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甲醇酵母表达系统高拷贝数整合型表达载体的构建
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摘 要 以甲醇酵母（!"#$%#&’"()’*+),(-"）表达系统的+,-型表达载体-./&$!为基础，通
过引入宿主来源的一个0123随机顺序和由456%早期启动子控制的76!’抗性基因（#%)）
及对野生型标记基因8-’%&)启动子大部分上游序列的缺失，构建了一个高拷贝整合型表达
载体-9,:8。有关转化、筛选和拷贝分析等试验结果表明，由-9,:8可产生含高拷贝数载
体的转化子，并可通过由’%&);筛选和76!’抗性筛选所组成的二级筛选方法富集这些含高
拷贝数载体的转化子。有关完整123和消化1234<=>?@0A杂交分析结果进一步表明，上述
高拷贝数的载体以串联重复排列的方式整合于宿主基因组。

关键词 !"#$%#&’"()’*+),(-"，表达载体，高拷贝数整合，筛选，串联重复
学科分类号 B#’"

甲醇酵母是指可利用甲醇作为单一碳源的一类酵母，其中的!.()’*+),(-"、/01-0"
("$2),0$和3"#404"5)40#00等已被成功地发展成为外源基因表达系统［!］。该类系统利用
了非常强的甲醇氧化酶基因（9@>?CA<DEFGHCI@，9EJ或3DK<?<DEFGHCI@，3EJ）的启动
子，且具有高密度发酵和分泌表达的能力，比传统的酿酒酵母（6"11-",)+*1%$1%,%70$0"%）
系统更具产业化发展潜力。由于没有稳定的自主复制型表达载体，所以目前在甲醇酵母

系统中一般采用单拷贝或低拷贝数整合的+,-型载体。尽管单拷贝的野生型 9EJ或

3EJ可被诱导表达至占细胞总蛋白的(%L以上，但当由9EJ或3EJ启动子驱动外源
基因表达时则需要多拷贝的表达盒方可获得“超表达”［)，(］。引入重复顺序是提高+,-型
载体整合拷贝数的有效途径之一，M<-@I等［6］曾通过引入核糖体123（:GN<I<OCD123，

0123）这一重复顺序成功地为酿酒酵母系统构建了可高拷贝数整合的-9,:+（9=D>G-D@
GA>@P0C>G<AGA><0123<QR@CI>）型载体，但类似的构建在甲醇酵母系统中尚未见报道。本
文报道了!.()’*+),(-"表达系统-9,:+型表达载体的构建工作。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：!.()’*+),(-"3!*（’%&)）及-./&$!由ST4=HN@0R教授惠赠，含

!.8090#00全长0123的-8U:!由.T5@A@OC博士赠送。+,-&、-VW!’和受体菌:.
1)’018&!由本室保存。-XD=@IK0G->$H、含#%)基因的-VW$#%)$H及含 9EJ&Y端序列的

9EJ&Y$-VW!’由本室构建。
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!"# 方法

!"#"! 酵母总!"#制备：参照$%&’&(()*+等［,］方法进行。

!"#"# !"#-./0%*1+杂交分析：参照-2341..5等［6］方法进行。以地高辛标记与检测
试剂盒（7.*%1&+8*132++%*&3产品）进行探针标记和杂交检测（方法参照有关厂家说明进
行）。

!"#"$ 随机缺失：用嵌套缺失试剂盒（7.*%1&+8*132++%*&3产品）参照厂家说明进行。

!"#"% 酵母转化：参照924*1等［:］方法进行电激法转化。

!"#"& 酵母转化子;<=>抗性筛选：参照-?.1*1等［>］方法进行。

!"#"’ 酵母转化子!"#点杂交分析：参照@’21*等［A］方法进行。用上述地高辛标记与
检测试剂盒进行探针标记与检测。

!"#"( 载体整合拷贝数测定：参照@’21*等［=B］方法进行。

!"#") !"#重组及其它分子生物学操作：参照-2341..5等［6］方法进行。

图= !"#$%&’$(#)*#=6（%+,C）
总!"#-./0%*1+杂交图谱

9&8D= -./0%*1+)(*?012.E0.02’
!"#E1.3!"#$%&’$(#)*
#=6（%+,C）

FGD(7HIC>／723J!K78’"KJ&+E；

LDL?.H!； 7D78’"

# 结果与讨论

#"! *+,-随机顺序克隆
每个酵母基因组含有=BB#=CB拷贝左右呈串联重

复排列的1!"#单元［,］，所以1!"#顺序是构建高拷贝数
整合型载体较为理想的重复顺序。虽然1!"#是较为保
守的序列，但考虑到宿主基因组来源的1!"#顺序更利
于载体的稳定整合，所以我们从宿主基因组克隆了一个

1!"#随机顺序。首先以限制酶L?.HG和78’GG分别对

!"#$%&’$(#)*基因组!"#进行酶切，然后以含 !"
-./.0..全长1!"#单元的质粒(JMH=为探针与之进
行-./0%*1+杂交。结果发现，!"#$%&’$(#)*基因组的

1!"#可被78’GG切割成=个A54大小的可分离片段，
而被L?.HG切割成<个大小分别为<NB54、CN:54、CN,54
和CNB54左右的片段（图=），其中CN:54和CN,54片段
的杂交信号相对较弱，可能是由位于CN:54片段上的一
个较难切动的L?.HG位点不完全切割所造成的。我们
对以较为清晰的条带呈现的<54L?.HG片段进行了回
收，并将其克隆于(O@=>得到重组子HP(O@=>，-./0%Q
*1+杂交分析证实重组子HP(O@=>插入有上述<54
1!"#片段。由于每个1!"#单元长达A54左右，由

C,-、=>-、,N>-和,-1H"#的转录区及一些非转录区组
成［,］，所以引入1!"#单元中哪个区段的顺序及引入多
长的顺序对载体构建似乎至关重要。但关于(FGHR型
载体整合机制研究［==］的结果表明，高拷贝数整合是载体

在宿主1!"#区域少数几个位点上大量“堆积”的结果，
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被引入载体中的!"#$序列无论来自!"#$单元的哪个区段，只要其长度足够满足同源
重组的需要，即可介导这种载体“堆积”，且不会严重影响宿主的生长。因此，我们认为上

述从宿主基因组克隆的!"#$随机顺序应可用于载体构建。

!"! 载体构建

!"#$%&’$(#)*高拷贝数整合型表达载体%&’()的构建及其主要结构如图*所示。

图* !"#$%&’$(#)*$+,（%+,*）高拷贝数整合型表达载体%&’()的构建

-./0* 12345!675.2328%&’()82!96:5.%:;.35;/!<5.23.3527=!292429;28!"#$%&’$(#)*$+,（%+,*）
$>>!;?.<5.234：@0@/:’’；101:<’；A0A72(’；A0B0A72(B；)0).3C’’’；D0D%3’；#C0#C;’；#!0#!6’；E0E<:’；

E<0E<7’，!;4%;75.?;:F
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其中!"#$%&’()*+,、-+)./01、)234+0和)./+!"#+,等5个为出发质粒。!"#$%&’()*+,来自

!"#$%&’()*607（8），其多克隆位点处的/"9:、;&<-=和>(?,:::等位点已被消除。-+
)./01为上述含5@A’BCD片段的质粒，对5@A’BCD片段的限制酶识别位点分析结果
表明，除了两端的;&<-:位点外，该片段还含有;&<-=、/"9:、>(?,:::和C,$:的单一切
点，而位于>(?,:::至C,$:之间长达EF4@A的序列中未发现常见的限制酶识别位点。

)234+0为G:)型表达载体，含有一个由6HI的上、下游序列组成的表达盒（克隆位点为

!J"::）和一个野生型标记基因>)$"%E。)./+!"#+,含有一个由K=5L早期启动子控制的

M501抗性标记基因，位于启动子末端的一个>(?,:::位点已被消除。构建成的表达载体

)6:->除含有6HI表达盒外，还包含了供高拷贝数整合和转化子筛选用的7个关键元
件，即：’BCD顺序、缺陷型的标记基因>)$"%E&和M501抗性基因!"#。为了尽量减小’B+
CD片段在最终载体中的长度，我们将5@A’BCD片段从-N)./01中转移至!"#$%&’()*+
,后，用随机缺失法将C,$:端的EO4@A左右的序列缺失掉。在长约0F4@A的’BCD保留
序列中，;&<-=和>(?,:::位点离其最近的E个末端均约为LF7@A左右，可用于载体线性
化，以使载体定向整合至宿主基因组’BCD位点。除了’BCD随机顺序外，缺陷型标记基
因（B$PP(&($?*Q9’@$’J$?$）是)6:-G型载体实现高拷贝数整合所需的E个关键元件之
一，其作用在于为载体在宿主基因组’BCD位点大量“堆积”提供一种强大的、来自细胞内
部的选择压力［00］。本文构建的)6:->的缺陷型标记基因>)$"%E,来自)234+0中的野生
型标记基因>)$"%E，>)$"%E的上游序列全长原为0E5A)，在N7E位处有一个R)?:识别
位点，经图中所示的重组步骤后，N0E5至N7E间的序列被缺失，以满足上述)6:-G型
载体高拷贝数整合对标记基因的要求。以)6:->和)234+0的!J"::位点线性化BCD
分别转化宿主’()#$*+#,)-.D0S（$"%E）的实验表明，)6:->可有效转化宿主，但转化
频率比)234+0的约低EL倍左右（E4／!JBCD对40L／!JBCD）。考虑到上述转化试验中
的)6:->和)234+0均是向宿主基因组的同一位点（6HI位点）整合的，而二者的大小差
异（分别为TFU@A和0LF7@A）不至于引起如此大的转化频率差异，所以对上述转化试验结
果的唯一合理解释只能是，)6:->中的>)$"%E,已成为启动子功能高度缺陷的、但仍具
一定表达能力的标记基因。

除了上述E个供载体高拷贝数整合用的关键元件外，我们亦为最终载体引入了M501
抗性基因!"#，以便建立高拷贝整合子的简易筛选方法。

!"# 转化与筛选
为了进一步考察)6:->是否可引起高拷贝数整合及M501抗性筛选的可行性，我们

进行了一系列的转化与筛选试验。考虑到高拷贝数整合需要较高浓度的载体，我们以

5!J>(?,:::位点线性化)6:->转化宿主（向基因组的’BCD位点定向整合），并获得U1
个$"%E阳性转化子。将这些转化子混合在一起并适当稀释后，铺于多个含不同浓度

M501的G;VB平板上。7,后在多个高于宿主最低敏感浓度（T4!J／Q"）的M501平板上
均有菌落出现，且随着M501浓度的增加，菌落数目逐渐减少（照片略）。这一结果表明，
由K=5L早期启动子控制的!"#基因在’()#$*+#,)-.D0S（$"%E）中能有效表达，且上述
转化可能产生了高拷贝数整合子。我们以含%,.7和.+)’序列的G:)4作探针，以宿主
菌（基因组含单拷贝%,.7）为对照，对从T4!J／Q"和4FLQJ／Q"M501平板上随机挑选的
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图!!"#$%&’$(#)*"#$（%+,%）
转化子&’"点杂交分析

()*+! &,-./01)2)34-),5,6
&’"61,7-14586,1745-8,6
!"#$%&’$(#)*"#$（%+,%）
"9:14586,1745-861,7;<!*／7=

>?#@A=4-B；C9:14586,1745-8

61,7<9D7*／7=>?#@A=4-B；

EF9G,8-EB==8

多个转化子进行了&’"点杂交分析（图!）。从;<!*／7=
>?#@平板所获的%%个转化子中仅有少数几个呈现了较强
的杂交信号，而从<+D7*／7=>?#@平板所获的转化子则几乎
全部呈现出强信号，其中只有#个转化子呈现了较弱的杂交
信号，这可能是点杂交分析前的非选择培养引起载体丢失所

致。我们从上述来自<+D7*／7=>?#@平板的、具有较强

&’"点杂交信号的转化子中随机挑选了@个利用H=41B
等［I］的方法进行载体拷贝数测定（表#），结果发现各转化子
所含载体均在<D拷贝以上，最高的达到#DD拷贝左右。

表! 高"#!$抗性转化子所含%&’()的拷贝数

*+,-.! /0%1234,.506%&’()7285+296054+289:78;;7<;"#!$=
5.9798+2>.

:14586,1745- GD! GD@ G## G#! G#< G#$ G#I G%%

H,A/5J70B1 <@ I< ;$ #D$ <D I% @@ I$

?@# 转化子A038;.52杂交分析
为了进一步考察载体在宿主中的存在状态，我们对上述

表#中含高拷贝数载体的转化子G##和G#!及上述来自高
浓度>?#@平板的、但在点杂交分析中呈现较弱杂交信号的
转化子K#<的总&’"，分别进行了完整（未经消化）&’"及
消化&’"的K,J-.B15杂交分析（图?）。在完整&’"的

K,J-.B15杂交分析（图?"）中，以完整的宿主"#$总&’"和
完整载体ALMNG分别作阴、阳性对照，载体检测探针为

AOH#@。结果显示，在较高分子量（大于%#+DF0）的完整总

&’"的相应位置，转化子G##和G#!的总&’"样品均呈现了较强的阳性杂交信号，而
转化子K#<及宿主"#$的则未见显著阳性；在较低分子量（小于%#+DF0）处，上述转化子
和宿主"#$的总&’"样品均呈现了一些较为明显的杂交信号，这些杂交信号显然属于
假阳性信号，因为宿主的&’"样品亦呈现了这些信号，这可能是由与AOH#@或分子量标
记探针&’"间具有一定同源性的序列所造成的。由于完整总&’"在印迹时的转膜效
率较低，而较低分子量&’"的转膜效率则几近#DDP，所以这些假阳性信号的相对强度
不能真实反映其所代表的&’"在总&’"中的相对含量。因此，上述分析结果可以表
明，转化子G##和G#!含有高拷贝数的载体，且这些载体是整合于宿主基因组的，而经高
浓度>?#@筛选的转化子K#<所含载体可能在非选择培养（供总&’"制备）时被丢失，暗
示并非所有整合子均可在非选择条件下稳定传代。图?C为上述宿主和转化子的总&’"
经G)52MMM消化后的K,J-.B15杂交分析结果，其中以带有 LQRS<T端序列的 LQR<TS
AOH#@作探针来同时检测载体和宿主基因组中的单拷贝基因LQR，以便进一步进行整
合化载体拷贝数的测定。在线性化质粒ALMNG的相应位置（#D+!F0），转化子G##和

G#!的&’"样品均呈现了极强的阳性杂交信号，而宿主和转化子K#<的则只有很弱的
信号；在!+@F0位置，上述宿主和转化子的&’"样品均呈现了较弱的、但比宿主"#$和
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转化子!"#的"$%&’(带信号更强的信号带。根据上述信号带的大小及其信号的相对强
度可以知道，上述出现在转化子)""和)"&*+,样品中的"$%&’(极强信号带为大量整
合化载体的)-./000消化产物，在宿主,"1和转化子!"#*+,的相应位置所呈现的较弱
杂交信号属于假阳性结果，而在上述宿主和转化子*+,中均呈显著阳性的&%2’(带则
为基因组单拷贝345的)-./000消化产物。我们对上述转化子)""和)"&*+,的整
合化载体信号带 和345信号带进行了光密度扫描分析（结果未呈），根据同一样品中6
条杂交带的光密度之比推算出转化子)""和)"&所含载体的拷贝数分别为2"和72，由
于目前尚缺乏同源顺序长度与杂交信号强度相关性方面的资料，所以在拷贝数计算中没

有排除因整合化载体（"$%&’(）和基因组345（&%2’(）间的长度差异所引起的误差，而使
得拷贝数计算结果可能比实际值偏高，但所得拷贝数与上述点杂交分析法测得的结果相

近。由于载体8309)中只含有)-./000的单一切点，而上述转化子)""和)"&*+,的
杂交图谱中均只有一条均一的载体杂交带，所以这些整合载体应该是以头:尾相接的方
式串联重复排列于宿主基因组的（图;<）。该推断与!"#$%$&’(’)$［""］、*)+,’,)-.’/’(［"6］、

0/-1&$%231#$(/)#.’(［"&］及45)66’)%52,2713)［";］等酵母系统的类似研究结果相吻合。

图; 8"92/132%95),"1（/$-6）转化子!=>?@AB.杂交分析
C-D%; !=>?@AB.E.EFGH-H=.?@A?BE.HI=BJE.?H=I8"92/132%95),"1（/$-6）

KEB?,L!8AM?BE=I-.?EM?*+,；KEB?NL!8AM?BE=I*+,/-DAH?A/(G)-./000；KEB?<LO@A8BA/-M?A/EBBE.DAP
JA.?=I?@AQAM?=B*+,H-.?ADBE?A/E?B*+,F=M>H；<L<FE0；RLRM=9S；)L)-./000；!L!EF0
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