aiiA 用 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切, 回收大

小为 753 bp 的目的片段, 并与同样双酶切回收的

pPIC3.5K 载体片段连接, 转化 E. coli DH5α 菌株, 

提取质粒, 进行 PCR 和双酶切鉴定, PCR 所用引物

AAU、AAL 参见文献[8]。反应条件为: 94°C 2 min; 

94°C 1 min, 57°C 1 min, 72°C 1.5 min, 30 个循环; 

72°C 10 min。将鉴定为阳性重组质粒的克隆送到上

海生工公司进行测序, 将测序正确的阳性重组质粒

命名为 pPIC3.5K-aiiA。 

1.2.2  毕赤酵母的转化、筛选和表型鉴定: 制备毕

赤酵母感受态细胞 , 并将 10 μg 经 SacⅠ酶切的

pPIC3.5K 和 pPIC3.5K-aiiA 分别采用电转仪转化到

毕赤酵母 GS115 的感受态细胞中 , 电转化条件为

1500 V、25 μF。转化后涂布 MD 平板, 30°C 培养至

转化子出现。用灭菌的牙签挑取转化子分别点种于

MD 和 MM 平板上, 确定其甲醇利用表型, 在 MD、

MM 平板上都能正常生长的转化子为阳性转化子。

将 经 过 表 型 鉴 定 的 阳 性 转 化 子 分 别 点 种 到 含 有

0.25、0.5、1.0、1.5、2.0 g/L 抗生素 G418 的 YPD

平板上, 30°C 培养 2 d, 在高浓度 G418 平板上生长

的为高拷贝转化子。 

1.2.3  重组毕赤酵母的 PCR 鉴定: 将鉴定出的高

拷贝转化子接种于 2 mL YPD 培养基中培养过夜, 

取 1 mL 新鲜的菌液进行 PCR 鉴定, 所用引物为

AAU、AAL 及通用型引物, 5′AOX: 5′-GACTGGTTC 

CAATTGACAAGC-3′; 3′AOX: 5′-GCAAATGGCATT 
CTGACATCC-3′。PCR 反应条件同 1.2.1。 

1.2.4  重组酵母的 RT-PCR 鉴定 : 采用 TRNzol 

Total RNA Reagent 总 RNA 提取试剂盒提取毕赤酵

母 GS115 (pPIC3.5K-aiiA) 和 毕 赤 酵 母 GS115 

(pPIC3.5K)的总 RNA, 反转录 PCR 试剂盒(TaKaRa

公司)合成 cDNA 第一链, 再以 cDNA 第一链为模板

进行 PCR 扩增。所用引物和 PCR 反应条件同 1.2.1。 

1.2.5  酵母阳性重组菌株的诱导表达: 挑取单菌落
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接种于 5 mL BMGY 培养基中, 30°C 培养至 OD600 = 

2.06.0, 离心收集菌体 , 用 10 mL BMMY 重悬 , 

30°C 诱导培养 120 h, 每隔 24 h 取样 1 mL 并同时补

加甲醇至总体积的 0.5%, 所取样品离心收集细胞, 

进行 SDS-PAGE 及 Western blot 分析。 

1.2.6  表达产物的 Dot blot 分析: 取一张硝酸纤维

素膜, 依次点上待检样品, 室温温育 1 h, 然后将膜

置于 5%的脱脂奶粉中 4°C 封闭过夜, 之后用抗 AiiA

蛋白抗体(一抗)孵育 2 h, 膜经 TBST 漂洗 4 次, 每

次 10 min, 再与辣根酶标记羊抗兔 IgG (二抗)室温

反应 2 h, TBST 漂洗 3 次, 每次 10 min, 显色。 

1.2.7  表达产物的活性检测 : 报告菌株采用删除

AHLs 合成酶基因 cviI 和紫色杆菌素合成抑制基因

的紫色杆菌 (Chromobacterium violaceum)突变菌株

CV026, 其本身不产生 AHLs, 失去了合成紫色杆菌

素的能力, 当有外源 AHLs 时, 紫色杆菌素可恢复

产生, 以此来鉴定培养体系中是否存在 AHLs。制备

报告平板 [9], 待平板凝固后 , 用已灭菌的打孔器打

孔。分别在小孔中加入待测样品 10 μL, 30°C 过夜培

养。观察颜色变化, 如果 AHLs 被降解掉则会形成

透明圈, 根据透明圈的大小可以判断 AHLs 被降解

的程度。 

2  结果 

2.1  重组质粒 pPIC3.5K-aiiA 的构建与鉴定 
构建的重组质粒 pPIC3.5K-aiiA 图谱见图 1。

PCR 鉴 定 结 果 表 明 , 使 用 特 异 性 引 物 时 空 质 粒

pPIC3.5K 没 有 扩 增 出 任 何 条 带 , 而 重 组 质 粒

pPIC3.5K-aiiA 扩增出约 753 bp 片段(图 2)。初步鉴

定 的 阳 性 重 组 质 粒 用 EcoR /Ⅰ BamHⅠ双 酶 切 后 , 

1%的琼脂糖凝胶电泳检测后得到大小为 9.3 kb 和

753 bp 的条带(图 3), 进一步测序表明序列和读码

框都正确。 

2.2  阳性重组子的筛选和鉴定 
固体 MD、MM 平板筛选得到 56 株甲醇利用快

速型菌株(Mut+), 进而通过不同浓度的抗生素 G418

筛选, 发现在含有 2.0 g/L G418 的 YPD 平板上出现

了 15 个克隆。据报道, 高抗性的 Mut+通常含有外源

基因拷贝达 2 个以上[10], 而且, 毕赤酵母表达系统

中多拷贝外源基因的存在也被证实能提高外源蛋白

的表达量 [11]。以其中一株高抗性转化子的基因组

DNA 为模板分别用特异性引物和通用引物进行 

 

图 1  重组质粒的物理图谱 
Fig. 1  Physical map of recombinant plasmid 
 

 

图 2  pPIC3.5K 和 pPIC3.5K-aiiA 的 PCR 鉴定 
Fig. 2  PCR detection of pPIC3.5K and pPIC3.5K-aiiA 
Note: M: DNA marker; 1: Recombinant plasmid pPIC3.5K-aiiA; 2: 
Negative control pPIC3.5K. 
 

 

图 3  pPIC3.5K-aiiA 的酶切鉴定 
Fig. 3  Digestion of plasmid pPIC3.5K-aiiA 
Note: M: DNA marker; 1: pPIC3.5K-aiiA digested with EcoR and Ⅰ

BamH .Ⅰ  

 
P C R  扩 增 分 析 。 使 用 特 异 性 引 物 时 重 组 载 体

pPIC3.5K-aiiA 扩增出大小为 753 bp 的片段(图 4A); 

用通用型引物时空载体 pPIC3.5K 扩增出 220 bp 

的片段, 而重组载体 pPIC3.5K-aiiA 扩增出 973 bp 

(753 bp + 220 bp)的片段(图 4B)。表明 aiiA 基因已经

整合到毕赤酵母染色体上。 
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图 4  阳性重组子的 PCR 鉴定 
Fig. 4  PCR analysis of positive recombinants 
Note: M: DNA marker; 1: Negative control P. pastoris GS115 
(pPIC3.5K); 2: Positive transformant. 

 

2.3  RT-PCR 检测分析 
提取毕赤酵母 GS115 (pPIC3.5K-aiiA)和毕赤酵

母 GS115 (pPIC3.5K)的 mRNA, 以 mRNA 为模板分

别进行 RT-PCR 凝胶电泳, 结果表明毕赤酵母 GS115 

(pPIC3.5K-aiiA) RT-PCR 扩增出分子量为 753 bp 的

目的条带, 而毕赤酵母 GS115 (pPIC3.5K)则没有目

的条带(图 5), 证实目的基因能够正常转录。 

 

 

图 5  RT-PCR 产物电泳图 
Fig. 5  Electrophoresis analysis of RT-PCR products 
Note: M: DNA marker; 1: Negative control P. pastoris GS115 
(pPIC3.5K); 2: P. pastoris GS115 (pPIC3.5K-aiiA). 

 

2.4  表达产物的 SDS-PAGE 及 Western blot 分析 
挑取重组酵母 GS115 (pPIC3.5K-aiiA)及转化有

空载体的酵母 GS115 (pPIC3.5K), 用 0.5%甲醇连续

诱导表达 120 h 后, 进行 SDS-PAGE 分析(图 6A)。

结果表明, 目的条带在 28 kD 处并没有出现大量表

达, 而 Western blot (图 6B)和 Dot blot 分析(图 7)表

明酵母转化子有特异性条带出现, 而对照组没有任

何条带, 可以证明表达的目的蛋白具有良好的特异

性。并且目的蛋白随诱导表达时间的延长, 表达量

逐步提高, 在 96 h 时达到最高。 

2.5  表达产物的活性检测 
将诱导表达不同时间的取样经破碎、浓缩得到

的粗蛋白样品用紫色杆菌 CV026 检测活性, 随着诱

导表达时间的延长, 透明圈越大, 信号分子被降解

的程度越大, 说明蛋白的活性越高, 并且在诱导表

达 96 h 活性最高(图 8)。 

 

 

  

图 6  SDS-PAGE (A)和 Western blot (B)鉴定诱导表达的

AiiA 蛋白 
Fig. 6  SDS-PAGE (A) Western blot (B) analysis of induced 
protein AiiA 
Note: M: DNA marker; 1: P. pastoris GS115 (pPIC3.5K) strain as 

negative control; 27: P. pastoris GS115 (pPIC3.5K-aiiA) induced 
expression after 0, 24, 48, 72, 96, 120 h. 

 

 

图 7  Dot blot 鉴定诱导表达的 AiiA 蛋白 
Fig. 7  Dot blot analysis of induced protein AiiA 
Note: 1: E. coli BL21 (pGEX2T-aiiA) strain as positive control; 2: 
P. pastoris GS115 (pPIC3.5K-aiiA); 3: P. pastoris GS115 
(pPIC3.5K) strain as negative control. 
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图 8  AiiA 蛋白活性检测 
Fig. 8  Activity detection of AiiA protein  
Note: 1: P. pastoris GS115 (pPIC3.5K) strain as negative control; 
27: P. pastoris GS115 (pPIC3.5K-aiiA) induced expression after 
0, 24, 48, 72, 96, 120 h. 

3  讨论 

甲醇毕赤酵母是一种可以利用甲醇作为唯一碳

源的酵母菌, 是目前应用最为广泛的一种蛋白表达

系统, 该表达系统除了具有一般真核表达系统的特

点之外, 还具有成本低、产量高、易于大规模纯化

等优点, 同时毕赤酵母适度的糖基化修饰也使表达

的蛋白更接近天然蛋白的构象, 因此越来越受到研

究学者的青睐。目前已有许多细菌、真菌、无脊椎

动物、病毒、人类和高等植物等近 500 多种外源基

因在毕赤酵母中成功表达[1213], 但也有许多外源基

因表达量不高[14], 甚至不能表达[15]。 

本实验成功地构建了表达 aiiA 基因的毕赤酵母

表达载体, 并筛选获得了表达目的蛋白的阳性重组

菌株。但是从 SDS-PAGE 图像上来看并未发现目的

蛋白的大量表达, 而通过 Western blot 和 Dot blot 分

析表明, 目的蛋白已经表达且具有良好的特异性。

同时, 目的蛋白的产量随时间的增加有一个逐渐增

加的过程, 并且在诱导表达 96 h 时产量达到最高, 

用紫色杆菌 CV026 检测目的蛋白具有良好的降解

AHLs 活性, 而且在 96 h 时活性最高, 这和 Western 

blot 检测结果一致。同时作者将筛选到的其他 14 株

高拷贝转化子进行 PCR、RT-PCR 鉴定证明目的基

因 aiiA 成功整合到毕赤酵母染色体上而且能够正常

转录。0.5%甲醇诱导表达 SDS-PAGE 检测同样没出

现大量表达的情况。Western blot 和 Dot blot 检测目

的蛋白有很好的特异性。通过调整培养基的组成和

组成方案向培养基添加 1%酪蛋白来抑制胞内蛋白

酶的活性或者改变诱导的温度、时间和甲醇浓度甚

至用筛选到甲醇利用慢型(Mut)转化子来表达目的

蛋白表达量都没有太大的改变。 

毕赤酵母在表达外源基因的过程中, 其密码子

的使用存在偏爱性[16], 在表达过程中, 如果稀有密

码子所对应的 tRNA 的含量越低, 可能会导致在蛋

白合成和翻译过程中受到阻滞, 同时外源基因的高

AT 含量也容易导致外源基因转录的提前终止。本实

验通过对 mRNA 的检测证明了目的基因的转录, 证

实了该基因的小量表达。 

此 外 , 作 者 也 尝 试 换 用 分 泌 性 表 达 载 体

pPIC9K, 直接检测上清以及经过浓缩的上清, 均未

检测到分泌的目的蛋白。然而, 收集细胞, 经超声破

碎后检测胞内物质, 却存在活性。对于分泌型表达, 

蛋白酶的降解是影响表达的一个重要因素, 选用蛋

白酶缺陷型菌株 SMD1163、SMD1165 和 SMD1168

可避免表达产物的降解, 或者采用控制比生长速率

的手段[17]。不同的信号肽和表达载体对异源蛋白分

泌效率有很大的差异[1819]; 同时, 酵母表达系统本

身的缺陷以及重组 mRNA 中有非编码区和转录的阻

断也能造成某些蛋白表达不理想。 
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