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蛋白酶抗性人睫状神经营养因子突变体基因

的构建及其在巴斯德毕赤酵母中的表达

赵洪亮 薛 冲 熊向华 张 伟 朱厚础 刘志敏"

（军事医学科学院生物工程研究所，北京 /"""@/）

摘 要 AB/%是一种比天然睫状神经营养因子具有更高的生物学活性、更好的稳定性和可溶性的 8C*0D突变体。
在巴斯德毕赤酵母中表达时 AB/%易发生降解。氨基酸序列分析表明降解位于由 /!和 /#位氨基酸残基组成的双
碱性氨基酸之后。根据 E5B!蛋白酶的底物专一性把双碱性氨基酸从 FF变为 FE，构建了 E5B!抗性的 AB/%突变
体 AB/%（F/#E）。AB/%（F/#E）的稳定性得到了显著的提高，在诱导 /"" 8后也未发生降解。利用超滤浓缩和凝胶
过滤得到了纯度 G 4"H的 AB/%（F/#E）。0D./细胞存活实验表明 AB/%（F/#E）具有与 AB/%相同的生物学活性。蛋
白酶抗性人睫状神经营养因子突变体可能具有更好的体内稳定性，在临床应用上具有潜在的优势。
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睫状神经营养因子（?7(7,J- >1KJ’LJ’<87? M,?L’J，
C*0D）是一种具有多种生物学功能的细胞因子：
C*0D能促进感觉神经元、运动神经元、大脑神经元
和海马神经元的存活；另外有一些外周组织如骨骼

肌也对 C*0D有反应［/］。AB/% 是由 F1N1>1J’> 公司
发明的 8C*0D 的一个三重突变体：/@ 位的 C-= 被
A(,替换，3#位的 O(>被 AJN替换，并缺失了 C末端
的 /%个氨基酸。与天然 8C*0D相比，AB/%具有更
高的生物学活性，更好的稳定性和可溶性［/］。重组

人 C*0D（J8C*0D）曾被用来治疗肌萎缩侧索硬化症
（APQ），但因副反应太大及疗效不确切而终止了临
床实验［!］。最近研究表明 C*0D可通过激活位于下
丘脑的受体而对机体的体重设定点（=1L.<’7>L）进行
调节，从而起到减少摄食、减轻体重的作用［#］。目前

AB/%已完成肥胖症的 RRR期临床实验，并取得了统
计学上具有显著性差异的结果［$］。为了在巴斯德毕

赤酵母中表达 AB/%，利用重组 SCF 技术从人外周
血基因组中克隆了 8C*0D基因，并通过定点突变技
术构建了 AB/% 基因。但在表达过程中发现 AB/%
易被降解。氨基酸序列分析表明降解位于由 /! 和
/#位氨基酸残基组成的双碱性氨基酸之后。根据

E5B!蛋白酶的底物专一性把双碱性氨基酸从 FF
变为 FE，构建了 E5B! 抗性的 AB/% 突变体 AB/%
（F/#E），并使其在巴斯德毕赤酵母中进行了表达。

! 材料与方法

!"! 质粒、菌株、细胞株
AB/%表达载体 <SRC4.AB/% 由本课题组构建，

巴斯德毕赤酵母宿主菌 OQ//%购自 R>;7LJ’N1>公司，
大肠杆菌 0O/为本室保存。AB/%（F/#E）测活用细
胞 0D./由本室保存。
!"# 工具酶与试剂
所用的限制性内切酶 30(F!，4"(!，.1,"为

大连宝生物工程公司产品。0,T U*A聚合酶购自华
美生物工程公司。SMK U*A聚合酶购自上海生工生
物工程有限公司。酵母抽提物、蛋白胨购自 VW’7X
公司。酵母基本氮源 Y*Z购自 U7M?’公司。其余试
剂为国产或进口分析纯试剂。重组人 C*0D（ J8C.
*0D）标准品购自 S1<J’L1?8公司。
!"$ 纯化设备
中试层析仪 Z7’S7(’L和 QK<1JX1W@% <J1< NJ,X1（!3[

3"）层析柱为 S8,J6,?7,公司产品。&7;,D(’\%"超滤膜



包（截留分子量为 !"#$）购自 %&’()*&+,*+公司。
!"# 酵母宿主菌的转化、表达菌株的筛选及工程菌
表达实验

按 -,’&./01+,公司说明书进行。
!"$ %&!$降解位点的确定

23!4表达产物进行 5$567289 后将全长分子
和降解产物通过电转转移至 7%$:膜上，送军事医
学科学院仪器中心进行 ;6端序列测定。根据 23!4
的氨基酸序列及降解产物 ;6端 4 个氨基酸序列确
定 23!4降解位点。
!"’ %&!$（(!)*）基因的构建
用引物 !：4<== =>= 828 222 282 8=> >>=

2=2 828 =2> >=2 ==8 =>8 2== ==> =2= =8>
228 82= ?< 及引物 @：4<88 822 >>= =>2 >>2 ===
28> =>8 2>8 282 282 22> ?<以 A7-=B623!4为模
板扩增出 23!4（C!?D）基因。
!"+ %&!$（(!)*）的纯化
先用超滤膜包把培养上清浓缩 !" 倍，然后用

5EA+/F+GH4进行凝胶过滤层析。凝胶过滤所用缓冲
液为 4"IIJK >/&)·L=M（ALNO"），@4"IIJK ;(=M，"O!P
>Q++,N"，@O4IIJK 9$>2。
!", %&!$（(!)*）的活性测定
利用 >:6!细胞测定 23!4（C!?D）的促细胞存活

活性，具体方法参考文献［4］，但最后不是用?L掺入
法而是用 R>>检测存活的细胞数量。
!"- 蛋白定量
对于培养上清中的目的蛋白的定量采用定量凝

胶扫描法，纯化后的样品用 K0Q/S 法进行蛋白含量
测定。

. 结果

."! %&!$在巴斯德毕赤酵母中的表达
取不同诱导时间的 23!4 表达培养上清进行

5$567289，电泳结果见图 !。
电泳结果表明 23!4在巴斯德毕赤酵母中表达

时存在明显的降解条带，且降解产物在表达的早期

（诱导 !@T）就存在，提示 23!4的降解是一种胞内降
解。

.". %&!$降解位点的确定
对 23!4及其降解产物分别进行 ;6端序列测

定，结果见图 @。
;6端序列分析结果表明分子量较大的条带是完

整的 23!4分子，而分子量较小的条带是缺失了 ;6
端 !?个氨基酸的降解产物。

.") %&!$（(!)*）基因的克隆
利用引物 ! 及引物 @ 以 A7-=B623!4 为模板扩

增出 23!4（C!?D）基因，结果见图 ?。利用引物 !将
第 !?位精氨酸（C）突变为赖氨酸（D）。

图 ! 23!4在巴斯德毕赤酵母中的表达
:&1U! 9GA/+))&0, 0V 23!4 &, !"#$"% &%’()*"’
!：I(/#+/；@：W+V0/+ &,FE*.&0,；

? X N：!@，@Y，?Z，YZ，Z"，H@ T0E/) A0).6&,FE*.&0,

图 @ 23!4及其降解产物的 ;6端氨基酸序列分析
:&1U@ ;6.+/I&,(M (I&,0 (*&F )+[E+,*&,1 0V

&,.(*. (,F F+1/(F+F 23!4
!：I(/#+/；@：*EM.E/(M )EA+/,(.(,. 0V 23!4 +GA/+))&,1 )./(&,

图 ? 23!4（C!?D）基因的克隆
:&1U? =M0,&,1 .T+ 1+,+ +,*0F&,1 23!4（C!?D）

!：$K@""" I(/#+/；@：23!4（C!?D）1+,+

."# %&!$（(!)*）在巴斯德毕赤酵母中的表达
取不同诱导时间的 23!4（C!?D）表达培养上清

进行 5$567289，电泳结果见图 Y。
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电泳结果表明 !"#$（%#&’）的稳定性得到了显
著的提高，在诱导 #()*后也未发生降解。
!"# $%&#（’&()）的纯化

!"#$（%#&’）经超滤和凝胶过滤两步纯化后纯
度即可 + ,)-。取纯化前及经各步纯化的样品进行
./.01!23，结果见图 $。

图 4 !"#$（%#&’）在巴斯德毕赤酵母中的表达
56784 39:;<==6>? >@ !"#$（%#&’）6? !"#$"% &%’()*"’

#：AB;C<;；(：D<@>;< 6?EFGH6>?；

& I J：(4，4K，J(，,L，#() *>F;= :>=H06?EFGH6>?

图 $ !"#$（%#&’）的纯化
5678$ 1F;6@6GBH6>? >@ !"#$（%#&’）

#：AB;C<;；(：G>?G<?H;BH<E =F:<;?BHB?H；&：<MF<?H @;>A .F:<;E<9J$ 7<M @6M0

H;BH6>? G*;>ABH>7;B:*N

!"* $%&#（’&()）的活性测定
O50# 是人类红白细胞瘤细胞系。高浓度的

PQO5能促进 O50# 细胞的存活。!"#$（%#&’）活性
测定结果见图 L。图中各点均为 4次重复实验的平
均值。

O50#细胞存活实验显示 !"#$（%#&’）的 3P$)约

为 ())?7RAS，是 ;*PQO5的 4倍，与 !"#$相当。

( 讨论
由于具有表达水平高、操作简单等优点，近年来

图 L !"#$（%#&’）的活性测定
5678L O50# G<MM =F;T6TBM D6>B==BN >@ !"#$（%#&’）

巴斯德毕赤酵母表达系统得到了迅速的发展［L］。目

前已有数百种外源基因在这个表达系统里得到了表

达。其中表达水平最高的明胶蛋白的表达量已经达

到 #$7RS［J］。但是，巴斯德毕赤酵母对于表达产物的
降解也一直是困扰研究者的一个难题。表达产物的

降解不但会减少目的蛋白的表达水平，而且由于降

解产物与完整分子的理化性质往往较为接近，还会

降低表达产物的回收率。根据降解发生的部位可分

为胞内降解和胞外降解。胞外降解是指表达产物被

分泌至培养基中后发生的降解。目前已有多种技术

和方法用来防止或减少表达产物的胞外降解：如降

低诱导过程的 :U值［J］和R或温度，在培养基中添加
酪蛋白水解物［K］等。胞内降解是指表达产物在分泌

过程中被分泌途径中的蛋白酶降解。巴斯德毕赤酵

母分泌途径内存在着许多以单碱性或双碱性氨基酸

为作用位点的蛋白酶，如 ’3"#和 ’3"(等。与胞外
降解不同，胞内降解基本上不受培养条件的影响。

防止目的蛋白胞内降解的方法有剔除使目的蛋白发

生降解的蛋白酶［,］和消除目的蛋白上的降解位

点［#)］。

PQO5是一个极易发生降解的分子。S6?等从兔
坐骨神经分离 PQO5［##］以及 V>;EB?等在大肠杆菌中
表达 !"#$［#(］过程中都观察到了 PQO5的降解产物。
S6?等推测降解发生在由 #( 和 #& 位氨基酸残基组
成的双碱性氨基酸位点之后，V>;EB? 等未对降解产
物进行鉴定。本研究通过氨基酸序列分析确定了降

解发生的位点。由于降解位点位于双碱性氨基酸之

后，且降解产物与完整分子同时被分泌到培养基中，

所以使 !"#$ 发生降解的蛋白酶极有可能是 ’3"(
蛋白酶。因为 ’3"(在信号肽的正确加工中是必不
可少的，故不能通过剔除 ’3"( 来防止 !"#$ 的降
解，只能通过消除目的蛋白上的降解位点来防止
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!"#$的降解。根据 %&"’ 蛋白酶的底物专一性［#(］

把双碱性氨基酸从 ))变为 )%，构建了 %&"’抗性
的 !"#$ 突变体*!"#$（)#(%）。研究表明 !"#$
（)#(%）的稳定性得到了显著的提高，在诱导 #’+ ,
后也未发生降解。虽然 !"#$（)#(%）在摇瓶中的表
达水平与 !"#$ 相当，均约为 #+-./0，但 !"#$
（)#(%）更易于纯化：经超滤和凝胶过滤两步纯化后
纯度即可 1 2+3，回收率大于 4+3。而且由于酵母
中的 %&"’蛋白酶与哺乳动物体内的 56#/(、56’等
蛋白酶具有相似的底物专一性［#(］，蛋白酶抗性人睫

状神经营养因子突变体不但具有更高的回收率，而

且还可能具有更好的体内稳定性，在临床应用上具

有潜在的优势。
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