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昆虫杆状病毒表达系统表达人载脂蛋白 !"!

朱媛娥 徐慧斌 赵志安 钟 江"

（复旦大学生命科学学院 微生物学和微生物工程系，上海 $%%9&&）

摘 要 载脂蛋白 ;H(I1!是高密度脂蛋白中最主要的蛋白，在胆固醇代谢及动脉粥样硬化等疾病的发生和控制

中有重要作用。为了建立大量生产和制备该蛋白的方法，昆虫杆状病毒表达系统被用来高效表达了两种形式的人

;H(I1!。不带有信号肽序列的 H0(;H(I1!蛋白表达后主要在细胞内，但在感染的晚期也有相当量的重组蛋白进入

细胞培养液中。用蛇磷脂酶 I$ 抑制因子"亚基信号肽序列引导表达的 ;H(I1!蛋白在感染早期可以被分泌到培

养液中。在此基础上，通过 JA-BK) L-HA;0(M- 疏水柱层析，从感染细胞的培养液中初步分离纯化了成熟的 ;H(I1!蛋

白。这一结果为 ;H(I1!的进一步研究和应用奠定了基础。
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高密度脂蛋白（O>CA16-BM>PK )>H(H0(P->B，OQR）是

血浆中的一类重要的脂蛋白，它参与胆固醇逆向转

运（S-,-0M- GA()-MP-0() P0;BMH(0P，ST8），将肝外细胞和

组织中多余的胆固醇转运至肝脏，并加以转化和清

除，因而具有抗动脉粥样硬化作用［! U 9］。载脂蛋白

I1!（IH()>H(H0(P->B I1!，;H(I1!）是 OQR 中最主要

的载脂蛋白［$，2］，它的缺失或减少会引起血浆 OQR
的降低，导致冠心病发病率的增加［#，4］。也有研究表

明，;H(I1!蛋白还具有抗氧化、抗凝和抗炎作用，以

及调节细胞粘附分子的表达、介导细胞内信号传导

等功能。它的这些功能对保护人体动脉管壁具有十

分重要的意义［3］。因此，;H(I1!已日益成为脂类代

谢研究的焦点之一。此外研究发现肝脏细胞膜表面

有 ;H(I1!和 OQR 的高亲和性受体［!，"，!%］，因此游离

;H(I1!以及 OQR 具有肝脏靶向的特点，这一重要

的特点使得 ;H(I1!在靶向药物研究中具有良好的

应用前景。

在体内，;H(I1!主要由肝脏细胞和肠细胞合

成［$，!!］，胞内新合成的 ;H(I1!以 $#4 个氨基酸的前

蛋白的形式存在，前蛋白向细胞膜移动，并被分泌到

胞外，在分泌过程中 + 端 !3 个氨基酸的信号肽（H0-
序列）被切除。分泌至血浆的 ;H(I1!蛋白系原蛋白

（H0(;H(I1!），它除了成熟蛋白的氨基酸序列外，+

端还带有 # 个氨基酸的 H0( 序列。在血浆里，H0( 序

列被某种未知的金属蛋白酶切除，最终形成含 $9&
个氨基酸的成熟 ;H(I1!［$，3］。R(F>M %/ +,［!$］发现 H0(
序列并非胞内加工所必须，去除 H0( 序列并不影响

信号肽的正确切割，但是会减缓 ;H(I1!分泌的速

率。也有研究提出虽然 H0(;H(I1!也具有构成 OQR
等功能，但成熟 ;H(I1!蛋白可以更好地促进胆固醇

逆向转运过程中前#1OQR 向"1OQR 的转化［3］，有助

于 ;H(I1!功能的发挥。

进一步探索 ;H(I1!的结构与功能及其在新药

开发中的应用，需要建立基因工程高效表达生产

;H(I1!方法。本研究成功地利用昆虫杆状病毒表

达系统，在昆虫 LE" 细胞中高效表达了 H0(;H(I1!，

还将一种新的蛇磷脂酶 I$ 抑制因子信号肽［!&］用于

;H(I1!成熟蛋白的直接分泌表达，并且初步分离纯

化了该蛋白。

# 材料和方法

#$# 材料

V;G18(1V;G#S 杆状病毒表达系统购自 R>E- 8-GAB1
()(C>-M WBG*；LE" 细胞由本实验室保存；LE1"%% WW 无血

清培养液购自 WB,>P0(C-B 公司。8+51:O 昆虫细胞培

养基粉剂购自 L>C.; 公司。限制酶购自 S(GA- 公司；



!"# $%& 聚合酶、!’ $%& 连接酶等购自北京鼎国公

司，其他生化试剂均为国内外公司生产的分析纯或

生化纯试剂。人血浆来源的 "()&*!蛋白由复旦大

学药学院吴满平、周佩教授提供。

!"# 方法

!"#"! 转 移 载 体 (+,*(-)"()&*!的 构 建：利 用

!"#.!、$%&/"双酶切从质粒 (,01*(-)"()&*!切

下 (-)"()&*!的 $%& 片段，克隆到载体 (+"23,"45 的

相应酶切位点中，得到转移载体 (+,*(-)"()&*!（图

5），并经酶切检验和部分序列测序确认。

!"#"# 转 移 载 体 (+,*0*"()&*!的 构 建：以 (+,*
"()&*!质粒 $%& 为模板，利用两次聚合酶链式反应

（678），将蛇磷脂酶 &9 抑制因子#亚基信号肽序

列［5:］插入 "()&*!序列的 ;<端，同时将 % 端 = 个氨基酸

长的 (-) 序列缺失，得到了带有信号肽序列，可分泌

表达成熟 "()&*!的 (+,*0*"()&*!。所设计的引物有正

向 引 物 5：;< $%$$%%%%$&%%%%&&%’&77&>&>*
>&&>7!>!>&!>&&7777777&>&>；

正 向 引 物 9：;< 7>7>>&!77’%&’’’%$$$%’(
$’&’%$’%$%&%$%$$%%%%$&%%%%&&%’&；

反 向 引 物：;< 77>&&!!77>!!!&!!7!>&>7&77:<
（其中黑体部分为信号肽序列）。第一次 678 使用

正向引物 5 和反向引物，反应条件为：首先 ?;@预

变性 ; ABC；然后以 ?;@变性 5 ABC，;=@复性 :D 2，
E9@延伸 5 ABC 的循环反复 :; 次；最后 E9@保温 5D
ABC。第二次 678 使用正向引物 9 和反向引物，反应

条件与第一次 678 相似，但复性温度为 ;’@。

678 产物经纯化，用 !"#.!、’()8!双酶切后

插入载体 (+"23,"45 的相应位点，得到带信号肽序

列、并缺失 (-) 序列的 (+,*0*"()&*!（图 5）。质粒经

酶切分析和插入基因的全序列测定验证正确。

图 5 (+"23,"45 质粒图谱及插入 "()&*!基因片段图示

+BFG5 !HI /B"F-"A )J (+"23,"45 "C/ 3HI
BC2I-3I/ "()&*! FICI J-"FAIC32

!"#") 重组杆状病毒的获得：表达 "()&*!的两株

重组杆状病毒均用 ,"4*3)*,"4 系统构建，根据 KBJI

!I4HC)L)FBI2 公 司 提 供 的 实 验 指 导 手 册 进 行。将

(+,*(-)"()&*!和 (+,*0*"()&*!质粒 $%& 转化大肠

杆菌 $.5D,"4 感受态细胞，在含有合适的抗生素和

M*F"L 的培养基上培养，选择白色的转化子，提取其

中的重组 ,"4AB/ $%&，用 678 验证转移载体上的

"()&*!基因片段的确已转座到 ,"4AB/ $%& 中（图

片未显示）。重组 ,"4AB/ $%& 转染 0J? 细胞，E9H 后

收获培养液上清，得到重组的杆状病毒作为原代病

毒液，’@保存备用。感染 0J? 细胞扩增病毒。

!"#"* 0J? 细胞的培养：0J? 细胞的单层培养、悬浮

培养以及无血清培养的方法参见文献［5’］。为了防

止小牛血清中带有的牛 "()&*!对实验结果可能的

影响，与表达有关的试验，其细胞均在无血清培养液

0J?DD $中生长。

!"#"+ 重组蛋白表达检测：以 ; N 5D; 4ILL2OAK 的活

细胞密度接种 9;4A9 培养瓶，同时加入适量重组病

毒液，使感染复数（PQR）约为 5(JSO4ILL，9E@ 培养，

E9H (G B G时将贴壁细胞完全吹打下来，取 5 AK 细胞

悬液，;DDD -OABC 离心 ; ABC，细胞沉淀中加入 5DD%K
9 N 0$0 样品缓冲液，0$0*6&>T（59U）电泳分析和

VI23I-C WL)3 检测，具体方法参见文献［5;］。第一抗

体为兔抗人 "()&*!抗体（购自 7"LWB)4HIA 公司）；第

二抗体为碱性磷酸酯酶标记的羊抗兔 RF> 抗体（购

自 0BFA" 公司），按生产厂商推荐的稀释比例使用。

!"#", 悬浮培养的 0J? 细胞中重组蛋白的表达分

析：在 59; AK 的三角瓶中接入 9DAK 活细胞密度大

约为 5 N 5D= 4ILL2OAK 的 0J? 细胞，在旋转摇床上以

9E@、5;D -OABC 摇动培养。隔天接种病毒，PQR 约为

;(JSO4ILL。’XH (G B G 加 入 蛋 白 酶 抑 制 剂 6P0+、

&(-)3BCBC、KIS(I(3BC 至终浓度分别为 5E%FOAK、5YD%FO
AK、DY;%FOAK，以防止重组蛋白被蛋白酶降解。每

隔 9’ H 取样 5 AK。5DDDD -OABC 离心 ; ABC，将上清

和细胞沉淀分离。细胞沉淀中加入 5DD%K 9 N 0$0
样品缓冲液；取 9DD%K 培养液上清，加入等体积预冷

的丙酮*无水乙醇（5 Z 5）混合液，充分混合以沉淀蛋

白，5DDDD -OABC 离心 ;ABC，去上清，待蛋白沉淀略干

后，加入 5DD%K 9 N 0$0 样品缓冲液。同上用 0$0*
6&>T 和 VI23I-C WL)3 检测。

!"#"- 分泌表达的重组 "()&*!蛋白的纯化：取

;DAK 经病毒感染 E9H 后的悬浮培养细胞的上清液，

加入 5A)LOK 盐酸调节 (. 至 =Y=，加入硫酸铵至终浓

度为 DY5 A)LOK，然后上样至 6HIC[L 0I(H"-)2I（购自

&AI-2H"A）层析柱，柱床直径为 5 4A，高 5D 4A。分

别用水、:DU丙二醇、EDU丙二醇分步洗脱［5］，收集
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洗脱液，同上分析重组蛋白的存在。

! 结 果

!"# 重组病毒构建

具 体 步 骤 见 !"#"$。 首 先 构 建 分 别 含 有

%&’(%’)*! 和 +*(%’)*! 基 因 的 转 移 载 体 %,-*
%&’(%’)*!和 %,-*+*(%’)*!（ 图 !），其 中 后 者 在

(%’)*!成熟蛋白前带有一段蛇磷脂酶 )# 抑制因子

"亚基信号肽序列［!$］：./+0122300,404)56+3，用

于分泌表达成熟的 (%’)*!。所构建的载体分别用

限制性内切酶分析、78) 序列分析等验证正确（结

果未显示）。

用两种转移质粒分别转化大肠杆菌 79!:-(;，
在转座酶的帮助下，质粒上的 (%’)*!表达框架被转

座到 -(;<=> 上。通过抗生素和 ?*@(A 筛选，分离得

到两种重组 -(;<=>。再用重组 -(;<=> 78) 分别转

染 +BC 细胞，D#E 后在倒置显微镜下观察，可见细胞

具有明显的感染症状（未显示）。收获培养液上清，

得到 两 种 原 代 重 组 的 杆 状 病 毒，分 别 称 为 F);*
%&’(%’)*!和 F);*+*(%’)*!。这两种重组病毒分别

以苜蓿夜蛾核型多角体病毒（ !"#$%&’()’ *’+,-$&.,*’
8G;AH’%’AIEH>&’J=J 4=&GJ，);.8K4）为骨架，借助多角

体蛋白启动子表达 %&’(%’)*!和带异源信号肽的 +*
(%’)*!。

!"! 重组 $%&’(!表达的检测

用 F);*%&’(%’)*!和 F);*+*(%’)*!两种重组病

毒分别感染单层培养的 +BC 细胞，D#E %L = L收获感染

细胞，以 +7+*K)6M 电泳和 NHJOH&P QA’O 检测，结果如

图 # 所示。%&’(%’)*!和成熟 (%’)*!在细胞内都有

很高的表达（图 #)）。经测定，其分子量与血清中分

离的 人 (%’)*!蛋 白 一 致，均 为 #RS7（图 $，T）。

NHJOH&P QA’O 显示该条带能与抗 (%’)*!的抗体反应

（图 #-），表明基因得到正确的表达。

!") 悬浮培养的 *+, 细胞中重组蛋白的表达和分泌

摇动 悬 浮 培 养 的 +BC 细 胞 用 重 组 病 毒 F);*
%&’(%’)*!和 F);*+*(%’)*!感 染 后，分 别 取 #T E、

TR E、D# E、CU E 等时间点的样品，离心分成细胞沉淀

和上清两部分，分别以 +7+*K)6M 和 NHJOH&P QA’O 检

测。图 $ 和图 T 分别显示了感染细胞胞内及培养液

上清中重组蛋白表达量的时间动态。加样量分别相

当于 !::#0 培养物中的细胞，或 V:#0 培养物中的培

养液上清。

图 # 重组 (%’)*!蛋白在单层培养细胞内的表达

,=@L# WEH HX%&HJJ=’P ’B &H;’<Q=P(PO (%’)*!
=P +BC <’P’A(IH& ;GAOG&H

)L +7+*K)6M JO(=PH> Y=OE 3’’<(JJ=H Q&=AA=(PO QAGH；-LNHJOH&P QA’O Y=OE
(PO=*(%’)*! (PO=Q’>IL !" F);*+*(%’)*! =PBH;OH> ;HAAJ；#" F);*%&’(%’)*
! =PBH;OH> ;HAAJ；$"ZP=PBH;OH> ;HAAJL )&&’YJ =P>=;(OH (%’)*!

图 $ F);*%&’(%’)*!感染细胞胞内及

培养液中重组 (%’)*!的动态

,=@L$ WEH >IP(<=;J ’B =PO&(*(P> HXO&(*;HAAGA(& &H;’<Q=P(PO
(%’)*! =P +BC ;HAAJ =PBH;OH> Y=OE F);*%&’(%’)*!

)L +7+*K)6M JO(=PH> Y=OE 3’’<(JJ=H Q&=AA=(PO QAGH；-LNHJOH&P QA’O Y=OE
(PO=*(%’)*! (PO=Q’>I；9L (%’)*! B&’< EG<(P %A(J<(；.L K&’OH=P
<’AH;GA(& YH=@EO JO(P>(&>；)&&’YJ =P>=;(OH (%’)*!

重组病毒 F);*%&’(%’)*!感染细胞后（图 $），细

胞内在 #T E 开始有少量重组 (%’)*!出现，TR E、D# E
和 CU E 表达量逐步上升。在培养液上清中，D# E 时

可见有相当水平的重组 (%’)*!出现，CUE 时重组

TCU 生 物 工 程 学 报 !C 卷



!"#$%!的量明显上升。&’()’*+ ,-#) 也验证了这些

结果（图 ./）。

重组病毒 0$1%2%!"#$%!感染细胞后（图 3），细

胞内同样在 435 "6 7 6即能观察到重组 !"#$%!，随后

表达持续上升，845 时细胞内的重组蛋白达到高峰，

9:5 时 胞 内 重 组 蛋 白 的 量 有 所 降 低。 与 0$1%
"*#!"#$%!明显不 同 的 是，0$1%2%!"#$%!感 染 细 胞

后，&’()’*+ ,-#) 在 435 即可以检测到细胞培养液中

有少量的重组 !"#$%!出现，3;5 时考马斯亮蓝染色

的凝胶中也可以看到明显的重组 !"#$%!条带，比

0$1%"*#!"#$%!感染的细胞中的情形至少提前 435。

这一结果表明蛇磷脂酶 $4 抑制因子"亚基信号肽

在昆虫细胞中得到了识别和加工处理。

值得注意的是，&’()’*+ ,-#) 显示感染的细胞内

有含量相当的两条带可以与抗体反应，分子量分别

约为 4; <= 和 4: <=，但考马斯亮蓝染色却显示相应

位置只有一条 4; <= 的主带（图 3）。

图 3 0$1%2%!"#$%!感染细胞胞内及培养液中

重组 !"#$%!的动态

>7?63 @5’ AB+!C71( #D 7+)*!%!+A ’E)*!%1’--F-!* *’1#C,7+!+)
!"#$%! 7+ 2D9 1’--( 7+D’1)’A G7)5 0$1%2%!"#$%!

$6 2=2%H$IJ ()!7+’A G7)5 K##C!((7’ ,*7--7!+) ,-F’；/6 &’()’*+ ,-#)

G7)5 !+)7%!"#$%! !+)7,#AB；L6 !"#$%! D*#C 5FC!+ "-!(C!；M6 H*#%

)’7+ C#-’1F-!* G’7?5) ()!+A!*A；$**#G( 7+A71!)’ !"#$%!

!"# 目的蛋白的分离纯化

含有 !"#$%!的感染细胞培养液上清直接用疏

水层析进行一步法浓缩、分离和纯化。培养液上清

经调节 "L 和盐浓度后，上样到 H5’+B- 2’"5!*#(’ 柱，

并用 L4N、.OP和 8OP丙二醇分步洗脱。2=2%H$IJ
和 &’()’*+ ,-#) 分析可以看出，该方法取得了较好的

初步分离纯化效果（图 Q）。

图 Q 分泌表达的重组人 !"#$%!蛋白的分离纯化

>7?6Q H*’-7C7+!*B "F*7D71!)7#+ #D (’1*’)’A *’1#C,7+!+) !"#$%!
R 6 N*7?7+!- (!C"-’；46 >-#G%)5*#F?5；.6 J-F)7#+ G7)5 .OP "*#"B-’+’

?-B1#-；3 6LFC!+ "-!(C! !"#$%!；M6 M#-’1F-!* G’7?5) ()!+A!*A

$ 讨 论

迄今为止，已有许多重组表达人 !"#$%!蛋白的

报道［4SQSR:］，最常见的是应用大肠杆菌原核表达系

统。但是在大肠杆菌中，!"#$%!的 CTU$ 极其不稳

定，表达的成熟蛋白亦易被降解，一般以融合蛋白的

形式表达，难以获得成熟 !"#$%!［R4］。也有研究者

选用在中国仓鼠卵巢细胞中表达重组人 !"#$%!，表

达量可达 4O#?VCW
［R:］。昆虫杆状病毒表达系统具有

多种优点，如表达水平高，能对重组蛋白进行一系列

转译后加工修饰等。

本文采用 /!1%@#%/!1 系统构建了表达人 !"#$%

!的两个重组杆状病毒，一是表达去除了天然信号

肽（"*’）序列，但保留 "*# 序列，另一个用一种异源的

信号肽———蛇磷脂酶 $4 抑制因子"亚基信号肽引

导表达成熟 !"#$%!。两种重组病毒感染 2D9 细胞

后，在多角体蛋白强启动子的作用下 !"#$%!基因均

得到了高效的表达，接近 ROO#?VCW。

比较两种病毒表达重组 !"#$%!的情况发现，带

有异源信号肽的重组病毒感染后，很快（435 "6 7 6，图

3）可以在细胞培养液中检测到明显的重组蛋白，而

不带有信号肽的重组病毒感染后，在感染晚期（845

Q9:: 期 朱媛娥等：昆虫杆状病毒表达系统表达人载脂蛋白 $%!



!" # "，图 $）时才在细胞培养液中检测到明显的重组

蛋白。这一结果提示蛇磷脂酶 %& 抑制因子信号肽

能被昆虫细胞识别，指导蛋白质的加工、分泌。但细

胞内仍然存留相当数量的重组蛋白，表明分泌效率

尚不够高。不带有信号肽的 ’!(%)!感染晚期在细

胞培养液中发现大量的重组蛋白（图 $、*），其中的

机理还有待探讨，可能是由于 ’!(%)!随脂质流动一

齐被排放到胞外。虽然不排除少量被感染细胞破裂

造成胞内蛋白外泄，但可能并不是主要的原因。重

组病毒不形成多角体，对细胞结构完整性的影响较

小，在感染后 $ + *, 未观察到明显的细胞破裂。同

时，感染晚期培养液中蛋白总量的增加，明显低于重

组 ’!(%)!量的增加，也表明培养液中 ’!(%)!水平

提高有一定的特异性。目前我们正在构建表达其它

一系列形式的 ’!(%)!的重组杆状病毒，比较分析它

们的表达和分泌，及表达产物末端氨基酸序列，从而

进一步了解该蛋白在昆虫细胞中的表达规律。

有报道指出，’!(%)!蛋白具有多个两亲性的"
螺旋结构，且蛋白很容易发生降解［-.］。而且在分泌

过程中，重组蛋白可与脂质结合，形成各种形式的脂

蛋白分子。这给该蛋白表达和分离纯化带来了一些

困难。/012034 56(2 检测时，在 &7 89 的主要表达产

物条带下面还有一条分子量较小（约 &. 89）的条带

（图 *:，;），推测可能是由于蛋白被部分降解的结

果，人血浆来源的 ’!(%)!有时可以观察到同样的降

解现象。另外，有时虽然 /012034 56(2 显示两条带，

考马斯亮蓝染色却只能看见一条带（图 *）。这其中

的原因还不清楚。我们在进行人血浆 ’!(%)!蛋白

实验时也常遇到类似的情况，提示以不同形态存在

的 ’!(%)!可能在电泳和考马斯亮蓝染色结果中有

些不同。类似的结果在文献中也有报道［-<］。

我们用 =>04?6 @0!>’3(10 疏水柱层析纯化蛋白，

比较了多种洗脱方法，发现用 $AB丙二醇和 <AB丙

二醇的分步洗脱效果和效率最佳，但回收率还有待

进一步提高。设想将分泌表达在上清中的 ’!(%)!
在分离纯化之前先脱脂，再通过疏水柱层析，有可能

优化纯化效果和效率，这有待于进一步试验。

C9D 和 ’!(%)!蛋白在抗动脉粥样硬化等心血

管疾病中的作用早已得到确认［- E *］，’!(%)!的结构

和功能，及其在周围细胞和肝脏细胞表面受体的研

究也日趋深入［-F G E --］，借助基因工程的方法得到大

量纯化的具有生物活性的 ’!(%)!蛋白将有助于上

述的各 项 研 究 和 应 用 工 作。本 研 究 成 功 进 行 了

’!(%)!的表达，初步分离了分泌的蛋白。分泌表达

方便了提取，表达产物是成熟蛋白，或是在血浆中可

自动加工成熟的原蛋白，为深入该蛋白的研究和实

际应用奠定了基础。
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安捷伦科技参展第十届北京分析测试学术报告会及展览会

在第十届北京分析测试学术报告会及展览会上，安捷伦科技展示了各种全球领先的分析仪器。安捷伦推出的最新仪器

和解决方案将为石油化工、环境保护、医药卫生、日用消费品及食品等行业提供分析与全方位解决方案，特别是要帮助中国的

环保分析、食品安全和药物分析研发与国际标准接轨。

安捷伦展示的仪器主要有第一款由中国团队自主开发制造、为中国客户量身定做的产品 DC./ 气相色谱仪，世界最前沿的

1BMO Z($#! 6*] 气质联用系统和 ^K_6*] YV5 飞行时间质谱等等，可以为石油化工、环境保护、医药卫生、日用消费品及食品等

行业提供分析与全方位解决方案。安捷伦的分析仪器被广泛应用于关系到人民生活质量的多个领域，包括蔬菜水果中农药

残留的分析，水产品、畜禽产品以及其它农产品中的药物残留的测定，可为中国食品出口构筑与国际标准接轨的平台，破除绿

色壁垒对出口的障碍。

在过去几年中，中国的化学分析市场一直保持两位数的年增长率。加入 ‘YV 则更推动了如安全食品、环境保护和石化等

市场的快速发展。目前，中国是安捷伦生命科学和化学分析事业部全球第三大市场，也是增长最快的市场。安捷伦科技一直

致力于通过投资、技术转让、人才培训以及多方合作等多种形式推动这一市场的长期发展。

要了解更多安捷伦科技的信息，请访问：XXX; @)&4$(! ; +9>。

MBDD 期 朱媛娥等：昆虫杆状病毒表达系统表达人载脂蛋白 2?!


