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摘 要 以 OND"#的功能短肽（>#肽，即 OND"#第 ";号至 <F号氨基酸）为导向部分与 KH>#（绿脓杆菌外毒素除去受体结合区后
的剩余部分）融合分别构建了 OND"#";D<F DKH>#的胞质和胞周质表达质粒，其中，OND"#";D<F DKH>#在 0&@188+:’-1（THE）中以高效胞质

可溶形式表达，在 UN!"（THE）7N/@6中以胞周质分泌形式表达；表达宿主菌 0&@188+:’-1（THE）超声波破碎后，依次通过硫酸铵盐
析、疏水层析、铜离子亲和层析、阴离子交换层析纯化后，得 G$V重组毒素纯品；细胞活性实验、细胞 HNO6=和荧光标记实验表
明，构建的 OND"#";D<F DKH>#符合免疫毒素的作用机理。因此，该实验为 KH免疫毒素的规模制备和纯化做了一定的有益的探索。
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免疫毒素的发展已经经历了两代，所用的导向

部分为单抗、单链抗体、激素分子、细胞因子或生长

因子，现将进入第三代，即用噬菌体展示技术改良或

分离新型的导向部分，改善免疫毒素的活性。但是，

免疫毒素的一些基本问题，如：免疫毒素的规模制

备、设计、稳定性等仍然是限制其发展的瓶颈［!］，我

们以前的实验表明："#$!%&’$() $*+,%免疫毒素能在大
肠杆菌中可溶表达，克服了传统免疫毒素包涵体形

式表达、复性率不高、稳定性差的难题，且其对靶细

胞的致死作用符合免疫毒素的机理，为此，我们提出

了细胞因子功能短肽可以替代细胞因子作为免疫毒

素导向部分的基本理论［&］。本次实验尝试进一步改

造功能短肽，提高免疫毒素的表达量，为 *+免疫毒
素的规模制备和纯化做一定实验探索。

通过分析 "#$!%与其受体结合的晶体结构及 "#$
!%功能短肽研究进展，发现 "#$!% 与受体结合主要
集中在 !$()位氨基酸，通过分析 "#$!%前 ()位氨基
酸的特点［’，)］，我们设计了另一种免疫毒素 "#$!%!-$() $
*+,%。利用 ./01234 *56技术扩增了 "#$!%!-$()基因，

与 *+,%融合分别构建了 "#$!%!-$() $*+,%的胞质内表
达质粒和胞周表达质粒：407$&-3（ 8）$"#$!%!-$() $*+,%，

407$&9:（ 8 ）$"#$!%!-$() $*+,%。 "#$!%!-$() $*+,% 能 在

6;<0773:2=0（>+’）胞质中高效可溶表达，在 ?#&!
（>+’）4#@<A胞周质亦能分泌表达。用 >BCA731蛋白
质软件分析 "#$!%!-$() $*+,%的特点，设计了如下纯化
程序：硫酸铵盐析、疏水层析、亲和层析、阴离子交

换层析，获得了纯化的免疫毒素，其纯度达到国家生

物制品要求。同时，对该免疫毒素进行了细胞毒性

实验、细胞 +#"AC和免疫荧光标记检测，证明靶细胞
的死亡确系免疫毒素所致。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌株、质粒和细胞：质粒 407$&-3（ 8）、407$&9:
（ 8 ）、6;<0773:2=0（>+’）、?#&!（>+’）4#@<A 购于
B;/3D0E公司；*+,%基因为本室保存；克隆菌 ! F "#$%
G.* 由孟锐奇研究员（HEI/01<I7@ ;J G0K3<）惠赠，
6CL&9,M)单核$巨噬瘤细胞购自中科院上海细胞研
究所，A4&N%骨髓瘤细胞和 O0223细胞为本室保存。
!"!"# 工具酶及试剂：限制性内切酶、G, >BC连接
酶、G3P >BC聚合酶、*56产物回收试剂盒均购自大
连 G3Q363 公司。*R0E;2 A04R31;<0 疏水层析、?=702
A04R1;<0疏水层析、5= 3JJIEI7@ 亲和层析、S A04R1;<0

阴离子交换层析所需试剂及层析柱均购自瑞典

*R31T3UI3 ?I;70UR公司。诱导剂 "*GV购自 W01UX 公
司，蛋白质相对分子量标准购自上海生物化学研究

所。兔抗 #O6O$*+,%为本室保存，辣根过氧化物酶
（O6*）标记羊抗兔 "DV为 AIDT3产品；荧光标记羊抗
兔 "DV为 AIDT3产品；*56引物、寡核苷酸片段的合
成及 >BC测序由大连 G3Q363公司承担；6*W"$!9,%
培养基为 V"?5.N?6#公司产品；YGG细胞毒性试剂
盒为 6;UR0公司产品。
!"!"$ *56引物及寡核苷酸片段的设计：根据 "#$
!%!-$() 氨 基 酸 序 列 设 计 引 物。 4!： (Z
U37DUU37DDD733UU ’Z ；4&：(Z DU7DUUDUUU7U77 ’Z；4’：(Z
U37D UU3 7DD D73 3UU 7DU UD3 3U3 7DU 7DU D7D 37U 7DU D7’Z，含
有 &"#!酶切位点；4,：(ZD33 D33 3D7 777 73U 3UD 3D3
D33 3DU 37U 3UD U3D 37U 3UD ’Z；4(：777 7D3 33D 33D D7U 73U
777 U73 D7U D3U U73 77D D3U D3U D3U 777 U77 3D3 D3U D3U (Z；
49：(ZU7D U7D 333 D33 7U7 U7D U7D D33 D37 77U 333 U37 37D DUU
D33 D3D DDU DDU 3DU’Z，含有 &’(!酶切位点，酶切位点
后面的为与 *+,%互补的 !-:4。
!"# 方法
!"#"! 目的基因的扩增与纯化：*56反应 ! ：*’与
*,互为模板，[,\预变性 ,(<，9-\延伸 9%<，!% 个
循环，得产物 C；*56 反应 &：*( 与 *9 互为模板，
[,\预变性 ,(<，9-\延伸 9%<，!% 个循环，得产物
?；*56 反应 ’：C 与 ? 互为模板，[,\预变性 ,(<，
9-\延伸 9%<，!%个循环，得产物 5；*56反应 ,：以 5
为模板，*!和 *&为引物，[,\预变性 ,(<，(%M,\退
火 ,(<，)&\延伸 9%<，’% 个循环，所得产物为 "#$
!%!-$()的基因，经 !]琼脂糖凝胶电泳回收。

!"#"# 表达载体的构建与鉴定：*56产物用 &"#!
和 &’(!双酶切，与经同样双酶切的含有 *+,% 的
407$&-3（ 8）的载体连接，得到融合蛋白表达载体
407$&-3$"#$!%!-$() $*+,%，筛选阳性克隆后测序鉴定，对

407$&-3$"#$!%!-$() $*+,%进行 &"#!和 !"#6!双酶切，
与经同样双酶切的载体 407$&9:（ 8）连接，得融合蛋
白表达载体 407$&9:$"#$!%!-$() $*+,%，筛选阳性克隆后
测序鉴定。

!"#"$ 表达蛋白及 A>A$*CV+分析：分别将 407$&-3$
"#$!%!-$() $*+,%、 407$&9:$"#$!%!-$() $*+,% 转 化

6;<0773:2=0（>+’）和 ?#&!（>+’）4#@<A，用终浓度为
!TT;2N#的 "*GV，’)\ ’R诱导表达。收集表达宿主
菌，用 !% 倍体积的蔗糖溶液（&%]蔗糖，&%TT;2N#
G1I<$52，&TT;2N# +>GC，4O)M(）悬浮菌体，,\放置 !%
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!"#，离心收集菌体，用 $% 重蒸水悬浮菌体，$%放
置 &’ !"#，离心，取上清液 ()(*+,-.分析蛋白表达
形式，然后收集表达宿主菌的原生质体，超声波裂解

后 ()(*+,-.分析蛋白表达形式。
!"#"$ /01203# 印迹分析：表达产物经 ()(*+,-.
后，电转移至硝酸纤维素膜上，进行 /01203# 印迹分
析，一抗为兔抗 4565*+.$’血清（使用前，用适量的
67102289:;0（).<）空菌超声破碎离心上清液吸附血
清，然后超滤得一抗血清），二抗为 56+*羊抗兔 =>-，
显色剂为 ),?。
!"#"% =4*&’&@*AB*+.$’的纯化：

&）用 <AC饱和硫酸铵盐析 67102289:;0（).<）超
声波破碎成份；+D0#7: (0ED83710 疏水层析：用含
’FA!!7:G4 硫酸铵的缓冲液（ H’!!7:G4 I3"1*J:，
H!!7:G4 .)I, ，E5@F’）平衡层析柱 &’个柱床，直至
流出液与缓冲液性质相同为止，用缓冲液溶解经

<AC硫酸铵沉淀法制备的粗纯化样品，以 <!4G!"#
的流速上样，再用起始缓冲液将流穿峰洗下直至基

线平稳，再行 ,（H’!!7:G4 I3"1*J:，H!!7:G4 .)I,，
’FA!7:G4 硫酸铵 E5@F’）! ?（ H’!!7:G4 I3"1*J:，
H!!7:G4 .)I,，E5@F’）梯度洗脱，梯度洗脱条件为
A!4G!"#，时间 K’!"#，再以 &’’C?保持 H’!"#，然后
超纯水洗脱 A个柱床，收集各组分峰进行 ()(*+,-.
和细胞活性分析。

H）?;20: (0ED83710疏水层析：用含 ’FA!!7:G4硫
酸铵的缓冲液（H’!!7:G4 I3"1*J:，H!!7:G4 .)I,，
E5@F’）平衡层析柱 &’个柱床，直至流出液与缓冲液
性质相同为止，样品进行补盐调整浓度至上样缓冲

液，其它程序同 +D0#7: (0ED83710疏水层析。
<）J; 离子亲和层析：样品进行平衡处理

（(0ED8L0M -*HA H’!!7:G4 I3"1*J:，N8J: ’F<!!7:G4，
E5BF@），用起始缓冲液 ,（H’!!7:G4 I3"1*J:，N8J:
’F<!!7:G4，E5BF@）平衡亲和层析柱 &’ O &A个柱床，
上样：以 ,（ H’!!7:G4 I3"1*J:，N8J: ’F<!!7:G4，
E5BF@）!?（H’!!7:G4 I3"1*J:，咪唑 ’FH!!7:G4，N8J:
’F<!7:G4，E5BF@）行梯度洗脱，梯度洗脱条件为
H!4G!"#，时间 K’!"#，收集各组分峰进行 ()(*+,-.
和细胞活性分析。

$）P (0ED3710阴离子交换层析：用起始缓冲液 ,
（H’!!7:G4 I3"1*J:，H!!7:G4 .)I,，E5BFA）平衡层析
柱 &’ O &A 个柱床，样品进行脱盐处理后（(0ED8L0M
-*HA，H’!!7:G4 I3"1*J:，H!!7:G4 .)I,，E5BFA）上样，
起始缓冲液 , 洗脱流穿峰至基线平稳，以 ,
（ H’!!7:G4 I3"1*J:，H!!7:G4 .)I,，E5BFA）! ?

（H’!!7:G4 I3"1*J:，H!!7:G4 .)I,，&!!7:G4 N8J:，
E5BFA）行梯度洗脱，梯度洗脱条件为 A!4G!"#，时间
K’!"#，收集各组分峰进行 ()(*+,-.和细胞活性分
析，用 47Q3R法试剂盒测定蛋白质浓度。
!"#"& 细胞培养：6,/HK$FB 癌细胞、50::8 细胞和
(+HG’骨髓细胞分别用 6+S=*&K$’完全培养基在 AC
JTH、<B%条件下单层贴壁培养。取对数生长期细
胞，吹打分散成单细胞悬液，将细胞数调至 H U &’$

个G!4，每孔 A’!4加入到 VK 孔培养板中，再根据要
加入样品的体积添加 $’ O $V!4的完全培养基，JTH

培养箱中过夜使之贴壁。

!"#"’ 细胞毒性试验：纯化的免疫毒素经过滤除
菌，和以 67102289:;0（).<）超声波破碎的过滤除菌液
为对照组，调整两者的蛋白浓度一致，按等倍稀释法

将不同量的样品加入各细胞孔中，使之总体积为

&’’!4，ACJTH、<B%条件下培养 &HD，取出在倒置
显微镜下观察结果，并利用 WII 法计算 =JA’ 的剂
量：VK孔培养板各孔中分别加入 &’’!4 WII染色试
剂，ACJTH，<B%条件下继续培养 $D，于 $V’#!波长
下 .4=(,检测仪测定吸光值，计算免疫毒素对各种
肿瘤细胞的 A’C蛋白质合成抑制的浓度。
!"#"( 细胞 .4=(,：各取正常生长的 (EHG’ H!4，吹打分
散成细胞悬液，置于三支试管，其中一支加入纯化的免

疫毒素，第二支不加任何样品作为对照 &，第三支试管
加入对照 67102289:;0（).<）超声波破碎成份的过滤除菌
液，调整其蛋白浓度与纯化样品一致，为对照 H，均放入
ACJTH、<B% JTH 培养箱作用 <’!"#，A’’3G!"# 离心

A!"#，以 ,液（+? A’!!7:G4，N8J: ’F&A!7:G4，E5BF@）洗涤
<次，其后的程序同常规 .4=(,。
!"#") 荧光标记检测：ACJTH，<B%细胞培养箱 $D，

(EHG’ 细胞充分贴壁后，每孔加入 H’!>G!4 浓度的
=4*&’H<*AB*+.$’ H’!4，对照组加同样浓度的 +?(
H’!4。放入细胞培养箱 HD后取出，吸出营养液，加
入 +?( H’’!4，然后吸出，重复洗 <遍。然后加入含
& XA’兔抗 4565*+.$’=>-的 +?( &’’!4，放 <B%温箱
HD，轻轻吸出所有液体，每孔加入 +?( H’’!4，然后吸
出，重复 < 遍，加入 & X H’ 稀释的荧光标记的二抗
+?(（含 <C?(,），放入 <B%温箱 HD，吸出所有液体，
用 +?(洗 <遍，使用荧光显微镜观察，照相。

# 结果

#"! 目的基因 *+,!-!(,%’片段的 ./0扩增
利用 7Y03:8E +J6 技术通过 $ 次扩增合成 =4*

V@彭其胜等：=4*&’&@*AB *+.$’高效表达、纯化及细胞活性之研究



!"!#$%&片段基因，经 ’(琼脂糖凝胶电泳观察，在 !%")*
处扩增出一条与预期值相符的特异片段（图 !）。

图 ! +,$!"!#$%&基因的 -./扩增
0123 ! -./ 45*61718491:; :7 +,$!"!#$%& <=>

!：<,’""" <=> 54?@；’：-./ *?:AB89C3

!"! 免疫毒素 #$%&’&(%)* %+,-’的两种表达载体构建
及鉴定

*D9$’#4（ E）和 *D9$’F)（ E）同为 =:G42D; 的 *D9
表达载体系列，后者带有 *D6H 6D4AD?信号肽，将 -./
扩增产物连接于含有 -IJ" 的载体 *D9$’#4（ E）后，
得 *D9$’#4$+,$!"!#$%&$-IJ"，经 !"#!和 $"#/!双酶
切后，插入相同酶切的空白 *D9$’F)（ E）即可得到
*D9$’F) $+,$!"!#$%&$-IJ" 表达载体（图 ’）。<=> 测
序证实两种表达载体插入的目的基因无碱基突变和

读码框转移。

!". 免疫毒素 #$%&’&(%)* %+,-’的表达与分析
两种表达载体 *D9$’#4$+,$!"!#$%& $-IJ"和 *D9$’F)$

+,$!"!#$%& $-IJ" 分别转化 /:CD994)6BD（<IK）、H,’!

图 ’ 重组质粒酶切鉴定
0123 ’ I;LM5D$A12DC91:; *?:716D

:7 ?D8:5)1;4;9 *64C51A
!：<,’"""；’：1AD;91718491:; :7 *D9$’#4$+,$!"!#$%& $-IJ" N19O !"#! 4;A
$"#/! A12DC91:;；K： +AD;91718491:; :7 *D9$’F)$ +,$!"!#$%& $-IJ" N19O
!"#! 4;A $"#/! A12DC91:;3

（<IK）*,MCP 后，经诱导表达后，表达产物行 P<P$
->QI分析，在 R?JK """有一条明显的条带，与预期

值相符（图 ’>，’H），表达宿主菌经过糖$水渗透溶胀
后，收集 /:CD994)6BD（<IK）菌体原生质体，超声波破
碎裂解，分别取其上清和沉淀进行 P<P$->QI，实验
表明免疫毒素 +,$!"!#$%& $-IJ"以可溶性形式表达，表

达蛋白经 S:A4@ !<电泳分析软件，其表达量为菌体
总蛋白的 ’"(（图 KH）；收集 H,’!（<IK）*,MCP菌体，
进行糖$水渗透溶胀，进行 P<P$->QI 分析，表明免
疫毒素 +,$!"!#$%& $-IJ"以分泌细菌周质形式表达（图

K>），其表达量为 %(。

图 K 免疫毒素的 P<P$->QI和免疫印迹分析
0123 K TOD DU*?DCC1:; *?:AB89C 4;46MCDA )M P<P$->QI（>，H）4;A VDC9D?;$)6:991;2（.）

（>）!：*D?1*64C518 7?4891:; :7 H,’!（<IK）*,MCP N19O *D9$’F)$+,$!"!#$%&$-IJ"；’：H,’!（<IK）*,MCP N19O *D9$’")$+,$!"!#$%& $-IJ"；K：H,’!（<IK）*,MCP；
J：*?:9D1; 54?@D?（7?:5 B* 9: A:N;：W&XJ，FFX’，JKXK!，’"!J@<）；（H）!：*?:9D1; 54?@D?；’：C:6B)6D 8M9:*64C518 7?4891:; :7 /:CD994)6BD（<IK）N19O *D9$’#4$+,$
!"!#$%& $-IJ"；K：/:CD994)6BD（<IK）N19O *D9$’#4$+,$!"!#$%& $-IJ"；（.）!：*?:9D1; 54?@D?，’：C:6B)6D 8M9:*64C518 7?4891:; :7 /:CD994)6BD（<IK）N19O *D9$’#4$
+,$!"!#$%& $-IJ"；K：/:CD994)6BD（<IK）N19O *D9$’#4$+,$!"!#$%& $-IJ"；J：8:;9?:6（/:CD994)6BD（<IK））3
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图 ! "#$%&%!$’( $)*+&对 ,-./&的半致死浓度（"0’&）
1234 ! "0’& 56657 89 "#$%&%!$’( $)*+& :8 ,-./&

! 讨论
免疫毒素是一种新型靶向性基因工程药物，它

采用基因工程技术，将人为设计的导向部分和毒素

部分进行基因融合，置于原核系统表达，它具有靶向

性强、生物活性高的特点，不失为一种良好的抗癌药

物。目前，对免疫毒素的研究主要集中在寻找合适

的导向部分，使其特异性强，对正常细胞毒性小，对

靶细胞毒性强，而且便于原核表达纯化，所用的导向

部分包括：单克隆抗体及其功能片段、生长/细胞因
子和可溶性受体。这些导向部分虽然已经人源化或

部分人源化，减少了免疫毒素的免疫原性，但是，其

与毒素基因融合并在原核系统中表达时大多以包涵

体表达，复性难度大，回收率低［%］。为了克服这个难

题，我们尝试用与细胞因子受体有特异结合能力的

功能短肽替代细胞因子作为免疫毒素的导向部分，

尽量减少导向部分的长度，使其不过分干涉细菌毒

素的阅读框架，让免疫毒素可溶表达，本次实验和以

前的实验证明了我们的这种思路的正确性［.］。

我们实验了免疫毒素对 ;<=.>+?( 单核$巨噬
瘤细胞、@ABB5细胞和 ,-./&骨髓瘤细胞的杀伤作用
（其中 ;<=.>+?( 单核$巨噬瘤细胞和 ,)./& 骨髓瘤
细胞上含有 "#$%&受体，@ABB5细胞上不含有 "#$%&受
体），在 .+C 内免疫毒素对 ;<=.>+?( 单核$巨噬瘤
细胞和 ,)./& 骨髓瘤细胞有明显的杀伤作用，对
@ABB5细胞没有致死作用。细胞 *#",< 和免疫荧光
标记表明，对细胞的杀伤是通过免疫毒素与细胞的

结合所致。从这个方面证明免疫毒素和绿脓杆菌外

毒素的作用机理是一致的，从而说明我们构建的 "#$

%&%!$’( $)*+&免疫毒素是成功的。
由于免疫毒素是静脉注射给药，且所需用量较

大，因此其纯度和易于规模化制备是我们实验中首

先应考虑的因素。同以前的实验相比，"#$%&%!$’( $
)*+&在 ;86A::5DBEA（F*G）中是以高效可溶形式表达，
表达量在 .&H左右，易于规模化制备，且较 "#$
%&.G$’( $)*+&明显提高，这是由于 "#$%&.G$’(的前 ’个氨
基酸中含有 .个精氨酸，有文献表明，重组蛋白前几
位若是精氨酸，其去质子化所需能量为 > I !
JK5B/L8B，在所有氨基酸中最高，它限制表达，将精氨
酸后移，一般能提高蛋白质的表达［+，’］。尽管 "#$
%&%!$’($)*+& 在 M#.%（F*G）-#76, 中也能胞周质分
泌表达，但是由于 M#.%（F*G）-#76,染色体中整合有
溶菌酶的基因，该菌在常温和 +N之间来回载换操
作时极易细胞裂解，导致核酸溢出，给纯化带来麻

烦，导致纯度不够［.］，因此本次实验我们尝试纯化

;86A::5DBEA（F*G）中的表达蛋白，通过 FO<,:5P 软件
分析免疫毒素的特性，发现其等电点为 +?!、疏水性
较强和有 +个组氨酸分布比较集中的特点，因此我
们设计了疏水层析、阴离子交换层析和铜离子亲和

层析作为免疫毒素的纯化方法，为了做到尽量减少

免疫毒素的损失，实验中我们引进了两种疏水层析

方法，先用 )CAQ8B ,A-C5P86A疏水层析将细菌中有一
定疏水性的蛋白浓缩，然后用 ME:AB ,A-C5P86A疏水层
析将疏水性较强的免疫毒素进一步浓缩出来［>］，然

后经过 0E 5992Q2:7层析和 R ,A-C5P86A阴离子交换层
析后免疫毒素的纯度达到 S>H ，符合国家生物制品
的纯度要求，本实验中之所以引入 R阴离子交换层
析，是因为它不仅有层析专一性，而且还有很强的浓
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缩功能。因此本实验为 !"免疫毒素规模制备和纯
化做出了有益的探索。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ #］ $%&’() * +,&-.,，/’-&’ * /’&0，12&32++’ 4 !" #$ 5 677-89+9:28.：;8

-<)’+%5 %&& ’!( )**+&,$，#==>，’(：?= @ A#
［ B］ !%83 CD（彭其胜），E,’83 $/（张国利），F- $G（吴广谋）!" #$ 5

D9(-H(% %:<&%..298，<-&2I2J’+298 ’8) JK+9+9:2J2+K 9I 6/L#MBNLOA L

!"?MP -./&!0! 1,+’&#$ ,2 3/,4.!*/0"’56 7,$!4+$#’ 3/,$,85（中国生

物化学与分子生物学报），BMMO，)’（?）：OM? @ OM=
［ N］ G99&% QF，)% F’’( G’(%IK+ *，49II7’8 */ !" #$ 5 68+%&(%-028L#M

’8) +,% 28+%&(%-028L#M &%J%<+9& 5 %&&+ 9!( )**+&,$，BMM#，’*：>RN

@ A>O
［ ?］ "83%(7’8 SG，D+%2+T U;5 U,% .<98+’8%9-. 28.%&+298 9I <&9+%28 28+9

’8) ’J&9.. 7%7H&’8%.：+,% ,%(2J’( ,’2&<28 ,K)&9+,%.2.5 -!$$，#=R#，

)+（B）：：?## @ ?BB
［ O］ S’V2. W$，G9)%( !5 ;8 ’&+2I2J2’( ’8J,9& )97’28：,K)&9<,9H2J2+K

.-II2J%. +9 .+9< +&’8.I%& 5 -!$$，#=RO，(’：>MA @ >#?
［ >］ ;7%&.,’7 !,’&7’J2’ 129+%J, !&%..5 XK)&9<,9H2J 28+%&’J+298

J,&97’+93&’<,K <&28J2<(% ’8) 7%+,9).5 ")2+298;1，BMMM，#RL#MBML

=M
［ A］ *%28%0% Y，D’H’+ *，Z9(0 XS !" #$ 5G’<<283 9I +,% 68+%&(%-028#M[

68+%&(%-028#M &%J%<+9& J97H28283 .2+%5 :’,"!/& ;4/!&4!，#==R，,：=O#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

@ =>M

“活体生物反应器”研究新进展

本刊曾介绍了生物反应器研究的新进展（BMMO，)’（O）：RMR），这里再作几点补充。
#P 克隆猪及克隆羊表达有关人体有益基因：日本农业生物资源研究所与名古屋大学合作，用克隆技术

和基因操作技术成功克隆出含有人体基因的猪和羊，再用这种含人体基因的猪器官移植到人体内，不会发

生排异反应。这充分表明此“工程器官”的外源基因与受体宿主细胞基因已融为一体，这样的整合对临床医

学有着重要的价值。“工程克隆猪”是如此，对“工程克隆羊”也是如此。如带有编码人体血液微量蛋白质的

羊，其乳汁中含有对人体有用的蛋白质（如 6\W、GU、+!;等），饮用这种含有一种有用蛋白质或复合的“工程
羊奶”，会起到医疗保健作用。但煮沸之后各蛋白质的效力如何，还有待进一步实验研究。日本研究者计划

将含有人体基因的克隆猪的器官移植到猴子体内，如能成功，则对人类更加有利。N ] ?年后用含有人体基
因的克隆羊进行药物开发实验，将能够更多地服务于人类。

BP 建构转基因奶牛有益于抗炎症，更好地自我保护：美国研究者建构的转基因奶牛能有效抵抗由金葡
菌（;"#<.5$,4,44+0 #+’!+0）感染引发的奶牛乳腺炎（注：此疾病在美国造成奶制品业经济损失达每年 BM 亿美
元；在英国，每年损失达 B亿美元左右），这种“工程奶牛”能生产一种溶菌酶，它具有溶解金葡菌的能力。实
验证明，此“工程奶牛”（含有溶菌酶蛋白）没有被金葡菌感染的迹象，表明外源酶基因表达产物可以起重要

作用；而对照奶牛乳腺感染的面积平均达 AM^。这说明外来金葡菌感染而引发的乳腺炎依然如故，甚至大
有蔓延之势。因此，建构抗病（乳腺炎）转基因奶牛对提高奶的产量和质量、确保饮用奶产品的安全有重要

价值。

NP 转基因克隆奶牛的奶可用来治疗胃病：这是我国研究人员取得的一项成果（中国农业大学和中国农
业科学院畜牧研究所共同努力合作的结果），他们从一头高产奶牛的耳中取出活体组织细胞，通过转基因技

术植入岩藻糖转移酶（对人的胃病有一定疗效）基因，再培养成奶牛胚胎，而后通过胚胎移植技术将克隆胚

胎移植到受体母牛子宫内繁育，R个多月降生（雌性），成长至 #= 个月，经人工授精怀孕，可继续繁殖后代。
由于遗传的因素，她具有高产奶的特性，出乳第 #天就产奶 #M多公斤，比一般的奶牛高出 #倍；到产奶高峰
期，每年可产奶 #万公斤，显示出巨大的开发潜能。
总之，转基因技术、克隆技术或将它们有机地结合起来，对于开发“活体生物反应器”生产人类必需的高

品质医用或保健产品具有明显的优势，有望实现产业化。对“活体生物反应器”的开发将产生可观的经济和

社会效益。

（柯 为）
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