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重组人卵透明带 !"#蛋白在毕赤酵母中的表达

唐 键 谢琪璇" 潘善培 肖銮娟 董 鲁 张春雪 孙彩军
（暨南大学生殖免疫研究中心，广州 2!%#&$）

摘 要 利用 3 * 4+&/(*#& 表达人卵透明带 DE&蛋白。设计特定引物从全长 FDE& CG+H上扩增含跨膜区序列的人卵
透明带 DE&基因片段，并在 +末端接上串联组氨酸编码序列的重组基因序列；扩增片段插入表达载体 IEJK"L中；
线性化后的重组质粒转入 3 * 4+&/(*#& 中，用高浓度 M9!3 筛选高拷贝菌株，然后甲醇诱导目的蛋白表达。用 NGN1
EHM:和 O-P<-0@ /)(<分析表达产物。结果发现 3 * 4+&/(*#& 表达的人 DE&蛋白可以分泌到培养液中，并且可溶性好。
纯化前后的重组人 DE&蛋白均能与兔抗猪 DE&蛋白抗体发生交叉反应，证实表达的目的蛋白具有反应原性。

关键词 人卵透明带 DE&蛋白，3 * 4+&/(*#&，表达
中图分类号 QR3# 文献标识码 H 文章编号 !%%%1&%#!（$%%&）%#1%R231%2

卵透明带（D(@7 E-))AC;B7，DE）是哺乳动物卵细胞外包被
的一层糖蛋白基质。它在介导种属特异的精卵结合、诱导精

子顶体反应以及阻止多精子受精等方面起到重要作用［!］。

已知在人卵透明带蛋白的 &种糖蛋白组分里，DE&首先参与
精卵的识别过程［$］。抗 DE&的抗体可以阻止精卵识别和结
合，达到阻止受精的目的，DE&也就一直作为研制避孕疫苗的
潜在免疫原［&，9］。但是一个存在的问题是无法获得大量天然

的人 DE&蛋白用于抗生育研究。分子生物学的发展为突破
这一障碍提供了有利条件，利用基因重组的方法在体外表达

系统中大量表达人卵透明带 DE&蛋白，可为免疫抗生育研究
提供可靠而且成本低廉的卵透明带蛋白。GA;@首先在中国
仓鼠卵巢细胞（KST）中表达了人 DE& 蛋白［2］。S700;P［!］等人
分别在细菌、3 * 4+&/(*#&、昆虫细胞和 KST细胞中实验表达了
人卵透明带蛋白。除在 KST细胞中表达出可溶性透明带蛋
白外，在其他三种系统中，卵透明带蛋白积累在细胞内，且通

过破碎细胞获得的透明带蛋白只能溶于 # .()UV 尿素溶液
中，这给分离纯化带来很大的困难。鉴于 KST细胞表达人
卵透明带蛋白的成本高昂，我们期望通过一种较廉价且方便

的方法获得大量的人卵透明带蛋白。通过改进引物设计和

实验技术，我们在巴氏毕赤酵母（3 * 4+&/(*#&）中成功表达出了
可分泌且易溶于培养液的人 DE&蛋白。

$ 材料与方法

$%$ 材料
$%$%$ 质粒与菌种：IEJK"L 和 3 * 4+&/(*#& 购自 J@,;<0(W-@ 公
司。含全长人 DE& CG+H的 FDE&UIEJK"L质粒由本实验室利
用 S700;P博士赠送的含全长人 DE& CG+H的 E4N亚克隆制备。

$%$%& 酶及生化试剂：50(X !、6(/ !和 7+0 !等限制酶，

59 G+H连接酶，57W G+H聚合酶均购自宝生物工程（大连）有
限公司；酵母培养用 E-I<(@-和 Y+4购自 M;/C(公司；M9!3购
自广州威佳公司；蛋白质 .70Z-0购自上海生物化学研究所；
兔抗猪 DE&抗体本实验室自制；羊抗兔 JWMUSXE购自 ’-C<(0
V7/(07<(0;-P；其它试剂为国产分析纯；亲和层析柱和液相蛋白
纯化系统均为 H.-0PF7. EF70.7C;7 4;(<-CF公司产品。

$%$%# 寡核苷酸引物：根据 FDE& 的 CG+H 序列，设计下列
（表 !）这对引物扩增 FDE& 第 $& 位 [ 第 9%3 位氨基酸序列。
为便于 0FDE&蛋白的分离和纯化，在目的蛋白的 +端引入了
编码 #个组氨酸的基因序列，且 E!、E$中分别加入 50(X !
和 6(/ !酶切位点（由上海生工生物工程有限公司合成）。

表 $ 引物序列
’()*+ $ ",-.+, /+01+23+4

E0;.-0 N-=A-@C-P

E!（2\I0;.-0） 2\1H55MHH55KKH5KH5KH5KH5KH5KH5KHHKKKK5K5MMK5K55MK 1&\

E$（&\I0;.-0） 2\1H55MKMMKKMKHHKKHMMH5HHKHMKHM5KHMHM5K 1&\

$%& 方法

$%&%$ FDE&目的基因片段的扩增：以 FDE&的 CG+H为模板，

E!和 E$为引物进行 EKX扩增。扩增条件："9]变性 !.;@；

29]退火 &%P；R$]延伸 $.;@。重复 &%个循环。扩增产物在

!^琼脂糖凝胶中分离，用试剂盒（T.-W7 4;(1<-Z，J@C 产品，操
作按说明书进行）回收。

$%&%& 构建 IEJK"L10FDE&重组质粒：设计的上、下游引物中
分别含有 50(X !和 6(/ !酶切位点，因此用上述两种限制



酶酶切纯化回收的目的基因片段。质粒 !"#$%&也用这两种
酶进行酶切。酶切产物用试剂盒纯化。按目的基因片段的

摩尔浓度 ’( 倍于 !"#$%&的比例混合两种片段，在 )* +,-
连接酶作用下 ’./连接反应 ’0 1以上。连接产物经 ’2琼
脂糖凝胶电泳鉴定。连接产物转入感受态大肠杆菌，在 -3!
4 56平板上涂布，对阳性克隆进行快速 "$7鉴定［.］，筛选出
正确插入目的基因片段的转化子。挑出这样的菌落在 56培
养液中摇瓶培养，按常规方法提取质粒。质粒测序（上海生

工生物工程有限公司测序）。

!"#"$ 重组质粒 !"#$%&891:";导入 ! < "#$%&’($：用 )#* !限
制酶线性化重组质粒 !"#$%&891:";，电击转入 ! < "#$%&’($（电
打孔仪为 6=>87?@公司产品，操作按照仪器说明书进行）。
!"#"% "$7检测 91:";基因的整合：在 A+平板［B］上挑出转
化子，按 #CD=E9>FGC公司操作手册［B］作 "$7检测，扩增引物为
"’和 "0。
!"#"& 筛选 H*’I高抗性 ! < "#$%&’($ 转化子：从 A+板上挑出
转化子，划线涂布在 H*’I 浓度为 0JK3FL35 的 M"+8H*’I
板［B］上，0%/培养至单菌落出现；将长出的单菌落划线涂布
在 H*’I 浓度为 *3FL35的 M"+8H*’I 平板［.］上，0%/培养至
单菌落出现。

!"#"’ 91:"; 工程菌的扩增和诱导表达：从 H*’I 浓度为
*3FL35的 M"+8H*’I平板上挑取单菌落到 K35 M"+液［B］中，
0%/摇瓶培养 ’ @；离心后将菌体接种到 ’(35 6AHM 培养
液［.］中，0%/摇瓶培养 ’ @；离心后将菌体转入 0(35 6AAM培
养液［.］中，0%/摇瓶培养 * @。期间每 0*小时补充一次甲醇
（终浓度为 ’2）。取培养液进行 N+N8"-HO分析。
!"#"( 91:";表达产物的 N+N8"-HO分析：离心去除菌体后
的培养液，取 ’35透析、冻干，溶解于 *("5样品溶解液后，取
0("5在浓度为 ’(2的分离胶中进行 N+N8"-HO 电泳分析。
考马斯亮蓝染色后，用 PQ?CE=ER SCG凝胶分析软件（6=>87?@公
司产品）分析表达蛋白的分子量、含量和纯度。

!"#") 兔抗猪 :"; 多克隆抗体的制备：按照本实验室的方
法［I］分离纯化猪 :";蛋白，免疫新西兰白兔，制备抗血清。
!"#"* 表达产物的反应原性检测：完成 N+N8"-HO电泳的表
达产物电转移到醋酸纤维素膜（,$膜）上，用 "6N) 配制的
’26N-封闭 ,$膜，;B/，’1；"6N)洗涤 ;次；加入 ’T’((兔抗
猪 :";抗体，;B/，*1；"6N)洗涤 ;次；加入 ’ T ’( (((的 U7"8
羊抗兔 #FH，;B/，’1；+-68*U$V8U0S0 底物显色。

!"#"!+ 表达产物的纯化及反应原性检测：将培养上清液进
行亲和层析。培养上清液经 (J*K"3膜过滤后，上亲和层析
柱。用磷酸缓冲液（(J(03>VL5，含 (JK3>VL5 ,?$V，!UBJ*）洗去
未结合蛋白，然后用 ’(个柱体积的含 ( W (JK3>VL5咪唑的磷
酸缓冲液进行线性洗脱，分别收集穿透峰和洗脱峰组分，用

H0K脱盐柱脱盐。冻干后，进行 N+N8"-HO和 XGYEG9C ZV>E分
析。

# 结 果

#"! 扩增 ,-./$基因片段
从全长 1:"; [+,-上用引物 "’和 "0扩增出的 91:";基

因片段约为 ’J0\Z。该片段编码 0; W *(I位氨基酸的 1:";基
因片段，即去掉了 1:"; ,末端的前导肽序列而保留了大部
分的 $末端跨膜区序列。扩增产物在 ’2琼脂糖凝胶中电
泳，结果如 ]=F<’。图中第 0泳道里的核酸条带即为 91:";基
因片段。

图 ’ 引物 "’和 "0扩增 1:";

]=F<’ )1G 9GYQVE >^ ?3!V=^R=CF 1:"; ^9?F3GCE ZR "$7

’J+,- 3?9\G9；0J )1G ?3!V=^=G@ 91:"; ^9?F3GCE

QY=CF "’ ?C@ "0 ?Y !9=3G9Y

#"# 重组质粒的构建
+*&7 !和 ,&% !双酶切并纯化后的 91:";和 !"#$%&片

段在 )* +,-连接酶作用下连接成重组质粒，将连接产物转
入感受态大肠杆菌。用快速 "$7方法鉴定 56平板上的转化
子。将成功转入了重组质粒的大肠杆菌经摇瓶培养后提取

质粒。因为质粒 !"#$%& 的分子量为 %J;\Z，重组质粒
!"#$%&891:";的分子量约为 ’(JK\Z。从 ’2琼脂糖凝胶上可
以看出 !"#$%&的迁移率稍远于 !"#$%&891:";（]=F< 0）。将重
组质粒 !"#$%&891:";和质粒 !"#$%&作酶切，结果如 ]=F<;。
#"$ /01鉴定 ! 2 "#$%&’($转化子
线性化后的重组质粒 !"#$%&891:";导入 ! < "#$%&’($ 后，

涂布在 A+板上。A+板是缺乏组氨酸的培养基。! < "#$%&’($
含有突变的组氨酸脱氢酶基因（1=Y*），这种突变阻止了 ! <
"#$%&’($合成组氨酸。!"#$%&载体上含有野生型组氨酸脱氢
酶基因（-.)*），它能与 /($* 互补。因此转入了重组质粒
!"#$%&891:"; 的 ! < "#$%&’($ 能在组氨酸缺陷的培养基（A+
板）上生长。随机挑取 ;个 "< !?YE>9=Y转化子，用 "’和 "0作
引物从酵母基因组 +,- 中扩增 91:";，并且用整合有载体
!"#$%&的酵母作对照，扩增结果如 ]=F< *。图中可以看出 ;
个转化子（V?CG0 W *）中整合有目的基因，而对照菌（V?CGK）无
扩增条带。
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图 ! 质粒 "#$%&’和重组质粒 "#$%&’()*+#,的电泳分析

-./0! 123456.6 78 "4369.: "#$%&’ 32: );<79=.232> "4369.: "#$%&’()*+#,

?*; 974;<@43) A;./*> 78 "#$%&’（432;!）A36 69344;)

>*32 >*3> 78 "#$%&’()*+#,（432;B）

图 , 重组质粒 "#$%&’()*+#,的酶切分析

-./0, C;6>).<>.72 323456.6 78 "#$%&’()*+#, );<79=.232> "4369.:

B 0 DE1 93)F;)；!0 "#$%&’()*+#, :./;6>;: =5 !"#C! 32: $#% !；

,0 "#$%&’（)*+#, :./;6>;: =5 !"#C!；

G 0 "#$%&’ :./;6>;: =5 !"#C!；H0 ?*; 39"4.8.;: )*+#, 8)3/9;2>

图 G #%C鉴定整合有 )*+#,基因的 & 0 ’()%#*+)

-./0G #%C 323456.6 78 )*+#, /;2; .2>;/)3>;: .2>7 & 0 ’()%#*+) /;279;

B0 DE1 93)F;)；! I G0 )*+#, 8)3/9;2>6 A;); 39"4.8.;: @6.2/ #B 32:

#! 36 ").9;)6 8)79 >*; );<79=.232> "4369.: "#$%&’()*+#, >)32687)9;:

.2>7 & 0 ’()%#*+)；H0 ?*;); A36 27 *+#, 8)3/9;2> 39"4.8.;: 8)79

"#$%&’ >)32687)9;: .2>7 & 0 ’()%#*+)

!"# $%&’(表达产物的 )*)+’,-.分析
从 JGBK浓度为 G9/L9M的 N#D(JGBK平板上随机挑出 K

株工程菌在同样条件下培养。培养结束后培养液离心去除

菌体，均取 B9M经透析、冻干后进行 BOP QDQ(#1JR电泳分
析（-./0 H）。图中第二泳道是对照表达谱，即整合了载体
"#$%&’的 & 0 ’()%#*+) 的表达产物。它与其它 K 个整合有重
组质粒的酵母在完全相同的条件下培养。从图中看出，在

G,FD以下的组分里，第 ,、H I BO菌株有对照表达谱所没有的
特异表达蛋白。其中第 ,、H、&三株工程菌的特异蛋白表达
量较高，而第 G株工程菌蛋白表达谱不同于其他工程菌。

图 H )*+#,表达蛋白的 QDQ(#1JR分析

-./0H QDQ(#1JR 78 ;S");66;: )*+#, ")7>;.2

B0#)7>;.2 974;<@43) A;./*> 93)F;)；!0%72>)74 & 0 ’()%#*+) ;S");66;: ")7>;.26；

, I BO0 ?)32687)9;: & 0 ’()%#*+) =5 )*+#, /;2; ;S");66;: )*+#, ")7>;.26

!"/ 兔抗猪 &’(多克隆抗体与人卵透明带的交叉反应
将兔抗猪 +#,蛋白的抗血清与人卵巢组织切片进行反

应，可以看到该抗体与人卵透明带发生了免疫反应（-./0 T）。
图中箭头所示的深色部分即为透明带上的免疫沉淀层，证明

兔抗猪透明带蛋白的抗体可与人卵透明带发生免疫交叉反

应，可用于检测人卵透明带抗原。我们用游离的人卵所做的

实验也得到相似的结果（图片未显示）。

图 T 兔抗猪 +#,蛋白抗血清与人卵透明带反应

-./0T %)766();3<>.U.>5 78 32>.("+#, 32>.=7:.;6 A.>* *@932 +#

?*; 3))7A6 6*7A >*; .99@2;(");<.".>3>.72 78 *+# 32: 32>.("+#, 32>.=7:.;6

!"0 $%&’(表达产物的反应原性分析
为了验证 QDQ(#1JR 凝胶上的特异蛋白带是 )*+#, 蛋

白，进行了 V;6>;)2 =47>检测。从 -./0 H看出除第 G株工程菌
以外，其余 W个工程菌（第 ,、H I BO菌株）的表达产物相同，
但是第 ,株工程菌的特异蛋白表达量最高。因此只选取第
,、G株工程菌和第 !株对照菌的表达产物作 V;6>;)2 =47>检
测。取与 -./0H中相同样品量上样，完成 QDQ(#1JR后，将所
有蛋白条带转移到醋酸纤维素膜上；BPXQ1封闭后，用兔抗
猪 +#,抗体和羊抗兔 $/JLYC# 分别完成一抗和二抗反应。
在显色剂作用下可以看到第 ,株工程菌的特异表达蛋白带
呈阳性显色带（箭头所示），而第 !和 G株菌则无阳性显色带
（-./0W）。这表明 )*+#,蛋白在 & 0 ’()%#*+) 中获得表达且具有
反应原性。
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图 ! "#$%&表达产物的蛋白印迹分析

’()*! +,-.,"/ 012. 23 ,45",--,6 "#$%& 5"2.,(/

7 * 8/, ."9/-32":9/. ;(.#2<. ,45",--(/) "#$%& 5"2.,(/；

= * 8/, ."9/-32":9/. ,45",--(/) "#$%& 5"2.,(/ ;#(># >2<16

",9>. ;(.# 9/.(?5$%& 9/.(026(,-；&* @2/."21 ! * "#$%&’($

!"# $%&’(表达产物的纯化及反应原性分析
"#$%&表达产物经亲和层析纯化的结果如 ’()* A，前面为

穿透峰，后面紧接着就是 "#$%&蛋白的洗脱峰。将分别收集
的穿透峰和洗脱峰组分进行 BCB?%DEF分析，结果如 ’()* G。
可以看到第二泳道里有纯化的 "#$%& 蛋白（箭头所示）。将
它们作免疫印迹分析（’()*7H），从图中可以看出只是纯化的

"#$%&蛋白有反应原性，穿透峰里没检测出有反应活性的组
分。利用 I<9/.(.J 8/,凝胶分析软件和蛋白纯化系统软件分
析纯化的 "#$%&蛋白的表观分子量约为 &=KC L &MKC；表达量
不低于 =H:)NO。

图 A "#$%&表达产物亲和层析

’()*A %<"(3(>9.(2/ 23 "#$%& 5"2.,(/- 0J P(?>#,19.(/)

933(/(.J >#"2:9.2)"95#J

图 G "#%&蛋白纯化后的 BCB?%DEF分析

’()*G BCB?%DEF 23 .#, 5<"(3(,6 "#$%& 5"2.,(/-

7Q%"2.,(/ :21,><19" ;,()#. :9"K,"；

=QR#, 5<"(3(,6 "#$%& 5"2.,(/-；
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图 7H "#$%&蛋白纯化后的免疫印迹分析

’()*7H +,-.,"/ 012. 23 .#, 5<"(3(,6 "#$%& 5"2.,(/-

7QR#, 5<"(3(,6 "#$%& 5"2.,(/- ;#(># >2<16 :9K, 9/

(::</, ",9>.(2/ ;(.# 9/.(?5$%& 9/.(026(,-；

=Q R#, 312;?.#"2<)# 3"9>.(2/-

( 讨 论

解决人卵透明带蛋白的来源是进行抗生育研究的首要

问题之一。我们参照 S9""(-等人的实验，作了技术改进后，
所表达的 "#$%& 能够分泌于培养上清，且可溶性好，易于分
离。有反应原性的组分在纯化后的产量也比较可观，这样的

实验结果令人鼓舞，也有价值继续用于后续的研究中。

但在本实验中也出现了一些问题有待于我们去研究和

证实。比如相较于 S9""(-等人的实验结果，我们的表达产物
能溶于培养上清，但其确切原因还不清楚。只是推测由于我

们在扩增 #$%&基因片段时保留了 #$%& @末端的大部分跨膜
区序列，可能是这个跨膜区序列促成了 "#$%& 蛋白的分泌。
还比如表达的 "#$%&蛋白分子量不均一，且小于预期值。
尽管存在以上的一些问题，但幸运的是表达的 "#$%&蛋

白能被兔抗猪 $%&抗体所检测。利用兔抗猪 $%& 抗体检测
人 $%蛋白的主要依据是：猪 $%&与人 $%&有很高的同源性，
猪 $%&的核酸序列与人 $%&的同源性为 AHT，氨基酸同源性
为 !MT。由于天然人透明带很难得到，更难以分离纯化出

$%&组分用于免疫制备抗血清。而猪 $%蛋白较易获得，又与
人透明带具有免疫交叉反应性，所以，在得不到人 $%&抗体
的情况下，利用猪 $%& 抗体检测人 $% 具有很强的实用性。
我们分别利用兔抗猪 $%&抗体与人卵巢组织切片、游离的人
卵进行免疫反应，均证实兔抗猪 $%&抗体的确可与人透明带
产生免疫反应，证明用兔抗猪 $%&抗体检测人 $%&蛋白是可
行的。由于所表达的 "#$%&蛋白能与抗猪 $%&抗体反应，因
此可以认为表达出的 "#$%&蛋白具有人卵透明带蛋白的反应
原性。此外，人们在抗生育研究中还发现了另一个令人兴奋

的现象，即并非只有全长 #$%&蛋白引起的抗体才能阻止精
卵结合，它的某些小肽段引起的抗体同样能够阻断精卵结

合。因此，尽管我们所获得的 "#$%&蛋白可能不是全长 #$%&
蛋白，但由于它们具有反应原性，可以初步认定它们具有用

于后续研究的实用价值。
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