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摘 要：酿酒酵母是单细胞真核微生物，人们以酿酒酵母为宿主菌，用载体表达外源基因的过程中，积累了丰

富的经验，掌握了酿酒酵母表达的许多优缺点，如它繁殖速度快，可以大规模发酵生产，但在发酵过程中会产

生乙醇，而乙醇在培养基中积累会影响酵母的生长代谢和基因产物的表达，尤其是进行高密度发酵时该效应

更明显；针对这些缺点，可以采取积极的应对措施 & 主要就酿酒酵母表达系统的组成、优缺点及高效表达的策
略等作一综述 &
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酿酒酵母（1;BB@;GC:HB6? ?6G6I<?<;6）又名面
包酵母，它是单细胞真核微生物，一直以来酿酒酵

母被称为真核生物中的“大肠杆菌”J ! K & 它是最早
应用于酵母基因克隆和表达的宿主菌 & 自 !+(!

年 L<=M6:C:等用酿酒酵母表达人干扰素获得成
功后 J $ K N 人们还用酿酒酵母表达了多种原核和真
核蛋白 J 2 K & 目前科学家对酿酒酵母表达系统的研
究已非常深入 &
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! 酿酒酵母表达系统组成

!" ! 用于酵母基因表达的两类载体
!% !% ! &’(（)*+,- ./-*01+-.2/ (3+,4.5）型载体
这是一种整合型载体，如 &.(6% 它不含酵母

的 789 复制起始区，不能在酵母中进行自主复
制，含有整合介导区，此载体整合到染色体上，稳

定性高，缺点为拷贝数低，但采取一些措施可以初

步解决这个限制问题 % 第 !个策略：用酵母转座
子以产生多个插入拷贝；第 $个策略：将 1*:789
插入到核糖体 789; 1789<簇中，在宿主的 =!号
染色体上以 !6"串联重复序列存在 % 用特殊的质
粒如 (>’?&$转化可产生上百个整合拷贝，整合
的 (>’?&$在无选择压力下分裂时保持稳定 @ A B %
!% !% $ &C(（)*+,- *(.,24+3 (3+,4.5）型载体
这是一种附加型载体，如 &*(!A%它含有酿酒

酵母$" 质粒 789 复制有关的部分或全部序列%
该载体常以 A"或更多拷贝存在，但不稳定 % 它能
独立于酵母染色体之外复制，为穿梭质粒 ; !" #$%&
和 ’" #()*&+&,( < % 为了克服这些载体的不稳定性，
以脆弱的 ,1D3:!突变的宿主株为基础建立自然选
择系统 % 这个菌株要求渗透压稳定，否则会裂解，
转化后带野生型 E?F 的自主复制 &C( 型质粒与
此菌株进行互补，可在培养基上保持选择性 @ G H I B %
!" # 用于基因表达的宿主菌—酿酒酵母
在遗传学方面，人们对酿酒酵母进行了广泛

的研究，酿酒酵母基因组序列（约 !% $ J !"# D(）早
在 !KKI年就完成，它有 !I条染色体，约 I """个
L?M，仅 GN的酵母基因有内含子 @ # B % 由于人们对
酿酒酵母的遗传背景十分清楚，因此酿酒酵母是

很理想的真核表达宿主菌 %

# 酿酒酵母基因表达系统研究现状及其
优缺点

酿酒酵母在酿酒业和面包业使用有数千年的

历史O 被认为是 P?9E生物 ; 0*/*1+33) 1*Q20/.R*5
+, ,+S* < @T B % 酿酒酵母是迄今了解最完全的真核
生物O上千个基因已被分析O完整的基因组测序也
于 !KKI 年完成 @ # B % 用酿酒酵母表达外源基因始
于 !KT!年，目前利用酿酒酵母为宿主系统表达了
多种外源基因产物，如乙型肝炎疫苗、人胰岛素、

人粒细胞集落刺激因子、人血管抑制素等 @ A，K B %
酿酒酵母表达系统表达外源基因的优点有很

多：酿酒酵母培养条件普通，生长繁殖迅速，用于

表达基因工程产品时，工艺简单，能够耐受较高的

流体静压，可以大规模生产，有效降低生产成本 %
已广泛应用于酿酒和食品工业，它不会产生毒素，

安全可靠，酿酒酵母表达外源基因具有一定的翻

译后加工能力，收获的外源蛋白质具有一定程度

上的折叠加工和糖基化修饰，特别适合于表达真

核生物基因，这有利于保持生物产品的活性和稳

定性 @ !" H !A B % 外源基因可在酿酒酵母中分泌表达，
通常为将重组蛋白的成熟蛋白形式与结合信息素

的 (1*:(12序列融合，U12序列可用 V*W$酶的蛋白
水解作用切去，这个步骤是广泛存在于真核生物

中的，表达产物分泌至胞外不仅有利于纯化 @ !G B，

而且避免了产物在胞内大量蓄积对细胞的不利影

响 % 酿酒酵母的遗传背景清楚，容易进行遗传操
作，所以O 毫不奇怪O 第一个商品化的重组疫苗来
自酿酒酵母 @ $ B %
但应用酿酒酵母表达系统生产外源基因的蛋

白质产物时也有不足之处，如产物蛋白质的不均

一、信号肽加工不完全、内部降解、多聚体形成等，

造成表达蛋白质在结构上的不一致，酿酒酵母大

规模发酵过程中会产生乙醇，难以进行高密度培

养，分泌效率低，一般不能高效分泌分子质量大于

A" X7 的外源蛋白质（在酵母双杂交系统中酵母
可低水平分泌 #:半乳糖苷酶，它的分子质量约 6!
X7），也不能使所表达的外源蛋白质正确糖基化，
而且表达蛋白质的 Y 端往往被截短，这些缺点限
制了酿酒酵母在表达重组蛋白中的应用 @ !6 B % 整合
型载体不含自主复制序列 ;9?E< O 被整合到酵母
宿主菌的染色体上后O它的稳定性好O但它的拷贝
数很低；附加体型载体O 由于含有来自酵母天然
质粒 $"复制起点序列O 能够独立于酵母染色体
外自主复制O 拷贝数通常可达 A" 拷贝以上O 但在
非选择条件下多不稳定O 发酵生产过程中质粒易
丢失仍是个问题 @ !$，!I，!# B % 这些缺点对于外源基因
的表达是很大的障碍 %

$ 酿酒酵母表达系统高效表达外源基因
的策略

外源基因在酿酒酵母中的表达受到很多因素

的影响，如转录水平、表达载体在细胞中的拷贝数

和稳定性，胞内表达产物的加工和修饰，分泌表达

产物的加工和修饰等等 %
表达外源基因在酵母中的表达水平与所选择

的启动子有关，不同的表达载体具有不同的特异
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性启动子和终止子，要使外源基因在酿酒酵母中

得到高效表达必须高效启动转录 & $! ’，一般在构建

表达载体时引入强启动子，如酵母磷酸甘油酯激

酶（()*）基因启动子+ 乙醇脱氢酶（,-.）基因启
动子等 & /，!# ’ 0 但有时强启动子启动外源基因转录
会造成细胞中表达产物含量过高，而对细胞形成

伤害 0
由于外源基因在细胞中的拷贝数会影响相应

123,的拷贝数，所以对于非整合质粒来说，增加
表达载体在细胞中的拷贝数能提高外源基因转录

的 123,总量 & !4 ’ 0 以多拷贝酵母内源性质粒为
基础构建稳定的多拷贝表达载体是提高表达载体

在酵母中拷贝数的一个途径 0 由于大量表达外源
蛋白的过程不可能在选择培养基中进行，因而表

达载体在没有选择压力的情况下能否稳定保持拷

贝数是很重要的 & /，$" ’ 0 将外源基因整合到染色体
上可维持外源基因在细胞中的稳定性，然而在多

数情况下会因为在细胞中的拷贝数较低而影响其

表达 0 也可适当增加目的基因整合到酵母染色体
上的拷贝数（即基因剂量）是有效提高外源基因表

达量的基本策略，但是，整合过多的外源基因拷贝

数将导致重组 -3,的不稳定 & $!，$$ ’ 0
另外酵母表达外源蛋白质可以是胞内的，也

可以是分泌到胞外的，分泌到胞外对外源蛋白质

本身而言更稳定，产量也较胞内形式更高，因此人

们多选择具有信号肽的分泌型表达菌株，但是信

号肽具有选择性，所以选择合适的信号肽对于提

高某种重组蛋白质的表达量是非常重要的，常用

的信号肽有 !567+ (.89+ :;<$等 & $= > $/ ’ 0 影响外
源基因在酵母菌中表达的因素还有很多，如整合

位点、123, 9? 和 =?非翻译区（;@2）、宿主菌的
6AB表型、蛋白酶、表达蛋白质自身的特点、培养
基及培养的环境条件等，有效控制各种影响表达

的因素，对于外源基因的高效表达都是必不可少

的 & 9，$C ’ 0

! 酿酒酵母表达系统的应用及前景

利用酿酒酵母表达系统生产制备外源基因的

表达产物已有 $"余年的历史，尽管人们利用酿酒
酵母表达系统制备外源蛋白质取得了成功，但是

实践中仍然发现有很多的外源基因不能在酵母表

达系统中表达，具体原因目前还没有明确 0 另外，
还没有彻底克服酵母表达系统制备外源蛋白质时

发生的不均一现象 0 随着酿酒酵母基因组测序的

完成及后基因组的发展，人们对酵母的基因表达

调控机制和对表达产物的加工修饰及分泌能力

将更加清楚，相信不久的将来，这些问题都将得

到解决 & 9，/，$# ’ 0
酿酒酵母表达系统除了可以安全高效地表达

真核生物中的目的基因外，还可用来进行人类基

因的功能分析 0 现有的资料表明有相当一部分人
类疾病基因和酿酒酵母基因有较高的同源性，基

于上述事实，人们可以根据酵母执行核心功能的

重要基因来筛选取得相应的人类基因，并在酵母

表达系统中初步确认其功能；或者，一个功能未知

的人类基因，如果它执行核心的生物学功能，那

么，我们有可能在酵母基因组中找到它的同源物，

并有可能通过在酵母表达系统中的功能互补试

验，为这个基因的功能研究提供某些线索 & /，$4，=" ’ 0
酿酒酵母也是药物开发中常用的一种真核生

物模型 0 <DEEFG1D ,)在 $""$ 年第一次描述了酵
母蛋白质组的功能图谱，这幅图谱绘制了酿酒酵

母中蛋白质的完整网络及其相互作用，这个蛋白

质的相互作用网络是影响细胞在不同环境下的活

性的基础 0 这幅图谱将能让研究人员更加全面的
评价一个蛋白质在生物学上的功能，并且为药物

开发选择靶点提供了一个更全面的方法 0 通过了
解靶点所处的分子环境，研究人员能够更好的预

测候选药物在安全性和有效性方面的效果，蛋白

质相互作用的图谱建立了一个基础，人们可以在

上面添加从文献或者其他实验中所获得的数据，

将这些信息结合起来，将能够提高药物开发的效

率 0 它的应用前景有：根据不同实验条件下从体
内条件下分离出的分子集合，以让药物开发领域

找到新的切入点；提供一个平台，人们可以通过向

其中增加其他数据和信息而利用生物信息学手段

更好的设计实验；根据蛋白质复合物组装的差异，

预测候选药物的安全性和效果，并对先导化合物

进行优化选择；根据复合物的组成，医学上的用途

以及筛选和鉴定先导化合物的方法建立一套全面

的知识产权体系；通过预测未知蛋白质和已知蛋

白质之间的相互作用，发现新的蛋白质及其功能
& ="，=! ’ 0 这些对于人类蛋白质相互作用网络图谱分
析具有重要意义 0
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