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摘  要：【背景】以酵母为宿主生产的蛋白往往发生过糖基化，形成高甘露糖型的 N-糖基化。高

甘露糖型的结构易在人体中引起免疫反应，这是酵母不能用于绝大部分糖蛋白药物生产的主要限

制因素。因此，构建表达人源糖基化糖蛋白的酵母底盘细胞将为糖蛋白药物的生产提供强有力的

工具。库德里阿兹威氏毕赤酵母(Pichia kudriavzevii)具有极强的抗逆性且生长迅速，是一种近年来

备受关注的非典型性酵母，对其进行糖基化途径的改造将具有巨大的应用前景。【目的】对酵母     
N-糖基化途径的改造，首先要使其 N-糖基化转变为 Man5GlcNAc2核心结构，本研究对 P. kudriavzevii
的 och1 基因进行敲除并引入源自曲霉的 msdS 基因，以改变其分泌糖蛋白 N-糖链的糖型结构。【方

法】通过基因编辑对 P. kudriavzevii 的 N-糖基化途径进行改造，获得 P. kudriavzevii Δura3Δoch1::msdS
菌株，分析 P. kudriavzevii Δura3Δoch1::msdS 菌株分泌糖蛋白上 N-糖组的变化。【结果】与野生

型 P. kudriavzevii 相比，P. kudriavzevii Δura3Δoch1::msdS 菌株分泌糖蛋白上的 N-糖链中可检测到

Man5GlcNAc2 型糖链结构。【结论】通过敲除 och1 基因和引入曲霉 msdS 基因，可使 P. kudriavzevii
合成 Man5GlcNAc2 糖链结构，为后续糖基化途径的改造奠定了基础。 
关键词：Pichia kudriavzevii；CRISPR-Cas9 基因编辑；N-链寡糖；底盘细胞  
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Abstract: [Background] Proteins produced by yeast usually undergo hyper glycosylation and 
form high mannose-type N-glycans, which can induce immune reactions in humans. As a result, 
the use of yeast is limited in the production of glycoprotein in drugs. Modifying the 
glycosylation pathway in yeast is a feasible approach for the production of glycoproteins used in 
drugs. Pichia kudriavzevii, a non-typical yeast species with strong stress resistance and rapid 
growth, has attracted much attention in recent years. By humanized glycosylation, P. kudriavzevii 
will serve as a cell factory to produce glycoproteins. [Objective] To obtain Man5GlcNAc2, the 
core structure of human N-glycan, is the key step to modify the glycosylation pathway in yeast. 
To achieve this goal, we deleted och1 of P. kudriavzevii and introduced msdS of Aspergillus into 
P. kudriavzevii. [Methods] The CRISPR-Cas9 system was employed to modify the 
N-glycosylation pathway of P. kudriavzevii, and the modified strain Δura3Δoch1::msdS was 
obtained. Furthermore, the N-glycocome of the glycoproteins secreted by Δura3Δoch1::msdS 
was analyzed. [Results] The N-linked Man5GlcNAc2 was detected on the glycoproteins secreted 
by Δura3Δoch1::msdS. [Conclusion] After the deletion of och1 and the introduction of msdS 
from Aspergillus, P. kudriavzevii cells can secrete the proteins with N-linked Man5GlcNAc2, 
which underpins the further humanized glycosylation in P. kudriavzevii. 
Keywords: Pichia kudriavzevii; CRISPR-Cas9 system; N-glycan; chassis cell 
 

酵母表达系统作为一种近年来快速发展的

真核表达系统，能对自身分泌的蛋白进行糖基

化修饰，并且具有发酵周期短、培养成本低、

遗传操作简单和分泌的内源蛋白少等特点，被

认为是最佳的糖蛋白表达工具。酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)和毕赤酵母 (Pichia 
pastoris)是常用于生产重组蛋白的酵母宿主菌，

其中，酿酒酵母作为宿主已经被广泛应用于像

人胰高血糖素样肽、重组凝血因子、人乳头瘤

病毒疫苗和尿酸氧化酶等多种治疗性蛋白产品

的工业化生产[1]。尽管酵母细胞表达系统能够

对表达的蛋白进行糖基化修饰，但其高甘露糖

型 N-糖链不仅改变了糖蛋白的药物代谢动力

学，导致糖蛋白药物的半衰期缩短[2]，还具有

免疫原性 [3]，限制了其在药物蛋白生产中的应

用。因此，对酵母细胞进行 N-糖基化的人源化

改造是推动酵母底盘细胞广泛应用于糖蛋白生

产的关键[4]。 
对酵母细胞糖基化途径的改造早期主要在

酿酒酵母中进行，通过一系列改造将其糖蛋白

上的糖链变为更接近人源的 N-糖链核心结构

Man5GlcNAc2
[5]。然而糖基化途径的改造也给酿

酒酵母细胞带来了巨大的负面影响，包括细胞

壁完整性缺陷、细胞生长缺陷及蛋白产量下降
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等[6]。与酿酒酵母相比，毕赤酵母的甘露糖基

化程度远不如酿酒酵母，阻断毕赤酵母高甘露

糖型的合成也未影响细胞的正常生长[7]，因此

后期的酵母糖基化途径改造主要在毕赤酵母中

进行。已经改造出的毕赤酵母底盘细胞能稳定

产生 Man5GlcNAc2 结构的糖蛋白[8-9]。截至目

前，部分人源糖基化的酵母底盘细胞已在商业

上得到应用，如 BioGrammatics 公司和 Research 
Corporation Technologies (RCT)公司合作开发

的毕赤酵母底盘细胞 [10-11] 以及默克子公司

GlycoFi 研发的毕赤酵母底盘细胞[12]，主要用于

小鼠粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子、小鼠白介

素-22、转铁蛋白、干扰素 β、促红细胞生长素

(erythropoietin, EPO)和 IgG 的生产。尽管以毕

赤酵母为底盘细胞的人源化改造已经有了很大

进展，但这些改造仅限于常规的毕赤酵母且受

专利保护，因此，研发新的酵母人源化糖蛋白

表达底盘细胞具有重要的现实意义。 
α-1,6-甘露糖转移酶 Och1 是酵母形成高甘

露糖基化的第一步和最关键的酶，其作用是在

高尔基体 Man8GlcNAc2的 N-糖链上添加一个甘

露糖残基而形成 Man9GlcNAc2 结构，随后在其

他甘露糖转移酶的催化下继续添加甘露糖残

基，最终形成高甘露糖型的 N-糖链结构[3,13]。

因此对酵母进行糖基人源化改造，首先要敲除

och1 基因以阻断库德里阿兹威氏毕赤酵母(Pichia 
kudriavzevii)形成高甘露糖型糖基化的第一步[5-13]。

与酵母不同，丝状真菌烟曲霉的分泌蛋白上 N-糖
链结构为 Man6GlcNAc2，与哺乳动物糖蛋白 N-糖
链核心结构相同。该 N-糖链结构产生由 msdS 基

因编码的高尔基体 α-1,2-甘露糖苷酶负责，可将

进入高尔基体的糖蛋白上 N-糖链 Man8GlcNAc2

加工为 Man5-6GlcNAc2
[14]。 

P. kudriavzevii 在自然界中广泛分布，常发

现于各种天然发酵的果实和土壤中，这些生态

位存在各种环境压力：低氧、低 pH 值、高温

和高乙醇浓度等[15]。因此，P. kudriavzevii 有着

天然的生理代谢优势。P. kudriavzevii LC375240
菌株有着很好的耐热性，能够在 37 ℃甚至在

42 ℃培养条件下仍旧保持良好的生长状态，同

时该菌株也表现出对多种胁迫强烈的耐受性，

如乙酸、糠醛、甲酸和 H2O2 等，有成为工业底

盘细胞的潜力[16]。本研究通过基因编辑技术对

P. kudriavzevii 的糖基化途径进行改造，以期获

得哺乳动物 N-糖链的起始结构。 

1  材料与方法 
1.1  菌株与生长条件 

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 购于北京

金沙生物科技有限公司；P. kudriavzevii LC375240
菌株为本实验室分离；P. kudriavzevii Δura3 菌

株和 pk-Cas9 基因编辑质粒为本实验室构建。大

肠杆菌 DH5α 在 LB 培养基(胰蛋白胨 10.0 g/L，

酵母提取物 5.0 g/L，氯化钠 10.0 g/L)中 37 ℃培

养；P. kudriavzevii 在 YPD (yeast extract peptone 
dextrose)培养基(胰蛋白胨 20.0 g/L，酵母提取

物 10.0 g/L，葡萄糖 20.0 g/L)中 30 ℃培养。以

上培养基配制成固体培养基需加入 20 g/L 琼脂

粉。配制完成后 121 ℃灭菌 20 min。葡萄糖与其

他培养基成分需分开灭菌，葡萄糖灭菌条件为

115 ℃ 15 min。SD (synthetic drop-out)平板的配

制：称取 26.7 g Minimal SD Base 溶于 1 L 去离

子水，然后于灭菌锅中 115 ℃灭菌 20 min，待

培养基温度降至 55 ℃时制作平板。 

1.2  主要试剂和仪器 
胰蛋白胨和酵母提取物，安琪酵母股份有

限公司；氯化钠和葡萄糖，国药集团化学试剂

有限公司；D-山梨醇，北京索莱宝科技有限公

司；无水乙酸锂，上海麦克林生化科技有限公

司；二硫苏糖醇(dithiothreitol, DTT)，军科弘创
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(北京)生物技术有限公司；Minimal SD Base，
北京酷来搏科技有限公司；KOD FX DNA 
Polymerase，东洋纺(上海)生物科技有限公司；

AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒，Axygen 公司；

同源重组试剂盒，南京诺唯赞生物科技股份有

限公司；质粒小提试剂盒，天根生化科技(北京)
有限公司；限制性内切酶 Dpn Ⅰ， Thermo 
Scientific 公司；酵母总 RNA 快速提取试剂盒，

北京庄盟国际生物基因科技有限公司；FastKing 
cDNA 第一链合成试剂盒，天根生化科技(北京)
有限公司；KAPA SYBR® FAST qPCR 试剂盒，

KAPA Biosystems 公司。基因扩增仪，杭州朗基

科学仪器有限公司；FiveEasy Plus pH 计，梅特

勒-托利多仪器(上海)有限公司；可见分光光度

计、真空离心浓缩干燥机、超低温保存冰箱，

赛默飞世尔科技(中国)有限公司；基质辅助激光

解吸电离飞行时间串联质谱仪，AB SCIEX 公

司；电转仪、实时荧光定量 PCR 仪，Bio-Rad
公司。 

1.3  α-1,6-甘露糖转移酶序列检索 
在 NCBI 网站上查找酿酒酵母(S. cerevisiae)

与巴斯德毕赤酵母(P. pastoris)的 α-1,6-甘露糖

转移酶 Och1 的氨基酸序列，并在 P. kudriavzevii 
LC375240 菌株中找到相似的氨基酸序列与模式

酵母序列进行比对。 

1.4  CRISPR-Cas9 基因编辑质粒的构建 
1.4.1  gRNA 的设计 

利用 CRISPR 在线设计网站(http://chopchop. 
cbu.uib.no/)设计 P. kudriavzevii 靶标基因(och1)
的 gRNA 靶向序列(20 bp)，在得到的序列中根

据实际条件选择最合适的 gRNA 靶向序列。 
1.4.2  线性化载体的制备 

设计引物 Line-Fw (5′-CATTCAAATATGTA 
TCCGCTC-3′)和 Line-Rv (5′-GTCTACTGTAAT 
ACAATCCC-3′)，以 pk-Cas9 质粒为模板，利用

反向 PCR 技术对 pk-Cas9 载体进行线性化。PCR
反应体系(50 μL)：2×KOD buffer 25 μL，dNTPs 
(2 mmol/L) 10 μL，正向引物(10 μmol/L) 1.5 μL，

反向引物(10 μmol/L) 1.5 μL，DNA 模板(160 ng/µL) 
1 μL，KOD polymerase (1 U/μL) 1 μL，ddH2O  
10 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 3 min；98 ℃ 10 s，
60 ℃ 30 s，68 ℃ 9 min，共 35 次循环；68 ℃ 5 min。
使用限制性内切酶 Dpn Ⅰ对线性化 DNA 纯化产

物进行酶切。 
1.4.3  gRNA 靶向序列的更换 

设计引物 P1 (5′-CAGTGGCGACACACTA 
TG-3′)和 P2 (5′-TGAGCACTTACAATGCACGT 
GTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3′)以及 P3 (5′-AC 
GTGCATTGTAAGTGCTCATGCATAAGACAGG 
GTTCG-3′)和 P4 (5′-ACGTTCTTCGGGGCGAA 
A-3′)，以 pk-Cas9 质粒为模板扩增目标片段。

以 P1、P4 为引物利用重叠 PCR 技术更换 gRNA
靶向序列。PCR 反应体系(50 μL)：2×KOD buffer 
25 μL，dNTPs (2 mmol/L) 10 μL，正向引物   
(10 μmol/L) 1.5 μL，反向引物(10 μmol/L) 1.5 μL，

DNA 模板(160 ng/µL) 1 μL，KOD polymerase  
(1 U/μL) 1 μL，ddH2O 10 μL。PCR 反应条件：

94 ℃ 3 min；98 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，68 ℃ 1 min，
共 35 次循环；68 ℃ 5 min。PCR 产物进行 1%
琼脂糖凝胶电泳，在成像仪中查看电泳结果并

切取目标条带，用凝胶回收试剂盒进行 DNA 纯

化回收。 
1.4.4  och1 基因编辑质粒的构建 

将扩增得到的目的基因与线性化载体进行

体外同源重组，采用热激转化的方法转化至大

肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，对转化子进行菌

落 PCR 验证。PCR 反应体系(10 μL)：2×Taq Plus 
Master Mix 5 μL，正向引物(10 μmol/L) 0.4 μL，

反向引物(10 μmol/L) 0.4 μL，ddH2O 4.2 μL。

PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 15 s，55 ℃ 
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15 s，72 ℃ 1 min，共 35 次循环；72 ℃ 5 min。
然后提取阳性转化子的质粒进行测序，测序正

确的质粒即为 och1 基因编辑质粒，于−20 ℃
保存。 

1.5  酵母感受态的制备及电转化 
挑取 P. kudriavzevii 单菌落于 5 mL YPD 培

养基中，30 ℃、200 r/min 培养过夜。将培养过

夜的菌液按 1%的接种量接种于 50 mL YPD 培

养基中，30 ℃、200 r/min 扩大培养。待扩大培

养的酵母菌液 OD600 为 1.3‒1.5 时，将菌液置于

50 mL 离心管中，4 ℃、5 000×g 离心 5 min 后

弃上清；沉淀的菌体用 50 mL 无菌 ddH2O 洗   
2 次，加入 20 mL 预处理液(100 mmol/L 乙酸锂，

10 mmol/L DTT，0.6 mol/L 山梨醇，10 mmol/L 
Tris-HCl，pH 7.5)，30 ℃、100 r/min 培养 30 min
后，4 ℃、5 000×g 离心 5 min 后弃上清；用 20 mL
山梨醇(1 mol/L)洗 2 次；最后用 200 μL 山梨醇

(1 mol/L)重悬。将 80 μL 的酵母感受态与 500 ng 
pk-Cas9-och1 质粒、1 μg 的供体 DNA 混匀，加

入预冷 2 mm 电击杯中，冰浴 5 min 后，电击转

化(2.5 kV, 5 ms, 25 μF)，电击后立即加入 1 mL
山梨醇和 1 mL YPD，30 ℃复苏 2 h，最后取  
200 μL 涂布于 SD 平板上于 30 ℃培养。 
1.6  Pichia kudriavzevii Δura3Δoch1::msdS
菌株的筛选 

待 SD 平板长出转化子后进行 PCR 验证，挑

取单菌落转化子溶于 10 μL 20 mmol/L NaOH 溶

液中，98 ℃反应 40 min 释放基因组 DNA，吸取

1 μL上清作为 PCR模板，以野生型P. kudriavzevii
基因组作为对照。设计引物 F (5′-TCAGGGAG 
GAAAACACGAAAC-3′)和 R (5′-TTGAGTCGT 
CTAGCACAAAC-3′)，以基因组 DNA 为模板，

使用 Taq 酶进行扩增。PCR 反应体系(50 μL)：
2×Taq Plus Master Mix 25 μL，正、反向引物  
(10 μmol/L)各 2 μL，模板 DNA (80 ng/μL) 1 μL，

ddH2O 20 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 6 min；95 ℃ 
15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 2 min，共 35 次循环；

72 ℃ 5 min。PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电

泳，在成像仪中查看电泳结果。 

1.7  RT-qPCR 检测 msdS 基因的表达量 
酵母 RNA 的提取按照酵母总 RNA 快速提

取试剂盒的操作说明书进行，总 RNA 的浓度与

纯度使用 NanoDrop 超微量分光光度计测定浓

度及 A260/A280， cDNA 的合成使用 FastKing 
cDNA 第一链合成试剂盒将 RNA 逆转录成

cDNA。逆转录反应体系：总 RNA (500 ng/μL)  
2 μL，5×gDNA buffer 2 μL，加 RNase-Free ddH2O
至 10 μL，混匀后在 42 ℃反应 3 min 去除基因

组 DNA，在 10 μL 反应液中加 2 μL 10×King RT 
buffer，1 μL FastKing RT Enzyme Mix，2 μL 
FQ-RT Primer Mix，加RNase-Free ddH2O至20 μL，
混匀后 42 ℃孵育 15 min，95 ℃孵育 3 min，反

应结束后于−20 ℃储存。以肌动蛋白基因(act1)
为内参基因(引物 act1-F：5′-GGTAGACCAAG 
ACATCAAGG-3′；引物 act1-R：5′-CCATATCAT 
CCCAGTTGGTG-3′)。设计引物 msds-F (5′-GCA 
TTTACCCTCTTTGTCCG-3′)和 msds-R (5′-CAT 
ATACCCATCCCAGGCATG-3′)，以 cDNA 为模

板，用 KAPA SYBR® FAST qPCR 试剂盒在实时

荧光定量 PCR 仪上进行反应。反应体系：cDNA
模板(1 μg/μL) 1 μL，正、反向引物(10 μmol/L)
各 0.4 μL，2×KAPA SYBR FAST qPCR Master 
Mix 10 μL，50×ROX High 0.4 μL，加 ddH2O 至

20 μL。反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 3 s，60 ℃ 
30 s，共 40 次循环；循环结束后从 65 ℃缓慢

升温至 95 ℃，每 5 s 升温 0.5 ℃，采集荧光信

号。采用 ΔΔCt 法分析数据。计算公式：ΔΔCt= 
(Ct目的基因Mutant‒Ct内参基因Mutant)‒(Ct目的基因WT‒Ct内参基因WT)，
2−ΔΔCt 表示突变株中目的基因的转录水平相较

于野生型中目的基因的变化倍数[17]。 
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1.8  酵母分泌蛋白的提取 
将 YPD 平板上生长的单菌落接种到 5 mL 

YPD 液体培养基中，30 ℃、200 r/min 培养过夜

制成种子液。将种子液扩大培养接种至 100 mL 
YPD 培养基中，接种量为 1%，30 ℃、200 r/min
养 4 d。将培养 4 d 的发酵液于 6 000 r/min 离心

20 min，分离上清与沉淀，上清即为P. kudriavzevii
分泌蛋白。取适量的分泌蛋白加入三氯乙酸

(trichloroacetic acid, TCA)至终浓度为 20%，充

分混匀以沉淀蛋白，8 000 r/min 离心 15 min，
弃上清。沉淀用 100%丙酮重悬，12 000 r/min
离心 5 min，弃上清，重复该步骤 2 次以去除游

离寡糖。将沉淀用 50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)
溶解。 

1.9  N-糖链的解析 
采用 PNGase F 特异酶切 N-糖链的方法进

行解析，10 μg 酵母分泌蛋白中，加入 1 μL 的

10×糖蛋白变性缓冲液(含0.5% SDS和40 mmol/L 
DTT)，置于 100 ℃金属浴中反应 10 min 使其变

性。待反应体系的温度降至室温后，再加入 1% 
NP-40 的 1×反应缓冲液(pH 7.5 的 50 mmol/L 磷

酸钠)和 1 μL PNGase F (50 U/μL)酶液，于 37 ℃
恒温培养箱中反应 60 min。酶切结束后，75 ℃
金属浴反应 10 min，使酶热失活。然后将整个

反应体系于 4 ℃、12 000×g 离心 10 min，将上

清部分置于 Ep管中并加入 3倍体积的无水乙醇

在 4 ℃条件下过夜。将过夜反应的体系于 4 ℃、

12 000×g 离心 10 min，取出上清部分于真空离

心浓缩干燥机中旋干。加入超纯水溶解旋干的

N-糖链，通过 SupelcleanTM ENVI-CarbTM 预装柱

纯化 N-链寡糖，具体步骤如下：用 3 倍柱体积

的 80%乙腈(acetonitrile, ACN) [含 0.1%三氟乙酸

(trifluoroacetic acid, TFA)溶液]和 3倍柱体积的超

纯水活化预装碳柱；将超纯水复溶的 N-糖链反

应体系转移至预装碳柱内，使其在不受外力的

作用下自然流出；用 3 倍柱体积的超纯水冲洗

预装碳柱；分别用 1.5 mL 20% ACN (含 0.1% TFA
溶液)和 40% ACN (含 0.1% TFA 溶液)对预装碳

柱中结合的 N-链寡糖进行洗脱。将收集得到的

洗脱液于真空离心浓缩干燥机中旋干[18]。 
将旋干的样品用 10 μL ddH2O 复溶，取 1 μL

点样在靶板上，待其完全干燥后，加入 1 μL 基质

2,5-二羟基苯甲酸(2,5-dihydroxybenzoic acid, DHB)
溶液(6 mg DHB 溶于 70% ACN，含 1 mmol/L 
NaCl)覆盖样品，再次干燥后，可用于基质辅助

激光离子化飞行时间质谱(matrix assisted laser 
ionization time of flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF-MS)检测。同时，将马心肌肌红蛋

白的胰蛋白酶酶解肽段与 α-氰基-4-羟基肉桂酸

(α-cyano-4-hydroxy cinnamic acid, HCCA)混合

后，取出 1 μL 点样于靶板上作为标准肽校正溶

液。以标准肽进行校正，使仪器的准确度达到

0.1 Da。检测模式选择正离子模式，加速电压设

置为 20 kV，扫描范围为 m/z=1 000‒2 500，激

光能量为 6 000。所得到的 N-糖链一级质谱图

通过 GlycoWorkbench 进行分析[18]。 

2  结果与分析 
2.1  α-1,6-甘露糖转移酶序列比对分析 

在 NCBI 检索到 S. cerevisiae 与 P. pastoris
的 α-1,6-甘露糖转移酶 Och1 的氨基酸序列，其

序列号分别是 NP_011477.1 和 ANZ74831.1。如

图 1 所示，P. kudriavzevii LC375240 菌株的

α-1,6-甘露糖转移酶 Och1 的氨基酸序列与    
S. cerevisiae 和 P. pastoris 的相似度都为 44.3%，

说明 P. kudriavzevii LC375240 菌株的 α-1,6-甘
露糖转移酶 Och1 与模式酵母之间存在高度的

保守性，其功能也可能相同或者非常相似。 

2.2  och1 基因敲除与 msdS 基因引入 
为 获 得 表 达 人 源 核 心 N- 糖 链 结 构 的     
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P. kudriavzevii 细胞，我们采取敲除 och1 基因

的同时引入曲霉 msdS 基因的策略。以 pk-Cas9
质粒为模板，利用反向 PCR 技术将载体线性化，

线性化载体片段大小为 9 822 bp (图 2A)；利用

重叠 PCR 技术更换 gRNA 靶向序列，目标条带

大小为 1 020 bp (图 2B)。 
将构建好的基因编辑质粒 pk-Cas9-och1 与

供体 DNA电转入 P. kudriavzevii感受态细胞中，

在 SD 基本培养基平板上进行筛选，待平板长

出转化子后，提取基因组 DNA 进行 PCR 鉴定。

其中未敲除 och1 基因且未引入 msdS 基因的条带

大小为 1 718 bp，与对照组条带相同。敲除 och1
基因且引入 msdS 基因的条带大小为 2 000 bp。
经过大量的筛选，发现 4 号转化子为目标纯合

子突变株(图 2C)。 

2.3  msdS 基因转录分析 
分别以P. kudriavzevii Δura3和Δura3Δoch1:: 

msdS 菌株的 cDNA 为模板进行 RT-qPCR 分析。 
 

 
 
图 1  不同酵母来源 α-1,6-甘露糖转移酶的序列比对 
Figure 1  Sequence alignment of α-1,6-mannosyltransferase from different yeasts. 
 

 
 
图 2  线性化载体(A)、重叠 PCR (B)和 ura3 基因敲除株(C)的 PCR 扩增结果 
Figure 2  PCR results of linearized vector (A), overlap PCR (B) and ura3 mutant strains (C). M: DNA 
Marker; 1‒20: Transformants; 21‒23: Control. 
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以 P. kudriavzevii 中的 och1 基因作为对照，定

量检测引入 msdS 基因在转录水平的表达量，

RT-qPCR 结果如图 3 所示。以 act1作为内参基因，

未经密码子优化的 msdS 基因在转录水平的表达

量仅为野生型中 och1 基因表达量的 1/6 (图 3A)。
经宿主密码子优化后的 msdS 基因在转录水平

的表达量是野生型中 och1 基因表达量的 3.5 倍

(图 3B)。说明经宿主密码子优化的 msdS 基因可

在 Δura3Δoch1::msdS 菌株中有较高水平的表达。 

2.4  基因编辑后菌株 N-糖链的变化 
为检测P. kudriavzevii Δura3和Δura3Δoch1:: 

msdS 菌株分泌蛋白上的 N-糖链结构，收集菌株

培养上清液中的分泌蛋白，经 PNGase F 酶特异

释放分泌蛋白上 N-糖链后，对释放的 N-糖链进

行 MADLI-TOF-MS 质谱分析。如图 4A 所示，

野生型 P. kudriavzevii 分泌糖蛋白中存在 3 种

N-糖链类型，分别为 m/z 1 597.798 [M+K]+、m/z 

1 744.871 [M+Na]+和 m/z 1 905.928 [M+Na]+，它们

对应的结构依次是 Man7GlcNAc2、Man8GlcNAc2

和Man9GlcNAc2。与野生株相比，Δura3Δoch1::msdS
菌株分泌蛋白的 N-糖链未发现上述 N-糖链类

型，而是出现了 m/z 1 257.607 [M+Na]+的峰，

对应于 Man5GlcNAc2 N-糖链结构(图 4B)。 
为了进一步确认 Man5GlcNAc2 的糖链结构

的正确性，采用 MALDI-TOF-MS/MS 对 m/z   
1 257.607 [M+Na]+的组分进行二级解析。母离子

m/z 1 257.607 的二级谱图中(图 5)，可以看到该

母离子产生的主要碎片峰都可以进行归属，进一

步确定了该分子量的结构类型为 Man5GlcNAc2，

说明 P. kudriavzevii Δura3Δoch1::msdS 可形成

哺乳动物细胞的 N-糖链核心结构 Man5GlcNAc2。

表明改造后的 P. kudriavzevii Δura3Δoch1::msdS
菌株形成了哺乳动物细胞的 N-糖链核心结构

Man5GlcNAc2。 

 

 
 
图 3  目标基因 RT-qPCR 分析   A：未经宿主密码子优化. B：经宿主密码子优化 
Figure 3  RT-qPCR analysis of the target gene. **: P<0.05. A: Not optimized by the host codon. B: 
Optimized by the host codon. 
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图 4  野生型 Pichia kudriavzevii (A)和基因编辑后菌株(B)的 N-糖链 MALDI-TOF-MS 分析 
Figure 4  MALDI-TOF-MS analysis of N-glycans from Pichia kudriavzevii wild-type (A) and Δura3Δoch1::msdS 
strain (B). 
 
3  讨论与结论 

在真核细胞中 N-糖基化都起始于内质网，

其异质性出现在高尔基体内的后续加工过程

中，在不同真核生物细胞中可产生不同的 N-糖

链结构。内质网中的 N-糖基化修饰在所有真核

细胞中都是高度保守的，首先合成由葡萄糖、

甘露糖、N-乙酰葡萄糖胺与磷酸多萜醇构成的

脂多糖前体 Glc3Man9GlcNAc2，该前体被转移

至新生肽链 Asn-X-Ser/Thr 序列的天冬酰胺残

基上。随后在葡萄糖苷酶Ⅰ和Ⅱ的作用下切除 3 个

葡萄糖残基，再被内质网甘露糖苷酶Ⅰ切除一个 

 

甘露糖，形成 Man8GlcNAc2 结构[4]。在酵母中，

携带 Man8GlcNAc2 糖链的蛋白被转运到高尔基

体中以后，会在 α-1,6-甘露糖基转移酶 Och1 的

催化下，在 α-1,3-甘露糖分支末端添加一个甘露

糖，随后再由其他的甘露糖转移酶催化，继续

添加甘露糖，最终形成高甘露糖型的 N-糖链结

构[13]。然而在哺乳动物细胞中，N-糖链会在高尔

基体中被甘露糖苷酶加工成 Man3-5GlcNAc2-Asn
的核心结构，然后在核心结构上添加 GlcNAc、
Gal、NeuAc 和 Fuc 残基形成复杂型或杂合型

N-糖链。因此要对酵母细胞的糖基化途径进行

人源化改造，首先需要阻断其 N-糖链中甘露糖 
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图 5  m/z 1 257.607 [M+Na]+质谱峰的 MALDI-TOF-MS/MS 分析 
Figure 5  MALDI-TOF-MS/MS analysis of the m/z 1 257.607 [M+Na]+ peak from Pichia kudriavzevii 
Δura3Δoch1::msdS strain. 
 
残基在高尔基体中的继续添加，为此需要阻断

高甘露糖型 N-糖链合成起始的过程，即敲除

负责延伸反应的第一个甘露糖基转移酶基因

och1。 
我们前期的研究表明，烟曲霉 msdS 基因编

码一个高尔基体 α-甘露糖苷酶 I，可将 N-糖链

的 Man8GlcNAc2 结构加工为 Man5GlcNAc2
[14]。

我们最近的研究显示，将该基因转入里氏木霉

后可将里氏木霉分泌糖蛋白上的 N-糖链由出发

株的 Man8GlcNAc2 加工为 Man6GlcNAc2，能促

进纤维素酶的分泌，并且细胞壁完整性未受影

响[19]。因此，我们在本研究中尝试用烟曲霉    
α-甘露糖苷酶 I 基因 msdS 对 P. kudriavzevii 的
糖基化途径进行改造。在 P. kudriavzevii Δura3
菌株中敲除 och1 基因的同时引入了 msdS 基因。

转录分析显示 msdS 基因在 Δura3Δoch1::msdS
菌株中高表达，未能证明 Δura3Δoch1::msdS 菌

株表达了 MsdS 蛋白。我们曾经用在大肠杆菌

中表达的 MsdS 蛋白制备抗体，但遗憾的是未

能获得可用于 Western blotting 的特异性抗体[19]。

即便如此，对 Δura3Δoch1::msdS 菌株分泌糖蛋

白上的 N-糖链进行 MALDI-TOF-MS 分析证明，

其 N-糖链结构从野生型的 Man7-9GlcNAc2 变为

Man5GlcNAc2，说明 MsdS 蛋白已在 Δura3Δoch1:: 
msdS 菌株中表达，并能对 N-糖链进一步剪切。

这一结果也说明，敲除och1基因的同时引入msdS
基因是一个有效的策略，可使 P. kudriavzevii 的

N-糖链转变为哺乳动物细胞的 N-糖链核心结构

Man5GlcNAc2。 
综上所述，我们利用基因编辑系统对        

P. kudriavzevii 产生高甘露糖型的关键基因 och1
进行了敲除，阻断了其糖蛋白 N-糖链上甘露糖

链的延伸；同时引入曲霉 msdS 基因对 N-糖链进

一步剪切，获得了表达哺乳动物细胞核心 N-糖链

结构 Man5GlcNAc2 的细胞，为 P. kudriavzevii 的
人源糖基化改造奠定了基础。 
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