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摘 要 为研究鱼类半胱氨酸蛋白酶抑制剂（ABC/:/=@）的功能并探索其在水产加工和病害防治中的应用潜力，将
DAE改造后的编码成熟肽中华鲟（30#4%$&%* &#$%$&#&）FBC/:/=@基因亚克隆到毕赤酵母整合型表达载体 .DGAH!I，氯化锂
法转化毕赤酵母菌株 J,!!#，构建表达 FBC/:/=@的酵母基因工程菌。经甲醇诱导、,K,3DIJ<检测培养基上清液，表明
中华鲟 FBC/:/=@在毕赤酵母中实现了高效表达，重组 FBC/:/=@ 表达量约为 $!#0L·MN !。纯化后重组蛋白纯度达

"6*$O。生物活性检测结果表明，!"L重组中华鲟 FBC/:/=@约能抑制 !#"L木瓜蛋白酶的水解活性。
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半胱氨酸蛋白酶抑制剂是广泛存在于动植物组

织和体液中的蛋白酶抑制剂，它能与木瓜蛋白酶、组

织蛋白酶等半胱氨酸蛋白酶形成紧密的复合物，抑

制他们的活性，从而保护蛋白质的二硫键不被半胱

氨酸蛋白酶破坏，阻止蛋白的降解［!］。有研究表明

半胱氨酸蛋白酶抑制剂具有很好的生物防御作用，

植物半胱氨酸蛋白酶抑制剂可抑制致病真菌，如赤

霉菌、稻瘟病菌等的生长，其作用机制可能与半胱氨

酸蛋白酶抑制剂抑制了半胱氨酸肽链内切酶的水解

作用有关［$］。有关鱼类半胱氨酸蛋白酶抑制剂的研

究表明，它能抑制杆状病毒所导致的鱼类培养细胞

的死亡［&］，能抑制水产品的蛋白酶活性，把鱼类半胱

氨酸蛋白酶抑制剂用在水产品加工过程中可延长保

鲜时间［6］。$%%% 年，9QL-@ M= 等人［#］曾报道了虹鳟
FBC/:/=@ A在大肠杆菌中的成功表达，$%%! 年，7R-@L
,,等人［4］在大肠杆菌中实现了鲤鱼 FBC/:/=@的融合
表达，本实验室也于 $%%$年构建了表达中华鲟 FBC3
/:/=@的大肠杆菌基因工程菌，成功获得具有生物活
性的重组 FBC/:/=@［8］。有关鱼类 FBC/:/=@ 在真核细胞
中的成功表达还未见报道。鉴于鱼类半胱氨酸蛋白

酶抑制剂在病害防治和水产品加工中可能存在着巨

大的应用前景，本研究采用目前广泛使用的毕赤酵

母（5#0"#+ 4+&/(*#&）作为表达宿主菌，构建了酵母基
因工程菌，获得了具有生物活性的重组中华鲟 FBC/:3
/=@。

! 材料与方法

! "! 材料
中华鲟 FBC/:/=@ FK+I的克隆质粒由本实验室克

隆和构建［5］，大肠杆菌 KS#!由本实验室保存，酵母
菌株 J,!!#、质粒 .DGAH!I和抗生素 H-(F=@7T来自 G@3
U=/2(L-@公司。限制酶、76 K+I 连接酶、DVQ K+I 聚
合酶及其它主要试剂购自 D2(0-L:公司或上海生工
生物工程公司。K+I J-) <;/2:F/=(@ W=/为 E(FX-公司
产品。木瓜蛋白酶（Y,DZ4%%%Z0L）为 T-2F[ 公司产
品。

! "# 方法
! "# " ! 中华鲟 FBC/:/=@ 基因改造及表达载体的构
建：根据中华鲟 FBC/:/=@ FK+I两端核苷酸序列设计
引物，并委托上海生工生物工程公司合成，合成产物

经 ,K,3DIJ<纯化。以含有中华鲟 FBC/:/=@ FK+I的
质粒为模板，用 DVQ K+I 聚合酶 DAE 扩增和改造
FBC/:/=@ FK+I。经 K+I J-) <;/2:F/=(@ W=/ 纯化后，将
该 DAE 产物用 60(E#酶切，连接到载体 .DGAH!I



上，转化大肠杆菌 !"#!，用含 $#"%·&’
( ) *+,-./01的

固体 ’2培养基筛选转化子，具体操作参照《分子克
隆》［3］。重组质粒经 456和 !"#6#酶切鉴定，!78
测序在 829 469:101 ;<<全自动萤光测序仪上进行，
用 !78分析软件 =+->,? 709 :@.>+ A B C 分析测序结
果。

! "# "# 转化酵母细胞：用限制酶 $%"#将重组质粒
D495*!E-F>线性化后，氯化锂法转化毕赤酵母 G:))#
菌株，将转化处理后的菌液涂布于含 )CC"%·&’

( )

*+,-./01的固体 H4!培养基上，;CI培养 $ J ;K，筛
选转化子。同时转化空质粒 D495*!8作为对照。具
体方法参照 LMFN:+O+->01 &’"(’% LPD?+FF.,/ Q.>，9/E
R.>?,%+/的说明。
! "# "$ 阳性克隆的筛选：利用微波炉快速制备酵母
基因组 !78的方法［)C］，获得转化子的基因组 !78，
用!ESM->,?引物和 4$ 为引物进行 456以鉴定酵母转
化子。

! " # " % 重组酵母 1@> 表型鉴定：参照 LMFN:+O+->01

&’"(’% LPD?+FF.,/ Q.>，9/R.>?,%+/的说明。
! "# "& 重组菌的诱导表达及 :!:E48GL检测：将筛
选到的 1@>T 表型酵母转化子单菌落接种到 21GH
培养基中，;CI培养至 )*ACC U $ B C J A B C时，将菌体
转接至 211H培养基中开始诱导表达，每 $VW收集
部分酵母培养上清液，并补加甲醇至终浓度为

CX#Y，共诱导 VK。)#"’酵母培养上清液加入 )#"’
上样缓冲液，进行浓度为 )#Y的 :!:E48GL和考马
斯亮蓝 6$#C染色检测重组蛋白。选择合适的诱导
时间，用薄层扫描仪（复日 Z6E3[C 生物电泳图像分
析系统，上海复日科技有限公司）测定重组蛋白占总

蛋白的百分比。上清液用 #C&&,O·’( ) D" <B A 0?.FE
"5O 透析，2?MKS,?K法测定蛋白浓度［))］。
! "# "’ 表达产物离子交换层析纯化：发酵上清液在
缓冲液 8（C B C#&,O·’( ) 0?.FE"5O，D" [B C）中透析过
夜。\E:+DWM?,F+ ZZ柱平衡、上样后，用缓冲液 8和
缓冲液 2（C B C#&,O·’( ) 0?.FE"5O，D" [B C；)&,O·’( )

7M5O）进行连续梯度洗脱，分部收集洗脱峰，:!:E
48GL检测重组蛋白所在峰，凝胶薄层扫描测定重
组蛋白占总蛋白的百分比。

! "# "( 表达产物的活性分析：在每支试管中加入
#C"’酪蛋白（# B C&%·&’

( )），;<I保温 )C&./ 后，加
入 ;C"’木瓜蛋白酶（)&%·&’

( )）和适量纯化后的重

组蛋白，再加缓冲液（#C&&,O·’( ) D"<B A 0?.FE"5O，
$&&,O·’( )半胱氨酸盐酸盐，C B )&&,O·’( ) L!08）至
终体积 ;CC"’，;<I保温 $C &./后，加入 ; &’考马

斯亮蓝 G$#C 溶液，混匀，室温放置 $C &./，测定
)*#3#，抑制活性由下列公式反映：

$)*#3# U )*#3# ( )*#3# ]
其中，$)*#3#表示加入重组 -NF>M>./与不加重组 -NFE
>M>./的两个反应吸光度的变化值，)*#3#表示加入适

量重组 -NF>M>./，反应 $C&./后的吸光度，)*#3# ]表示
不加重组 -NF>M>./，木瓜蛋白酶将酪蛋白完全分解时
#3#/&的吸光度。每一数据测定 ; 次，取平均值。
此外还分别以不加木瓜蛋白酶、只加酪蛋白的管作

对照。

# 结 果

# "! 重组质粒的构建和鉴定
为了使中华鲟 -NF>M>./ -!78适合重组于表达载

体 D495*!8，设计并合成了 ) 对 456扩增引物对该
基因进行改造：

4)为 #]E5G G88 005 80G GG0 00G G05 GG8
GG5 555E;]

4$为 #]E5G G88 005 008 8G0 G58 GG0 800
00E;]

4) 是 #]端引物，包括中华鲟 -NF>M>./成熟肽编码
序列的第一个碱基开始的 $)个碱基和 )个 !"#6#
酶切位点；4$ 为 ;]端引物，包括从中华鲟 -NF>M>./成
熟肽编码序列终止码开始反向的 )<个碱基和 )个
!"#6#酶切位点。以含有中华鲟 -NF>M>./ -!78 的
克隆质粒为模板，4)、4$ 为引物，456 扩增得到约

;#C^D 的 !78 片段，将该片段插入表达载体
D495*!8多克隆位点中，转化大肠杆菌 !"#!。经
!"#6#酶切，重组子有约 ;#C^D的片段插入。再用
4$ 引物和载体上多克隆位点上游的!ESM->,? 引物
（4;）进行 456鉴定，扩增得到约 <CC^D的片段，说明
重组基因的插入方向是正确的（图 )），该重组质粒
命名为 D495*!E-F>。
为进一步检测重组质粒中外源基因的改造结果

是否有突变发生，对插入部分进行了序列测定，测序

结果表明改造后的基因与预期设计的序列完全一

致，扩增和构建中没有发生基因突变。

# "# 重组质粒转化酵母及阳性克隆的筛选和鉴定
将 D495*!E-F>回收纯化，$%"#酶切线性化，用

氯化锂法转化毕赤酵母 G:))#菌株，从中筛选得到
[个抗 *+,-./01的转化子，提取转化子基因组 !78，
利用!ESM->,?引物和 4$ 为引物进行 456鉴定，结果
都扩增出了约 <CC^D的片段，阳性率为 )CCY。表型
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鉴定结果表明，只有 ! 个重组子为 "#$%，其余均为
"#$&表型。

图 ! 重组质粒 ’()*+!,-%$的 (*.和酶切分析
/012! 345 (*. 678 95%$90-$0:7 ;6’’071 676<=%0% :>

95-:;?0767$ ’<6%;08% ’()*+!,-%$
"!2 !@@?’ ABC ;69D59；"E 2"ABCF!"#8# ;69D59；

! 2 (*. ’9:8#-$% G0$4 (E、(H；E2 (*. ’9:8#-$% G0$4 (!、(E；

H 2 *=%$6$07 -ABC；I2 ’()*+!,-%$ 8015%$58 G0$4 $%&.$；

J 2 ’()*+!C 8015%$58 G0$4 $%&.$

! "# 重组菌的诱导表达及 $%$&’()*检测
接种单菌落 "#$&表型重组酵母 KL!!J（’()*+!,

-%$），同 时 以 整 合 空 载 体 的 酵 母 菌 株 KL!!J
（’()*+!C）为对照，诱导表达 I8，其间每 EI4取一次
酵母培养上清，经 LAL,(CKM及考马斯亮蓝染色后，
可见重组蛋白条带，质量约为 !IDA（图 E）。表达量
随诱导时间的延长而增加，在诱导 EI4后开始有表
达产物出现，诱导 NE4后表达量最高。将诱导表达
NE4的上清液 LAL,(CKM凝胶用薄层扫描仪扫描，重
组蛋白占总蛋白的 NO 2 HP。Q968>:98法测定蛋白浓
度为 ERE;1·ST !，据此推测 -=%$6$07 的表达量约为
E!J;1·ST !。

! "+ 表达产物的离子交换层析纯化
在 J@;S培养基中诱导重组酵母，上清液经透

析后，U,L5’469:%5 //柱层析纯化，LAL,(CKM检测收
集的样品，结果纯化后重组蛋白的纯度达 VI 2EP。
! ", 表达产物的活性分析
以加入抑制剂的量为横坐标，%’(JVJ为纵坐标，

制作重组 -=%$6$07 对木瓜蛋白酶的抑制活性曲线。
抑制作用曲线分析表明：以 H@&1 木瓜蛋白酶为底
物，-=%$6$07的量在 E&1以内时，抑制活力随抑制剂增
加成比例增强，具有很好的线性关系，曲线方程为 )

W @2I@!N*（+E W @ 2 VNEE）（图 H）。当 -=%$6$07的量
大于 E&1时，曲线就不符合上述方程，可能是由于竞
争性抑制作用，此时木瓜蛋白酶已经完全被抑制，再

增加抑制剂的量，抑制活力也不会再增加。重组

-=%$6$07的活性随着温度的升高而降低，在 N@X Y
R@X之间活性下降最快，V@X以上基本没有活性。
而在 N@X重组 -=%$6$07的活性随着处理时间的延长
而明显降低，呈现较好的线性关系，曲线方程为 )
W T !2 @!HH* & RH2 @N（+E W @ 2 RINV），处理 O@;07
后只有 E@P活性。

图 E LAL,(CKM检测 -=%$6$07在毕赤酵母中的表达
/012E LAL,(CKM 676<=%0% :> $45 5Z’95%%0:7 :>

-=%$6$07 07 ,"%-". /.01&2"0
!2 MZ’95%%0:7 ’9:8#-$ :> KL!!J（’()*+!C）；

E Y J2 MZ’95%%0:7 ’9:8#-$ :> KL!!J（’()*+!C,-=%$6$07）

6>$59 EI4、IR4、NE4、VO4 078#-$0:7；

"2 S"[ ’9:$507 ;69D59

图 H 重组 -=%$6$07抑制活性曲线
/012H 345 -#9\5 :> -=%$6$07 0740?0$:9= 6-$0\0$=

L#?%$96$5：’6’607；.56-$0:7 ’590:8：E@;07；

.56-$0:7 $5;’596$#95：HNX；

Q#>>59：J@;;:<·ST ! ’]N2O 390%,]*<，E;;:<·ST !

*=%,]*<，@2!;;:<·ST ! MA3C

# 讨 论
本实验首次实现了鱼类 -=%$6$07基因在酵母中

的表达，据报道 S0等人也曾利用酵母表达虹鳟 -=%,
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!"!#$ %，但未获得成功［&］。我们选用的毕赤酵母表达
系统是近年来被广泛使用的外源基因表达系统，该

系统具有遗传稳定、适于高密度培养、表达产量高、

重组表达产物背景杂蛋白少和表达产物易于纯化等

优点，是真核基因表达的理想宿主，适合较大规模生

产［’(，’)］。在线性化用于转化酵母的重组质粒时，我

们曾采用 !"#!和 $%"!两种酶进行酶切，!"#!和
$%"!都是 &*&’(’基因内的酶切位点，相距 (+&,-，
化学转化 ) 次后，只有利用 !"#!酶切的重组质粒
转化后有转化子，用 $%"!酶切的重组质粒始终没
能转化成功，可能是外源基因结构不同影响了适于

整合的位点，具体原理还有待于进一步探讨。重组

中华鲟 ./0!"!#$酵母工程菌在没有选择压力的 123
液体和固体培养中连续转接 &次，再用含抗生素的
培养基筛选，没发现外源基因丢失，说明该酵母工程

菌株十分稳定。

在抑制活性方面，与邓俊林等［’4］所测得的玉米

巯基蛋白酶抑制剂的活力和在大肠杆菌中表达的中

华鲟 ./0!"!#$的活性［5］进行比较，’"6毕赤酵母表达
的重组中华鲟 ./0!"!#$ 约能抑制 ’&"6 木瓜蛋白酶；
’"6玉米巯基蛋白酶抑制剂（半胱氨酸蛋白酶抑制
剂又称为巯基蛋白酶）约能抑制 + 7 (58"6木瓜蛋白
酶；’"6大肠杆菌表达的重组中华鲟 ./0!"!#$ 约能抑
制 )"6木瓜蛋白酶。重组中华鲟 ./0!"!#$ 的抑制活
力较强可能与中华鲟 ./0!"!#$ 的特殊结构有关，在水
产品加工中，鲟鱼肉质结构好，肌肉不易软化，易于

保存，这也暗示中华鲟 ./0!"!#$ 可能有其特殊的结
构。毕赤酵母表达的重组中华鲟 ./0!"!#$ 抑制活力
约是大肠杆菌表达的 ./0!"!#$活力的 &倍，分析其原
因，除了在毕赤酵母中表达的重组 ./0!"!#$ 纯度高以
外，可能与原核表达的重组 ./0!"!#$在复性过程中不
能完全正确地折叠，只有部分表达产物能够正确折

叠成为具有活性的蛋白有关。9# 等人［&］用 :;<4（’
种蛋白酶抑制剂）为标准样品，以木瓜蛋白酶为底

物，测定与 :;<4当量的大肠杆菌表达的虹鳟 ./0!"!#$
%的活性，结果表明只有 (+=重组表达产物能够正
确折叠，获得生物活性。重组中华鲟 ./0!"!#$耐高温
的性能与 >?@$6 AA 等人［<］报道的重组鲤鱼 ./0!"!#$
在 <+B保温 &C#$抑制活性没有明显降低相似，但玉
米巯基蛋白酶抑制剂在 ’++B以内保温 (+C#$，仍有
’++=的活性［’4］，说明鱼类和玉米的半胱氨酸蛋白
酶抑制剂的结构有很大差别。重组中华鲟 ./0!"!#$
耐高温的性能较低，如用于水产品加工的添加剂，生

产风味食品，只要在食用前煮即可使 ./0!"!#$失活，

确保重组 ./0!"!#$应用的安全性。总之，与大肠杆菌
表达的重组 ./0!"!#$相比，毕赤酵母表达系统表达的
重组 ./0!"!#$有更高的表达量、更高的蛋白酶抑制活
性、更有利于重组蛋白的分离和下游加工工作，具有

较好的工业化应用前景。
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