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人促红细胞生成素基因在家蚕体中的高效表达

张传溪!，# 姜育蕾! 胡 萃# 吴祥甫!"
!（中国科学院上海生物化学研究所 上海 #$$$3!）
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摘 要 人促红细胞生成素（456）是一种调控红系干细胞增殖、分化和成熟的糖蛋白激素。将合成的45678)9
插入杆状病毒转移载体:;’-<;+7!，使其置于5=基因强启动子控制之下，获得了转移载体:;’-<;+7456。将

:;’-<;+74568)9与野生型;>)5%8)9共转染;>)细胞，经空斑纯化，获插入45678)9的重组病毒.;>)2
5%456。经?&,@=<.,杂交和5AB扩增鉴定证明人456基因已正确组建于;>)5%的预定位置。将重组病毒

.;>)5%456穿刺接种C龄幼虫和蛹，收集感染第3"CD的幼虫血淋巴和3""ECD蛹血淋巴。用4FG?9检测幼虫
血淋巴中456表达量高达"#1$$-／>F，蛹血淋巴中表达量达HI$$$-／>F。J<K@<.,L’&@结果显示幼虫血淋巴和蛹
血淋巴均有一条明显的免疫杂交带，分子量均约为#"M8。用NO2!细胞对幼虫表达产物进行了生物活性测定，每
毫升血淋巴中456活性约为"3$$$-。
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促红细胞生成素（4./@=.&:&Q<@Q,简称456）是
一种主要产生于肾脏的糖蛋白激素，在红系祖细胞

增殖、分化和成熟过程中起着重要调控作用，从而保

证人体红细胞处于正常生理范围。目前重组456
已用于临床治疗肾功能衰竭晚期病人引起的贫血、

透析性贫血、9G8?病人使用9RN引起的贫血、各种
恶性病变引起的贫血及手术前后使用等，均疗效显

著。

人456基因已在不同系统中得到表达。大肠
杆菌中表达的45678)9产物虽有体外抗原抗体
结合活性［!］，但由于不能糖基化，缺乏生物活性。

通过哺乳动物表达系统在AS6、;ST等细胞中进
行重组456基因表达，由此获得456产物与天然
产物相似［#"I］。但由于哺乳动物细胞培养成本很

高，且表达量不高，因而重组456产品的成本昂贵。

J&U7=&VKMQ等（!01H）［C］应用1$年代发展起来的杆
状病毒—昆虫细胞表达系统，在?W细胞中表达人

45678)9，表达产物有天然456的细胞测定活
性，表达量高，展示了杆状病毒2昆虫表达系统的潜
力。但昆虫表达系统不存在复杂型的唾液酸糖基化

过程，表达的456产物也存在糖基化较简单，在体

内稳定性较差，降解较快，从而在体内活性较低的问

题。这一问题今后可望通过在临床应用时制成缓释

剂的方法得以克服。用脂质体包埋的.=456已证
明对小鼠口服有效［"］，这为.=456的应用开辟了新
途径。家蚕是目前唯一可以进行大规模商业化无菌

饲育的昆虫，饲育成本低廉，应用;>)5%2家蚕表
达系统表达外源基因具有实用意义。本文报道人工

合成的45678)9在家蚕体内获得高效表达，且具
有良好的体外测定生物活性的结果。

! 材料和方法

!"! 细胞和培养
试验所用家蚕细胞株;.,)为本实验室传代培

养，培养基为XG;A62;BF公司的NAY!$$，补加

!$Z胎牛血清，#H[培养。

!"# 病毒基因组$%&制备
野生型家蚕核多角体病毒（.(34253(*#,-7’<2

+.:&’/=<D.&KQK\Q.-K，;>)5%）为本室保存的镇江
株。野生病毒基因组8)9由感染的幼虫体中繁殖
的病毒多角体经纯化、抽提而得，具体方法见参考文

献［H］。



!"# $%&’()*和转移载体来源

!"#$%&’由中国科学院上海生物工程中心
陈常庆组人工合成，克隆于()*+,中［-］。我们已用
该基因./端和0/端的!"#1和$#%21位点将基因
切下，两端补平后克隆于(34$"’5-的$#%21（补
平）位点中，构成(34$!"#载体，并使./端和0/端分
别产生$#%21位点和&’#1位点。(367834$!载体
为19:;<=>?89公司产品。

!"+ 共转染
接种3@A&细胞于0.@@B;CD中单层培养，贴

壁生长过夜，第二天用不含血清培养基漂洗0次，加

+@E无血清培养基待用。取野生型病毒 %&’
+"?，重组转移载体质粒%&’F"?混合，加2F#至

.G"E，另取E;(>H8$<;9+."E，与0."E2F#混合。将

%&’溶液和脂质体液混匀，静置+.@;9，然后逐滴
加入B;CD中，FIJ培养KD，换0@E加+GL血清的培
养基，继续培养.B，收集上清用于空斑筛选。

!", 重组病毒的筛选和纯化
接种3@A&细胞于0.@@B;CD，用共转染上清

GM.@E感染+D后，吸掉培养基，铺上含有+L低融
点胶和FGG"?NA?46的培养基F@E，待胶凝固后，倒
置B;CD，FIJ培养.B，至蓝斑出现，挑取蓝斑感染FO
孔板中细胞，OB后进行点杂交，取阳性斑病毒，在

0.@@B;CD进行下一轮筛选。反复筛选纯化直至没
有任何多角体。

!"- 重组病毒的%./鉴定
正向引物为*’PP’Q**P’P’QPPPPPQP*A

’*P’’
反向引物为P*P’Q*Q’’P’*’*P*’’*’
Q4R酶为永德公司产品，扩增条件为,FJ

+@;9，..J+@;9，IFJ+@;9，0G次循环。

!"0 重组病毒的123456789:24杂交鉴定
重组病毒基因组%&’从感染细胞上清的病毒

粒子中抽提，酶切后，S>7<D8=9转移至硝酸纤维素膜
上，以用#A0F"AB*Q"（’@8=CD4@公司产品）标记的

!"#基因为探针，在严格条件下杂交和洗膜，并压
片自显影。

!"; 家蚕的感染和样品处理
家蚕品种为青松T皓月，用人工饲料饲育。.

龄起蚕经表皮消毒，每头蚕穿刺接种+G.(H7重组病
毒。发病后收集血淋巴，必要时经液氮和0IJ反复
冻融0次，离心去除细胞碎片和脂质，上清用于检
测。

!"< 蛋白质1(1=%*>$和免疫杂交

S%SA"’P!胶浓度为+.L，电转移GM0.’，+D。
兔抗人为第一抗体，系用人工合成的!"#成熟蛋白

&端FO个氨基酸残基组成的多肽注射兔并采取血
清所得，羊抗兔碱性磷酸酶为第二抗体，显色用

P13*#A3UE公司&3Q／3*1"为底物。

!"!? 表达产物的$@A1*检测和生物活性测定

!"#!E1S’试剂盒为3>8D=;9?8=V499D8;@公
司产品，根据“多抗W!"#W单抗”夹心酶联免疫测
定法测定!"#，具体按试剂盒介绍的方法进行。单
位换算按试剂盒标准，+7X+GGG@1)X+GGGTKMK(?。
生物活性测定由中国科学院上海生物工程中心

协助进行，应用依赖于!"#或PVW*SY或1EW0
的QYW+细胞株，并用氚掺入法、液闪计数定量。

B 结果与分析

B"! 转移载体的构建
昆虫病毒转移载体(367834$!含有苜蓿丫纹夜

蛾（()*+,-#./#0#’12+-310#）核 型 多 角 体 病 毒
（’$&"Z）的多角体蛋白基因强启动子，多角体蛋白
基因的起始密码’QP已通过定点突变去除，但保
留了原’QP上游和下游所有已知与翻译调控有关
的序列部分。该载体还含有一个由’$&"Z!QE启
动子控制下的$A?464$<>C;B4C8基因，可与外源基因一
起重组和表达，这可使重组斑呈蓝色以便于肉眼筛

选。$A?464$<>C;B4C8基因上游和多克隆位点下游各
有FG,-[(和+,F.[(的’$V&"Z序列，可供与病毒

%&’同源重组。由于’$V&"Z与3@&"Z同源性
很高，因此该载体亦可用于与3@&"Z同源重组。
将(34$!"#中带有翻译起始密码子’QP和终

止密码子QP’的完整!"#基因克隆在(367834$!
的$#%21和413B!（补平）位点上，使其处在多角
体蛋白基因启动子控制之下，获得的转移载体称为

(367834$!"#（图+）。经酶切鉴定，证明所插入基因
的位置、大小和方向均正确（图F）。

B"B 携带人$%&基因的转移载体在家蚕细胞中的
重组和鉴定

将转移载体(367834$!"#%&’与野生型3@A
&"Z%&’共转染3@A&单层细胞，.B后将感染上
清在NA?46存在下进行重组病毒斑纯化，挑选蓝色、
多角体缺失斑，结合点杂交，经几轮纯化后获得没有

任何野生病毒的重组病毒，称为=3@&"Z!#"。将
重组病毒基因组%&’用限制酶酶切后，S>9<D8=9
转移至硝酸纤维素膜，用#A0F"标记的!"#基因探
针杂交，结果如图0所示。由图0可见明显的阳性
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!"#$$%／&’幼虫血淋巴或()$$$%／&’蛹血淋巴，
是迄今为止所有报道中最高的。蚕体表达的*+,
基因产物分子量约为"!-.，接近/0细胞表达的

*+,分子量，生物活性测定表明表达产物具有良好

的体外活性。家蚕是目前唯一可进行无菌人工饲料

大规模饲育的昆虫，*+,在人工饲料饲育的家蚕体
中高效表达成功，为大批量低成本生产基因工程

*+,产品提供了一条可能的新途径。
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