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摘要：依据毕赤酵母偏好密码子，设计合成长效人胰岛素原（ｈｕｍａｎ　ｐｒｏｉｎｓｕｌｉｎ，ＨＰＩ）基因序列，所合成的 ＨＰＩ基因全
长为２００ｂｐ，并在其Ｎ端添加信号肽 （ＥＥＡＥＡＥＡＥＰＫ）以提高目的蛋白表达．将改造后基因克隆到ｐＰＩＣ９Ｋ载体中，构

建分泌表达型载体ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ，转化到毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）ＧＳ１１５中．用遗传霉素Ｇ４１８梯度筛选获得高拷贝菌

株，在甲醇诱导下表达分子质量为７．８７ｋｕ的 ＨＰＩ，利用金属螯合层析纯化蛋白质，胰蛋白酶酶切后利用人胰岛素试剂

盒测得生物活性，ＨＰＩ摇瓶最高产量可达３５．４ｍｇ／Ｌ．该研究为获得大量长效胰岛素基因工程产品奠定研究基础．
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　　胰岛素原是胰岛素的前身，是由肽链连接胰岛素

Ａ、Ｂ链形成的单链蛋白质，经过蛋白酶消化去除连接
肽，成为有生物活性的胰岛素．２０世纪８０年代，科学
家发现连接肽的长短影响单链胰岛素原的分泌水

平［１］．Ｋｊｅｌｄｓｅｎ等利用毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）表
达单链胰岛素原时，用短肽代替原有较长的连接肽，实
现了以人胰岛素原（ｈｕｍａｎ　ｐｒｏｉｎｓｕｌｉｎ，ＨＰＩ）目的蛋白
的高效分泌表达，同时发现，在前导肽α因子与胰岛素
原间插入信号肽（ＥＥＡＥＡＥＡＥＰＫ），能显著提高单链
胰岛素原的表达水平［２］．
地特胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ　ｄｅｔｅｍｉｒ）是一种长效基础胰

岛素类似物，是通过将天然人胰岛素Ｂ链上排列在第

３０位的苏氨酸（Ｔｈｒ）去掉，在第２９位赖氨酸（Ｌｙｓ）上
结合一个１４Ｃ游离脂肪酸形成的．通过其分子间强大
的自身聚合以及脂肪酸侧链与血清白蛋白结合，形成
蛋白结合体，实现长效作用［３］，用于治疗Ⅱ型糖尿病，
目前已批准在我国上市，本实验所表达的 ＨＰＩ就是地
特胰岛素的前体．
毕赤酵母作为外源基因表达系统具有培养成本廉

价、生长快速、操作简单方便等特点，在醇氧化酶启动
子调控下能高效表达外源蛋白，并进行蛋白翻译后修

饰［４］，且不会过度糖基化［５］，产物与原蛋白基本一致，

制剂生物活性高，安全性好．毕赤酵母自身分泌的背景
蛋白非常少，后续纯化便利［６－７］，同时其发酵工艺成熟，

易于扩大生产，目前已在毕赤酵母中表达的胰岛素基
因有：ＨＰＩ［８］、猪胰岛素原［９］．
本实验构建了重组毕赤酵母菌株，表达 ＨＰＩ：

（ＥＥＡＥＡＥＡＥＰＫ）－（Ｂ１－Ｂ２９）－ＡＡＫ－（Ａ１－Ａ２１）－（６×
Ｈｉｓ），该 ＨＰＩ去除了Ｂ链上第３０位的苏氨酸（Ｔｈｒ），

以ＡＡＫ作为连接肽，并在其 Ｎ端加入信号肽（ＥＥ－
ＡＥＡＥＡＥＰＫ），以提高 ＨＰＩ产量，Ｃ端加入组氨酸标
签用于蛋白纯化．这种重组菌株表达的 ＨＰＩ通过胰蛋

白酶作用于赖氨酸（Ｋ）的羧基侧［１０］，即可同时切除 Ｎ
端信号肽和短肽ＡＡＫ，再经脂肪酸修饰即可形成已应
用于糖尿病治疗的地特胰岛素，为在我国实现高效表
达长效胰岛素基因工程产品奠定了初步的研究基础．

１　材料和方法

１．１　材　料
大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＤＨ５α，毕赤酵母

ＧＳ１１５，质粒ｐＰＩＣ９Ｋ 由本实验室保存；限制性内切
酶、Ｔ４连接酶、胰蛋白酶购自ＴＡＫＡＲＡ公司；蛋白质

Ｍａｒｋｅｒ、质粒提取试剂盒购自ＢＢＩ公司；离心超滤管
购自 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司；人胰岛素定量测定试剂盒购
自北京北方生物技术研究所；

ＭＤ、ＭＭ、ＹＰＤ固体培养基；ＬＢ培养基；ＢＭＧＹ、

ＢＭＭＹ液体培养基．有关培养配方见Ｉｎｖｉｔｒｏｄｇｅｎ公
司毕赤酵母操作手册．



１．２　方　法

１．２．１　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ的构建

根据 ＨＰＩ的氨基酸组成，考虑毕赤酵母的偏好

性［１１］，进行密码子优化，并在编码 ＨＰＩ核苷酸序列的

５′端和３′端分别添加编码短肽（ＥＥＡＥＡＥＡＥＰＫ）和６

×Ｈｉｓ的核苷酸序列，设计如下：

ＧＡＡＴＴＣ　ＧＡＧ　ＧＡＡ　ＧＣＴ　ＧＡＧ　ＧＣＴ　ＧＡＡ　ＧＣＴ

（Ｅｃｏ　ＲⅠ） Ｅ　 Ｅ　 Ａ　 Ｅ　 Ａ　 Ｅ　 Ａ

ＧＡＡ　ＣＣＡ　ＡＡＧ　ＴＴＣ　ＧＴＣ　ＡＡＣ　ＣＡＡ

Ｅ　 Ｐ　 Ｋ　 Ｆ　 Ｖ　 Ｎ　 Ｑ

ＣＡＣ　ＴＴＧ　ＴＧＴ　ＧＧＴ　ＴＣＣ　ＣＡＣ　ＴＴＧ

Ｈ　 Ｌ　 Ｃ　 Ｇ　 Ｓ　 Ｈ　 Ｌ

ＧＴＣ　ＧＡＡ　ＧＣＴ　ＴＴＧ　ＴＡＣ　ＴＴＧ　ＧＴＣ

Ｖ　 Ｅ　 Ａ　 Ｌ　 Ｙ　 Ｌ　 Ｖ

ＴＧＴ　ＧＧＴ　ＧＡＡ　ＡＧＡ　ＧＧＴ　ＴＴＣ　ＴＴＣ

Ｃ　 Ｇ　 Ｅ　 Ｒ　 Ｇ　 Ｆ　 Ｆ

ＴＡＣ　ＡＣＣ　ＣＣＡ　ＡＡＧ　ＧＣＴ　ＧＣＴ　ＡＡＧ

Ｙ　 Ｔ　 Ｐ　 Ｋ　 Ａ　 Ａ　 Ｋ

ＧＧＴ　ＡＴＣ　ＧＴＣ　ＧＡＡ　ＣＡＡ　ＴＧＴ　ＴＧＴ

Ｇ　 Ｉ　 Ｖ　 Ｅ　 Ｑ　 Ｃ　 Ｃ

ＡＣＣ　ＴＣＣ　ＡＴＣ　ＴＧＴ　ＴＣＣ　ＴＴＧ　ＴＡＣ

Ｔ　 Ｓ　 Ｉ　 Ｃ　 Ｓ　 Ｌ　 Ｙ

ＣＡＡ　ＴＴＧ　ＧＡＡ　ＡＡＣ　ＴＡＣ　ＴＧＴ　ＡＡＣ

Ｑ　 Ｌ　 Ｅ　 Ｎ　 Ｙ　 Ｃ　 Ｎ

ＣＡＴ　ＣＡＴ　ＣＡＴ　ＣＡＴ　ＣＡＴ　ＣＡＴ　ＴＡＡ

Ｈ　 Ｈ　 Ｈ　 Ｈ　 Ｈ　 Ｈ　 Ｓｔｏｐ

ＧＣＧＧＣＣＧＣ

（ＮｏｔⅠ）

　　将该序列交由上海捷瑞生物工程有限公司合成

后，连入ｐＭＤ１８－Ｔ载体，构建质粒ｐＭＤ１８Ｔ－ＨＰＩ．
分别利用ＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切ｐＰＩＣ９Ｋ 和

ｐＭＤ１８Ｔ－ＨＰＩ，回收约９　３００和约２００ｂｐ的片段，并

将这两个片段连接，构建分泌型重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－
ＨＰＩ（图１）．
用ＣａＣｌ２ 转化法［１２］将重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ转

化入大肠杆菌ＤＨ５α，利用ＬＢ－Ａｍｐ平板筛选重组子．
提取质粒经ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切鉴定后送上海美

季生物技术有限公司测序．

１．２．２　重组质粒转化毕赤酵母

经ＳａｃⅠ单酶切，使ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ成线性重组质

粒．通过电击转化法［１２］（电击条件：１　５００ｋＶ，２００Ω，

２５μＦ）将其转入毕赤酵母ＧＳ１　１　５中，涂布于ＭＤ平

图１　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ构建示意图
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｍａｐ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ

板，３０℃静置培养２～３ｄ．
１．２．３　重组毕赤酵母基因组ＰＣＲ鉴定

提取重组毕赤酵母基因组，根据目的基因序列，设

计 引 物 Ｐｒｉｍｅｒ１：５′－ＣＡＡＧＡＡＴＴＣＴＴＣＧＴＣＡＡＣ－
ＣＡＡＣＡＣＴＴＧＴＧＴＧ－３′；Ｐｒｉｍｅｒ２：５′－ＴＡＴＴＧＣＧＧＣ－
ＣＧＣＴＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＧＴＴＡＣＡＧ－
ＴＡＧＴＴＴＴＣＣＡ－３′，退火温度５８℃，以 ＧＳ１１５基因

组及未加模板的体系为对照组，ＰＣＲ验证目的基因整

合入酵母基因组中．
１．２．４　重组菌表型鉴定及多拷贝筛选

将所得转化子编号，用灭菌牙签分别点种到 ＭＤ、

ＭＭ平板上，３０℃静置培养３～５ｄ，观察相同编号菌

株在两种平板上的生长情况，筛选甲醇利用表型重组

菌．同时将转化子点种在遗传霉素（Ｇ４１８）质量浓度分

别为０．２５，０．５，１，２，３ｍｇ／ｍＬ的ＹＰＤ平板上，３０℃
培养３～４ｄ，每日检查不同Ｇ４１８浓度的平板上菌落

的生长情况，以筛选含不同拷贝数目的基因的转化子．
１．２．５　重组菌的诱导表达

挑取不同 Ｇ４１８抗性的重组子及对照毕赤酵母

ＧＳ１１５单菌落，接种于２５ｍＬ　ＢＭＧＹ 培养液中，３０

℃，３００ｒ／ｍｉｎ培养约１６ｈ，至菌液ＯＤ６００＝２～６时于

４℃、４　０００　ｇ离心５ｍｉｎ，收集菌体，用２５ｍＬ　ＢＭＭＹ
培养液重悬细胞，诱导培养．每２４ｈ，加入１００％（体积

分数，下同）甲醇至与培养液体积比为０．５％，并取样，

４℃、１２　０００　ｇ离心２ｍｉｎ，收集上清液，－２０℃冻存
待检测．
选择甲醇诱导９６ｈ所得样品，通过１６．５％（体积

分数，下同）Ｔｒｉｃｉｎｅ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳（１２０Ｖ，２０ｍＡ，５
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ｈ），硝酸银染色，分析上清液中目的蛋白表达情况．
１．２．６　ＨＰＩ相对分子质量的鉴定

同样选择甲醇诱导９６ｈ所得样品，用１０ｋｕ超滤

管离心去除大分子蛋白质，滤液用Ｂｒｕｋｅｒ　ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ质谱仪分析蛋白质相对分子质量［１３］．
１．２．７　金属螯合层析法纯化 ＨＰＩ

ＨＰＩ含有 Ｈｉｓ－Ｔａｇ，可以和Ｎｉ　２＋产生螯合作用而

被吸附，选择 Ａｍｅｒｓｈａｍ 公司的 Ｈｉｓ　Ｔｒａｐ　ＨＰ柱对

ＨＰＩ进行纯化．
用去离子水冲洗柱子直到基线平衡；用５倍柱体

积的Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ（５．５４４ｇ／Ｌ　Ｎａ２ＨＰＯ４，０．７０５　３ｇ／

Ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４，２９．２２ｇ／Ｌ　ＮａＣｌ，１．３７ｇ／Ｌ咪唑）平衡；

取５ｍＬ摇瓶上清液进样，进样结束且基线平衡后，用

Ｅｌｕｔｉｏｎ　Ｂｕｆｆｅｒ（５．５４４ｇ／Ｌ　Ｎａ２ＨＰＯ４，０．７０５　３ｇ／Ｌ

ＮａＨ２ＰＯ４，２９．２２ｇ／Ｌ　ＮａＣｌ，３４．４４ｇ／Ｌ咪唑）洗脱，并

收集 ＨＰＩ洗脱峰．
１．２．８　ＨＰＩ生物活性鉴定

利用３．５ｋｕ透析袋，４℃透析２４ｈ后，取 ＨＰＩ与

胰蛋白酶（体积比为５００∶１）混合，酶切１２ｈ，用人胰

岛素检测试剂盒鉴定酶切产物生物活性［１４］．
１．２．９　重组毕赤酵母诱导表达 ＨＰＩ摇瓶优化

以ＢＭＧＹ为生长培养基，ＢＭＭＹ为诱导培养基，

分别考察诱导温度和甲醇浓度对蛋白表达的影响．选

择诱导温度分别为２４，２６，２８，３０，３２℃进行优化；分别

在诱导过程中添加０．５％，１．０％，１．５％，２．０％，２．５％
的甲醇，诱导１２０ｈ取样纯化后测定 ＨＰＩ含量．

２　结果与讨论

２．１　构建重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ
电泳结果显示（图２），ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ双酶切产生

了约 ２００ 和 ９　３００ｂｐ 两条片段，其中长片段与

ｐＰＩＣ９Ｋ双酶切所得片段大小一致，证明重组质粒

ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ含有所设计的ＨＰＩ编码基因．
实验构建的ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ重组质粒的测序结果

与设计的ＨＰＩ编码基因序列完全一致，表明ＨＰＩ编
码基因已经克隆到了载体ｐＰＩＣ９Ｋ上，并处于分泌信

号α因子下游．

２．２　构建重组毕赤酵母ＧＳ１１５
重组毕赤酵母基因组ＰＣＲ结果电泳图（图３）显

示，重组酵母基因可扩增得到大小为约２００ｂｐ的条

带，而ＧＳ１１５基因组扩增得到数条不清晰的杂条带，

Ｍ１．１ｋｂ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．用ＥｃｏＲⅠ＋ＮｏｔⅠ酶切空白质粒
ｐＰＩＣ９Ｋ；２．用ＥｃｏＲⅠ＋ＮｏｔⅠ酶切重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ；

Ｍ２．ＤＬ５００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ．

图２　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ及ｐＰＩＣ９Ｋ双酶切鉴定

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ　ａｎｄ　ｐＰＩＣ９Ｋ

１．ＰＣＲ空白对照；２．空质粒ＧＳ１１５；３．重组质粒ＧＳ１１５
（ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ）；Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ．

图３　重组毕赤酵母ＧＳ１１５（ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ）的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＧＳ１１５（ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ）

不含扩增模板的对照组只出现了引物二聚体条带，证
明重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ整合进酵母基因组中，实验
成功构建了重组毕赤酵母ＧＳ１１５（ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ）．

２．３　筛选 Ｍｕｔ＋及多拷贝编码ＨＰＩ基因重
组菌

毕赤酵母ＧＳ１１５为组氨酸（Ｈｉｓ）缺陷型，而重组
质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ上含有编码组氨酸的基因（Ｈｉｓ４），
当质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ整合到酵母基因组中时，重组菌
能在不含组氨酸的 ＭＤ平板上生长，同时，能在甲醇
为唯一碳源的 ＭＭ 平板上生长的转化子表型为

Ｍｕｔ＋．Ｍｕｔ＋表型菌株利用甲醇能力强，菌体密度可以
达到很高，表达的外源蛋白含量较高．本实验中各菌株
均能在 ＭＤ、ＭＭ平板上生长，证明实验所得重组菌均
为 Ｍｕｔ＋ 型菌株，成功获得重组毕赤酵母 ＧＳ１１５
（ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ）．
在一定范围内，重组毕赤酵母整合多拷贝编码重

组蛋白的基因会提高重组蛋白表达产量，ｐＰＩＣ９Ｋ－
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ＨＰＩ带有Ｋａｎａｍｙｃｉｎ抗性基因，能使阳性重组子产生

Ｇ４１８抗性［１５］，并且所整合的外源基因的拷贝数与

Ｇ４１８抗性大小之间有一定的计量依赖关系，随Ｇ４１８
耐受性增加，外源基因拷贝数增加．本实验利用含不同
浓度Ｇ４１８的ＹＰＤ平板筛选，得到Ｇ４１８抗性为０．２５，

２，３ｍｇ／ｍＬ的重组子各一株，命名为ＧＳ１１５（ＨＰＩ１）、

ＧＳ１１５（ＨＰＩ８）、ＧＳ１１５（ＨＰＩ１２）．

２．４　ＨＰＩ表达和金属螯合层析法纯化

ＨＰＩ的理论分子质量为７．８７ｋｕ，对筛选得到的

不同拷贝数重组毕赤酵母经甲醇诱导表达 ＨＰＩ，经

１６．５％Ｔｒｉｃｉｎｅ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白电泳检测，结果如图４
所示．参照蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ，诱导９６ｈ后重组毕赤酵母

ＧＳ１１５（ＨＰＩ１）、ＧＳ１１５（ＨＰＩ８）、ＧＳ１１５（ＨＰＩ１２）摇瓶上

清液在８ｋｕ附近均有明显条带出现，对照菌株ＧＳ１１５
和未诱导的ＧＳ１１５（ＨＰＩ１）在相应位置均没有条带．

１～３．诱导表达的ＧＳ１１５（ＨＰＩ１），ＧＳ１１５（ＨＰＩ８），ＧＳ１１５
（ＨＰＩ１２）；４．未诱导表达的ＧＳ１１５（ＨＰＩ１）；

５．诱导表达的ＧＳ１１５；Ｍ．蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ．

图４　ＨＰＩ诱导表达１６．５％Ｔｒｉｃｉｎｅ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定

Ｆｉｇ．４　１６．５％Ｔｒｉｃｉｎｅ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｍａｐ　ｏｆ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＧＳ１１５（ＨＰＩ）

为了进一步验证重组菌株所表达的 ＨＰＩ分子质
量大小，实验通过质谱仪对表达的 ＨＰＩ进行检测，检
测结果如图５所示，在分子质量为７．８９ｋｕ处有明显
出峰，与实验设计 ＨＰＩ理论值７．８７ｋｕ接近．
经过金属螯合层析纯化，及透析处理后所得样品，

以未纯化的摇瓶上清液为对照，利用１６．５％Ｔｒｉｃｉｎｅ
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白电泳检测，结果如图６所示．
蛋白质电泳（图４）及质谱鉴定结果（图５）可以证

明，重组毕赤酵母表达了ＨＰＩ，由于毕赤酵母的糖基
化作用，所表达的 ＨＰＩ相对分子质量稍大于设计大

小．其中ＧＳ１１５（ＨＰＩ１２）表达能力最强，将该菌株所表

达的蛋白质进行纯化、透析后，进行蛋白质电泳，结果
（图６）显示，杂蛋白条带减少，ＨＰＩ条带明显，实现了

ＨＰＩ的纯化．

图５　ＨＰＩ分子质量质谱鉴定
Ｆｉｇ．５　Ｍａｓｓ－ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ　ｏｆ　ＨＰＩ

Ｍ．蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１．上清液中的 ＨＰＩ；２．纯化后的 ＨＰＩ．

图６　纯化 ＨＰＩ的Ｔｒｉｃｉｎｅ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

Ｆｉｇ．６　Ｔｒｉｃｉｎｅ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ＨＰＩ

２．５　检测 ＨＰＩ生物活性
本实验还对 ＨＰＩ活性进行了初步检测，实验结果

如表１所示，ＧＳ１１５（ＨＰＩ１２）所表达 ＨＰＩ纯化后，经胰
蛋白酶消化１２ｈ，其生物活性较酶切前有明显提高，
达到１７０．４６μＩＵ／ｍＬ，证明实验所表达的胰岛素原经
过蛋白酶处理后能形成正确的构型，具有生物活性．
２．６　重组毕赤酵母表达 ＨＰＩ诱导条件优化
以 ＨＰＩ表达量最高菌株ＧＳ１１５（ＨＰＩ１２）为研究对

象，进行摇瓶培养条件优化，其发酵产ＨＰＩ曲线如图７

表１　重组蛋白 ＨＰＩ活性检测

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｂｉｏａｓｓａｙ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＨＰＩ

样品　　　　　 活性／（μＩＵ·ｍＬ
－１）　　　

摇瓶上清液 ６４．３７

纯化所得ＨＰＩ　 １１９．７０

蛋白酶消化后ＨＰＩ　 １７０．４６
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图７　重组毕赤酵母在ＢＭＭＹ培养基中的产 ＨＰＩ曲线
Ｆｉｇ．７　Ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　ＨＰＩ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ　ｏｎ　ＢＭＭＹ　ｍｅｄｉｕｍ　ｉｎ　ｓｈａｋｅ　ｆｌａｓｋ　ｃｕｌｔｕｒｅ

所示，在３０℃培养条件下，经０．５％甲醇诱导１２０ｈ后

ＨＰＩ表达量达到最高，为１９．０ｍｇ／Ｌ，细胞干质量约

２０．０ｇ／Ｌ．
温度是影响微生物生长和表达的最为关键因素之

一．温度升高，有利于生长代谢和蛋白表达，但温度过
高也会使菌体过早衰老，降低蛋白表达量．图８为诱导
温度对重组毕赤酵母产 ＨＰＩ的影响．在０．５％甲醇诱
导条件下，诱导温度为２８℃时 ＨＰＩ产量达到最大值

２１．８ｍｇ／Ｌ，细胞干质量２６ｇ／Ｌ当温度达到３０℃时，

ＨＰＩ的表达开始下降，诱导温度３２℃的时毕赤酵母
生长缓慢，ＨＰＩ表达量明显降低．因此，确定重组毕赤
酵母的最佳诱导温度为２８℃．
以甲醇作为外源蛋白表达的诱导剂，同时也是诱

导过程中的碳源．在甲醇连续添加的情况下，可能造成
积累，对菌体产生毒害作用，造成细胞死亡，ＨＰＩ表达
量低；若添加量不足，又会影响菌体生长．通过优化甲
醇添加浓度发现，在２８℃诱导温度下，当添加２．０％甲
醇时，ＨＰＩ的表达量最高，在１２０ｈ时达到３５．４ｍｇ／Ｌ，
细胞干质量达为２９．５ｇ／Ｌ，如图９所示．

３　结　论

基因的特性对外源蛋白的表达量起着重要的影

响，本实验结合毕赤酵母的密码子偏好性，以及 ＨＰＩ
ｃＤＮＡ序列的Ａ＋Ｔ含量，对其进行了优化，同时在序
列５′端加入信号肽序列，以提高外源蛋白表达量，构
建了分泌型重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＨＰＩ，转化入毕赤酵母

ＧＳ１１５中，利用甲醇表型筛选、抗生素梯度筛选，获得
含多拷贝ＨＰＩ基因的重组毕赤酵母．
通过Ｔｒｉｃｉｎｅ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、质谱检测证明，重组毕

赤酵母能够表达相对分子质量正确的ＨＰＩ，利用金属

图８　诱导温度对表达外源蛋白 ＨＰＩ的影响
Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＨＰＩ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

图９　甲醇浓度对表达外源 ＨＰＩ的影响
Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ

ＨＰＩ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

螯合层析技术将 ＨＰＩ纯化后，经过胰蛋白酶酶切，利
用人胰岛素检测试剂盒测得生物活性，活性增强趋势
明显，证明形成了正确的蛋白质构型．此外，对利用毕
赤酵母诱导培养基ＢＭＭＹ对ＨＰＩ的表达温度和甲醇
诱导浓度进行简单的优化，结果表明：在２８℃条件下，

２．０％的甲醇添加量为 ＨＰＩ最适表达条件，纯化后测
得，ＨＰＩ摇瓶最高产量可达到３５．４ｍｇ／Ｌ．
本实验将在以后研究中对高效表达 ＨＰＩ重组蛋

白进行进一步的发酵条件优化，以提高 ＨＰＩ表达量，
对蛋白进行酶切修饰和正确折叠进行研究，以获得高
纯度、高活性的长效胰岛素蛋白，为今后规模化生产长
效胰岛素基因工程产品奠定基础．
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