
书书书

韩志霞，马金玉，王雪云，等．鸡源志贺菌ＩｐａＣ基因表达载体的构建及其在毕赤酵母中的表达［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（８）：３９－４２．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０８．００９

鸡源志贺菌 ＩｐａＣ基因表达载体的构建
及其在毕赤酵母中的表达
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　　摘要：为使ＩｐａＣ基因表达产物保持天然的生物学活性，实现在酵母表达系统中高效表达，本研究在不改变 ＩｐａＣ
蛋白氨基酸序列的情况下，根据酵母密码子偏爱性优化合成 ＩｐａＣ＃基因，分别构建真核表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ和
ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃，然后将线性化重组质粒电转化至毕赤酵母 Ｘ－３３中，对阳性转化子用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测其表达产物。结果表明，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，仅在ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃／Ｘ－３３重组菌表达产物菌体
沉淀中检测到大小为７０ｋｕ的目的蛋白，实现了鸡源志贺菌ＩｐａＣ＃基因在毕赤酵母中的胞内表达，从而验证毕赤酵母
表达系统与外源基因序列的相关性，为进一步提高鸡源志贺菌ＩｐａＣ基因在毕赤酵母中的高效表达提供科学依据，对
研究该病的发病机制具有重要意义。
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　　志贺菌可以感染多种物种，不仅是人，志贺菌还可以引起
猪、鼠、狐狸、兔、牛等多种动物痢疾，其中以幼年动物患病率

最高，严重的会导致死亡［１］。在志贺菌侵袭肠道过程中，毒

力大质粒上Ⅲ型分泌系统分泌的 ＩｐａＣ蛋白通过介导细胞骨
架重排而使志贺菌趁机侵入肠上皮细胞，而且只有重组纯化

的ＩｐａＣ蛋白才能够在一定程度上恢复志贺菌的侵袭能力［２］。

在分子水平上，ＩｐａＣ蛋白不同结构域具有不同生物学功
能［３－５］。志贺菌对人的侵袭感染机制的研究比较深入。鸡源

志贺菌拥有与人源菌株相同的ＩｐａＣ蛋白分子［６－８］，但是至今

尚不清楚鸡肠上皮细胞是否存在与人肠上皮细胞相似的

ＩｐａＣ蛋白受体分子。目前，鸡源志贺菌ＩｐａＣ基因的克隆表达
在原核表达系统表达技术已经比较成熟［９－１１］，但目前国内外

在毕赤酵母表达系统中的研究较少。因此，为使ＩｐａＣ基因表
达产物保持天然的生物学活性，为研究鸡肠上皮细胞上的

ＩｐａＣ蛋白受体分子提供研究基础，本研究通过根据酵母表达
系统对密码子的偏爱性，对鸡源志贺菌ＩｐａＣ基因进行优化合
成，分别构建真核表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ和 ｐＧＡＰＺαＡ－
ＩｐａＣ＃，使ＩｐａＣ和ＩｐａＣ＃整合到酵母染色体中，从而验证毕赤
酵母表达系统与外源基因序列的相关性，为进一步提高鸡源

志贺菌ＩｐａＣ基因在毕赤酵母中的高效表达提供科学依据，对
研究该病的发病机制具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　菌株及载体
原核重组载体 ｐＥＴ３２ａ－ＩｐａＣ／ＢＬ２１为河南农业大学牧

医工程学院微生物学实验室构建保存；酵母真核载体

ｐＧＡＰＺαＡ由河南农业大学尹清强教授惠赠；宿主菌大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＴＯＰ１０购自上海北诺生物技术有限公司；毕
赤酵母菌株Ｘ－３３为河南科技大学张春杰教授惠赠。
１．２　酶与试剂

ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＬ２０００、ＤＬ５０００均购自 ＴａＫａＲａ宝生
物工程（大连）有限公司；限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ均购
自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司（美国）；Ｔ４连接酶购自于ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏ
ｌａｂｓ（英国）公司；ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒、ＰＣＲ产物
纯化试剂盒及质粒ＤＮＡ小量提取试剂盒均购自生工生物工
程（上海）股份有限公司；ＰＣＲ引物合成和重组质粒的测序均
由生工生物工程（上海）股份有限公司完成。蛋白胨、酵母

膏、Ａｇａｒｐｏｗｅｒ均购自 ＯＸＩＯＤ公司；琼脂糖凝胶购自 ＧＥＮ
ＶＩＥＷ公司；ＺｅｏｃｉｎＴＭ购自ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；鼠源６－Ｈｉｓ单克隆
抗体（Ａｎｔｉ－ＨｉｓＴａｇＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ），购自美国
Ａｂｂｋｉｎｅ试剂公司；羊抗小鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ，购自索莱宝公司；
ＩｐａＣ蛋白免疫血清及鸡源志贺菌灭活疫苗免疫血清均由笔
者实验室制备并保存。

１．３　ＩｐａＣ＃基因序列的合成
根据酵母密码子偏爱性，在不改变氨基酸序列的情况下，

对ＩｐａＣ基因原序列进行优化，由北京英茂盛业生物科技有限
公司合成，并将基因序列克隆到 ｐＵＣＥ载体上，命名为
ｐＵＣＥ－ＩｐａＣ＃。
１．４　引物设计与合成

根据鸡源志贺菌ＩｐａＣ基因与ＩｐａＣ＃基因全序列及毕赤酵
母表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ多克隆位点序列分别设计 １对引物
Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３、Ｐ４，上游引物加上ＥｃｏＲⅠ、下游引物加上ＸｂａⅠ
这２个酶切位点（斜体加粗为酶切位点），并根据载体
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ｐＧＡＰＺαＡ序列设计检测引物Ｐ５、Ｐ６，由生工生物工程（上海）
股份有限公司合成，已经进行特异性检测。序列如下：Ｐ１，
５′－ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＡＡＴＴＣＡＡＡＡＣＡＣＡＡＡＡＣＣＡＡＣＣＣＡＧ
ＡＴＴＴＴＡＴＡＴＡＣＡＧＡＴＡ－３′；Ｐ２，５′－ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＡＧＣＴＣＧＡ
ＡＴＧＴＴＡＣＣＡＧＣＡＡＴＣＴＧＡＣＴＧＧＣＴＧＴＣＧＡＧＴＴＣＴＴＴＧＡＴ－３′；
Ｐ３，５′－ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＡＡＴＴＣＡＧＡＡＣＡＣＣＡＡＧＣＣＴＡＣＡＣ
ＡＡＡＴＣＴＴＧＴＡＣＡＣＴＧＡＴＡ－３′；Ｐ４，５′－ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＡＧＣＴＣ
ＴＡＡＴＧＴＴＴＣＣＡＧＣＡＡＴＴＴＧＡＧＡＧＧＣＴＧＴＡＧＡＧＴＴＴＴＴＡＧＡＣ－
３′；Ｐ５（α－Ｆａｃｔｏｒｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｒｉｍｅｒ），５′－ＴＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＧＣＡ
ＴＴＧＣＴＧＣ－３′；Ｐ６（３′ＡＯＸ１ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｒｉｍｅｒ），５′－ＧＣＡＡＡＴ
ＧＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＴＣＣ－３′。
１．５　重组载体构建

分别以ｐＥＴ３２ａ－ＩｐａＣ和 ｐＵＣＥ－ＩｐａＣ＃为模板进行 ＰＣＲ
扩增，将扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测并切下目的条
带，用普通琼脂糖凝胶试剂盒回收目的片段。回收产物和质

粒ｐＧＡＰＺαＡ用ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ限制性内切酶同时进行双酶
切并经过琼脂糖凝胶电泳检测正确后，分别将 ＩｐａＣ和 ＩｐａＣ＃
基因双酶切产物与载体ｐＧＡＰＺαＡ双酶切产物在Ｔ４连接酶的
作用下１６℃连接过夜。将连接产物转化至感受态大肠杆菌
ＴＯＰ１０，在含ＺｅｏｃｉｎＴＭ抗性平板上进行筛选。挑取阳性单克
隆，经菌液ＰＣＲ、质粒双酶切鉴定和序列分析。获得的重组质
粒命名为ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ、ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃。
１．６　重组质粒转化酵母宿主菌Ｘ－３３

大量提取质粒ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ和 ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃，用
限制性内切酶ＡｖｒⅡ进行单酶切线性化，电泳后用普通琼脂糖
凝胶ＤＮＡ回收试剂盒回收，分别电转化至酵母菌 Ｘ－３３感
受态细胞中，电转条件为：１．６ｋＶ，２５μＦ，４００Ω，电击时间
４３ｍｓ。电击完毕后，马上将１ｍＬ冰预冷的１ｍｏｌ／Ｌ山梨醇
溶液加入菌体中，吹打混匀，转至１．５ｍＬＥＰ管中，３０℃静置
培养１～２ｈ。取１００μＬ菌体悬液涂布于含有抗生素 Ｚｅｏｃｉｎ
浓度为１００μｇ／ｍＬ的 ＹＰＤ固体培养基上，待菌液完全吸收
后，将平板置于３０℃恒温培养箱中培养１～３ｄ，直至单菌落
出现，同时电转空质粒ｐＧＡＰＺαＡ作对照。
１．７　高抗筛选

挑取在ＺｅｏｃｉｎＴＭ浓度为１００μｇ／ｍＬ平板上的单菌落，分
别刺种在ＺｅｏｃｉｎＴＭ浓度为５００、１０００、２０００μｇ／ｍＬ的 ＹＰＤ平
板上，置于３０℃恒温培养箱中培养２～３ｄ，直至有单菌落出
现。将高抗性阳性克隆接种于 Ｚｅｏｃｉｎ浓度为１００μｇ／ｍＬ的
ＹＰＤ平板上培养２～３ｄ，直至有单菌落出现。将高抗阳性转
化子按照酵母基因组 ＤＮＡ小量提取试剂盒说明书操作提取
酵母基因组ＤＮＡ，利用检测引物 Ｐ５、Ｐ６进行 ＰＣＲ扩增，并将
ＰＣＲ扩增产物送往生工生物工程（上海）股份有限公司进行
测序。

１．８　重组毕赤酵母表达产物检测
挑取鉴定正确的重组酵母单菌落接种于液体 ＹＰＤ培养

基中，于３０℃、２５０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养过夜。次日，取０．２ｍＬ
过夜培养物接种于 １００ｍＬ液体 ＹＰＤ培养基中，于 ３０℃、
２５０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养。分别在 ０、２４、３２、４８、６０、７２、８４、９６、
１０８、１２０、１４４ｈ的各个时间点收集上清和细胞样品１０ｍＬ，用
于ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，同时设立ｐＧＡＰＺαＡ／Ｘ－
３３表达为对照组。将各个不同时间点收集的菌液在４℃离

心机中，于５０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，分别取菌体沉淀和上
清。沉淀转移至无菌的ＥＰ管中。将收集的培养基上清用超
滤法浓缩后进行ＳＤＳ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别
用Ｈｉｓ单抗、ＩｐａＣ蛋白免疫血清及鸡源志贺菌灭活疫苗免疫
血清进行特异性检测。

２　结果与分析

２．１　合成的ＩｐａＣ＃基因序列
优化后的ＩｐａＣ＃基因序列如下所示（斜体加粗为酶切位

点）：ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＡＡＴＴＣＡＧＡＡＣＡＣＣＡＡＧＣＣＴＡＣＡＣＡＡＡＴ
ＣＴＴＧＴＡＣＡＣＴＧＡＴＡＴＴＴＣＴＡＣＴＡＡＧＣＡＡＡＣＴＣＡＡＴＣＴＴＣＴＴＣＴ
ＧＡＡＡＣＴＣＡＧＡＡＡＴＣＴＣＡＡＡＡＣＴＡＴＣＡＧＣＡＧＡＴＴＧＣＴＧＣＣＣＡＣ
ＡＴＣＣＣＡＴＴＧＡＡＣＧＴＴＧＧＴＡＡＡＡＡＴＣＣＴＧＴＴＴＴＧＡＣＴＡＣＴＡＣＴＴ
ＴＧＡＡＣＧＡＣＧＡＴＣＡＧＴＴＧＴＴＧＡＡＧＴＴＧＴＣＴＧＡＧＣＡＡＧＴＴＣＡＧＣ
ＡＣＧＡＴＴＣＴＧＡＧＡＴＴＡＴＣＧＣＴＡＧＡＴＴＧＡＣＴＧＡＴＡＡＡＡＡＧＡＴＧＡ
ＡＧＧＡＣＴＴＧＴＣＴＧＡＡＡＴＧＴＣＴＣＡＴＡＣＣＴＴＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＡＡＣＡ
ＣＴＴＴＧＧＡＣＡＴＣＴＣＴＴＣＴＴＴＧＴＣＴＴＣＴＡＡＣＧＣＴＧＴＣＴＣＴＴＴＧＡＴＣ
ＡＴＴＴＣＴＧＴＴＧＣＡＧＴＣＴＴＧＴＴＧＴＣＴＧＣＡＴＴＧＡＧＡＡＣＡＧＣＴＧＡＡＡ
ＣＣＡＡＧＴＴＧＧＧＡＴＣＴＣＡＡＴＴＧＴＣＴＴＴＧＡＴＴＧＣＡＴＴＴＧＡＣＧＣＡＡＣ
ＡＡＡＧＴＣＴＧＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＣＡＴＴＧＴＴＡＧＡＣＡＧＧＧＴＴＴＧＧＣＣＧＣ
ＣＴＴＧＴＣＴＴＣＴＴＣＴＡＴＣＡＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＴＡＣＴＣＡＧＧＴＴＧＧＴＡＴＴＡ
ＣＡＧＧＡＡＴＴＧＧＴＧＣＴＡＡＧＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＣＴＧＧＡＡＴＣＴＣＴＧＡＣＣ
ＡＡＡＡＧＧＧＴＧＣＴＴＴＧＡＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＧＧＣＴＡＣＴＧＣＡＣＡＡＴＣＴＴ
ＴＧＧＡＧＡＡＡＧＡＧＴＴＧＧＣＣＧＧＴＴＣＴＡＡＡＴＴＧＧＧＴＴＴＧＡＡＣＡＡＧＣ
ＡＡＡＴＣＧＡＴＡＣＡＡＡＣＡＴＣＡＣＴＴＣＴＣＣＴＣＡＡＡＣＴＡＡＣＴＣＴＴＣＴＡＣ
ＡＡＡＡＴＴＣＴＴＧＧＧＡＡＡＧＡＡＣＡＡＡＴＴＧＧＣＡＣＣＴＧＡＣＡＡＣＡＴＴＴＣ
ＴＴＴＧＴＣＴＡＣＡＧＡＡＣＡＴＡＡＡＡＣＡＴＣＴＴＴＧＴＣＴＴＣＴＣＣＡＧＡＣＡＴＴ
ＣＣＴＴＴＧＣＡＧＧＡＴＡＡＧＡＴＣＧＡＣＡＣＴＣＡＧＡＧＡＡＧＡＡＣＴＴＡＣＧＡＡ
ＴＴＧＡＡＴＡＣＡＴＴＧＴＣＴＧＣＣＣＡＧＣＡＡＡＡＡＣＡＧＡＡＴＡＴＴＧＧＴＡＧＡ
ＧＣＴＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＣＴＴＣＴＧＣＡＧＴＴＧＣＴＧＧＴＡＡＴＡＴＣＴＣＴＡＣＴＴ
ＣＴＧＧＴＧＧＴＡＧＡＴＡＣＧＣＣＴＣＴＧＣＴＴＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＡＣＡＧＴ
ＴＧＡＴＣＴＣＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＴＣＴＡＡＧＣＡＧＧＣＴＧＡＡＧＡＧＧＣＴＴＣＴＣＡ
ＧＧＴＣＴＣＴＡＡＧＧＡＡＧＣＡＴＣＴＣＡＡＧＣＴＡＣＴＡＡＣＣＡＡＴＴＧＡＴＴＣＡ
ＡＡＡＡＴＴＧＴＴＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＧＡＴＴＣＴＡＴＴＡＡＣＣＡＧＴＣＴＡＡＡＡＡ
ＣＴＣＴＡＣＡＧＣＣＴＣＴＣＡＡＡＴＴＧＣＴＧＧＡＡＡＣＡＴＴＡＧＡＧＣＴＴＴＴＣＴＡ
ＧＡ。
２．２　重组载体的鉴定结果

挑取转化后平板上的单菌落过夜培养，各取１μＬ作模板
进行ＰＣＲ扩增，结果显示，电泳出现１条约１１０７ｂｐ的特异
性条带，与目的基因片段大小一致（图１－Ａ）。提取的质粒
ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃和ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ经ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ双酶
切电泳出现２条带，其中１条条带为载体质粒，约３０８４ｂｐ，
另１条条带片段长约１０９７ｂｐ，酶切结果与预期结果相一致
（图１－Ｂ）。对重组质粒测序结果分析，结果表明 ＩｐａＣ基因
及ＩｐａＣ＃基因均位于ｐＧＡＰＺαＡ质粒α因子信号肽序列下游，
具有正确的阅读框。

２．３　高抗性阳性转化子的鉴定
以转化有线性化的重组质粒 ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ和

ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃的酵母基因组为模板，以 α－Ｆａｃｔｏｒｓｅｑｕｅｎ
ｃｉｎｇｐｒｉｍｅｒ和３′ＡＯＸ１ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｐｒｉｍｅｒ为引物进行ＰＣＲ，若
线性化的含目的基因的重组质粒与酵母成功重组则应扩增出
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长度为１３３３ｂｐ的片段，线性化的质粒 ｐＧＡＰＺαＡ与酵母成
功重组则应扩增出长度为２９９ｂｐ的小片段，ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ
为阳性对照。经１％琼脂糖凝胶检测，结果（图２）与预期一
致，ＰＣＲ产物经测序，线性化的重组质粒已经成功整合到酵
母基因组中。

２．４　重组酵母表达产物ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果
分别挑取ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ／Ｘ－３３和ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃／

Ｘ－３３阳性酵母菌培养表达，不同时间取的样品中上清和菌
体沉淀进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳及考马斯亮蓝染色，与空载体
对照菌比较（图３），各个时间点取得样品中，培养基上清中均
没有条带，ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃／Ｘ－３３重组菌体沉淀中有微弱
的目的蛋白条带。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的检测结果
将 ２４、３２、４８、６０、７２、８４、９６、１０８、１２０、１４４ｈ取得的

ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃／Ｘ－３３菌体沉淀样品用带 Ｈｉｓ单抗作
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果如图４－Ａ所示，菌体沉淀中蛋白大小
位置与预期一致，在 １０８ｈ时表达量最高。将 ８４、９６、１０８、
１２０、１４４ｈ取得的样品用 ＩｐａＣ蛋白免疫后血清抗体作 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果如图４－Ｂ所示，蛋白大小位置与预期一
致。将８４、９６、１０８、１２０、１４４ｈ取得的样品用志贺菌全菌体疫
苗菌免疫的血清抗体作Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果如图４－Ｃ所
示，蛋白大小位置与预期一致。

３　结论与讨论

真核表达系统克服了原核表达系统持续表达可能会对宿

主细胞产生毒害作用，过量表达可能导致非生理反应，目的蛋

白常以包涵体形式表达，导致产物纯化困难的缺点，而真核表

达系统能诱导基因的高效表达，可达１０５倍，为其他系统所不
及，可以严格调控基因表达，人为地调控基因表达量。因此，

利用真核表达系统来表达目的蛋白越来越受到重视。目前，

基因工程研究中常用的真核表达系统有酵母表达系统、昆虫

细胞表达系统和哺乳动物细胞表达系统。
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　　毕赤酵母表达系统可使外源对蛋白进行加工修饰，使得
表达的外源蛋白具有类似天然蛋白质的构象［１２］。而本研究

选择的真核表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ以 ＧＡＰ为启动子，在表达过
程中不须要添加甲醇，操作更为简单，其含有 α信号因子，利
用该信号因子可将目的蛋白分泌到培养基中获得纯度较高的

蛋白［１３－１４］。

影响外源基因在毕赤酵母中表达量的因素很多，其中外

源基因自身的特点是影响表达量的重要因素，包括密码子使

用情况、ＧＣ含量等。国内外很多研究通过将外源基因的密
码子进行优化，使外源基因的密码子使用频率符合毕赤酵母

的密码子偏好性的要求，取得很好的效果［１５－１８］。本研究通过

对ＩｐａＣ基因的分析发现，该基因中含有毕赤酵母的稀有密码
子，基于这种情况，本研究根据毕赤酵母的密码子偏好性，对

鸡源志贺氏菌来源的ＩｐａＣ基因进行优化改造，在不改变其氨
基酸序列的基础上，选择毕赤酵母偏爱型的密码子，并调整基

因的ＧＣ含量，使其更加符合毕赤酵母的要求。优化后的
ＩｐａＣ＃基因与原始ＩｐａＣ基因序列相比，共改变了２６９个碱基，
涉及２０７个氨基酸，ＧＣ含量由原来的３８．８３％变为 ４０．０２％，
而在毕赤酵母中ＧＣ含量一般为４０％ ～４２％，优化合成的目
的基因ＧＣ含量与毕赤酵母相符。

本研究分别构建了真核表达载体 ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ和
ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃，重组菌的表达产物经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，在 ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ重组菌菌体沉淀和表
达上清中均没有检测到目的蛋白，而在 ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃重
组菌菌体沉淀中检测到目的蛋白大小约为７０ｋｕ，这进一步验
证了毕赤酵母真核表达系统与外源基因本身有关［１９－２０］。而

在ｐＧＡＰＺαＡ－ＩｐａＣ＃重组菌表达培养基上清中并未检测到目
的蛋白，有可能是因为 ＩｐａＣ蛋白本身具有膜结合区，在分泌
过程中与酵母细胞发生结合，也有可能是α信号肽与ＩｐａＣ基
因在一定程度上不匹配，为后期进一步研究ＩｐａＣ蛋白在毕赤
酵母中的高效表达奠定基础。在后续试验中，更换信号肽序

列或者优化信号肽序列密码子可能使 ＩｐａＣ蛋白高效分泌
表达。
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