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人!"#$在甲醇酵母及家蚕幼虫中的表达
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摘 要 将人胶质细胞源性神经营养因子（57+8）基因克隆入酵母分泌型表达载体.9:;&<中，酶切线性化后电
穿孔导入酵母细胞进行整合，经54!=筛选得到多拷贝转化子，甲醇诱导表达。将人57+8基因克隆入昆虫病毒转
移载体.>?@9A<=中，与线性化>03>?@9A<"修饰病毒基因组7+A共转染家蚕细胞，经体内重组，筛选到重组病
毒。用重组病毒感染家蚕幼虫，#B后收集血淋巴。,7,39A5C和蛋白质印迹杂交结果证实了酵母培养上清液及家
蚕幼虫血淋巴中含有57+8蛋白。活性研究表明，甲醇酵母及家蚕幼虫表达的57+8蛋白能促进多巴胺能神经元
的存活和突起生长。
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胶质细胞源性神经营养因子（5)F?)@-)))FG-B-3
2FH-BG-I2(/2(.JF@K?@/(2，57+8）能特异性促进多巴
胺能神经元存活［!］，同时又是一种运动神经元营养

因子［$］，并且在多巴胺能神经元或运动神经元受到

损伤后，能促进其修复和再生。近年来的研究表明，

57+8极有希望用于帕金森氏病、脊髓侧索硬化症
等神经系统退行性疾病的治疗［6，4］。

天然的57+8含量极低，给分离纯化带来相当
的困难。因此，不少实验室致力于寻找一个合适的

表达系统，从而表达出大量有活性的57+8蛋白。
我们已克隆了57+8基因并在大肠杆菌得到高表
达［#］。但是，57+8在大肠杆菌中的表达产物以包
涵体形式存在，需变复性后才具有生物活性。同时，

大肠杆菌表达系统还存在内毒素污染等问题，因而

影响了表达产物的临床应用。甲醇酵母（3#0"#+
4+&/(*#&）及杆状病毒表达系统因其稳定、高效、表达
量高、能正确完成蛋白质翻译后加工而成为理想的

真核蛋白表达系统［"，E］。本文介绍的工作就是将人

57+8基因在3#0"#+4+&/(*#&及家蚕幼虫中进行表达。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株、细胞株和质粒：大肠杆菌L5!、家蚕

>0+细胞、修饰的家蚕核型多角体病毒>03>?@3
9A<"7+A、转移载体.>?@9A<=为本实验室保存。

.>,<357+8质粒为本实验室构建并保存。5,!!#
酵母菌株和.9:;&<表达载体购自:GHF/2(M-G。

%&%&’ 酶与试剂：限制酶、L47+A 连接酶、

54!=、低熔点琼脂糖、NF.(K-@/FG试剂、切口平移探
针标记试剂盒、>;:9、+>L为5F1@(>ON公司产品。

L?P7+A聚合酶为生工公司产品。鸡抗人57+8
多抗、碱性磷酸酶耦联的羊抗鸡:M5 及 57+8
CN:,A检测试剂盒为92(0-M?公司产品。QR1(GB3
+膜及［!36$9］3B;L9购自 A0-2SJ?0。T3M?)及

.()R3N3)RSFG-购自,FM0?公司。其余试剂均为国产
分析纯。

%&%&( 培养基：U7（!6V4M／NW+>，4X!%Y4M／N生
物素，$%M／N葡萄糖，!#M／N琼脂糖），UU（!6V4M／N
W+>，4X!%Y4M／N生物素，#0N／N甲醇，!#M／N琼
脂糖），W97（!%M／N酵母膏，$%M／N蛋白胨，$%M／N
葡萄糖，!#M／N琼脂糖），>U5W（!%M／N酵母膏，

$%M／N蛋白胨，%V!0()／N磷酸钾缓冲液.Q"V%，

!6V4M／NW+>，4X!%Y4M／N生物素，!%M／N甘油），

>UUW（将>U5W中!%M／N甘油替代为#0N／N甲
醇），含!%Z胎牛血清的7UCU培养基及>$E无血
清培养基用于多巴胺能神经元培养，含!%Z胎牛血



清的!"#$!%%培养基用于&’(细胞培养。

!"# 方法

!"#"! 基因操作：质粒抽提、酶切反应、)(*片段
回收、连接反应、细菌转化、+)+,-*./、0123145印
迹等技术均参照文献［6］略加修改进行。

!"#"# 酵母细胞的转化及阳性转化子的筛选：重
组酵母表达载体经酶切线性化后，电穿孔法转化

.+!!7酵母菌株，将已经电转化的.+!!7酵母菌涂
布于8)平板上，9%:培养。将在8)培养基上生
长的.+!!7酵母菌用涂布器刮下，再涂布!%7个细
胞至含不同 .;!6浓度（%<7’=／’>，!<%’=／’>，

!<7’=／’>，?<%’=／’>，9<%’=／’>）的@-)平板上
以筛选多拷贝阳性转化子。9!7A后，挑取多个在

@-)平板上生长良好的酵母菌落，影印到8)平板
上，以排除假阳性。

!"#"$ 昆虫细胞转染和重组病毒的筛选：共转染
参照>BCDE1F3B5产品说明书进行。其中，线性化的
家蚕核型多角体病毒&’,&GF-*HI)(*7%%5=，重
组转移载体)(*!%"=，二者比例为!J?%。铺斑参
照文献［K］进行。具体操作是共转染后的细胞于

?L:培养!周，收集共转染液分别做!"!%M9，!"
!%M;和!"!%M7稀释，感染正常&’(细胞!N后，铺
上含%<?=／>O,=GP的低熔点琼脂糖于?L:培养，;A
后出现蓝色和白色空斑，挑取多个白斑于KI孔板中

?L:培养9A。裂解细胞，以［#,9?-］,A$#-标记的

.)(QF)(*探针进行点杂交。阳性重组病毒再如
上进行第二轮空斑筛选，以得到纯的重组病毒。扩

增待用。

!"#"% 重组病毒的+DR3N145杂交：参照文献［6］
方法略加修改进行。提取重组病毒)(*，分别用

!"#ST、$%&ATTT及!"#ST、$%&ATTT双酶切后，在

%<LU琼脂糖凝胶中电泳分离酶切片段，将)(*印
迹转移至尼龙膜上，紫外交联固定后，用［#,9?-］,
A$#-标记的.)(QF)(*探针进行杂交，洗膜后压
片进行放射自显影。

!"#"& 酵母菌的诱导表达：接种筛选到的酵母阳
性转化子，在&8.@培养基中9%:振荡培养!I!
?%N至’I%%为?!I，离心收集菌体，用&88@培养
基稀释至’I%%为!后诱导表达，每隔?;N补加甲醇
至终浓度为%<7U，9A后，离心收集酵母培养上清。

!"#"’ .)(Q在家蚕幼虫中的表达：在7龄家蚕
幼虫的节间膜皮下注射!%">重组病毒粒子（!"!%L

CER／’>），对照组注射等量的亲本病毒&’,&GF,
-*HI。接种7A后，收集蚕的血淋巴，M?%:保存待

测。

!"#"( 表达产物的活性鉴定：利用.)(Q能促进
体外原代培养的多巴胺能神经元存活及分化进行生

物活性测定。多巴胺能神经元原代培养参照文献

［!%］进行。取胎鼠中脑多巴胺能神经元做原代培
养，调整细胞密度为;"!%7个／’>，接种于预先用
多聚赖氨酸（CDPV,>,PV2B51，+B=’G）包被好的?;孔培
养板，每孔的加入量为%<7’>。培养板置$W?培养
箱（含7U$W?），9L:培养。培养至第?天，更换为

&?L无血清培养基，同时实验组加入!%">的酵母阳
性转化子表达上清或7">蚕血淋巴，对照组加入等
体积转有空载体C-T$KH的.+!!7表达上清或亲本
病毒&’,&GF-*HI感染的家蚕幼虫血淋巴，每隔9
!;A换液!次，保持同样条件继续培养至第!;天，
观察多巴胺能神经元的形态及数目，并按常规方法

进行酪氨酸羟化酶（#S）的免疫细胞化学染色。

# 结果

#"! )*+,重组酵母表达载体及重组转移载体的
构建

通过 -$X方法在 .)(Q基因的7Y端引入

(#"T位点，在其9Y端引入 )*+T位点，用(#"T、

)*+T双酶切后与先经 (&"&T、)*+T双酶切的

C-T$KH连接，利用(#"T及(&"&T都产生平末端
的特性构建重组酵母表达载体C-T$KH,.*(Q（图

!），目的基因前有#,QGF3D4的信号肽顺序，测序证明
其阅读框正确。

重组转移载体C&GF-*H,.)(Q如图?所示，经

图! 重组酵母表达载体C-T$KH,.)(Q的结构图

QB=Z! +FN1’G3BF41C412153G3BD5DE3N1C-T$KH,.)(Q
41FD’[B5G53,%-.%"1\C4122BD5]1F3D4

#N1.)(Q=151 Ĝ2PB=G31AB53DC-T$KH,%-.%"1\C4122BD5
]1F3D4R3BPB_B5=(#"TG5A)*+T2B312
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酶切、测序鉴定正确。

图! 重组转移载体"#$%&’()*+,-的结构图

-./0! 1%234$5.%63"637385$5.989:523"#$%&’()*+,-
63%94;.8$8556$87:36<3%5960

=23*+,-/383>$7?./$53@.859"#$%&’(A;$%B?9<.6B756$87:36

<3%596B5.?.C.8/!"#DE$8@$#"%E7.537

!"! 多拷贝酵母重组转化子的筛选

$"%E酶切线性化重组酵母表达载体"&EFG()
*+,-后，电转化酵母菌*1HHI，含’JKH)*+,-
和DE1L序列的片段通过同源重组插入整合至酵母
基因组中的组氨酸脱氢酶（DE1L）基因。由于

"&EFG(载体含有细菌($8$4M%.8基因，它能使酵
母细胞对*LHA产生抗性，对*LHA抗性的程度大致
取决于($8$4M%.8基因整合的数目。因此，我们可
以通过不同浓度的*LHA筛选来获得多拷贝的转化
子。本实验中我们在含!4/／4N*LHA的O&+平
板上筛选到两个多拷贝（P!I拷贝）转化子。提取
此两酵母克隆的基因组+,’为模板，以IQ’JKH引
物及PQ’JKH引物进行&FR扩增均能扩增出!S!T;
（野生型’JKH基因）及GUU;"（LUU;"*+,-基因加

LG!;"’JKH旁侧序列）两条条带，证明*+,-基因
已整合入重组酵母转化子的基因组中（参见 VB?5.)
F9"M&’()’"WX"6377.98(.5V$8B$?0E8<.569/38）。将
这两个重组转化子分别接种到 VV及 V+平板上
进行表型鉴定，皆为甲醇利用正常型（VB5Y）。
!"# 重组家蚕核型多角体病毒的筛选和鉴定
重组转移载体"#$%&’()*+,-与经酶切线性

化的#4)#$%&’(Z+,’共转染#4,细胞，铺斑筛
选。第一轮铺斑挑出!L个白斑，经*+,-斑点杂
交筛选，选其中阳性斑进行第二轮纯化，得到纯化的

单一重组病毒#4,&[)*+,-。重组病毒#4,&[)
*+,-经19B52368;?95鉴定证明*+,-基因的确
已整合入#4,&[病毒基因组中（图P）。

图P 重组家蚕核型多角体病毒#4,&[)*+,-以

*+,-为探针进行的19B52368杂交图谱

-./0P R3%94;.8$85#94;MX496.8B%?3$6"9?M23@697.7
<.6B7#4,&[)*+,-79B52368;?952M;6.@.C$5.98

>.52*+,-$7523"69;3
H0!"#DE／*’+@EEE；!0*’+@EEE；P0!"#DE

!"$ %&’(在酵母中的表达
选取重组转化酵母菌及转有空质粒"&EFG(的

对照菌株分别在摇瓶中进行甲醇诱导表达，L@后，
离心收集培养上清。样品经1+1)&’*W，考马斯亮
蓝染色，可以看到在HZT+处有一表达条带（图L），
大小与根据氨基酸残基推算出的*+,-理论分子
量一致。蛋白质印迹杂交结果在HZT+处有明显杂
交条带而对照组杂交呈阴性，说明酵母细胞表达产

物能与鸡抗人*+,-抗体结合。用&6943/$公司
的*+,-WNE1’检测试剂盒检测酵母细胞培养上
清中*+,-的表达量为HU!H!"/／4N。

图L *+,-在甲醇酵母中表达的1+1)&’*W（’）
及\375368;?95（#）分析

-./0L 1+1)&’*W（’）$8@\375368;?95（#）$8$?M7.79:
*+,-3X"63773@.8&’()’","-./0’-

H0&6953.849?3%B?$6>3./254$6T36；!0&6953.873X"63773@.8&’()’"

,"-./0’-56$87:9643@>.52"&EFG(；P0&6953.873X"63773@
.8&’()’","-./0’-56$87:9643@>.52"&EFG()*+,-
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!"# $%&’在家蚕幼虫中的表达
取感染重组病毒!"#$%&’(#)*+的家蚕血

淋巴进行,(,&$-’.分析，发现与对照组相比，感
染!"#$%&’(#)病毒的家蚕血淋巴有一条/01(
及一条/21(的表达条带，比’(#)根据氨基酸残
基推算出的理论分子量/31(大（图*），4567589
:;<7分析此两条带均能与抗人’(#)抗体发生免疫
反应。

图* ’(#)在家蚕幼虫中表达的,(,&$-’.（-）
及4567589:;<7（!）分析

)=>?* ,(,&$-’.（-）@9+4567589:;<7（!）@9@;A6=6<B
’(#)5CD85665+=9E5"<;A"DE<B,=;1F<8";@8G@5

/?$8<75=9"<;5HI;@8F5=>E7"@8158；

J?K5"<;A"DE=9B5H75+F=7E!"#$%&$-L3；

M?K5"<;A"DE=9B5H75+F=7E!"#$%&’(#)

!"( 表达产物的活性鉴定
表达产物用原代培养的多巴胺能神经元测活。

取胎鼠中脑多巴胺能神经元做原代培养，在培养第

J天换用（含JN!JO的）无血清培养基以抑制神经
胶质细胞的生长及排除血清成分对神经元生长的影

响。体外培养的多巴胺能神经元在培养的*!/P+
要经历一个自然死亡的过程。在培养的第/Q天镜
下观察多巴胺能神经元，并进行RK免疫细胞化学
染色。发现对照组中多数神经元已萎缩、死亡，存活

的多巴胺能神经元胞体较小，突起细短。而加表达

’(#)的酵母培养上清及感染重组病毒!"#$%&
’(#)的家蚕幼虫血淋巴的实验组中存活的多巴胺
能神经元数目较多，神经元胞体粗壮，突起较长，未

出现核偏位、核萎缩等神经元衰老死亡迹象（图3）。
说明酵母细胞及家蚕幼虫表达的’(#)蛋白能促
进多巴胺能神经元的存活及突起生长。

) 讨论

’(#)因其对神经元较强的保护作用及有可能

图3 甲醇酵母（-）及家蚕幼虫（!）表达的’(#)对原代
培养的多巴胺能神经元的作用

)=>?3 .BB5H7<B’(#)5CD85665+=9!"#$"%&%’()*"’（-）@9+

6=;1F<8";@8G@5（!）<97E5"<8DE<;<>A<BRKS95I8<96?
(=66<H=@75H+"=+:8@=9HI;7I856F585=9HI:@75+B<8/Q+@A6

F=7E!"#$"%HI;7I85"5+=I"<8E5"<;A"DE<B6=;1F<8"
;@8G@5@9+D8<H5665+B<8RK=""I9<HA7<HE5"=678A（T/JP）

-/，!/U<978<;；-J，!J’(#)

应用于神经退行性疾病的治疗而日益受到人们的关

注。不少实验室致力于寻找一个合适的表达系统大

量生产 ’(#) 蛋白。我们实验室也已开展了

’(#)在大肠杆菌中的表达工作，但’(#)在大肠
杆菌中的表达产物以包涵体形式存在，需变复性后

才具有生物活性。于是我们尝试’(#)在甲醇酵
母及杆状病毒这两种真核蛋白表达系统中的表达。

!"#$"%&%’()*"’表达系统为0P!2P年代发展起
来的极具潜力的酵母表达系统，已成功地表达了数

十种外源蛋白。’(#)基因与分泌型表达载体

D$VU2L重组，以"&)@H7<8为信号肽，进行分泌表达，
不需要破菌，有利于蛋白下游纯化。!"#$"%&%’()*"’
可进行高密度发酵培养，而且利用甲醇就可以进行

简单而精确的调控，成本低廉，有利于大量表达蛋

白。

杆状病毒表达系统需要体内重组，而常规的空

斑筛选法由于重组效率很低，因此筛选很困难。本

文则采用酶切线性化病毒，由于只有发生了同源重

组的重组病毒才会经补全救活而增殖，而且;@HW被
取代，重组病毒噬斑由蓝色变为白色。所以，这种方

法大大提高了重组病毒的筛选效率。由于杆状病毒

表达系统能对其所表达的外源蛋白进行糖基化、乙

酰化、磷酸化等蛋白质翻译后加工修饰［O］，’(#)
分子中又有两个糖基化位点，我们分析家蚕幼虫所
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表达的!"#$蛋白分子量稍大于理论值且具有

%&’"、%(’"两条条带是因为家蚕细胞对!"#$蛋
白进行了糖基化修饰，并且这种糖基化修饰不均一

所致。家蚕在我国已有几千年的饲养历史，在野外

已丧失了独自生存的能力，以家蚕表达外源基因具

有简单、便宜、安全的优点，被誉为生物工程基因产

品的“微发酵罐”。但由于家蚕血淋巴液中蛋白成分

较复杂，增加了其所表达的!"#$蛋白下游纯化工

作的难度。

综上所述，我们成功实现了!"#$在甲醇酵母
及家蚕幼虫中的表达，表达的!"#$蛋白具有较强
的生物活性，能明显促进多巴胺能神经元的存活与

分化，这为深入开展!"#$基础和临床研究打下了
良好的基础。相比之下，!"#$"%&%’()*"’表达系统由
于生产成本低廉、易于操作、蛋白下游纯化方便而更

适合于!"#$蛋白的大量生产。
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