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摘 要
:

为 r 解决酵毋发酵时贫氧限制 目的蛋白表达 狱
,

利用透明颤菌 血红蛋白基 因
v g h 设计毕赤酵母分泌

刑 表达载体 p IP 〔
’

g K
一

vg b
.

并 以人乳铁蛋自基因为目的其因转人毕赤酵母G s l l s
。

研究结果表明
,

该表达载体具

有转化操作简单
、

后期 1二程菌筛选简便
、

菌休耐低氧能力强
、

目的蛋 白摇瓶表达址高等优点
。

该表达载体也 可

以 通过六接替换 口的基 因而用 于其他蛋白表达系统 的开发研究
。

关健词
:

透明颤 菌血红蛋白基因
v g b

;
毕赤酵母

;
表达载体 p IP 〔

’

g K ;
人乳铁 蛋白
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甲醇营养型酵母 p l’ h ia P a,’ l oI’ l’v 是近年来新

开发的真核表达系统
,

它由于具有以 下优点而被

广 泛 地 推 广 应 用
:

具 有 强 有 力 的 醇 氧 化 酶

( A l o c h o l ( ) x id a s e .

A ( ) X l )基因启动子
; 可对表达

的蛋白进行 翻译后的加工 与修饰
,

从而使表达出

的蛋自具有生物活性 ; 营养要求低
;表达的外源蛋

自可分泌到胞外
,

分离纯化简便
;
外 源基因通过

质粒整合到基因组上
,

基因工程菌株遗传稳定性

好 ; 糖基化程度低
,

不产生过度的糖基化 (唐元家

等
,

20 02 )
` ’ ; 便于工业化生产等

。

但是酵母为高好

氧微生物
,

在发酵过程 中常常会因为供氧不足限

制细胞密度而限制其表达量
。

透明颤菌血红蛋自

( V i t r “ 0 5“ l l u h e m o
g l

o b i n
,

V H b )是 一种类似人血

红蛋白的胞内可溶氧物质
,

分子量约为 1 5
.

4 7 k D
,

其转化酵母后可以在分子水平上提高 V H b 工程

菌在高密度发酵时对低 氧的利用能力
,

而且胞内
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表达后不仅 可以使 工程菌生长速度加快
,

菌体表

现为红色
, 竺一 , }

。

因此 V H b 可以用来提高酵母工程

菌发酵表达量和建立酵母表达系统 的筛选标志
。

基于以上原因笔者设计了改良时酵母分泌表达载

体 p PI C g K
一 v g b 进行研究

。

同时选用人乳铁蛋白

基因 ( h u m
a n la e t o f e r r i n

,

h I
J

f )为 目的基因对该表

达载体进行 了验证
。

人乳铁蛋 白是一种具有多种

生物学 功能 的铁结 合性糖 蛋 自
,

相 对分子量 为

8 0 kl 〕 左右
。

厂
`

泛存在 于人乳
、

泪液
、

唾液
、

汗液
、

胰

液和胆汁等 内外分泌系统 中
,

是人体非特异性免

疫系统 中重要的非抗体保护蛋白
,

具有厂
`

谱的抗

菌
,

抗病毒性
’ 几

’ 。

材料与方法

1
.

1 主要仪器和试剂

电转化仪为 ilI 。 一

R o d 公司 ( i e ne P ul
、 。 r ; 限制

IAJ 切酶
、 r

`

F a g l ) N A 聚合酶购 i
`

1
`

r : , K : , R a

公司
; r 4

I ) N A 连接酶
、

I) N A n 、 : , r k
e r 、

蛋 r l 中低分子 墩标

准 购 自 M lll 公 司 ; 胰 蛋 自 陈
,

酵 母 提 取 粉 为

( ) X ( ) I D 公 司产 品
。

酵母 无氨基 氮源 ( Y N B ) 为

D i f e o 公 司产品 ; Y P D
、

R D B
、

M M
、

M D
、

BM G Y
、

BM M Y 酵母培养基按照 I n v it r o g e n
公司毕赤酵

母试剂盒操作手册配置
。

1
.

2 菌株
、

质粒和基因

毕 赤酵母 G S I 1 5
、

大肠杆菌 D H S。
、

酵母分泌

表达载体 p PI C g K
、

克隆载体 P U C 1 9
、

中间克隆载

体 I〕 (二s v H B
、

P u C
一

h l
矛

f 等由本实验室保存
,

其
`「,

v g b
、

hI
矛

f 基因由本实验室合成
。

1
.

3 表达载体的构建

依据 毕赤酵母 表达 的外源蛋 白可分泌到胞

外
、

分泌的内源蛋白少
、

外源蛋自分离纯化简便的

特点
,

对 p PI C g K 改造的基本思路是在 同一载体

上既实现 v g b 基因在胞内表达发挥溶氧和促进菌

体生长的作川
,

又实现 r 目的基因的胞外高效表

达
。

具体方法 (图 l ) :

首先 B a m H ! 和 E c o R I 双酶

切 p (分s v H I弓
,

I
“
I收 ()

.

s k b 的 v g b 和 N o s
’

I
’

e r 终 J L子

片段
,

克 I资于 l , U (
’

m 载体
,

获得 I, U (
’

。卜 v
g b N o s

艰

组质粒

图 l 表达载体构建图

F i g
.

I C 砚, n s t r u e t io n o f e x P r e s s i o n v e e t o r

然后用 B g l 皿与 E e o R I 双酶切 p l〕 IC g K
,

卜
,

}收 v g b N o S 质粒 中
,

用 B a m H I 鉴定连接方向
,

挑取

1
.

Z k b 的 5
’

A O X I 与 。 一

F ac ,。 r

信号肤片段
,

在 139 1 顺向连接的克隆子 P U C m
一 v

g b N os A O X I
。

由于在

皿粘端添加 x
j

i n k e r ( 同时钝化 B g l 皿与 E e o R I 位 s
’

A ( ) X I 与
a 一 F a e t o r

信号肤片段末端有一 S n a B I

点 )后克隆于 E co R I 单酶切脱磷处理的 P U C m
一

酶 切位点
,

并与
a 一

F ac ot
r

阅读框一致 ; 在 P U C m
-
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v g b N o 、 A ( ) X l 的 B a m H I 前端有一 H i n d 皿位点
。

所 以用 H i n d 盯和 S n a B I 将 Zk b 的 v g bN o s A ( ) X I

插人到 P U c m
一

hl
洲

f 重组质粒
,

然后对该重组质粒

P U 〔
’

n 卜 v g b h I
J

f 用E e o R . 完全酶切
、

B a m H I 部分

酶 切 将
v g卜+ N o s

+ 5
’

A ( ) X I + a 一 F a e t o r + h l
,

f

( 3
.

Zk b ) 片段插人 E e o R I 和 B a m H I 双酶 切的

p P I(
’

g K 中
,

获得酵母表达载体 p P I C g K
一 v g b h l

子

f
。

1
.

4 醉母的转化与初筛

按照 I n v it or ge n 公司毕赤酵母试剂盒操作手

册制备酵母 G S l ls 感受态细胞
,

将 S al l 线性化的

重组质粒 p IP C g K
一 v g bhl f 通过电击转化转人感受

态细胞
。

迅速涂布于 R D B 再生平板上
,

30 C培养

直至转化子出现
。

用牙签挑取转化子同时点种于

M M 和 M D 固 体 培 养 基
,

并 对 M M 平 板 用

P A R A FI L M 膜封 口
,

30 C培养
。

4 d 后选取在 M D

全: 生长正常 (表型为 H i s
卜

m ut 勺
,

在 M M 上生长较

快的转化子为初筛阳性克隆子进行培养和诱导表

达筛选
。

同时转化空载体 p IP C g K
,

并将筛选到的菌株

作为本研究的对照
。

1
.

5 初筛转化子的培养和诱导与 S D S
一

P A G E 筛

选高分泌转化子

将初筛转化子接种于 1 m L B M G Y 液体培养

基
,

3 0 〔
、

2 50 : /m i n 摇 床培 养 至 ( ) D
。〔, (,

= 2 一 6 ;

5 0 0一) r
/ m i n s m i n 离心 收 集 菌体

,

用 2
.

s m l
,

BM M Y 液体培养基重悬后于 3 0 〔
’ ,

2 5 O r /m i n 摇

床诱导培养 72 h
,

每 24 h 补充无水 甲醇 至 0
.

5 %

( v
/ v )

。

将 菌液明显变成红色的转化子以 12 0 00

r / n l i n 1 0 m i n 收集上清
,

直接进行 S D S
一

P A G E 电

泳
,

直至筛出在 s o k D 左右表达量最高的转化子
。

1
.

6 醉母商分泌转化子的 P C R 鉴定

按照 nI
v it or ge n

公 司毕赤酵母操作手册提取

高分泌表达转化子基因组 D N 八
。

用 v e c t or N T I 设

计
v
g b 和 h l

j

f 基因鉴定引物
, v g b 基 因 P C R 产物

约为 4 () () b p
,

h I
J

f 基因 P C R 产物为 2
.

Zkb 左右
。

引

物序列如下
:

v g b 基因引物序列

F p :
A T G G G C C T T G A T C A A C A G A C T A T

C ; R p
: A A G C T T A C T C A A C A G C T T G A G C

。

lll
J

「基因引物序列

F’l ) : C C A A G C T T C T G C A G G C T T G T C T T C

C T C G r C C f G C ;

R p
: T T A C G A A T T C G A G C T C G A G T T A C T

T C C r 〔二
。

反 应 条 件
: 9 4 C

,

s m i n ; 9 4 〔
` ,

4 5 5 ; 5 8 (
、 ,

4 5 5 ; 7 2 C
,

4 5 5 ; 3 0 个循环
。

1
.

7 V H B 蛋白 S D s
一

P A G E 分析和活性检测

将转 化 子 4 8 h 诱 导 培养 后 1 2 0 () o r
/ m i n

,

s m in 收集菌体按照nI vi tr o ge n
公司胞内蛋白检测

方法提取酵母总蛋 白进行 15 % S D S
一

P A G E 电泳

检测 V H B
。

采用差示光谱法检测 V H B 蛋 白的活

性 ( D ik s h i t
,

W e b s r e r ,

1 95 8 ) J
6 1。

1
.

8 贫氧条件对菌体生长影响的研究

将对照和分泌型转化子各设一个正常组和贫

氧组在 10 m工
J ,

B M G Y 三角瓶中 28 C 培养48 h
,

然

后 4 0 0 O r / m i n
,

5 。 、 i n 离心收集菌体在 I O m I
J ,

BM M Y 三角瓶中诱导培养 48 h
。

正常组为 8 层纱

布封 口
,

贫氧组 为 P A R A IF L M 膜封 口
,

每 间隔

12 h取样测定 ( ) D 。 、〕

值
。

同时侧定高分泌表达克隆

子诱导培养后正常组和贫氧组
_

i-I 清液的 O D Z。 。

值
,

从而确定 v g b 基因是否对菌体生长和蛋白表达有

增强作用
。

2 结果与分析

2
.

1 表达载体的鉴定

正 确 的表
.

达 载 体 用 B a m H I 单 切 出现 约

1
.

8 k b和 1 1
.

8 k b 左右的条带
; 用 B a m H I 和E e o R

l 双酶切会 出现约 1
.

8 k b
、

2
.

5 k b
、

9
.

3 k b 左右

的的条带 ; S an B I 和 E co R I 双酶切会出现约 11
.

3

k b 左右的的条带和 2
.

3 k b 左右的 h l
一

f 基因条带

(图 2 )
,

图 2 中出现的其余条带为酶切不彻底的质

粒
。

,

M ll l
n l 矛: r

k
c r ; 父

.

圣〕P I`
,

g K
一 v g l , h l f d i g

e s r e d b y ll
a
m H

l ; 3
.

p P IC gK v g b卜I l f c l ig
。 、 [。 d b y B a m H I + E。 ( ) R I ;

工
.

x, P l (
’

g K
一 、 ` g b h l [ J ig七 、 是e d b y E e o R I + S , 10 13 1

图 2 PP I C g K
一 v g b h L f 鉴定

F i g
.

2 I d e n t i f ie a t i o n o f P P I C g K
一 v g b h L f
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2
.

2 高分泌转化子的筛选与 P C R 检测

vg b 经诱导表达后可以在低氧条件下促进菌

体的生长
,

所 以我们挑取 了 2 00 个在 M D 上生长

正常而在 P A R A IF L M 膜封口 M M 上生长较快的

克隆子经培养和诱导表达
,

共筛出 32 个菌体为红

色的克隆子
。

然后对其上清液进行 SD S
一

P A G E 蛋

白电泳筛选
,

最后筛选出 8 号
、

14 号
、

16 号
、

31 号

和 6 0 号 5个高分泌转化子
,

其中 31 号为表达量最

高
。

按照 1
.

6方法提取对照 ( G S l l s / p P I C g K )和 3 1

号克隆子 ( G S I 1 5 / p P I C g K
一 v g b h l

碑

f ) 基 因组 进行

P C R 检测
。

结果 (图 3) 表明 31 号克隆子在 2
.

3 k b

和 4 0 0 b p 左右均扩增出与 目的基因大小相等 的

条带
,

而转 p IP C g K 的对照 克隆子没有扩增 出条

带
。

表明 h L f 基因和 v g b 基因已整合入 31 号重组

子基因组中
,

而且 31 号重组子摇瓶诱导的 h l
一

f 表

达产物经 S D S
一

P A G E 电泳光密度扫描其表达量

达到 3 0 m g / I
J 。

图 4 v H b 蛋白电泳
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F i g
.

3 P C R i n d
e n t if y G S l l s / P P IC g K

一 v g b h L f

2
.

3 V H 。

的检测

提取 31 号菌 株和对 照菌 株 的总蛋 白进行

S D S
一

P A G E 电泳
。

结果表明 (图 4 )
,

对照 (泳道 2 )

在 14 k D 附近无带
,

而转 p P IC g K
一 v g b h I

J

f 的 3 1 号

菌株 (泳道 3) 有明显 的带
,

说 明 V IH
,

蛋 白在胞 内

已经表达
。

V IH
,

蛋白与 C O 结合后在 4 2 o n m 光波

处会 出现强吸收峰
,

形成典型 的 V IH
,

特征 曲线
,

而共存的干扰物质在这种条件下不发生光吸收性

质的改变
,

依据此原理所得的对照和 31 号菌株差

示光谱图 (图 5 )
,

表明胞 内表达 的 V IH
、

蛋 白有活

性
。

图 5 V H b 活性检测结果

F i g
.

5 V e r i f i c a t io n r e s u l t o f V H b a e t i v i ty

2
.

4 贫氧条件对菌体生长影响的研究

在贫氧条件下 V H b 的表达可以增加菌体生

长量和外源蛋白的表达量 2[,
4毛。

按照 1
.

11 方法培

养和诱导后菌液稀释 5 倍后测定 O D 、 (

值 (表 1 )
,

在正 常 和贫 氧 条 件 下 转 p PI C g K 的对 照 和 转

p lP c g K
一 、 g b hl

碑

f 的 31 号菌株诱导前的菌体密度

基本一致
,

说明在 v g b 基因不表达 的情况下两种

菌株的生长不存在差别
; 而在诱导后正常条件下

31 号菌株的菌体密度略高于转 p IP C g K 的菌体密

度
,

在贫氧条件下前者的菌体密度显著高于后者
,

说明 v g b 基因的表达有助于菌体的生长
。

同时测

定 31 号菌株在正常条件和贫氧条件下诱导表达

上清液 的总蛋白量 (稀释 10 倍后 O D ,
、

的值 )
,

正

常 条件下 O D 邹 。
一 2

.

69 83
,

贫 氧条 件下 O D 2 8。

-

2
.

6 9 5 3
。

表明在两种条件下总蛋白分泌表达量基

本一致
,

即转 v g b 基因的克隆子在贫氧条件下蛋
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自分泌表达 城不会减少
。

表l 贫权条件对菌体生长的影响

1
’

ab le l

1
、

i n l e

E f f e et s o f hP y o xi e h ab it at s on c e l l gr ow t h

p l
〕

I (
’

g K
一v gb h l f ( () I ) 。 、

) pP I (
’

g K ( () I)
。. )

研究价值
。

此外该表达载体也可以通过直接替换

目的基因和转化后高效筛选的方法实现对基因功

能的快速鉴定
,

以 及用于开发研究多种蛋自的高

密度发酵表达系统
。
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3 讨 论

本研究结果表明对表达载体 p IP C g K 的改造

是成功的
:

该表达载体同时在胞 内胞外表达两种

蛋白
,

胞内表达的蛋白促进胞外 目的蛋白的分泌

表达
; 一次转化即可以实现表达两种蛋白

,

简化 了

分子操作
;
采用对 M M 培养基封 口方法和诱导后

菌体表现为红色的特征
,

从表观
_

L可 以直接进行

转化子的初筛和高分泌转化子的复筛
,

从而减轻

了筛选工作量
,

扩大了筛选克隆子的数量
,

提高筛

选效率
; 在正常条件下人乳铁蛋 白摇瓶表达量为

3() m g I/
J ,

明显高于应革等川报道的摇瓶表达量
;

分泌表达的总蛋白在正常条件和贫氧条件下表达

量基本一致等优点均说明该表达载体具有很好的


