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摘 要 根据 F:/F冠状病毒 F蛋白主要抗原表位的分析，将 F蛋白基因扩增成大小为 J$$ 7; _ "$$$ 7;的 %个片段，分别与裂
殖酵母载体 ;+]="连接，经电穿孔转化 =HL"菌株，得到诱导表达 %个片段的裂殖酵母菌株。对诱导表达产物进行 F5FPL:NS
和 U0?<08D 7)(<分析表明，F基因 %个片段在裂殖酵母中分别得到不同程度的表达，为进一步研究新一代 F:/F疫苗提供了材
料。
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4(5 6+’7) F:/F，?;2A0 ;8(<02D，50"#@(>20%/% A(>B%，0a;80??2(D

非典型肺炎，又称重症急性呼吸窘迫综合症（?03080 B1-<0

80?;28B<(8. ?.D48(60，F:/F），是 !$$!年底开始在全球范围内爆

发的一种新的传染性极强的呼吸系统传染病，最终确认引起

F:/F的病原体是一种新的冠状病毒，F:/F冠状病毒（F:/F

1(8DB328-?，F:/FPH(3）［"］。

F:/FPH(’病毒包膜主要包括三种糖蛋白，其中 F蛋白

是冠状病毒的主要的抗原蛋白。F 蛋白是一种膜蛋白，由

"!%R个氨基酸组成，质量 "J$ A5，大部分在外部，还有跨膜

区，是包膜的棒P球形的糖蛋白，它在病毒与宿主细胞表面受

体结合及介导膜融合进入细胞的过程中起关键性作用，F蛋

白与病毒的致病力的关系最为密切，可以诱导机体产生中和

抗体和细胞毒 =淋巴细胞反应［!，9］。



制备 !"#!疫苗有灭活疫苗、减毒疫苗、重组疫苗、$%"
疫苗等。目前我国主要研制 !"#!病毒灭活疫苗，并且已获
准进入!期临床研究。更有吸引力、更简单的途径可能是重
组亚单位疫苗，主要靶点是 !基因［&，’］。
裂殖酵母与更高等的真核细胞有许多相似的性质，可以

看作是与哺乳动物细胞类似特性的一种独特的酵母，其基因

组测序已完成，使得裂殖酵母在分子生物学研究中成为一种

真核模型，在外源基因的表达方面具有较好的前景。用裂殖

酵母作为宿主直到最近才引起重视，国外目前利用裂殖酵母

成功表达外源蛋白的例子很多，但国内研究报道极少［(，)］。

我们根据 !"#!的 !蛋白抗原表位分析［*，+］，利用生物软件设
计 ’对引物扩增除信号肽部分和跨核部分外的基因片段，分
别为 &* ,-./0* ,-，+0+ ,-.1()& ,-，1’/1 ,-.2’*+ ,-，2&&0 ,-.
**// ,-，2)*& ,-.*’++ ,-，得到含 !蛋白主要抗原表位的 ’个
片段，在裂殖酵母表达系统中进行了稳定表达，为开发 !"#!
疫苗打下了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒、菌株与培养基：裂殖酵母表达质粒 -%341 5
4676、裂殖酵母宿主菌 4871、裂殖酵母表达培养基 933均
购自 :;<=>?@AB;公司；-3$1+.4载体购自 4CDC#C 公司；!"#!
的 !全长基因、大肠杆菌宿主细胞 46710和 $E’"由本实验
室保存。裂殖酵母完全培养基 F9! 含 0G’H IBCJ> BK>?CL>、
*G0H AMNL@JB、22’ OAPQ CRB;=;BPS=J>=R=;BPMBNL=;BPN?CL=MPMIJ=;B
SIR?@LSM@?=RB；裂殖酵母基本培养基 933含 *G2H 933，933
T 4为含 10#O@MPQ硫胺（维生素 U1）的 933，933 T Q4为含
10#O@MPQ硫胺、0G22’APQ亮氨酸的 933。培养 !"#$%&’#$’( #)*’
时用 QU 培养基［0G’H IBCJ> BK>?CL>，1G0H >I->?@;B，1G0H
%C8M，-E )G0］。
!"!"# 试剂：78#引物由南方医科大学合成；小鼠源抗 V’抗
体购自 :;<=>?@AB;公司，含 E#7标记的羊抗鼠二抗的 WBJ>B?;
,M@>检测试剂盒购自博士德公司；$%"凝胶回收试剂盒、质粒
提取试剂盒购自上海申能博彩公司；4CX $%"聚合酶、R%47
购自 4CDC#C公司；其它试剂均为进口分装或国产分析纯。
!"# 方法
!"#"! !蛋白基因的扩增及测序：根据 !蛋白的抗原表位分
析和软件 -?=OB? -?BO=B? ’G0设计 ’对引物，以 !全长基因为
模板扩增 ’个片段，78#引物设计中在目的基因上游添加了
起始密码子，得到 ’个片段分别为 !1、!2、!*、!&、!’。扩增引
物分别如表 1。

!1、!2、!*片段 78#循环反应条件：/&Y变性 ’O=;；/&Y
&’J，’/Y (0J，)2Y /0J，共 *0个循环后；于 )2Y延伸 )O=;；!&、
!’片段扩增将循环体系中的退火温度变为 ’’Y，其它条件
不变。用 1H琼脂糖凝胶（含 9U）电泳观察扩增结果。将扩
增的 ’个片段分别与 -3$1+.4载体连接并测序鉴定，该测序
工作由南方医科大学完成。

表 ! $%&扩增所用的引物及其序列
’()*+ ! $,-.+, /+01+23+/ 1/+4 56, 78+ $%& (.9*-5-3(7-62

8@;J>?NL> 7?=OB? JBXNB;LB

!1（&*./0* ,-） ’Z"4[ ["8844["88[[4[8"88" *Z
’Z84[[4"""4488444[48""48 *Z

!2（+0+.1()& ,-） ’Z"4[ [[4"8""48"8"["4[84[ *Z
’Z ["""48"["""8"48"8[[88 *Z

!*（1’/1.2’*+ ,-） ’Z "4[ [["848"84[[4"84[[4[4 *Z
’Z 8"["[[4[[8""8"84[4""[ *Z

!&（2&&0.**//,-） ’Z "4[ [[8448"4[""[8""4 *Z
’Z848448444[""4["[48""[ *Z

!’（2)*&.*’++,-） ’Z "4[ [8["44"[48"""448""[" *Z
’Z 88""[[88"444""4"4"44[8*Z

!"#"# 重组表达载体的构建：将 ’ 个片段的 78#产物切胶
纯化后直接与裂殖酵母的表达载体 -%341相连，进行 4"克
隆，转化大肠杆菌 46710。挑取单克隆进行菌落 78#鉴定外
源基因的插入方向，78#引物为载体测序引物的上游引物与
目的片段下游引物或载体测序引物的下游引物与目的片段

上游引物，78#扩增反应条件同上（1G2G1）。取阳性克隆子于
含 (0 OAPQ氨苄青霉素的 QU培养基中培养，提取质粒，并进
一步进行测序鉴定。

!"#": 目的基因的转化与诱导表达：将测序鉴定的含目的
基因的重组质粒电转化裂殖酵母菌 4871，铺板于含 10#O@MPQ
硫胺的 933培养基（933 T 4），挑取单克隆培养，并提取酵
母质粒进行 78#鉴定，78#引物分别为目的片段上下游引
物，扩增条件同 1G2G1。酵母质粒提取方法：在含 1G’OQ 933
T 4培养基的 97管中培养单克隆细胞至 +,(00约为 1，收集

细胞并倒出上清液，加入 200#Q的酵母裂解液（2H 4?=>@; \.
100，1H !$!，100OO@MPQ %C8M，10O@MPQ 4?=J.E8M -E+G0，1O@MPQ
%C2 9$4"）、200#Q酚：氯仿：异戊醇（2’ ] 2& ] 1）、0G*A酸洗玻璃

珠，振荡 2O=;并离心 ’O=;，取上面水层到新的 9--B;R@?^管，
用 )0H乙醇沉淀，最后溶于 10#Q灭菌水中。取裂殖酵母重
组的阳性克隆子于 933T 4培养基中 *0Y过夜培养，然后用
不含硫铵的 933培养基洗涤并转入 933培养基中继续培
养，诱导 1( _ 2&S。
!"#"; 目的蛋白的检测：用玻璃珠破碎法提取裂殖酵母总
蛋白，溶于 49缓冲液中，煮沸 ’O=;后用含 ’H聚丙烯酰胺的
浓缩胶、10H的分离胶进行 !$!.7"[9 电泳。用于 WBJ>B?;
,M@>检测的鼠源性的抗 V’抗原表位抗体为一抗，以 E#7标
记的羊抗鼠 :A[为二抗，对目的蛋白分别进一步进行免疫检
测，转膜后切割 3C?‘B?用 1 a 丽春红染液染 ’O=;，与免疫检
测结果对照。

# 结果

#"! 目的基因的获取及鉴定
以 !"#!.8@V的 !全基因为模板，用 ’对引物 78#扩增

后分别得到 !1、!2、!*、!&、!’ 五个片段，与预期的结果一致
（见图 1）。测序的结果也与已知发布的序列一致。
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图 ! 目的片段的 "#$结果示意图

%&’(! "#$ )*+,-./ +0 1 ’232

4：567 89*:2* 5;<===；!：1> 0*9’823/；<：1? 0*9’823/；@：1@

0*9’823/；?：1< 0*9’823/；>：1! 0*9’823/ (

!"! 重组表达质粒的构建
用菌落 "#$鉴定外源片段的正反向插入，!A=B琼脂糖

凝胶电泳结果如图 <。培养正向插入的克隆子（如图 <中约
含 !=== C)的条带），分别提取质粒电泳并进一步测序鉴定，
测序结果与已发布的序列一致，分别称为 )64D!E1!、)64D!E
1<、)64D!E1@、)64D!E1?、)64D!E1>。

图 < 重组质粒 "#$鉴定示意图

%&’( < "#$ +0 /F2 *2.+8C&393/ )G9H8&,

4：567 89*:2* 5;<===；!："#$ )*+,-./ +0 )64D!E1!；<："#$ )*+,-./

+0 )64D!E1<；@："#$ )*+,-./ +0 )64D!E1@；?："#$ )*+,-./ +0

)64D!E1?；>："#$ )*+,-./ +0 )64D!E1> (

!"# 酵母克隆子鉴定
将鉴定的重组质粒 )64D!E1!、)64D!E1<、)64D!E1@、

)64D!E1?、)64D!E1>分别电转化裂殖酵母 D#"!后，提取酵母
质粒 "#$鉴定酵母阳性克隆子的电泳图见图 @，所挑取克隆
子鉴定均为阳性，证实重组载体已转化到裂殖酵母中，得到

酵母重组子 D#"!E)64D!E1!、D#"!E)64D!E1<、D#"!E)64D!E
1@、D#"!E)64D!E1?、D#"!E)64D!E1>。

图 @ 酵母质粒 "#$鉴定图
%&’( @ "#$ )*-,-./ +0 I29H/ )G9H8&,

4：567 89*:2* <===；!："#$ )*+,-./ +0 D#"!E)64D!E1@；<："#$
)*+,-./ +0 D#"!E)64D!E1?；@："#$ )*+,-./ +0 D#"!E)64D!E1!；?：
"#$ )*+,-./ +0 D#"!E)64D!E1<；>："#$ )*+,-./ +0 D#"!E)64D!E1> (

!"$ %&%’()*+
提取诱导后的酵母总蛋白进行 151E"7JK电泳，如图 ?。

其中 D#"!E)64D! E1!和 D#"!E)64D!E1>在约 @= :5处有明显
增强的条带（图 ?中箭头所示），而且诱导时间不同蛋白表达
量也不同。D#"!E)64D!E1<、D#"!E)64D!E1@、D#"!E)64D!E1?
蛋白电泳目的蛋白条带不明显，可能是表达量不高，需进一

步用免疫检测。

图 ? 重组蛋白 151E"7JK 电泳

%&’( ? 151 "7JK 939GIH&H +0 *2.+8C&393/

)*+/2&3H &3,-.2, 0+* !L F+-*H

4：)*+/2&3 89*:2*；!：/F2 CG93: D#"! &3,-.2,；<：D#"E)64D!E1!；@

D#"E)64D!E1<，?： D#"E)64D!E1@；>： D#"E)64D!E1?；L： D#"E

)64D!E1>A

!", -./0.12 3450
将提取的酵母总蛋白按 M2H2/2*3 CG+/检测试剂盒方法操

作，免疫检测结果如图 >。其中 D#"!E)64D!E1! 和 D#"!E
)64D!E1>在约 @= :5处有明显的特异性条带，D#"!E)64D!E
1<在约 @? :5 处有特异性条带，D#"!E)64D!E1@ 和 D#"!E
)64D!E1?在约 @N :5处有特异性条带。

图 > 1!、1<、1@、1?和 1>蛋白 M2H/2*3 CG+/图

%&’( > M2H/2*3 CG+/ 939GIH&H +0 D#"!E) 64D!E1!，

D#"!E)64D!E1<，D#"! O )64D!E1@，D#"!E)64D!E1?

93, D#"!E)64D!E1>

7( 4：)*+/2&3 89*:2*；!：CG93: D#"!；<：D#"!E)64D! E1!；@：D#"!E

)64D!E1> (

P( 4：)*+/2&3 89*:2*；!：D#"!E)64D!E1?；<：D#"!E)64D!E1@；@：

D#"!E)64D!E1<；?：CG93: D#"!(

=?L !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 <==>，Q+GA<!，6+A?



! 讨论

裂殖酵母是一种新型酵母，其培养方法和分子生物学操

作与其它酵母相似，裂殖酵母基因组测序 !""!年已完成，其
许多基因的功能已鉴定。裂殖酵母的许多性质同哺乳动物

细胞类似，不仅是研究高等真核生物一种很好模型，而且其

作为外源基因表达系统，具有各种翻译后修饰功能，表达的

蛋白接近其天然结构［#］，裂殖酵母表达系统越来越受到人们

的重视。本实验选择的表达载体 $%&’( 为去硫胺诱导的
)*+(启动子，该启动子在裂殖酵母表达载体中应用最广泛，
诱导活性强［,］，而且利用拓扑异构酶进行 ’-克隆，既可在大
肠杆菌中扩增又可转化裂殖酵母，操作方便。因裂殖酵母菌

株是亮氨酸（./01）营养缺陷型，需在补充有 ./0的培养基中
才能生长，而重组质粒载体含有 ./0基因，转化后可以在缺
乏 ./0的培养基上生长，可以初步筛选阳性克隆子。该载体
目的基因后面还有一个 23抗原表位基因和 4个 567标签，有
利于表达蛋白的检测和纯化。

8-98冠状病毒的 8蛋白全长 (!34个氨基酸，含有信号
肽（(:(; <<）和跨膜部分（(!(,:(!34<<），8蛋白是糖基化蛋白，
而且糖基化在其生物学活性中起重要作用［!，;］。目前报道的

8蛋白的表达多为原核系统表达，缺乏糖基化作用。因 8基
因全长较大，本实验根据北京大学生物信息中心对 8蛋白的
分析结果，将 8蛋白基因克隆为有部分重叠的 3个片段，利
用裂殖酵母进行表达。

从本实验表达的 3个蛋白 8=8:>-?@图中可以看出，8(
和 83蛋白（见图 A）的表达量较明显，表达的蛋白为 ;" B=左
右。但不同的诱导时间，影响了蛋白的表达量，在去硫胺后

诱导 (4 C外源蛋白得到最大表达，延长时间表达量反而降
低，D/7+/E) FGH+分析进一步证实了此两蛋白的表达。8(、8;、8A
蛋白虽然表达量不高，8=8:>-?@没有明显的增强条带，但通
过D/7+/E) FGH+分析（见图 3 I），说明此三个蛋白在裂殖酵母中
已表达，其中 8!蛋白约为 ;AB=，8;、8A蛋白约为 ;, B=。8!基

因与 8(、83基因片段大小差不多，但 8!蛋白要大 A B=左右，
可能是 8!蛋白糖基化程度不同，其原因有待进一步研究。
本实验成功地实现了 8-98的 8蛋白主要抗原表位片段

的真核表达，有利于 8蛋白生物学和 8-98疫苗研究，也为对
裂殖酵母表达系统的研究打下基础。
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《重组抗体》
沈倍奋 陈志南 刘民培 主编 !""3年 3月出版，_8I% #:";:"(A4;W:#，定价：#3N"" 元
重组抗体技术使制备人源化抗体和人源抗体成为可能，而这是其他常规的多克隆或单克隆抗体制

备方法所不可能做到的。本书共分为 !!章，向读者介绍了四个方面的技术：抗体库技术，包括组合抗体
库、噬菌体抗体库、细菌和酵母展示的抗体库、核糖体展示的抗体库及其抗体库的筛选技术；重组抗体基
因的改造和表达，包括抗体亲和力成熟、抗体人源化改造和稳定性改造，以及抗体基因在原核、酵母、昆
虫、哺乳动物细胞、植物及转基因动物中的表达；重组抗体效应功能的提高，涉及抗体与同位素、药物、毒
素结合的“导向药物”、双特异性抗体、抗体酶融合蛋白、免疫细胞因子及细胞内抗体；抗体特异性分析和
鉴定，主要介绍抗体的分离和纯化、抗体标记技术、抗体亲和力测定、抗体的抗原表位分析、抗体基因测
序和结构模建，以及常用的抗体鉴定技术，如 @._8-、免疫组化、Y-M8分析、免疫沉淀和 D/7+/E) FGH+等。
本书涵盖了当前重组抗体制备和改造中的大部分技术，对从事抗体研制的技术人员、生物技术公司及有关专业的大专院校师
生均有一定参考价值。
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