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摘!要!巴斯德毕赤酵母载体质粒+KLMN#4含有强启动子K4OP$和#B@<信号肽序列$构建猪%/0! 基因的重组质

粒+KLMN#4B%/0!$并转入"1234+Q@#%(中$得到转猪%/0!基因工程菌$经酶切鉴定克隆到载体+KLMN#4上的外源

基因即为猪%/0!基因(通过电击将经(52$酶切后线性化的+KLMN#4B%/0! 质粒转化到巴斯德毕赤酵母R@"#
中()S)BK4TG和 U/;./-:1A,.鉴定表达产物的结果表明$分泌于胞外的猪%/0! 蛋白分子量比猪%/0! 理论值分

子量稍大$估计是糖基化的原因(表达的蛋白可发生正确的抗原B抗体反应$表达量为%I&$7?*7C(将蛋白表达

上清经细胞毒性实验检测表达产物的抗病毒活性为!I#V#%&LW*7C(

关键词!猪%/0!)巴斯德毕赤酵母)基因重组)分泌表达

中图分类号!X"’!!!文献标识码!4!!! 文章编号!%!$FD(""!!!%%$"%!D%!#$D%E

!"#$%&’&()&*+&,"-./01+&22"-.-34-567!".4"*$"8182,-+"2
YW4ZTY68#$!$PLGK/8#$!$>W[*8B),:?!$F$CLWY*8BC8!$F$NY4ZTS/B<*!$F$

M4OP86:?B[,:?#$CLN3/:!$F

!#1(26334378+7*(2+*-2*$05-,+-.039:54;-+<*9=+>?$05-,+-.!#%%("$@6+-5)!1$+<+=+3-37’-+:54A*-*>+2"-.+-**9+-.$

(65-.65+BC-+2+D54E*?85F395>39?37’.9+GA*-*>+2=5-H)9**H+-.$(65-.65+!%##%E$@6+-5)

F1’-+:54!C=F5-H9?5-HI*>*9+-59?#*=*5926%-=>+>C>*$(65-.65+’25H*:?37’.9+2C4>C954(2+*-2*=$(65-.65+!%##%E$@6+-5"

9:2,+8*,#93/+,-58:/6A+368:./-=/-,:?/:/H6;8:;/-./08:.,.3/J+26+5D5=>39+=/\+-/;;8,:]/5.,-,=+KLMN#4H3853

5,:.68:;4OP$+-,7,./-6:0#B=65.,-;8?:6A;/̂*/:5/I93/-/5,718:6:.+A6;780H6;.-6:;=,-7/08:.,3,;.5/AA"1234+

Q@#%(6:0.3/:H6;/\.-65./0=,-6:6A2;8;,=-/;.-85.8,:/:J27/;IL.H6;5,:=8-7/0.36.3/./-,?/:/,*;?/:/;+A85/08:.,

]/5.,-+KLMN#4H6;%/0!?/:/I93/-/5,718:6:.+A6;780,=+KLMN#4B%/0! H6;A8:/6-:8J/012(52$6:0.-6:;B

=,-7/08:.,R@"#12/A/5.-,+,-6.8,:I)S)BK4TG6:0U/;./-:1A,.6:6A2;8;;3,H/0.36.%/0!+-,0*5.H6;,1;/-]/08:

.3/;*+/-:6:.6:.H8.36A8..A/A6-?/-7,A/5*A6-H/8?3..36:.36.,=:6.*-6A%/0!I93/9%/0?/:/36;.3/;67/6:.8?/:858.2
6;:6.*-6A,:/I93//\+-/;;/09%/0655*7*A6./0*+.,61,*.%I&$7?*7CI93/52.,_8:/65.8]8.2,=.3/;*+/-:6:.6:.H6;

]/-.8=8/012UL)Y*‘)‘;2;./7$H3853H6;61,*.!I#V#%&LW*7CI

;&<=-+>2#K,%/0!)J+26+5D5=>39+=)?/:/-/5,718:6.8,:);/5-/.,-2/\+-/;;8,:

!!干扰素作为一种重要的细胞因子$能够诱导一
系列细胞内的蛋白表达$继而发挥抗病毒+抗细胞增

殖和调节免疫应答等作用%#&(尤其干扰素具有广泛
的抗病毒效应$使用干扰素防制家畜病毒性疾病克



服了传统抗病毒药物成本高!副作用大!疗效不佳等
缺点"猪%/0! 对猪存在多种病毒性疾病#如猪瘟!
口蹄疫!蓝耳病等均可起一定的防治作用"研制开
发高效生产干扰素的生物体系已经引起了国内外学

者的广泛重视"甲醇营养型酵母表达系统具有高表
达!高稳定!高分泌的特点#其宿主菌巴斯德毕赤酵
母自身蛋白分泌量少#下游分离纯化操作易行#能大
规模发酵生产#是一种适宜表达外源基因的真核表
达系统"在本研究中#采用KM[定点突变方法获得
突变成熟猪%/0! 基因编码区#借助表达载体

+KLMN#4使重组基因整合到毕赤酵母R@"#染色体
中#对%/0!重组蛋白在毕赤酵母中的高效分泌表
达进行了研究"

#!材料和方法

?@?!材料

#I#I#!质粒和菌株
含猪%/0! 的+TGPB%/0 质粒由本室保存#毕

赤酵母菌株R@"#!表达载体+KLMN#4!N/,58:9@均
购自美国L:]8.-,?/:公司"

#I#I!!引物
上 游 引 物 $$aBM4M9MT4T4444T4T4TTM9B

T44TM99T9T4MM9TMM9M4T4MMM4BFa%#下游引
物$$aB94TMTTMMTMM9MM99M99MM9T4T9M9T9B
Fa%#由上海生工生物工程有限公司合成"

#I#IF!其他

9&SZ4连接酶!所有限制酶!&5KSZ4聚合
酶!SZ4<-6?7/:.K*-8=856.8,:R8.购自96R6[6公
司&6:.8B3*76:L<ZB6A+366:.8?/:6==8:8.2+*-8=8/0

+,A25A,:6A6:.81,02购自 M2.,A61公司!6:.8B[6118.
L?T6A_6A8:/+3,;+36.6;/5,:b%?6./!cMLKBZc95,AB
,*-;*1;.-6./均购自 K-,7/?6公司&>Zc!c8,.8:!

G6;2)/A/5.9@K85386G\+-/;;8,:R8.购自L:]8.-,?/:
公司&cM4K-,./8:4;;62R8.购自KLG[MG公司"

?@A!方法

#I!I#!KM[扩增
根据猪%/0! 基因的核苷酸序列设计引物#上

下游引物分别含有L63$!03>$酶切位点#上游引
物’$aBM4M9MT4T4444T4T4TTM9T44TM99T9B
T4MM9TMM9M4T4MMM4BFa#下游引物’$aB94TMTB
TMMTMM9MM99M99MM9T4T9M9T9BFa"其中下画
线分别是L63$!03>$酶切位点#斜体为目的蛋白

的#B@<信号肽序列由胞内分泌至胞外时E*M!和

(>*#F的酶切位点"此构建原因一’是当蛋白由胞
内分泌至胞外信号肽经酶切后#在目的蛋白的Z端
不残留多余的氨基酸"原因二’在目的蛋白的M端
加上!+=&’A 以便以后的过柱纯化"黑体表示的
氨基酸$M2;%通过KM[定点突变#同义突变为酵母
偏爱密码子$9TM"9T9%#以提高蛋白的表达量"

#I!I!!酵母表达载体的构建
将扩增的猪%/0!基因经L63$!03>$酶切后

插入+KLMN#4的相同的位点#经连接转化大肠杆菌

Q@#%(#以含N/,58:$!$%?(7C%的低盐Cc平板筛选
转化子#提取质粒#限制酶切鉴定重组质粒"

#I!IF!电穿孔转化及高表达量转化子的筛选
按L:],.-,?/:J+26+5操作指南制备J+26+5D5=G

>39+=R@"#感受态"取’%%C感受态细胞与#%%C
$$B#%%?%(52$线性化的重组表达质粒混合#注入
预冷的%I!57电转杯中#冰浴$78:#于c8,B[60
T/:/K*A;/-电转仪!%%%‘#!$%<#F%%&#&I’E7;
条件下电转化后#立即加入#7C预冷的#7,A(C山
梨醇#转移到小试管中F%d静置#!!3#取$%!

#%%!!%%%C菌液涂布于>KS)$N/,58:#%%%?(7C%
抗性选择平板上#!’!F%d倒置培养!!F0#直至
克隆长出"

#I!I&!重组酵母工程菌的诱导表达
将重 组 菌 和 空 载 体 转 化 酵 母 菌 R@"#(

+KLMN#4单克隆分别接种于#%%7C的c@T>培养
基中#!’!F%d#!$%!F%%-(78:培养#’3左右#至
菌体N$E%%值为!!E##$%%!F%%%?#室温离心

$78:收集菌体"菌体沉淀用!%7Cc@@>培养基
重悬#N$E%%值为#左右#!’!F%d#!$%!F%%-(78:
培养&!$0#每隔!&3补加甲醇至终浓度为#e#并
在%!!&!&’!E%!"!!’&!(E!#%’!#!%3分别取少量的
培养上清和菌体#以确定表达的最佳时间"诱导培
养结束后#培养液#!%%%-(78:#$78:分别收集上
清和沉淀#于D!%d保存备用"

#I!I$!表达产物的浓缩处理及)S)BK4TG分析
将表达上清用三氯乙酸(胆酸钠$9M4(SOM%沉

淀法来处理"将$%%C$#(&体积%的9M4(SOM溶液
加入!%%%C表达上清中#至9M4的终浓度为!%e
$H(]%#震荡混合#冰上孵育F%78:&微型离心机室
温离心#$78:#去上清&加入E%%%C$F倍于原样品
体积%的丙酮$室温%#样品在室温下静置#%78:#使

!"# 遗!传!"#"$%&’( $)*+,+-.%!%%$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



9M4!SOM溶于丙酮"微型离心机室温离心#$78:#
去上清#冷冻抽干!78:"加入$%%C#’样品缓冲液
溶解沉淀#然后将样品#%%d煮沸$78:#取#$%C样
品上样#做)S)BK4TG电泳检测$

#I!IE!表达产物的 U/;./-:cA,.鉴定
经)S)BK4TG检测有%/0!表达的上清进行蛋

白质印迹%U/;./-:cA,.&鉴定$分别取!%%%C对照
和阳性克隆培养的上清液#沉淀蛋白后#于#!e的

)S)BK4TG凝胶电泳#电泳后的聚丙烯酰胺凝胶通
过@8:89-6:;BcA,.电转移系统%c8,B[60&以#%%‘#

!3的参数电转移至硝酸纤维素滤膜$电转完毕#将
膜于室温下在去离子水中浸泡#然后置于一封闭的
塑料袋中#加入封闭液%$e脱脂奶粉于Kc)中&#室
温缓摇#3"用9c)9洗膜#加入含兔抗人%/0! 多克
隆抗体%终浓度为%I!%?!7C&的新鲜S8A*.8,:c*==/-
中#室温缓摇#过夜"用9c)9洗膜#加入含适量二抗
%羊抗兔#f"$%%&的S8A*.8,:c*==/-#室温缓摇E3"
用9c)9’9c)’4Kc*==/-分别洗膜#Zc9!cMLK显
色#待蛋白带的颜色达到要求%约#%!F%78:&#以水
漂洗#终止显色#拍照记录$

#I!I"!表达蛋白的纯化及cM4法蛋白浓度测定
在蛋白上清液中加入%ZY&&!)O& 至终浓度为

$%e来沉淀蛋白#将沉淀悬浮于#!!倍沉淀物体体
积的Kc)中$将此溶液置于透析袋中透析过夜#然
后用KGT!%%%%浓缩溶液#取样测浓度$取!$7C
cM4试剂4与%I$7CcM4试剂c充分混合$准备
从!$%?!7C到!%%%%?!7C的系列稀释c)4标准
蛋白#将%I#7C系列稀释标准蛋白与样品分别加入
标记试管#各加!7CcM4混合试剂#混匀#F"d水
浴F%78:$冷却至室温后于$E!:7处测吸光度#由
标准曲线计算样品浓度$

#I!I’!细胞病变抑制法检测表达蛋白的活性
采用 UL)Y细胞!‘)‘系统测定(!)$

!!结!果

A@?!4-567!基因的4BC扩增与测序
以+TGPB%/0 为模板#根据运行程序*(&d

#78:"$$d#78:""!d#78:"扩增!$个循环#最后
延伸#%78:进行KM[$电泳结果显示#KM[产物大
小约为$F%1+#与预期大小一致$将KM[产物回
收#插入到+KLMN#4载体上#由上海博亚公司测序$
结果表明#除插入序列的第(位发生同义突变%9"

M&#第#&E位发生错义突变%TM4"T94&外#其他碱
基均与预期的相同$

A@A!含567!基因的重组质粒的构建及鉴定
将KM[产物用L63$’03>$双酶切#克隆至载

体质粒+KLMN#4强启动子 K4OP#下游的 L63$和

03>$双酶切窗口中#构建重组质粒+KLMN#4B%/0!
%图#&$通过L63$’03>$酶切+KLMN#4B%/0! 来
进行鉴定#得到大小两个片段#大片段约为FIE_1#
包含载体+KLMN#4的大部分序列"小片段约为$!’
1+#为含%/0! 基因的片段$由酶切鉴定的结果可
知+KLMN#4B%/0!为所需的重组质粒%图!&$

图?!在毕赤酵母中通过使用质粒145BD!9的

!EF6信号肽和;&0A!),&?G酶切位点来

表达4-567!的策略

6"#@?!),+8,&#<3-+&01+&22".#,$&1-+*".&567!
".,$&H&,$<(-,+-1$"*<&82,4"*$"8182,-+"2

I2".#,$&<&82,!EF68.>;&0A!),&?G

*(&8’8#&2",&-31(82H">145BD!9
93/TA*B4A6-/+/6.;6-/-/.68:/08:K,L<Z#B+KLMN#4

H3853.3/K,L<Z#45SZ48;5A,:/0*;8:?L63$

6:003>$I93/;.,+5,0,:8;-/7,]/0=,-*;8:?

.3/MB./-78:6A.6?%+,A238;.808:/.6?&I

A@G!重组质粒的转化及高产菌株的筛选
重组质粒+KLMN#4B%/0! 经(52$酶切线性化

后#经SZ4<-6?7/:.K*-8=856.8,:R8.纯化浓缩后#于

c8,B[60T/:/K*A;/-电转仪上高压脉冲电流转化宿
主菌巴斯德毕赤酵母R@"##转化物涂布于含#%%

%?!7CN/,58:9@的>KS)板上#!’d培养!!F0#直
至克隆长出$

$"#!!期!!!!!!!!!!!!!黄!海等*猪%/0!基因在毕赤酵母中的高效分泌表达



图A!重组质粒145BD!9E567!的酶切鉴定

@!!_1分子量标准"6!KM[产物"1#5!+KLMN#4B%/0!
经L63$和03>$双酶切"0!+KLMN#4经(52$酶切$

6"#@A!J"#&2,"-.-3145BD!9E567!:<K$-!!7-,!
@!!_1SZ476-_/-"6IKM[+-,0*5.;"1#5!+KLMN#4B%/0!

08?/;./012L63$g03>$"0!+KLMN#408?/;./012(52$I

将单克隆分别接种于#%%7C的c@T>培养基
中%至菌体N$E%%值为!!E%收集菌体$菌体沉淀用

!%7Cc@@>培养基重悬%然后在不同的时间段取
上清液%三氯醋酸沉淀蛋白%经#!e聚丙烯酰胺凝
胶电泳%筛选出有特异蛋白表达的高产菌株%经

96:,:凝胶图象处理系统分析目的条带约为!EI’
_S6&图F’$

图G!高效表达4-567!酵母菌株

的)J)E49L/分析

@!分子量标准"#!(!不同的时间所得的

分泌重组蛋白&9M4(SOM浓缩处理’$

6"#@G!9.8(<2"2-3<&82,*(-.&=",$$"#$

<"&(>-34-567!:<)J)E49L/
@!7,A/5*A6-76_/-"#!(!08==/-/:.-/5,718:6:.

5A,:/;&5,:5/:.-6./0129M4(SOM’I

A@M!表达产物的 N&2,&+.:(-,检测鉴定
将得到的高表达菌株接种培养%在不同的时间

梯度取样$结果表明!在培养"!3以后%K,%/0! 的
表达量达到最高%在随后的培养中%干扰素在培养基

中发生部分降解$将蛋白上清液与等体积上样缓冲
液混合均匀%跑 #!e 聚丙烯酰胺凝胶电泳做

U/;./-:1A,.$聚丙烯酰胺凝胶电泳结果见图&$

U/;./-:1A,.分析显示%特异蛋白带约为!EI’_S6
左右 &图$’$根据理论推算%比蛋白理论值分子量
&!!_S6’大的!EI’_S6应为糖基化的K,%/0!$

图M!分泌型表达菌株在不同发酵时间所得的

蛋白上清的)J)E49L/分析

@!分子标准量"#!"!+KLMN#4BK,%/0!(R@"#菌株

所得分泌蛋白%未浓缩处理&%#!&##&’#E%#"!#’&#(E3’$

6"#@M!9.8(<2"2-32&*+&,-+<1+-,&".28,>"33&+&.,

*I(,I+&,"H&:<)J)E49L/
@!@,A/5*A6-76-_/-"#!"!08==/-/:.5A,:/;
&:,.5,:5/:.-6./0129M4(SOM’I

图O!分泌型表达菌株在不同发酵时间

所得的蛋白上清的 N&2,&+.:(-,分析

@!分子标准量"#!!!+KLMN#4BK,%/0!(R@"#
菌所得分泌蛋白&’&#(E3’"

F!+KLMN#4(R@"#菌株所得分泌蛋白&’&3’$

6"#@O!N&2,&+.:(-,-32&*+&,-+<1+-,&".28,

>"33&+&.,*I(,I+&,"H&
@!7,A/5*A6-76-_/-"#!!!/\+-/;;/0+-,./8:;

6.08==/-/:.;67+A8:?.87/,=+KLMN#4BK,%/0!(R@"#
&’&#(E3’"F!/\+-/;;/0+-,./8:;,=+KLMN#4(R@"#&’&3’I

A@O!表达蛋白的纯化及PB9法蛋白浓度测定
纯化蛋白溶液于 $E!:7 处测吸光度值为

%hEF#"%由标准曲线计算样品浓度为%I&$7?(7C$
&图E’$
A@Q!细胞病变抑制法检测表达蛋白的活性
在 UL)Y(‘)‘系统上%采用细胞病变抑制法%

%"# 遗!传!"#"$%&’( &)*+,+-.’!%%$!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图Q!P)9蛋白标准曲线

6"#@Q!),8.>8+>*I+’&-3,$&P)91+-,&".

用标准干扰素作对照!于(E孔板上将两种干扰素均
做倍比稀释!以结晶紫染色显示其抗病毒活性!用酶
标仪测定$&%:7的4值!确定其比活性为!I#V
#%&LW"7C#

F!讨!论

J+26+5D5=>39+=是近十年发展起来的真核表达
系统$F%!更适合表达真核蛋白#迄今为止!该表达系
统已成功地应用于!%%多种异源蛋白的表达以及多
种蛋白的商业化生产$&!E%!其中K38A8+9IC8*等曾在

毕赤酵母中表达并纯化了人的干扰素#B#$"%!证明
该表达系统可以用来构建生产人干扰素#巴斯德毕
赤酵母表达载体质粒+KLMN#4含有甲醇诱导型启
动子B乙醇氧化酶启动子和 #B@< 信号肽序列#

K4OP#可有效防止外源基因表达产物对酵母生长可
能产生的细胞毒性!#B@<信号肽序列可在蛋白质分
泌到胞外的过程中被有效切除#加之巴斯德毕赤酵
母仅分泌很低水平的自身蛋白!这样将更有利于猪

54D65干扰素蛋白的分离与纯化$’%#另外!与啤酒
酵母的过度糖基化相比其分泌蛋白糖基化较适中!
蛋白糖基化位点为4;:BPB)/-"93-!与哺乳类细胞的
糖基化位点相同#本研究选择毕赤酵母和整合型载
体+KLMN#4构建K,%/0! 蛋白高效分泌型表达系
统!获得了外源基因整合到酵母染色体上的遗传性
稳定的重组子!表达的目的蛋白K,%/0! 为糖基化
蛋白!由)S)BK4TG胶可以看出目的蛋白的表达量
较高!且杂蛋白较少#U/;./-:1A,.鉴定表达的蛋
白可发生正确的抗原B抗体反应!但目的条带较浅#
有可能是我们使用的一抗与目的蛋白的特异性不

高!导致它们之间的结合不牢靠!在洗膜过程中一抗
被洗脱下来!从而导致后面的显色较弱!条带颜色较
浅#
此前!葛丽等也曾在毕赤酵母系统中表达过

K,%/0!!但表达量偏低#本实验中!我们通过重新
选择表达宿主及对目的基因进行优化改造以期能提

高蛋白表达量#在宿主上我们选择了R@"#而非

T)##$!是因为T)##$菌株&6+=&’含有野生型’NL
#和’NL!基因!利用甲醇的表型为 @*.g&@/.36B
:,AW.8A8J6.8,:KA*;’#而R@"#菌株的’NL#基因
大部分被删除和取代!它必须依赖表达很弱的

’NL!基因!故利用甲醇表型为@*.;&@/.36:,AW.8A8B
J6.8,:)A,H’#而据文献报道!对于分泌表达!@*.g

和@*.;都可使用#@*.; 菌株虽然在诱导阶段生长
缓慢!但有时外源蛋白的表达反而更高!更有利于蛋
白的正确折叠与修饰&糖基化等’$(%#如K/+9#的
表达在@*.;菌株中较高$#%%#

J+26+5D5=>39+=中#B=65.,-信号序列的加工过
程包括三个步骤!第一是在内质网由信号肽酶切去
信号序列&+-/;/̂*/:5/’!第二步由内切酶E*M!在

C2;B4-?位点剪切除去前导序列&+-,A/60/-;/B
*̂/:5/’!第三步是有(>*#F蛋白除去TA*B4A6重复
子$##%#TA*B4A6重复子被认为对于信号肽的去除并
非必需!而且(>*#F对TA*B4A6重复子的切割效率
不是#%%e!常造成外源蛋白Z端的不均匀性&3/.B
/-,?/:/8.2’$#!%#但也有人认为!在构建时保留TA*B
4A6重复子是明智的!因为它能够减少外源蛋白对

E*M!一类蛋白酶切割的空间位阻作用$#F%!因此本
文在构建表达质粒时在上游引物中保留了TA*B4A6
重复子以确保蛋白在分泌至胞外时!信号肽能被剪
切完全#另外!在质粒+KLMN#4上!编码酵母#B@<
信号肽切除位点的序列与K,%/0!蛋白基因之间多
了E个碱基即!个氨基酸!当信号肽被切除后!多余
的!个氨基酸将位于K,%/0! 蛋白的Z端!将影响
目的蛋白的生物活性#因此我们通过L63$和03>
$位点构建的重组质粒通过将编码信号肽切除位点
的序列直接与目的蛋白序列相连!从而保障在分泌
至胞外的目的蛋白的Z端不会有多余的氨基酸(同
时通过此构建还在目的蛋白的尾端加上了 !+=
&’A!有利于分泌蛋白的纯化#除此之外我们将成
熟猪%/0!基因编码区的第一个氨基酸&M2;’进行

KM[定点突变!同义突变为酵母偏爱密码子#这些

&"#!!期!!!!!!!!!!!!!黄!海等)猪%/0!基因在毕赤酵母中的高效分泌表达



设计得到了测序结果的印证!其载体的够建策略见
图#"#
本研究结果表明$K,%/0! 蛋白能顺利高效地

分泌到培养基中$这为今后的发酵%动物实验以及表
达其他的细胞因子等工作打下了一定的基础$但仍
有许多方面需要进行摸索优化$对J+26+5D5=>39+=
表达系统的认识还需进行进一步的探讨#
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