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人血清白蛋白和人干扰素!!"的融合蛋白在毕赤酵母中的表达
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摘 要 为了延长 VW)!!6在血浆中的半衰期，构建了编码 LN8和 .VW)!!6的融合基因并在毕赤酵母中获得高效表达，工程菌
经 7X发酵罐培养后获得的含融合蛋白的培养液经超滤浓缩、蓝色葡聚糖凝胶层析、疏水柱层析以及阴离子柱层析，融合蛋白
的纯度达到 E7Y以上。该融合蛋白能与干扰素抗体和人血清白蛋白抗体结合，并表现出与重组干扰素!!6相似的抗病毒活
性。以猕猴为动物模型，分别从静脉和皮下单剂量给药，给药浓度为 E""?Z[?时，在 $$#.后血浆中仍可检测到融合蛋白。其静
脉注射的血浆半衰期为 D"D.，皮下注射的半衰期为 #BK!.。皮下注射的生物利用度为 #UKEY。VW)!!6与 LN8融合后，明显的
延长了血浆半衰期，显现了其良好的临床应用前景。
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作为抗病毒和免疫调节类药物，许多重组的天

然结构的 V 型 VW)!（ VW)!，包括 VW)!!+，VW)!!6，
VW)!D6等）以及重组的非天然结构的 V 型干扰素
（VW)C-&>）已广泛用于临床，并能有效的治疗多种人



类病毒性疾病和肿瘤［!，"］。#$%!能有效抑制乙型和
丙型肝炎病毒的复制和降低患者血浆转氨酶［&］。然

而，作为一个小分子蛋白，#$%!从血浆中清除的速
度较快，其清除相半衰期为注射后的 & ’ ()，"*)后
在血浆中就已检测不到 #$%!的存在，这对治疗是极
为不利的［*］。#$%用于肝炎治疗时，通常为每天一
次或每周二次注射，但是在大部分治疗时间内，患者

体内 #$%浓度是低于有效浓度的，而另一方面，在给
药后，血药浓度达到峰值时，其药物浓度又是远高于

有效浓度，这就会产生明显的副反应［+］。为了增加

#$%!在体内的半衰期，现在广泛采用的是 ,-.修饰
法，目前已 有 */01 左 右 ,-. 修 饰 的 #$%!"2
（,342525!，678)3）［9，:］和 !"01 左右 ,-. 修饰的
#$%!";（,-.<#=>?7=，@8)3?A=4<,B7C4)）［(<!/］应用于临
床。这两类产品均可明显延长 #$%!在体内的半衰
期。众所周知 ,-.修饰在蛋白分子的赖氨酸残基
上，#$%!含有 !/ ’ !!个赖氨酸，因此 ,-.修饰可以
形成不同的异构体。这种众多异构体混合物造成不

同的生理反应［!!］。虽然，利用定点基因突变的方法

引入一个半胱氨酸（D+E），并在此半胱氨酸上进行
,-.修饰，从而可以实现单价定位修饰［!"］。但是，
这种突变的 #$%!的免疫原性需要进一步进行人体
评价。

人血清白蛋白（FCG2= 53?CG 2B;CGA=，F@H）是人
体血清中的主要成分，对维持体内渗透压和血浆体

积起着至关重要的作用。人血清白蛋白是分子量为

99I+01的非糖基化蛋白，肾清除率非常低，体内半
衰期为 !* ’ "/J。它也是体内因子和药物转运的天
然载体。因此，人血清白蛋白可望作为提高小分子

蛋白在血液中的半衰期的载体。K3) 等发现，克鲁
维氏酵母表达的 F@H<E1* 融合蛋白在以家兔为动
物模型的实验中半衰期比单独的 E1* 延长了 !*/
倍［!*］。而克鲁维氏酵母表达的 F@H< #$%!的融合蛋
白（2B;CL3?7=）在猕猴体内的半衰期比单独的 #$%!
延长了大约 !(倍［!+，!9］。
本项研究在毕赤酵母中高效表达了含 ....@

连接肽的 F@HM#$%!";融合蛋白，经纯化后，对此融
合蛋白的理化性质及药代特性进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒和菌株：N.-O<P 载体，购自 ,?7G342
公司；NF#Q<1"毕赤酵母表达载体，购自 #=RA>?743=公
司；! S "#$% 1F+!，本室保存；&%"’%( )(*+#,%* -.!!+，购

自 #=RA>?743= 公司
!"!"# 培养基和添加剂：细菌培养基酵母抽提物，
胰蛋白胨为 TU7AJ 公司产品，细胞培养基为 1O-O
低糖培养基，购自 .#VET公司；胎牛血清为 FW8B7=3
产品；无氨基酸酵母氮源为 .#VET公司产品。
!"!"$ 多克隆抗体：兔抗人 F@H抗体购自 EB7=>38)
公司，羊抗人 #$%!抗体为美国 ,3N?7>38)公司产品，
辣根过氧化酶标记的羊抗兔抗体、辣根过氧化酶标

记的兔抗羊抗体购自北京欣经科公司。

!"# 方法
!"#"! 表达载体的构建：从人胎肝 81%H 文库
（EB7=3>38) E7S）中得到 F@H的全长 81%H，采用的两
条引物分别为：+X<.EPPE.HHHEEHP.HH.P...PHH
EEPPPHPPPEEEP<&X 和 +X PH..HPEEHEEHEEHEEHH
..EEPHH..EH.EPP.HEPP.E&X；从 ,FH 致敏的人
淋巴细胞总 6%H 中用 6P<,E6 的方法得到 #$%!";
的成熟肽序列，采用的两条引物分别为：+X
HP..HPEEP.P.HPEP.EEPEHHHEEEHEH. &X 和 +X
HP.HHPPEPPH...EP...EH H..P..E.&X。然后，
将 F@H 和 #$%!"; 基因分别克隆到 N.-<P 载体
（#=RA>?743= E7S）和 NYE!Z中并进行序列测定。确证
后将基因分别利用 /.&[M!"#6"和 0(1F"M!"#6"从
载体 上 切 下 来。 F@H 的 终 止 子 被 铰 链 肽
.BW.BW.BW.BW@3?替代，再与 #$%!"; 基因相连。为了
将 F@H与 #$%以融合蛋白形式从毕赤酵母分泌表
达，我们选择 NF#Q<1" 质粒（简称 N1"）作为载体。
在该载体 HT\启动子下游 /*)#与 !"#6"位点间
插入 F@HM#$%基因，因 N1"载体上有两个 /*)#位
点，为了方便操作，N1" 载体用 2$("酶切掉 3%**
和 &XHT\，自身连接后命名为 N1& 载体。F@HM#$%
融合基因基因被克隆到 N1&载体的 /*)#与 !"#6"位
点间，形成了 N1&<F@HM#$%。用 ."("M!"#6"双酶
切将包含有 3%**和 &XHT\基因的 1%H片段从 N1"
载体上切下后插入到 N1&<F@HM#$%上同样位置，即
获得包含有融合蛋白基因的表达载体 N1"<F@HM#$%
（见图 !）。
!"#"# 质粒转化：提取 N1"<F@HM#$%质粒约 !/$4，
用 /#+"线性化后转化酵母菌 .@!!+。在 &/]培养
* ’ :J后，挑取 FA5^克隆接种于 "+GQ的 VO.K培养
基中，以 "+/?MGA= 的速度在 &/]摇床中振荡培养
"*)，然后加入 /I+_的甲醇开始诱导，每 !")诱导一
次共诱导 :")。用 @1@<,H.-分析每个克隆是否有
融合蛋白的表达，并且用 ‘A5) 细胞检测培养物中
#$%!的抗病毒活性。
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图 ! "#$%&’%#()*$+,载体的构建
+-./! 012345674-12 18 "#$%&’%#()*$+,

!"#"$ 工程酵母发酵：工程酵母接种 !99:; <=&
培养基，摇床 >9?，’@95*:-2培养 ’AB。接种至装有
’C@; 基础培养基的 @; 发酵罐（D/ D5E62 015"/
FG5:E2H），接种前用氨水将培养基 "#调至 @CI。发
酵过程控制温度为 >9?，溶氧始终大于 ’9J饱和
度，"#值不高于 KC9。培养至甘油耗尽后，以A9:;*B
速度开始流加补料培养基继续培养，至密度 !"K99值

约为 !’9时，以 ’9:;*B的速度流加诱导培养基开始
诱导表达，共诱导 LKB。离心收集培养上清液用做
融合蛋白的分析。

!"#"% 表达产物的纯化：将 @; 罐发酵培养物经
!99995*:-2离心后，收取离心上清液，调到合适的 "#

值后，使用 M$;;$=NOP 超滤系统对发酵液进行超
滤，使体积浓缩到 !*!9 Q !*’9。超滤后离心去除不
溶物。使用亲合柱 D;RP%(G"BE513G进行粗纯化。在
中性 "#值下上样，样品使用 ’:1S*; ,E0S洗脱；DS6G
(G"BE513G柱洗脱峰加硫酸胺至 9CI:1S*; 后在中性
"#下过 "BG2HS%3G"BE513G柱，使用 ’9::1S*; =D洗脱，
收集约 9C>:1S*;硫酸胺的洗脱峰，稀释后在中性 "#
环境过 (NRO0P T柱，使用 9 Q 9C@:1S*; ,E0S梯度洗
脱目标峰。使用 (G"BE513G F’@ 柱对精纯化样品脱
盐。样品保存于 !9::1S*; =D 中。
!"#"& 表达产物的免疫印迹分析：取工程菌和对
照菌（只带有 "#$;%&’ 空载体）的培养上清液，’!.

@U!唱韶红等：人血清白蛋白和人干扰素"’V的融合蛋白在毕赤酵母中的表达



纯化后的融合蛋白，!!" #$%做 $&$’(%)*后转移到
+,膜上，封闭后与 #$%抗体（- .-///）、人 01+"抗体
（- .-///）反应，室温振荡结合 !2，再与酶标二抗反应
-342，最后用 5(&显色。
!"#"$ 01+活性测定：根据 6789:;<=9:［->］的 01+"测
活方法，将对数生长期的 ?9;2 细胞弃去培养液，用
(@$洗 !遍后胰酶消化，收集细胞，用含 -/A血清的
&B*B将细胞稀释至（!34 C D34）E -/4 个FGH，加入
IJ孔板中，每孔 -//!H，于 D>K二氧化碳培养箱中培
养 L C J2。在另一 IJ孔板中倍比稀释 01+标准品及
融合蛋白样品，每孔 -//!H，将样品溶液按顺序加入
到 ?9;2细胞的培养板中，D>K二氧化碳培养箱中继
续培养 -M C !L2后弃去培养液，每孔加入 -//!H 病
毒溶液继续培养 !L2。显微镜下观察 01+标准孔中
4/A细胞出现病变点时，弃去培养液，每孔加入
4/!H染色液，室温放置 D/G9: 后弃去染色液，用流
水小心冲洗后吸干残留水分每孔加入 -//!H 脱色
液，室温放置 D C 4G9:，4>/:G测吸光值。
!"#"% 药物动力学试验：分别从皮下和静脉给猕
猴单剂量注射 #$%F01+"!8，注射剂量为 I/!"FN"。选
取不同的时间点抽取猕猴的血液样品放入 *&O%抗
凝管中，离心后用 01+"*H0$% N9<;（,PQ:<=R2S RQ）测定
血浆中融合蛋白的量。

# 结果和讨论

#"! 结果
#"!"! 融合蛋白在毕赤酵母中的表达：从人胎肝
总 6+%库中扩增出 !"# 全长 R&+%。在扩增中，基
因 DT端终止子被一段编码连接肽 )PU)PU)PU)PU$=V的
基因替代。从人淋巴细胞中克隆到 01+W!8 的成熟
肽 R&+%，融合到 V2#$%基因的 DT端。融合基因被整
合到 X#0H’&!载体的 %5Y启动子下游，获得的克隆
用限制酶分析鉴定，结构正确（图 !）。融合基因序
列分析与设计一致。构建正确的表达载体转化到毕

赤酵母 )$--4 中，挑选 #9;Z 阳性克隆进行表达筛
选。培养上清进行 $&$’(%)*电泳分析，筛选到一
株表达株，命名为 )$--4’#$%F01+（图 D）。
#"!"# #$%F01+制备：工程酵母的发酵培养主要经
过三个步骤。第一阶段，菌体在 @1基础培养基中
生长，培养基的 X#值和溶氧通过流加氨水和增加
搅拌速度来控制。!L2后培养基中的碳源（甘油）耗
尽，菌密度达到 J/$%，进入第二阶段。开始以恒定
速度流加甘油和微量盐，4 C J2 后菌体量可以达到
-!/$%。第三阶段，停止补加甘油，开始流加甲醇诱

图 ! X#0H’&!’#$%F01+质粒的鉴定
19"S ! 0[=:<9\9RW<9Q: Q\ X#0H’&!’#$%F01+ (PW;G9[

O2= XPW;G9[ ?W; [9"=;<=[ ?9<2 &’(6#（HW:= -），)"*$（HW:= !），

)"*$F&’(6#（HW:= D），)"*$F+#,##（HW:= L），)"*$F+#,##F

&’(6#（HW:= 4），+#,##F&’(6#（HW:= J），)(-#（HW:= M）W:[

;=XWVW<=[ 8U =P=R<VQX2QV=;9; Q: -A W"WVQ;=，GQP=R7PWV ?=9"2< GWVN=V ?W;

PQW[=[ 9: PW:=>，./0!!1，!"# W:[ !"#F ./0!1 \VW"G=:< ?=V= GWVN=[ ?9<2

WVVQ?;S

图 D #$%F01+"!8 在 2 S *#"-(3." )$--4中的表达
19"SD *]XV=;;9Q: Q\ #$%F01+"!8 9: 2 S *#"-(3." )$--4

-：GQP=R7PWV ?=9"2< GWVN=V； !：XQ;9<9^= <VW:;\QVG=:<； D： :="W<9^=

<VW:;\QVG=:<；L：RQ:<VQP（)$--4 <VW:;\=R<=[ ?9<2 X#0H’&! ^=R<QV）

导融合蛋白的表达。如图 L所示，随着诱导时间的
增加融合蛋白的表达量也随之增加。最高表达出现

在诱导后 LM C >!2。随诱导时间的延长杂蛋白的量
也有明显增加，这可能是由于诱导后期，有部分酵母

溶菌引起的。因而以诱导 J/ C >!2 最佳。用 #$%
蛋白浓度标准品为外标，在同一胶上电泳，根据染色

程度判定融合蛋白的表达水平大于 4/G"FH。
发酵液中的融合蛋白的纯化经过超滤、蓝色葡

J>- 4!.05"5 6(730#8 (/ +.(-5’!0(8(9: 生物工程学报 !//J，_QP3!!，+Q3!



聚糖的亲和层析、疏水层析和阴离子交换层析四个

步骤处理后，获得纯化蛋白（图 !）。纯化后样品经
过凝胶 "#$% 和反相 "#$% 的鉴定，样品纯度可达
&!’以上。

图 ( ")*+,-.!/0 的 !$发酵培养
-123( ")*+,-.!/0 456789:16; 1; <=5>=;:65

$?;=@ 1A >6B=98B?5 C=12D: >?5E=5；$?;=/FG ?B1H86:A 6< @I"$ F98B:85=

A84=5;?:?;: 60:?1;=7 ?: I，@/，/(，(G，JI，K/，&JD ?<:=5 1;789:16; C=5=

A80L=9:=7 :6 )M)F#*NO3

图 ! ")*+,-.!/0的纯化
-123! #851<19?:16; 6< ")*+,-.!/0

@：P6B=98B?5 C=12D: >?5E=5；/：8B:5?<1B:=5；Q：0B8=FA=4D=56A= ?<<1;1:R；(：

DR7564D6019 1;:=5?9:16; 9D56>?:625?4DR；!：A6859= S 16; =T9D?;2=3

!"#"$ 抗病毒活性和免疫原性：融合蛋白表现出
明显的 ,-.抗病毒活性，其抗病毒活性与剂量有关，
为典型的“)”型。以 ,-.!/0国家标准品为对照品，
其 ,-.!/0活性大约为 / U @IJ8+>2（图 J）。融合蛋白
还用 ,-.!/0和 ")*特异性抗体进行了鉴定，免疫
印迹结果显示表达产物与 ")*抗体、,-.!抗体均能
发生特异性结合，进一步证实表达产物为 ")*+,-.!
的融合蛋白（图 K）。
!"#"% 药代动力学：猕猴静脉或皮下注射 &I"2+E2
")*+,-.!/0融合蛋白后的血浆浓度变化如图 G 所
示。静脉与皮下注射药物浓度—时间曲线下的总面

图 J ")*+,-.!/0的抗病毒活性
-123J *;:1FV158A ?9:1V1:R 6< ")*+,-.!/0

图 K 免疫学鉴定
-123K ,7=;:1<19?:16; 6< :D= <8A16; 456:=1; C1:D ?;:1F")*

?;7 ?;:1F,-.!/0 ?;:1067R
@：P=718> 6< N)@@!（4",$FM/F")*+,-.）；/：4851<1=7 ")*+,-.!/0；Q：

")*；(：>=718> 6< N)@@!（4",$FM/）；!：>6B=98B?5 C=12D: >?5E=5 3

WD= >=>05?;= C?A 4560=7 C1:D ?;:1FD8>?; ,-.! ?;:1067R（ B=<: 4?;=B）

?;7 ?;:1F")*（512D: 4?;=B）3

积（*X%IFQQJD）分别为 @GK/@YI（;2·D）+>$和 @/K@GY(
（;2·D）+>$。皮下注射的生物利用率为 JKY&’。皮
下注射融合蛋白的吸收率缓慢，(GD 后浓度到达峰
值。静脉和皮下注射融合蛋白的半衰期分别为

JGY/ 和 @I@D，清除率分别为 (YK>$+（ D+E2）和
JY!>$+（D+E2）。

图 G ")*+,-.!/0 在猕猴中的药代动力学
-123G #D?>?96E1;=:19A 6< ")*+,-.!/0 1; %R;6>6B28A >6;E=R
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! 讨论
本研究在毕赤酵母中高效表达了 !"#$%&’!()

融合蛋白，该融合蛋白具有 %&’!的抗病毒活性。其
在猕猴血浆中的半衰期达 *+*,，约为普通 %&’!()的
(+倍，-./化干扰素的 *01 2 (倍［*3］，注射后 441,仍
可检测到 %&’。这种长效干扰素有望代替常规干扰
素用于乙型、丙型肝炎及肿瘤等的治疗。其注射频

率可以从常规干扰素的每天一次或每周 (次减少到
每二周一次。对于疗程长达 5 2 *(个月的病毒性肝
炎等的治疗，这种注射频率的大幅度减少，将极大地

方便患者。同时长效干扰素所提供的较为稳定的血

药浓度也将提高疗效，降低副作用。

表达 !"#$%&’!() 的 融 合 基 因 包 括 !"#、
////"、,%&’!()成熟肽的编码基因，其中 !"#基因
包括了其信号肽和前肽，用于在毕赤酵母中引导整

个融合蛋白的分泌。实验表明，该信号肽可使融合

蛋白高效分泌至培养基中（图 4、6）。蛋白 ’7端序列
分析表明，该信号肽能被完整切除，获得正确的 ’7
端序列（数据未列）。

!"#7896［*6］和 :;)<=>?@A［*1］是利用克鲁维酵母表
达系统，表达盒位于酵母质粒上，稳定性较差。本研

究采用毕赤酵母表达系统，表达盒整合于酵母染色

体上，提高了菌株的稳定性。毕赤酵母为甲醇利用

型酵母，适于高密度发酵，已经用于约 6++种蛋白的
表达［*B］。在强启动子 #CD 控制下，诱导前几乎没
有目的蛋白的表达（图 6，+,）。避免了在培养阶段
目的蛋白渗漏表达对宿主菌的毒性问题。

为了减少 !"#融合对 %&’活性的影响，我们已
在 !"# 与 %&’!之间加入了一个柔性的连接肽
（////"），结构模拟显示 !"#与 %&’!为两个独立的
结构域。纯化后的 !"#$%&’!()融合蛋白比活性为
( E *+5<$FG，同 %&’!()相比，其相同克分子的比活性
降低了约 *+ 倍，这种活性的降低可能与 !"#融合
后的位阻作用有关，这与文献报道的结果相似，

:;)<=>?@A和 -./化的 %&’活性分别下降了 (+ 倍［*1］

和 6 2 *6倍［5］。
!"#融合明显延长了 %&’的体内半衰期，但其

机理还有待进一步研究。研究表明，动物注射 %&’!
后，%&’!主要是以原型和分解产物的形式从尿中排
泄［(+］。提示 %&’!的体内代谢主要是通过肾小球的
滤过作用完成的。这可能是由于 %&’!分子量仅
*306H9，其分子半径较小，易通过肾小球基底膜上的
小孔。但与许多小分子化学药物可被肾小管重吸收

不同，%&’!不具有脂溶性，因而几乎完全不能被肾
小管重吸收，只能以原药形式排泄。同时由于肾小

管中具有丰富的蛋白酶 9，因而原形 %&’也可在肾
小管中被降解后以降解产物形式从尿中排出。!"#
融合后增大了蛋白的分子半径，使其不宜被肾小球

滤过，从而降低了原药从尿中排泄的速度。这可能

是 !"#融合延长 %&’ 体内半衰期的主要原因。这
种原药从肾排泄的减少不仅可延长药物的半衰期，

而且可能降低干扰素治疗时的肾毒性。!"#具有蛋
白保护剂的作用，!"#融合后是否还具有减少 %&’
在血浆中的降解的作用还有待进一步研究。
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