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重组人血清白蛋白在!"#$"%&%’()*"’中分泌表达影响因素的研究
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摘 要 为获得高产稳产重组人血清白蛋白的3#0"#+4+&/(*#&细胞株用于高密度发酵，构建了多种分泌表达载体，
在3#0"#+4+&/(*#&中作表达，研究表达载体构建等因素对表达量的影响。发现采用酿酒酵母"性成熟因子前导肽
比人血清白蛋白天然前导肽作为分泌信号肽的表达量要高!$E左右。而载体整合方式、整合拷贝数、0’非翻译区
的改造和甲醇利用表型等对表达量无规律性影响。筛选到的高表达株经高密度发酵，细胞湿重达5"$@／F，发酵液
上清的人血清白蛋白含量为!G$@／F。
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人血清白蛋白（JC,9?B+.C,9’-C,<?，JKI）在
体内起着维持血液渗透压、运输营养和保护其他重

要生物物质作用。临床医疗中用于手术输血和危重

病人补液，治疗烧伤休克、发烧、水肿，低蛋白血症

（JAL&L.&M+<?+,<9）和红细胞过多症（;.AM>.&-’9B/
M&B<B）等，是重要药物［!］。
市售JKI均来自人血清抽提。然而人血来源

有限，加上艾滋病及肝炎的蔓延，更威胁人血制品的

安全性。显然，通过基因工程手段，改变JKI的传
统生产途径，以重组细胞生产JKI已十分必要了。
目前，JKI在3#0"#+4+&/(*#&中表达工作领先

的是N+B+9.D>O&.L(3+D>P?D(（NO3+D>）和Q.++?
O.&BBP?D(／R&B><M&,< S>9.,9D+CM<D9’P?TCBM.<+B，

FMT(虽然，NO3+D>取得了1G17@／F的单罐表达水
平纪录［#］，但是在JKI的大规模生产应用上，Q.++?
O.&BB走在了前头。

Q.++?O.&BB公司生产的重组JKI已通过PPP
期临床试验，并于!776年!$月开始申请将重组

JKI用于白血病治疗的生产许可（QU/!$06）。如
今，其母公司R&B><M&,<公司正在日本的J&VV9<T&
兴建大规模的重组JKI生产设施，计划在#$$$年
年中投产［1］，并已准备打入中国市场。由于重组

JKI的生产技术事关巨大的商业利益，有很多关键
技术和数据都没有公开，需要我们自己探索以生产

有自主知识产权的重组JKI产品。
我们构建了重组人血清白蛋白多种表达载体，在

3#0"#+4+&/(*#&中作了小规模表达试验和发酵研究。

! 材料和方法

!"! 材料
大肠杆菌WF!/U’C+，3Q!由本实验室保存。克

隆质粒为LXO!2和LU’C+B.<LMKY（Z）。3#0"#+
4+&/(*#&QK!!0，Y[6!表达宿主细胞，3#0"#+4+&5
/(*#&整合表达质粒LSPO1G0Y，LSPO7，LSPO7Y和

LI\2!0 来 自 P?*<M.&@+?。载 有 "&+ 基 因 的

[!1,L!2由中国科学院上海生物化学研究所戚正
武教授提供。所用引物由K9?@&?合成。限制酶，

6+7聚合酶，35])I连接酶，Q+?+M<D<?（Q5!2）购
自Q<-D&UNF。兔抗人血清白蛋白抗血清由本实验
室制备，JKI购自上海市中心血站。随机引物标记
试剂盒购自39V9.9。杂交尼龙膜购自U&+>.<?@+.
[9??>+<,。其他试剂均为国产或进口分装分析纯。

!"# 方法

!"#"! 有关3#0"#+4+&/(*#&的实验方法：根据P?/
*<M.&@+?3#0"#+;:L.+BB<&?Y<M进行。小规模表达方
法同以前报道［5］。发酵参照3#0"#+8+.,+?M9M<&?
QC<T+’<?+进行。其他根据分子克隆实验指南进行。

])I序列测定由皓嘉公司自动测序仪完成。3载



体根据!"#$%&’等［(］的方法以)*+&,-$#.)/01（2）
制备。345条件参照6.7$8*59的!"#38+:;,#"-,
说明书。345产物以 <载体克隆并测序验证。

=>?定量点杂交根据@AB./#8C,A$%&’%"DE)#,--.8A
1./F,#-.8AG进行。杂交用=>?探针以’("基因
为模板利用<"’"#"随机引物标记试剂盒合成。

!"#"# 质粒构建：将 !HI;)HJ上的’("基因用

)&*5@和+",K@切下，装入)L4HJ中（)L4HJM’("）。
将)L4HJM’("上的’("基因用)&*5@和+",K@切
下，装入$%&’%"表达载体)3@4IN(1中，得)3@4IN(1M
’("。以)L4HJM’("为模板，用引物H：(’M6<4<46?M
6???46?6?<64?4?4??6?6MI’和 !HI／)L4反
向测序引物扩增’("基因，345产物克隆到<载体
中，以)&*5@和-’*@切出，装入)3@4O中，得)3@4OM
’("。将)3@4OM’("以+",K@和)&*5@切下含’("基
因的P’7片段，装入)3@4O1中，得)3@4O1M’("。以

)3@4OM’("为模板，用引物P：(’M<<46???46?<6?M
6?<<<44<<4??<<<<<?4<MI’和I’"*.H引物扩
增’("基因，克隆到<载体中，以/(0F和)&*5@切
下’("基因，装入)?QJH(中，得)?QJH(M"M’("。以

)L4HJM’("为模板，用引物I：(’M<<46???46?<M
6??6<666<??44<<<?<<<4MI’和 !HI／)L4反
向测序引物扩增’("基因，克隆到<载体中，以/(0F
和)&*5@切下’("基因，装入)?QJH(中，得)?QJH(M
’("。将 )3@4IN(1M’("，)3@4OM’("，)3@4O1M’("，

)?QJH(M’("和)?QJH(M"M’("以1"&@线性化并电转
化到$%&’%"0"(2*3%(60HH(和1!RH中，)3@4OM’("还
以("4@线性化电转化至3.$%."3"-/8#.-60HH(中，得到
共HH种重组细胞，每种各挑取PS!(S个转化子进行
小规模表达。

!"#"$ 高密度发酵（培养基的详细配方参见$%&’%"
T,#;,A/"/.8A6&.U,+.A,）：从V3=平板将筛选得到
的60HH(（)3@4OM’("）高表达株接种至I;9V3=
培养基中，ISWISS#／;.A培养过夜。将培养液转接
至XSS;9*!6V培养基中，ISW，ISS#／;.A培养
至5XSSYP!X。另配置X9含Z[甘油的无机盐基
本培养基，在*\*#"&AMD全自动HP9发酵罐中灭
菌。待罐温冷却至ISW后，用氨水调节)K至(NJ，
加入PX;93<!H<#"$,-"+/-溶液，将种子培养液接
种至发酵罐中，通气量为SN(!PBB;。保持溶氧为

IS[左右，搅拌转速为ISS!JSS#／;.A。待甘油消
耗完后（溶氧上升），流加RS[甘油（每升含3<!H
<#"$,-"+/-溶液HP;9，流速IS;9／%）至细胞湿重
达HSS!PSSC／9）。停止流加甘油，溶氧升至HSS[

后再饥饿SN(!H%，流加甲醇（每升含3<!H<#"$,
-"+/-溶液HP;9，流速HJ!PS;9／%）诱导RP!H(S%
后放罐。

# 结果和讨论
经=>?测序，戚正武教授提供的’("基因全

序列详见6,A7"A’?THOSHXJ。与国外发表的’("
序列基本相同，只是推导得到的)#,)#8K0?氨基酸
序列中的HPP位精氨酸和ZXX位谷氨酸分别变为丝
氨酸和甘氨酸。

60HH(（)3@4OM’("）的表达从图H可见培养液
上清中的K0?在0=0M3?6D电泳谱上呈XR’=一
条带，但往往会在Z(’=处出现K0?的片段。这与

0+,,)等［X］在酿酒酵母中表达K0?的结果相似。然
而，我们发现以!T"MH)#,)#8作为前导肽并没有导
致Z(’=的比例增加。这与0+,,)等在酿酒酵母中
表达K0?观察到的不同。但不同的表达批次之间，

Z(’=条带的比例相差较大（见表H）。说明Z(’=
的比例受培养条件的影响更大。0+,,)等的研究表
明Z(’=片段在酿酒酵母胞内即已形成，与内肽酶
切点无关，而且也不是由于低频密码子引起翻译的

终止［I］。从K0?的晶体结构分析，Z(’=断点在空
间位置上并无其明显的特殊性。因此，Z(’=片段
的形成机理还有待进一步研究。

图H 60HH(（)3@4OM’("）发酵液上清的0=0M3?6D电泳图谱

T.C\H ?A"+:-.-8]60HH(（)3@4OM’("）$&+/&#,-&),#A"/"A/-
7:0=0M3?6DC,+，-/".A,U7:488;"--.,7+&,

分别以1"&@和1"4@线性化整合到60HH(中
所得的两种重组细胞各挑取(S个转化子，均能表达

K0?，且两种细胞平均表达水平相近。表H列举了
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两种前导肽对!"#表达的影响，采用$%!&’()*()+
作为前导肽的,"’’-（(./012&!"#）表达量比采用

!"#()*()+的,"’’-（(./034-2&!"#）表达量平均
要高567左右。为了排除-’非翻译区的影响，我们
又构建了-’非翻译区和#89’的-’非翻译区完全
相同的表达载体。-’非翻译区的优化并没有如

")**:);<=>?等［@］报道那样，使!"#的表达量显著提
高。但-’非翻译区改造前后!"#的表达量表明
了：$%!&’()*()+作为前导肽的菌株表达量高于

!"#()*()+作为前导肽的菌株。因此我们认为以

$%!&’()*()+作为前导肽可能对提高!"#的表达
量会更有利，但并没有如A?B;<所报道的那样比用
天然肽要高5"3倍［C］。但是为何其他研究者却并
没有采用$%!&’()*()+，其原因值得深究。是否是

$%!&’()*()+会造成成熟!"#氨基端加工的不均
一？我们将要进行的纯化和D端测序工作将能回
答这一问题。

拷贝数对取得最高表达是一个极为重要的因

素。有些情况下，单拷贝已经足够，醇氧化酶的基因

能产生占总EFD#-7的转录量，表明单拷贝的表
达盒能产生高水平的EFD#。而实际上大多数单
拷贝外源基因的EFD#远低于#89’EFD#的水
平。其中一个主要原因是外源EFD#不如#89’
的稳定。对于分泌表达，倾向于选择最适的拷贝数

而不是越高越好。A?B;<等的结果是含5拷贝!"#
基因的转化子比单拷贝的表达量提高’倍［C］。而

")**:);<=>?的结果相反，单拷贝的转化子表达量为

’G／H，而5拷贝的转化子表达量为64@-IG／H，5拷
贝以上的表达量就只有64’C-G／H了［5］。我们的结
果表明!"#的基因拷贝数与表达量的关系规律性不
强。图5中的#5拷贝数高达’6以上，但表达量并
不高。其中表达较高的反而是A3和A-，而A-的
拷贝数明显较低，约为5。,"’’-（(./012&!"#）的
表达结果也表明一个拷贝数为3的转化子取得了最
高表达。甲醇利用表型对!"#的表达量没有显著

影响（表’）。将!"#表达载体转化到蛋白酶缺陷的
宿主细胞（"$A’’JC）也未能使!"#的表达量提高
（结果未发表）。我们在$%&!%#’#"()*%"表达株的筛
选时还发现，表达株的株间差异较大。即使是同一

表达载体的同一批转化子，它们之间的表达量也会

有较大差异，造成这一现象的原因不明。因此，需要

筛选大量转化子以筛取高表达株。同时，有必要对

所得的高表达株进行基因水平的分析来获得对

$%&!%#’#"()*%"这一表达系统的更深了解。
我们在,"’’-（(./01&!"#）表达株中挑取’66

个转化子作了表达，得到的第I3号转化子表达量较
高而且很稳定，I3号表达株在优化条件下可以获得

566EG／H的表达量，比我们以前报道［I］的更进了一
步，超过国外的最高报道’J6EG／H［1］。

图5 ,"’’-（(./034-2&!"#）的AD#定量点杂交

%;GK5 LM?>N;N?N;B*O+NPQ+N#>?QR<;<+S
,"’’-（(./034-2&!"#）

#’;<N=*T+>N)+Q<N)?;>,"’’-（(./034-2），+N=*)<?)*N)?><&

S+)E?>N<S)+E,I’C(Q?N*KH;>*J?>O@?)*<;>GQ*&T+(RN)?><S+)&

E?>N<K8N=*)O+NPQ+N<T?>N=*>P*UM?>N;S;*OS+)T+(R>MEP*)PR
O*><;N+E*N)R+SN=*S;QEK

表! 以不同前导肽在!"#$"%&%’()*"’中分泌"#$的表达量比较

%&’()! #)*+),-./.0"#$0+.1!"#$"%&%’()*"’2-+)*,)2’32-00)+)/,()&2)+4)56)/*)
V*TN+) (./03K-2&!"# (./012&+,- (#8C’-&!"# (#8C’-&?&!"#
H*?O<*UM*>T* !"#()*()+ $%!&’()*()+ !"#()*()+ $%!&()*()+

$*N=?>+QMN;Q;W?N;+>NR(* $MNX $MN" $MNX $MN" $MNX $MN" $MNX $MN"

!"#?E+M>N;><M(*)>?N?>N（EG／H） @- @6 16 ’66 C6 C6 16 16

Y=*(*)T*>N?G*+SI-:A!"#S)?GE*>N（7） 6"’- 6"’I 6"’3 6"’C

$MNX，E*N=?>+QMN;Q;W?N;+>(QM<（+PN?;>*OPRM<;>G,"’’-?<=+<N<N)?;>）；

$MN"，E*N=?>+QMN;Q;W?N;+><Q+Z（+PN?;>*OPRM<;>G2$@’?<=+<N<N)?;>）
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发酵罐中高密度发酵的初步结果见图!。经

"#$%发酵（诱导期"!&%）细胞湿重达到’($)／*，
上清中+,-浓度达".$)／*。我们的小规模表达
结果已超过国外报道的最高值"($/)／*。由于摇

图! 重组+,-在!"#$"%&%’()*"’中的发酵曲线

01)2! 034/3567618598:4;3<84=48>:961858<
4398/?15756+,-:;15)!"#$"%&%’()*"’
@!@ A3BB)48C6%； @"@ +,-

瓶中的表达条件和发酵罐中相差很大，在摇瓶培养

中!"#$"%&%’()*"’表达外源蛋白的水平往往不能准
确反映其在发酵罐中的真实表达情况，我们最关注

的还是发酵罐中的表达情况。国内目前尚无!"#$"%
高密度发酵表达重组+,-的报道，国外有报道的一
般为")／*，单罐最高为!.!D)／*，但诱导期长达

"$>。我们取得的初步结果也达到"!&%稳产")／*，
不亚于国外水平。从摇瓶结果看，我们获得的表达株

在发酵罐中的表达量应还有进一步提高的潜力。

我们将来的工作将会注重于缩短高密度发酵的

生产周期提高生产率。另外，发酵工艺还应根据下

游纯化工艺的需要以及生产总成本的控制加以改

进。如E4335948;;就不仅仅简单地追求+,-表达
量，还加上了产品着色度这一指标。他们的一篇专

利就是有关在发酵罐中加入活性碳类物质吸附色素

以减轻纯化工作负担［"$］。这些都是我们在发酵工

艺的确立时应该引起注意的。
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