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促进米黑根毛霉脂肪酶分泌的毕赤酵母 
内源信号肽的筛选 

 
苗杨利，李站胜，韩双艳 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东省发酵与酶工程重点实验室，广东广州 510006） 

摘要：米黑根毛霉脂肪酶（Rhizomucor miehei Lipase，RML）在造纸、食品、化妆品以及医药等行业应用广泛。本研究通过SignalP 

4.1在线预测软件预测出9种具有分泌潜力的毕赤酵母内源信号肽序列：FLO10、CPR5、PRY2、DSE4、NUP145、MSB2、SSP120、

FRE2、FLO9。以广泛应用的酿酒酵母α-交配因子（α-mating factor，α-MF）信号肽为对照，考察这九种内源信号肽对增强型绿色荧

光蛋白（Enhanced green fluorescent protein，EGFP）和RML在蛋白酶缺陷型PichiaPinkTM表达系统的分泌效果。结果发现FLO10、PRY2

、DSE4、MSB2、SSP120、FRE2能有效介导EGFP分泌，且PRY2、DSE4、MSB2、FRE2介导EGFP的分泌水平优于α-MF，分别是α-MF

的2.15倍、1.15倍、1.33倍、1.30倍；FLO10、PRY2、DSE4、FRE2能有效介导RML的分泌，且FLO10介导RML的分泌水平最高，是α-MF

的1.50倍，说明内源信号肽FLO10更能有效分泌RML。本研究为提高米黑根毛霉脂肪酶在蛋白酶缺陷型毕赤酵母的表达量奠定了一定

的基础。 
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Abstract: Rhizomucor miehei Lipase (RML) is widely used in the paper, food, cosmetics, pharmaceutical industries. In this study, nine 

potential endogenous signal peptide-like sequences with a secretory potential from Pichia pastoris were predicted by a SignalP 4.1 online 

software: FLO10, CPR5, PRY2, DSE4, NUP145, MSB2, SSP120, FRE2 and FLO9. Using the widely used α-mating factor (α-MF) signal 

peptide of Saccharomyces cerevisiae as the control, the effects of the nine endogenous signal peptides on the secretion of the enhanced green 

fluorescent protein (EGFP) and RML in a protease-deficient PichiaPinkTM expression system were investigated. The results showed that FLO10, 

PRY2, DSE4, MSB2, SSP120 and FRE2 could effectively mediate the secretion of EGFP. Moreover, the secretion level of EGFP mediated by 

PRY2, DSE4, MSB2 and FRE2 were 2.15, 1.15, 1.33, 1.30 folds, respectively, that of α-MF. FLO10, PRY2, DSE4 and FRE2 could effectively 

mediate RML secretion, with the highest secretion level of RML with FLO10 (which was 1.50 folds that of α-MF). This study laid a foundation 

for improving the expression of RML in protease-deficient Pichia pastoris. 

Key words: protease-deficient Pichia pastoris; signal peptide; enhanced green fluorescent protein (EGFP); Rhizomucor miehei Lipase 

(RML) 
 
酵母表达系统是目前外源蛋白表达 常用的真核

表达系统[1]，表达载体中各表达元件均会显著影响外 
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源蛋白的表达效率。信号肽是实现外源蛋白表达的重

要元件，引导新生肽链向分泌通路转移[2]。同一种蛋

白在不同信号肽的作用下分泌效率也会不同[3-5]；适当

改造信号肽的结构以及酶切位点均可显著提高外源蛋

白的分泌效率[6-10]，信号肽因其特有的功能在外源蛋

白的表达上应用广泛[11]。 
毕赤酵母细胞对信号肽序列的识别具有一定的灵

活性，即使是常见的信号肽在引导重组蛋白的分泌过
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程中亦可能表现不理想，因此在信号肽筛选时需要将

宿主内源信号肽同时考虑，方能获得 优的适合特定

外源蛋白分泌的信号肽。Liang 等[12]等通过巴斯德毕

赤酵母蛋白天然分泌的内源信号肽的筛选，得到三种

Scw11p，Dse4p，Exg1p 信号肽可以有效的分泌 EGFP
和南极假丝酵母脂肪酶B（Candida antarctica lipase B，
CALB），且 Dse4p 分泌 EGFP 效率更高，Exg1p 分泌

CALB 效率更高。 
脂肪酶（Lipase EC 3.1.1.3）即三酰基甘油酰基水

解酶，广泛应用于油脂加工、食品、日化等工业，是

重要的工业酶制剂之一，其催化活性仅仅取决于其蛋

白质结构，因而不同来源的脂肪酶具有不同的催化特

性和催化活力[13,14]。米黑根毛霉脂肪酶 RML 的工业

应用性很强，但天然的米黑根毛霉脂肪酶产量低下、

成分不稳定，存在较大的缺陷，使得其应用成本偏高

和应用受到限制[15]。毕赤酵母在高密度发酵过程中，

由于在转接过程中碳源从葡萄糖或者甘油到甲醇的转

变，导致细胞器胁迫、发酵后期细胞受到饥饿胁迫、

有毒有害物质的积累、pH 的影响，导致蛋白酶的增加，

造成目的蛋白产率下降、分离纯化困难、产品纯度低、

蛋白的比活降低等影响[16-18]。 
任敏等[19]比较 PichiaPinkTM 表达系统和巴斯德毕

赤酵母 GS115 在表达外源蛋白方面的差异，认为

pichiaPinkTM 表达系统产生的转化子较 GS115 菌株产

生的转化子易于筛选；蛋白酶 A（由 pep4 基因编码）

敲除菌生长与野生型相差不大且明显减少外源蛋白降

解。本文选择 pichiaPinkTM表达系统中蛋白酶 A 缺陷

型毕赤酵母为宿主，系统比较毕赤酵母内源信号肽对

EGFP 和 RML 分泌的影响，先用便于检测的 EGFP 做

报告蛋白初筛，将筛选到有较好分泌能力的内源信号

肽与目的蛋白 RML 形成融合蛋白，期望筛选到比常

用的 α-MF 分泌效率高的内源信号肽实现 RML 更好

分泌。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  菌株与质粒 
大肠杆菌 Escherichia coli Top10、P.pastoris GS115

来自于本实验室保藏，P.pastoris GS115 ade2△pep4△
从 Invitrogen 公司购买；质粒 pPink-LC 从 Invitrogen
公司购买，质粒 pPICZαA-EGFP、质粒 pHKA-RML- 
GCW21、pPICZαA-EG1-G 由本实验室构建。 
1.1.2  培养基和溶液 

LB 培养基：0.5%氯化钠，0.5%酵母提取物，1%

胰蛋白胨。固体培养基再添加 2%琼脂粉；YPD 培养

基：2%琼脂粉，1%酵母提取物，2%葡萄糖，2%蛋白

胨。固体培养基再添加 2%琼脂粉；BMGY 液体培养

基：2%蛋白胨，1.34% YNB，1%酵母提取物，1%甘

油，100 mM 磷酸盐缓冲液（pH 6.0）；BMMY 液体培

养基：2%蛋白胨，1.34%YNB；1%酵母提取物，100 mM
磷酸盐缓冲液（pH 6.0）。用蒸馏水定容至所需体积，

115 ℃灭菌 20 min 冷却后加入 0.00004%生物素（过

滤除菌）和 1%甲醇；PAD 固体培养基：0.8% PAD；

2%葡萄糖；2%琼脂粉；1 M PBS（pH 6.0）缓冲液：

66 mL 1 M磷酸氢二钾溶液和343 mL 1 M磷酸二氢钾

溶液混合，用磷酸调节 pH 至 6.0，用容量瓶定容到 500 
mL，121 ℃灭菌 20 min，室温保存；1 M Tris-HCl 溶
液（pH 8.0）：称取 60.57 g Tris，溶于 450 mL 蒸馏水，

用浓盐酸调节 pH 至 8.0，加蒸馏水定容至 500 mL，
121 ℃高温灭菌 20 min，室温保存。 
1.1.3  酶与化学试剂 

限制性内切酶、Ex Taq DNA、T4 DNA 连接酶、

KOD 高保真 DNA 聚合酶购于 TaKaRa 公司；2×PCR 
Master Mix 购于 Thermo Scientific 公司、NEBuilder 
HiFi DNA Assembly Master Mix购于NEW ENGLAND 
BioLabs 公司。 

蛋白胨、酵母氮源购于美国 BD 公司；酵母提取

物、胰蛋白胨、琼脂粉购于英国 OXOID 公司；溴化

乙锭（EB）购于北京鼎国生物有限公司；氯化钠、葡

萄糖购于天津市大茂化学试剂厂；三丁酸甘油酯购于

美国 Sigma 公司；聚乙烯醇（PVA）购于广州天马精

细化工厂进口分装。 

1.2  仪器与设备 

Mulstiskan asent 酶标仪购于美国 Thermo 公司；

Olympus BX51 荧光显微镜购于日本 Olympus 公司；

UV-2350 型分光光度计购于美国 UNICON 公司；Nano 
Drop 1000 紫外可见分光光度计购于美国 UNICON 公

司；Tecan Infinite M200 酶标仪购于瑞士 TUCAN 公

司；F0199 型 96 孔板购于美国 Coring 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  信号肽的预测与筛选 
参照 Huang[20]等人总结的毕赤酵母内源信号肽序

列 ， 利 用 信 号 肽 预 测 软 件 SignalP 4.1 Sever
（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）计算氨基酸

序列的 D 值来预测其是否为信号肽，依据 Liang 等和

Huang 等人的研究所得，SignalP 4.1 信号肽预测软件

预测的D值超过0.7的氨基酸序列很有可能为信号肽。
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将Huang等人总结的毕赤酵母内源信号肽氨基酸序列

与报告蛋白 EGFP 和 RML 形成融合蛋白预测氨基酸

序列的 D 值，筛选得到 D 值超过 0.7 的融合蛋白，并

通过实验验证这些信号肽的分泌能力，筛选得到 适

合 RML 分泌的内源信号肽，并以常用的 α-MF 信号

肽作为对照。 
1.3.2  PCR 引物的设计与合成 

本实验所用引物由上海捷瑞生物科技有限公司完

成，如表 1 所示。下划线为酶切位点。 

表1 本实验室所用引物 

Table 1 Primer list used in the current study 

引物名称 引物序列（从5’→3’） 酶切位点

pPink-LC-F CCTTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGC  

pPink-LC-R TCTCATGGCCATGAATTCCGTTTCGAATAATTAGTTGTTTTTTG EcoRⅠ 

α-MF-F GAATTCATGGCCATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAG EcoRⅠ 

α-MF-R1 CGTCATCCTTGTAATCCCATGGAGCTTCAGCCTCTCTTTT NcoⅠ 

α-MF -R2 AGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCGAGAGATACCCC  

RML-F CTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTCCATGGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGTTCC NcoⅠ 

RML-R GATATCGACAAAGGAAAAGGGGCAGGCCTTTAAGTACACAAACCAGTGTT StuⅠ 

EGFP-F AAAAGAGAGGCTGAAGCTCCATGGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC NcoⅠ 

EGFP-R TGATATCGACAAAGGAAAAGGGGCAGGCCTCTTGTACAGCTCGTCC StuⅠ 

FLO10-F CGGAATTCAATTCGAAACGATGTTTGAGAAGAGTAA EcoRⅠ 

FLO10-R TCCCATGGTCCATGTACACCAAGGACACAAAATAGCTGC NcoⅠ 

CPR5-F CGGAATTCAATTCGAAACGATGAAATTGTTGAACTTTC EcoRⅠ 

CPR5-R TCCCATGGTGCAAACACAGAACCTGATAATAGT NcoⅠ 

PRY2-F CGGAATTCAATTCGAAACGATGAAGCTCTCCACCAA EcoRⅠ 

PRY2-R TAATCCCATGGACGCTTGTGCAAGTGGTTTGCTGCCTCTT NcoⅠ 

DSE4-F ACGGAATTCAATTCGAAACGATGTCATTCTCTT EcoRⅠ 

DSE4-R TTGTAATCCCATGGTCCACTGACTATATTGGTCAACAGAAC NcoⅠ 

NUP145-F CGGAATTCAATTCGAAACGATGAGCACCCTGACATTGC EcoRⅠ 

NUP145-R TCCCATGGAGCAAGAGCTGAATTTTGAAGCG NcoⅠ 

MSB2-F GGAATTCAATTCGAAACGATGATTAATTTAAACTCC EcoRⅠ 

MSB2-R TCCCATGGTCTTTTAGCAAGGTCGTCTTTTGC NcoⅠ 

SSP120-F CGGAATTCAATTCGAAACGATGTGGTCGCTGTTCATATCTG EcoRⅠ 

SSP120-R GTAATCCCATGGTCCAAGGACCAAAGG NcoⅠ 

FRE2-F AAACGGAATTCAATTCGAAACGATGAGAAACCACC EcoRⅠ 

FRE2-R TAATCCCATGGGGCCTGAGCTGCTACTGTGAGAAGC NcoⅠ 

FLO9-F CGGAATTCAATTCGAAACGATGAAATTTCCTGTGCCAC EcoRⅠ 

FLO9-R TCCCATGGATCTCCTTGTGTTGCAATAATAAAGAACAGC NcoⅠ 

RT-PCR-RML-F GATTACAAGGATGACGACGATA  

RT-PCR-RML-R GGGTAAGAAGTAGCGTTCAAAG  

RT-PCR-GAPDH-F GCTGAAATGTGCCGATGA  

RT-PCR-GAPDH-R CACAGTTTTCCAGTAGTTCCGA  

GAPDH-F CGGAATTCTGTGAGGCTGAAATGTGCCGATG EcoRⅠ 
GAPDH-R TTCCATGGCGCGGATCCCATGCCAACTCAAT NcoⅠ 

1.3.3  重组质粒的构建 
本文所构建的重组质粒和菌株对应表 2。 

1.3.3.1  含 EGFP 基因质粒的构建 
以商业化质粒 pPink-LC 为模板，分别以

pPink-LC-F 和 pPink-LC-R 为上下游引物 PCR 扩增出

pPink-LC 基因质粒片段，反应体系为 KOD neno 体系，

反应条件为：94 ℃ 2 min；98 ℃ 10 s；55 ℃ 30 s；
68 ℃ 4 min；循环 30 次，68 ℃ 10 min。PCR 产物
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按照 PCR 产物回收试剂盒说明书的要求进行纯化回

收。以 pPICZαA-EGFP 质粒为模板，分别以 EGFP-F
和 EGFP-R 为上下游引物 PCR 扩增出 EGFP 基因片

段，反应体系为 KOD 体系，反应条件与 KOD neno
体系相同；分别以 α-MF-F 和 α-MF-R1 为上下游引物

PCR 扩增出 α-MF1 基因片段，构建同源重组质粒

pPink-LC-α- MF1-EGFP。连接体系如下：将所得的纯

化 的 载 体 质 粒 和 目 的 基 因 按 照 pmols 比 为

pPink-LC:EGFP:α-MF1 secretion singal=1:2:2，(pmols
的 计 算 方 法 ： pmols=(weight in ng)×1000/(base 
pairs×650 daltons)）将三个片段进行混合，总体积为

2.5 μL，加 2.5 μL NEBuilder HiFi DNA Assembly 
Master Mix 于 50 ℃ PCR 仪反应 1 h，转化至大肠杆

菌。并涂布在含有 Amp+(50 mg/mL)抗性 LB 平板，24 
h 后筛选阳性转化子并用 EcoRⅠ和 StuⅠ对重组质粒

进行双酶切鉴定；鉴定成功后委托生工生物工程(上海)
股份有限公司测序。 

以毕赤酵母 GS115 基因组为模板，分别以表 1 各

毕赤酵母内源信号肽上下游引物进行 PCR，扩增出各

信号肽片段分别为：FLO10、CPR5、PRY2、DSE4、
NUP145、MSB2、SSP120、FRE2 和 FLO9。将测序

成功的重组质粒以及各内源信号肽用相同的限制性内

切酶 EcoRⅠ和 NcoⅠ进行双酶切，更换 α-MF，用

T4DNA 连接酶连接，转化得到重组质粒 F10-EGFP、
C-EGFP、P-EGFP、D-EGFP、N-EGFP、M-EGFP、
S-EGFP、F-EGFP、F9-EGFP。 

表2 本文构建的重组质粒和菌株 

Table 2 Construction of recombinant plasmids and strains 

类别 信号肽 重组质粒 简写 对应菌株 

含EGFP基因的重组质粒和菌株 

α-MF pPink-LC-α-MF-EGFP α-EGFP GS115/α-EGFP 

FLO10 pPink-LC-FLO10-EGFP F10-EGFP GS115/F10-EGFP

CPR5 pPink-LC-CPR5-EGFP C-EGFP GS115/C-EGFP 

PRY2 pPink-LC-PRY2-EGFP P-EGFP GS115/P-EGFP 

DSE4 pPink-LC-DSE4-EGFP D-EGFP GS115/D-EGFP 

NUP145 pPink-LC-NUP145-EGFP N-EGFP GS115/N-EGFP 

MSB2 pPink-LC-MSB2-EGFP M-EGFP GS115/M-EGFP 

SSP120 pPink-LC-SSP120-EGFP S-EGFP GS115/S-EGFP 

FRE2 pPink-LC-FRE2-EGFP F-EGFP GS115/F-EGFP 

FLO9 pPink-LC-FLO9-EGFP F9-EGFP GS115/F9-EGFP

含RML基因的重组质粒和菌株 

α-MF pPink-LC-α-MF-RML α-RML GS115/α-RML 

FLO10 pPink-LC-FLO10-RML F10-RML GS115/F10-RML

PRY2 pPink-LC-PRY2-RML P-RML GS115/P-RML 

DSE4 pPink-LC-DSE4-RML D-RML GS115/D-RML 
FRE2 pPink-LC-FRE2-RML F-RML GS115/F-RML 

阴性对照菌    △GS115/ pep4 

1.3.3.2  含 RML 基因质粒的构建 
通过 EGFP 初筛以及 RML 复筛得到四种内源信

号肽能有效 RML，用同源重组方法构建 pPink-LC- 
α-MF2-RML 质粒，用相同的 EcoRⅠ和 NcoⅠ进行双

酶切，更换 α-MF，用 T4 DNA 连接酶连接，转化得

到重组质粒 F10-RML、P-RML、D-RML、F-RML。 
1.3.3.3  标准质粒的构建 

本研究采用管家基因 GAPDH 基因中的一段 250 
bp 的 GAPDH 片段作为内参基因，通过实时荧光定量

PCR 的方法进行分析，鉴定转化子拷贝数。以

pPICZαA/EG1-G 为模板，分别用 GAPDH-F 和

GAPDH-R为上下游引物，扩增GAPDH片段，用EcoR
Ⅰ和 NcoⅠ进行双酶切，质粒 pPink-LC-α-MF-RML

用相同的限制性内切酶进行双酶切，将回收的酶切片

段用 T4 DNA 连接酶连接，构建标准质粒 pPink-LC- 
GAPDH-RML。 
1.3.4  重组蛋白酶缺陷型毕赤酵母构建和培养

条件 
将所有测序成功的重组质粒用 SpeⅠ线性化后电

转蛋白酶 A 缺陷型毕赤酵母，涂布在 PAD 筛选平板

上，30 ℃培养 4~5 d 后，挑选 3~8 个白色的阳性转化

子于 10 mL BMGY 培养基在 30 ℃ 250 r/min 的摇床

培养24 h后，控制起始OD600=1，转接到25 mL BMMY
培养基 30 ℃ 250 r/min 的摇床培养 72 h 后，分析目

的蛋白表达。在此期间每隔 24 h 添加 1%甲醇诱导。 
1.3.5  重组 EGFP 荧光测定 
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采用激发波长和反射波长分别为 488 nm 和 520 
nm 的 EGFP 标准设置测定重组蛋白酶缺陷型毕赤酵

母的上清和菌体的荧光强度。将 20 μL 的发酵上清与

180 μL Tris-HCl 8.0 缓冲液混合均匀加入到 96 孔板在

酶标仪上测定荧光。将 20 μL 发酵上清，10000 r/min
于室温下离心 2 min 收集菌体，并用 Tris-HCl（pH 8.0）
缓冲液洗涤三次，用 200 μL 缓冲液重悬并于酶标仪上

测定荧光强度。上清和菌体的相对荧光强度通过如下

公式计算获得： 

600OD
= 上清 胞内

上清 胞内

荧光强度
相对荧光强度       （1） 

1.3.6  重组 RML 脂肪酶酶活测定 
以对硝基苯基辛酸酯为 RML 的 适底物，利用

pNPC 法测定发酵上清液中脂肪酶的活力[12]。测定溶

液由 50 μL pNPC（25 mM，用 Tris/HCl pH 7.5 缓冲液

溶解，添加 0.5%的 Triton-X100）和 940 μL Tris/ HCl
缓冲液（50 mM，pH 8.0）组成。通过向 990 μL 测定

溶液中加入 10 μL 上清液开始反应，后在 45 ℃温育 5 
min，测定 OD405值。一个酶活力单位（U）定义为每

分钟水解底物对硝基苯酚辛酸酯生成 1 μmol 对硝基

苯酚所需要的酶量[21]。 
1.3.7  酵母基因组提取以及拷贝数测定 

用酵母基因组提取试剂盒提取含不同信号肽的毕

赤酵母基因组，并用信号肽上游引物和目的基因下游

引物验证载体基因是否整合到毕赤酵母基因组。目的

基因拷贝数采用标准曲线方法进行分析。以表 1 的引

物 RT-PCR-RML-F、RT-PCR-RML-R、RT-PCR-EGFP- 
F、RT-PCR-EGFP-R 进行 RT-PCR，得到 Ct 值和模板

浓度的关系，绘制双标曲线，依据计算公式得到目的

基因 EGFP 和 RML 的拷贝数。 
GAPDH)
GAPDH

= 基因组中测定目的基因） （基因组中测定
目的基因拷贝数

（标准质粒中测定目的基因）（标准质粒测定 ）
              （2）

表3 利用SignalP 4.1预测内源信号肽和RML/EGFP融合蛋白的D值 

Table 3 Prediction of D values of endogenous signal peptides and RML/EGFP fusion proteins using SignalP 4.1 

SP No. Predict SP 
Prediction results 

D-score-EGFP Cleavage site D-score-RML Cleavage site

FLO10 MFEKSKFVVSFLLLLQLFCVLG↓VHG (25) D=0.853 AA22-23 D=0.854 AA22-23 

CPR5 MKLLNFLLSFVTLFGLLSGSVFA↓(23) D=0.874 AA23-24 D=0.890 AA23-24 

PRY2 MKLSTNLILAIAAASAVVSA↓APVAPA 
EEAANHLHKR (36) D=0.816 AA20-21 D=0.808 AA20-21 

DSE4 MSFSSNVPQLFLLLVLLTNIVSG↓(23) D=0.816 AA23-24 D=0.837 AA23-24 

NUP145 MSTLTLLAVLLSLQNSALA↓(19) D=0.881 AA19-20 D=0.871 AA19-20 

MSB2 MINLNSFLILTVTLLSPA LA↓LPKNVLEE  
QQAKDDLAKR (38) D=0.867 AA20-21 D=0.863 AA20-21 

SSP120 MWSLFISGLLIFYPLVLG↓(18) D=0.900 AA18-19 D=0.880 AA18-19 

FRE2 MRNHLNDLVVLFLLLTVAAQA↓(21) D=0.857 AA19-20 D=0.851 AA21-22 

FLO9 MKFPVPLLFLLQLFFIIATQG↓D (22) D=0.815 AA21-22 D=0.842 AA21-22 

α-MF 
MRFPSIFTAVLFAASSALA↓APVNTTTE 

DETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTN
NGLLFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEA (89) 

D=0.884 AA19-20 D=0.884 AA19-20 

注：↓代表signalP 4.1在线软件预测的信号肽切割位置。 

1.3.8  数据统计与分析 
以上实验均设置三个平行组，各组数据均以平均

值±标准偏差表示，实验数据采用 Excel 2010、SPSS 
22.0 等软件处理，Duncan's multiple range test 分析差

异显著性（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  信号肽预测结果 

将筛选到具有一定分泌潜力的毕赤酵母内源信号

肽与报告蛋白 EGFP、RML 形成融合蛋白，用

SignalP4.1 信号肽预测软件预测 D 值，结果如表 3 所

示。结果表明除了 FRE2 以外，其它信号肽切割位点

均未发生变化，且 D 值都高于 0.7，说明上述表达载

体整合到酵母基因组上的重组酵母能有效将报告蛋白

分泌至胞外，但结果还需进一步验证。 

2.2  重组质粒的构建以及重组毕赤酵母鉴定 
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通过 PCR 扩增得到 EGFP、RML、α-MF、pPink-LC
片段，如图 1a~d，扩增的信号肽片段，如图 1e，将

pPink-LC、EGFP/RML、α-MF 三个片段进行同源重组，

得到 α-EGFP、α-RML 质粒，并将其它内源信号肽经

过 EcoRⅠ和 NcoⅠ双酶切、T4 DNA 连接酶连接的方

法替换 α-MF，用 SpeⅠ线性化电转至蛋白酶 A 缺陷型

毕赤酵母，构建过程如图 2。 

        

    

 
图1 目的基因PCR扩增 

Fig.1 PCR amplification of target genes 
注：图a、b、c、d分别为EGFP、RML、α-MF和pPink-LC

扩增片段；图e为信号肽序列的扩增；图中1~10分别为α-MF、

FLO10、CPR5、PRY2、DSE4、NUP145、MSB2、SSP120、

FRE2、FLO9。 

 
图2 载体结构及酵母基因组的整合 

Fig.2 The structure of expression vectors and their integration 

into the P. pastoris genome 

2.3  目的基因拷贝数的测定 

 
图3 含EGFP表达质粒重组菌PCR验证 

Fig.3 PCR identification of recombinant strains harboring 

EGFP expression plasmids 

 
图4 含RML表达质粒重组菌PCR验证 

Fig.4 PCR identification of recombinant strains harboring 

RML expression plasmids 

表4 报告蛋白拷贝数的测定 

Table 4 The copy number of reporter genes 

Strains Reporter gene copy number in 
P. pastoris genome 

α-EGFP 1.03±0.03 

F10-EGFP 0.95±0.02 

C-EGFP 1.05±0.02 

P-EGFP 0.97±0.01 

D-EGFP 0.98±0.01 

N-EGFP 1.09±0.01 

M-EGFP 1.02±0.02 

S-EGFP 1.08±0.03 

F-EGFP 1.12±0.03 

F9-EGFP 1.05±0.02 

α-RML 1.05±0.03 

F10-RML 1.25±0.02 

P-RML 0.97±0.01 

D-RML 0.98±0.01 

F-RML 1.02±0.02 

目的基因的拷贝数在一定程度上会影响目的蛋白

的生产，如果忽略拷贝数对表达的影响，则会使信号

肽筛选的结果不准确。因此本文选择 PichiaPinkTM 系

统中低拷贝 pPink-LC 质粒进行实验，实验结果的可靠

性还需要筛选单个目的基因拷贝数的转化子进行表

达，需要提取毕赤酵母基因组 DNA，进行 RT-PCR 检

测目的基因拷贝数。含 EGFP 重组菌基因组 PCR 鉴定
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结果如图 3，含 RML 重组菌基因组 PCR 鉴定结果如

图 4。拷贝数鉴定结果如表 4。 

2.4  内源信号肽介导 EGFP分泌表达 

将筛选到的单拷贝 EGFP 菌株在 BMMY 培养基

发酵 72 h，测其上清和菌体的荧光强度。如图 5 所示，

阴性对照菌 GS115/ pep4 的荧光强度很低，而阳性对

照菌 GS115/α-EGFP 有较强的荧光强度，重组菌

GS115/F10-EGFP、GS115/P-EGFP、GS115/D-EGFP、
GS115/M-EGFP、GS115/S-EGFP、GS115/F-EGFP 能

有效分泌 EGFP，且重组菌 GS115/P-EGFP、GS115/D- 
EGFP、GS115/M-EGFP、GS115/F-EGFP 的荧光强度

比 α-EGFP 高。重组菌 GS115/P-EGFP 荧光强度 高，

为阳性对照菌的 2.15 倍。为证明上清蛋白是 EGFP，
用 SDS-PAGE 验证上清蛋白的分子量，如图 6 所示，

25~35 ku 有明显条带，说明内源信号肽更能有效引导

EGFP 在蛋白酶 A 缺陷型毕赤酵母分泌表达。 

 
图5 重组酵母菌体和上清荧光强度 

Fig.5 The fluorescence intensity of supernatants and cell 

本研究发现 α-MF、FLO10、PRY2、DSE4，MSB2、
SSP120、FRE2 能有效分泌 EGFP，且 PRY2、DSE4、
MSB2、FRE2 分泌 EGFP 分别是 α-MF 的 2.15 倍、1.15
倍、1.33 倍、1.30 倍；依据 D 值大小，筛选得到的信

号肽均在其它蛋白中有实验验证，说明 signalP 4.1 软

件可以作为筛选信号肽的依据。 

 
图6 SDS-PAGE检测上清中EGFP 

Fig.6 The SDS-PAGE analysis of extracellular EGFP 

2.5  内源信号肽介导 RML分泌表达 

将信号肽 α-MF、FLO10、PRY2、DSE4、MSB2、
SSP120、FRE2 与 RML 融合表达，筛选比 α-MF 分泌

效率更高的适合 RML 表达的毕赤酵母内源信号肽。

在 BMMY 培养基发酵 72 h 后，收集上清测上清中脂

肪酶水解活力，发现 F10-RML、P-RML、D-RML、
F-RML、α-RML 重组菌在三丁酸甘油酯平板上用甲醇

诱导 24 h 后有明显的水解圈，F10-RML 重组菌的水

解圈比 α-RML 大，P-RML、D-RML、F-RML 则与

α-RML 相当，如图 7。 

 
图7 不同重组菌在三丁酸甘油酯平板诱导24 h水解情况 

Fig.7 Screening on the tributyrin agar plate of secretory 

recomibinant P. pastoris 

 
图8 含内源信号肽重组菌RML上清酶活测定 

Fig.8 The lipase activity of endogenous signal peptide-RML in 

the supernatant 

 
图9 SDS-PAGE分析上清含内源信号肽RML 

Fig.9 The SDS-PAGE analysis of endogenous signal 

peptide-RML 
其中 F10-RML 的脂肪酶水解活力是对照菌

α-RML 的 1.50 倍，其上清脂肪酶水解活力显著高于

α-RML（p<0.05）；P-RML、D-RML、F-RML 上清脂

肪酶水解活力与 α-RML 相比差异不显著（p>0.05），

说明与 α-MF 相比，内源信号肽 FLO10 更能有效分泌

脂肪酶 RML，如图 8。SDS-PAGE 结果进一步表明

RML 已经分泌到发酵上清中，有明显的蛋白条带位于
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25~35 ku 之间，证明内源信号肽可以有效介导 RML
分泌，如图 9。 

3  结论 

信号肽对异源蛋白在毕赤酵母中的分泌表达有重

要作用，因此本文利用 SignalP 4.1 在线预测软件，预

测出 9 种 D 值超过 0.7 的毕赤酵母内源信号肽：

FLO10、CPR5、PRY2、DSE4、NUP145、MSB2、SSP120、
FRE2、FLO9，其中 5 种信号肽辅助分泌功能在以往

文献中有报道，如：FLO10 信号肽引导漆酶 POXA1c
的活力分别是自身信号肽引导下的 2 倍[22]；MSB2、
FRE2及DSE4三种内源信号肽介导的EGFP分泌均高

于 α-MF[23]；SSP120 被认为在早期分泌途径中起作用
[24]，PRY2 是与植物 PR-1 类病原体相似的未知蛋白，

且 PR-1 具有分泌能力[25]。结合后续实验结果，可以

证明，SignalP 4.1 预测的结果有较好的可靠性，可以

作为筛选信号肽的依据和方法之一。值得指出的是，

筛选得到的信号肽虽然都能够在巴斯德毕赤酵母中有

效协助 EGFP 和目的蛋白 RML 的分泌，但是分泌效

率有所不同，与常用的酿酒酵母 α-MF 相比，毕赤酵

母内源信号肽 PRY2 更能有效地将 EGFP 分泌到培养

基中，而内源信号肽 FLO10 更能有效分泌 RML。这

提示：除信号肽本身性质外，信号肽与外源蛋白形成

的的融合蛋白之间的相互作用也会对 终分泌效果有

所影响。对于目的脂肪酶 RML 来讲，内源信号肽

FLO10 是引导其分泌能力 强的。FLO10 是与 Flo1p
相似的外源凝集素蛋白，与絮凝有关蛋白强分泌信号

肽，另外由于 FLO10 的信号肽长度明显比 α-MF 短，

在表达脂肪酶 RML 时，FLO10 内源信号肽可以替代

α-MF，实现 RML 更好的分泌。故用毕赤酵母作为表

达系统时，由于内源信号肽存在于毕赤酵母自身的分

泌蛋白中，可以被更好地被加工，在表达目的蛋白时

可能会表现出更高的分泌效率。本课题研究所筛选到

有效介导 EGFP 和 RML 的内源信号肽为其它蛋白在

毕赤酵母中的分泌表达奠定了基础。 
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