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猪囊尾蚴疫苗候选基因 !"#$%在酵母中的高效表达
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摘 要 将猪带绦虫六钩蚴 <\Z"K基因亚克隆至毕赤酵母分泌性表达载体 :FUGI]，构建重组表达载体 :FUGI]L<\Z"K，电转化
毕赤酵母菌 H\""%，使重组表达载体与酵母染色体发生同源整合。采用 H#"K抗性梯度法筛选得到多拷贝重组菌株，用甲醇进
行诱导表达，并对表达产物进行 \Y\LF9HN和 [0=;07B @)(;分析、脱糖基化分析、分子筛纯化和小鼠免疫接种等表明，目的蛋白
得到了高效表达并进行了适度的糖基化，易于纯化且具有免疫活性。在 %T发酵罐中目的蛋白表达量达到 !^%#DA_DT，为制备
基因工程疫苗打下了坚实的基础。
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猪囊虫病（!2&/#0%*0(&#& 0%,,),(&+%）是由猪带绦虫
（>+%$#+ &(,#):）的幼虫———猪囊尾蚴（ !2&/#0%*0)&
0%,,),(&+%）感染猪或人而引起的人畜共患寄生虫病。
猪是最重要的中间宿主，人不仅是中间宿主，而且是

唯一的终末宿主。囊虫病在我国流行广泛，严重危

害人体健康，并制约着养猪业发展［"］。目前关于囊

虫病的防治还没有成熟的手段，过去的化学药物治

疗以及虫体抗原免疫都已经暴露出很大的局限性。

近年来，随着分子生物学的不断深入和发展，人们意

识到通过寻找虫体内具有免疫保护性的抗原基因，



对基因进行克隆并在体外大量表达，进而研制成基

因工程疫苗来克服上述方法的局限性已成为可能。

在猪囊尾蚴疫苗研究方面，六钩蚴抗原免疫保

护作用强，而且六钩蚴是抗体介导为主的免疫应答

作用的靶子，应答机制相对简单，疫苗研制前景乐

观。!"#$%&"’()等［*］研究表明，粗制猪带绦虫六钩蚴
抗原（+,%）可以诱导 -../的保护，而中绦期抗原仅
能诱导产生部分保护，说明 +,% 可用于预防猪囊虫
感染。01+-2基因被认为是猪带绦虫六钩蚴时期重
要的免疫原基因，是最具有前途的疫苗侯选基

因［3 4 5］。毕赤酵母表达系统具有高表达、高稳定、高

密度发酵、适度糖基化及表达产物生物活性好等特

点。因此，本研究选用毕赤酵母分泌型表达载体，将

01+-2基因整合到酵母染色体基因组中，对重组菌
株进行诱导表达并对其表达产物进行分析研究，为

研制抗猪囊尾蚴重组基因工程疫苗的商品化生产打

下基础。

! 材料与方法

!"! 菌株与质粒
大肠杆菌 67-.8 菌种、酵母菌株 !"#$"% &%’()*"’

91--:、质粒 ;<=>8? 均为本实验保存；;9@7A01+-2
重组质粒由本室构建。

!"# 工具酶和生化试剂
限制酶 +#)B!、,)(!、-%.!、CD, 7$#E"#%

（CF*...）、,’$#G%" 9"H CD, @I&#$J&)GK ?)&购自大连宝
生物工程公司；CA生物素为日本进口；低分子量蛋
白 7$#E"#购自 LL=；05 CD,连接酶购自 <#GM"’$ 公
司；@KNG O 购自 L)GH$P% 公司；酵母氮碱（QDL）、
95-2、CA山梨醇、辣根过氧化物酶标记羊抗人 =’9购
自经科公司；其它常规试剂为国产分析纯。

!"$ 培养基及培养条件
酵母生长培养基 Q<C、选择培养基 7C、77以

及诱导表达培养基 L79Q、L77Q、发酵培养基培养
基及其它试剂均按美国 =KR)&#G’"K 公司的多拷贝毕
赤酵母表达试剂盒的操作手册配制。

!"% 目的基因的扩增
根据编码 01+-2蛋白的基因序列，除去位于 :S

端的 :-P;的信号肽序列，并按照毕赤酵母密码子的
偏爱性，在不改变其氨基酸序列的前提下，将低利用

率密码子 9,0、909 同义突变为高利用率密码子
9,>和 900：
01+-2基因上游引物：
:S>9,9,,00>9,>,0000>900>>,0,>>003S；

下游引物：

:S0,9>99>>9>0>,>0,>9,0>00>99,>>00>3S；
;<=>8?质粒载体引物：
:S,+T-，:SA9,>09900>>,,009,>,,9>A3S；
3S,+T-，:SA 9>,,,099>,00>09,>,0>>A3S
以上两对引物均由宝生物（大连）工程公司合成。

以本室构建的 ;9@7A01+-2重组质粒为模板进
行 <>B 扩增反应。反应条件为：85U :M)K，85U
3.%、::U 3.%、V*U 3.% 3. 个循环，最后 V*U延伸
:M)K。
!"& 重组表达载体 ’()*+,-./0!1的构建
将 <>B产物和表达载体 ;<=>8?分别用 +#)B!

和 ,)(!双酶切，用试剂盒回收后连接，连接产物转
入大肠杆菌 67-.8感受态细胞，经 <>B和酶切鉴定
为阳性的重组菌株送大连宝生物用双脱氧链终止法

进行 CD, 序列测定。用 CD,1&$# 软件对序列进行
分析。

!"2 毕赤酵母感受态细胞的制备、筛选及表型的鉴
别

参照 =KR)&#G’"K公司毕赤酵母操作手册进行，所
制感受态细胞立即使用。

将 ;<=>8?A01+-2和 ;<=>8? 用 -%.!单酶切线
性化后，与毕赤酵母感受态细胞混匀进行电转化，转

化物涂营养缺陷型 7C培养基平皿，置 *2U恒温培
养 * 4 5N，能在 7C培养基上生长的菌落为 O)%W 转
化子。将 7C 培养基平皿中长出的最初 O)%W 转化
子，影印法依次接种到含 95-2 浓度梯度为 -X.、
*X.M’YMF的 Q<C培养基中，筛选多拷贝重组菌株。
<>B法确认重组菌株，并在 7C和 77培养基上筛
选表型。

!"3 重组酵母菌株的诱导表达
从 Q<CA95-2平皿上挑取多拷贝 91--:Y;<=>8?A

01+-2 O=1W 7Z0W菌株的单菌落于 :MF L79Q培养
基中 *2 4 3.U摇床培养 *5[，离心 :M)K 收获细胞。
将其用 -.MF L77Q 培养基悬浮，*2U诱导培养
\.[，每 *5[向培养基中补加甲醇至终浓度为 -/，以
保证持续的诱导表达。

!"1 摇瓶水平和发酵罐水平表达产物的 /4/-
(567分析
取在摇瓶诱导表达 \.[后的培养液，-*...#YM)K

离心取上清液进行 1C1A<,9@分析，并筛选出高表
达菌株。

重组酵母在 :F发酵罐中进行发酵。重组酵母
的发酵为高密度补料发酵，发酵过程分为菌株培养
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阶段、碳源饲喂阶段和诱导表达阶段，具体方法见

!"#$%&’()"操作手册。在诱导前及诱导过程中每 *+,
取样一次以备检测。诱导结束后，以 *----&./$"离
心 0-/$"取上清后浓缩冻干保存备用。
!"# 表达产物 $%&!’蛋白的糖基化分析及纯化
将 +-!1（ */(）上 清 液 加 入 等 量 的 *- 2

3456’7&’%)$" 变性缓冲液中煮沸 *-/$" 使其变性，再
加入 * 2 38缓冲液、8!1 9":’ ; 0<=温育 *,后加等
量的上样缓冲液进行 >?>@AB39分析。
用 >)7,C:)D 3@*--分子筛等步骤进行层析。将

预处理的 >)7,C:)D 3@*--装柱后，再用 -E-*FAG>缓
冲液充分平衡至电导率、紫外吸收、7;均稳定，取样
品 -E8/1（约含蛋白含量 8-/(），用同样的缓冲液洗
脱，流速为 -E8/1./$"，收集峰值。
!"!( 免疫活性分析
取诱导上清液进行 >?>@AB39，电泳后将分离的

条带转至硝酸纤维素膜上进行 H)I%)&" J4’%鉴定。
以纯化的酵母表达的 K>L*M蛋白免疫一组小白

鼠，同时以 AG>免疫小鼠作阴性对照，每组 M只。免
疫接种量为 8-!(.只，与弗氏完全佐剂等体积混合，
初次免疫接种后 *8:用一免的 *.+剂量与弗氏不完
全佐剂等量混合后再次免疫。免疫前和免疫后 <:、
*N:尾部采血，分离血清；加强免疫后 <:（免疫后
0-:）眼眶采血、分离血清，用 91!>B法检测血清抗体
效价。

) 结果

) *! 目的基因的扩增
从 739F@K>L*M重组质粒中扩增出特异的 ?OB

片段，大小约为 0N+J7，与预期结果一致（见图 *）。

图 * 重组表达质粒 7A!PQR@K>L*M酶切及 APS分析
T$(U* B"C45I$I ’V S)6’/J$"C"% A4CI/$: 7A!PQR@K>L*M J5

:$()I%$"( W$%, !"#S".$#%" C": APS
*：APS 7&’:X6% ’V K>L*M；+，0：7A!PQR@K>L*M.!"#S" Y $#%"；N：
?1+--- FC&Z)&IU

) *) 重组表达载体 +,-.#/0$%&!’的构建和鉴定
重组质粒经 APS 和 !"#S"、$#%"双酶切鉴

定，均得到大小约 0N+J7 的片段，测序结果表明
K>L*M基因以正确的阅读框架与酵母表达载体
7A!PQR的#@因子信号肽序列的 0[端融合，结果如图
*所示。
) *1 重组酵母菌株的鉴定
对用 3N*M 筛选后的重组菌株用 APS 方法鉴

定，参照文献［8］，以重组菌株的染色体 ?OB作为模
板，以 8[BL\*、0[BL\* 为引物进行 APS检测，得到
M0NJ7大小的特异片段（空白菌株应为 NQ+J7），表明
转化子基因组中确实整合有 K>L*M基因（见图 +）。

图 + 重组菌株的 APS鉴定结果
T$(U+ APA C"C45I$I ’V $"%)&)I%): ()") $"%)(&C%$’"

$" 3>**8. 7A!PQR@K>L*M
*，+：3>**8.7A!PQR@K>L*M；0：?1+--- FC&Z)&IU

图 0 在 81发酵罐中表达产物的 >?>@AB39电泳分析
T$(U0 >?>@AB39 C"C45I$I ’V )D7&)II$’" 7&’:X6%I

$" %,) 81 V)&/)"%’&
*：V)&/)"%C%$’" J&’%, J)V’&) $":X6%$’" J5 /)%,C"’4；+ ] ^：V)&/)"%C%$’"

J&’%, $":X6): J5 /)%,C"’4 V’& *+,，+N,，NM,，̂-,，<+, &)I7)6%$#)45 ；<：

4’W /’4)6X4C& W)$(,% 7&’%)$" /C&Z)&IU

) *2 发酵罐水平目的蛋白的表达
选择摇瓶培养表达量高的毕赤酵母重组菌株

& U ’()%#*+) 7A!PQR@K>L*M进行 81发酵罐发酵培养。
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在诱导之前的菌体生长阶段发酵上清中检测不到目

的蛋白。随着甲醇的诱导，从 !"#开始检测到目的
蛋白，其表观分子量分别为为 !$%&和 !"%&左右，将
表达上清液进行 ’&’()*+,，用薄层扫描分析，目的
蛋白约占上清液中总蛋白质的 -./以上，诱导 0"#
目的蛋白表达量高达 "12345647（见图 8）。
! "# 表达产物 $%&’(蛋白的糖基化分析及纯化
将表达的外源蛋白进行脱糖基化后，!$%&左右

的蛋白带变为一条分子量约为 !"%&左右的蛋白带，
与 9’:!-基因产物的理论分子量相当，分析该氨基
酸序列，发现有一处潜在糖基化位点，说明该蛋白可

能经过了糖基化修饰，含有寡糖链，造成分子量偏大。

图 3 9’:!-蛋白脱糖基化前后的 ’&’()*+,分析
;<5=3 ’&’()*+, >?>@AB<B CD EFGHEBBEI 9’:!-

IE5@AJCBA@>KEI LA ,?IC M
!：@CN 4C@EJO@>H NE<5#K GHCKE<? 4>H%EHB；"，8：9’:!- IE5@AJCBA@>KEI LA
,?IC M；3，2：EFGHEBBEI 9’:!-=

图 2 9’:!-蛋白纯化图
;<5=2 )OH<D<EI GHCKE<? CD 9’:!-

!：EFGHEBBEI 9’:!-；"：@CN 4C@EJO@>H NE<5#K GHCKE<? 4>H%EHB（DHC4 KCG KC
LCKKC4：!!$%&、$$%&、32%&、82%&、"2%&、!-%&、!3%&）；8，3：GOH<D<EI
9’:!-=

表达的 9’:!-蛋白经纯化后，目的蛋白和来自
诱导培养基中的色素得到了很好的分离。目的蛋白

存在于第二个峰里，色素在第一个峰里，结果见图

2。
! ") 免疫活性分析
表达产物和脱糖基化产物经 ’&’()*+,电泳后

转移到 PQ膜上进行 REBKEH? L@CK免疫学反应，结果
显示，表达产物和脱糖基化产物 !$%&和 !"%&的外
源蛋白带分别能被人囊虫病血清抗体识别，出现显

色带（见图 $），说明分泌表达的外源蛋白具有免疫
反应活性，糖基化处理对蛋白的免疫反应活性影响

不大，糖基化产物对其他作用是否有影响，尚需进一

步研讨。

图 $ 9’:!-蛋白的 REBKEH? L@CK分析
;<5=$ REBKEH? L@CK >?>@AB<B CD K#E 9’:!- GHCKE<?

!：@CN 4C@EJO@>H NE<5#K GHCKE<? 4>H%EHB；"： !"#$"% &%’()*"’ +’!!26

G)SQTU；8：EFGHEBBEI 9’:!-；3：9’:!- IE5@AJCBA@>KEI LA ,?IC M=

小鼠免疫实验结果表明，对照组抗体水平没有

明显的变化，免疫组则从第 0天开始上升，并在免疫
后 8.I达到很高的峰值（见图 0）。说明分泌表达的
外源蛋白具有免疫原性。

图 0 免疫原性分析
;<5=0 *?>@AB<B CD <44O?C5E?<J<KA

* 讨论

!T-T年，VC#?BC? 应用重组 &P* 技术第一次成
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功地克隆鉴定出了羊带绦虫具有保护性抗原的基

因，并在大肠杆菌中表达，保护率达 !"#以上，并于
$!!%年 &月成为商品寄生虫疫苗，这为带科绦虫基
因工程苗的研制和开发提供了新的思路和广阔的前

景［’］。()*+,等（$!!-）克隆出猪带绦虫 ./0$-基因，
其编码序列与其他带绦虫相应保护性抗原有很高的

同源性，其表达蛋白可以作为一种重组疫苗来预防

猪囊虫病［1］。本研究选择疫苗候选基因 ./0$-，采
用近年来发展迅速的新型外源蛋白质生产系统2巴
斯德毕赤酵母表达系统，构建的重组毕赤酵母在 34
发酵罐高细胞密度发酵中表达量高达 &53%67864。
此外，酵母表达系统不但能使外源蛋白高水平表达，

而且还能通过一定途径将表达蛋白分泌到培养基

中，且杂蛋白少，经过分子筛层析即可得到纯度很高

的蛋白，这为基因工程下游的分离纯化和鉴定奠定

了基础。

酵母表达系统在分泌过程中能进行翻译后加

工，如糖基化、磷酸化和形成二硫键等功能，其表达

产物的特征接近真核蛋白，保持了分泌蛋白的天然

构象和活性，毕赤巴斯德酵母表达蛋白与糖连接的

方式一般为 92连接糖化位点，以甘露糖为多，且糖
基化修饰程度与哺乳动物的相似，因此利用 !"#$"%
!%&’()"&表达后产物更接近天然蛋白。用 /:;<.分
析，./0$-是一种糖蛋白，可能含有一个潜在的糖基
化位点（;=>2?2/@A8.BA）。本研究用的糖苷内切酶 C
是一种具有切割 92糖蛋白中高甘露糖和部分混合
寡聚糖的壳二糖核心活性的重组糖苷酶，经分析后

表明，表达出的目的蛋白进行了适度的糖基化修饰，

而且目的蛋白的表达量达到了 &53%67864，在免疫
分析中也具有免疫原性和免疫反应性，这为下一步

研制该基因工程疫苗的商品化生产打下了良好的基

础。

本研究为了提高疫苗候选基因 ./0$-在毕赤酵
母中的表达效率，采取了下列优化措施。首先在克

隆 ./0$-基因时，根据 6)7),>,> +@+ADE,>和 6,F,GG,>的
氨基酸序列［-］，选用毕赤酵母偏好密码子，对该基因

进行适当修饰，并通过设计引物，使 HI<扩增产物
去除了信号肽序列，从而适应酵母系统的要求，提高

表达量；其次，一般认为，单拷贝的转化子具有更好

的遗传稳定性，但是表达量相对较低，对于具有质粒

脱落性不稳定的重组菌的培养，由于丢失重组质粒

的菌体在非选择性培养基中一般具有生长的优势，

一旦发生重组质粒丢失，重组菌在培养液中的比例

会随时间快速下降，从而严重影响外源基因产物的

生产。因此，本研究构建的重组酵母外源基因为 J
K %个拷贝整合，这样既可以做到高表达，又可以保
证重组酵母的遗传稳定性。在本研究工作中，在平

板上传代 3代后，各单菌落中目的基因的 HI<的阳
性率为 $""#，同时表达量也很稳定，这有利于这种
重组酵母在实际生产中的应用。在发酵罐培养基因

重组菌时，通常需要维持一定的 EC和溶氧水平，在
本研究中发现，在 EC35" 时，重组酵母的稳定性最
好。另外，在低溶氧环境中由于氧会限制能量的提

供造成稳定性差，因而在发酵过程中需要保持溶氧

在 3"#以上。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ $］ LD>7 MN（孔繁瑶）O P@G@A,>)AQ H)A)=,GDFD7Q（家畜寄生虫学）O

R@,S,>7：IB,>@=@ ;7A,+*FG*A)F T>,U@A=,GQ HA@==（中国农业大学出版

社），$!!1
［ &］ P@A)=G@7*, :，(,F6)> <C，(D>V)F@= ;O *%+,"% &(-"./ D>+D=EB@A@

)>G,7@>= ,>W*+@ ,66*>,GQ ,> E,7= )7),>=G @XE@A,6@>G)F +Q=G,+@A+D=,=O

0%’+)",%,1 !%)%&"’(-(21，&""&，’()：%! Y ’&
［ J］ Z,) [\（贾万忠）O P)A,)G,D>= D] %3[，$%^* )>W $-^* (@>@= ]AD6

:)SDA /E@+,@= D] .)@>,,W)@O _D+GDA .B@=,=（博士论文）O (A)W*)G@

/+BDDF D] IB,>@=@ ;+)W@6Q D] ;7A,+*FG*A)F /+,@>+@=，R@,S,>7（中国

农业科学院研究生院），&""J
［ %］ IB)AF@= (H，()*+,，;>) MF,==@A，:)=B)FF [;O *%+,"% &(-"./

D>+D=EB@A@= EADG@,> BD6DFD7D*= GD BD=G2EADG@+G,U@ *%+,"% (3"& )>W

*%+,"% &%2",%’% $-^_ )>G,7@>=O 4,’+),%’"(,%- 5(.),%- 6()

7%)%&"’(-(21，$!!-，*)：313 Y 1’"
［ 3］ N@ 4（叶玲），4,* Z[（刘建伟），4,* Z（刘静）O MADV@> =GDA)7@ D]

+D6E@G@>G Q@)=G +@FF= )>W =,6EF@ EAD+@W*A@ ]DA HI< =+A@@>,>7 Q@)=G

A@+D6‘,>)>G +FD>@=O !)(2 8"(#$+/ 8"(7$1&（生物化学与生物物

理进展），&""J，+(（’）：!3’ Y !3!
［ ’］ ZDB>=D> L/，C)AA,=D> (R，4,7BGDaF@A= :[ +’ %- O P)++,>)G,D>

)7),>=G DU,>@ #1&’"#+)#(&"& *=,>7 ) W@],>@W A@+D6‘,>)>G )>G,7@>O

9%’.)+，$!-!，++)（’&$’）：3-3 Y 3-1
［ 1］ HF)>+)AG@ ;，MF,==@A ;，()*+, I( +’ %- O P)++,>)G,D> )7),>=G

*%+,"% &(-"./ #1&’"#+)#(&"& ,> E,7= *=,>7 >)G,U@ )>W A@+D6‘,>)>G

D>+D=EB@A@ )>G,7@>=O 4,’ 5 !%)%&"’(-，$!!!，*,（%）：’%J Y ’%1
［ -］ \BVD ?（赵翔），C*D LL（霍克克），4, NN（李育阳）O /Q>D>Q6D*=

ID>WD> T=)7@ ,> !"#$"% 7%&’()"& O :$",+&+ 5 (6 8"(’+#$(,(-(21（生物

工程学报），&"""，’-（J）：J"- Y J$$

1’3袁改玲等：猪囊尾蚴疫苗候选基因 ./0$-在酵母中的高效表达


