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研究报告                                                              

山羊重组促卵泡素长效类似物基因在毕赤酵母中表达 

杨欢利, 赵西彪, 宋晓娟, 丁家桐 
扬州大学动物科学与技术学院, 扬州 225009 

摘  要: 为了获得长效 FSH制剂, 利用重叠 PCR技术将山羊 FSH的α, β亚单位, 通过 hCGβ亚单位羧基末端延长肽(CTP)

基因序列的连接, 构建成单链长效类似物基因 FSHβ-CTP-α。将其克隆至表达载体 pPIC9K, 重组载体线性化处理后电转

化至毕赤酵母 GS115 中, 经判型和 G418 筛选后获得高拷贝菌株 His+Mut+。经甲醇诱导表达后, 进行 SDS-PAGE 和

Western blot 分析表明: 重组 FSHβ-CTP-α的转化子可以正确有效地表达目的蛋白, 分子量约为 29 kD。放射免疫分析法

(RIA)测定表达上清, 高拷贝转化子的平均表达量为 91.849 mIU/mL, 显著高于低拷贝转化子的平均 37.419 mIU/mL的表

达量, 为 FSH 的结构研究和长效 FSH 制剂的生产奠定了基础。 
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Expression of Goat Follicle-stimulating Hormone Analogous 
Gene in Pichia pastoris 
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Abstract: In order to obtain the long-acting FSH preparation, the single strand long-acting analogous gene FSHβ-CTP-α was  
successfully constructed by the C-terminal peptide(CTP) of carboxyl-terminal region of human chorionic gonadotropin with the goat 
FSHα-subunit and β-subunit genes, then it was inserted into pPIC9K vector.The recombinant plasmid pPIC9K FSHβ-CTP-α was 
transformed into Pichia pastoris GS115 by electroporation. The multi-copy inserts His+Mut+ were gained by the screening of pheno-
type and hyper-resistance to G418.After methanol induction, the supernatant was analysised by SDS-Polyacrylamide Gen Electro-
phoresis and Western blot. The results show that the transformants of FSHβ-CTP-α could express the objective protein successfully 
and the molecular weight is about 29 kD. The concentration of supernatant was detected by Radio-immunoassay and the average 
expression of multi-inserts is 91.849 mIU/mL and the low-inserts is 37.419 mIU/mL. The expression of multi-inserts is higher than 
the low-inserts significantly. This research lay the foundation for studying the structure of FSH and the production of long-acting 
FSH preparation. 

Keywords: follicular-stimulating hormone, long-acting analogous gene, Pichia pastoris 

促卵泡素(FSH)是动物脑垂体前叶嗜碱性促性
腺激素细胞分泌的一种糖蛋白质类激素, 与促黄体
素(LH)、促甲状腺素(TSH)、绒毛膜促性腺激素(CG)

构成了糖蛋白激素家族。糖蛋白激素是异二聚体分

子, 由α亚单位和β亚单位通过非共价键连接构成。

同一物种中, α亚单位相同, β亚单位是特异性的, 决
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定着激素的特定的生理功能[1]。FSH在雄性动物, 可
刺激精细管的生长、睾丸间质细胞发育、精原细胞

增殖, 并在睾酮的协助下促进精子生成。在雌性动物, 
可刺激卵泡成熟排卵、诱导颗粒细胞合成芳香化酶、

催化睾酮转变为雌二醇[2,3]。FSH可应用于动物的发情
调控、超数排卵及不孕不育的治疗。此外, 由于这些
糖蛋白激素独特的结构特征, 为研究复杂的二聚体糖
蛋白的结构与功能的关系提供了一个重要的模型[4]。 

随着 FSH在畜牧生产和人类医学临床上的广泛

的应用, 传统的从动物垂体和绝经期妇女尿中提取

的 FSH, 由于量少、纯度低、活性差, 并常含有其它

激素及潜在传染性病原, 如牛海绵状脑炎、羊瘙痒

病等[5,6], 已不能满足需求; 而采用基因工程的方法

可生产高纯度重组 FSH[7–9]。然而, 由于 FSH的半衰

期短平均只有 2~2.5 h, 而同属于糖蛋白激素的人绒

毛膜促性腺激素(hCG)的半衰期可长达 12~36 h[10]。研

究发现, 这种差别在于 hCGβ亚单位存在羧基末端

延长肽 (CTP)结构 , 可以延长 hCG 在体内的半衰  

期[11]。Fares 等[12]人最早开展长效 FSH 类似物的研

究。巴斯德毕赤酵母表达系统是被广泛应用的真核

表达系统, 具有较强的乙醇氧化酶启动子, 可有效

地控制外源蛋白的表达; 其糖基化产生的寡糖类型

与哺乳动物的相似, 以及具有遗传稳定性强, 可进

行发酵培养到高细胞浓度等优点[4]。 

本研究将构建的山羊 FSH 长效类似物基因

FSHβ-CTP-α克隆到载体 pPIC9K中构建成毕赤酵母

重组表达载体, 将重组载体线性化处理后电转化至

毕赤酵母 GS115 的基因组中, 经表型鉴定及 G418

筛选后获得甲醇利用快型的高拷贝菌株 His+Mut+, 

经甲醇诱导表达后进行分子量和表达量的分析, 为

研究糖蛋白激素结构与功能的关系及重组 FSH长效

制剂的研制奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒、菌株 

质粒 pVITROFSHβ-CTP-α、大肠杆菌 DH5α为

本实验室保存; 毕赤酵母表达载体 pPIC9K、毕赤酵

母菌株 GS115由中国农业大学王建武博士惠赠。 

1.1.2  酶及主要试剂 

限制酶 EcoR I、Not I、Sal I, 高保真聚合酶

PyrobestTM DNA Polymerase, DNA Ligation Kit Ver 
2.0, MiniBEST Plasmid Purification Kit Ver 2.0,  
DL2 000, DL15 000, Agarose Gel DNA Purification 
Kit Ver 2.0购自 TaKaRa公司。DNA片段玻璃奶快

速纯化回收试剂盒, YNB, G418 硫酸盐购自北京博

大泰克生物 

基因技术有限公司, 一抗为兔抗-FSHβ及二抗为 

羊抗兔 IgG-HRP 购自武汉博士德生物工程公司产品, 

FSH放免试剂盒购自北京科美东雅生物技术有限公司。 

1.1.3  培养基 

LB培养基: 酵母抽提物 5 g/L, 胰蛋白胨 10 g/L, 

NaCl 10 g/L; 酵母培养基 YPD、BMGY、BMMY、

MD、MM具体配方见参考文献[13]配制。 

1.1.4  PCR引物 

根据毕赤酵母 pPIC9K 载体上多克隆位点处酶

切位点的特点及 FSHβ-CTP-α的 cDNA 序列上信号

肽基因序列的位置, 设计用于扩增去信号肽的目的

基因 FSHβ-CTP-α的引物 F1、F2及用于毕赤酵母转

化子鉴定的引物 5′AOX1、3′AOX1由上海捷瑞生物

工程有限公司合成, 引物序列为:  

F1 5 ′ATAGAATTCAGAAGCTGCGAGCTGA 

CC3′(阴影部分为 EcoR I酶切位点) 

F2 5′TATGCGGCCGCTTAAGATTTGTGATAA 

TAA3′(阴影部分为酶 Not I切位点) 

5′AOX1 5′-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3′ 

3′AOX1 5′-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3′ 

1.2  方法 
1.2.1  山羊长效 FSH类似物基因的构建 

利用 PCR重叠延伸法将 FSHα、FSHβ基因及 hCG

末端延长肽(CTP)序列, 连接组成山羊长效 FSH 类似

物基因 FSHβ-CTP-α, 具体构建过程见参考文献[14]。 

1.2.2  毕赤酵母表达载体 pPIC9KFSHβ-CTP-α的构建 

以含有构建的目的基因的质粒 pVITROFSHβ- 

CTP-α为模板, 用引物 F1、F2 进行 PCR, 扩增出不

含信号肽的目的基因。PCR 扩增的条件为: 94oC 预

变性 1 min; 94oC变性 45 s, 58.7oC退火 30 s, 72oC延

伸 1 min, 30个循环; 最后, 72oC延伸 2 min。将纯化

后的 PCR产物及载体用 EcoR I、Not I进行双酶切, 

将双酶切后的载体及目的基因琼脂糖凝胶检测并进

行切胶回收。用 Gene Tools 进行定量, 然后将载体

及目的基因用 DNA Ligation Kit Ver 2.0 16oC连接 

30 min 后转化感受态细胞 DH5α, 提取阳性转化的
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重组质粒, 利用 EcoR I、Not I双酶切及质粒 PCR鉴

定, 将鉴定正确的重组质粒进行测序分析。 

1.2.3  重组表达载体转化入毕赤酵母 GS115中 

将测序验证正确的重组表达载体 pPIC9KFSHβ- 

CTP-α用 Sal I 酶切线性化后, 用玻璃奶快速纯化回

收试剂盒进行浓缩, 使其浓度达到 0.5~1 µg/µL, 然后

电转化至感受态的毕赤酵母 GS115 细胞中, 电转化

参数为电压 1500 V, 时间为 5 ms, 具体操作方法见

Electroporator 2510中有关毕赤酵母电转化的操作说

明, 电转化后 30℃培养 2~3 d待菌落出现。 

1.2.4  多拷贝转化子的筛选 

将MD平板上的菌落分别转涂到不同浓度G418

的 YPD 平板来筛选含有目的基因多拷贝插入的菌 

落, G418的浓度梯度为 0.25 mg/mL、0.75 mg/mL、

1.00 mg/mL、1.50 mg/mL、2.00 mg/mL、2.5 mg/mL、

3.00 mg/mL, 具体操作参照 Invitrogen 公司 Multi- 

Cop Pichia Expression Kit进行。 

1.2.5  重组子的判型及 PCR鉴定 

将不同浓度 G418 筛选的菌落分别点到 MD 平

板上, 30℃培养 2 d; 然后将 MD平板上的菌落分别

拷贝到 MM和 MD平板上, 30℃培养 2 d; 然后寻找

在 MM 和 MD 平板上生长都正常的菌落, 即为甲醇

利用快型, 菌落的表型为 His+Mut+。将 His+Mut+型

菌落接种 YPD 中过夜培养后提取毕赤酵母基因组, 

具体操作见[15]; 以酵母基因组为模板利用 5′AOX1

和 3′AOX1 引物进行 PCR 鉴定, PCR 扩增条件为:  

94℃预变性 4 min; 94℃变性 1 min, 56.4℃退火 1 min, 

72℃延伸 1 min, 30个循环; 最后, 72oC延伸 2 min。 

1.2.6  阳性酵母转化子的诱导表达 

分别挑选不同拷贝的 His+Mut+菌落接种 25 mL

的 BMGY于 250 mL的摇瓶中, 30℃ 300 r/min振荡

培养到 OD600达 2~6, 室温 4500 r/min离心 8 min倾

倒上清; 用 100 mL BMMY重悬菌体于 1 L的摇瓶中, 

盖上两层灭菌纱布于 30℃ 300 r/min 诱导表达; 每

24 h取 1 mL表达培养基, 同时加入 100%的甲醇至

终浓度为 0.5%, 将取出的样品最大转速离心 5 min, 

吸取上清−80℃保存待用。 

1.2.7  表达产物的 SDS-PAGE 分析及 Western blot

检测 

   将−80℃保存的表达上清于冰上解冻后用冷丙酮

进行浓缩, 然后用超纯水溶解, 取上清液与 SDS 上

样液混合后 100℃煮沸 10 min, 然后进行 SDS-PAGE

分析, 浓缩胶为 5%、分离胶为 15%, 电泳结束后用

考马斯亮蓝进行染色, 并与标准蛋白分子量比较。

将剩余样品进行Westren blot检测, 具体操作见分子

杂交理论与技术[16]。 

1.2.8  放射免疫检测上清中目的蛋白的表达量 

将−80℃保存的表达上清于冰上解冻后 , 分别

加入 FSH抗体和 I125-FSH, 室温放置 16~18 h后加入

分离剂, 4000 r/min离心 25 min立即吸取上清液测定

放射性计数(CPM), 根据标准浓度的 CPM 值绘制标

准曲线, 然后计算不同 CPM值的表达上清中目的蛋

白的表达量。 

2  结果 

2.1  FSHβ-CTP-α基因的 PCR 扩增 
去掉信号肽序列后目的基因 FSHβ-CTP-α大小

为 782 bp, PCR扩增后 1.5%电泳检测得到的条带与

预期的大小相一致。 

 

图 1  FSHβ-CTP-α的 PCR 扩增 
Fig. 1  The product of FSHβ-CTP-α by PCR 

M: DNA marker DL2 000; 1~2: PCR products 
 

2.2  重组表达载体 pPIC9KFSHβ-CTP-a 的酶切

鉴定 
毕赤酵母表达载体 pPIC9K大小为 9.3 kb, 目的

基因大小为 782 bp, 重组表达载体用 EcoR I、Not I

双酶切后可出现两条带: 一条为 9.3 kb, 另一条为

775 bp; 电泳检测得到的条带与预期的大小相一致, 

同时测序结果显示 FSHβ-CTP-α编码区没有发生突

变。这些结果表明此重组载体可以用于下一步的转

化表达。 

2.3 多拷贝转化子的筛选 

   将经过MD平板初步筛选的菌落, 用含不同浓度
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G418 的 YPD 平板来筛选多拷贝转化子, 最后在 4 

mg/mL G418的 YPD平板上筛选到 6个菌落定为高

拷贝的转化菌落, 并以在 0.5 mg/mL G418的YPD平

板上筛选的菌落作为低拷贝的对照菌落。 

 

图 2  重组载体 pPIC9KFSHβ-CTP-α的酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of pPIC9KFSHβ-CTP-α digested by 

EcoR I and Not I 
M: DNA marker DL15 000 

 

2.4 阳性重组子的 PCR鉴定 

以筛选的 His+Mut+型菌落基因组为模板, 用 5 

AOX1和 3 AOX1引物进行 PCR扩增鉴定, 电泳显

示两条带: 一条为 2.2 kb, 另一条为 1267 bp; 其中

2.2 kb 为毕赤酵母野生型乙醇氧化酶基因(AOX1), 

1267 bp为目的基因 775 bp加上载体上 AOX1序列

上 492 bp大小的部分, 电泳结果与预期条带的大小

一致。 

 

图 3  阳性重组子的 PCR 鉴定 
Fig. 3  Identification of positive recombinants by PCR 

M: DNA marker DL15 000; 1~3: the products of positive recombi-
nants amplified by PCR 

 

2.5  诱导表达产物的 SDS-PAGE 和 Western blot 
分析 

将浓缩的诱导表达产物进行 SDS-PAGE 电泳后

用考马斯亮蓝染色, 与蛋白 Marker 比较后显示在 

29 kD处有明显的蛋白条带的出现, 电泳显示前 48 h

未见蛋白条带, 72 h 可见微弱的蛋白表达并随着表

达时间的继续表达量逐渐的增加在 168 h 表达量接

近最高以后缓慢降低。进一步的 Western blot分析显

示 29 kD处蛋白为 FSHβ-CTP-α基因表达的蛋白。 

 
图 4  SDS-PAGE 分析 FSHβ-CTP-α基因不同时间的表达 

Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the expression of  
FSHβ-CTP- α at different times 

M: low molecular weight standard protein marker; 1~8: the objec-
tive protein expressed at different times 

 

图 5  FSHβ-CTP-α基因表达蛋白的 Western blot 分析 
Fig. 5  Western blot analysis of the protein expressed in 

Pichia pastoris 
M: protein marker; 1,2: identification of objective protein  

by Western blot 
 

2.6  目的蛋白的放射免疫检测(RIA) 
表达上清经放射免疫检测后, 结果用 SPSS11.0

统计软件分析显示, 如图 6。 

 
图 6  FSHβ-CTP-α基因表达蛋白的放射免疫检测 

Fig. 6  Determination of objective protein by RIA 
 

实验组表达量显著高于对照组, FSHβ-CTP-α基
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因的高拷贝转化子的表达量显著的高于低拷贝转化

子, 其中放射免疫检测试剂盒的批内变异 CV＜10%, 

批间变异 CV＞15%。 

3  讨论 

PCR 重叠延伸法是体外基因重组的一个非常有

用的方法, 可使基因的重组过程不受限制性内切酶

识别位点的限制, 同时可避免限制性内切酶法重建

基因时发生阅读框架移码或密码子改变等问题[17]。

FSH 的 2 个非共价键相连的亚基往往由于一些原因

而断裂成单链, 从而失去活性[18]。Sugahara 等[19]将

FSH的 C端序列与亚基的 N端序列相融合形成单链

FSH 后可在 CHO 细胞中稳定的表达。CTP 结构由

29 个氨基酸组成含有 4 个 O-连糖链, Matzuk 等[20]

研究显示, CTP 结构可延长 hCG 在体内的半衰期, 

但不参与受体结合和信号传导。本研究在利用 PCR

重叠延伸法构建单链 FSHβ-CTP-α基础上, 对其进

行毕赤酵母表达研究, 结果显示 CTP 结构有利于

FSH的分泌表达。 

糖蛋白激素 FSH 有 2 个糖基化的亚基构成, 每

个亚基有两个糖基化位点, α亚基上位于 52/78处, β

亚基位于 7/24处。糖链的组成直接影响激素的生物

学活性, 采用化学或酶解的方法去除糖链, FSH的生

物活性将降低至消失。分泌表达可使蛋白形成正确

的构象、翻译、加工(糖基化), 外源蛋白的分泌表达

需要在信号肽的引导下, 经内质网-高尔基体-囊泡-

体外。目前α-交配因子的前导肽序列使用最为广泛, 

Mitali samaddar[9]等在对牛的 FSHβ亚基进行毕赤酵

母表达时分别使用了 FSHβ信号肽和α-交配因子的

前导肽序列, 并进行了比较, 发现当同源 FSHβ信号

肽替代为α-交配因子的前导肽后, FSHβ的表达量获得

了显著的提高, 表达量从 230 ng/mL提高到 4 μg/mL。

本研究设计了去除信号肽的引物, PCR 扩增获得了

去信号肽的目的基因, 利用载体上的α-交配因子的

前导肽获得了较高的表达。 

一般情况下, 目的基因整合到酵母染色体上的

拷贝数(即基因剂量)越高, 其表达水平也越高, 多拷

贝整合有利于充分发挥其表达潜力。Clare等[21]在利

用毕赤酵母表达破伤风毒素片段时发现, 重组蛋白

的表达量与外源基因片段表达单元整合到酵母染色

体上的拷贝数直接相关, 表达单元的拷贝数越多酵

母分泌重组蛋白的量越高。最近的研究显示, 在 1~8

整合拷贝数范围内 , 乙肝表面抗原(HbsAg)表达量

随基因剂量的增加而成比例升高[22]。但也有少数例

外, 即拷贝数增加对表达产生负效应 [23], 这可能由

于高拷贝影响外源 mRNA的翻译效率或蛋白通过内

质网时不能正确的折叠。本研究用不同 G418浓度的

YPD培养基来筛选高拷贝转化子, 在 4 mg/mL G418

的平板上筛选到 6 个高拷贝菌落, 诱导表达显示高

拷贝菌落比低拷贝菌落表达量显著的高, 为了进一

步确定拷贝数与表达量之间量上的对应关系, 有必

要用 Southern blot来确定。 

糖类是促性腺激素分子结构的重要组成成分 , 

约占促性腺分子量的 20%~30%[24], 而 FSH 分子中

大约含有 16%的碳水化合物包括己糖、己糖胺、岩

藻糖和唾液酸等[25]。本研究表达的目的蛋白分子量

约为 29 kD, FSHβ-CTP-α基因表达蛋白的预测分子

量为 25.96 kD, 加上 FSH糖基化的分子量与预期的

结果相符合而没有过度的糖基化, 保证了目的蛋白

的生物活性及较小的抗原性。 

本研究首次在毕赤酵母中成功的表达了山羊促

卵泡素长效类似物, 为研究其结构与功能的关系及

为复杂的二聚体糖蛋白的研究提供一个重要的模型; 

同时为利用毕赤酵母大量生产重组长效 FSH, 以便

在畜牧生产及生殖临床上的应用奠定了基础。 
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