
中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2007年 2月第 25卷第 1期 Chin J Parasitol Parasit Dis Feb. 2007袁 Vol. 25袁 No.1

基金项目院 国家自然科学基金渊No.30571631冤尧 国家 863高技术研究发展计划渊No.2004AA2Z3570冤
作者单位院 1 蚌埠医学院生物化学与分子生物学实验室袁 蚌埠 233003曰

2 安徽医科大学病原生物学教研室袁 教育部与安徽省共建重要遗传病基因资源利用重点实验室(安徽医科大学)袁 合肥 230032
* 通讯作者袁 E鄄mail: jlshen@ahmu.edu.cn

文章编号院 1000鄄7423渊2007冤鄄01鄄0012鄄05 揖论著铱
日本血吸虫信号蛋白 14鄄3鄄3在毕赤酵母菌中的

分泌表达及其抗原性分析
郑美娟 1袁 李敏 2袁 王志成 2袁 罗飞 2袁 罗庆礼 2袁 储德勇 2袁 李丛磊 2, 沈继龙 2 *

揖摘要铱 目的 在毕赤酵母菌 渊Pichia pastoris冤 表达系统中表达日本血吸虫信号蛋白 14鄄3鄄3 渊Sj14鄄3鄄3冤袁 并与原
核表达 rSj14鄄3鄄3比较其抗原性遥 方法 以重组质粒 pET28a鄄rSj14鄄3鄄3为模板袁 PCR扩增 Sj14鄄3鄄3基因袁 将特异片段
连接到 pMD18鄄T载体, DNA序列分析后袁 亚克隆目的片段 Sj14鄄3鄄3至酵母菌分泌表达载体 pPICZ琢B遥 测序正确后袁 重
组质粒经电转化转染至毕赤酵母菌 X鄄33菌株袁 经抗生素Zeocin筛选得到高拷贝转化子遥 经甲醇诱导表达袁 取诱导上清
进行十二烷基磺酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS鄄PAGE) 和蛋白质印迹法(Western blotting) 分析遥 用间接 ELISA法比较
毕赤酵母菌表达的 rSj14鄄3鄄3和原核表达 rSj14鄄3鄄3检测血吸虫病患者血清抗体的特异性和敏感性遥 结果 目的基因已

在酵母菌基因组中得到整合, PCR扩增得到约 1 300 bp的片段遥 经甲醇诱导袁 Sj14鄄3鄄3表达并分泌到培养上清中遥 表

达产物经 SDS鄄PAGE 测定为 Mr 35 000遥 Western blotting 结果显示袁 Mr 35 000 蛋白可被 Sj14鄄3鄄3单克隆抗体识别袁 表
明该真核表达产物具有免疫反应性遥 间接 ELISA检测结果表明袁 该重组蛋白检测 36份急性血吸虫病患者血清 rSj14鄄3鄄
3抗体袁 阳性率为 81豫遥 与 12份华支睪吸虫感染者血清未见交叉反应, 32份健康人血清假阳性反应率为 9.3豫遥 以原核
表达的 rSj14鄄3鄄3为抗原袁 间接 ELISA检测袁 36份急性血吸虫病患者血清的 rSj14鄄3鄄3, 抗体阳性率为 88.9豫曰 与 12份
华支睪吸虫感染者的交叉反应率为 16.7豫, 32 份健康人血清假阳性反应率为 12.5豫袁 其差异均无统计学意义 渊P跃
0.05冤遥 结论 在毕赤酵母菌中成功表达了 Sj14鄄3鄄3袁 培养上清中产物丰度较高袁 且免疫反应性良好遥
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揖Abstract铱 Objective To express signaling protein Sj14鄄3鄄3 in Pichia pastoris and compare its antigenicity with
prokaryotic expression one. Methods Sj14鄄3鄄3 gene was amplified from pET28a鄄Sj14鄄3鄄3 recombinant plasmid, cloned
into vector pMD18鄄T followed by sequencing. The Sj14鄄3鄄3 gene was subcloned into the expression vector pPICZ琢鄄B and
transformed into Pichia pastoris X 鄄33 by electroporation. The transformants were identified by sequencing. Three
transformants with high copies were obtained when selected under zeocin, and expression was induced with methanol. The
culture supernatant was collected and tested by SDS 鄄PAGE and Western blotting. The specificity and sensitivity of
eukaryotic expression rSj14鄄3鄄3 in Pichia pastoris were compared with that from prokaryotic expression by detecting sera
of patients with schistsomiasis by indirect ELISA. Results The Sj14鄄3鄄3 gene was integrated into Pichia pastoris, and
the gene of interest detected by PCR was with 1 300 bp. After induction by methanol袁 the Sj14鄄3鄄3 gene was expressed
and secreted into the medium援 The molecular weight of the recombinant protein was determined as about Mr 35 000 by
SDS 鄄PAGE援 Western blotting showed that the protein has a high specificity against mouse 鄄anti 鄄Sj14 鄄3 鄄3 monoclonal
antibody. The recombinant protein had a promising immune reactivity. Indirect ELISA showed that by using eukaryotic
expression rSj14鄄3鄄3 in Pichia pastoris, the positive rate in 36 cases of acute schistosomiasis was 81豫, with no cross鄄
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reactivity in 12 cases of Clonorchis sinensis, 9.3豫 cross鄄reactivity in 32 cases of normal sera. While using prokaryotic
expression rSj14鄄3鄄3 in E.coli, the positive rate in 36 cases of acute schistosomiasis was 88.9豫 , with 16.7豫 cross鄄
reactivity in 12 cases of Clonorchis sinensis, 12.5豫 cross鄄reactivity in 32 cases of normal sera. There was no statistically
significant difference of the results渊P跃0.05冤. Conclusion The recombinant protein Sj14鄄3鄄3 of eukaryotic expression in
Pichia pastoris has been successfully harvested and shows a promising immunological potential.
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信号蛋白 14鄄3鄄3是一种酸性尧 高度保守尧 存在
于多种生物体内的蛋白质家族, 富含于神经元细胞中,
其他组织也有分布但含量极低咱1暂遥 现在已知 14鄄3鄄3 可
与多达 50 多种信号转导分子结合, 如丝裂原激活蛋
白激酶渊raf冤尧 p21蛋白渊ras冤尧 磷酸酶 Cdc25尧 蛋白激
酶 C(PKC) 等袁 在促分裂原活化蛋白激酶(MAPK) 级
联反应细胞信号传导通路中发挥重要作用, 对细胞的
繁殖尧 凋亡尧 周期调控及肿瘤发生发展产生关键性影
响咱2,3暂遥血吸虫信号蛋白 14鄄3鄄3广泛分布于各期虫体表
膜袁 可能与其他真核细胞一样袁 参与虫体细胞信号转
导遥 前期研究表明袁 基因工程生产重组日本血吸虫

14鄄3鄄3蛋白(rSj14鄄3鄄3)也是一种有效的免疫诊断抗原,
无论在临床应用还是基础研究中都具有重要的意义遥
大肠埃希菌渊E.coli冤无法进行某些真核蛋白活性所必
需的翻译后加工袁 重组蛋白往往以不溶的形式出现在
包涵体中咱4暂遥 文献报道袁毕赤酵母菌(Pichia pastoris)表
达系统具有原核系统表达操作简便尧 细胞生长迅速尧
能大规模发酵生产的优点咱5暂袁 对蛋白质的翻译后加工
方式也接近于哺乳动物细胞遥 本室已构建 Sj14鄄3鄄3的
原核表达系统咱6暂遥 本研究尝试以该真核细胞表达系统
进行 Sj14鄄3鄄3的表达袁 为虫体信号转导研究和重组抗
原的研发奠定基础遥

材料与方法

1 材料

1.1 菌种尧 质粒和培养基 毕赤酵母菌 X鄄33菌株尧
毕赤酵母菌整合型分泌表达质粒 pPICZ琢B均由安徽
医科大学王明丽教授惠赠袁 用于外源蛋白的表达遥
大肠埃希菌 XL1鄄blue尧 TOP10菌株由本实验室保存遥
克隆载体 pMD18鄄T购自宝生物工程(大连)有限公司遥
LB培养基渊含 0.5豫酵母菌提取物尧 1豫蛋白胨 和 1%
NaCl, 用 NaOH调至 pH 7.0冤用于大肠埃希菌的培养袁
YPD培养基渊含 1豫 酵母菌提取物尧 2豫蛋白胨尧 2豫
葡萄糖冤用于毕赤酵母菌 X鄄33菌株培养袁 YPDS培养
基渊含 1豫 酵母菌提取物尧 2豫 蛋白胨尧 2豫葡萄糖尧
1 mol/L 山梨醇冤MD 平板 咱含 1.34% 酵母菌氮碱

渊YNB冤尧4伊10-7生物素尧1豫葡萄糖]袁MM平板渊含 1.34%
YNB尧 4伊10-7 生物素尧 0.5豫甲醇冤 用于毕赤酵母菌
株的表型鉴定袁 BMGY培养基渊含 1豫 酵母菌提取物尧
2豫 蛋白胨尧 1.34% YNB尧 4伊10-7生物素尧 1豫 丙三
醇尧 100 mmol/L磷酸钾缓冲液袁 pH 6.0冤用于酵母菌生
物量的积累袁 BMMY培养基渊含 1豫酵母菌提取物尧 2豫
蛋白胨尧1.34% YNB尧 4伊10-7生物素尧 0.5豫 甲醇尧 100
mmol/L磷酸钾缓冲液袁 pH 6.0冤用于外源蛋白质的诱
导表达遥培养基的成分见美国 Invitrogen公司毕赤酵母
操作手册遥 抗生素 Zeocin购自美国 Invitrogen公司遥
1.2 主要酶和试剂 限制性内切酶 EcoR玉尧 Kpn玉尧
Sac玉以及 T4 DNA连接酶尧 Taq DNA聚合酶袁 均购
自宝生物工程(大连)有限公司遥 辣根过氧化物酶标记
的羊抗小鼠 IgG渊HRP鄄IgG冤尧 羊抗兔 IgG渊HRP鄄IgG冤均
购自北京中杉金桥公司, 酵母菌基因组 DNA抽提试
剂盒为上海市华舜公司产品, rSj14鄄3鄄3多抗兔血清由
本课题组制备, 其他试剂均为国产分析纯遥
1.3 待检血清 血吸虫病患者血清(36份)尧健康人血
清(32份)袁以及华支睾吸虫病患者血清(12份), 均为安
徽省血吸虫病防治研究所提供遥

2 方法

2.1 重组质粒 pMD18鄄T鄄rSj14鄄3鄄3的构建 以本室前

期构建的重组质粒 pET28a鄄rSj14鄄3鄄3 为模板进行
PCR袁根据 Sj14鄄3鄄3核苷酸序列合成引物遥 上游引物院
5忆鄄GAATTCAGGGATTCGTA鄄3忆袁下游引物院5忆鄄GGTACC
GCCATCATTTCCG鄄3忆遥 引物中分别引入了限制性内切
酶 EcoR玉及 Kpn玉识别位点遥 PCR反应条件为 95 益
预变性 5 min曰 94 益 45 s, 43 益 45 s, 72 益 45 s袁
30个循环曰 72 益 最终延伸 10 min遥 1.0豫 琼脂糖凝
胶电泳回收 PCR产物与 pMD18鄄T载体进行连接袁 连
接产物转化感受态大肠埃希菌 XL1鄄blue株遥酶切鉴定
筛选阳性重组质粒袁 送宝生物工程(大连)有限公司用
双脱氧链终止法测序遥
2.2 酵母菌表达重组子的构建 以限制性内切酶

EcoR玉和 Kpn玉分别处理重组质粒 pMD18鄄T鄄14鄄3鄄3
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及酵母菌表达质粒 pPICZ琢鄄B袁 电泳回收所需 DNA片
段进行连接袁 连接产物转化感受态细胞大肠埃希菌
TOP10株袁 PCR兼酶切筛选重组质粒 pPICZ琢鄄B鄄rSj14鄄
3鄄3遥 1.0豫 琼脂糖凝胶电泳检测后进行序列测定遥
2.3 pPICZ琢鄄B鄄Sj14鄄3鄄3质粒转化酵母菌及高拷贝整
合菌株的筛选 按照美国 Invitrogen公司毕赤酵母表
达实验手册进行酵母菌 X鄄33 株感受态细胞的制备,
将线性化的酵母菌表达质粒pPICZ琢B鄄Sj14鄄3鄄3在 1 500
V尧 25 滋F及 200 赘条件下进行电转化, 涂 YPDS平
板后袁 将阳性转化子依次接种至含高浓度抗生素
Zeocin的 YPDS选择平板袁 其正常生长的菌落为高拷
贝转化菌株遥
2.4 菌落 PCR鉴定目的基因的整合及转化子表型的
确定 用酵母菌基因组 DNA抽提试剂盒提取阳性酵
母菌总 DNA, 用酵母菌载体通用引物(5忆鄄GACTGGTTC
CAATTGACAAGC鄄3忆 和 5忆鄄GCAAATGGCATTCTGACA
TCC鄄3忆) 进行 PCR扩增(条件为 94 益 45 s, 55 益 90 s,
72 益 120 s), 检测目的基因在酵母菌基因组中的整合
情况遥 同时将 PCR阳性的高拷贝转化子点在 MM和
MD选择平板上袁 确定其表型为甲醇利用快表型渊met鄄
hanol utilization plus袁 Mut+冤 或者甲醇利用慢表型
渊Mut-冤遥
2.5 PCR阳性菌株的诱导表达 参照毕赤酵母表达

实验手册的说明, 选 5个 PCR阳性菌株诱导表达袁分
别于 48尧 72和 96 h取培养物 1.5 ml, 12 000伊g离心
10 min袁 分别收集上清袁 -20 益 保存备用遥
2.6 表达产物 SDS鄄PAGE和免疫学鉴定 培养上清

经 20 mmol/L Tris窑HCl (pH 5.5) 4 益透析过夜遥 经二
乙氨乙基 (DEAE) 琼脂糖凝胶 FF (DEAE鄄Sepharose
Fast Flow) 和浓缩后进行十二烷基磺酸钠鄄聚丙烯酰
胺凝胶电泳渊SDS鄄PAGE冤分析遥之后袁 用蛋白质印迹法
(Western blotting)进行免疫学鉴定遥 于 200 mA将目的
蛋白转移至硝酸纤维素渊NC冤膜袁 5豫 胎牛血清 4 益
封闭过夜袁 分别用 Sj14鄄3鄄3单克隆抗体细胞咱7暂培养上
清和 1 颐 10 000 稀释的 HRP鄄IgG为一抗和二抗袁 室

温结合 1 h袁用 二氨基联苯胺渊DAB冤底物溶液显色袁
待出现反应条带后水洗终止反应遥
2.7 ELISA检测并与原核表达的 rSj14鄄3鄄3比较 用

纯化的毕赤酵母菌表达的 rSj14鄄3鄄3包被 96 孔酶标
板 , 同时用原核表达 rSj14鄄3鄄3 和牛血清白蛋白
渊BSA冤尧 空白孔渊0.05 mol/L 碳酸盐缓冲液, pH 9.6包
被冤建立的 ELISA作为对照包被的酶标板, 以棋盘滴
定法确定抗原包被量及血清最佳稀释度, 再以最佳抗
原浓度包被酶标板遥所用抗原用碳酸盐缓冲液渊同上)
稀释, 每孔加 100 滋l, 37 益 湿孵 2 h后 4 益过夜, 次

日取出袁 用 pH 7.4 0.01mol/L PBS鄄T渊PBS 含 0.05%
Tween鄄20冤满孔洗涤 3次, 每次 5 min, 拍干洗液, 用
5%小牛血清 37 益封闭 1 h, 同法洗涤, 拍干遥 将 36
份急性血吸虫病尧 12份华支睪吸虫病患者血清及 32
份健康人血清分别按最佳稀释度稀释袁 取 100 滋l加
于孔中, 37 益 孵育 1 h, PBS鄄T洗涤 3次, 每次 5 min,
拍干; 加入羊抗人 HRP鄄IgG 100 滋l于相应孔中, 37 益
孵育 1 h, PBS鄄T 洗涤 3次, 每次 5 min, 拍干; 滴加
DAB显色, 约 5 min后加 2 mol/L H2SO4终止显色, 检
测吸光度渊A 450值冤遥 以 A 450值的均数加 3倍标准差为
正常的上限, 高于上限判为阳性遥
2.8 统计学分析 用 SPSS11.0软件进行 字2 检验遥

结 果

1 Sj14鄄3鄄3基因的克隆
以质粒 pET28a鄄rSj14鄄3鄄3为模板袁PCR扩增的 765

bp条带与 Sj14鄄3鄄3编码序列大小相符渊图 1冤袁 重组质
粒 pMD18鄄T鄄rSj14鄄3鄄3序列测定结果与预期一致遥

2 表达载体的构建尧 鉴定及毕赤酵母菌转化
连接产物 pPICZ琢B 鄄rSj14鄄3鄄3 用EcoR玉尧Kpn玉

双酶切及 PCR扩增均产生 765 bp片段袁 与 Sj14鄄3鄄3
基因一致渊图 2冤袁 表明 Sj14鄄3鄄3已插入 pPICZ琢B遥 经
MM及 MD以含不同浓度抗生素 Zeocin 的培养基筛
选得到的毕赤酵母阳性菌株 X鄄33 染色体 DNA 为模
板袁以 5忆鄄AOX1/3忆鄄AOX1 为引物, 经 PCR 扩增验证
目的 DNA与酵母菌基因组整合状况遥 由于酵母菌基
因组 DNA中含有与引物相同的序列, 片段大小约为
2.2 kb, 而对空载体的扩增大小应为 592 bp, 因此阴性
对照转化菌的扩增片段应为 2.2 kb和 592 bp 两条带,
而阳性转化菌扩增条带大小应为 2.2 kb和 1.3 kb(目的

2 000

1 000
750
500
250
100

bp
M 1

M院 DNA 标志物(DL2000)袁 1院 Sj14鄄3鄄3基因扩增产物遥
M院 DNA marker(DL2000)袁 1院 PCR product of Sj14鄄3鄄3 gene.

图 1 PCR 扩增产物的电泳分析渊1.0豫 琼脂糖凝胶电泳冤
Fig.1 Agarose gel analysis of PCR product of Sj14鄄3鄄3

(1% agarose gel electrophoresis)
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基因片段 765 bp加空载体片段 592 bp)遥 实验结果获
得与理论值相符的电泳条带, 表明目的基因已在酵母
菌基因组中得到整合渊图3冤遥 鉴定的几个阳性菌株和
1个空载体转化的阳性菌株在 MD尧 MM培养基中的生
长情况均与甲醇利用快表型(Mut+冤标准菌株相同遥

3 rSj14鄄3鄄3的真核表达
经不同浓度抗生素 Zeocin 筛选袁 获得 1株高拷

贝菌株进行诱导表达遥 SDS鄄PAGE分析结果表明袁 甲
醇诱导 48 h即有表达产物出现袁 但表达量较低遥随诱
导时间延长袁 表达量逐渐升高袁 到 72 h达到高峰遥时
间再延长袁 表达量略有下降遥 从泳道 1和 2可见相对
分子质量约为 Mr 35 000的蛋白条带遥用 Lowry反应测
定 rSj14鄄3鄄3蛋白浓度为 0.42 g/L渊图 4冤遥

4 表达产物的免疫学鉴定

Western blotting结果显示袁 Mr 35 000蛋白可被
Sj14鄄3鄄3单克隆抗体识别显色袁 证实该真核表达产物
具有免疫反应性渊图 5冤遥

5 两种 rSj14鄄3鄄3用于血清学检测的间接 ELISA结
果比较

ELISA结果表明袁 用毕赤酵母表达的 rSj14鄄3鄄3
抗原和原核系统表达的 rSj14鄄3鄄3抗原袁 检测 36份急
性血吸虫病患者血清袁 阳性率分别为 81豫和 88.9豫袁
其差异无统计学意义渊字2=0.444, P跃0.05冤曰 检测 12份
华支睾吸虫病患者血清, 前者未见交叉反应,后者阳性
率为 16.7豫曰 检测 32份健康人血清, 假阳性反应分别
为 9.3豫和 12.5豫, 差异无统计学意义渊字2=0袁 P跃0.05冤遥
毕赤酵母表达的 rSj14鄄3鄄3抗原与原核系统表达

的 rSj14鄄3鄄3抗原在免疫诊断方面未见显著差异遥但是
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M院 DNA 标志物(DL2000), 1院 pPICZ琢B鄄rSj14鄄3鄄3 为模板袁 Sj14鄄3鄄3
基因扩增产物, 2院 pPICZ琢B鄄rSj14鄄3鄄3经 Kpn玉和 EcoR玉双酶切鉴定遥
M院 DNA marker(DL2000), 1院 The products of Sj14鄄3鄄3 gene,
2院 Restricted digestion of pPICZ琢B鄄rSj14鄄3鄄3 by Kpn玉and EcoR玉.

图 2 重组质粒 pPICZ琢B鄄rSj14鄄3鄄3的鉴定
Fig.2 Identification of recombinant plasmid pPICZ琢B鄄rSj14鄄3鄄3

M院 DNA 标志物(DL2000), 1院X鄄33/pPICZ琢B鄄rSj14鄄3鄄3 PCR结果,
2院 X鄄33/pPICZ琢B PCR结果遥
M院 DNA marker(DL2000), 1院 PCR product of pPICZ琢B鄄Sj14鄄3鄄3,
2: PCR product of pPICZ琢B.

图 3 PCR分析 Sj14鄄3鄄3基因整合到毕赤酵母菌 X鄄33基因组
Fig.3 Comfirmation of integration of Sj14鄄3鄄3 gene into

Pichia pastoris X鄄33 by PCR

M: 蛋白质标志物袁 1耀2院 X鄄33/pPICZaB鄄rSj14鄄3鄄3培养上清袁 3院 X鄄
33/pPICZaB培养上清遥
M院 Protein marker, 1-2: X鄄33/pPICZaB鄄Sj14鄄3鄄3 supernatant, 3: X鄄
33/pPICZaB supernatant.

图 4 毕赤酵母菌中 rSj14鄄3鄄3的 SDS鄄PAGE分析
Fig.4 SDS鄄PAGE of rSj14鄄3鄄3 expressed in Pichia pastoris

M: 蛋白质标志物袁 1耀2院 X鄄33/pPICZ琢B鄄rSj14鄄3鄄3培养上清袁 3院
X鄄33/pPICZ琢B培养上清遥
M院 Protein marker, 1-2: X鄄33/pPICZ琢B鄄rSj14鄄3鄄3 supernatant, 3: X鄄
33/pPICZ琢B supernatant.

图 5 Sj14鄄3鄄3蛋白的Western blotting分析
Fig.5 Western blotting analysis of Sj14鄄3鄄3 protein expressed

in Pichia pastoris
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在毕赤酵母菌表达的抗原袁 敏感性似优于原核表达
rSj14鄄3鄄3抗原遥 应用真核表达产物的最低包被浓度为
1 滋g/ml袁 而原核表达抗原最低包被浓度为 2 滋g/ml曰
以前者为抗原时袁 血清稀释度为 1 颐 10袁 而后者血清
的最佳稀释度为 1 颐 20耀1 颐 40遥

讨 论

有研究显示袁 原核系统表达的 rSj14鄄3鄄3与佐剂
免疫小鼠袁 可获得约 32.2豫的减虫率尧 约 50.4豫减卵
率咱8暂遥 以原核表达产物为抗原的 ELISA用于检测血吸
虫病患者血清袁 具有高度的特异性和敏感性咱9暂遥 天然
的 14鄄3鄄3为二聚体袁 在分子间相互作用过程中袁 推
测其空间构象可以有多种模式咱1暂遥 真核表达的融合蛋
白由于保持了与内源性 14鄄3鄄3相同的空间构象袁可被
用于血吸虫细胞信号转导的蛋白质相互作用研究遥 与
原核表达产物相比袁 真核表达产物是否具有优点尚未
观察 遥 本文将 Sj14鄄3鄄3 编码基因插入表达质粒
pPICZ琢B袁 转染毕赤酵母菌表达体系袁 在培养上清中
获得了高表达产物袁 为利用天然 Sj14鄄3鄄3进行信号转
导研究以及开发基因工程疫苗和免疫检测试剂提供了

基础资料遥
毕赤酵母菌表达体系是近年来发展最快尧 极具潜

力的真核表达系统袁 已成功地应用于多种异源蛋白的
商品化生产咱10,11暂遥 表达载体质粒 pPICZ琢B含有甲醇诱
导型启动子鄄乙醇氧化酶启动子 Paox1和 琢鄄MF信号序
列遥 Paox1可有效防止外源基因表达产物对酵母菌生
长可能产生的细胞毒性袁 琢鄄MF信号肽序列可在蛋白
质分泌到胞外的过程中被有效切除遥 加之毕赤酵母菌
分泌的自身蛋白水平很低袁 这将更有利于重组蛋白的
分离与纯化遥 其具有原核表达系统的高表达量尧 可大
规模培养及成品低廉等优点袁 又具有真核表达系统可
进行蛋白翻译后修饰尧 加工和折叠等优点咱12,13暂遥 原核
表达系统中重组蛋白一般不能正确折叠袁 而酿酒酵母
菌(Saccharomyces cerevisiae)的重组蛋白存在过度糖基
化问题咱14暂遥 毕赤酵母菌对蛋白质产物的糖基化方式更
接近高等生物袁 临床应用更安全遥 因此袁 应用毕赤酵
母菌表达外源活性蛋白倍受青睐遥
本研究应用毕赤酵母菌表达系统研制真核 rSj14鄄

3鄄3蛋白袁 并建立了 ELISA检测方法袁 对其抗原性进
行了初步观察遥由于应用原核表达产物 rSj14鄄3鄄3检测
血吸虫病的实验诊断方法已经建立咱15暂袁故本实验将其
作为对照遥结果显示袁 真核表达 rSj14鄄3鄄3具有良好的
抗原性遥 虽然毕赤酵母菌表达系统能更好地保持天然
蛋白质的生物活性袁 可能包含了更为完整的抗原表

位袁 但 ELISA 检测其特异性和敏感性与原核表达
rSj14鄄3鄄3相仿遥 由于真核表达周期较长袁 培养成本相
对高于大肠埃希菌袁 因此就免疫诊断抗原而言袁 采用
原核表达产物更为简便实用遥
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