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摘  要: 为了简化解脂耶氏酵母表达载体构建过程、消除抗生素污染, 将 mel 基因(编码酪氨酸酶)

作为新型报告基因用于构建新型酵母表达载体, 利用组装 PCR 人工合成基因 mel, 并用重叠 PCR

将其与同源组成型强启动子 pTEF、分泌性信号肽 XPR2pre 及强终止区 LIP2t 融合, 构建新型胞外

及胞内表达载体, 并利用其在解脂耶氏酵母野生菌株中表达人源癌基因 rho。成功获得 mel 全基因

并将其与启动子、信号肽和终止区融合, 得到融合片段 TXML, 用其替换原有表达载体的筛选标

记基因 ura3d4, 构建得到新型胞外及胞内表达载体 pINA1297-M 和 pINA1297-a-M, 转化后的酵母

阳性转化子性状明显, 随后利用此新型表达系统获得可溶性异源蛋白 Rho。首次实现了将 mel 作

为一种便捷、价廉、无污染的新型筛选标记基因运用于非常规酵母表达系统中, 更为 mel 在其它

真核表达系统中的运用奠定了技术基础; 获得的可溶性 Rho 蛋白可为研究其性质、结构、功能及

与 Rho 癌基因家族其它成员的相互作用提供条件。 
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Construction of a new secretion/expression system of  
Yarrowia lipolytica and successfully expressing 

oncogene rho with it 
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Abstract: To simplify the construction procedure of Yarrowia lipolytica secretion/expression system, 
eliminate the antibiotic contamination, and use gene mel (encoding tyrosinase) as a new type reporter 
for constructing Y. lipolytica secretion/expression vectors. Gene mel was synthesized by assembly PCR, 
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and fused with homologous promoter pTEF, signal sequence XPR2pre and terminator LIP2t by overlap 
PCR. The resulted fragment was used to construct new type of secretion/expression plasmids of Yar-
rowia lipolytica expression system, with which human gene rho was expressed. The synthesized mel 
and pTEF, XPR2pre, LIP2t were successfully fused into gene fragment TXML, which was substituted 
for the reporter gene ura3d4 of Y. lipolytica plasmids pINA1297 and pINA1297-a, resulting in new type 
plasmids pINA1297-M and pINA1297-a-M. This new system could screen the yeast recombinant 
transformants by phenotype, with which the soluble protein Rho was successfully expressed. In this re-
search, mel gene was used as a new reporter for the first time in non-conventional yeast expression 
system, and it also lends a basis for applying mel in other  eukaryotic expression systems. Additionally, 
the resulted soluble Rho can be used for further study of its character, structure, functions and the cor-
relation between other members of Rho oncogene family. 

Keywords: Yarrowia lipolytica, Antibiotic contamination, mel, rho  

目前, 微生物表达系统筛选重组转化子常用抗

生素和营养缺陷型两种方法。尽管上述筛选方法已

被广泛使用 , 但均存在一定的缺陷性 , 如 : 过多使

用抗生素会产生“超级细菌”, 最终危害人类健康 ; 

而多数野生菌本身不是营养缺陷型, 故需要对原始

菌株进行一系列基因操作, 致使新系统的开发过程

变得复杂而费力。近年来, 人们又发展出荧光蛋白

筛选标记基因方法 [1], 克服了上述缺陷 , 但仍需用

荧光显微镜筛选重组子, 操作不便。mel 编码的酪氨

酸酶是参与合成黑色素的关键酶, 它能催化 L-酪氨

酸最终形成黑色素[2], 在脊椎动物、植物及微生物中

发挥着生物学功能[3], 且其在生物工程、生物技术[4]

和动物胚胎发育[5]等方面亦有广泛应用。因其产生

的黑色素无污染, 无需特殊仪器即可通过表型观察

实验结果 , 且底物价廉(酪氨酸), 因此可作为新型

报告基因。 

由于解脂耶氏酵母(非常规酵母之一)的独特性, 
故被开发为新的酵母表达系统, 但其构建过程相当

复杂。因该酵母对除博莱霉素/腐草霉素类和潮霉素

B 以外的其它所有抗生素均具抗性, 故 Gaillardin[6]

和 Cordero[7]分别采用上述抗生素抗性基因作为筛

选标记构建表达载体, 但得到的重组子回复突变率

较高, 且抗性基因影响 DNA 重组效率。此外, 由于

野生型解脂耶氏酵母菌株不能利用蔗糖作为唯一碳

源生长 , Nicaud[8]将编码酿酒酵母蔗糖水解酶的基

因 suc2 用于构建其营养缺陷性表达载体, 但重组子

的稳定性不高。因此, 虽然研究者最后利用基因工

程手段得到尿嘧啶缺陷型酵母菌株 , 并构建出表

达载体[9], 但此过程复杂、费时费力, 且得到的表达

载体不能于野生型酵母菌株中使用; 而利用 mel 作

为新的报告基因构建解脂耶氏酵母新型表达载体则

不存在上述问题。2011 年, Rao 等[10]将源于米曲霉

(Aspergillus oryzae)的 mel 在解脂耶氏酵母基因工

程 菌 Polg 中 进 行 了 胞 内 表 达 (利 用 商 品 化 质 粒

pYLEX1), 为 酪 氨酸 酶在 该 酵母 中的 应 用提 供了

依据。 

源于嗜麦芽假单胞菌(Pseudomonas maltophilia)
的酪氨酸酶编码基因 mel[11] (510 bp)是目前已知最

小的 mel 结构基因(一般 mel 大于 1 500 bp), 且王玉

洁等[2]曾将 mel 克隆入酿酒酵母(一种常规酵母)表达

载体, 成功进行了功能性表达, 探索了 mel 作为酵

母新型报告基因的可行性, 但他们尚未完成将 mel
作为报告基因构建表达载体的工作。组装 PCR 是目

前广泛使用的 DNA 序列合成方法, 本实验室已成功

利用改进的组装 PCR 自主合成黑曲霉脂肪酶基因

lipA, 并将此法进一步用于密码子优化改造 [12]。因

此, 本文选用组装 PCR 自主合成 mel。 

人源 Rhobtb3 是 Rho 癌基因家族(此家族被证实

与多种癌症相关[13])中独特的一员, 因绝大多数 Rho
癌基因家族成员是 GTPase, 而 RhoBTB3 是 ATPase, 

且其在高尔基体和内体(Endosome)间的物质转运中

也发挥重要作用[14]。因此, 研究 RhoBTB3 功能结构
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域 Rho 的性质及功能有着重要的理论意义和应用价

值, 而得到可溶性 Rho 蛋白是对其结构和功能进行

研究的前提和基础。 
为此, 本文采用组装 PCR 自主合成 mel, 同时

利用重叠 PCR 将其置于启动子 pTEF (409 bp)和信

号肽 XPR2pre (45 bp)下游, 终止区 LIP2t (200 bp)的

上游, 构建得到以 mel 作为筛选标记基因的解脂耶

氏酵母新型表达载体; 并利用此新型表达系统表达

人源基因 rho (1 836 bp), 不仅证实此表达系统可用

于表达源于高等真核生物的蛋白, 且为研究 Rho 的

性质、结构、功能及与 Rho 癌基因家族其它成员的

相互作用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒: 质粒 pINA1297 和解脂耶氏酵

母 W29 菌 株 分 别 由 法 国 Catherine Madzak 和

Jean-Marc Nicaud 教授惠赠; 大肠杆菌 DH5α由本实

验室保存; 含编码 Rho 蛋白 cDNA 的质粒由华中科

技大学晶体结构实验室张后今教授馈赠。 

1.1.2  培养基和培养条件:  解脂耶氏酵母生长于

YPD 培养基,最佳生长及发酵温度为 28 °C。大肠杆

菌 DH5α 生长于 37 °C LB 培养基中, 在需要时添加

终浓度为 50 mg/L 的卡那霉素作为抗性选择。解

脂 耶 氏 酵 母 重 组 子 筛 选 固 体 培 养 基 为 :  YPD+

酪 氨 酸 (1 g/L)+2% 琼脂[11]。 

1.1.3  主要试剂: 引物由上海生物工程技术有限公

司合成; dNTP、Pfu 高保真酶购自 Fermentas 公司; 

质粒抽提及琼脂糖胶回收试剂盒购自 Omega 公司; 

限制性核酸内切酶购自 TaKaRa 公司; 酵母基础氮

源 (含硫酸铵且无氨基酸 )购自  BD 公司 ; D-生物

素、鲑鱼精 DNA、PEG4000 购自 Sigma 公司; 其他

化学试剂均购自国药集团化学试剂有限公司; 均为

分析纯。质粒序列均由北京天一辉远公司进行测定。 

1.2  全基因合成 mel 
利用在线软件 Gene2Oligo 设计合成 mel 所需的

寡核苷酸引物[15]。50 μL 组装 PCR 反应体系[16]: 4 μL 
2.5 mmol/L dNTPs, 1 U Pfu, 0.3 μL 100 μmol/L 外引物

I (R0), 0.3 μL 100 μmol/L 外引物 II (F515), 0.5 μL 
3 μmol/L 内引物混合物(其余引物)。PCR 反应程序: 
94 °C 3 min; 94 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 50 s, 25 个

循环。胶纯化得到目的基因 mel PCR 产物。 

1.3  新型表达载体的构建 
1.3.1  pTEF、 XPR2pre 及 LIP2t 的克隆 : 根据

AF054508[17]、AJ012632[18] (GenBank accession No.)
和质粒 pINA1297 序列分别设计引物 pTEF-5′/pTEF 
-3′, LIP2-5′/LIP2-3′, XPR2-5′-1/XPR2-5′-2/XPR2-3′ 
(表 1)。解脂耶氏酵母基因组 DNA 的抽提参照文

献[19]进行; 以解脂耶氏酵母基因组 DNA 为模板

并分别以 pTEF-5′/pTEF-3′及 LIP2-5′/LIP2-3’为引物

克 隆 到 启 动 子 基 因 pTEF (3′ 端 含 部 分 信 号 肽

XPR2pre 序 列 )及 终 止 区 LIP2t; 以 mel 为 模 板 , 
XPR2-5′-1/XPR2-3′为引物克隆到含 XPR2pre 部分序

列 的 mel’-1; 以 此 作 为 底 物 , 再 以

XPR2-5′-2/XPR2-3′为引物 PCR 得 到 5′端含全部

XPR2pre 序列的 mel’, 用胶纯化后的 pTEF、mel’、
LIP2t 为混合底物, pTEF-5′/LIP2-3′为引物, 经重叠

PCR 得到基因融合片段 TXML。 
1.3.2  胞内表达载体 pINA1297-a 的构建: 根据

pINA1297 多 克 隆 位 点 上 游 序 列 设 计 引 物

pINA1297-a-5′/pINA1297-a-3′-1 或 pINA1297-a-3′-2 
(表 1), 以 pINA1297 质粒为模板, 以 pINA1297-a 
-5′/pINA1297-a-3′-1 为引物进行 PCR, 以得到的目

的片段为模板 , 用引物 pINA1297-a-5′/pINA1297-a 
-3′-2 再次进行 PCR, 得到去除信号肽 XPR2pre 的

pINA1297 多克隆位点上游的片段 hp4d’。以 Cal I
和 Sfi I 分别双酶切 hp4d’和质粒 pINA1297, 纯化后

进行酶连, 得到不含信号肽 XPR2pre 的胞内表达载

体 pINA1297-a。 
1.3.3  解脂耶氏酵母胞外及胞内新型表达载体的构

建:  将基因片段 TXML 用 Sal I 和 Sac I 双酶切, 分

别 与 经 过 同 样 双 酶 切 的 质 粒 p I N A 1 2 9 7 和

p I N A 1 2 9 7 - a 进 行 连 接 ,  得 到 中 间 质 粒

pINA1297-TXML 和 pINA1297-a-TXML。因上述质

粒改造使得原有多克隆位点已不可用, 故设计引物

MCS-5 ′ /MCS-3 ′ (表 1)将 多 克 隆 位 点 依 次 改 为 : 
Avr II、Sac II、Aat II、Afl II、Nde I。具体步骤为: 以 



赵鹤云等: 解脂耶氏酵母新型表达载体构建及癌基因 rho 在其中的表达 1781 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 1  PCR 引物序列表 
Table 1  Primer sequences of PCR 

引物 
Primer name 

引物序列 
Primer sequences (5'→3') 

pTEF-5′ ATAGAGCTCAGAGACCGGGTTGGCGGC 

pTEF-3′ GTAAAGGCGGTAGCGAGCTTCATCATTTTGAATGATTCTTATACTCAG 

XPR2pre-5′-1 CTCACGGCCGTTCTGGCCATGGATCGTGGCGTCAACG 

XPR2pre-5′-2 ATGAAGCTCGCTACCGCCTTTACTATTCTCACGGCCGTTCTGGCCATGGATC 

XPR2pre-3′ GGTGGTCTGCATCCCGGGCCTGAGCTATTTATCACTCTTTACAACTTC 

LIP2t-5′ GGTGGTCTGCATCCCGGGCCTGAGCTATTTATCACTCTTTACAACTTC 

LIP2t-3′ GCTCGTCGACTCCACCTGTGTCAATCTTC 

pINA1297-a-5′ ATTATCGATACGCGTGCATGCTG 

pINA1297-a-3′-1 GCTGTGGATGTGTGTGGTTGTATG 

pINA1297-a-3′-2 ATGGCCAGAACGGCCTGTGGATGTGTGTGGTTGTATG 

MCS-5′ AAACCTAGGCCGCGGGACGTCCTTAAGCATATGTCCATGGCCTGTCCCCACGTTGCCGG 

MCS-3′ ATGGAATTCGGACACGGGCATCTCAC 

YL-rho-5′ ATACCTAGGATGTCCATCCACATCGTGGCGC 

YL-rho-3′ AAACATATGTTAGTGGTGATGATGGTGGTGCATTACTAAGCAACGACATTTCC 

 
pINA1297 质粒为模板, 用 MCS-5′/MCS-3′ PCR 得

到目的片段 MCS, 并经过 Avr II 和 EcoR I 双酶切后

分 别 与 经 同 样 双 酶 切 的 pINA1297-TXML 和

pINA1297-a-TXML 酶连, 得到新型胞外及胞内表达

载体 pINA1297-M 和 pINA1297-a-M, 经双酶切和测

序验证。 

1.4  解脂耶氏酵母的转化及新型表达质粒稳定

性检测 
用醋酸锂法将经 Not I 线性化后的胞外和胞内

表达载体 pINA1297-M 和 pINA1297-a-M 转化入

解脂耶氏酵母 [20]。将转化后菌体稀释不同梯度后

涂布于筛选平板。2−3 d 后挑选周围有黑色变色圈

的转化子并抽取其基因组 DNA, 用 PCR 再次验

证 , 引物为 pTEF-5'/LIP2-3'。得到胞外及胞内表达

重组子 YL-M 和 YL-a-M。随机挑选 3 个阳性重组

子 , 接种于 5 mL 的 YPD 液中 , 培养约 60 代后 , 取

出 适 量 培 养 液 进 行 梯 度 稀 释 , 涂 布 于 筛 选 平 板 , 
计算有变色圈的重组子比率。  

1.5  rho 在解脂耶氏酵母新型表达系统中的表达 
1.5.1  重组表达载体构建及解脂耶氏酵母的转化: 
根据 BC041337 (GenBank accession No.)设计引物

YL-rho-5'/YL-rho-3', 经 PCR 得到的基因 rho 经 

Avr II 和 Nde I 双酶切后分别与经同样双酶切的质粒

pINA1297-M 和 pINA1297-a-M 酶连, 得到胞外及胞

内表达载体 pINA1297-M-rho 和 pINA1297-a- M-rho, 

经双酶切和测序验证。  

参照 1.4.1 节将表达质粒 pINA1297-M-rho 和 

pINA1297-a-M-rho 转化入解脂耶氏酵母中, 阳性转

化 子 进 行 基 因 组 PCR 验 证 , 引 物 为 YL-rho-5'/ 

YL-rho-3' 。 分 别 得 到 胞 外 及 胞 内 表 达 重 组 子

YL-M-rho 和 YL-a-M-rho。 

1.5.2  目的蛋白质的分离纯化及检测 : 对解脂耶

氏酵母重组转化子发酵 3 d 后, 将 YL-a-M-rho 的发

酵液离心 , 得到的酵母细胞经高压细胞破碎仪破

碎(20 kPi)后, 13 000 r/min 离心 10 min, 得上清液; 

将 YL-M-rho 发酵液离心, 收集发酵上清液。分别

将 两 种 上 清 液 流 经 Ni-NTA 层 析 柱 , 纯 化 参 照

QIAexpressionTM 操作手册。将洗脱液透析后超滤浓

缩至 0.5 mL。纯化后的目的蛋白经 SDS-PAGE 检测, 

蛋白质浓度测定见文献[21], 以牛血清蛋白为标准

蛋白。根据所用载体和所表达基因, 将所表达的蛋

白分别命名 pINA-Rho (胞外表达)和 pINA-a-Rho (胞

内表达)。 
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2  结果与讨论 

2.1  全基因合成 mel 
Gene2Oligo[15]软件可用于设计全基因合成时所

需寡核苷酸片段, 它使得各寡核苷酸片段之间的特

异性最佳, 并达到相对统一的退火温度, 避免在随

后组装 PCR 时寡核苷酸片段错配, 从而得到更具特

异性的条带。利用 Gene2Oligo 设计的引物见表 2。

经组装 PCR 得到目的基因片段 mel (图 1)。测序结 

果表明, 获得的 mel 全长基因序列与 NCBI 上的完全

相同。 
2.2  解脂耶氏酵母新型表达载体的构建 
2.2.1  TXML 的重叠 PCR: 解脂耶氏酵母研究

最早、应用最久的启动子为 XPR2 (胞外碱性蛋

白 酶 )的 诱导型 启 动 子 pXPR2, 但 其复 杂 的调 控

条件限制其在工业上的应用 [22], 而 TEF (转录延

伸 因 子 )的 启 动 子 pTEF 为 强 组 成 型 , 能 稳 定 启

动外源基因的表达 [17]。XPR2pre (胞外碱性蛋白  
 

表 2  mel 的各寡核苷酸片段 
Table 2  Oligonucleotides for the synthesis of mel 

引物 
Primer 

序列 
Primer sequences (5'→3') 

R0 ACGTTGACGCCACGATCCAT 

F0 ATGGATCGTGGCGTCAACGTGGCCAAGCAGATGAAGTTCAC 

R20 CGAGAAGTCCGGTGCGTTGGTGAACTTCATCTGCTTGGCC 

F41 CAACGCACCGGACTTCTCGGGCGCGCTGAACGTTG 

R60 CCAGCTCGGTGCGGTATTCAACGTTCAGCGCGCC 

F76 AATACCGCACCGAGCTGGCCAGTGCGGGCAACCT 

R94 GCTCACCCGCGCGGACAGGTTGCCCGCACTGG 

F110 GTCCGCGCGGGTGAGCTACAGCTATCAGAGCGAGGTGT 

R126 TCAGATCGGTGGTTGGCCACACCTCGCTCTGATAGCTGTA 

F148 GGCCAACCACCGATCTGAGCCCGGTGATCCGCCA 

R166 CCAGTCCGTAGCCGTCCTGGCGGATCACCGGGC 

F182 GGACGGCTACGGACTGGTCAACGCCGGCGTGAT 

R199 GCGTCGTCGAGCTTCCAGATCACGCCGGCGTTGA 

F215 CTGGAAGCTCGACGACGCCTGGACCTTCTCGCTGCA 

R233 GGCCAGGTTGGTGCCCTGCAGCGAGAAGGTCCAG 

F251 GGGCACCAACCTGGCCGACAAGGAATACCGCACCACC 

R267 CCGCCGGAATGTTGTAACCGGTGGTGCGGTATTCCTTGTC 

F288 GGTTACAACATTCCGGCGGTCGGCACGCTGATTGGC 

R307 GCGGCGGCCCATAGAAGCCAATCAGCGTGCCGA 

F324 TTCTATGGGCCGCCGCGCCAATATACCTCAGCGTCCG 

R340 GCAGACGGTTCCTAGAAATCGTAACGGACGCTGAGGTATATTGGC 

F361 TTACGATTTCTAGGAACCGTCTGCATGACACCGTCTTACGATTGATCT 

R385 AGACCATCGTCACTTTTCCAGTACAGATCAATCGTAAGACGGTGTCAT 

F409 GTACTGGAAAAGTGACGATGGTCTGCGCCTGCATGCGCGC 

R433 GCGCCTGGGGCATGATCGCGCGCATGCAGGCGC 

F449 GATCATGCCCCAGGCGCGGGACAGCCACCCCGT 

R466 TGCAGACCACCGTGCCACGGGGTGGCTGTCCC 

F482 GGCACGGTGGTCTGCATCCCGGGCCTGAATCAG 

F498 CGTATGGGATGCCGCCCCTGATTCAGGCCCGGGA 

F515 GCGATAAGGCGCTGTCCA 
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酶 的 分 泌 性 信 号 肽 )是研究最早最常用的信号肽 , 
已成功用于多种异源蛋白的分泌表达 [23]。终止区

LIP2t 是解脂耶氏酵母主要的胞外分泌性脂肪酶

LIP2 的终止区, 能有效终止基因表达[18]。图 2A 显

示得到的基因 pTEF、mel’、LIP2t 片段与目的基因

大小相同, 将三者作为混合底物进行重叠 PCR, 得

到融合片段 TXML, 图 2B 显示, 得到的特异性片

段与目的片段大小相符 , 测序结果表明 , 获得的

TXML 中的 pTEF、mel’、LIP2t 碱基序列与 NCBI

上的一致, 并正确排列。 

 
图 1  mel 的全基因合成 
Fig. 1  Cloning of mel by assembly PCR 
注: M: DNA 标准分子量; 1: 组装 PCR 产物 mel. 
Note: M: DNA marker; 1: Assembly PCR product of mel. 

 

          
图 2  基因片段 mel’、pTEF 和 LIP2t 的克隆及片段 TXML 的重叠 PCR 

Fig. 2  Cloning of mel’, pTEF, LIP2t and the overlap PCR of TXML 
注: M: DNA 标准分子量; A: 基因片段 mel’、pTEF 和 LIP2t 的克隆; 1: mel’ PCR 产物; 2: pTEF PCR 产物; 3: LIP2t PCR 产物. B: 1: 组

装 PCR 产物 TXML. 
Note: M: DNA marker; A: PCR products of fragments of mel’, pTEF and LIP2t; 1: PCR product of mel’; 2: PCR product of pTEF; 3: PCR 
product of LIP2t. B: 1: Overlap PCR product of TXML. 

 
2.2.2  胞内表达载体 pINA1297-a 的构建: 由于有

些蛋白质难以进行分泌表达[24], 故一般酵母表达系

统都会提供胞内及胞外两种表达载体供选择。因此, 
本研究将原始胞外表达载体改造为胞内表达载体 , 

继而进行后续的两种新型载体构建工作。图 3 显示

胞内表达载体的构建过程, 将 hp4d’替代 pINA1297
质粒的 hp4d 和 XPR2pre 后 , 得到胞内表达载体

pINA1297-a, 经双酶切及测序验证正确。 
2.2.3   解脂耶氏酵母胞外及胞内新型表达载体构

建 : 用 TXML 片 段 替 代 质 粒 pINA1297 和

pINA1297-a 中的筛选标记基因 ur3d4 后得到中间质

粒 pINA1297-TXML 和 pINA1297-a-TXML。双酶切

后分别在 1.0−1.5 kb 间和约 5.0 kb 处各有一条清晰

条带, 证实两者均构建成功。随后用新的 MCS 替换

原 有 MCS 后 得 到 新 型 胞 外 和 胞 内 表 达 载 体

pINA1297-M 和 pINA1297-a-M (图 3)。测序结果表

明质粒构建成功。 

2.3  解脂耶氏酵母的转化及新型表达质粒稳定

性检测 
两种新型表达载体转化入解脂耶氏酵母后得到

的阳性重组子菌落周围的黑色变色圈清晰可见, 与

未整合 mel 的菌落对比明显, 所分泌黑色素的量可

能与重组子中质粒的拷贝数呈正相关, 故用此表达

系统表达异源蛋白时可通过此性状筛选高拷贝重组

子。基因组 PCR 结果表明质粒已成功整合入解脂耶

氏酵母基因组。阳性酵母重组子约培养 60 代后, 在

筛选平板上均观察到变色圈, 证实新型质粒能稳定

存在于酵母基因组中, 且重组子无任何突变, 能用

于原始菌株, 不需任何基因操作。以上结果表明解

脂耶氏酵母新型表达载体构建成功。 
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图 3  解脂耶氏酵母新型表达质粒构建过程图 

Fig. 3  Construction map of new secretion/expression plasmids of Y. lipolytica 
 
将已在解脂耶氏酵母中应用的米曲霉酪氨酸酶

与其它微生物酪氨酸酶进行比较, 发现嗜麦芽假单

胞菌酪氨酸酶与其它酪氨酸酶的同源性非常低(低

于 9%)。其编码基因只有 510 bp, 故更适合于人工

合成及载体构建, 而阳性重组子菌落周围的黑色变

色圈则进一步证实本文利用此基因构建的表达质粒

可应用于解脂耶氏酵母野生菌株。 

2.4  rho 在解脂耶氏酵母新型表达系统中的表达 
将 rho 分别克隆至新型载体 pINA1297-M 和

pINA1297-a-M 中 , 得到重组表达载体 pINA1297- 
M-rho 和 pINA1297-a-M-rho, 双 酶 切 后 分 别 在

1.5−2.0 kb 间有一条清晰条带与目的基因大小相同, 
测序证实正确。转化后挑选筛选平板上变色圈较大

的重组子进行发酵(1 L/重组子), 3 d 后, 依照 1.5.2
进行纯化、透析、超浓缩, 进行 SDS-PAGE 分析, 结

果见图 4。图中显示从胞外重组转化子的发酵上清

及胞内重组转化子的细胞破碎液中均纯化出目的蛋

白, 两种蛋白均在 66−116 kD 之间, 约为 70 kD。癌

基因 rho 在此表达系统中的成功表达说明解脂耶氏

酵母新型表达系统的蛋白翻译后加工过程可能更接

近于高等真核生物。 

3  结论 

解脂耶氏酵母是非常规酵母中独特的一种 [20], 
本身具有较高科学研究价值及工业应用潜力。由于

其具有如下表达异源蛋白的优势, 如: 表达量大、

蛋白糖基化程度低、能表达各种来源的蛋白且本身

亦为 GRAS (Generally regarded as safe), 因此该表

达系统在工业、医药、食品上的应用越来越广泛。

本文首次成功将源于嗜麦芽假单胞菌的 mel 作为酵

母新型筛选标记基因, 不仅现实了王玉洁等 [2]的期

望, 且成功实现了其在非常规酵母——解脂耶氏酵

母野生型菌株中的应用 , 更为 mel 在其它类似微

生物 (不能用抗生素和天然营养缺陷型进行筛选 )
表达系统中的应用提供了借鉴。该筛选系统具有

以下优点 : (1) 筛选方法直观、简便 ; (2) 重组子性

状稳定、无突变 ; (3) 最为重要的是无需对宿主菌

进行任何改造操作 , 可适用于野生菌株。  
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图 4  纯化后脂肪酶的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of purified Rho protein  
注: M: 蛋白质标准分子量; 1: 经 Ni 柱纯化的蛋白质 pINA-Rho; 

2: 经 Ni 柱纯化的蛋白质 pINA-a-Rho. 
Note: M: Protein marker; 1: Purification of pINA-Rho by His-Bind; 
2: Purification of pINA-a-Rho by His-Bind. 
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