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摘  要: 毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统是一种异源蛋白表达的理想系统, 但目前并非所有的

外源蛋白都能在毕赤酵母中成功高效表达, 不同的蛋白表现为不同表达水平、生物活性及稳定性。

从遗传因素和表达条件综述了外源蛋白在毕赤酵母中的优化表达策略。 
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Strategies for Optimization Expression of Heterologous  
Protein in Pichia pastoris 
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Abstract: Pichia pastoris is easy to genetically manipulate and can be grown to high cell densities, at 
the same time, P. pastoris is a eukaryote, and thereby has the potential for producing soluble, correctly 
folded recombinant protein with high yield, so the P. pastoris expression system is an ideal choice for 
the production of various heterologous proteins. However, at present not all the heterologous proteins 
can be successfully and efficiently expressed in P. pastoris, as a result, different proteins present dif-
ferent yield levels, bioactivity and stability. Here strategies for reducing proteolytic degradation and 
improving production of the expressed heterologous proteins are briefly summarized in terms of ge-
netically factors and cultivation level. 
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随着分子生物学的快速发展, 外源蛋白已经成

功在大肠杆菌、昆虫细胞、哺乳类细胞中表达, 但

这些表达系统同毕赤酵母(Pichia pastoris)表达系统

相比存在着许多缺点和不足。由于毕赤酵母生长周

期短, 遗传操作方便, 具备真核细胞蛋白合成通路, 
能够进行真核修饰(糖基化、二硫键的形成、蛋白加

工等), 同时, 毕赤酵母能够以简单培养基进行高密

度生长, 即使在大规模发酵中, 重组元件遗传稳定, 

目的蛋白易纯化。因此, 近年来毕赤酵母已成为外

源蛋白表达的优选系统。 

但目前并非所有外源蛋白都能在毕赤酵母中成

功高效表达。因为毕赤酵母自身的遗传背景会影响

外源基因的转录、翻译、分泌通路等, 酵母自身分

泌的胞外酶、细胞结合酶以及细胞裂解后释放的胞

内酶等都可能导致外源蛋白降解, 终, 不同的蛋

白表现为不同表达水平、生物活性和稳定性。不过, 
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许多研究表明通过基因、蛋白、细胞、培养水平的

调节可以减少甚至消除目标蛋白降解, 提高蛋白表

达产量。本文结合自身的研究体会对毕赤酵母优化

表达异源蛋白的策略从遗传因素和外源表达条件两

个方面进行了系统总结。 

1  遗传因素 

外源蛋白在毕赤酵母中表达时, 密码子优化与

AT 比例调整、启动子及菌株表型选择、信号序列设

计、多拷贝筛选、野生菌基因突变等遗传操作是提

高蛋白产量的有效措施。 

1.1  序列组成与密码子优化 
不同物种对遗传密码子具有一定的偏好性, 当

酵母表达非自身基因时, 某些稀有密码子的出现可

能限制细胞中氨酰 tRNA 对氨基酸的正常运转而导

致翻译的提前终止, 此外, 不恰当的 AT 比例及分布

也会明显降低表达水平[1]。在毕赤酵母中表达 HIV-1
包被蛋白时, 相应的 mRNA 被提前终止, 终止位点

与酵母保守序列相似, 通过终止位点序列调整及提

高 GC 含量与密码子优化后, 获得了全长 mRNA。

表达抗 ErbB2 单链抗体时, 通过保持 GC 比列及密

码子优化产量提高了 3−5 倍[2]。利用毕赤酵母表达

抗 T 细胞免疫毒素时, 由于未经优化的 cDNA 序列

富含 AT 碱基而导致了转录的提前终止, 终通过

密码子优化成功表达出目的蛋白[3]。大量研究表明

以酵母为宿主异源表达蛋白时, 密码子优化可显著

提高蛋白产量[4−5], 但也并非绝对有效[6]。Xu 等用毕

赤酵母表达重组的木聚糖酶时发现, 通过采用酵母

所偏爱的密码子可显著提高表达量, 并且酶的活性

同未经过重组的木聚糖酶相比没有差异[7]。因此, 在

表达外源蛋白时, 通过使用毕赤酵母偏爱的 19−25
个密码子、合理控制 A + T 的含量及分布将可能明

显提高目的蛋白产量。 

1.2  毕赤酵母表达载体选择 
毕赤酵母自身体内没有稳定附加质粒, 因此通

常利用“穿梭”整合型质粒做为表达载体。常见的胞

内表达载体有 pPIC3、pPICZA、pPSC3k、pHIL-D2、

pAO815 等, 分泌型表达载体有 pPIC9、pPIC9K、

pHIL-S1p、pACO815、YAM7SP6、pPICZα、pGAPZα

系列等。此类质粒一般包含易于在大肠杆菌中扩增

的原核启动子, 同时含有 5′AOX1 启动子、3′AOX1 

终止子、多克隆位点、抗性筛选标计、线性化酶切

位点、C 末端聚组氨酸标签, 以便于外源基因通过

质粒整合到酵母基因组并进行筛选、表达, 也有利

于外源蛋白的检测和纯化[8]。 

总体来讲, 表达载体的选择首先应该考虑异源

蛋白需要胞内表达还是胞外表达, 如果需要胞内表

达则可选用 pPIC3、pPICZA、pPSC3k、pGAPZ 等

胞 内 表 达 载 体 , 如 果 需 要 胞 外 表 达 可 选 择

pHIL-S1p、pACO815、YAM7SP6、pPICZα、pGAPZα

等分泌型表达载体, 其次根据启动子是否需要诱导

可选择诱导型质粒如 pPCZ、pPIC9k、pPIC6 等或组

成型表达质粒如 pGAPZ、pAOS1 等, 但特定蛋白更

适合哪种质粒尚无定论, 需试验证明。 后, 由于第

一代质粒(pHIL-D2、pPIC-9 等)碱基数较多, 不便于

遗传操作及转化子的稳定性, 且传统的 his4 基因不

利于高拷贝筛选, 而随着 Zeocin 抗性的 Shble 基因

使用, 具有 Zeocin 抗性系列质粒如: pPICZ、pGAPZ

等不仅碱基数大大减少 (3.3−3.6 kb), 且易于根据

Zeocin 浓度进行高拷贝筛选, 所以 Zeocin 抗性系列

质粒在科研中应用越来越广泛。 

1.3  不同启动子的选择及其特点 
目前, 常见的启动子有 AOX1、AOX2、GAP、

FLDI、ICLI 等, 其中 AOX1 与 GAP 是研究中使用

多的启动子。 
现在还不能很好地比较 AOX1 与 GAP 在目标蛋

白产量方面哪个更有优势[9−10], 以 AOX1 为启动子

表达细胞毒性蛋白具有明显优势, 这可能也是目前

未见以 GAP 启动子进行胞外表达抗菌肽报道的原

因。因为蛋白表达时可先培养得到高密度细胞, 再

进行诱导, 大大减少了细胞生长的抑制作用, 提高

目的蛋白产量。Kim 等研究发现, 用毕赤酵母表达

灰盖鬼伞过氧化物酶时, AOX1 启动子表达目的蛋

白的活性是 GAP 启动子的 5 倍[11]。但使用 AOX1
启动子也有许多不利因素, 因为甲醇运输储存存在

危险, 甲醇原料中污染物可能进入蛋白产品, 碳源

转换时间点难以选择 , 甲醇监控困难 , 因此 , 使用

组成型启动子 GAP 可很好的避免这些问题[12]。 

某些研究者曾经认为 GAP 作为组成型启动子, 
外源蛋白的产生会对细胞产生毒性, 但后来在研究

中发现根本不存在此类毒效应, 而且 GAP 启动子在

蛋白表达中不需诱导, 操作更加方便, 产量通常与
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AOX1 相当 , 甚至更高 , Döring 等分别用启动子

AOX1 与 GAP 来生产兔肾肽转运蛋白(rPEPT1)和人

小肠肽转运蛋白(hPEPT2), 结果前者得到的两种蛋

白均比后者高 5 倍[13], 因此, 近几年研究者更偏好

使用 GAP 启动子[8]。也有研究同时使用两种启动子, 

结果发现目标蛋白产量能够提高一倍[14]。 
近 些 年 又 开 发 了 一 些 新 的 启 动 子 如 ICLI 、

PFLD1 等。ICLI 是 近开发的一个替代性启动子, 
但其实用性还有待考证[15]。另外, PFLD1 (依赖谷胱

甘肽的甲醛脱氢酶启动子)是以甲醇或甲胺为单一

碳源的诱导型启动子, 也是一种高水平表达的启动

子[16]。总之, 合理选择与设计启动子是提高蛋白产

量的有效途径 , 表达对细胞没有毒性的蛋白选择

GAP 启动子比较有优势, 因为 GAP 启动子在发酵时

不需要甲醇诱导、更换碳源, 工艺简单。表达对细

胞 有 毒 性 的 蛋 白 , 如 抗 菌 肽 等 , 则 更 适 合 使 用

AOX1 作为启动子。 

1.4  信号肽设计 
1.4.1  信号肽的设计原则: 信号肽能够引导目的蛋

白分泌到胞外, 更加方便蛋白的分离纯化。当蛋白

分 泌 到 胞 外 时 , 目 的 蛋 白 可 占 胞 外 蛋 白 的

10%−30%, 而胞内表达时, 目的蛋白通常只占细胞

蛋白的 1%[17]。但对于一种蛋白, 终应以胞外形式

表达还是胞内形式表达, 主要决定于目的蛋白在天

然细胞中的存在方式 , 因为胞内外环境差异较大 , 

若异源蛋白是以胞外形式存在, 则应设计分泌表达, 
若以胞内形式存在, 则应设计胞内表达。 

1.4.2  信号肽的设计方法: 分泌表达中通常使用外

源蛋白自身的信号肽或酵母的 α 因子前导肽序列, 

一般情况下 , 应用酵母特有的分泌信号表达外源

基因获得成功的可能性较大[2]。Raemaekers 用 α 因

子前导肽序列表达植物血细胞凝集素 , 成功获得

分泌型蛋白, 并且具有正确的高级结构[18]。毕赤酵

母细胞膜上有一种 KEX2 样蛋白水解酶, 能专一性

水解 α 因子前体中羧基端的肽键, 即连续两个碱性

氨基酸(如 LysArg、LysLys、ArgArg、LysArg), 在

pGAPZ α 系列中, KEX2 识别和水解的序列是 α 因子

的 Glu-Lys-Arg/Glu-Ala-Glu-Ala(/ 表 示 水 解 位 点 ), 
与此同时, STE13 识别和水解的是 α 因子的 Glu-Ala

重复序列, 从而保证了蛋白加工过程中的信号肽的

切除[19]。不过是否设计 STE13 位点应慎重选择[20], 

一方面 STE13 位点的存在能够提高 KEX2 的效率, 
不含该位点可能导致目的蛋白信号肽不能被正确剪

切, 尤其当 N 端含有脯氨酸等某些特异结构氨基酸

时, 不含 STE13 位点 KEX2 很可能被抑制, 目的蛋

白无法分泌到胞外; 但另一方面, STE13 位点氨基

酸可能发生不完全酶切, 导致 Glu-Ala 重复序列的

残留, 从而使目的蛋白也没有天然 N 端。由此可见, 

无论是否包含 STE13 位点都可能导致目的蛋白没有

天然 N 端, 使用毕赤酵母表达核酸酶 Onconase 时发

现 , 若不含 STE13 位点 , 则 a-MF-pro 肽不能被

KEX2 剪切, 导致分泌产物为高糖基化未加工前体; 
而若保留 STE13 位点, 则 Onconase 的 N 端存在

Glu-Ala 重复延伸序列 , 目的蛋白同样没有生物活

性, 终, 研究者以 a-MF-pre 为分泌信号, 获得了

具有天然 N 端的生物活性产物[21]。 

1.5  毕赤酵母宿主菌株选择 
1.5.1  目前常用毕赤酵母宿主菌株的类型: 目前 , 
已有大量不同基因型的毕赤酵母可用做表达宿主 , 

常 用 于 外 源 基 因 表 达 的 Pichia pastoris 菌 株 有

SMD1168 (H)、SMD1165、SMD1163、GS115、

X-33、MP-36、MC100-3、KM71 (H)等, 菌株的选

择应根据具体需求而定。根据利用甲醇的能力, 酵

母菌株可分为 3 种表型: (1) 甲醇快利用型(Mut+), 

包括 X-33、SMD1168 与 GS115 等大部分菌株, 此类

菌株同时含有编码醇氧化酶 AOX1 和 AOX2 基因, 

有研究发现, 在异源表达木质素过氧化物酶 H2 时, 
利用 X-33 菌株的表达量明显高于使用 SMD1168 菌

株, 这可能是由于 SMD1168 菌株中 pep4 基因对异

源表达木质素过氧化物酶 H2 有负面影响[22]; (2) 甲

醇慢利用型(Muts), 如 KM71 菌株, 其中只含 AOX2

基因, 只能依赖 AOX2 产生 AOX; (3) 甲醇不利用型

(Mut2), 如 MC100-3, 其 AOX1 及 AOX2 基因均被

敲除。 
1.5.2  表达宿主菌的选择原则及改造: 从研究结果

来看, 蛋白胞内表达时, 可优先考虑用 Muts 表型, 
对于分泌表达, Mut+和 Muts 都可使用[23]。Kim 等研

究发现, 用毕赤酵母表达胞内灰盖鬼伞过氧化物酶, 

Mut+表达目的蛋白活性是 Muts 的 3 倍 [11]。另外, 
SMD1168、GS115、KM-71 等大部分酵母菌株也是

组氨酸脱氢酶缺陷型(his4), 可据此利用不含组氨酸

的培养基筛选重组子。而 SMD1163、SMD1165 和
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SMD1168 等为蛋白酶缺陷型, 因此可有效降低外源

目的蛋白的酶解[24]。但 Cregg 等认为, pep4 缺陷菌

株不如野生菌株生命力强, pep4 缺陷菌株在培养基

中生长更慢, 在平板保存时死亡更快, 转化效率也

不如野生菌株, 而且, pep4 缺陷菌株难以与其他非

pep4 菌株配对[25]。另外, 在菌株遗传改造方面, 人

工失活毕赤酵母的某些蛋白酶基因, 获得稳定的突

变体也可有效减少外源蛋白的降解 , 如毕赤酵母

YPS1 基因的失活可明显减少人血清白蛋白-睫状神

经营养因子突变体融合蛋白的降解[26]。Junjie Yang
等 近报道, 非标记遗传修饰对菌株改造具有重要

意义, 这种方法是在载体 AOX1 后引入 mazF 基因, 
形成 mazF-ZeoR 表达框, 同时两侧包含 CYC1 TT

同向重复重组位点和多克隆位点, 这样可以 Zeocin

抗性为正筛选标记, 以 mazF 基因为反筛选标记。菌

株遗传修饰时, 首先通过 Zeocin 筛选出基因改造的

菌株, 再进行甲醇诱导表达 mazF, 实现遗传标记的

再利用, 这样既可以完成菌株的遗传改造, 又不会

引入非必要遗传标记。使用此方法, 研究者成功进

行了毕赤酵母 ARG1 和 MET2 基因敲除和绿色荧光

蛋白基因的敲入及 ARG1 基因的定点突变, 终均

未引起非必要遗传标记的保留[27]。 

1.6  外源基因拷贝数 
1.6.1  外源基因拷贝数与目的蛋白表达量的相关

性: 外源基因的拷贝数是影响其能否在毕赤酵母中

高效表达的重要因素之一。表达的大部分情况下 , 

外源基因多拷贝能使多个相同基因同时得到转录与

翻译, 从而可明显提高蛋白产量[28−29], 但少部分研

究也表明, 单拷贝与多拷贝间并无明显差异, 甚至

多拷贝产量更低[30]。这可能是由于外源 mRNA 翻译

效率降低, 也可能是因为蛋白质通过内质网不能正

确折叠或者折叠效率低造成的[31]。Zhu 等用含 0、1、

3、6、12、18、29、52 个拷贝的甲醇诱导型毕赤酵

母表达猪胰岛素前体 , 发现表达量并非随拷贝数

增加而增加, 相反在 12 个拷贝时, 表达量 高, 并

且当拷贝数大于 12 个时毕赤酵母的生长率明显下

降[32]。Marx 等总结认为, 当外源蛋白进行胞外表达

时, 由于某些限制因素存在, 蛋白产量只在一定拷

贝数范围内与基因拷贝数相关 , 达到一定极限后 , 

基因丰度的增加并不能提高蛋白产量; 而在胞内表

达时, 产物在胞质中的积累不受相关限制因素影响, 

因此表达量与基因拷贝数紧密相关[33]。 

1.6.2  多拷贝转化子的构建: 多拷贝转化子可通过

菌落杂交、高抗药性筛选或多拷贝基因构建等获

得。Cregg 等认为, 通过直接构建多拷贝基因质粒, 

便于知道准确拷贝数和通过测序直接验证。而如果

直接根据 KanR、ZeoR 以及 BsdR 等抗药性基因进行

筛选, 虽然增加拷贝数能提高重组菌株抗药性, 但

筛选出的菌株拷贝数差异较大。即使筛选得到的菌

株具有高耐药性, 大部分也只含单载体拷贝, 高拷

贝的发生率只有 1%−5%, 因此 , 为了得到高拷贝 , 

需要对高耐药性的 50−100 个转化子进行拷贝数和

表达水平分析。然而通常情况下难以得到如此多的

高拷贝子, 因为从低浓度药物平板转到高浓度药物

平板后, 一般只有 0.1%−1%的转化子能够存活。不

过 近发展出了一种筛选高拷贝高表达菌株的迭代

法 筛 选 过 程 , 命 名 为 转 化 后 载 体 扩 增 (PTVA, 

Posttransformational vector amplification), 即通过逐

步 提 高 药 物 浓 度 进 行 分 析 筛 选 [25] 。 有 分 析 表 明 , 

PTVA 选择出的克隆 40%载体拷贝数增加了 3−5 倍, 

虽然该过程的分子机理尚不清楚, 但观察发现重组

菌株基因组整合载体的位置确实发生了头尾相接形

式的载体插入[34]。 

1.7  糖基化修饰 
相对于酿酒酵母, 毕赤酵母一般能产生 8−14 个

较为均一而更短的甘露糖型寡糖链, 使产物更加稳

定, 这有助于某些蛋白折叠和抗蛋白酶降解。Zhao

等利用毕赤酵母表达抗肿瘤核糖核酸酶时, 通过高

细胞密度发酵其糖基化和非糖基化产物浓度分别为

300 和 150 mg/L, 经过阳离子交换色谱法及分子筛

层析色谱法纯化, 产率分别为 56%、67%, 体外活性

分析发现, 糖基化提升了抗肿瘤核糖核酸酶的 RNA

酶活性和细胞毒素活性, 这可能是由于糖基化过程

增加了其稳定性[21]。但毕赤酵母的这种修饰功能也

可能导致某些非糖基化蛋白发生糖基化, 或使源于

哺乳动物的糖蛋白糖基化位点或类型不一致, 终

导致非均一蛋白产生, 目的蛋白生物活性丧失, 做

为药物时在机体内产生免疫反应或毒副作用。针对

这种不恰当的糖基化修饰可考虑从以下几方面解

决: (1) 将分泌表达的蛋白进行胞内表达, 这样, 蛋

白不经过分泌通路, 避免蛋白被修饰; (2) 在表达目

的蛋白之前, 分析氨基酸序列中可能存在的糖基化
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位点, 通过基因改造替换或去除糖基化位点氨基酸, 
但前提是该蛋白自身是非糖基化修饰蛋白或去除糖

基化后该蛋白的功能等不受影响, 以满足试验需求; 

Yurugi-Kobayashi 等 在 进 行 G 蛋 白 偶 联 受 体

(G-protein-coupled receptor, GPCR)生物结构研究时

发现, 通过替换 N 端糖基化位点氨基酸消除 N 端糖

基化后, 使用毕赤酵母能成功表达 N 端非糖基化功

能 GPCR, 所得产物具有更高结晶能力, 有利于形

成高质量晶体[35]; (3) 对于哺乳动物源的复合型 N-

糖基化, 可考虑对毕赤酵母菌株进行相关糖基化酶

基因改造 , 从而实现与天然蛋白一致的糖基化。

Jacobs 等对糖基化通路改造进行了深入研究, 他们

首先打断内源糖基转移酶基因(OCH1), 然后转化载

体逐步引入异源糖苷或糖基转移酶, 并将糖基化酶

与已知定位的毕赤酵母蛋白融合表达, 使糖基化酶

定位到内质网或高尔基体的特定部位, 实现外源蛋

白的连续修饰, 结果表明这种改造能够表达出复合

型 N 端糖蛋白。不过, 由于酵母中完全 O-糖基化关

闭的致死作用, 目前还未能实现 O-糖基化改造[36]。 

2  表达条件优化及放大发酵 

毕赤酵母表达外源蛋白时, 温度、pH、碳源、

溶氧等培养条件对目标蛋白的完整性及产量影响较

大, 优化培养条件可有效提高外源蛋白的表达量。

一般对碳源、氮源以及 pH 的优化主要通过响应面

法。Vellanki 等用毕赤酵母表达重组链激酶, 通过响

应面法优化营养需要种类、数量以及 pH 等, 发现与

未优化相比, 增加了 95%的表达量[37]。 

合理的碳源选择与组合有利于目标蛋白的产

生, 在表达蛋氨酸腺苷转移酶(MAT)时, Hu 等发现, 
甘油添加能够有效提高发酵液中氧饱和度 , 从而

提高氧输送率和消耗率 , 促进细胞增殖与产物积

累[38]。与甲醇单一碳源比较, 甘油与甲醇组合能加

快醇氧化酶的诱导及细胞代谢的适应[39], 而山梨醇

与甲醇做为混合碳源能够有效提高米根霉脂肪酶的

产量[40]。 

甲醇利用型毕赤酵母表达异源蛋白时可分为两

个阶段 , 首先在没有甲醇的培养基中扩大生物量 , 

而后通过甲醇诱导, 实现大量表达。甲醇的浓度对

异源蛋白表达量有一定影响, Katakura 等用毕赤酵

母表达人 β-2-糖蛋白Ⅰ, 将诱导时甲醇的浓度从

0.15%提高到 1.0%, 发现显著提高了目的蛋白的表

达量[41]。但是, 也有研究表明, 过高的甲醇浓度可

能对毕赤酵母的生长造成不利影响, 反而降低异源

蛋白的表达量[42−43]。因此, 适的甲醇浓度需要根

据不同的异源蛋白而进行确定。要想探讨出甲醇诱

导的 佳方案, 有赖于甲醇残留量的实时监控及甲

醇流加技术的发展和甲醇利用分子机理的深入研

究。Damasceno 等在表达 A33scFv 时, 采取闭环甲

醇控制方式, 通过对甲醇进行实时监测和添加, 能

够较好的维持体系中的甲醇浓度, 从而实现蛋白的

恒定高效表达, 这种监控方式对于甲醇诱导型毕赤

酵母高水平表达具有重要意义[44]。 近, Yano 等阐

明了毕赤酵母中转录子 Yap1 调控的谷胱甘肽氧化

还原系统在甲醇代谢中消除甲醛和活性氧的分子机

理。当毕赤酵母在以甲醇为碳源的培养基中生长时, 
醇氧化酶(AOX)将甲醇氧化为甲醛和过氧化氢, 在

氧化应激下, 转录子 Yap1 从胞质迅速转移到胞内, 

上调谷胱甘肽还原酶 1 (Glr1)的表达, Glr1 将氧化型

谷 胱 甘 肽 (GSSG) 还 原 为 还 原 型 谷 胱 甘 肽 (GSH), 

GSH 与相关酶共同作用 终实现甲醛和过氧化氢解

毒功能, 使毕赤酵母正常生长[45]。通过该机理的了

解及相关研究的深入, 可以考虑检测甲醇诱导的不

同 时 间 和 浓 度 下 转 录 子 对 Glr1 的 上 调 程 度 及

GSH/GSSG 的变化, 进一步分析细胞的解毒能力与

目的蛋白产量之间的关系, 以实现从分子水平上获

得甲醇诱导调控的 佳方案。 

巴 斯 德 毕 赤 酵 母 可 忍 耐 较 宽 的 pH 范 围

(pH 3.0−7.0), 因此调节溶液 pH 值可抑制蛋白水解

酶活性, 防止目的蛋白降解, 提高产量[46]。不同蛋

白表达需要不同的 适 pH, 表达鼠免疫因子与人血

清白蛋白的 适 pH 为 6.0[47], 而 ILGF-I 适 pH 为

3.0[48]。因此, 外源蛋白表达 适 pH 需根据蛋白性

质由试验结果确定。 

许多研究表明, 低温也可有效提高目的蛋白产

量及活性, 因为在更高温度条件下, 重组蛋白可能

稳定性较差, 细胞也更易死亡和释放蛋白酶导致外

源蛋白降解。Li 等在毕赤酵母中表达鲱鱼的抗冻蛋

白时将温度从 30°C 降低到 23°C, 产量从 5.3 mg/L

提高到了 18.0 mg/L, 并且减少了错误折叠的积

累 [49]。而在毕赤酵母中表达乙酰胆碱酯酶时, 当培

养温度从 30°C 降到 15°C 时, 活性蛋白产量增加了
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32.8 倍[50]。 
某些蛋白表达中, 在培养基中加入特定的酶抑

制剂或特定的生长因子也可提高表达量。加入适量

的富含氨基酸的补充物 (如酵母提取物和蛋白胨), 

可能起到替代或竞争蛋白酶底物的作用, 从而提高

蛋白稳定性, 另外在培养基中加入铵离子, 在某种

程度上可以降低蛋白质的水解作用, 从而提高蛋白

表达水平。总之, 通过调节一种或综合调节多种表

达条件有助于得到高产生物活性蛋白。条件优化可

通过简单的单因素试验或响应面分析等进行。此外, 
目的蛋白在进行发酵罐生产时表达水平往往高于摇

瓶试验, 如 Yao 等研究发现, 毕赤酵母表达重组猪

胰岛素前体时, 使用 15 L 发酵罐生产时, 表达产量

达到 1.69 g/L, 是摇瓶试验的 17 倍之多[51], 可能是

因为发酵灌通气更理想, 有利于菌体的高密度生长

及表达。 

3  重组菌株及目的蛋白的检测分析 

虽然部分蛋白在毕赤酵母中产量能够达到克

级, 但这些蛋白分子量通常较大, 大部分低分子量

蛋白在毕赤酵母中表达量通常为毫克级, 因此在

初的表达检测试验中, 某些蛋白很难在 SDS-PAGE
胶上显现出对应条带, 此时, 应该根据目的蛋白作

用条件和自身特性使用某些灵敏度更高的检测手

段, 如根据目的蛋白酶活性、自身抗原特性、抗原

标签及抗菌活性等特性进行检测。目前, 便捷的

方法是直接在平板上进行外源蛋白活性检测。通过

菌落影印或其他手段将转化子转移到检测平板上 , 

可一次性粗略检测 100−1000 个转化子。平板活性试

验显示, 在进行植酸酶分泌表达时, 琼脂板上转化

子表达的植酸酶能分解植酸盐, 导致相应转化子附

近形成了大小不同的清晰区域 ,  而在胞内表达细

菌 β-内酰胺酶时, 可明显观察到典型的黄色菌落从

粉红色变成了紫色, 紫色强度可以大致反应产生的

酶量。根据目的蛋白的抗原标签或自身抗原特性 , 

选择高质量的单克隆或多克隆抗体, 可进行酵母菌

落印记(Yeastern blot)检测目的蛋白。 

4  展望 

在进行外源蛋白表达时, 毕赤酵母因兼具大肠

杆菌与真核细胞优点, 受到许多研究者青睐, 但不

同蛋白表达结果差异较大。为提高目的蛋白产量及

活性, 需进行目标基因、载体及菌株等遗传设计与

改造, 同时需对温度、pH、培养基组成等表达条件

进行优化。 

从长远来看, 在毕赤酵母工程菌研究方面, 作

者认为以下两方面的研究工作具有重要意义: 使用

现在的成熟分子生物学技术高效表达具有广泛应用

价值的目的蛋白, 终使该蛋白的使用成本大幅度

降低, 促进该蛋白的广泛应用, 有效解决生物制药、

食品工业、畜牧业中的技术和成本问题; 另外, 利用

新的生物学技术对毕赤酵母及其表达载体进行遗

传改造, 缺失、改造、增加某些基因功能, 并加深遗

传机制了解或研究, 使毕赤酵母成功表达复杂结构

的活性蛋白, 这将极大地促进蛋白的结构、功能研

究。比如怎样在毕赤酵母中表达具有正确结构和功

能的疏水膜蛋白, 许多问题还有待进一步探索和研

究。基因整合过程也有待进一步明确, 因为在与相

关研究者交流时发现即使已验证目的基因整合到酵

母基因组中 , 但仍然只有部分菌株才能实现表达 , 

本实验室在设计表达分泌细菌素时, 目的基因虽已

被验证整合至基因组, 但在胞外胞内均未检测到目

的活性蛋白, 其原因正在进行研究。对于甲醇诱导

型表达, 有些研究者发现需要 8 d 甚至更长时间才

能检测到目的蛋白, 为何需较长时间诱导, 其机理

也值得探索, 发酵液中甲醇含量监测及添加速度也

需进一步优化和完善。 
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