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甲醇酵母表达系统 pM IRH型载体研究
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摘　要　在为甲醇酵母 ( Hansenula polymorpha ) 表达系统成功构建高拷贝整合型表达载体

pM I RH-1的基础上 ,构建了更能满足外源基因表达需要的、大小仅为 7 300 bp的高拷贝整合型

表达载体 pM IRH-2. 有关转化、筛选及传代稳定性试验结果表明 , pM I RH-2亦具有与 pM IRH-

1相似的转化和筛选特性及高拷贝整合能力 , 且二者均可在非选择条件下稳定传代 60代以上 .
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作为新一代酵母系统的甲醇酵母 ( Hansenula polymorpha )表达系统因利用了甲醇氧化

酶 ( metha nol oxidase, MOX; 或 alcohol o xidase, AOX)基因的强启动子和宿主的高密度

发酵性能而拥有较高的高效表达潜力 , 因而 , 该类系统在外源蛋白的工业化生产方面具有

广泛应用前景
[1 ]

. 由于缺乏稳定的自主复制型载体 , 甲醇酵母系统一般采用单拷贝整合型

( YIp型 )表达载体 ,然而 ,高拷贝数和高的传代稳定性是对工业用途表达载体的基本要求 ,

亦是甲醇酵母系统高效表达外源基因的前提
[2 ]

.文献 [3]曾为甲醇酵母 Hansenula polymor-

pha系统成功构建了一个能以高拷贝数 (大于 40拷贝 ) 整合于宿主基因组 rDN A位点的

pM IRH ( multiple integ ra tion into ribo so mal DN A of H. polymorpha )型载体 ( pM IRH-1,

10 300 bp) . 由 pM IRH-1转化宿主可产生高拷贝整合子 , 并可通过高浓度的氨基酸苷类抗

生素 G418抗性筛选轻易获得这些高拷贝整合子 . 考虑到 pM IRH-1虽可引起高拷贝整合 ,

但由于其过大的相对分子质量会限制载体的装载容量 ,且还可能会影响传代稳定性 , 因此 ,

本文在 pM IRH-1的基础上构建了另外 1个更小的 pM IRH型载体 ,并对 2个载体的转化和

筛选特性及传代稳定性进行了比较研究 . 现将研究结果报道如下 .

1　 材料与方法

( 1)菌株与质粒 .酵母宿主 H. polymorpha A16 ( leu
-
2 )由 Sudbery教授惠赠 , R-pUC18

和 pM IRH-1由本课题组构建 [3 ] , 克隆宿主 E. col i DH5α和质粒 Bluescript M13-由本室保

存 , pCI-neo为 prom eg a公司产品 .

( 2)主要试剂 .所有 DN A限制性内切酶和连接酶均为 Promega公司产品 ,地高辛试剂
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盒为 Bo ehringer Mannheim公司产品 .

( 3)酵母转化 . 参照 Faber等
[ 4]方法进行 .

( 4)高拷贝整合子的 G418抗性筛选 . 参照李黄金等 [3 ]方法进行 .

( 5) G418抗性最低敏感浓度分析 . 参照李黄金等
[3 ]
方法进行 .

( 6)基因组 DN A Southern杂交分析 . 参照 Philippsen等
[5 ]
方法进行 ,其中探针标记和

信号检测参照地高辛试剂盒说明进行 .

( 7)其它分子生物学操作 . 参照 Sambrook等 [6 ]方法进行 .

2　结果与讨论

图 1　 pM IRH-2的构建

Fig. 1　 Co nst ructio n o f pM I RH-2

Ba: Bam HⅠ ; Bg: BglⅡ ; C: ClaⅠ ; E: EcoRⅠ ;

E.Ⅴ : EcoRⅤ ; H: HindⅢ ; K: KpnⅠ ;

N: NdeⅠ ; S: SalⅠ

2. 1　 载体构建

pM IRH型载体除包含 M OX表
达盒外 , 尚包含 r DN A顺序、 选择型

标记基因 Hpleu2d和 SV40早期启动

子控制的 neo基因等 3个供高拷贝整

合和筛选用的关键元件 . 其中 rDN A

顺序可引导载体向宿主基因组的多

个 r DN A位点靶向整合 , Hpleu2d则利

用其低效表达来为高拷贝整合提供

强大的选择压力 , 而 neo基因则用于

高拷贝整合子的 G418抗性筛选 . 故

本文在构建新载体时所遵循的原则

是 , 在保留 M OX盒和保证上述 3个

元件发挥应有功能的前提下尽量缩

小载体大小 . pM IRH-2 ( 7 300 bp)的

构建如图 1所示 , 先将克隆化的 4

000 bp r DN A顺序中的 800 bp EcoR

Ⅰ -ClaⅠ 片段亚克隆至 Bluescript,

再以包含 rDN A顺序的 Bam HⅠ -

KpnⅠ片段取代 pCI-neo中的 2 000

bp BglⅡ -KpnⅠ序列 ,并将 pM IRH-

1中包含 MOX表达盒和 Hpleu2d的

Kpn Ⅰ -Sal Ⅰ 片 段 插 入 即 得 .

pM IRH-2与 pM IRH-1的主要差别

是 , pM IRH-1所引入的 rDN A顺序

更短 ( 800 bp) , 载体也更小 ( 7 300 bp) .

2. 2　 转化与筛选

在对宿主 H. polymorphaA16 ( leu
-
2 ) 进行的系列转化试验中 , 为比较 2种 pM IRH型

载体转化宿主的特性 , 以 rDN A顺序中的 Hin dⅢ和 EcoRⅤ位点分别线性化 pM IRH-1和

pM IRH-2, 以含野生型 Hpleu2基因的 YIp型载体 p JF5-1 ( M OX中的 EcoRⅤ位点线性
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化 ) 作对照 . 结果显示在宿主株的标准电激转化系统
[ 4]
中 , pM IRH-1与 pM IRH-2的线性

化 DN A有效转化宿主所需 DN A量均需达到 1. 0μg以上 ( pJF5-1为 0. 1μg ) , 且在 DN A

用量均达到 10. 0μg ( pJF5-1的为 1. 0μg ) 时转化频率 (以μg DN A所含的转化子量表示 ,

下同 ) 方呈显著下降 (表 1) .

表 1　转化频率
T ab. 1　 Tra nsfo rma tio n fr equency

DN A 0. 1 0. 5 1. 0 5. 0 10. 0 15. 0 20. 0 50. 0

p JF5-1 820 930 960 630

pM IR H-1 0 0 3 16 33 23 21 10

pM IR H-2 0 0 5 19 38 26 25 13

　　因此 , 虽然 pM IRH-1

和 pM IRH-2拥有不同的大

小、 引入的 r DN A顺序的长

度及线性化位点也不同 , 但

均拥有相似的转化宿主的特

性 ,即需要较高浓度的 DN A

方可有效转化宿主及只有在较高 DN A浓度下方达到饱和 . 显然 ,这些特性与 pM IRH型载

体的缺陷型标记基因及高拷贝整合属性有关 . 本文对 10. 0μg pM IRH-1和 pM IRH-2转化

宿主所获的 leu
+
2 转化子 (分别为 331个和 382个 )混合物分别以 5. 0 g /L G418平板进行二

级筛选试验 , 结果分别得到 53个和 61个生长菌株 . 根据文 [3] 研究结果 , 能在 5. 0 g /L

G418平板上生长的转化子均为高拷贝 (大于 40拷贝 ) 整合子 . 所以 , pM IRH-2的高拷贝

整合能力并未因所引入的 rDN A顺序缩短而改变 .

2. 3　传代稳定性分析

虽然上述 2个 pM IRH型载体均可引起高拷贝整合 , 但 pM IRH-1过大的 Mr 和

图 2　 整合子基因组 DN A So uthe rn杂交分析

Fig . 2　 Souther n a nalysis o f geno mic

DN A fro m integ ra nts

a pM IRH-2-Ⅱ株基因组 DN A /EcoRⅠ 消化

b pM IR H-1-Ⅰ 株基因组 DN A /Hin dⅢ消化

pM IRH-2所引入的过小的 rDN A顺序会否影
响传代稳定性呢? 本文从上述 2个载体的高

G418抗性转化子中各随机挑取 3个菌株进行

整合子传代稳定性试验 . 首先供试菌株于非选

择培养基 Y EPD中连续传代 60代后 , 再与原

代样品一起应用 96孔板法进行 G418抗性分

析 .结果表明所有供试高拷贝整合子经 60代无

选择压力培养后均未呈现 G418抗性的显著下

降 (表 2) .

表 2　整合子的 G418抗性敏感质量浓度 1)

Tab. 2　 Susceptible co ncent ration

o f Anti-G418 o f integ rants　　　 g / L

株　号
pM IR H-1

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

pM I RH-2

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

原　代 11. 0 7. 5 10. 0 9. 5 11. 0 8. 5

第 60代 10. 0 7. 0 9. 5 9. 0 10. 5 8. 5

　　 1)宿主 H . polymorpha A16 ( leu-
2 )的 G418抗性

敏感质量浓度为 0. 075 g /L

为了进一步考察整合子经传代试验后整合

化载体的数量是否有明显改变 ,本文还对 pM IRH-1-Ⅰ 号株和 pM IRH-2-Ⅱ号株进行了基因

组 DN A So uthern杂交分析 . 在杂交试验中 , 以 pUC序列作为检测整合化载体的探针 , 而
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以 MOX 5′端序列作为检测宿主基因组中单拷贝 M OX基因的探针 . 由各 DN A样品中的载

体杂交带与单拷贝 MOX杂交带间的相对信号强度可知 ,上述 2个菌株均为高拷贝整合子 ,

进一步证实了 pM IRH型载体的高拷贝整合能力及高拷贝整合子 G418抗性筛选方法的可

靠性 ; 而由原代样品与第 60代样品间整合化载体杂交信号的相对强度可知 , pM IRH-1和

pM IRH-2的高拷贝整合子在非选择培养条件下传代 60代后未呈现载体丢失现象 (图 2) ,

表明 pM IRH-1和 pM IRH-2均具有较高的传代稳定性 . 由于 pM IRH型载体是以高拷贝数

靶向整合于宿主基因组的 r DN A位点的 , 这种整合模式必然存在一种 “量” 的效应 , 即当

插入的外源 DN A超过一定的量时 , 宿主的生长就会受到严重影响而必然影响整合化载体

的传代稳定性 .所整合的外源 DN A的量是与载体的大小和整合拷贝数高度相关的 ,有必要

尽量减小 pM IRH型载体的大小 , 以满足高表达对高拷贝数的需要 , 因此 pM IRH-2比

pM IRH-1更具应用价值 . 我们正在利用 pM IRH-2进行有关外源基因表达的试验 , 并已取

得一些令人满意的结果 , 有关结果待发表 .
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Study on pMIRH-Type Vectors of Methylotrophic Yeast

Hansenula polymorpha Expression System

Li Huangjin
 　Long Qing xin　 Qiu Baol i　 Tu Guihong　Wang Xunzhang

Abstract　 pM IRH-2( 7 300 bp) , a new pM IRH-type ex pression v ector for multiple integ ra-

tion into riboso mal DN A of Hansenula polymorpha, w as co nst ructed based on our

pM IRH-1 ( 10 300 bp) repo rted recently. These tw o pM IRH-type v ecto rs a re dif ferent in

size and leng th o f rDN A sequence introduced, ho wev er, bo th sho wed similar pro perties in

a series of tests o n t ransfo rmation a nd G418-Screening of hig h-co py-number integ rants, as

w ell a s, equally possessed a high mito tic stabi li t.

Keywords　 methy lot rophic y east , ex pression v ecto r, m ul tiple integ ratio n, mi totic sta bili ty
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