
!" 卷 # 期
$%%!年 "月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,(- $%%!

收稿日期：$%%%.!$.%/，修回日期：$%%!.%#.$0。
基金项目：国家自然科学基金（120"%""%）、广东省自然科学基金（2/%//3）和国家 301计划项目资助。
"联系作者。45(：30.$%.3/!#1"1!；6.789(：:;(8<%=-8:’’) >’7或 (8<:;=$01) <5?

人肺表面活性相关蛋白 !!在酿酒酵母中表达、纯化及活性分析
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摘 要 将编码正常人肺表面活性物质相关蛋白 @!基因的 >A*@克隆至酿酒酵母的分泌表达载体 B&4!%$CD!中，
构建了重组质粒 B&4!%$CD!.EF.@!，转化酵母宿主菌 E."3，通过改变培养基的 BG值水平，经摇瓶培养，EAE.F@H6结
果显示，培养上清中 EF.@!表达量达 #%%7IDJ以上，表达产物分子量为 0$;A和 1$;A。分别以二聚体和单体形式出
现。6JKE@和 L5M?5N< O(’?实验表明表达产物能被抗体特异性识别。生物学活性检测证实其具有调理肺巨噬细胞
吞噬 3 ) 0(,# 的功能。

关键词 肺表面活性物质相关蛋白 @!，酿酒酵母，表达
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人肺表面活性物质相关蛋白 @（E,NQ8>?8<? BN’?59<
@，EF.@）具有促进磷脂的转化，维持肺表面活性物质
（F<5,7’<8N- M,NQ8>?8<?，FE）的正常生理功能、稳定"型
细胞内外 FE的水平、保持肺泡腔 FE处于最佳功能状
态；调节局部免疫和炎症反应［! R 1］；调控其它相关基

因的转录［#］等多种重要的生理功能。目前临床使用

的 EF.@均为动物肺组织和人羊水的提取物，制备较
困难，价格昂贵，因此，通过基因工程手段来制备 EF.
@具有重要的理论意义及潜在巨大的应用价值。
酿酒酵母（ 4+00"+*(520%& 0%*%6#&#+0）的使用有数

百年的历史，随着近年对其遗传学、分子生物学及其

功能的研究深入，人们现已成功地应用其表达了许

多具有功能的蛋白质。本研究利用酿酒酵母表达系

统，以胞外分泌的方式表达了 EF.@!蛋白，并对这种
表达蛋白质进行了免疫学和活性鉴定，为研究肺表

面活性物质（FE）和 EF.@的功能打下基础。

" 材料和方法

" #" 载体、菌株、酶和主要试剂
酵母 E."3（J5,$，,N81，N5B#）；表达质粒 B&4!%$CD

!由方向东博士惠赠；大肠杆菌 4H!及载体 BCS!!3
由本实验室保存。30(T#、7#$U$、4+,#、89+#等
限制酶，T*8M5@，4# A*@ 连接酶购自 V’5:N9<I5N
W8<<:597和华美生物工程公司；A*@测序由上海生

工公司完成；蛋白质次低分子量为生化所东风试剂

厂产品；4载体购自 H5<5公司；E5B:8U5X H.$/ 和 H.
"/、E5B:8N’M5 #V 为瑞典 F:8N78>98 公司产品；兔抗
EF.@多克隆抗体由 LN9I:? +@教授惠赠；EF.@标准
蛋白质由本实验室提取。酵母培养基 F5B?’<5、Y*V
（LDZ）为 A9Q>’公司产品。
"$% 目的基因片段的扩增
采用 T4.FST方法由正常中国人肺"型细胞克

隆 &:+!基因。引物由上海生工生物工程有限公司
合成。上游引物：（ [ ）/\.HS@H@@44SS @4H4HH
S4H4 HSSS4S4H.1\，引入 30(T#位点，下游引物：
（ ] ）/\.H4@H4SH@S4S@H@@S4S@S @H@4HH4S.1\，
引入 4+,#位点。由重组 BCS!!3D &:+! 中扩增目的
基因，30(T#D4+,#酶切后纯化目的片段。
" #& 酵母重组表达载体的构建
目的载体的限制酶分析与片段的回收：将表达

载体经 89+#D4+,#酶切回收大片段，经纯化试剂
盒回收。将目的基因、载体大片段及接头 /\.S4@.
H@4@@@@H@.1\和 1\.4@4444S444@@./\于 !0^连接
!$:，转化 4H!，涂含氨苄青霉素的 JV平板，挑取阳
性菌落抽提转化子质粒 A*@，经 89+#D4+,#双酶
切鉴定，筛选重组子。

" #’ ()!序列分析
用 B&4!%$CD!的!因子启动子的上游 A*@.



图 ! 载体 "#$!%&’(!)*+),!构建及基因融合区内的
部分核酸序列
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G%H"序列（IB)$,,,$,1$,1$,$$J11,J1)>B）和 ’()!
基因 >B端引物扩增 "#$!%&’(! ’()!的 ’()!基因，纯
化扩增产物，克隆于 $载体用 *"K和 $L双向测序。
! "# 酵母 *$%&感受态细胞的制备与转化
接种酵母 *)LM 单菌落于 &<E酵母丰富培养基

（F+@，酵母提取物 !%/、蛋白胨 &%/、葡萄糖 &%/(E）
中，&MN振荡培养过夜。取 !%%#E过夜培养液转入
I%<E F+@中，&MN振荡培养 !&C（*K%%为 %OL P %OM）。
!I%%/ Q I<.3，GN离心，收集细胞，用灭菌的预冷双
蒸水洗涤 & 次。将沉淀细胞重悬于 &%<E 的预冷
!<2:(E山梨醇中，同前离心后加入 !<E预冷 !<2:(E
山梨醇。取 !#E（约 !#/）质粒 @R,加至 M%#E感受
态细胞，移入 %O&8<的电极杯中，置冰浴 I<.3，采用
电脉冲转化（!I%%#，&I#-，&%%$），立即加入预冷
!<2:(E山梨醇 !<E，取 &%%#E涂布在酵母选择培养
基（F*@，酵母氮碱 KOL/、葡萄糖 &%/、肌醇 &%%</、腺
嘌呤 I%</(E）上置 &MN培养 & P >=菌落出现。
! "’ 重组子的筛选
将 F*@平板出现的克隆培养，抽提质粒，做 +1S

鉴定和质粒转化大肠杆菌后，提取质粒进行酶切鉴

定。

! "% ()$*!在 ($%&中的表达及产物纯化
挑选培养基上重组的 *)LM单菌落，接种于 &<E

选择培养基（F*@）中，>%N振荡培养过夜，然后取
I%%#E过夜菌液接种于 &%%<E 酵母普通培养基
（F1@，酵母氮碱 KOL/、葡萄糖 &%/、酪蛋白水解物 I/、
肌醇 &%%</、腺嘌呤 I%</(E）或 F+@培养基中，将 "A
值调至 KOI P KOL，于 >%N培养 GM P L&C。培养物上
清旋转蒸发（冷冻干燥机 *?356T$D#.6$.4公司）浓缩至
>%<E，经 *?"C;=?U J)&I 82:7<3 层析柱分批脱盐，收
集蛋白洗脱液（约 &I<E），经 D;3324?)4?"C;624? 及
*?"C;=?U J)LI 82:7<3层析，纯化目的蛋白。
! "& ()$*免疫原性检测
按分子克隆［I］方法进行 VEW*, 和 X?45?63 H:25

检测，一抗为兔抗)*+),多克隆抗体。
! "+ 表达产物初步活性测定

*+),!的调理作用，测定天然和重组 *+),的调
理肺巨噬细胞对 $ 0 %!&# 吞噬作用的剂量效应［K P M］。
!,+,! 鼠巨噬细胞的分离：肺巨噬细胞按文献［Y P
!%］报道的方法由无特殊病原体的雄性大鼠中分离，
重悬在 , 缓冲液［!G%<<2:(E R;1:，I<<2:(E Z1:，
&OI<<2:(E R;&+[G， !%<<2:(E AV+V*， &<<2:(E
D/*[G，K<<2:(E 葡萄糖，&<<2:(E 1;1:&，% 0 !\明胶
（]5(^2:），"AL0G］，终浓度为 !%L 细胞(<E。
!,+,- *+),的准备：天然猪 *+),和重组的 *+),!
溶解于 I<<2:(E AV+V*，"AL0 G，分成若干份保存于
_ L%N备用
!,+,. 细菌培养：$ 0 %!&# ‘I分别培养于 Ea培养基
中，>LN振荡培养过夜，常温下离心，>%%%/ Q &<.3收
集细菌，用 ,缓冲液洗涤 >次，离心，&I%%/ Q !%<.3，
,缓冲液重悬，荧光分光光度计测定使其终浓度为
I Q !%M 897(<E。
!,+,/ 细菌杀伤实验：在有或无 *+),和肺巨噬细
胞存在时，实验其吞噬杀伤活性。采用细菌(巨噬细
胞比为 ! b!，保证细菌被有效地摄取，不同剂量 *+),
加入至混合液中，终体积为 &%%#E，轻度晃动，>LN
孵化 >%<.3，加入预冷的 ==A&[中止吞噬和杀伤作
用，用等体积的 Ea稀释后涂琼脂平板，>LN培养过
夜，计数克隆。

- 结 果

*+),!基因的序列分析经 *"K 和 $L 引物双向
测序，证实所克隆的 4";:基因读框及序列完全正确，
’()!基因已与 D-!E 正确融合。转化子的质粒经
+1S和转化大肠杆菌鉴定发现为正确阳性克隆。
- "! !"#!在酵母细胞中的分泌表达以及纯化
表达蛋白质经 *?"C;=?U J)&I、D;3324?)4?"C;624?
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和 !"#$%&"’ ()*+ 层析得到两条带（,-./、0-./），表
达量为 1223456。

图 - !7)89的 !/!)78(:（9-;）
<=4>- !/!)78(:（9-;）%?%@AB=B CD E$" !7)89

"’#F"BB"& =? A"%BE !)*G>
9 >HC@"IJ@%F K"=4$E 3%F."FB（L*./，,,./，10./，

02./，-2./，91./）；- > M%EJF%@ !7)8（#=4）；

0 > !%3#@" D=?%@@A #JF=D="& C? !"#$%&"’ ()-+ IC@J3?；

1、+ > !%3#@" #JF=D="& C? E$" H%??CB")B"#$%FCB"

IC@J3? %?& !"#$%&"’ ()*+ IC@J3?；

! "! 免疫原性的测定
利用 :6N!8方法分别检测天然 !7)8及基因表

达产物的免疫原性，可见两反应曲线的特征相似，都

是典型的 !型曲线，表明 !7)89的抗原特性与天然
!7)8的相同。

图 0 !7)8免疫印迹分析
<=4>0 O"BE"F? P@CE CD !7)8

9> Q"IC3P=?%?E !7)89；-> M%EJF%@ !7)8（#=4）

图 1 天然和重组 !7)8调理吞噬活性
<=4>1 !7)8 "?$%?I"B %BBCI=%E=C? CD ! > "#$%

R+ K=E$ %@S"C@%F 3%IFC#$%4"B

! "# 生物活性的初步测定
0*T孵化 023=?，观察在有或无肺巨噬细胞和

!7)8存在时细菌成活率，肺巨噬细胞单独杀伤率为

+U,; V -;，当加入 !7)8时杀伤效率明显增加，而
单独 !7)8 对细胞无影响，在 !)*G 中表达的 !7)89
具有促进肺巨噬细胞吞噬病原体的功能。

# 讨 论
啤酒酵母是一种单细胞真核生物，与传统的大

肠杆菌相比，它除了具有原核生物生长快，便于遗传

操作和培养等优点外，在糖基化、二硫键形成以及蛋

白质折叠等翻译后加工方面具有真核生物特

点［99 W 9-］，特别是酵母系统拥有一套与高等真核生物

相似的分泌系统，表达的外源基因产物可以正确加

工，经催化形成正确的二硫键后分泌到细胞外，并且

不产生有毒产物，因而在表达外源蛋白尤其是真核

生物蛋白等方面具有明显优越性。酵母的分泌表达

比细胞内表达具有很多优点：首先是酵母本身分泌

的蛋白量很少，可使目的基因表达的蛋白的分离纯

化工作大大简化；其次，由于酵母液泡中含有多种蛋

白水解酶，当细胞裂解时，释放的蛋白酶会使表达的

蛋白降解，而分泌表达可避免这一问题；另外，分泌

表达还可避免产物在细胞内的积累，不致影响细胞

的正常生长或引起产物降解。我们使用的

#XY92-Z5!表达载体利用目前酵母最有效的分泌信
号肽)!交配因子（HD!"）中的信号肽，经各种蛋白酶
的后加工，分别去除信号肽、HD!"前导肽，表达出游
离的 !7)89。培养基中 #[对蛋白酶裂解 !7)89 的
影响研究发现，与正常表达的 #[+U, 比较，较高 #[
明显降低 !7)89的水解，分别在 #[为 +U,、,U+、*U-
和 *U+时进行研究，表明在后两种情况时酿酒酵母
很难生长，!/!)78(: 未发现 !7)89 条带，尽管
#[+U,时细胞生长速率最大，但是 #[,> +时，表达的
!7)89达最大浓度，推测通过调整培养基的 #[可以
减少胞外蛋白酶的作用，并尽量地维持蛋白质的生

化特性（7N \ 1U+ W +U2）。
在还原和变性条件下，天然 !7)8由于修饰不同

可见 0 种形态：-,、0-、0G./［90］，本研究中用 O"BE"F?
P@CEE=?4鉴定，0-./和大约 ,-./的表达蛋白质的免
疫反应条带与天然的 !7)8单体和二聚体一致，可能
二聚体为依赖二硫键的寡聚体。两种形态的蛋白质

均与 H%??CB")B"#$%FCB" 亲和柱结合，表明蛋白质分
子有类似凝集素的特征［91 W 9+］。本研究所表达的 !7)
89能促进大肠杆菌 ! > "#$%R+的聚集，调理肺巨噬细
胞的吞噬作用，与报道的 787病人支气管灌洗液提
取人 !7)8单体的作用类似，非糖基化 !7)8（大肠杆
菌表达重组 !7)89，资料未显示）无调理活性，重组
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蛋白质增加肺巨噬细胞对大肠杆菌 !"吞噬消化，有
剂量依赖性，且有平台，可能是通过受体介导的。推

测酿酒酵母中重组蛋白质的糖基化与天然 #$%&类
似，但多个研究小组的研究表明酿酒酵母糖基化的

糖链与哺乳动物细胞不同，天然 #$%&以多聚体形式
发挥作用，而重组蛋白质以单体或二聚体形式分泌，

推断因此造成其生物活性低于天然 #$%&。有关重
组 #$%&的功能需作进一步研究。
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