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!论!著!
!"#非转录区序列改建提高毕赤酵母表达抗菌肽$$#%&
陆建荣3"!王惠民.!吴!萍3!黄松平3!常秋月4!凌勇武3!倪晓蓉3

"36南通市第三人民医院感染病实验室%南通..7//7!.6南通大学附属医院检验科%南通..7//3!46南通市中心血站%南通

..7//7#

!摘要"!目的"探讨89:非转录区!89:+;<"序列改建对毕赤酵母表达外源蛋白==:40的影响#方法"去除毕赤酵母分泌表达
质粒>?@A589:+;<内BB!;AA!!序列$转化!"#$%&1C8!$构建改良的毕赤酵母分泌表达载体>?@A5:D1@;%?A<鉴定及测

序确认后与酵母偏爱密码子编码的==:40基因片段连接$构建改良的重组表达载体>?@A5:D1@;:==:40%原生质球法转化毕赤

酵母B&338$?A<扩增鉴定后诱导==:40表达$筛选最佳表达条件$对表达产物进行凝胶电泳和 E’FG’H,印迹分析%比较转入

>?@A5:D1@;:==:40及>?@A5:==:40后毕赤酵母表达产物的抑菌活性$间接测定改建前后==:40蛋白表达量的变化#结果"
?A<鉴定及测序证实>?@A5:D1@;改建成功$成功构建重组载体>?@A5:D1@;:==:40%转化毕赤酵母后表达产物?A<鉴定出

==:40基因$最佳诱导甲醇浓度为/68I$最佳诱导表达时间为0.J$电泳及 E’FG’H,印迹分析证实表达产物为==:40%改建后

==:40蛋白表达量提高了约48倍#结论">?@A589:+;<序列的改建能明显提高毕赤酵母表达==:40蛋白$值得进一步研究
以应用于其他外源蛋白表达#

!关键词"!抗菌肽==:40%毕赤酵母%89:非转录区
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!!巴斯德毕赤酵母"’&#(&)*)+,$-&+#具有类似哺
乳动物细胞的分泌系统%能够完成蛋白质正确折叠*
蛋白质剪切*糖基化及分泌功能%加上它具有不产生
内毒素的特点%特别适合于表达药用蛋白’3:.(+在过
去的./年中%毕赤酵母以其能高密度发酵*易于收
获及拥有高效可控表达启动子等特点%已发展成为
能够生成多种外源蛋白的表达系统’4:8(+我们前期

采用商品化的毕赤酵母分泌表达质粒>?@A5构建
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>?@A5:==:40%在毕赤酵母中成功表达抗菌肽 ==:
40%但表达量相对较低%无法达到高效表达==:40的
要求’7(+在菌株筛选*培养条件*发酵技术等逐渐成
熟的情况下%构建高表达载体是提高外源基因表达
量的一个重要途径+因此%改良表达载体是提高外
源蛋白质在毕赤酵母中的表达量%降低工业化生产
成本的关键+

! !89:非 转 录 区 "89:Q,GH#,F*#G’$H’O)N,F%89:
+;<#对蛋白表达的影响主要表现在 R<P!的翻
译水平上+毕赤酵母是一种甲醇营养型酵母%能以
甲醇作为唯一碳源和能源生长’0(%与甲醇代谢相关
的甲醇氧化酶"!̂ M3#可占细胞可溶性蛋白的

48I’2(%而其对应的 !̂ M3R<P!仅占总 R<P!
的8I+&H’’[H)FJ,#等’5(通过调整人血清白蛋白

R<P!与 !̂ M3R<P!的89:+;<相同后表达水
平提高8/倍以上+这提示 !̂ M3R<P! 的89:
+;<非常有利于其在毕赤酵母中的翻译*表达%目
的蛋白R<P!应尽可能具有与 !̂ M3R<P!相近
最好是相同的89:+;<+

!!我们在前期工作中发现%目前常用的商品化毕
赤酵母分泌表达质粒>?@A5信号肽 R<P!的89:
+;< 序列比 !̂ M3 R<P! 序列多2个核苷酸

BB!;AA!!",G542#5L8#%其余序列完全一样%这
可能是限制目的蛋白表达的重要因素之一+因此%
本研究应用?A<方法去除载体>?@A5信号肽 R<:
P!的89:+;<序列中的 BB!;AA!!序列%使其
与 !̂ M3R<P!的89:+;<一致%构建新的表达载
体>?@A5:D1@;及重组质粒>?@A5:D1@;:==:40%比
较改建前后 ==:40蛋白表达的变化%探讨质粒

>?@A5信号肽R<P!89:+;<序列改建对毕赤酵母
表达外源蛋白的影响+

M!材料和方法

363!主要试剂及材料!重组表达载体>?@A5:==:
40由本实验室前期构建%转化>?@A5*>?@A5:==:40
的毕赤酵母工程菌由本实验室保存’7%3/(+克隆宿主
菌!"#$%&1C8!为本室保存%̂H)O),#*?)"J)#DY:
>H’FF)N,_)G"含>?@A5#购自@,-)GHNO’,公司+限
制性内切酶.($$*!#$<$*/0*%*1+&$*/+,X$*

/)2C$及 ’341P! 聚合酶*;L 1P! 连接酶*

E)\#H$B’,NR)"1P!?QH)W)"#G)N,_)G购自 ?HN:
R’O#公司%消解酶=SG)"#F’购自&)OR#公司%山羊
抗人==:40购自&#,G#AHQ\公司%==:40标准品购
自 CS"Q*GX)NG’"J,N*NOS公司%酵母培养基TPX和

A#F#R),N#")$为1)W"N公司产品%其他试剂均为国

产或进口分析纯+

36.!引物设计!毕赤酵母分泌型表达载体>?@A5
89:+;<序列较毕赤酵母 !̂ M3R<P!的89:+;<
多2个核苷酸 BB!;AA!!",G542#5L8#%内含

/)2C$酶切位点%其余序列完全一样+,G704#
702与 ,G335.#3350分别是 >?@A5的单切位点

1+&$*.($$%而BB!;AA!!上游为/+,X$酶切
位点 ;;AB!! 序列%设计含酶切位点的引物

?’$)G3"1+&$#89:B!; ;!; BA! ;;B ;A;
AA!A!;;B; !;BA:49%?’$)G."/+,X$#89:
A;A!;AB;;;AB!!;!!;;!B;;B;;:
49%?’$)G4"/+,X$#)89:!A;!!;;!;;AB!!!
AB!;B! B!; ;;A A;; A!:49%?’$)GL".($
$#)89:;;A;AB!B!B!;!AAAA;;A;;A;
;;!:49%其 中 ?’$)G.*?’$)G4 内 部 人 为 去 除 了

BB!;AA!!序列%?’$)G3*?’$)GL的89端分别含

1+&$*.($$酶切位点+==:40蛋白鉴定?A<扩
增引物)?389:A;A;AB!B!!B!B!B!BBA:
49%?.89:BBB!!;;AA;!BB!A;A!B;;A:
49+所有引物均由上海英骏生物技术有限公司
合成+!!!!
364!改建片段的获取!分别以?’$)G3*?’$)G.及

?’$)G4*?’$)GL为引物%以>?@A5为模板%进行?A<
扩增+体系为)引物各8/>RN*%’34.+%3‘?A<
XQWW’H%.//&RN*,=$P;?F%体积8/&*!?A<反应
条件)5La4R),预变性%然后5La3R),!88a3
R),!0.a3R),48循环%最后0.a3/R),+各合
并4管?A<产物乙醇沉淀%溶于./&*;D%皆以

/+,X$酶切%酶切物3I琼脂糖电泳后%华舜胶回收
试剂盒回收后进行连接反应%连接反应体系)两种

/+,X$酶切回收?A<产物各.&*%3‘=)O#F’XQWW:
’H%3&*;L1P!连接酶%体积./&*%La过夜+取连
接物千分之一稀释%取 .&*为模板%以 ?’$)G3*

?’$)GL为引物进行?A<扩增+

36L!改建后载体>?@A5:D1@; 的制备及鉴定!
?A<扩增产物与>?@A5以1+&$*.($$双酶切%分
别电泳胶回收后进行连接反应%连接反应体系)L,O
双酶切?A<产物%.//,O双酶切>?@A5%3‘=)O#F’
XQWW’H%3&*;L1P!连接酶%体积./&*%La过夜+
连接产物转化感受态!"#$%&1C8!细胞’33(%涂布于

40a预热的含3//&O,R*氨苄青霉素的=X平板%

40a培养过夜+随机挑选转化子接种于含7/&O,

R*氨苄青霉素的=X培养基%40a培养过夜+少量
抽提质粒1P!用于?A<鉴定)以质粒1P!为模
板%以?’$)G3*?’$)GL为引物进行?A<扩增%扩增产
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物/)2C$酶切*电泳%不被切开"约844V>#的克隆
送上海英骏生物技术有限公司测序+?A<鉴定及
测序正确的克隆命名为>?@A5:D1@;+

368!改建后重组表达载体>?@A5:D1@;:==:40的
制备及鉴定

36863!==:40片段扩增!参考文献’7(%获得酵母偏
爱密码子编码的==:40双链基因+

3686.!>?@A5:D1@;:==:40的制备!==:40双链基
因与载体>?@A5:D1@;以.($$*!#$<$酶切%分别
电泳胶回收后进行连接反应%连接反应体系)L,O双
酶切?A<产物%.//,O双酶切>?@A5:D1@;载体%

3‘=)O#F’XQWW’H%3&*;L1P!连接酶%体积./&*%

La过夜+连接产物转化感受态!"#$%&1C8!细胞%
涂布于40a预热的含3//&O,R*氨苄青霉素的=X
平板%40a培养过夜+随机挑选转化子接种于含7/

&O,R*氨苄青霉素的 =X培养基%40a培养过夜+
少量抽提质粒1P!用于?A<鉴定+经?A<鉴定
的克隆送上海英骏生物技术有限公司测序+

36864!阳性克隆的筛选与鉴定!用无菌牙签各随
机挑选3//个转化子对应接种于 ((*(1平板%筛
选 C)Fb (QGF 及 C)Fb (QGb 克 隆%随 机 挑 取

C)Fb(QGF*C)Fb(QGb克隆各3.个分别接种于368
R*(1培养基%培养./J%取3R*离心悬浮于.54

&*8/RRN*,=D1;!%加068&*./RO,R*=SG):
"#F’%40a7/R),%用 E)\#H$B’,NR)"1P!?QH)W):
"#G)N,_)G提取酵母1P!%以?3*?.为引物行?A<
扩增%扩增产物在A#*)>’H3///芯片仪上电泳+

367!>?@A5:D1@;:==:40转入毕赤酵母菌中诱导目
的蛋白表达及鉴定

36763!==:40蛋白的诱导表达及条件优化!挑取
筛选到的3/个>?@A5:D1@;:==:40C)Fb(QGF阳性
克隆接种于3/R*(1培养基"于3//R*三角瓶#%

.2#4/a*.2/H,R),振荡培养.LJ%4///H,R),离
心收获菌体%悬于3/R*X(BT培养基振荡培养3.
J%离心收获菌体%悬于3/R*X(BT培养基"含3I
A#F#R),N#")$#%振荡培养2J%离心收获菌体%悬浮
于 ((培养基"含/68I甲醇%3I A#F#R),N#")$#
调节57//为./%取3/R*振荡培养%进行甲醇诱导表
达%每隔.LJ取样8//&*%同时补加甲醇至终浓度为

/68I%培养3LLJ结束+取8&*上述转入>?@A5:
D1@;:==:40毕赤酵母菌离心上清液加入3///&*
菌液%参照 CQ*GR#H[等’3.(的方法进行抗菌肽==:
40 对 !"#$%& 1C8! 的 杀 菌 效 价 检 测+转 化

>?@A5:==:40的工程菌同样处理%不同的是取样

3//&*%加入5//&*菌液中+根据杀菌效价得到最
高表达克隆及各自诱导最佳时间点%选用不同的甲
醇浓度诱导培养获得最佳诱导浓度+选各自最高表
达克隆扩大培养%培养方法与条件最优化%体积为

3//R*"于3///R*三角瓶#%培养至最佳时间%离心
收获上清%沸水浴4/R),%c./a冻存+

3676.!表达产物 ;H)"),’:&1&:?!BD及 E’FG’H,
印迹分析!抗菌肽==:40相对分子质量为L8//%用
常规&1&:?!BD难以得到理想的分辨率%本研究使
用 ;H)"),’:&1&:?!BD"37I &’>#H#G),OO’*%3/I
&>#"’H%LI&G#"[),OO’*#%使得==:40能得到较好的
分离+具体参照&"J#OO’H等’34(的方法)取8&*上
清液进行 ;H)"),’:&1&:?!BD%以冷冻干燥浓缩./
倍的转化>?@A5和转化>?@A5:==:40的毕赤酵母
工程菌的发酵上清液及商品合成肽==:40为对照%
凝胶采用硝酸银染色+电泳条件稳定后%参照

_]’*$F’,等’3L(方法%进行 E’FG’H,印迹分析+

360!>?@A5:D1@;:==:40及>?@A5:==:40表达蛋
白抑菌浓度的测定!目前表达蛋白的纯化度不是很
高%无法精确测定蛋白含量%因此本研究采用测定表
达蛋白抑菌直径的方法间接测定蛋白的表达量+参
照CQ*GR#H[等’38(的方法对上清液进行针对!"#$%&
1C8!抑菌活性检测+3/RRN*,=>C06L磷酸钠
缓冲液3/R*加/63O琼脂糖及/64RO;HS>G)"
FNSVHNGJ干粉灭菌%冷却到L4a%将对数生长期的
细菌!"#$%&1C8!"580/d/68%浓度约为3/5Ae+,

R*#以液体培养基稀释3//倍%取.//&*加入到上述
琼脂糖培养基浇注平板%冷却后打孔"46.RR#%加

3/&*上清液%放置4J%上铺双倍营养琼脂糖培养基
"3/RRN*,=>C06L磷酸钠缓冲液3/R*加/63O
琼脂糖及/67RO;HS>G)"FNSVHNGJ干粉灭菌%冷却
到L4a#%40a培养过夜%精确测量抑菌圈直径+以

3///*3//*3/&O,R*的==:40作为标准品%测定抑
菌圈直径%测4次%计算平均值%绘制标准曲线%测定
待测样品抑菌浓度+同时对浓缩 ./ 倍的转化

>?@A5及>?@A5:==:40的工程菌诱导产物进行抑菌
活性测定%比较改建前后目的蛋白表达量的变化+

N!结!果

.63!改建片段的获得!分别以?’$)G3*?’$)G.及

?’$)G4*?’$)GL为引物%以>?@A5为模板进行?A<
扩增%?A<产物经/+,X$酶切连接后%再以?’$)G3*

?’$)GL为引物扩增获得了大小约844V>的片段%与
预期结果一致"图3#+
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图M!改建片段的8:2鉴定结果

O*PM!8:2*)4/.*+*,-.*(/(+>()*+*4)+<-P>4/.
()1=.///R#H[’H!3)?A<>HN$Q"GQF),O?’$)G3%?’$)G.".28V>#!.)?A<>HN$:

Q"GQF),O?’$)G4%?’$)GL".02V>#!4)?A<>HN$Q"GWNHH’"N,FGHQ"G"844V>#

.6.!>?@A5:D1@;载体的构建与鉴定结果!由于

双酶切线性化胶回收的>?@A5不可能自身环化%因

此理论上讲 !R>抗性菌落应含有所需要的质粒+

随机挑选8个单菌落%培养后抽提质粒%以>?@A5为

阴性对照%用?’$)G3*?’$)GL进行?A<扩增%扩增产

物以/)2C$酶切%电泳%结果4个失去/)2C$酶

切位点%选一失去/)2C$酶切位点克隆送上海英

骏生物技术有限公司测序+测序结果与预期一致

"图.#%证实改造成功%成功改造的载体命名为

>?@A5:D1@;+

图N!789:;#IL91质粒测序结果

O*PN!C4564/,*/P<436@.(+789:;#IL917@-3>*)
;J’Q>>’HOH#>JFJNU’$>#HGNWGJ’F’ZQ’,"’NW>?@A5#,$GJ’*NU’HFJNU’$GJ’"NHH’F>N,$),OF’ZQ’,"’NW>?@A5:D1@;6;J’F’ZQ’,"’BB!;A:

A!!"Q,$’H*),’#J#FV’’,$’*’G’$),GJ’*NU’HOH#>J"#HHNU#

.64!>?@A5:D1@;:==:40的制备及鉴定!成功构建
重组质粒>?@A5:D1@;:==:40%经/0%%线性化后用
原生质球方法转化’&#(&)*)+,$-&+B&338%取 C)Fb

(QGb*C)Fb(QGF克隆各3.个行?A<扩增%结果分
别有2 和 3/ 个克隆检测到目的基因的插入%

C)Fb(QGF克隆鉴定结果见图4+

图%!Q*3R’6.3克隆8:2鉴定结果

O*P%!8:2-/-@S3*3(+Q*3R’6.3

,@(/43(+8*,G*--+.4<.<-/3+4,.*(/
()(#H[’H!3:3.)?A<>HN$Q"GNW’"*)+,$-&+J#HVNH),O>?@A5:D1:

@;:==:40%.f33#H’,’O#G)-’%GJ’NGJ’HF#H’>NF)G)-’

.6L!重组质粒>?@A5:D1@;:==:40的诱导表达!
C)Fb(QGb*C)Fb(QGF两种表型分别进行甲醇诱导表

达%C)Fb(QGF表达量较高%通过小体积培养及对!"
#$%&1C8!杀菌效价检测%获得一最高表达菌株%最佳
诱导甲醇浓度为/68I与转化>?@A5:==:40的工程菌
相仿 "图L!#%最佳诱导表达时间0.J%较转化>?@A5:
==:40的工程菌诱导时间"57J#短"图LX#+

.68!表达蛋白 ;H)"),’:&1&:?!BD及 E’FG’H,印
迹分析结果!以==:40标准品及浓缩./倍的转化

>?@A5*>?@A5:==:40的’"*)+,$-&+培养上清液作对
照%电泳银染色结果显示)甲醇诱导表达上清在

L8//处出现一条带"图8!#%E’FG’H,印迹结果表明
产物为==:40"图8X#+

.67!转入>?@A5:D1@;:==:40及>?@A5:==:40的
毕赤酵母菌表达产物抑菌浓度的比较!用系列稀释
的==:40标准品进行检测成功绘制出标准曲线"图

7#%拟合方程为6d7,.//b/677+将转入>?@A5:
D1@;:==:40的 工 程 菌 发 酵 上 清 液 抑 菌 直 径
’"/607g/6/8#"R(代入拟合方程%计算出其表达量
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约.3&O,R*%而转入>?@A5:==:40工程菌发酵上清
液抑菌直径’"/60.g/6/8#"R(代入拟合方程%计算
出其表达量约为3.&O,R*%考虑到浓缩倍数%实际
为/67&O,R*%因此%改建>?@A589:+;<后==:40
表达量约提高了48倍+

图T!杀菌效价与诱导浓度#A$及诱导时间#B$的关系

O*PT!24@-.*(/3G*7?4.U44/?-,.4<*(@S.*,

-,.*F*.S(+<4,(>?*/-/.$$#%&U*.G*/)6,*/P
,(/,4/.<-.*(/#A$-/)*/)6,*/P.*>4#B$

图!!表达产物1<*,*/4#CLC#8AVI银染色
分析#A$及 K43.4</印迹分析#B$结果

O*P!!1<*,*/4#CLC#8AVI3*@F4<3.-*/*/P
-/-@S3*3#A$-/)K43.4</?@(..*/P

-/-@S3*3#B$(+$$#%&4=7<433*(/7<()6,.
@,e)O!%()(#H[’H!3)AN,"’,GH#G’$FQ>’H,#G#,GWHNR’"*)+,$-&+

J#HVNH),O>?@A5:==:40!.)&Q>’H,#G#,GWHNR’"*)+,$-&+J#HVNH),O

>?@A5:D1@;:==:40!4)AN,"’,GH#G’$FQ>’H,#G#,GWHNR ’"*)+,$-&+

J#HVNH),O>?@A5!L)==:40"N,GHN*6@,e)OX%3)AN,"’,GH#G’$FQ>’H:

,#G#,GWHNR ’"*)+,$-&+J#HVNH),O>?@A5:==:40!.)&Q>’H,#G#,G

WHNR’"*)+,$-&+J#HVNH),O>?@A5:D1@;:==:40!4)AN,"’,GH#G’$FQ:

>’H,#G#,GWHNR’"*)+,$-&+J#HVNH),O>?@A5!L)==:40"N,GHN*

图W!$$#%&抑菌浓度#抑菌直径标准曲线

O*PW!C.-/)-<),6<F4(+$$#%&-/.*>*,<(?*-@

,(/,4/.<-.*(/#-/.*>*,<(?*-@)*->4.4<
8d4%#7g+

%!讨!论

!!我们前期实验’7(中选用毕赤酵母分泌型表达载

体>?@A5%成功构建了>?@A5:==:40并诱导表达%取
得一定量的==:40蛋白%但仍存在表达量偏低的问
题+因此%提高目的蛋白表达产量成为目前亟待解
决的难题+外源基因89:+;<决定基因转录后的翻
译效率%其核苷酸序列和长度能明显影响外源蛋白
的表达’5(+毕赤酵母的 !̂ M3R<P!89:+;<非常
有利于其在毕赤酵母中的表达’2(%其89:+;<的核
苷酸序列和长度引起了科学工作者极大的关注+

&H’’[H)FJ,#等’5(通过调整人血清白蛋白 R<P!89:
+;<序列%使之与 !̂ M3R<P!89:+;<相同%其
表达水平明显提高+因此%改建表达载体>?@A5中
外源基因89:+;<序列%使之与 !̂ M3R<P!89:
+;<相同或相近%是提高目的蛋白表达产量的可能
途径之一+

!!进一步分析发现毕赤酵母分泌型表达载体

>?@A5外源蛋白 R<P!89:+;<较 !̂ M3R<P!
的89:+;<多2个核苷酸BB!;AA!!",G542#
5L8#%内含/)2C$酶切位点%其余序列完全一样+
通过检索发现,G704#702与,G335.#3350分别是

>?@A5的单切位点1+&$*.($$%而BB!;AA!!
上游为/+,X$酶切位点;;AB!!序列+因此%本
研究设计含酶切位点的引物?’$)G3*?’$)G.*?’$)G4*

?’$)GL%其中 ?’$)G.*?’$)G4 内部人为去除 BB!
;AA!! 序列%分别以 ?’$)G3*?’$)G.及 ?’$)G4*

?’$)GL为引物%>?@A5为模板%进行 ?A< 扩增%两

?A<产物电泳胶回收后以/+,X$酶切*连接后%以

?’$)G3*?’$)GL为引物行?A<扩增+产物电泳胶回
收物与>?@A5以 PF)@*.($$双酶切*连接%转化感
受态细胞!"#$%&1C8!%通过以?’$)G3*?’$)GL为引
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物的?A<扩增*/)2C$酶切鉴定%选失去/)2C
$酶切位点的克隆测序+测序结果证明所选克隆改
造后%外源基因的89:+;<与 !̂ M3R<P!的89:
+;<序列完全一致+改造成功的>?@A5:D1@;进
一步克隆入==:40基因%转化毕赤酵母B&338%诱导
表达表明表达产物较改造前提高了约48倍+

!!当然%影响外源蛋白分泌表达的因素很多%包括
蛋白本身性质*启动子的选择*分泌信号*偏爱密码
子的选择*产物稳定性*细胞本身的活力状态等因
素+我们前期系列研究’7%3/(构建>?@A5:==:40时选
择强诱导型 !̂ M3 启动子*应用 !:W#"GNH信号
肽’37:30(*选择酵母偏爱密码子’32(%诱导前提高细胞
密度及细胞活力状态+这些措施对诱导蛋白的分泌
表达极有帮助+此外%我们还在诱导培养基中加入

/68IA#F#R),N#")$%不仅起到增加营养的作用%同
时作为蛋白酶的竞争底物%增加了产物的稳定
性’35(+在以上工作的基础上%本研究进一步改进

>?@A589:+;<序列%大大提高了外源蛋白 ==:40
的表达水平%缩短了诱导时间%对工业生产非常有
利+国外 CN,O等’./(也采用毕赤酵母表达 ==:40
蛋白%但其直接采用人源性==:40基因序列%不含酵
母偏爱密码子不适合在酵母中表达!其表达产物并
非纯天然蛋白%P端含有甲硫氨酸%会对蛋白活性产
生不可预知的影响!其并非分泌表达%产物不易纯
化%不利于工业化生产!且本研究对>?@A589:+;<
进行了改建%会明显提高==:40蛋白产量+

!!本研究成功改建了商品化的毕赤酵母分泌载体

>?@A5的89:+;<序列%改建后==:40蛋白的表达
量明显上升%证实>?@A589:+;<序列的改建能明
显提高毕赤酵母表达==:40蛋白+但随诱导时间延
长%==:40蛋白表达量反而降低%同时培养基变色*
发臭%可能由于高浓度的抗菌肽对毕赤酵母有一定
的杀伤性+如何改变发酵条件%在提高表达量的前
提下%避免这些问题仍有待进一步的研究探讨+本
研究结果表明通过改建>?@A589:+;<序列来提高
毕赤酵母表达外源蛋白具有广阔的应用前景+
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实验室沈爱国教授等的热情指导和帮助$中国科学
院上海生物化学研究所张倩也给予了技术支持$在
此一并表示感谢&"
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