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干扰素在毕赤酵母中的分泌表达及抗病毒活性鉴定
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似性分别为
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&不同亚型可能是由不同

细胞或同一细胞在不同时期分泌的!但由于缺乏系

统的对比研究!其生物学活性是否有差异目前还不

清楚,
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&作者根据牛
P7D!

'
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螺旋组成&毕赤酵母表达系统是最近

二十年发展起来的一种成熟的真核表达系统!是高

效表达外源蛋白质的理想系统,
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因在毕赤酵母中的高效表达!并对其表达产物进行

了抗病毒活性研究!本研究为新型抗病毒制剂的研

制与临床应用准备了基础材料&
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毕赤酵母专用培养基
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等参考
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公司毕赤酵母培养基说明书配制&
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的构建
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干扰素基因胶回收产物和表

达载体
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用
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和
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进行双酶切

按
*s%

的摩尔比混匀!

%.o

连接过夜!转化氯化钙

法制备的
YC1
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板上的
U?#=$-

抗性菌落!提质粒!用
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进行双酶切鉴定和测序验证!将获得的阳性重组
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电转及筛选
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单酶切线性化的

重组质粒混匀!然后转移到冰预冷的
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的电转

化杯中!把电转化杯在冰上放置
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后再在电穿

孔仪上用脉冲电流电击一次!电击条件$电压
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!电容
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!电阻
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&电击结束!

立即加入
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转化子的
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检测

按照文献,
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-介绍的煮沸法提取酵母基因组!

用醇氧化酶"
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#基因特异引物和目的片段的特

异性引物鉴定牛
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干扰素基因是否插入
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启

动子部位&扩增程序 $
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个循环'
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结束!取
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反应液做琼脂糖电泳观察&如果是

阳性重组酵母菌株!通过上述引物对扩增的片段为

%&(&A
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左右 &用目的片段的特异性引物鉴定!扩

增的片段长度应为
1&&A

K

左右&
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酵母重组子的诱导表达

挑取阳性转化子于
8WNb

培养基中培养至
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!每隔
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添加

甲醇至终体积分数为
%X

!以保持诱导的持续表达&
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表达产物的处理和
S*5,*2(>1.,

检测

将发酵液
1&&&I

1

:$-
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!

)o

离心
%1:$-

!取

上清经
.&X

硫酸铵浓缩!沉淀用
E83

重悬!

E83

透

析后经
864

蛋白检测试剂盒检测分泌蛋白质的蛋

白质质量浓度&用
&'00

1

:

滤膜过滤上清!用于蛋

白质抗病毒活性鉴定&参照2分子克隆实验方法指

南3"第
*

版#进行
T?,G?I-A<#G

检测&对表达的蛋

白质按常规方法进行
3Y3!E4N9

!转印至醋酸纤维

素膜上!
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@
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2%脱脂乳
)o

封闭过夜!

E83B

洗膜
*

次!一抗为本实验室制备的兔源抗
8#P7D!

'

多抗血清"免疫原为本实验室表达纯化后的
8#P7D!
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亚型蛋白#!
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恒温摇床
(&I

1

:$-

2%作用
%>

'

二抗为
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!

*5 o
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(&

I

1

:$-

2%作用
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E83B

洗膜
*

次!经
)!6D

显色出

现反应条带后!去离子水冲洗终止反应!观察结果&

#DT
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表达产物的抗病毒活性测定

用
/.

孔细胞培养板常规培养
WY8[

细胞至单

层后每孔加入
%&&

1

Z)

倍倍比稀释的
8#P7D!

'

&

!

*5o

孵育
0)>

后用
%&&B6PY

1&

V3V

攻毒
)(>

后

观察细胞病变的抑制结果!同时设细胞对照和病毒

对照&以抑制
1&X

细胞病变"

6E9

1&

#的最高干扰素

稀释度为
%

个活性单位"
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#&
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!

结
!

果
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目的基因的扩增和重组质粒的构建

扩增
8#P7D!
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!获得大小约为
1&&A

K

的目的

片段"图
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#将
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基因克隆至载体
K
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中!获得重组质粒
K
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!并进行酶切

和测序验证!酶切结果如图
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)%&&A
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左右!
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双酶切一条

带大小
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!另一条带大小
1&&A

K

左右&测序
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基因的重组酵母菌株的鉴定

通过
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基因特异性引物对和目的片段特

异性引物做
E6Q

鉴定!以重组
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可利用甲醇作为唯一碳源而生长&其醇氧化酶
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干扰素!差异不明显!但高于原核表达的牛
'

干扰

素
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&分析其原因!与原核表达系统相

比!巴斯德毕赤酵母对分泌的目的蛋白可以进行类

似高等真核生物的信号肽的剪切+二硫键形成+糖基

化+磷酸化修饰等蛋白质加工过程&而且酵母表达

的重组牛
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干扰素不需要变性+复性等生产工艺 !

因此更易进行大规模的生产&本研究对发酵上清采

用饱和硫酸铵沉淀蛋白质!离心浓缩!

E83

透析!尽

可能排除培养基长时间发酵对蛋白质活性的影响!

也利于蛋白质的保存&目前
P7D

的研究多以人
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为主!人用重组
P7D!
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主要用于抗肿瘤和抗

病毒研究!已用于临床,
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&市场上已有商品化的

重组猪
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和重组犬
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'

研究相对

较少,
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!而对
8#P7D!

'

各个亚型抗病毒活性差异的

系统研究更少&本研究为以后研究
8#P7D!

'

各个

亚型的生物活性差异奠定基础!并对未来研究高效
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'

抗病毒制剂提供物质和理论基础&
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