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构建及在毕赤酵母中的表达

何超军1 邱杨玉1 毛芝娟2 陈吉刚2 吴志新1

1.华中农业大学水产学院,武汉430070;2.浙江万里学院生物与环境学院,宁波315100

摘要 采用已构建的原核重组质粒pET30a-OmpK 为模板,通过PCR扩增OmpK 成熟肽基因片段,引入

酶切位点后克隆至分泌表达载体pPIC9K,经SalⅠ线性化后,氯化锂法转化至毕赤酵母GS115中,并经G418遗

传霉素筛选高拷贝酵母转化子,最后进行甲醇诱导表达,表达上清经SDS-PAGE电泳检测及 Western-blot鉴定,

表明重组蛋白已经表达。
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  哈维氏弧菌(Vibrioharveyi)是一种革兰氏阴

性、发光的海洋细菌[1],为水产养殖鱼虾类的重要致

病菌[2-5],传统防治该弧菌病的方法是采用抗生素,
但抗生素使用过程中引起的病原菌耐药性及药物残

留不容忽视,采用免疫预防的方法控制该细菌病受

到人们的广泛关注。
外膜蛋白(outermembraneproteins,Omps)是

革兰氏阴性菌细胞壁特有的成分,其在菌体自身结

构稳定及物质转运方面发挥着重要的作用。对宿主

而言,病原菌 Omps是一种重要的保护性抗原,能
有效激发机体的体液免疫和细胞免疫[6-8]。并且,某
些Omps还在多种病原菌间高度保守,可对不同种

或同种不同血清型菌株的感染产生交叉保护,从而

成为亚单位疫苗最具潜力的候选成分之一[9-12]。弧

菌外 膜 蛋 白 OmpK 是 一 种 宽 宿 主 的 噬 菌 体 受

体[13],具有良好的免疫原性[14-15],并在多种弧菌间

高度保守[16],针对 OmpK亚单位疫苗的研制已经

部分开展,并取得了一定的效果[14-17],但这些亚单位

疫苗大多是采用大肠杆菌表达,表达的抗原蛋白很

难重现其天然构象,并易形成包涵体。本试验构建

了毕赤酵母工程菌GS115/pPIC9K-OmpK,在甲醇

的诱导作用下分泌表达外膜蛋白OmpK,表达的外

源蛋白不仅具有生物活性而且易于纯化,现报道

如下。

1 材料与方法

1.1 菌株、质粒

毕赤酵母(Pichiapastoris)GS115、大肠杆菌

E.coliDH5α为浙江万里学院生物与环境重点实验

室保存,真核表达质粒pPIC9K为Invitrogen公司

产品,包含哈维氏弧菌外膜蛋白OmpK成熟肽基因

的原核表达质粒pET30a-OmpK 为笔者所在实验

室人员前期构建。
1.2 分子生物学试剂

限制性内 切 酶 EcoRⅠ、NotⅠ和 SalⅠ、T4
DNA 连 接 酶、Taq DNA 聚 合 酶、DL2000DNA
marker、蛋白质低分子质量标准均为TaKaRa公司

产品;溶细胞酶Lyticase为Sigama公司产品;鲑鱼

精DNA为上海索莱宝有限公司产品;兔抗 OmpK
包涵体血清由南京金斯瑞公司制备;羊抗兔免疫球

蛋白抗体、W-TMB显色试剂盒、YNB、生物素、葡萄

糖、蛋白胨、酵母提取物、遗传霉素 G418、氯化锂、

PEG3350等均为上海生工生物工程有限公司产品。
1.3 培养基

本研究主要用到 YPD、MD、MM、RDB、BM-
GY、BMMY培养基,配方参照Invitrogen公司的毕

赤酵母表达手册(说明书)。
1.4 PCR 引物

本研究所用2对引物,均由上海生工生物工程
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有限公司合成。引物P1、P2为OmpK 基因克隆用,

P1:5′-GGAATTCGCTGACTACTCAGACGGCG-3′
(下 划 线 为 EcoRⅠ酶 切 位 点),P2:5′-ATAAGAA
TGCGGCCGC TTAGAACTTGTAAGTTACTGC-3′
(下划线为NotⅠ酶切位点);引物P3、P4为酵母醇氧

化酶 AOX1基 因 鉴 定 引 物,P3:5′-GACTGGTTC-
CAATTGACAAGC-3′,P4:5′-GCAAATGGCAT
TCTGACATCC-3′。
1.5 pPIC9K-OmpK 载体的构建

以表达质粒pET30a-OmpK 为模板,上下游引

物P1、P2扩增 OmpK成熟肽基因,在此成熟肽序

列的两端分别引入了EcoRⅠ和NotⅠ酶切位点,扩
增条件为:94℃预变性4min;94℃变性45s,61℃
退火30s,72℃延伸90s,30个循环;72℃延伸10
min。PCR产物纯化后,用EcoRⅠ、NotⅠ双酶切,
与经相同酶双酶切的pPIC9K质粒建立连接反应,
连接产物转化大肠杆菌E.coliDH5α感受态细胞,
然后涂布于含卡那霉素(50μg/mL)的LB平板上,
抗性克隆经菌液PCR和质粒双酶切鉴定,并送交上

海Invitrogen公司测序。
1.6 重组质粒的单酶切线性化

SDS-碱裂解法提取重组质粒pPIC9K-OmpK
和原始质粒pPIC9K,经SalⅠ单酶切3h,用酚/氯

仿/异戊醇抽提,乙醇回收,收集沉淀,干燥,以灭菌

ddH2O溶解得到线性化的质粒DNA。
1.7 重组质粒的氯化锂法转化及 G418 筛选

1)感受态毕赤酵母的制备。参照Invitrogen公

司的毕赤酵母表达手册(说明书)进行。

2)重组质粒的转化。煮沸1mL2mg/mL的

鲑鱼精DNA7~10min,迅速冰浴以制备单链单体

DNA,取60μL感受态酵母菌离心,去除残余的

LiCl溶液。按顺序加入下列成份:50% PEG3350
240μL,1mol/LLiCl溶液36μL,2mg/mL单链

鲑鱼精DNA25μL,5~10μg/50μL质粒DNA50

μL。剧烈旋涡90s直至菌体分布均匀,30℃水浴

孵育30min,42℃热激25min,8000r/min室温离

心6min收集酵母菌体并以1mLYPD液体培养基

悬浮,250r/min,30℃摇菌2~3h后离心去除部分

上清,吹打菌体混匀,以100~200μL涂于 MD或

RDB平板上,30℃培养2~4d后即可见转化子。

3)G418遗传霉素筛选。以1~2mL的无菌水

冲洗 MD或RDB平板上的所有转化子,稀释至约

5×105cells/mL,各取200μL分别涂布于含0.25、

0.5、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0mg/mLG418的 YPD
平板上,3~5d观察结果。
1.8 高拷贝转化子的甲醇利用表型鉴定和 PCR
鉴定

  点种高浓度 G418平板上 的 酵 母 单 菌 落 于

MM、MD平板上进行甲醇表型利用鉴定,确保先点

MM平板,且在 MM平板里每隔24h添加100μL
的甲醇,2~3d后记录结果。选取 Mut+ 表型的转

化子分别以目的片段的特异性引物P1、P2和酵母

AOX1基因通用引物P3、P4进行菌落PCR。进行

菌落PCR前模板DNA的获取采用如下步聚:挑取

酵母单菌落重悬于10μL无菌ddH2O 中,加入

5μL(5U/μL)的溶细胞酶Lyticase,30℃孵育20
min,期间用枪头吹打菌悬液1~2次,孵育后将样

品煮沸5min,冰浴5min,重复此煮冻操作1次,然
后短暂离心数秒,吸取上清进行PCR。引物P1、P2
的扩增条件如本文“1.5”。酵母AOX1基因通用引

物的扩增条件为:94℃预变性4min;94℃变性

1min,52.7℃退火1min,72℃延伸90s,30个循

环;72℃延伸10min。扩增产物经1%的琼脂糖凝

胶电泳分析。
1.9 阳性转化子的诱导表达与鉴定

挑取酵母阳性单克隆,接种至12.5mLBMGY
培养基中,30℃,250r/min摇菌至 D600=2.0~
6.0,离心收集菌体,用BMMY培养基重悬细胞至

D600=1.0,30℃,225r/min诱导表达,每隔24h添

加甲醇至终体积分数为1%,分别在诱导后24、48、

72、96h取样,取上清与2×上样缓冲液混合后进行

12%SDS-PAGE电泳检测。
1.10 免疫印迹

表达上清经12% SDS-PAGE电泳分离后,转
移至硝酸纤维素膜上,5%脱脂奶粉4℃封闭过夜。
加入一抗(兔抗原核表达的 OmpK血清,1∶1000
稀释,OmpK的原核表达和纯化数据未在此文显示),

TBST(20mmol/LTris-HCl(pH8.0),150mmol/L
NaCl,0.05%(V/V)Tween-20)清洗后加入二抗(辣根

过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔IgG,1∶1000稀

释),TBST清洗,最后用 W-TMB显色试剂盒进行显

色,待出现明显条带后用水冲洗终止反应。

2 结果与分析

2.1 pPIC9K-OmpK 真核表达载体的构建与鉴定

pPIC9K-OmpK 真核表达载体的构建与鉴定结
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果见图1。已知 OmpK成熟肽基因序列长为741
bp(GenBank序列号:AY332563),引物P1、P2扩增

出的目的片段符合预期结果(图1-A);重组质粒

pPIC9K-OmpK 经EcoRⅠ和NotⅠ双酶切后出现2

条片段(图1-B),1条片段大小约为750bp,为目的

片段,另1条片段大小约为9300bp,为pPIC9K质

粒,表明重组载体构建成功。测序结果也表明,插入

的序列与原OmpK 基因序列完全相同。

M:核酸分子质量标准 DNAmarkerDL2000;

A:1,2.OmpK 基因OmpKgene;B:1,2,3.重组质粒pPIC9K-OmpKRecombinantplasmidpPIC9K-OmpK

图1 OmpK 成熟肽基因的PCR(A)和表达载体pPIC9K-OmpK 的双酶切鉴定(B)

Fig.1 PCRamplifyingofmaturepeptidecodingsequenceofOmpK(A)andrestriction
enzymedigestionofexpressionvectorpPIC9K-OmpK(B)

2.2 重组质粒的转化及遗传霉素 G418 筛选

本试验采用氯化锂法制备酵母感受态细胞进行

转化,获得了理想的效果。野生型GS115在组氨酸

脱氢酶位点(His4)有突变,不能合成组氨酸,具有

组氨酸营养缺陷标记,因此只有转化了重组质粒的

酵母才能在缺乏组氨酸的 MD平板上生长。转化

的酵母细胞涂布于 MD平板,经2~3d后发现每板

上均长出约80~100个单菌落。外源基因常以单拷

贝或多拷贝的形式整合入酵母基因组,通过 G418
遗传霉素可筛选多拷贝子,重组质粒和原始质粒转

化后的酵母转化子涂布于含4.0mg/mLG418的

YPD平板,经过3~5d后分别长出了100~200个

转化子。
2.3 高拷贝转化子的甲醇利用表型鉴定及PCR 鉴

定

  重组质粒pPIC9K-OmpK 和原始质粒pPIC9K
经SalⅠ单酶切线性化后,转化GS115时,大多在宿

主基因组的 His4位点上发生同源重组,所以大多

数转化子是 Mut+表型。然而由于质粒本身也含有

AOX1基因序列,有可能在宿主基因组的AOX1位

点发生重组,从而破坏掉野生型AOX1基因,产生

His+Muts型转化子,在 MM 和 MD平板生长比较

试验中,培养3d后,大多数转化子在 MM 和 MD

平板上的菌落大小相近,平均直径约5mm,这说明

转化子大多都是 Mut+型。在菌落PCR实验中,用

OmpK 基因特异性引物P1、P2扩增出1条大小约

为750bp的片段(图2-A),用酵母AOX1基因通用

引物扩增时,由于大多数转化子是 Mut+型,没有替

换掉野生型GS115的AOX1基因,因此会扩增出2
条带,1条带为野生型GS115的AOX1基因,大小

约为2200bp;1条为整合的目的基因,加上载体上

的部分序列后大小为1228bp;转化了原始质粒

pPIC9K的酵母转化子也扩增出2条带,1条带大小

约为2200bp,另1条带大小为493bp(图2-B)。

PCR的结果进一步验证了所得转化子为利用甲醇

生长的野生型 Mut+。

2.4 阳性转化子的诱导表达与 Western-blot 鉴定

  整合了重组质粒pPIC9K-OmpK 的酵母转化

子在甲醇的诱导下,第2天开始在上清中出现分泌

蛋白,分子质量约为36ku(图3-A)。本研究中转化

子GS115/pPIC9K-OmpK 表达的重组蛋白预期在

信号肽连接处断开,OmpK成熟肽基因片段自身大

小为741bp(其自身带有终止序列),加上载体上的

部分序列后长765bp,编码254个氨基酸残基的多

肽,重组蛋白预期分子质量为28.8ku。毕赤酵母

在分泌表达外源蛋白时可对其进行糖基化等修饰,
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其潜在的可识别的糖基化位点通常为 Asn-X-Ser/

Thr,在 线 糖 基 化 位 点 预 测 软 件 NetNGlyc预 测

OmpK重组蛋白中含有一个潜在的糖基化位点,预
期酵母表达的重组 OmpK分子质量会大于29ku。
本研究中重组蛋白分子质量约为36ku,可能是过

度糖基化的缘故,这在酵母表达中是经常出现的现

象[18-20]。

E.coliBL21(DE3)表达的OmpK包涵体蛋白,
经纯化复性后作为抗原免疫新西兰兔,制备了多抗

血清。免疫印迹结果表明,酵母表达的重组蛋白可

与兔抗OmpK的多抗血清发生印迹反应(图3-B),
表明重组蛋白的抗原性未受明显影响。

M:核酸分子质量标准 DNAmarkerDL2000;

 A:1.重组质粒pPIC9K-OmpK 阳性对照 PositivecontrolofrecombinantplasmidpPIC9K-OmpK;2~7.转化子 GS115/pPIC9K-

OmpKTransformantsGS115/pPIC9K-OmpK;8.野生型GS115阴性对照NegativecontrolofGS115;9.ddH2O为模板阴性对照Neg-
ativecontrolofddH2O;

 B:1.转化子GS115/pPIC9KTransformantGS115/pPIC9K;2.野生型 GS115阴性对照 NegativecontrolofGS115;3.重组质粒

pPIC9K-OmpK 阳性对照PositivecontrolofrecombinantplasmidpPIC9K-OmpK;4,5.转化子GS115/pPIC9K-OmpKTransformants

GS115/pPIC9K-OmpK.

图2 特异性引物P1、P2PCR(A)和AOX1通用引物PCR鉴定转化子(B)

Fig.2 IdentificationofpositivetransformantsbyPCRwithspecificprimersP1,

P2(A)andPichiapastorisAOX1generalprimersP3,P4(B)

M:蛋白分子质量标准 Molecularweightproteinmarker;

 A:1.转化子GS115/pPIC9K经甲醇诱导后第3天的培养基上清SupernatantproductsoftransformantGS115/pPIC9Kinducedby

methanolafter3d;2,3,4.转化子GS115/pPIC9K-OmpK 经甲醇诱导后1~3d的培养基上清Supernatantproductsoftransformant

GS115/pPIC9K-OmpKinducedbymethanolafter1-3d;B:1.转化子 GS115/pPIC9K的发酵产物 SupernatantproductsofGS115/

pPIC9K;2.转化子GS115/pPIC9K-OmpK 的发酵产物SupernatantproductsofGS115/pPIC9K-OmpK.

图3 GS115/pPIC9K-OmpK 诱导上清液的SDS-PAGE(A)和 Western-blotting(B)

Fig.3 SDS-PAGE(A)andWestern-blotting(B)analysisofculturesupernatantofGS115/pPIC9K-OmpK
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3 讨 论

大肠杆菌表达系统和酵母表达系统是目前已建

立的原核和真核表达系统的代表,前者具有遗传背

景清楚、繁殖快、成本低、抗污染能力强以及适用广

等优点,而后者是近年来迅速发展起来的一种具有

诸多优点的表达系统,它不仅具有大肠杆菌生长繁

殖迅速、营养要求简单、可工业化、大规模发酵的优

点,而且具有对表达的外源蛋白进行加工、折叠、翻
译后修饰的能力,使得表达的蛋白更加接近于天然

状态,具有良好的生物活性。大肠杆菌中表达的重

组蛋白多以包涵体的形式表达,重组蛋白分离时必

须先破碎细胞,方法诸如超声波裂解、弗氏压碎、反
复冻融、溶菌酶处理等,操作上比较繁杂,而且在利

用超声波裂解等机械方法时通常会产生大量的热,
尽管可以采取一些降温手段,但对于那些对热不稳

定的重组蛋白尤其是酶蛋白则是相当不利的。而毕

赤酵母分泌表达的蛋白则以可溶的形式存在于培养

基上清中,加之以毕赤酵母本底分泌至培养基中蛋

白又很少,这对于重组蛋白的分离纯化提供了便

利[21-22],通常用硫酸铵2~3次分级沉淀即可获得重

组蛋白,如要求较高的纯度,可进一步采用凝胶过滤

层析、亲合层析等手段获得,这为亚单位疫苗的研制

提供了便利。
现有的弧菌外膜蛋白 OmpK亚单位疫苗研制

中多采用大肠杆菌原核表达系统[14-17],本文则首次

利用毕赤酵母真核表达系统分泌表达出哈维氏弧菌

外膜蛋白OmpK,表达的蛋白保持了良好的免疫原

性,说明酵母表达的该蛋白也可应用于疫苗研制,并
且,由于酵母作为一种相对安全的微生物,早就作为

饲料中添加的成份,以酵母系统表达的亚单位疫苗

可以方便地制备口服疫苗,这可能为鱼类疫苗研制

提供重要的参考方向。
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ConstructionofeukaryoticexpressionvectorofOmpKofVibrio
harveyiandidentificationofproteinexpressioninPichiapastoris

HEChao-jun1 QIUYang-yu1 MAOZhi-juan2 CHENJi-gang2 WUZhi-xin1

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.CollegeofBiologicalandEnvironmentalSciences,

ZhejiangWanliUniversity,Ningbo315100,China

Abstract Theexistingresearchpapershavedemonstratedthestrongimmunogenicityofouter
membraneproteinstoaquaculturedcreatures.Usingthepreviouslyconstructedrecombinantplasmid
pET30a-OmpKastemplate,thepeptidecodingsequenceofOmpKwasamplifiedbyPCR.Afterintrodu-
cingrestrictionsitesatboth5′endsand3′endsofthesequence,thegenewasclonedintosecretedexpres-
sionvectorpPIC9K,andformedtherecombinantvectorpPIC9K-OmpK.Thevectorwaslinearizedby
SalⅠ,andtransformedintoPichiapastorisstrainGS115bythemethodofLithiumChloridetransfor-
mation.TransformantswereselectedbyG418andconfirmedbyPCR.Therecombinantproteinwasex-
pressedandsecretedintothesupernatantafterinducingbymethanol.SDS-PAGEanalysisindicatedthe
recombinantproteinOmpKwashyperglycosylatedwithamolecularweightabout37ku,largerthanthe
expectedsize29ku.Western-blottingresultsshowedthattherecombinantproteinOmpKcouldreact
withtheantiserumagainstOmpKexpressedbyE.coliBL21.ItindicatedthattheproteinOmpKwas
glycosylatedbutremaineditsantigenicity.

Keywords Vibrioharveyi;OmpK;expressionvector;Pichiapastoris;expression
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