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大肠杆菌和酵母表达系统的研究进展
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摘　 要： ２０ 世纪 ７０ 年代以来，分子生物学及基因组学迅猛发展，其在生物及医学领域发挥着越来越重要的作用。 在发

酵工业中，分子生物学技术广泛应用于菌种的遗传改造和基因工程菌株的构建，以期提高发酵产物的产量并丰富发酵产

物的类型。 其中，利用原核及真核表达系统进行外源基因的扩增、表达以生产蛋白疫苗、核酸疫苗和酶制剂等是近十年

来发酵工业的新兴领域。 本文从表达载体和宿主菌改造两方面综述近些年来大肠杆菌及酵母表达系统的新进展与新

技术。
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　 　 在发酵工业中，菌种无疑是影响产物产量和

质量最重要的因素之一。 早期研究中通常通过定

向筛选自然突变的方法得到发酵菌种，此种方法

耗时长、效率低。 随后出现的物理 ／化学诱变技术

提高了菌种筛选的速度，提高了筛选及生产效率。
从 ２０ 世纪 ７０ 年代起，随着分子生物学及基因组

学的快速发展，各种工程菌株遗传操作体系的完

善，已能十分方便地利用微生物进行多种蛋白质

疫苗、核酸疫苗和酶制剂等的发酵生产。 利用原

核及真核表达系统和高度发展的自控发酵设备生

产各种发酵产物是近十年来发酵工业最为活跃的

领域之一。 本文从表达载体和宿主菌改造两方面

综述了大肠杆菌和酵母工程菌株构建与改造的新

进展与新技术。

１　 大肠杆菌表达系统研究进展

１．１　 大肠杆菌表达载体的构建与评价
以大肠杆菌为代表的原核生物由于易于培

养、生长速度快等优势成为原核工程菌的代表菌

株。 大肠杆菌中应用最普遍的工程菌是大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）。 ＢＬ２１ 是 λＤＥ３ 大肠杆菌溶源菌，包



含受控于 ｌａｃＵＶ５ 启动子的 Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶表达

基因，在有乳糖或 ＩＰＴＧ 存在的情况下表达 Ｔ７
ＲＮＡ 聚合酶，可以快速大量地启动 Ｔ７ 启动子下

游基因的表达。 在过去 ２０ 年中广泛应用的表达

载体主要有 ｐＧＥＸ 系列、ｐＱＥ 系列与 ｐＥＴ 系列。
目前 ｐＥＴ 系列仍然是普遍使用的一种高效表达

载体。 ｐＥＴ 表达系统的表达原理主要是应用

ＬａｃＩ ／ Ｐ ｔ７ｌａｃ启动子，使得目的基因在有诱导物的情

况下大量表达。 但是在这种外源蛋白大量表达的

情况下，过量表达的目的蛋白很容易导致包涵体

的形成。 为了改变这种情况，英潍捷基公司（ Ｉｎ⁃
ｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｃｏ．）在 ｐＥＴ 表达载体基础上开发了 ｐＥＴ
ＳＵＭＯ 表达系统。 这个表达系统在目的蛋白前加

入了 ＳＵＭＯ 元件以提高目的蛋白的溶解性。 在

目的蛋白的纯化过程中可利用 ＳＵＭＯ 蛋白酶将

ＳＵＭＯ 元件切下以得到原始蛋白。 ｐＥＴ ＳＵＭＯ 载

体图谱如图 １ 所示［１］。

图 １　 ｐＥＴ ＳＵＭＯ 质粒图谱［１］

Ｆｉｇ．１　 Ｍａｐ ｏｆ ｐＥＴ ＳＵＭＯ［１］ ．
载体结构说明：Ｔ７，Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶启动子；ｌａｃＯ，乳糖操纵子抑

制子结合位点；ＲＢＳ，核糖体结合位点；ＡＴＧ，翻译起始位点；ＨｉｓＧ
ｅｐｉｔｏｐｅ，组氨酸标签；ＳＵＭＯ，ＳＵＭＯ 促溶区段；Ｔ７ ｔｅｒｍ，Ｔ７ ＲＮＡ
聚合酶终止子； Ｋａｎａｍｙｃｉｎ，卡那霉素抗性基因； ｐＢＲ３２２ ｏｒｉ，
ｐＢＲ３２２ 质粒的复制起始位点；ｒｏｐ，决定质粒在菌体内以低拷贝

形式存在；ｌａｃＩ，乳糖操纵子抑制子表达基因。

２０１３ 年，Ｂａｌｚｅｒ 等［２］ 通过构建一系列的表达

载体评价了 ５ 个调节子 ／启动子组合 ＸｙｌＳ ／ Ｐｍ（野
生型）、ＸｙｌＳ ／ Ｐｍ ＭＬ１⁃１７（Ｐｍ突变体）、ＬａｃＩ ／ Ｐ Ｔ７ｌａｃ、
ＬａｃＩ ／ Ｐ ｔｒｃ和 ＡｒａＣ ／ ＰＢＡＤ 的转录效率和表达效率。
他们发现：在 ５ 个调节子 ／启动子组合中目的基因

的表达效率与质粒的拷贝数有关；ＬａｃＩ ／ Ｐ Ｔ７ｌａｃ的转

录活性最高；而 ＬａｃＩ ／ Ｐ Ｔ７ｌａｃ 和 ＸｙｌＳ ／ Ｐｍ ＭＬ１⁃１７ 表

达活性蛋白的能力高于其余 ３ 组启动子；在 ５ 组

启动子中 ＸｙｌＳ ／ Ｐｍ ＭＬ１⁃１７ 的应用最灵活，因为其

对宿主菌的要求比较低；ＡｒａＣ ／ ＰＢＡＤ启动子在不受

诱导物诱导的情况下表达量最低，说明其下游基

因的表达是受到严格调控的，并且这个启动子具

有最高效的 ５′ＵＴＲ。

１．２　 大肠杆菌表达系统的优化

为了提高蛋白的表达量，并使蛋白正确的折

叠，具有蛋白活性，研究人员进行了一系列的尝

试。 Ｌｏｐｅｚ 等［３］ 通过突变 ＲＮＡ 酶延长了 ｍＲＮＡ
的半衰期，从而延长蛋白翻译的时间，使得 ＭｕｋＢ
蛋白的表达量提高了 ２ 倍；利用某些分子伴侣蛋

白可以帮助目的蛋白折叠的特性［４］，将这些分子

伴侣与目的蛋白共表达以促进蛋白的折叠；
Ｂｅｓｓｅｔｔｅ 等［５］通过突变大肠杆菌中与氧化还原相

关的蛋白使大肠杆菌胞质处于氧化状态，促进了

带有二硫键的蛋白的表达；Ｗａｃｋｅｒ 等［６］ 通过将

ｐＧＬ 操纵元导入大肠杆菌解决了大肠杆菌表达蛋

白 Ｎ 端糖基化的问题；Ｊｏｈｎｓｏｎ 等［７］ 最近发现将

目的蛋白与酵母中 ＮａｔＢ 蛋白以及其底物蛋白共

表达可以解决大肠杆菌表达人与酵母中部分乙酰

化蛋白的问题。
除了对外源载体以及分子伴侣进行研究外，

对于宿主菌的改造也是原核表达载体改造中的重

要一环。 对于宿主菌的改造主要是通过对宿主菌

随机突变数据库进行筛选得到高效表达的菌株，
随后再通过对高效表达的菌株进行基因组水平的

分析，找到突变基因，分析其在宿主菌代谢调控中

所起到的作用［８］，通过从表型反推基因型的正向

遗传学方法可以使我们对于某个基因在代谢过程

中所起到的作用有更深刻的理解。 目前，比较好

的筛选数据库主要是 Ｋｅｉｏ 数据库，其中包含了大

肠杆菌 Ｋ⁃１２ 的所有非致死突变［９］，为大肠杆菌宿

主菌改造提供了极大的便利。 最近，Ｂｏｗｉｅ 等［１０］

通过碱基类似物 ２⁃氨基嘌呤突变以及突变基因

ｍｕｔＤ５ 的应用对大肠杆菌 ＴＯＰ１０ 进行了突变，使
得其对一系列真核和原核基因的表达量提高了

９０ 倍；Ｍａｋｉｎｏ 等［１１］ 利用化学诱变的方法对大肠

杆菌进行改造使得其表达 ＩｇＧ 的能力提高了

５ 倍。
大肠杆菌表达外源蛋白的研究已经非常成

熟，为科学研究和发酵生产行为提供了极大的便

利，但是仍然有一部分与外源蛋白表达相关的调

控通路未知，需要进一步的探究。

０９３ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



２　 酵母表达系统研究进展

酵母表达体系是目前工业生产中非常重要的

一种真核表达体系，可以通过分泌途径将目的蛋

白分泌出菌体外，提取程序简便，为工业生产提供

了极大便利，并且在发酵生产安全性要求高的蛋

白产品（如食品、药品等）方面具有不可比拟的优

势。 近些年来，药用蛋白在临床医学中的作用越

来越大，据估计其市场价值可达到每年 ７００ 亿 ～
８００ 亿美元，并且以每年 ７％ ～ １５％ 的速度增

长［１２，１３］。 尽管原核表达体系已经得到了长足的

发展，并且也可进行一系列的糖基化或乙酰化的

修饰，但其在药物蛋白表达领域仍然具有一定的

局限性与缺陷。 就目前而言，考虑到药用蛋白的

安全性与某些蛋白的特殊性，部分表达宿主还优

先选择真核生物，如酵母工程菌株。 药用蛋白表

达宿主酵母菌主要有酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒ⁃
ｅｖｉｓｉａｅ）、多形汉逊酵母（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）、毕
赤酵 母 （ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ） 以 及 耶 罗 维 亚 酵 母

（Ｙａｒｒｏｗｉａ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ），其中以酿酒酵母的应用最为

广泛。 １９９６ 年酿酒酵母基因组作为第一个真核

基因组发布［１４］，促进了酵母遗传学的研究，也为

将酿酒酵母作为药用蛋白表达宿主打下了坚实的

基础。

２．１　 酵母表达载体

在酿酒酵母表达系统中，常用的表达质粒是

ｐＹＣ２⁃Ｅ（见图 ２Ａ） ［１５］。 在这个表达载体中，目的

蛋白的表达受到半乳糖激酶启动子的控制，当有

半乳糖存在时，宿主菌表达半乳糖激酶以分解半

乳糖获得能量，同时启动半乳糖激酶启动子下游

基因的转录，达到外源蛋白表达的目的。 在毕赤

酵母表达系统中，英潍捷基公司提供的表达载体

主要有诱导型表达载体和组成型表达载体两种。
组成型表达载体 ｐＧＡＰＺ（见图 ２Ｂ） ［１６］以 ３⁃磷酸甘

油醛脱氢酶启动子为外源蛋白表达启动子，不需

要 诱 导。 而 诱 导 型 表 达 载 体 ｐＰＩＣＺα （ 见

图 ２Ｃ） ［１７］以醇氧化酶基因 ＡＯＸ１ 启动子启动外

源基因的表达，只有在甲醇存在的情况下外源基

因才能开始转录。

图 ２　 酿酒酵母表达质粒 ｐＹＣ２⁃Ｅ，毕赤酵母组成型表达载体 ｐＧＡＰＺ 和诱导型表达载体 ｐＰＩＣＺα 质粒图谱［１５～１７］

Ｆｉｇ．２　 Ｍａｐ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＹＣ２⁃Ｅ， ｐＧＡＰＺ ａｎｄ ｐＰＩＣＺα［１５～１７］ ．
Ａ． ｐＹＣ２⁃Ｅ 载体结构说明：ＰＧＡＬ１，半乳糖激酶表达启动子；ｌｏｘＨ，同源交换区段；ＣＹＣ１ ＴＴ，酿酒酵母 ＣＹＣ１ 基因终止子；ｐＵＣ ｏｒｉｇｉｎ，质粒

复制起始位点；Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，氨苄青霉素抗性基因；ＵＲＡ３，尿嘧啶缺失筛选标记；ＣＥＮ６ ／ ＡＲＳＨ４，质粒拷贝数与分配决定区段。 Ｂ． ｐＧＡＰＺ
质粒结构说明：ＰＧＡＰ ，３⁃磷酸甘油醛脱氢酶启动子；ＡＯＸ１ ＴＴ，醇氧化酶基因终止子；ＰＴＥＦ１，酿酒酵母转录延伸因子 １ 启动子；ＰＥＭ７，一种

合成的原核启动子；Ｚｅｏｃｉｎ，博莱霉素抗性基因；ｍｙｃ ｅｐｉｔｏｐｅ， Ｃ 端 ｍｙｃ 抗原表位，用于与 ｍｙｃ 抗体结合；６ｘＨｉｓ，Ｃ 端组氨酸标签，用于 Ｎｉ
柱亲和层析。 Ｃ．ｐＰＩＣＺα 质粒结构说明：５′ＡＯＸ１，醇氧化酶基因 ＡＯＸ１ 启动子；α⁃ｆａｃｔｏｒ，酿酒酵母 α 因子分泌信号肽。

２．２　 目的基因表达框的改造

为了提高外源蛋白在酵母中表达量，首先应

对目的蛋白基因的启动子进行改造或替换。 在酿

酒酵母中常用的高效表达启动子主要是 ＴＥＦ１ 和

ＧＰＤ（ＴＤＨ３）。 近些年来，主要通过随机合成寡核

苷酸技术［１８］和错配 ＰＣＲ 技术［１９］对这些启动子进

行突变，以期得到表达活性更高的启动子。 在毕

赤酵母中，三磷酸甘油醛启动子 ＧＡＰ 的转录活性

也通过随机突变的方法得到了提高［２０］。
除了以上的组成型表达启动子外，也有诱导

表达启动子。 在酿酒酵母中常用的诱导表达启动

子主要是 ＧＡＬ１ 和 ＧＡＬ１０。 由于这两个启动子的

１９３张云鹏，等：大肠杆菌和酵母表达系统的研究进展



诱导物是半乳糖，半乳糖可以当做酵母的碳源而

被消耗导致对基因表达的控制变得复杂，加之半

乳糖价格较贵，阻碍了这两个启动子在工业生产

中的应用。 最近，ＭｃＩｓａａｃ 等［２１］ 将 ６ 个 Ｚｉｆ２６８ 结

合位点与一个经过改造的 ＧＡＬ１ 启动子联合使

用，使得 ＧＡＬ１ 在 Ｚ３ＥＶ 转录因子存在时的表达更

可控。 在毕赤酵母中，最常用的诱导型启动子是

ＡＯＸ１ 启动子。 由于 ＡＯＸ１ 启动子是甲醇诱导型

启动子，在工业生产中使用甲醇存在安全隐患，所
以现已通过对启动子进行改造以提高其转录效率

并改变其甲醇诱导的特性［２２］。
在酵母表达体系中除了启动子因素外，密码

子偏好性和质粒拷贝数也是影响外源蛋白表达的

重要因素。 通过对目的基因的密码子进行优化，
使其更适应宿主的密码子偏好性，并通过改变

Ａ ／ Ｔ，Ｃ ／ Ｇ 比例可以有效提高外源蛋白的表达效

率。 在质粒拷贝数方面，高拷贝的质粒有利于蛋

白的大量表达，但是过量的蛋白表达会加重宿主

负担，使得表达体系不稳定。 通常情况下，将表达

载体重组在宿主的基因组上有利于外源基因的稳

定性。 但是最近发现，在酵母中，很多时候质粒拷

贝数并不与蛋白的表达量成正比［２３］。

２．３　 宿主菌的改造

在酵母表达体系的研究过程中，宿主菌的改

造同样也是研究的一个重要方向。
由于在酵母中表达的很多外源蛋白会分泌到

细胞外，所以对酵母分泌途径的改造可以有效提

高目的蛋白的产量。 蛋白的表达和分泌主要包括

转录、翻译、肽段转移、翻译后修饰、蛋白折叠、肽
段切除、糖基化、包装和分泌等步骤［２４］。 翻译后

蛋白首先被转移到内质网中，在这个过程中，信号

肽与前导肽起到关键作用。 人工合成的缺少 Ｎ
端保守糖基化的 α⁃交配因子的前导肽与酿酒酵

母本身的前导肽在引导胰岛素分泌的过程中具有

类似的活性［２５］。 在内质网中，蛋白的正确折叠是

非常重要的，它决定蛋白进入分泌途径还是降解

途径，肽段的错误折叠会加重内质网腔内的代谢

负担，引起未折叠蛋白反应［２６，２７］。 过量表达内质

网中蛋白质折叠因子和还原酶可以有效改善内质

网环境，促进蛋白质的折叠，从而提高蛋白质的分

泌量［２７～３１］。 在分泌途径的最后一步，蛋白质从内

质网转移到高尔基体以及从高尔基体到细胞壁的

囊泡运输过程中，两个关键蛋白 Ｓｌｙ１Ｐ 和 Ｓｅｃ１Ｐ

的过量表达同样可以有效促进蛋白的分泌［３２］。
在酵母菌中，存在大量的蛋白酶表达，这些蛋

白酶有些定位于蛋白分泌途径或作用于蛋白分泌

途径［３３］，导致外源蛋白表达后的折叠、糖基化等

过程中可能会被错误剪切，直接导致蛋白表达量

下降或活性下降。 所以对酵母宿主菌中的蛋白酶

系进行突变，可以有效减弱这一反应，从而提高外

源蛋白表达的产量和质量。 Ｃｈｏ 等［３４］ 通过对酿

酒酵母中的天冬氨酸蛋白酶 ＹＰＳ１、ＹＰＳ２、ＹＰＳ３、
ＹＰＳ６ 和 ＹＰＳ７ 进行多点突变，使得在酿酒酵母中

的甲状旁腺激素蛋白表达量有所上升。 通过在其

他酵母菌株中突变这些天冬氨酸蛋白酶，发现这

些定位在细胞表面的天冬氨酸蛋白酶是外源蛋白

被错误剪切的主要原因［３５，３６］。
近些年来，对酵母菌株的改造已不仅仅限于

单个基因的缺失或过量表达，而是对一系列基因

的共同改造，以提高外源蛋白的表达量和活性。

３　 展望

近代以来，随着细菌纯培养技术的发展，代谢

控制技术的建立，尤其是分子生物学的快速发展，
发酵产业进入了高速发展的阶段，创造出了极大

的经济价值，在食品、医药和保健等领域做出了巨

大的贡献。
利用分子生物学手段，科学工作者构建了一

系列的真核和原核表达体系。 在大肠杆菌表达体

系中采用技术主要包括启动子改造、共表达分子

伴侣蛋白和筛选宿主菌株突变体库等；而在酵母

菌表达体系中主要应用了随机突变与人工构建启

动子、外源蛋白基因密码子优化、宿主菌代谢通路

的改造与缺失等技术。 尽管通过分子生物学手段

构建了一系列的高效表达载体和适合的宿主菌，
但是在各宿主菌中仍然存在一些没有研究透彻的

调控通路，结合微生物代谢组等高通量技术，寻找

代谢通路中的关键蛋白，对这些特定蛋白的过量

表达与失活进行研究，有望进一步提高外源蛋白

的表达量及活性。
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３９３张云鹏，等：大肠杆菌和酵母表达系统的研究进展




