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摘 要 将去除信号肽的猪干扰素J!（>(?@3J!）基因置于酿酒酵母"因子分泌信号的 Y*7序列后，构建成 -ZXE%[J"JZ’XD*J!
分泌型重组表达载体，电转化导入毕赤酵母 Q+""#中，经 QK"I筛选后获得 !株多拷贝插入的重组子。+Y+JZ7QL和 \,=.,1:
0(’.分析结果表明，所获得的重组子能够分泌表达出 "G?Y和 !F?Y左右的 Z’XD*J!特异蛋白，其表达量为 "$I/B]V，占培养液总
蛋白的 H$^。实验首次在毕赤酵母表达系统中实现了 >(?@3J!基因的分泌表达。
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干扰素J!（ 4:.,1C,1’:J!，XD*J!）是由激活的 ; 细
胞和 *[细胞产生、具有抗病毒和免疫调节功能的
细胞因子［"］。猪干扰素J!全基因为 #$" 个碱基，编

码 "HH 个氨基酸，前 !$ 个氨基酸为信号肽，后 "KH
个氨基酸为成熟多肽，含有 ! 个糖基化位点［!］。研
究表明，猪干扰素J!具有高效抗病毒和免疫调节作



用［!"#］。

$%%&年，’()(*+,-. 等［/］首先对 01234"!基因进
行了研究。迄今为止，猪干扰素"!基因已在大肠杆
菌［5］、昆虫细胞［6］、兔肾细胞［7］中获得了表达。虽然

大肠杆菌生长快，培养基廉价，但所表达的外源蛋白

难以进行翻译后的修饰和加工。而昆虫和哺乳动物

细胞表达的外源蛋白虽能够得到良好的蛋白质翻译

后修饰和加工，但其纯化难度大且成本高［%］。毕赤

酵母表达系统作为近年来发展迅速、应用广泛的一

种真核表达系统，具有许多优点：可严格调控外源基

因的表达、表达产物可得到正确的翻译后修饰和加

工以及易于进行培养和操作［$&］。

分泌表达是一种理想的蛋白质生产方式，但目

前在国内外尚未见到猪干扰素"!基因在毕赤酵母
表达系统中获得分泌表达的报道。/&&/年，万建青
等［$$］将猪干扰素"!基因克隆到毕赤酵母分泌表达
载体 892:";$中，导入到宿主菌 <;$$#后，仅在胞内
检测到 01234"!，没有成功实现分泌表达。为了更好
地利用基因工程技术来开发重组猪干扰素"!制剂，
本研究利用"因子分泌信号的 ’4=序列（不含编码
>端 ?个氨基酸的序列，以下简称"序列）构建成能
精确表达 01234"!的毕赤酵母重组表达载体，以便
获得高表达的分泌型 01234"!蛋白，为进一步研究
其功能打下基础。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 质粒载体及菌株：毕赤酵母表达载体
802>%@、质粒 8AB//&"01234"!、大肠杆菌（!"#$%&’#$’(
#)*’）菌株 ’9#"均为本实验室保存。酵母菌株
<;$$#由中国农业大学动物医学院史喜菊博士惠
赠。

!"!"# 酶及主要试剂：限制酶、C?噬菌体 ’4=连接
酶购自 C,@,D,，0EF ’4=聚合酶、G4C0.购自北京天
为时代科技有限公司，<?$7硫酸盐、H4A为 <I-J(IK
公司产品、0I8L1-I"H为 AA2公司产品，一抗（=-L("0(M
234M 01NOPN1-,N）为 Q4’R<Q4公司产品。
!"!"$ 培养基：:A 培养基按参考文献［$/］配制，
H0’、S’、AS<H、ASSH培养基均按参考文献［$!］配
制。

!"!"% 引物（由上海博亚生物技术有限公司合成）：
0>D扩增"序列的引物设计（不含编码 <NF"=N,"<NF"
=N,的序列，见讨论部分）：
0T(+IT #：

#U"><><<=C>>===><=C<=<=C"!U 引物中含有
+(,9#酶切位点；
0T(+IT $：
#U"C=< >C><=<=<=C=>>>>CC>"!U 引物中含有
-$)#酶切位点；

0>D扩增 01234"!P’4= 基因的引物设计（不含
编码信号肽的序列）：

0T(+IT %：
#U"C=C >C><=<====<=C>CC=>C<>>=<<><>"!U
引物中含有 -$)#、+.*$酶切位点（=<=C>C，其中
C>C为 01234"!成熟多肽第一个氨基酸的密码子）
0T(+IT &：
#U"<<><==CC>CC=CCCC<=C<>C>C>C<<"!U
引物中含有 !#)D#酶切位点。
!"# 方法
!"#"! 0>D 扩增"序列及 01234"! P’4= 基因：以
0T(+IT #、0T(+IT $为引物，802>%@ 为模板，通过
0>D扩增"序列。以 0T(+IT %、0T(+IT &为引物，本
实验室保存的含猪干扰素"! P’4= 基因的质粒
8AB//&"01234"!为模板，通过 0>D扩增不含编码信
号肽的 /)012"!P’4= 基因。0>D 扩增条件均为
%#V 预变性 #+(-，然后进行 %?V !&.，##V !&.，6/V
$W#+(-，共 !&个循环，最后再 6/V延伸 $&+(-。
!"#"# 重组表达载体 802>%@"""01234"!的构建："
序列的 0>D产物用 +(,9#和 -$)#进行双酶切，
/)012"! P’4=基因的 0>D产物用 -$)#和 !#)D#
进行双酶切，802>%@载体用 +(,9#和 !#)D#进
行双酶切，上述 ! 个酶切产物经 C? 噬菌体 ’4=连
接酶连接后，转化到大肠杆菌菌株 ’9#"中，小量提
取质粒，经酶切鉴定后送往上海博亚生物技术有限

公司进行 ’4=序列测定。
!"#"$ 重组表达载体导入到宿主菌 <;$$#中：重组
表达载体 802>%@"""01234"!经 3(*#线性化后，采用
电转化方法导入到毕赤酵母菌株 <;$$#中。电转化
操作过程根据 2-J(LT1MI- 公司 SFNL(">18O /’#$’(
QX8TI..(1- @(L 进行。电转化后立即涂布于 S’ 平
板，倒置，于 !&V培养 / Y !G。
!"#"% 多拷贝插入重组子的筛选：经 S’平板初步
筛选的转化子在含有不同浓度 <?$7（&W#+MZ+:、
$W&+MZ+:、/W&+MZ+:、?W&+MZ+:）的 H0’平板上筛选
目的基因多拷贝插入的重组子。具体操作按

2-J(LT1MI-公司 SFNL(">18O /’#$’( QX8TI..(1- @(L进行。
!"#"& 重组子的 0>D鉴定：以基因组 ’4=为模板，
0T(+IT%、0T(+IT &为引物，对 <?$7不同抗性的重组

/!6 4$’5%"% 6)7&5(* )8 +’)9%#$5)*).: 生物工程学报 /&&#，B1NW/$，41W#



子进行 !"#鉴定。毕赤酵母基因组 $%&的提取按照
’()*+,-./(公司 012+*3"-45 !"#$"% 674,/88*-( 9*+进行。
!"#"$ 重组酵母的诱导表达：分别挑选多拷贝插入
重组酵母单菌落，置于装有 :;<= >0?@ 培养基的
A;<=三角瓶中，于 B;C DA;,E<*( 培养至 &’F;;为

GH;时，室温下 :A;;.离心 A<*( 收集菌体，用 G;<=
>00@培养基重悬菌体并移置于 :A;<=三角瓶中，
双层纱布封口，于 B;C DA;,E<*( 诱导表达 IFJ，每
DGJ向培养基中添加无水甲醇至终浓度为 :K 。实
验对照是转化空载体 4!’"I9的酵母菌株 ?L::A 和
单拷贝插入的重组酵母。

!"#"% 表达产物的 L$L3!&?6、M/8+/,( N2-+分析：诱导
IFJ后，常温，:D;;;,E<*(离心 :;<*(，上清液经 OAK硫酸
铵GC沉淀过夜，!>L（4POHG）透析 DGJ 后，进行 L$L3
!&?6、M/8+/,( N2-+分析，具体操作按参考文献［:D］进
行。M/8+/,( N2-+所用一抗为&(+*3!*. ’Q%. !-25R2-(S2，二
抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 ’.?。

# 结果

#"! !序列及 !"#$%&! ’()*基因的 +,-扩增
不含编码 ?213&2S3?213&2S 的!序列，其大小为

DAAN4。不含编码信号肽序列的 !()*+3" R$%& 基
因，其大小为 GG:N4。!"#产物经 :K琼脂糖凝胶电
泳检测，分别在 D;; T B;;N4（图 :）和 G;; T A;;N4（图
D）的位置出现一特异性条带，与理论大小相符。

图 : !序列的 !"#扩增
Q*.U : 62/R+,-4J-,/8*8 -V !"# 4,-W1R+8 -V!8/X1/(R/

0：$%& <S,Y/,；:：!"# 4,-W1R+8U

图 D !()*+3! R$%&基因的 !"#扩增
Q*.U D 62/R+,-4J-,/8*8 -V !"# 4,-W1R+8 -V !()*+3! R$%& ./(/

0：$%& <S,Y/,；:：!"# 4,-W1R+8U

#"# 重组表达载体 .+/,01&!&+2/3)&"的构建及鉴
定

构建好的重组表达载体 4!’"I93!3!-’Q%3"如图

B所示。

图 B 重组表达载体 4!’"I93!3!-’Q%3"的构建

Q*.U B "-(8+,1R+*-( -V ,/R-<N*(S(+ /74,/88*-(

)/R+-, 4!’"I93!3!-’Q%3"

重组表达载体用 ,%-P#或 .#(##进行酶切
鉴定时应能切出 IFIIN4大小的一条带；用 ,%-P#
和 .#(##进行双酶切鉴定时应出现两条带，分别为

O;ON4和 ZIIDN4；用 ,/0$进行酶切鉴定时应出现 G
条带，分别为 BOZN4、:D;;N4、DG;BN4和 AO:ZN4。酶切
鉴定结果表明连接正确（图 G）。进一步的测序结果
表明所构建的载体完全正确（测序数据略）。

图 G 重组质粒 4!’"I93!3!-’Q%3"的酶切鉴定

Q*.U G "JS,SR+/,*[S+*-( -V 4!’"I93!3!-’Q%3"
W*./8+/W N5 ,%-P#E.#(##E,/0$

0:，0D：$%& <S,Y/,；:：4!’"I93!3!-’Q%3"W*./8+/W N5 ,%-P#；D：

4!’"I93!3!-’Q%3"W*./8+/W N5 .#(##；B：4!’"I93!3!-’Q%3"W*./8+/W

N5 ,%-P#S(W .#(##；G：4!’"I93!3!-’Q%3"W*./8+/W N5 ,/0$；A：

4!’"I93!3!-’Q%3"42S8<*WU

#"4 电转化及多拷贝插入重组子的筛选
重组表达载体 4!’"I93!3!-’Q%3"经 1%0#线性
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化，电转化导入毕赤酵母菌株 !"##$后，通过 %&平
板初步筛选获得了约 ’((个转化子。进一步通过不
同 !)#* 浓度的 +,& 平板（(-$./0.1、#-(./0.1、

2-(./0.1、)-(./0.1）筛选多拷贝插入的重组子，在

)-(./0.1 !)#* 的 +,& 平板上获得 2 个高抗菌株
（实验数据略），分别命名为 32和 34。

!"# 重组子的 $%&鉴定
以基因组 &56为模板，,78.97 !、,78.97 "为引

物，对 !)#*不同抗性的重组子进行 ,:;鉴定，扩增
产物电泳显示，在 )(( < $((=>之间均有一特异性条
带，而阴性对照没有相应的条带（图 $），结果表明

,?@A5B#成熟多肽基因成功整合到宿主菌的基因组

&56中。

图 $ 重组子的 ,:;鉴定

A8/C$ @D9EF8G8HIF8?E ?G 79H?.=8EIEF =J ,:;
%：&56 .I7K97；# < *：F?FIL &560F9.>LIF9 G7?. 79H?.=8EIEF M8FN

D8GG979EF !)#* 79O8OFIEH9；P：H?EF7?L（ Q ） F?FIL &560F9.>LIF9 G7?.

>,@:PRB!"##$；#(：H?EF7?L（B）DD32S0F9.>LIF9C

!"’ 诱导表达及其产物的 ()(*$+,-、./01/23 4561
分析

两株多拷贝插入的重组子（32和 34）经甲醇诱
导表达 P’N后，离心取上清用 T$U硫酸铵 )V沉淀
过夜，再用 ,W"（>3T-)）透析 2)N，然后通过 #$U的
分离胶进行 "&"B,6!X 分析。电泳结果在 #TK& 和

24K&左右处有蛋白带出现，而对照酵母未出现相应
的蛋白带（图 ’）。"&"B,6!X 结果用 YZIEF8FJ SE9B
)-$-(软件分析表明，目的蛋白占总蛋白的 ’(U，表
达量达到 #(*./01。进一步的 [9OF97E =L?F 分析显
示，#TK&和 24K&产物为特异的猪干扰素B#蛋白带
（图 T）。由此表明，猪干扰素B#基因在毕赤酵母中
成功实现了分泌表达。

图 ’ "&"B,6!X分析 !"#$%B!基因在
毕赤酵母 !"##$中的分泌表达

A8/C ’ "&"B,6!X IEILJO8O ?G HZLFZ79 =7?FN ?G
!"#$%B! /9E9 9\>79OO9D 8E ! C &’()"*+( !"##$

%：L?M .?L9HZLI7 M98/NF >7?F98E OFIEDI7D；#：79H?.=8EIEF ?G O8E/L9 H?>J

8EO97F 8EDZH9D G?7 P’N；2：.ZLF8>L9 8EO97FO 79H?.=8EIEF（32）8EDZH9D G?7

P’N；4：.ZLF8>L9 8EO97FO 79H?.=8EIEF（34）8EDZH9D G?7 P’N；)：H?EF7?L
（B）>,@:PRB!"##$ 8EDZH9D G?7 P’NC

图 T [9OF97E =L?F 分析 !"#$%B!基因在
毕赤酵母 !"##$中的分泌表达

A8/CT [9OF97E =L?F IEILJO8O ?G HZLFZ79 =7?FN ?G !"#$%B!
/9E9 9\>79OO9D 8E ! C &’()"*+( !"##$

%：L?M .?L9HZLI7 M98/NF >7?F98E OFIEDI7D；#：79H?.=8EIEF ?G O8E/L9 H?>J

8EO97F 8EDZH9D G?7 P’N；2：H?EF7?L（B）>,@:PRB!"##$ 8EDZH9D G?7 P’N；

4：.ZLF8>L9 8EO97FO 79H?.=8EIEF（32） 8EDZH9D G?7 P’N；)：.ZLF8>L9

8EO97FO 79H?.=8EIEF（34）8EDZH9D G?7 P’NC

7 讨论

$因子分泌信号是由信号肽（5端约 2(个氨基
酸）、前导区（约 ’(个氨基酸）和信息素（:端 ’个氨
基酸，B1JOB67/B!"#$%"&$!"#$%"& B）三部分组成［#)］。以
下是 >,@:PR载体上多克隆位点和$因子分泌信号
的部分序列：

)4T ,-+./(/ 0"1*.’2 "3 4+")/5-."2"67 生物工程学报 2(($，]?L-2#，5?-$



!"#! $%&!! ’(#"! )*+" ,#-!
#$% #%# $$$ ⋯ %$# $&$ &$& %#% ### #%# %#% %&$ %## %&$ $#& %$# %## $$& &&$ #%% %&% %&& %&%

’() #*+ ,-( ⋯ ./0 1(* 2(3 %03 245 #*+ %03 #0/ %03 #0/ $4* ./0 %03 ,-( ,*6 #*+ #0/ #0/ #0/

! ! !
7(89 1)(:; 1)(:;

#因子分泌信号已成功引导了许多蛋白的分泌
表达［:<=:>］。蛋白分泌后，#因子分泌信号被切除，这
是由信号肽酶、7(89 和 1)(:; 蛋白酶来完成［:?，:@］。
7(89 在=245=#*+=" %03=#0/=%03=#0/=部位进行切割，
%03=#0/=%03=#0/并非 7(89发生切割作用所必需，但
其存在可以增强切割效率。随后，1)(:; 进一步在
%03=#0/="%03=#0/="部位进行切割，但并非总是有
效。这样，外源基因直接插入到 A,B&C7载体的多克
隆位点，表达产物 D端将额外增加 : E :9个氨基酸。

%6F/等［:C］研究表明，外源蛋白 D端额外多出的
氨基酸残基会影响所表达蛋白的构象。另有研究表

明，外源蛋白 D端第一个氨基酸紧临 245=#*+之后，
这样的#因子分泌信号也能成功引导外源蛋白分泌
至胞外，且随后被信号肽酶和 7(89蛋白酶切除［9G］。
因此，本研究中将 ,6BHD=$成熟多肽基因 IJD#片段
置于#=序列后所构建的 A,B&C7=#=,6BHD=$表达载
体，将能保证 .#/0,=!基因在毕赤酵母分泌表达产
物的氨基酸序列与天然 ,6BHD=$成熟多肽的氨基酸
序列 :GGK同源。

,6BHD=$成熟多肽的相对分子量为 :>LJ。本研
究分泌表达产物除了在预期的 :>LJ大小位置出现
特异蛋白带外，在 9;LJ左右也出现特异蛋白带，其
原因可能是：虽然#因子分泌信号在分泌后其信号
肽被切除，但其前导区（ 约 MG 个氨基酸，MN<LJ 左
右）未被 7(89酶切除。进一步的证实需通过 D端氨
基酸测序。

我们对本实验的分泌表达产物进行了活性检

测，在中国兽医药品监察所检测技术研究室进行的

抗病毒活性实验结果表明，该表达产物能够很好地

保护猪肾细胞（,7=:< 株）免受猪瘟病毒 O&.（石门
系）的感染。进一步将采用其它系统确定重组猪干

扰素=$的效价，以及研究其对活体猪的免疫保护作
用，有关研究资料将另文发表。

本研究首次在毕赤酵母表达系统中以分泌形式

表达出重组猪干扰素=$，为利用基因工程手段开发
猪干扰素=$制剂打下了良好的基础。
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