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人血清白蛋白融合技术在药物长效化改造中的应用
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摘　要：人血清白蛋白 (human serum albumin, HSA) 融合技术是蛋白质药物长效化改造的一种通用技术，也

是目前国内外生物制药研究的热点。在 HSA 融合技术的研究中，不同融合方式的融合蛋白活性的差异，提

高 HSA 融合蛋白的表达产量以及 HSA 融合蛋白在表达过程中所出现的降解问题成为制约该技术发展的关

键。现就人血清白蛋白融合技术在药物长效化改造应用中所涉及的融合方式以及融合蛋白的高效表达和降

解问题进行了综述，希望为 HSA 融合技术的广泛应用提供一定的技术参考。
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Applications of human serum albumin fusion 
technique in drug half-life extension 

WANG Fu-Rong*,  DU Yan-Tao,  LIU Hai-Xiong     
(Ningbo Institute of Medical Sciences, Ningbo 315020, China)

       
Abstract: Human serum albumin fusion technique is a popular technology in extending half life of protein and 
polypeptide drugs. The fusion technique has recently become an effective tool in biological pharmacy. The distinct 
activity between fusion proteins of various fusion patterns, how to improve the yields of fusion proteins and the 
degradation question of fusion proteins are three key points of human serum albumin fusion technique. In this 
review, we briefly summarize the fusion pattern, high expression and degradation of fusion proteins in drug half-life 
extension, to provide some technical references for the wide application of human serum albumin fusion technology 
in the future.    
Key words: human serum albumin; fusion technology; half life; prolonged reform; genetic engineering  

自 DNA 重组技术诞生以来，基因工程技术得

到了飞速的发展。迄今为止，已经有 200 多种基因

工程药物上市，数千种处于研发状态。基因工程药

物解决了传统的生物制药带来的材料来源困难、免

疫原性问题，以及生产过程中的病毒感染等问题，

产生了不可估量的社会效益和经济效益。但是，很

多重组蛋白质 / 多肽类药物在临床应用上仍存在着

半衰期短、生物利用度差等问题。临床上使用的细

胞因子类、激素类药物也由于相对分子质量较小，

在体内循环时易被肾小球滤过而排出体外。药物代

谢动力学性质不佳限制了这些药物在临床上的应

用，迫切需要对其进行二次改造。

人血清白蛋白 (human serum albumin, HSA) 融
合技术是指利用基因工程技术，将目的蛋白基因与

HSA 基因融合后，选择合适的系统进行表达，最终

获得半衰期更长的药物。HSA 是由 585 个氨基酸残

基组成的蛋白质，相对分子质量约为 66.5 × 103，

是血浆的主要成分，也是许多内源因子和外源药物

的载体。由于正常情况下不易透过肾小球，在血浆

中的半衰期较长 ( 可达 14~20 d)，而且体内分布极
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广，没有酶学和免疫学活性，因而是一种理想的生

物活性蛋白载体。HSA 融合技术已经发展成为蛋白

质药物长效化改造的一个通用技术，近年来在长效

干扰素、粒细胞生长因子以及白介素等药物的研制

上得到了广泛的应用 [1-3]。随着 HSA 融合技术的深

入研究，也产生了一些共性问题，如融合蛋白的表

达产物活性有所降低，融合蛋白的稳定性不够，出

现的降解问题，以及在商业化生产上如何提高融合

蛋白的表达产量等问题。

1　HSA与蛋白质/多肽药物的融合

HSA 融合技术将 HSA 与目标蛋白质 / 多肽药

物融合后进行重组表达。将两个不同结构和功能的

蛋白质融合在一起，蛋白质本身的结构可能对彼此

造成一定的空间位阻，从而影响其稳定性和功能。

目前所报道的 HSA 融合蛋白的体外生物学活性均

有不同程度的降低，说明 HSA 对所融合的蛋白质 /
多肽的活性位点有干扰，从而影响临床应用的疗效。

构建 HSA 融合蛋白时，按照融合方式的不同，可

以直接把 HSA 和蛋白质 / 多肽药物的编码基因首

尾相连，也可以在两个编码基因中加入一段被称

为连接肽的序列 ；按照融合方向的不同，蛋白质

可以融合在 HSA 的 N 端，也可以融合在 HSA 的 C
端，或者融合在 HSA 的两端 [4]。不同的融合方式

和融合方向对融合蛋白的表达和活性都有影响，因

此，在 HSA 融合蛋白的开发中有必要考察不同的

融合方向以及连接肽的有无、长短和序列对融合蛋

白活性、稳定性的影响，从而选择一种最优选的融

合方式。

1.1　蛋白质药物与HSA直接融合

药物融合在 HSA 的 N 末端或者 C 末端均可

以在保留活性的同时延长其作用的半衰期。将野生

型的和突变型的人源化粒细胞集落刺激因子

(granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) 融合到

HSA 的 C 末端，得到的两种融合蛋白都保留了

G-CSF 的生物活性，并且在体内的半衰期得到显著

地延长 [1]。内源性蛋白质硫氧还蛋白 (Trx) 被融合

到 HSA 的 C 末端，活性检测发现，HSA-Trx 能显

著地减弱乙酰氨基酚诱导的肝炎小鼠血浆中的转氨

酶类 [5]。单链抗体可变区基因片段 (single-chain 
antibody fragment, scFv) 和重组人白细胞介素 (recombinant 
human interleukin-2, rhIL-2) 也被融合在 HSA 的 N
末端，所产生的融合蛋白在保留活性的同时半衰期

被显著延长 [2,7]。除此之外，HSA 还可以与多种激

素 ( 胰岛素、人生长激素 ) 和细胞因子 ( 干扰素 -α、
干扰素 -β 和白细胞介素 -2) 融合，产生有活性的融

合蛋白 [8]。 
尽管上述 N 端和 C 端 HSA 融合蛋白都被证实

能提高治疗效果，而且从技术上来说，蛋白质是可

以融合在 HSA 两端的，但是在实际研究中发现：

HSA 两端都融合蛋白质时表达有异常。Wang 等 [9]

将生长激素片段同时融合于 HSA 的 N 端和 C 端，

融合蛋白没有表达产物。而 Evans 等 [4] 在研究 scFv
的时候也发现，将 scFv 融合在 HSA 分子的两端所

得到的融合蛋白表达量非常低，只有 0.57~0.82 g/L。
可见，当 HSA 分子的两端都连接上蛋白质之后，融

合蛋白的产生和分泌表达是受到影响的。Schröder[10]

对近年来真核细胞折叠加工外源蛋白质分子机制的

研究表明，蛋白质折叠、加工及分泌是一个相当复

杂的多因素相互协调的系统过程。到目前为止，对

该机制的了解仍十分有限，还不清楚 HSA 的两端

都融合了蛋白之后，是对融合蛋白的折叠加工过程

还是分泌表达过程产生了影响。

药物分子与 HSA 融合后活性会有所下降，但

是下降的程度各不相同。血管内皮生长因子 (vascular 
endothelial growth factor, VEGF) 165b 与 HSA 融 合

后仅保留了 VEGF 165b 生物活性的 9% [11]，而胸腺

素 α1 (thymosin α1, Tα1) 与 HSA 融合后的活性和未

融合时相差不大 [12]， Trx 与 HSA 融合后则保留了

Trx 活性的 60%[13]。Müller 等 [14] 同时将重组的双特

异性抗体与 HSA 融合时也发现，将单链双体分子

(single chain diabodies, scDb) 与 HSA 融合后活性差

别不大，而 scFv2 与 HSA 融合后活性显著下降。

不同的药物分子与 HSA 融合后活性下降的程度不

同，相同的药物分子与 HSA 的融合方向和方式不

同所产生的融合蛋白活性也不同，有的甚至会导致

目标蛋白功能的丧失或表达的失败 [15]。Ding 等 [16] 研

究了 2 个重复序列的人脑钠肽 (human brain natriuretic 
peptide, hBNP) 与 HSA 融合的蛋白质活性，BNP 融

合于 HSA 的 C 端的活性远高于融合在 N 端的活性。

将白细胞介素 -28B (interleukin-28B, IL-28B) 融合在

HSA 的 N 末端和 C 末端，活性研究发现：只有将

IL-28B 融合在 HSA 的 C 末端时 , 其生物活性才得

以保留 [17]。融合表达时，一方面，HSA 和目标药

物结构域的 N 端和 C 端首尾相连，可能会影响其

结构域在这些区域的折叠和天然构象，导致功能受

影响 [3,9] ；另一方面，直接融合的时候，目标药物

与底物的结合可能在空间上受到 HSA 结构域的屏
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蔽和阻碍，导致药物的活性降低 [15]。由于药物分子

与 HSA 直接融合会导致折叠、表达和活性降低等

问题，一些研究者们试图在 HSA 和目标蛋白之间

引入连接肽来缓解蛋白质的结构对彼此功能造成的

影响。

1.2　蛋白质药物与HSA通过连接肽融合

连接肽是指两个被融合的蛋白质或者结构域之

间存在的一段多肽，通常与两者的活性没有直接关

系，其长度从几个到上百个氨基酸残基不等 [18-19]。

目前已经有多种多肽序列被用作连接肽，并且在实

际应用中能够成功避免不同结构域在折叠过程中的

相互干扰 [20-21]。其中研究比较多的主要有两种，即

以无规卷曲形式存在的柔性连接肽和以螺旋形式

存在的连接肽。聚甘氨酸或者富含甘氨酸的连接

肽是典型的柔性连接肽，这种连接肽能够提供目

标药物作用过程中所需的柔性，使各个结构域不相

互干扰，因此，得到非常广泛的应用 [22-23]。最为经

典的柔性连接肽是 Huston 等 [24] 提出的 (GGGGS)n 
( 一般 n ≤ 6) ，已经几乎成为一种“通用连接肽”。

多种蛋白质与 HSA 通过该柔性连接肽融合表达后，

得到具有稳定表达和活性的融合蛋白 [12,25]。

以螺旋形式存在的连接肽主要是 [A (EAAAK)nA]
序列，能形成相对稳定的二级结构，给两个相连

的结构域提供相对稳定且可控的隔离效果。通过进

一步研究 (EAAAK)n 在融合蛋白中的构象证实， 
(EAAAK)n 能形成螺旋结构，而且随着 (EAAAK)n 
中结构单元数目 n 的增多，两个被相连的结构域之

间的距离增大 [26-27]。Amet 等 [28] 在不同融合蛋白中

引入 (EAAAK)2，发现蛋白质的表达量能分别提高

1.7~11.2 倍。

另外，重组人白介素 -1 受体拮抗剂 (inter-
leukin-1 receptor antagonist, IL-1Ra) 通过刚性连接

肽 PAPAP 连接在 HSA 的 N 末端，活性研究发现

IL-1Ra-HSA 能够成功保留 IL-1Ra 的拮抗活性 [29]。

已经上市的用于治疗 2 型糖尿病药物 albig-
lutide 也是将 2 个胰高血糖素样肽 -1 (glucagon-like 
peptide-1, GLP-1) 串 联 后 与 HSA 融 合。 中 间 的

GLP-1 有点类似于连接肽的作用，可以缓和 GLP-1
单体融合所导致的活性降低 [30-31]。Kim 等 [32] 也构

建了两种方式的融合蛋白 GLP-1/HSA 和 AGLP-
1-L/HSA，其中连接肽的序列为 (GGGGSGGGG-
SGGGAS)，与 GLP-1/HSA 相比 AGLP-1-L/HSA 能

够显著降低血浆中葡萄糖的水平。

连接肽的有无和序列的差异对融合蛋白的表达

和活性有一定的影响，但并不是所有的连接肽都能

提高融合蛋白的表达量和生物活性。de Bold 等 [33]

将心钠素 (atrial natriuretic factor, ANF)与HSA融合，

构建了 3 种融合方式的融合蛋白：H6HSA-ANF、
ANF-HSA H6 和 H6HSA-G6-ANF，检测发现 H6HSA- 
G6-ANF 的表达量是最高的。将不同拷贝数的生长

抑素 (somatostatin, SS) 28 通过 3 种方式与 HSA 融

合得到的融合蛋白 (SS28)2-HSA、 (SS28)3-HSA 和 
HSA-(SS28)2，多融合的一个拷贝的 SS28 也可被认

为可以起到连接肽的作用，结果发现 (SS28)3-HSA 
的表达水平远远低于 (SS28)2-HSA 和 HSA-(SS28)2，

3 种融合蛋白都能够抑制血液中生长激素的分泌，

但是 (SS28)2-HSA 的活性是最高的 [34]。同样，将不

同拷贝的 SS14 与 HSA 融合得到 (SS14)2-HSA、(SS14)3-
HSA 和 HSA-(SS14)3，由于拷贝数量的增加，(SS14)3-
HSA 和 HSA-(SS14)3 的表达水平远远低于 (SS14)2-
HSA。不管是生物活性还是表达产量，(SS14)2-HSA
都是 3 种融合方式中效果最好的 [35]。因此，在融合

时引入连接肽或者提高融合的小分子蛋白质的拷贝

数量不一定能提高融合蛋白的表达量和生物活性，

这主要取决于所融合分子的性质和结构特征。

在 HSA 融合蛋白的构建和应用过程中，之所

以会出现融合蛋白的表达和活性受到损失，甚至丧

失等问题，主要是由于对融合蛋白各个结构域之间

的相互影响及其分子机理还缺乏足够的认识。目前，

还没有一个通用的方法可以解决这一问题。只能通

过不断的尝试，选择不同的融合方式，在一定程度

上调整结构域之间的空间关系，从而改变各结构域

之间的相互作用。随着分子模拟技术的迅速发展，

可以利用分子动力学模拟对融合蛋白的分子设计进

行优化筛选，进而为实验提供可行性方案设计。虽

然目前还难以对大分子进行精确的模拟，但其在预

测和研究结构域相互作用中将会发挥越来越重要的

作用，为融合蛋白构建策略提供理论指导。另一方

面，HSA 分子包含 3 个结构域，为了减少 HSA 对

所融合的小分子药物的空间影响，可以考虑将 HSA
分子的第三个结构域与药物分子融合。除了蛋白质

与蛋白质融合，在保留功能的前提下，也可以把结

构域与结构域之间融合。

2　融合蛋白的高效表达

随着基因工程技术的发展，很多重组蛋白得到

了有效地外源表达。目前，用来表达研究蛋白质的

系统可以分为原核表达系统和真核表达系统，按细
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胞类别分，可以分为大肠杆菌表达系统、昆虫细

胞表达系统、酵母表达系统、哺乳动物细胞表达系

统 [36]。HSA 融合蛋白可以通过不同的表达系统被

表达，这主要取决于需要表达的融合蛋白本身的性

质，简单的分子 GLP-1、干扰素 α-2b、 G-CSF 还有

一些抗体片段等可以通过毕赤酵母或酿酒酵母来表

达，而一些需要翻译后进行特别修饰的复杂分子，

如凝血因子，则需要通过哺乳动物细胞培养来获

得 [37]。经过一系列的研发和实践，酵母表达系统被

公认为是一种表达 HSA 融合蛋白的强有力工具。

毕赤酵母表达系统自 1969 年由 Ogata 等 [38] 首

次发掘，后经研究和开发，实现了外源基因在该体

系中的高效表达 [39]。随着美国 Invitrogen 公司推出

的毕赤酵母表达体系商业化试剂盒，外源蛋白在毕

赤酵母中的表达变得简便易行，近 10 年来，毕赤

酵母表达系统的利用率大幅增长。迄今为止，已有

1 000 多种外源蛋白在该系统中获得成功表达，涉

及植物、无脊椎动物、非人类脊椎动物、人类、细菌、

真菌、病毒等多个物种 [40]，主要以非糖蛋白为主 [41]。

此外，近年来毕赤酵母的类人糖基化改造研究取得

了巨大进展，更是开辟了毕赤酵母在糖蛋白重组表

达中的应用前景 [42-43]。首个由毕赤酵母表达系统生

产的药用蛋白 Ecallantide (KALBITOR®) 已获 FDA
批准 [44]，说明该表达系统的生物安全性已经得到了

认可。总之，毕赤酵母表达系统兼具了原核表达

系统操作简单、易于工业化高密度培养的优点以

及真核表达系统对外源蛋白进行糖基化、磷酸化

等翻译后修饰的特点。同时，表达的外源蛋白可

通过信号肽的介导分泌到胞外，而酵母内源性蛋白

较少分泌，大大简化了后续的分离纯化处理。它既

具有原核生物一样易于大批量培养的特点，又有哺

乳动物细胞一样近似于天然蛋白的表达修饰形式，

还有成本低廉的培养条件，都成为酵母表达系统不

可比拟的优势。

影响外源蛋白在酵母中分泌表达效率的因素包

括：外源基因的拷贝数和自身特性、启动子及信号

肽效率、外源蛋白在内质网上的加工，以及外源蛋

白的分泌效率等
[41,45]。其中外源基因的拷贝数量对

胞内蛋白质的表达有着明显的影响 [46-47]。而对分泌

表达的蛋白质来说情况就复杂得多，分泌蛋白相对

胞内表达蛋白来说还有着信号肽切割效率、蛋白质

折叠效率和分泌效率等可能的限制因素。因此，增

加拷贝数量有时不但不会提高表达量，反而会降低

表达量 [48]。虽然外源基因多拷贝对 HSA 融合蛋白

表达量影响程度有所不同，但是所有结果都表明

HSA 融合蛋白表达量与基因的拷贝数并不成线性关

系。因此，增加外源基因拷贝数对 HSA 融合蛋白

表达量的影响还十分复杂。

选择强有力的启动子与增加目的基因的转录水

平直接相关，有助于提高外源蛋白的分泌表达量 [49]，

但同时也加重了内质网上蛋白质正确折叠加工的负

担，容易导致分泌途径的过载 [50]。在外源蛋白的分

泌表达过程中，新生肽首先要在内质网分子伴侣的

辅助下，在内质网中进行正确的折叠与组装，才会

被输往高尔基体进行进一步的修饰并最终通过运输

小泡转运到胞外 [41,45]。没有形成正确空间结构的蛋

白质会被降解或聚集在内质网上。大量的研究表明，

新生肽在内质网内的折叠加工受限是影响外源蛋白

高效分泌表达的最主要的限速步骤 [51-52]。内质网中

辅助新生多肽进行正确折叠加工的分子伴侣主要包

括：结合免疫球蛋白 (binding immunoglobulin protein, 
BiP)、蛋白质二硫键异构酶 (protein disulfide isomerase, 
PDI)和ERO (endoplasmic reticulum oxidoreductin)[53-55]。

Shen 等 [47] 将多拷贝的 IL-1ra 与 PDI 共表达，分泌

到胞外的 IL-1ra-G-HSA 蛋白量提高了约 2.3 倍。

Inan 等 [48] 将 PDI 与 Na-ASP1 共表达后，胞外分泌

的 Na-ASP1 和胞内积聚的 Na-ASP1 量都表现为增

加。同时，也有研究报道在酿酒酵母中共表达 BiP
相关的蛋白后，HSA融合蛋白的表达量有所提高 [56]。

总之，毕赤酵母表达系统已发展成为一个较为

理想的蛋白质表达系统，被国内外广泛应用于生产

外源蛋白。目前在宿主菌的选择、载体的启动子和

信号肽选择，发酵条件的优化等方面已经进行了深

入的研究，但是立足基因水平的研究仍不多见，如

果能在蛋白质合成和分泌的限速步骤中找出某些规

律，将会从本质上显著提高蛋白质的表达水平。

3　融合蛋白表达过程中的降解

随着越来越多的蛋白质在毕赤酵母系统中被表

达，该系统的一些缺点和不足也逐渐显露出来。其

中最普遍的一个问题是分泌表达过程中的降解问

题。重组蛋白在毕赤酵母中高密度发酵表达，均会

出现不同程度的降解，这不但会降低目的蛋白的产

量和生物活性 [57]，还会给下游纯化带来困难 [58]。

对于重组蛋白发生降解的原因，目前普遍的观点认

为是：高密度发酵过程中，随着培养时间的延长、

发酵液中代谢物积累、营养物质逐渐耗尽，形成不

利于酵母生存的环境，促进了酵母自身蛋白水解酶
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的活化、分泌或因菌体自溶释放到发酵液中，从而

造成重组蛋白的降解 [74]。

针对蛋白酶水解所采取的措施主要涉及培养水

平、细胞水平、蛋白质水平等 3 个方面 [40]。现已发

现，酵母细胞内各种蛋白水解酶的量会随着培养过

程中营养条件的改变而发生变化，如培养过程中的

饥饿胁迫、碳源、氮源改变等。在高密度发酵过程中，

当毕赤酵母从甘油生长阶段转到甲醇诱导阶段时，

培养基中各种蛋白酶的含量显著增加，并且随着诱

导时间的延长而增加 [59]。

3.1　在培养水平上

因蛋白水解酶的活性受温度、pH、离子等环

境因素的影响较大，所以，选择适当的发酵参数，

通过培养条件的优化，能够在一定程度上降低重组

蛋白的降解，其主要措施包括：(1) 改变培养的

pH、温度或时间，降低蛋白酶的活性 [60-62] ；(2) 添
加一些特定氨基酸或者酪蛋白水解物作为蛋白酶的

竞争底物或者添加特异性的蛋白酶抑制剂 [63-64]。另

外，还可以通过控制生长速率和使用蛋白酶抑制剂

来抑制蛋白酶的活性。这些方法能够在一定程度上

减少因蛋白酶水解而造成的目的蛋白的降解，但效

果有限，并且不是对所有的重组蛋白都适用。

毕赤酵母的遗传背景会影响目的基因的转录水

平、翻译效率、分泌途径、质粒稳定性及拷贝数等

多个方面 [65]。

3.2　在细胞水平上

利用基因工程手段，将宿主细胞内的特定蛋白

水解酶编码基因敲除，是一种从根本上解决重组蛋

白降解问题的有效方法，这一方法已经在酵母表达

系统中有所应用 [66-68]。其中涉及的蛋白水解酶主要

包括液泡蛋白酶和分泌途径中的蛋白酶 [69]。

酵母液泡中含有大量的非特异性蛋白水解酶，

在蛋白质翻译后修饰过程中起着重要的作用。目前

已知的酵母液泡蛋白酶主要包括内切蛋白酶、羧肽

酶、氨肽酶和二肽氨肽酶等，多数液泡蛋白酶以无

活性酶原的形式存在。但是，Protease A (PrA) 和
Protease B (PrB) 两个内切蛋白酶的酶原具有自我催

化、剪切形成活性蛋白酶的功能，介导了多数其他

液泡蛋白酶酶原的激活 [69-70]，是两个上游调控的关

键酶。pep4 编码 PrA，prb1 编码 PrB，由于 PrA
可以加工许多包括 PrB 在内的下游水解酶，从无活

性的前体变成有剪切活性的水解酶，因此，将毕赤

酵母的 PrA 敲除后的宿主体内的水解酶整体活性将

大大降低 [71]。对毕赤酵母中 PrA敲除的研究也证实：

利用 PrA 缺陷型宿主明显提高了完整蛋白质的纯化

得率 [72-73]。PrB 水解酶与 PrA 一样也是一种上游的

水解酶 [74]。Cereghino 和 Cregg [75] 研究发现，将 PrA 
敲除的宿主中仍然有 50% 的 PrB 活性，要彻底除

去 PrA 和 PrB 的活性，必须将 PEP4 基因和 PRB1
基因同时敲除。目前已经有 3 种液泡蛋白酶缺陷型

宿主商品化：SMD1168 (PrA 缺陷 )、SDM1165 (PrB
缺陷 ) 和 SDM1163 (PrA 和 PrB 双重缺陷 )。

分泌途径的蛋白酶主要分布在细胞质膜以及高

尔基体，主要是用于对蛋白前体的处理，如切除蛋

白质的 pre-、pro- 序列。分泌途径中主要的蛋白酶

包括：信号肽切割酶、KEX2 蛋白酶、KEX1 蛋白酶、

二肽氨肽酶A和yapsin(YPS)[69]。在酵母表达系统中，

YPS 的存在也导致了多种外源蛋白的不同程度的

降解 [76-77]。在酿酒酵母中表达 HSA 时发现有相对

分子质量为 4.5 × 104 大小的降解条带产生， Balance
等 [78] 证明该降解主要是由于 YPS 水解的作用，将

酿酒酵母中的 YPS1 基因敲除后全长蛋白相对于降

解片段的比例明显上升。Werten 和 de Wolf [79] 于

2005 年首次克隆并表征了毕赤酵母中的 YPS1。Silva
等 [80] 发现将毕赤酵母 GS115 中的 YPS1 基因敲除

有利于分泌表达一种胶原蛋白聚合物。Yao 等 [81] 后

来也报道了利用 YPS1 缺失型的毕赤酵母 GS115 宿

主可使 HSA-AX15 (R13K) 融合蛋白的降解大大改

善。2009 年毕赤酵母的基因组序列测定完成后，人

们又发现其他 6 种 YPS [82]。Wu 等 [83] 利用同源重组

的方式将毕赤酵母中的 7种YPS基因进行单一敲除，

构建了 7 种单一 YPS 缺陷型宿主并分析了它们对改

善 HSA/PTH (1~34) 融合蛋白降解的作用，结果表

明，YPS1 敲除对降解的改善程度最大。Cho 等 [77]

将酿酒酵母中的 5 种 YPS 按照不同组合进行多重

敲除，结果发现，同时敲除 YPS1、YPS2 和 YPS3
可以使 PTH (1~84) 的降解较 YPS1 单一敲除有明显

的改善，并且将 5 种 YPS 全部敲除对降解的改善最

大。Wu 等 [83] 在研究 HSA/PTH (1~34) 融合蛋白的

重组表达过程中发现，除了 YPS 之外，PrA 也是导

致 HSA/PTH (1~34) 融合蛋白降解产生的主要因素，

与单纯 PEP4 敲除或者 YPS1 敲除相比，PEP4 和

YPS1 双重敲除的降解程度最低，完整蛋白的产率

最高。

理论上，将导致外源蛋白降解的所有关键蛋白

酶同时敲除，能够最大程度降低外源蛋白的降解，

但是将蛋白酶敲除有可能会影响酵母的正常生理状

态，如宿主细胞活力降低，生长速率减慢，甚至影
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响外源蛋白的表达效率，虽然可以使降解程度降低，

但同时也降低了表达量 [72]。然而，Brankamp 等 [84]

在重组表达 ghilanten 时发现，PrA 缺陷型宿主不仅

表达量比野生型宿主高，而且细胞生长速率也相对

较高。因此，是否要利用蛋白酶缺陷型宿主作为表

达宿主仍需根据目的蛋白的性质综合考量。

3.3　蛋白质水平上

目的蛋白以及融合蛋白的连接肽中存在的易受

蛋白水解酶攻击的脆弱位点，也是目的蛋白不稳定

因素之一。实际应用中，可以将非活性位点的氨基

酸进行突变，消除蛋白酶水解作用位点 [85]。另外，

可以通过定点突变和基团化修饰改善蛋白质的疏水

性和刚性，来提高其热稳定性。目的基因中最好不

要含有 pro-glu-ser-thr 这样的序列，因为这个序列

是激活蛋白水解酶的作用底物，会影响表达；也不

要含有 x-phe-x-arg-gln 和 gln-arg-x-phe-x 这样的序

列 (x = 任何氨基酸 )，因为这些序列容易受到溶酶

体的切割。还可将目的蛋白与一种在毕赤酵母中稳

定的蛋白伴侣融合表达，通过改变目的蛋白的性质

来提高稳定性，但这种改善会带来后期酶切的问题。

蛋白酶降解是酵母表达系统的一个共同的缺

陷，几乎所有在酵母中表达的重组蛋白都存在表达

蛋白质降解的问题，只是程度不同而已。蛋白质发

生降解的原因可能是复杂和多方面的，没有单一的

策略可以解决所有降解的问题，上述策略可以给我

们提供参考，但应用时不能绝对解决降解问题，只

是降低了降解的程度，甚至对于个别重组蛋白没有

任何效果。需要根据表达的重组蛋白的不同，尝试

不同的策略，或者将几种策略组合，来最大程度地

降低重组蛋白的降解。

4　展望

总之，半衰期短和生物利用度差限制了许多药

物的临床应用。利用 HSA 融合技术延长药物的半

衰期，改善药物的代谢动力学性质具有非常重要的

意义。虽然 HSA 融合技术也已经发展成为蛋白质

药物长效化改造的一个通用技术，但是在药物蛋白

与 HSA 的融合设计以及后期融合蛋白的生产和纯

化过程中仍然存在着诸多问题。目前对于融合策略

的选择尚没有可靠的理论指导，只能采取试错办法。

随着分子动力学模拟技术的发展，今后可以预测和

研究药物蛋白与 HSA 的结构域相互作用，为 HSA
融合蛋白的构建策略提供理论指导。另外，后基因

组时代的各种组学方法研究的应用，也将有助于进

一步了解毕赤酵母的生理学特性代谢机制和蛋白分

泌表达的分子机制，从一个系统水平综合考虑各种

限制因素，为毕赤酵母表达系统的优化改造和 HSA

融合技术的应用带来新的思路。
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