
!" 卷 " 期

!##$ 年 % 月

生 物 工 程 学 报

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

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

./0/12/3：*’2/45/6 !，!##7；800/9:/3：;,<=,6- >，!##$)

?@1A B’6C B,A A=99’6:/3 5- :@/ D6,<: E6’4 :@/ *,:1’<,( *,:=6,( F01/<0/ G’=<3,:1’< ’E H@1<,（*’)!#%$7#I#）)

"H’66/A9’<31<D ,=:@’6 ) ?/(JG,K：L M7NI#N7OO"$7I#；PN4,1(：-=,<Q9R4,1( ) 5=0: ) /3=) 0<
国家自然科学基金资助项目（*’)!#%$7#I#）资助。

!"#$%&%’ 的基因克隆及其在毕赤酵母中的分泌表达

()*’%’+ ,’& -"$."/%*’ 01#."22%*’ *3 !"#$%&%’ %’ !"#$"%
&%’()*"’

张 卉，袁其朋

ST8*U T=1 ,<3 VW8* X1NY/<D

北京化工大学北京生物加工过程重点实验室，北京 I###!>
3%2 4+5(*+/(*2 (- .#(6*(0%&& (- .%#7#$1，.%#7#$1 8$#9%*&#/2 (- !"%:#0+, ;%0"$(,(12，.%#7#$1 I###!>，!"#$+

摘 要 根据已知 @/90131< 氨基酸序列，参照毕赤氏巴斯德酵母（ <#0"#+ 6+&/(*#&）密码子偏好性，设计合成了 @/90131< 目的基

因。所合成的 @/90131< 基因全长 >759，其 %Z 端引入 [P\! 基因产物（3%=!）的特异性识别位点序列，以保证表达产物具有天然 *
端。通过基因重组的方法将 @/90131< 基因克隆到 9Y10S!8 载体中，构建了分泌型重组酵母表达载体 9Y]HS!8NT/90，经电转至毕

赤酵母 UFII% 中表达。使用浓度高达 I%##"DJ4^ 的 S/’01< 筛选得到高拷贝插入 UFII% 菌株，经摇瓶发酵和甲醇诱导，上清液

有明显的 @/90131< 表达，表达量达到 I## 4DJ^。初步抗菌特性研究表明，该表达产物对枯草芽孢杆菌有明显的抑菌作用，而对

大肠杆菌抑菌效果不明显。
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T/90131< 是一种由肝脏特异表达的富含半胱氨

酸的新型抗菌肽。!### 年，[6,=A/ 等首先从人血液

中分离纯化得到了由 !% 个氨基酸组成的 @/90131<
小肽［I］。!##I 年，Y,6C 等在寻找人尿液中阳离子抗

菌肽的研究过程中也分离到这一小肽［!］。与许多富

含半胱氨酸的抗菌肽类似，@/90131< 同样具有显著的

抗菌作用［I，!］。近几年的研究证实 @/90131< 对于调

节机体铁离子代谢平衡发挥着重要的作用，它可抑

制肠道对铁的吸收以及单核巨噬细胞系统对铁的释

放，因此，任何病理生理状态对体内 @/90131< 水平的



改变都将导致机体铁水平的变化［!］。此外，天然免

疫、慢性感染、炎症、缺氧等状况也与 "#$%&’&( 有着

密切的关系［)］。

随着对 "#$%&’&( 生物学功能的深入了解，越来

越多的科研工作者发现 "#$%&’&( 基因的异常表达可

能与多种疾病有关。通过大量的临床观察发现，肝

脏 "#$%&’&( 过度表达可能是许多贫血包括慢性病贫

血、炎症性贫血的根本原因［*，+］。此外，任何原因引

起的肝脏 "#$%&’&( 合成或分泌障碍，则可能是原发

性和继发性铁过负荷类疾病的起因［*］，通过给予外

源性 "#$%&’&( 很有可能缓解或有效地治疗这一类疾

病。因此，"#$%&’&( 可能成为一种治疗机体铁代谢相

关性疾病重要靶分子，而且其本身对于防止遗传性

血色病等铁负荷增多症具有重要的医疗应用价值。

虽然 "#$%&’&( 可 从 尿 液 中 分 离 获 得，但 尿 液 中

"#$%&’&( 质量浓度仅为 ,- . !-!/01
［2］，因此，采用基

因工程方法制备 "#$%&’&( 将具有很大优势。鉴于酵

母表达具有高表达、高稳定、高分泌的优点，所以本

实验采用酵母表达系统，设计并构建了人 "#$%&’&(
的分泌型表达载体，在毕赤巴斯德酵母 34,,* 中进

行了表达，并通过琼脂孔穴扩散法证实了其体外抗

菌活性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒及菌株：大肠杆菌 56$,-7’，毕赤酵母菌

株 34,,*（ !"# 8 ，9:;< ），克 隆 载 体 质 体 $9=,>5?
@&A$B#，$CDEF"G 购自 D(H&;I6/#( 公司。

!"!"# 酶与主要试剂：各种限制性内切酶、CJI6K#@;
=LG 聚合酶购自 5MNMOM 公司，5) =LG 连接酶购自

CI6A#/M 公司，F#6%&( 购自 D(H&;I6/#( 公司，=LG 提取

和凝胶回收试剂盒购自 5DGL3PL QDR5PES 公司。

肽分子量标准蛋白购自 GA#I@"MA Q&6@%&#(%#@。其它

试剂均为进口或国产分析纯产品。

!"# 方法

!"#"! 目的基因 =LG 序列片段的设计与合成人

S#$%&’&( 氨基酸 序 列：=5S7CDED7EE3EESO4NE39E
EN5。首先根据 "#$%&’&( 氨基酸序列和毕赤酵母密

码子偏好性［T］，在不改变氨基酸序列的条件下，设计

出适合于在毕赤酵母中表达的 "#$%&’&( =LG 编码序

列；为了构建 "#$%&’&( 在毕赤酵母中的分泌蛋白表

达载体，使分泌表达的目的蛋白的 L 端和 E 端能够

与天然 "#$%&’&( 小肽完全一致，在目的基因编码序

列的 *U 端引入 NPV2 基因产物（$%&2）的特异性识别

位点序列，并在 "#$%&’&( 编码序列的 !U端设计有终

止密码子，最后在序列的两端分别引入 ’()#和

’*+#酶切位点。所设计的 =LG 片段由北京三博远

志生 物 工 程 公 司 合 成，合 成 目 的 片 段 被 克 隆 于

$9=,>5?@&A$B# 载体上。

设计 =LG 序列如下：

1J@ GI/ G@$ 5"I S&@ C"# CI6 DB# EJ@ DB# C"# EJ@ EJ@
E5E3G3 GGGG3G 3G5 GE5 EGE 55E EEG G55 535 G55 55E 535 535

!
’()# N#W2 @&/(MB %B#MHM/#
3BJ EJ@ EJ@ S&@ GI/ 4#I 1J@ EJ@ 3BJ 9#; EJ@ EJ@ 1J@ 5"I
335 535 535 EGEG3G 5E5 GG3 535 335 G53 535 535 GG3 GE5
53G 5E5G3G
终止密码 ’*+#

表 ! $%&’()(* 天然与设计合成 +,- 序列比较

./01% ! 234&/5(63* 37 */8(9% /*) 6:*8;%6(<%) ;%&’()(* +,- 6%=>%*’%
!
"

3GE
3G5

GEE
GE5

EGE
EGE

55E
55E

EEE
EEG

G5E
G55

53E
535

G55
G55

55E
55E

53E
535

53E
535

33E
335

53E
535

,#- .(/ !"# 0(% 0/) 12% 34# 12% 0(% 34# 34# 524 34#
!
"

535
535

EG5
EGE

E3G
G3G

5EG
5E5

GG3
GG3

535
535

333
335

G53
G53

53E
535

53E
535

GG3
GG3

GE3
GE5

34# !"# ,/6 7%/ 84# 34# 524 9%: 34# 34# 84# .(/
;：(M;&H#；7：@J(;"#@&X#’Y

!"#"# 表 达 载 体 $CDEF"G?S#$% 的 构 建：根 据

$9=,>5?@&A$B# 载体以及目的基因序列，通过计算机

辅助设计并合成一对扩增引物，从 $9=,>5?@&A$B#?

S#$% 中 CEO 扩增出含有 "#$%&’&( 序列的 =LG 片段。

CEO 产物及 $CDEF"G 质粒分别用 ’()#和 ’*+#双

酶切后经琼脂糖电泳纯化回收所得目的片段。将载

2>! 3("<%#% =)>/<+2 )? @"):%A(<)2)64 生物工程学报 2--T，Z6B[2!，L6[!



体片段与目的片段在体外连接，转化感受态细胞

! ! "#$% "#$%&’’，在含有 ()!*+,- ./#012 的低盐固

体 -3 培养基上选择转化子，重组质粒 $456."789/$0
经 &’##酶切电泳鉴定阳性克隆，:;7 测序验证序

列的正确性。

!"#"$ 重 组 $456."789/$0 质 粒 转 化 毕 赤 酵 母

<=%%) 及高表达转化菌的筛选：含有 >/$01?12 基因的

重组质粒经 ()"#线性化后，经 31#8@A? 电转仪电击

转化 <=%%)。电击条件：电压 (&&&B，电容 ()!’，电

阻 (&&$。酵母感受态的制备参照文献［C］。在含有

%&&!*+,- ./#012 的固体 D4:= 培养基上筛选转化克

隆。高表达菌株使用 )&&、%&&&、%)&&!*+,- ./#012 浓

度梯度筛选。

!"#"% 重组转化酵母的 46@ 鉴定：挑取转化酵母单

菌落于 E,- DF4: 培养基中，E&G，()& H E&&I+,12 振

荡培养 %J H %C>，%(&&&I+,12，离心 %&,12，收集菌体，

抽提转化酵母的总 :;7。然后以总 :;7 为模板，以

$I1,/I%：)K "<6"<6"777<77<77<<<< EK和 $I1,/I(：

)K <6777"<<67""6"<767"6 6 EK为上下游引物进

行 46@ 扩增。

!"#"& 重组 * ! +),-#.%, 菌在摇瓶中的诱导表达：挑

取重组 * ! +),-#.%,，接种到 3L<D 中，E& G、()&I+,12
振荡培养约 %C > 至 /0J&& 达到 ( H J；室温 M&&&I+,12
离心 ),12，将菌体用 3LLD（含 %N 6AOA,12#A01?O）
重悬至 /0J&& 约为 %P&，(CG、()&I+,12 振荡培养，进

行甲醇诱导表达，每隔 %(> 取样，同时补加 %&&N甲

醇至终浓度为 &P)N。所取样液经 %&&&&* 离心 ( H
E,12，将上清移置新的灭菌离心管中，于液氮中保

存。

!"#"’ 重组表达 >/$01?12 的 "I1012/8=:=847<F：重组

>/$01?12 的分子量只有 (PQR:，理论上分子量低于

%)R: 的多肽在常规 "I1O8甘氨酸电泳系统中难以得

到理想的电泳分辨率［Q］。因此，使用 "I1012/（三羟甲

基氨基甘氨酸）代替甘氨酸作为终止离子，并增加了

甘油，使重组 >/$01?12 小肽得到了较好的分辨率及

带型。

!"#"( 重组 >/$01?12 生物活性的初步测定：重组

>/$01?12 抑菌活性测定采用琼脂孔穴扩散法［S］：将处

于对数生长期的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌悬浮液

%)!-，与 ))G的 -3 固体培养基 (),- 混匀后铺平

板，等其凝固后，用经过高压灭菌过的打孔器（直径

),,）打孔，滴加 )&!- 待测表达上清样品，EQG培养

过夜，以同体积的 $456."87 空载体转化酵母表达蛋

白为阴性对照。

# 结果

#"! 重组表达质粒的构建和鉴定

以 $L:%C"8O1,$T/89/$0 质粒为模板进行 46@ 反

应，扩增出含有 >/$01?12 序列的 :;7 片段。46@ 产

物经 &’##和 &1)#双酶切后与 $456."7 连接，经

电转化转入 ! ! "#$% "#$%&’’保存。获得重组质粒

$456."789/$0 经 46@ 与酶切分析，得知目的基因已

插入质粒载体中，经 :;7 序列分析，得知插入基因

序列 与 设 计 序 列 完 全 一 致，测 序 结 果 如 下：

""<6"<""""<667""""667767<676777"776<<<"
"7""<"""7"777"76"76"7""<667<67""<6"<6"7
77<77<77<<<<"7"6"6"6<7<))))*)*)+),+,
),++,,,))+++*+)++++,+*++*+**++*++*
+,),)*)+,+))*+*+**+)+*+*++*+))*),+
+*)"6"7<776777776"67"6"67<77<7<<7"6"<7
7"7<6<66<"6<7667"67"67"67"67"67""<7<"""
<"7<66""7<767"<76"<""66"6。其中黑体部分为

目的基因序列，下划线部分为酶切位点。

#"# 重组 -./,0!)123-4 质粒的转化及高表达转

化菌的筛选

用于筛选酵母表达菌株的标记 ./#012 对细菌、

真菌、植物细胞、哺乳动物细胞都具有广泛的毒性。

重组质粒经 ()"#线性化后，经 31#8@A? 电转仪电击

转化毕赤酵母宿主菌 <=%%)，转化后的菌液涂布于

含有 %&&!*+,- ./#012 的固体 D4:= 培养基上筛选转

化克隆。对单拷贝插入的酵母菌工作浓度为 %&&

!*+,-，使用 ./#012 )&&、%&&&、%)&&!*+,- 的浓度梯度

筛选高拷贝插入的酵母菌，最终在 %)&&!*+,- 的浓

度下得到若干个单菌落，逐一进行表达研究。

图 % 重组质粒的 46@ 鉴定电泳图

’1*! % ">/ 46@ I/OUTVO #W I/0#,X12A2V $TAO,1?
%：)& X$ :;7 TA??/I ,AIR/I；(：46@ $I#?U0VO #W I/0#,X12A2V $TAO,1?!

#"$ 重组转化酵母的 .,5 鉴定（图 %）

抽提转化酵母的总 :;7，然后以总 :;7 为模

ECE张 卉等：9/$01?12 的基因克隆及其在毕赤酵母中的分泌表达



板，以 !"#$%"&、!"#$%"’ 分别为上下游引物进行 ()*
扩增，()* 产物应为 ’+,-!，结果如图 &。()* 产物

进行 ./0 测序与设计序列完全一致，表明 1%!2#3#4
基因序列已经整合到酵母 56&&, 基因组中。

!"# $%&’()(* 的 +,(’(*%-./.-0123 结果

在 7"#897"#2#4% 电泳系统中，重组表达 1%!2#3#4
得到较理想的电泳分辨率和带型（图 ’0）。7"#2#4%9
6.69(05: 结果显示：经甲醇诱导表达上清在 ’;<=.

图 ’ 重组 1%!2#3#4（0）和 !"#$"% &%’()*"’56&&,>!?)@!90 上清（A）的 7"#2#4%96.69(05:
B#CD ’ 71% 7"#2#4%96.69(05: EF "%2E$-#4G4H 1%!2#3#4（0）G43 !"#$"% &%’()*"’ 56&&,>!?)@!90（A）

0D I：$EJ%2KJG" L%#C1H $G"=%"8；M：K4#43K2%3 2JG"#F#%3 -"EH1；

& N +：2%JJ8 GFH%" &’，’O，PQ，O+，QM，<’，+O，RQ1 #43K2H#E4 "%8!%2H#S%JTD
AD I：$EJ%2KJG" L%#C1H $G"=%"8；M：K4#43K2%3 2JG"#F#%3 -"EH1；

& N P：2%JJ8 GFH%" &’，’O，O+1 #43K2H#E4 "%8!%2H#S%JTD

处出现条带（图 ’0），与天然 1%!2#3#4 分子量大小一致。

!"4 生物活性的检测

以琼脂糖扩散法测定重组 1%!2#3#4 对大肠杆菌

和枯草芽孢杆菌的抗菌效果，结果显示重组 1%!2#3#4

对枯草芽孢杆菌有明显的抑菌作用（图 P），而对大

肠杆菌无抗菌效果。测定的重组 1%!2#3#4 抗菌能力

与U"GK8% 等报道的结果一致［&］，表明制备的重组

1%!2#3#4 具有生物活性。

图 P 重组 1%!2#3#4 的抑菌活性测定

B#CD P .%H%2H#E4 EF H1% G4H#-G2H%"#GJ G2H#S#HT EF "%2E$-#4G4H 1%!2#3#4
0：GCG#48H +%#",,-’ ’-.(","’，A：GCG#48H / D #)," AV’&（.:P）D

&：H1% 2E4HEJ EF 8K!%"4GHG4H EF !"#$"% &%’()*"’ 56&&,>!?)@!90；’：4%CGH#S% 2E4H"G8H EF 8K!%"4GHG4H EF !"#$"% &%’()*"’ 56&&,；

P：8K!%"4GHG4H EF !"#$"% &%’()*"’ 56&&,>!?)@!909W%!D

5 讨论

由于天然 1%!2#3#4 为一种激素类多肽，人体正

常生理状态下体内含量很低，如果通过从人尿液或

是血液中分离提取，不但成本高且获取困难；若通过

化学合成法，由于 1%!2#3#4 小肽分子具有 O 对二硫

键，使得合成比较困难，合成后的收率低、不易纯化

且价格相当昂贵，同样无法满足对其生物学功能的

进一步研究和临床应用的需要。鉴于 1%!2#3#4 基因

较小，故采用人工合成的方法来获得目的基因，然后

再通过基因工程方法构建基因重组菌进行微生物发

酵来大量生产 1%!2#3#4，可以有效解决上述问题，无

论是对其研究还是医学及药用价值开发更具有实际

意义。

有关 1%!2#3#4 及其生理学作用的基础性研究国

内外已有了很大的进展，但很少有利用基因工程方

法生产 1%!2#3#4 的研究性报道。到目前为止，只有

张怀［R］、5%"G"3#［&M］等人采用大肠杆菌进行了融合表

达。鉴 于 原 核 表 达 系 统 存 在 的 一 些 弊 端 以 及

1%!2#3#4 自身的特点和用途，如果采用真核表达系统

且将产物分泌到胞外将会是一种更为理想的方式。

因此本文采用了酵母表达载体 !"#$"% &%’()*"’ 成功

地分泌表达了人铁调节激素 1%!2#3#4。

巴斯德毕赤酵母（!"#$"% &%’)*"’）由于兼有原核
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细胞良好的可操作性和真核系统的翻译后加工、修

饰的特点，且发酵条件简单，表达水平高，适合高密

度培养，为工业化和纯化提供极大的方便［!!］。为了

提高 "#$%&’&( 在毕赤酵母中的表达效率，我们根据

人 "#$%&’&( 的氨基酸序列，通过选用毕赤酵母偏好

密码子，天然 ) 端设计等改造措施进行了基因全序

列人工合成，然后构建并获得了 "#$%&’&( 在酵母中

的高效分泌表达菌株。所表达的 "#$%&’&( 为含有 *+
个氨基酸的小肽，分子量大小为 *,- ./ 与理论值一

致，这对后续大批量生产 "#$%&’&( 用于动物实验以

及相关药物开发方面奠定了基础。
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