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通过同源重组构建酿酒酵母新型表达质粒*

陈向岭  袁汉英  何  炜  胡翔华  吕  红  李育阳**

(复旦大学生命科学学院 遗传工程国家重点实验室, 上海 200433) 

摘要    利用同源重组的方法, 构建了具有高拷贝数和高稳定性的新型酿酒酵母表达质粒. 对酵

母附加体型载体 pHC11进行一系列改造, 得到质粒 pHC11R, 并用适当的酶切线性化; 利用 PCR

反应得到人 IFNα2b表达单元片段, 它的两端和线性化的 pHC11R的两端具有 50 bp左右的同源

区段. 上述两个片段共转化酿酒酵母, 在酵母体内经同源重组后得到表达质粒 pHC11R-IFNα2b, 

该表达质粒与 pHC11-IFNα2b 相比去除了质粒上用于在大肠杆菌中复制和筛选所需的序列, 在

宿主菌中的稳定性和拷贝数均有明显提高, 同时外源基因的表达量也获得了一定程度的提高. 在

此基础上, 进一步构建了带有不同表达元件的 pHR 系列载体, 使得外源基因能够通过同源重组

在酿酒酵母中快速、方便地克隆和表达.  
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酿酒酵母基因工程表达质粒在酵母宿主细胞中

的稳定性和拷贝数是影响外源基因表达水平的重要

因素[1]. 酿酒酵母附加体型载体由于有天然的酵母 2µ
质粒的部分或全部序列, 使得其稳定性优于自主复
制型载体, 拷贝数也高于整合型载体 [2,3], 因此已被
广泛用于构建基因工程表达质粒. pHC11是本实验室
先期构建的一种附加体型载体[4], 由于它包括了完整
的 2µ质粒序列, 并且在构建时未破坏 2µ质粒的功能
区域, 因而具有相当高的稳定性和拷贝数. 本实验室
已利用该质粒高效表达了多个外源蛋白 [4,5], 以
pHC11为基础的人α干扰素表达质粒已被用来构建工

业化生产用的基因工程菌. 但是, 我们发现当pHC11
插入人α干扰素基因表达单元后, 形成的表达质粒在
酵母细胞中的拷贝数和稳定性均有较大幅度的下降. 
找出表达质粒在酵母细胞中拷贝数和稳定性下降的

原因, 掌握酵母质粒在细胞中的复制和分配的规律, 
可望进一步提高工程菌外源基因的表达水平.  

酿酒酵母用于食品和药物生产已有悠久的历史, 
基因工程技术的出现又为酿酒酵母生产食品和药物

提供了新的途径. 通过酵母制造的食品通常不经过
精细纯化, 使基因工程表达质粒上来源于细菌的抗
药性基因给工程食品带来了安全性隐患, 创建一种
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方法构建不含抗药性标记的酵母表达质粒很有必要.  

酿酒酵母一直都被认为是研究同源重组的模式

生物, 因为在酿酒酵母中, 存在高效的同源重组修复
双链DNA断裂(DSB)机制 [6~9]. 一些系统性的实验研
究表明 15 bp长的同源区段就有可能取得重组克隆[10], 
当同源区段为 30 bp长时, 有效同源重组的频率可接
近 80%[11,12]. 这种克隆方法与传统方法相比由于不依
赖于限制性核酸酶的识别位点, 因此重组位点精确, 
不会引入多余的序列. 另外, 由于这种方法可以使表
达质粒的构建和转化在一步操作中同时完成, 因此
步骤比较简单 [13~17]. 同源重组技术已广泛地被应用
于各种遗传操作, 其中包括: 外源DNA片段在染色
体的定点整合[18]、染色体基因的中断或置换[19,20]、基

因文库的构建[21]和进行定点突变[22,23]等. 本文报道了
我们通过体内同源重组构建不含抗药性标记等细菌

质粒序列的酿酒酵母新型表达质粒, 以及对这些表
达质粒在细胞中的稳定性、拷贝数和外源基因的表 
达特性的研究结果.  

1  材料和方法 

1.1  材料 

大肠杆菌Escherichia coli DH5α为构建和扩增质
粒DNA的受体菌, 酵母宿主菌为Saccharomyces cere-
visiae DCO4 (cir0, MATα, leu2, ade1). 质 粒

pHC11(12.5kb、Apr, fl ori, LEU2, 2µplasmid)为本实验
室构建. pHC11-IFNα2b(具有 3.2 kb h-IFNα2b基因表
达单元)分泌表达质粒为本实验室构建. 各种工具酶
均为日本TaKaRa公司或美国Promega公司产品. 寡核
苷酸由上海博亚生物技术公司合成. 酵母完全培养
基YEPD为每 100 mL含酵母浸膏 1 g, 蛋白胨 2 g, 葡
萄糖 2 g. 酵母选择性培养基 SD-Leu为每 100 mL含
葡萄糖 2 g, 酵母氮基 0.67 g, 腺嘌呤 4 mg. 发酵培养
基为每 100 mL含腺嘌呤 4 mg的YEPD.  

1.2  方法 

(1) 构建表达载体: DNA的酶切, 片段分离、末
端补平、连接, 大肠杆菌转化等操作, 均按文献[24]中
方法进行; 质粒DNA的抽提及DNA片段的回收按博
彩公司试剂盒说明操作.  

(2) 酿酒酵母的转化: 按Gietz等人 [25]的醋酸锂

化学转化方法进行.  
(3) 重组质粒中人 IFNα2b基因片段的 PCR扩增

和序列分析: 将重组转化子在 3 mL SD-Leu 液体中 
30℃培养16~18 h, 抽提酵母质粒, 并以之为模板, 扩
增出的 INFα2b基因片段克隆在 T载体(TaKaRa公司
pMD18-T vector)上, 送上海博亚生物技术公司测序, 
以验证重组质粒基因片段的正确性.  

(4) 重组质粒在酵母中的稳定性分析 : 按文献
[4]进行.  

(5) 酵母质粒DNA和总DNA抽提: 按文献[26]进
行.  

(6) 实时定量 PCR检测质粒拷贝数: 抽提含有质
粒的酵母菌株的总DNA, 测定其中 TRP1基因的浓度
及外源的 INFα2b基因的浓度, TRP1基因仅在基因组
中 , 且为单拷贝 , 而每个质粒上有一个拷贝的
INFα2b基因, 因此 INFα2b基因与 TRP1基因的浓度
的比值, 可以代表每个细胞中质粒的拷贝数. 实时定
量 PCR 的引物序列为 : INFα2b 正向引物 5′- 
CCTCAAACCCACAGCCTGGGTAG-3′, INFα2b 反
向引物 5′-CCCCACCCCCTGTATCACACAGG-3′ 
TRP1 正向引物 5′-GGTGACTATTGAGCACGTG- 
AGTATACGT-3′,  TRP1 反向引物 5′-CAAGTATTT- 
CGGAGTGCCTGAACTATT-3′.  

定量 PCR 反应采用 SYBR Green PCR 试剂
(FINNZYMES F400S), 在 Correbt 定量 PCR 仪

(Rotor-Gene 3000)上进行 PCR 反应, 反应条件如下: 
50.0℃, 2 min, 95.0℃, 10 min (1个循环) ; 94.0℃, 10 s, 
62.0℃, 20 s, 72.0℃, 30 s (30个循环) , 反应结束后, 
使用 Rotor-Gene 5.0.47软件分析 PCR过程中各检测
样本的 Ct 值, 并通过标准曲线计算出各检测样本中
待测 DNA序列的浓度.  

(7) 发酵表达及产物检测: 将转化菌株接种到已
灭菌的 3 mL SD-Leu中, 30℃振荡培养 16 h. 再将 1 
mL菌液转接到 25 mL 发酵培养基中, 30℃振荡培养
72 h. 取发酵上清液, 过 Sephadex G25柱, 后加入上
样缓冲液, 沸水煮 3 min, 取适量进行 SDS-PAGE 电
泳检测.  
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2  结果 

2.1  载体 pHC11R的构建(图 1) 

载体质粒pHC11 具有酵母 2µ质粒全序列和来自
质粒pEMBL Yi27 大肠杆菌复制起始点、抗药性筛  
选标记(ori, Apr). 在pHC11 的SalⅠ位点插入来自质
粒YEP13 的 2.2 kb LEU2 基因片段, 并筛选出LEU2
基因片段的插入方向 , 得到如图 1 所示的载体
pHC11R. 该质粒经BglⅠ和SalⅠ酶切后 , 可分离获
得包含 2µ质粒全序列和酵母营养缺陷型筛选标记
LEU2, 而去除了包括抗药性标记Apr在内的细菌质粒

序列的DNA片段(8.7 kb), 该片段即可用于重组转化.  

2.2  人 IFNα2b表达单元的 PCR扩增 

根据pHC11 和基因表达单元序列合成引物, 正
向引物序列如下: 5′-CGAAGAGGCCCGCACCGAT- 
CGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCGGATCCA 
CAGGACGGGTGTGGTCG-3′(下划线部分为载体片
段BglⅠ端同源的部分(44 nts), 斜体部分为PPGK1 5′端
序列(24nts)); 反向引物序列如下 : 5′-AAAGTTCCC- 
TCAAGAATTTTACTCTGTCAGAAACGGCCTTAAC
GACGTAGCCGTGTGGAAGAACGATTACAACAGG-3′
(下划线部分为载体片段 SalⅠ端同源的部分     
(50 nts), 斜体部分为T

 

 

ADH13′端序列(26 nts)). 
以 pHC11-IFNα2b质粒 DNA为 PCR模板, 通过

PCR 反应, 获得两端各带有与线性化载体片段两端
约 50 bp 同源序列的人 IFNα2b 表达单元片段    
(3.0 kb)(图 2).  

2.3  酵母转化与载体的体内重组 

将线性化的载体片段 pHC11R(BglⅠ-SalⅠ)和
PCR 扩增获得的目的基因表达单元片段同时共转化
入酿酒酵母DCO4中, 两片段借助两端的同源序列在
酵母体内通过同源重组环化, 形成一个新的表达质
粒 pHC11R-IFNα2b(11.6 kb)(图 1). 它与原有的
pHC11- IFNα2b(15.4 kb)相比, 去除了载体中包括抗
药性标记在内的细菌质粒部分, 载体明显变小.  

转化实验中, 载体片段用量为 1 µg, 载体片段与
PCR片段的摩尔质量比为 1︰6[17]. 随机挑选 6个转化
子对它们进行表达单元存在情况分析, 转化子抽提

酵母质粒, PCR检测, 全部都能扩增出 3.0 kb的表达
单元片段(结果未出示), 说明各转化子均有干扰素基
因表达单元的插入.  

2.4  表达质粒中人α2b干扰素基因序列分析 

为了对表达质粒中人α2b干扰素基因序列进行
分析 , 我们先制备了重组转化子DCO4/pHC11R- 
IFNα2b 1＃~5＃的总DNA, 以人α2b干扰素基因两端序
列合成PCR引物, 将PCR产物插入T载体, 然后进行
了序列分析, 结果发现其中 2＃, 3＃, 5＃重组转化子中
的人α2b干扰素基因序列完全正确, 而 1＃, 4＃的则在
不同碱基位置上分别有一个错误碱基引入. 为排除
此次PCR引入错误的可能性,  对 1＃, 4＃ 转化子再次
进行PCR, 产物克隆至T载体后各挑选一个转化子进
行测序, 结果与第一次相同. 说明 1＃, 4＃重组转化子
人α2b干扰素基因中的碱基错误是在对表达单元进行
PCR的过程中引入的.  

2.5  人 IFNα2b在酵母中的分泌表达 

将经鉴定序列为正确的DCO4/pHC11R-IFNα2b
及对照的DCO4/pHC11-IFNα2b各 2 个转化子菌株, 
在完全培养基YEPD中培养 72 h, 使得菌体密度达到
A600为 18 左右. 取发酵上清液进行SDS-PAGE电泳, 
结果如图 3 所示. 经电泳图谱扫描分析可知: 在相同
条件下 , 借助同源重组建成的工程菌 DCO4/ 
pHC11R-IFNα2b的表达量约为用于生产的原工程菌
DCO4/pHC11-IFNα2b表达量的 1.9倍, 达到约    80 
mg/L.  

2.6  质粒稳定性测定结果 

在 50 世代时, DCO4/pHC11R-IFNα2b 平均保留
质粒的比例约为 45%, 高于原工程菌 DCO4/pHC11- 
IFNα2b的 10%(图 4), 表明改造后表达质粒在宿主菌
中的稳定性有了明显提高.  

2.7  质粒拷贝数测定结果 

 根据实时定量 PCR 测定的结果(表 1), pHC11R- 
IFNα2b 在宿主菌中的拷贝数比改造前的 pHC11- 
IFNα2b提高了约 3倍.  
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图 1  pHC11R的构建与 pHC11R-IFNα2b的体内重组示意图 
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图 2  人 IFNα2b表达单元 PCR的电泳鉴定 

1示人 IFNα2b表达单元 PCR产物; 2示λ-Hindβ DNA分子量标准; 3
示 pHC11-IFNα2b的 BamHⅠ酶切电泳图, 小条带即为人 IFNα2b表达

单元 

 
图 3  SDS-PAGE检测人 IFNα2b的表达 

1示 DCO4 受体菌对照; 2和 3示 DCO4/pHC11R-IFNα2b; 4示蛋白质
分子质量标准; 5和 6示 DCO4/pHC11-IFNα2b 

 
图 4  pHC11R-IFNα2b, pHC11-IFNα2b在 DCO4中 

的质粒稳定性 
各点的值为多次试验的平均值 

表 1  实时定量 PCR测定质粒拷贝数结果 
表达质粒 pHC11R-IFNα2b pHC11-IFNα2b 
转化子编号 2# 3# 1# 2#

TRP1 copies·uL−1

IFNα2b copies·uL−1

质粒拷贝数 

2.84×106

2.53×108

89 

2.21×106

2.12×108

96 

5.39×106

1.96×108

36 

2.67×106

8.48×107

32 

2.8  pHR系列载体的构建 

在pHC11R的基础上, 我们构建了pHR1~4 系列

载体 (图 5). 如图所示, 它们的共同结构包含: 完整
的 2µ质粒片段, 酿酒酵母筛选标记基因LEU2, 终止
子TADH1, 大肠杆菌质粒pSP72的序列, 但是所带的启
动子和分泌信号序列不同. 4 种载体按转录调控方式
分为组成型和调控型两种, 每种调控方式又都分为
带蛋白质分泌信号和不带蛋白质分泌信号两种. pHR
系列载体本身可以在大肠杆菌中复制扩增, 这些载
体经BglⅡ, XhoⅠ酶切后, 在线性化的同时即除去了
包括抗药性选择标记在内的细菌质粒序列. 如果用
PCR方法在要想表达的基因两侧引入同源重组所必
须的30~50 bp同源序列, 就可以将其与上述片段共转
化酵母细胞, 在体内通过同源重组获得不含包括抗
药性标记等细菌质粒序列的高效表达质粒 (图 5).  

目前 4 种不同表达特性的 pHR 载体均成功通过
同源重组构建了表达质粒, 并且都获得了外源蛋白
的有效表达(表 2), 研究结果将另文发表.  

3  讨论  

本实验利用酿酒酵母内的同源重组建成了去除

大肠杆菌质粒序列的外源基因表达质粒. 实验结果
表明, 包含该表达质粒的工程菌对人α2b干扰素的表
达量有了显著提高, 而质粒在细胞中的稳定性、拷贝
数明显提高可能是外源基因表达量提高的原因. 由
于大规模发酵生产时细胞扩增的倍数大大增加, 因
此表达载体的稳定性对表达水平的影响将更为显著. 
可以预计工程菌 DCO4/pHC11R-INFα2b 在大规模发
酵条件下提高产物的表达量会有很大的潜力.  

由于pHC11R-IFNα2b在构建中去除了一些非必
需序列, 载体明显缩小. 较小的质粒DNA在细胞有丝
分裂过程中易于扩散和均匀分配 , 这可能是
pHC11R-IFNα2b的载体稳定性提高的原因 [27], 但是
这个较小的质粒为什么会在细胞中有较高的拷贝数

还不清楚.  
总之, 我们利用同源重组构建酿酒酵母表达载

体的方法, 不依赖于限制性核酸酶的识别位点, 不会
引入多余的序列, 操作步骤简单、快速; 而经重组获
得的不含细菌质粒抗药性标记序列的外源基因表达

载体, 不但在宿主菌中的稳定性和拷贝数有所提高,  
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图 5  pHR系列载体结构示意图及 pHR系列载体与目的基因同源重组示意图 

 
表 2  pHR系列载体的结构及表达特性 

载体 启动子 分泌信号 表达特性 已成功表达的外源蛋白a)

pHR1 PADH2-GAPDH / 诱导型, 胞内表达 HBsAg, SA-28, hSOD-Thy 
pHR2 PPGK1 / 组成型, 胞内表达 HBsAg 
pHR3 PADH2-GAPDH α因子信号肽 诱导型, 分泌表达 IFNα2b 
pHR4 PPGK1 α因子信号肽 组成型, 分泌表达 IFNα2b, hLY 

a) HbsAg 示乙型肝炎病毒表面抗原; SA-28 示羧端带 preS1 的乙型肝炎病毒表面抗原; hSOD-Thy 示人 SOD 与胸腺肽α1 的融合蛋白;     
hLY示人溶菌酶 

而且使酿酒酵母表达系统用于食品和药物的生产、应

用更符合生物安全的要求; 此外, 在利用 pHR系列载
体构建外源基因表达载体时, 可以根据所要表达的
外源基因的自身特性选择适当的表达方式, 因而具
有更好的通用性.  
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