
!" 卷 " 期
!##$年 %月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,- !##$

./0/12/3：405’6/7 !"，!##8；900/:5/3：;/67<,7- !，!##$)
=>1? @’7A @,? ?<::’75/3 6- 5>/ B7,C5 D7’E 5>/ *,51’C,( *,5<7,( F01/C0/ ;’<C3,51’C ’D G>1C,（*’)"#H$#!%）)
" G’77/?:’<C31CB ,<5>’7 ) =/(：I8JK"HJI%8L%"K8；MJE,1(：N>,’(1><1!###O-,>’’) 0’E) 0C
国家自然科学基金（*’) "#H$#!%）资助。

!"#$%膜蛋白在甲醇型酵母中的表达和抗原性的研究
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摘 要 通过计算机辅助分析了中国广西 [\G重组亚型 QW&JH病毒株的 MC2蛋白（共 I%H氨基酸残基）氨基酸的疏水性、潜在
的抗原表位，与其它亚型的 MC2蛋白在氨基酸组成的保守性方面进行了比较，选择了 %$8 基因的 K8LJ%HH,,，%"IJ8$K,,和 $##J
$"K,,三段保守性及抗原性都较强的氨基酸序列构建成嵌合基因，将嵌合基因构建到毕赤酵母 9#0"#+ :+&/(*#& 表达载体 :]WGP![
中，利用甲醇诱导表达，对表达的蛋白进行了 Y/?5/76(’5和 F^FJ]9XM分析，结果表明，三段基因能在毕赤酵母 9#0"#+ :+&/(*#& 中
表达，产物为 K#A^的特异性诱导糖蛋白，通过 *1J?/:>,7’?/ K[金属 *1螯合层析柱分离纯化表达蛋白，酶联免疫检测结果表明，
纯化的抗原有很强的抗原特异性，可以用于 QW&检测试剂的研制和开发。
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多数研究表明，在 QW&JH 感染早期，血浆 QW&J
H.*9的表达量达到最高值后开始下降时抗体才能

测出，临床上称为抗体转阳期（F/7’0’C2/751’C），抗
QW&JH表面抗原 B:H!#，核心抗原 :!K抗体均不能被



检出，临床上称之为空窗期，一般在急性临床症状产

生后 ! " #周，中和抗体在急性症状出现后 $个月以
上才能被检测出来，称之为中和抗体产生的滞后现

象，这一机理尚不清楚［%—$］。有研究报道在急性感

染病人中能检测到抗 &’%!( 抗体，提示中和抗体的
延迟也许是目前所用检测方法不够灵敏所致。但也

有一些证据表明中和抗体的产生可能与 )*+,%膜蛋
白 &’%!(的糖基的某一区域有关，尤其是 +!区。若
+!区的某一位点发生缺失，则在原发期就很快出现
中和抗体。-./01231等认为 &’%!(的糖基可能通过构
型改变或占据有关抗原位点而掩盖了抗原的中和位

点。&’%!(的主要位点 +!、+$、45 是中和抗体产生
的主要位点，能和 465结合，&’5%的 ##! " ##7位点
氨基酸顺序 896:;<=也被认为是中和抗体产生的
主要位点［5］，为此 8>?蛋白成为免疫学诊断的首选
抗原。目前市场上已有四代 )*+检测产品的问世，
第四代 )*+检测产品对不同 )*+,%亚型（包括 @亚
型）毒株感染的细胞培养上清检出率达到 %((A（%BC
%B），对 !BB份存在交叉反应可能的血清样品，产品
出现 5 " #份假阳性，远低于其它代检测产品［B］。为
了提高 )*+检测产品的准确性，广泛性，减少假阳
性率的出现，我们用计算机辅助分析 8>?蛋白氨基
酸的疏水性、潜在的抗原表位，并与其它亚型的 8>?
蛋白氨基酸的保守性做了比较，选择了包括 45（5#D,
B%%//），4B（B$E,#75//），4#（7((,7$5//）三段含有抗原
较多的基因片段，将三段基因构建到酵母表达载体

中。)*+,%的外膜蛋白是糖基化蛋白，糖基化修饰
对它的抗原性来说是十分重要的，为此我们用甲醇

营养型酵母表达系统胞外表达嵌合蛋白［#］，检测抗

原的抗原性，与在大肠杆菌表达系统表达的嵌合蛋

白进行了比较，结果发现，糖基化蛋白的免疫原性比

非糖基化蛋白好，检测率高，可以作为检测 )*+,%不
同亚型的检测试剂。

! 材料与方法
!"! 材料和试剂
巴斯德毕赤酵母菌 -=%%B和质粒 ’F*4G!H购自

*>?1I.2&J>公司，大肠杆菌 6)B!由本室保存。F-8K,
LJ/3M载体、限制性内切酶、L5连接酶、L/N 6O<聚合
酶均购自 L/:/P/公司，酵母菌培养常用试剂及培养
基见 *>?1I.2&J>公司操作指南。
!"# 方法
!"#"! 目的基因片段的扩增：选择外膜蛋白 8>?中
的三段抗原表位，其中前两段（5#D,B%%//，B$E,
#75//）位于 &’%!(上的 45区，包含 &’%!( 和 &’5%的

交界区，此处是一个诱发机体产生抗体的重要区域，

后一段（7((,7$5//）位于 &’5% 上，在促进 )*+和 46
Q L,细胞膜的融合起重要作用。三段基因经 F4P
引入的酶切位点后分别连接到 L,J/3M 载体中。L,
J/3M载体的 F4P引物序列如下：第一段上游引物：BR
-<<LL4--<-4L4L<L--<L<L-<---<4<<LL--<-,
$R（引入 !"#"酶切位点）；下游引物：BR,--<L444-L
---44L---<,$R（引入 $"%)"酶切位点）；第二段
上游引物：BR,--<L444<-4L44L-<-4--4,$R（引入
$"%)"酶切位点），下游引物：BR,<<-4LL4<-4
4<-LL<-L-<L-L4<,$R（引入 &’(S#酶切位点）；第
三段上游引物：BR, <<-4LL-L-<<4<-<-L-4--4,$R
（引 入 &’(S # 酶 切 位 点），下 游 引 物 BR,
4L4-<-4--L<444L4L44<44LL4LL4LL4L<LL,$R
（引入 )*("酶切位点）。反应条件：D5T，BU1>，
D5T，%U1>，B(T，%U1>，7!T，$U1>，共 $( 个循环，
7!T终延伸 %(U1>［7］。
!"#"# 重组质粒的构建：’-8K,LJ/3M,VW1UJ.1V 和
’F*4G!H同时用 +#,P"C-,."双酶切，将嵌合基因
连入 F*4G!H中，按 1>?1I.2&J>公司操作指南将酵母菌
-=%%B制备成感受态，分别取出 E($9与 B " %($&经
!"#"线性化的重组表达质粒 ’F*4G!H,VW1UJ.1V 混
合，转入 (X!VU 电转杯，冰浴 BU1>，与 H12,P/S &J>J
’YZ3J.电转仪 %B((+，!B$[，!((%条件下电转化后，
立即加入 %U9冰浴山梨醇，将菌液涂布于 \F6选择
固体培养基上，!E " $(T孵育 ! " $S，观察转化子的
生长。

!"#"$ 酵母基因组 6O<的制备及阳性克隆的 F4P
检测：将转化菌落分别对应地点在 K6和 KK选择
平板上，筛选在 K6和 KK培养基上生长良好的菌
株。接种单菌落于 BU9 \F6 液体培养基中，!E "
$(T培养 %# " !(W后离心，收集菌体，用 !(($9裂解
液悬浮菌体，加 !(($9 (XBUU玻璃珠和 !(($9饱和
酚，震荡离心取上清，无水乙醇沉淀、PO<酶消化、
酚、氯仿抽提，最后用 5($9 L8溶解。以提取的酵母
基因组 6O<作为模板，用酵母载体上 <@]%基因的
通用引物进行 F4P反应扩增，条件同上。两个引物
分别为：

BR,-<4L--LL44<<LL-<4<<-4-,$R
$R,-4<<<L--4<LL4L-<4<L44,BR

!"#"% 重组酵母的诱导表达与鉴定：接种单菌落于
BU9 \F6液体培养基中，!E " $(T培养 %# " !(W，离
心收集菌体并重悬于 %((U9 HK-\ 培养基中，!E "
$(T培养至 /0 ^ !X( " #X(，离心收集菌体，用 B(U9
HKK\培养基重悬，使菌液的 /0 ^ %X(，!BT培养
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!"，每日补加甲醇于培养基中至终浓度为 #$，离心
收集上清液。取诱导表达的上清液 %&%’()*+进行
分析，,-./-01 234/ 鉴定表达产物，一抗为 567 阳性
血清，以碱性磷酸酶标记的羊抗人 68*抗体为二抗，
用 9:;<:=6(显色。
!"#"$ 产物的纯化与鉴定：将高表达重组将高表达
重组菌的诱导表达培养液（:>>?）离心，取上清液，
用 5@. 柱纯化蛋白，%&%’()*+ 分析蛋白的表达，
,-./-01 234/ 检测，一抗为 567 阳性血清，性磷酸酶
标记的二抗为羊抗人，酚’硫酸法检测糖蛋白的含糖
量［A］。

!"#"% +B6%)检测产物的抗原性：用包被液（!CD43<B
碳酸盐缓冲液，E5FGH）将纯化的抗原稀释到终浓度
为 #!8<DB，包被 +B6%) 板，IJK温育 LM，每孔加入
LCC!B封闭液（#$脱脂奶粉’(:%）IJK封闭 LM。将
人的血清样品用封闭液按 # N #CCC 稀释，每孔加入
#CC!B，室温下放置 LM；将兔抗人的酶联二抗用封闭
液按，# N!CCC 稀释抗后，每孔加入 #CC!B，室温下放
置 ICD@1。临用前取 #CCDD43<B (:（E5HGC）溶液
#CDB，;>:储存液 #CC!B，IC$5LOL #!!B混匀，每孔
加 #CC!B，显色 #CD@1，在波长 P!C1D检测吸光度。

# 结果
#"! 重组质粒 &’()*!+,!"#$%&#! 的构建
我们将 567’# 外膜基因 !"# 中的 PHF’!##QQ，

!IA’HJP QQ和 JCC’JIP QQ三处包含较多抗原位点的
区域依次连入 ;’-Q.R’ $%&’()&$ 中，以 ;’-Q.R’ $%&’()&$
质粒为模板，经 (=S引入的酶切位点，扩增出 HAC2E
左右的目的片段。(=S 产物经胶回收，与 (*+>’;
载体相连，用 !$*S"、+*,"双酶切，将酶切产物胶
回收。表达载体 E(6=T#: 用 +*,"和 !$*S"双酶
切，胶回收酶切后的载体将 HAC2E 的基因片段与
E(6=T#:表达载体连接，转化大肠杆菌中，筛选阳性
克隆。酶切鉴定图谱见（图 #），从图可以看出，
E(6=T#:’ $%&’()&$ 经 !$*S"<+*,"双酶切后，分别得
到 HAC2E和 IHCC2E两个片段，证明重组质粒构建正
确。E(6=T#:’ $%&’()&$ 的 (=S结果和 &9)序列分析
也证实重组质粒构建正确。

#"# -./0 1230表型筛选与阳性克隆鉴定
毕赤酵母表达系统在本实验室是新建立的系

统，我们采用了电穿孔法转化酵母细胞，电穿孔转化

法使用的参数是：电压 #!CC7，电容 L!!U，电阻
LCC$，采用 CGLVD电极杯，内盛转化细胞的容积以
#CC!B为最佳。E(6=T#:表达质粒为整合型质粒，和
酵母基因组重组使目的基因插入酵母基因组中才能

图 # 重组嵌和基因的鉴定图谱
U@8W# 61-1/@X@VQ/@41 4X VM@D-0@V 8-1- 2R 8Q04.- 8-3 -3-V/04EM40-.@.
#：#Y2 &9) BQ""-0；L：;-Q.R’ $%&’()&$ VZ/ 2R !$*S" Q1" +*,"
（IC#C2E，HAC2E）；I：E(6=T#:’ $%&’()&$ [-V/40（ IHCC \ HAC）；P：

E(6=T#:’ $%&’()&$ VZ/ 2R !$*S" Q1" +*,"（IHCC2E，HAC2E）

稳定表达目的蛋白。我们利用位于 -./#启动子上
的 01$" 酶切位点将 E(6=T#:’ $%&’()&$，E(6=T#: 分
别用 01$"酶切线性化，电转化 *%##!，有利于该质
粒中的目的基因插入酵母基因组相应位点中。转化

酵母在含有 T-4V@1选择固体培养基上 LA ] ICK孵育
L ] I"至大小适中的单菌落后，经 5>&，5>>固体
培养基进行表型筛选，由此得到的转化子在以甲醇

为碳源的培养基中菌的生长速度快（>Z/\ 型）。分
别选取 #C个 >Z/\ 表型转化子，用酵母菌染色体上
通用引物，扩增酵母转化子基因组，(=S鉴定阳性重
组子。鉴定结果表明，并非所有的 >Z/\表型转化子
都是阳性重组子，在选取的 >Z/\ 表型转化子中，阳
性重组率为 FC$。在阳性重组子中，嵌合基因通过
双交换整合到毕赤酵母基因组中，结果 -./# 基因
被嵌合基因所取代，整合到毕赤酵母基因组中。提

取酵母菌基因组，(=S扩增的产物是 HAC2E 和侧翼
!FC2E之和，LLCC2E 是酵母菌基因组上的 -./# 基
因，表明该表达质粒已插入毕赤酵母染色体上。作

为阴性对照的空载质粒整合到赤酵母染色体上后，

因不存在外源基因部分，(=S产物只是通用引物之
间的片段，即 !FC2E（图 L）。
#"4 重组菌的诱导表达与鉴定
选取 (=S鉴定的阳性克隆进行甲醇诱导表达，

并以整合空载的 E(6=T#:的 *%##!为阴性对照。挑
取单菌落接种于 L!DB >*?5中，ICK振荡培养，LPM
.2HCC至 LGC ] HGC，将菌液转移到 !CDB无菌的聚丙
烯酰胺管中，#!CC ] ICCC8室温离心 !D@1，弃上清，沉
淀用 :>>5重悬，使细胞 .2HCC约为 #GC，将培养物
放于 !CCDB锥形瓶中，加 #CC$甲醇至终浓度 #$，
每 LPM补加 #次，维持诱导，JLM取样 #DB，取上清液
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图 ! 酵母转化子的 "#$分析
%&’(! "#$ )*)+,-&- ./ !"#$"% &%’()*"’ 0+.*1-

2：234 567 +)8819；!：0+.*1 .*+, 0)99,&*’ +,-. ’1*1（!!::4; < =>:4;）；

? ：0+.*1 0)99,&*’ )&@ ’1*1（!!::4; < 2!2:4;）(

图 ? 重组表达产物的 A5AB"7CD和 E1-F19* 4+.F分析
%&’(? A5AB"7CD )*8 E1-F19* 4+.F )*)+,-&- ./ 1G;91--18

;9.8H0F- ./ 910.@4&*)*F ,1)-F
)(2：;9.F1&* @.+10H+)9 I1&’JF @)9319；!：&*8H018 -H;19*)F)*F ./ CA22=K
";&0L!M B #$"/0*"# -F9)&*（N!J）；?：&*8H018 -H;19*)F)*F ./ CA22=K
";&0L!M -F9)&*（N!J，0.*F9.+）(
4 (2：;9.F1&* @.+10H+)9 I1&’JF @)9319；!：&*8H018 -H;19*)F)*F ./ CA22=K
";&0L!M B #$"/0*"# -F9)&*（N!J）；?：&*8H018 -H;19*)F)*F ./ CA22=K";&0L

!M -F9)&*（N!J，0.*F9.+）(

按常规进行 A5AB"7CD 和 E1-F19* 印迹分析。A5AB
"7CD分析表明，重组菌在约 O:35处出现一条特异
的蛋白质带（图 ?)），一抗为 PQRB2血清，碱性磷酸酶
标记的羊抗人抗体为二抗的 E1-F19*印迹的分析结
果显示，该处出现一条明显的显色带，因此判定约

O:35的特异蛋白为嵌合基因表达的蛋白（图 ?4），由
于表达的蛋白一部分降解，一部分易形成聚合体，所

以我们看到多条带，通过对图 ?) 的 A5AB"7CD 分
析，表达的目的蛋白所占全部蛋白的 2!S T 2US。
尽管我们已经在大肠杆菌中表达出 PQRB2的嵌合重
组蛋白，但由于表达系统产生的重组蛋白不能糖基

化，是以包涵体的形式存在，在蛋白复性过程中可能

破坏二硫键，不能满足我们试验的需要。毕赤酵母

是新近发展起来的真核表达系统，该系统具有与哺

乳动物细胞相似的二硫键和翻译后的加工能力，推

测从毕赤酵母中产生的重组蛋白在构象上接近天然

蛋白，表达的蛋白经内质网及高尔基体加工后在糖

基化方面应更接近天然蛋白。通过酚B硫酸法对目
的蛋白进行糖含量的检测，结果证实表达产物确为

糖蛋白，糖含量约为 ?!S。
!"# 表达蛋白的纯化
收集重组菌的上清溶液，通过 6&B-1;J)9.-1 OM

金属 6&螯合层析柱分离纯化目的产物，表达的融合
蛋白 6B端为 V个连续的组氨酸（P&-），利用多聚组氨
酸与过渡态金属（6&<、W*< <、#H< < 等）的高亲和力

结合，可使用金属离子配体亲和层析进行快速纯化，

纯化后蛋白的 A5AB"DC7 结果发现一条蛋白质带
（图 O)），相应的用 PQR X 2 阳性病人血清为第一抗
体，碱性磷酸酶标记的羊抗人抗体为二抗进行

E1-F19* 4+.F鉴定其免疫原性，分析的结果也证实纯
化的蛋白为目的蛋白（图 O）。

图 O 纯化产物的 A5AB"7CD和 E1-F19* 4+.F分析
%&’(O A5A "7CD )*)+,-&- )*8 E1-F19* 4+.F )*)+,-&-

./ ;H9&/&18 ;9.8H0F-
2：;9.F1&* @)9319；!：;H9&/&18 ’;O:（+1/F），&*8H018 -H;19*)F)*F ./ CA22=K
;"Q#W!M（9&’JF）；?：;H9&/&18 ’;O:Y

!"$ 血清抗 %&’()抗体的检测
纯化的重组蛋白抗原包被免疫平皿（每孔

2::*’），用 DZQA7间接法检测由中国药品监督管理
所提供的 !:份 PQR阳性血清和 !:份 PQR阴性血清
（这 O:份样品是在全国范围内易感染高危人群中采
集，经筛选最后确定为阴性和阳性的血清样品）。O:
份血清样品几乎涵盖了当前我国所有 PQRB2 亚型，
所以检测结果具有普遍性和特异性。DZQA7检测结
果表明，以 :YU为 0HFB.//值，大于或等于此值判为阳
性，低于此值判为阴性。对 !:份阳性血清进行检测
的 ,1 值均在 0HFB.//值以上，特异性和准确性均达
到 2::S。对 !: 份阴性血清进行检测的 ,1 值在
0HFB.// 值以下，为阴性，特异性和准确性也达到
2::S。说明我们所得到的抗原在检测阳性样品和
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阴性样品的结果比较好、抗原覆盖率较高（图 !）。

图 ! 纯化重组蛋白的抗原性检测
"#$%! &’()*(+#,- ,. -(+#,-() (-+#/012 3(-4) 5#+6

3*7#.#48 749,:;#-(-+ 37,+4#-
<;=9#==( =6,5= -*:;47 ,. =47*:=，,78#-(+4 =6,5 >? ’()*4（@!A-:），=4+ B
:4(-= +64 74=*)+= -4$(+#’4 =47*:（B，C：-4$(+#’4 9,-+7,)；D E CD：+64
-4$(+#’4 =47*:）；=4+ C :4(-= +64 74=*)+= ,. +64 3,=+#’4 =47*:（B，C：

3,=+#’4 9,-+7,)；D E CD：+64 3,=+#’4 =47*:）%

! 讨论
毕赤酵母表达系统是近年来发展迅速、应用广

泛的一种真核表达系统，尤其适用于糖蛋白的表达

和制备，其自身分泌的蛋白少，便于产物的分离和纯

化。由于 012表面糖蛋白 &-’是很难表达的［F］，我
们选择了 012/B 的外膜蛋白的 G@（@HF/!BB((），G!
（!DI/HJ@((），GH（JAA/JD@((）三段基因构建到酵母菌
表达载体中表达目的蛋白。结果发现三段嵌合基因

在酵母菌中表达量较高，纯化的蛋白通过 &K1L<实
验检测抗原，具有良好免疫原性。其中 G@ 位于 2@
与 2!之间的区域，是结合 G?@分子的主要区域，也
是外膜蛋白重要的中和部位，其诱导的抗体与大多

数毒株具有交叉中和作用。!DI/!JH((区是 $3BCA蛋
白 G 末端区，此处氨基酸序列相对保守，!JJ/HAA((
属于 $3@BM/端区域，在 $3BCA 和 $3@B的交界区含有
的 @H个氨基酸残基不仅含有大量的!转角，而且亲
水性相当好，加之保守程度高，因而被认为是高免疫

原性区［BA］，针对该区域的抗体代表了免疫印迹所能

检测的几乎所有 $3BCA 的抗体，而且与感染者的临
床症状无关［BB，BC］，根据该区段设计合成的多肽能检

测出高达 FAN的 012/B阳性血清［BD］。鉴于 $3@B的
序列保守性比 $3BCA强，含有多个 O细胞抗原表位，
针对 $3@B的基因序列可以具有更广泛的特异性，在
012检测中也作为一项指标。P(#- 等［B@］认为处于
$3@B上的 !IC/HCA 氨基酸残基的抗原性最强，这样
在检测时灵敏度、特异性和抗原性都很强。为此，我

们选择的三段免疫原性较强的区域，希望能得到检

测灵敏度高、特异性好、检测结果准确的优势抗原，

实验也证实在毕赤酵母菌中表达目的蛋白，是糖基

化的外膜蛋白，它的免疫原性比在原核表达系统中

表达的没有糖基化的蛋白的免疫原性强，检测率高，

可以利用这种抗原开发新的检测试剂。
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