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神经营养素!" 基因的人工合成及其在毕赤酵母中的分泌性表达

张朝春 梁伟锋 杨希才"

（中国科学院微生物研究所 北京 2###/#）

摘 要：根据人神经营养素14（C?679 9.?*%D*%E+914，E,-14）的基因序列，把编码氨基酸的密码子转换成毕赤酵母

（!"#$"% &%’()*"’）偏爱的形式，设计了 2# 条 40 F 3@9D 的寡聚核苷酸引物，通过 3 次连续 GHI 反应，获得了人工合成的

,-14 <J,( 片段（简称 +,1 4- 基因）。将合成的 +,1 4- 基因克隆到 )GKH@L 质粒上，获得重组表达载体 )GKH@L1,-1
4M。将重组表达载体 )GKH@L1,-14M 和 )GKH@L1E,-14 分别电击转化宿主毕赤酵母 NO223 菌株，经筛选得到重组转化

子。不同转化子经甲醇诱导，表达产物进行 OJO1G(N5 检测、P.>D.*9 M&%D 检测和 5QKO( 分析，结果表明，+,1 4- 基因

和 $+,1 4 基因成功获得分泌性表达，从整体水平上，使用偏爱密码子的 +,1 4- 基因在毕赤酵母 NO223 菌株中的表

达明显优越于 $+,1 4 基因（;" R !’44!，G S #’#3），表达量在诱导后 A" F @0E 最高，达到 426:TQ 左右。
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神经营养素14（,.?*%D*%E+914，,-14）是神经营养

因子家族的主要成员之一，它是分子量约为 2!VJ，

含 4 个二硫键，等电点大于 @ 的碱性蛋白［2］。对交

感神经元、感觉神经元、大脑皮层的上运动神经元、

脊髓前角运动神经元以及大脑基底部的乙酰胆碱能

神经元［"］等都发挥重要的生物作用。因而 ,-14 可

能对神经疾病和神经损伤等具有治疗作用。,-14
在体内的含量极低，天然大量提取难度很大，成本昂

贵。因此，通过基因工程手段大量表达 ,-14 成为

,-14 基础和功能研究的重要途径之一。

毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）表达系统是近年来迅

速发展的一种表达系统，它具有 (WX2 强启动子，可

利用甲醇进行严格调控表达；并且其自身分泌的背

景蛋白很少，有利于外源蛋白的纯化。此外，毕赤酵

母对表达的外源蛋白进行加工和修饰，是一种理想

的真核蛋白表达系统［4，!］。本研究根据 Y%9.> 等［3］报

道的 E,-14 基因序列，把编码人神经营养素14 氨基

酸的密码子转换成毕赤酵母偏爱的密码子，人工合

成基因，采用毕赤酵母 NO223 菌株作为表达宿主，试

图提高 ,-14 的表达量。

# 材料和方法

# $# 酶和化学试剂

J,( 限 制 性 内 切 酶、-! J,( 连 接 酶 购 自

-7L7I7 公司；高保真 GZ? 酶购自北京天为时代公司；

一抗 (9D+1E?679 ,-14 )(M，酶 联 二 抗 (9D+1HE+<V.9
K:[ CIG 购自 G*%67:7 公司；抗生素 N!2/ 购自 O+:67
公司；其他试剂为国产或进口分析纯。

# $% 质粒、菌株和培养基

大肠杆菌 Y\2#@、重组表达载体 )GKH@L1E,-14
为本实验室保存。酵母表达载体 )GKH@L、受体菌

NO223、培 养 基 [,] 购 自 K9^+D*%:.9 公 司。培 养 基

[GJ1N!2/ 平板（每升含 2#: 酵母提取物，"#: 蛋白

胨，"#: 葡萄糖，其中含有不同浓度的抗生素 N!2/）；

]\N[（ 每 升 含 2#: 酵 母 提 取 物，"#: 蛋 白 胨，

2##66%&TQ L4GW!，24 ’ !: [,]，# ’ ###!: ]+%D+9，2#6Q
甘油）；]\\[（用 36QTQ 甲醇取代 ]\N[ 中 2#6QTQ
甘油）。

# $" 基因合成

# $" $# 引物设计：根据 Y%9.> 等［3］报道的 $+,1 4 基

因序列，按照毕赤酵母偏爱密码子表［0］，把编码人神

经营养素14 氨基酸的密码子转换成毕赤酵母偏爱

的形式。人工合成 2# 条寡聚核苷酸引物，即正链 3
条：_21_3，反链 3 条：I21I3，长度分别在 40 F 3@9D 之

间。引物序列如下：

_2：3‘1((NH((-(H--H-(HN(N(H-(N(-N-((NN(N
NH-(N(HH(N-H((N((HNN--NH(N14‘；

_"：3‘1(H-N----NNN-N(N(-H((N(HHNN-((H-H
-HH(N-H((NH((-(H--H-(HN(14‘；

_4：3‘1N(H((N-H--H-NH-(-HN(H(--(N(NN-H(
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(, 与 (-，(- 与 (&，(& 与 ()，() 与 (*，+, 与 +-，

+- 与 +&，+& 与 +)，+) 与 +* 之间分别存在长度为

,. / ,012 的相同序列片段。各引物在基因中的位置

见图 ,。引物由上海申友公司合成。

图 ! "#$%& 基因的合成

(345, 6374879 :; 4<1< =>12?<=3= :; @$%&A 4<1<

! ’% ’( B!+ 扩增合成 !"% &# 基因：如图 , 所示，取

引物 (, 和 +, 各 -*C9:D 进行 B!+ 反应，反应体积

*E!F，反应条件：0)G)931；0)G,931，*-G&E=，.-G
&E=，共 -* 个循环；.-G,E931。反应后取 E 5,!F 反应

产物做为模板，以 (- 和 +- 为引物，进行第 - 次 B!+
反应，反应条件：0)G)931；0)G,931，*-G&E=，.-G
&E=，共 -* 个循环；.-G,E931。反应后再取 E 5,!F 反

应产物作为模板，以 (& 和 +& 为模板进行第 & 次

B!+，反应条件同第 - 次 B!+ 反应。依此类推，连续

进行 * 次 B!+ 反应。

! ’) 重组表达载体的构建和序列测定

B!+ 产物经回收、纯化，用 $%&+"酶切后，与用

$%&+"和 ’()H"双酶切的 CBI!0J 载体连接，转化

大肠杆菌 KL,E0，重组质粒经测序分析正确，获得的

重组表达载体命名为 CBI!0J%@$%&A。重组质粒序列

由上海申友公司测定。

! ’* 毕赤酵母的电击转化和筛选

重组表达载体 CBI!0J%@$%&A 与本实验室保存

的重组表达载体 CBI!0J%@$%& 分别用 ’)*"酶切线

性化后，电击转化毕赤酵母（+ 5 ,)-.&/0-）#M,,* 菌

株。毕赤酵母的电击转化和筛选根据 I1N328:4<1 公

司的 LOD23%!:C> +0%10) PQC8<==3:1 J32 进行。获得的

转化 子 在 含 有 不 同 浓 度 的 抗 生 素 #),R（,94S9F，

-94S9F，&94S9F）的 TB6 平板上进一步筛选。

! ’+ 重组酵母的培养和诱导

重组酵母转化子于 HL#T 中，&EG培养 -)?，离

心收集菌体，转移至 HLLT 中，&EG诱导 *U，每隔

-)? 添加 E 5*V的甲醇和取样分析。

! ’, 表达产物的 PFIM" 分析

取诱导第 *U 上清液用 !HM 包被，)G过夜，以空

载体上清液作为阴性对照。洗涤后加入一抗，&.G
-?，$HM$ 洗涤 & 次，加入二抗，&.G -?。$HM$ 洗涤 &
次，加入底物 WB6 显色，在酶标仪上测定 23)0E。以

BS@!- 5, 为阳性依据。数据比较通过 Q- 检验。

! ’- 表达产物的 M6M$B"#P 分析

M6M%B"#P 分析按照参考文献［.］操作。

! ’!. 表达产物的 X<=2<81 AD:2 分析鉴定

X<=2<81 AD:2 按照参考文献［.］操作。一抗 "123%
?O971 @$%& C"A 为 , Y *EE 稀 释，酶 联 二 抗 "123%
!?3Z[<1 I4T \+B 为 , Y,EEE 稀释。
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! 结果

! "# !"$ %# 基因的人工合成和克隆

为使表达产物的 ! 端不附带多余的氨基酸残

基，!"" ## 基因的第一个密码子 $%& 没有被设计合

成，而用 ’()&*+ 载体经 $%&,!酶切后形成的 $%&
代替。按照图 - 所示，基因从中部开始合成。. 次

(&/ 产物的 - 0 .1 %234567 电泳结果显示（图 8），产

物 的大小与预期的结果一致。(&/产物用 ’()/!

图 ! 基因合成中的 &’( 产物

9:20 8 (&/ ’45;<=>6 5? 27@7 6A@>B76:6 5? !$"#C 27@7

D0D3E74；- 0 (45;<=> 5? >B7 ?:?>B (&/；80 (45;<=> 5? >B7 ?5<4>B (&/；#0

(45;<=> 5? >B7 >B:4; (&/；F 0 (45;<=> 5? >B7 67=5@; (&/；.0 (45;<=> 5? >B7

?:46> (&/0

酶切后，与用 $%&,!和 ’()/!双酶切的 ’()&*+ 载

体连接，转化大肠杆菌 GD-H* 菌株。挑取阳性转化

子，提取质粒，用 *+)!和 ’()/!双酶切，可切出

#IHC’ 左右的片段，表明表达载体的构建是正确的。

合成的 !"" ## 基因，经测定序列，与预期结果

完全一致，同 +!"" # 基因比较，#.J@> 中改变了 I. 个

碱基，占全序列的 -K 0 81；--* 个氨基酸中有 I8 个

氨基酸的密码子被置换为适合毕赤酵母高效表达的

密码子，占全序列的 .8 0 -1；L M & 由 .H 0 K1 变为

FI 0F1。

! "! !$$%C 和 B!$$% 在毕赤酵母中的表达及表达产

物的 NO)P% 和 PQP$(%LN 分析

取两种重组表达载体转化后获得的重组转化子

各 -K 个（抗 -R2SRO，8R2SRO，#R2SRO LF-K 的转化子

各 I 个）为一组，进行诱导培养。重组酵母 #HT诱

导培养 .;。取第 .; 表达上清进行 NO)P% 分析，阴性

对照的 ,-F*H为 H 0--*，以 (S!!8 0 - 为阳性依据，#I
个转化子都呈阳性，说明 !"" ## 基因和 +!"" # 基因

在毕赤酵母中获得了分泌性表达。根据 ,-F*H 的大

小将 #I 个转化子分为 M（H 08.",-F*H U H 0.H）、M M
（H 0.H",-F*H）两个等级（表 -）。

表 # 表达产物的 )*+,- 分析

$3CV7 - NO)P% 3@3VA6:6 5? >B7 7W’4766:5@ ’45;<=>

L45<’
,-F*H

M M M $5>3V

$43@6?54R3@>6 5? ’()&*+"!$"#C K#（H0##H X H0H8II） -H（H0*I. X H0-H-） -K（H0I*F# X H0H*..）

$43@6?54R3@>6 5? ’()&*+"B!$"# -.（H0#J# X H0HIFF） #（H0I#8 X H0HKK） -K（H0FHKI X H0H#8-）

# !<RC74 5? >43@6?54R3@>60

两组数据通过 W8 检验，结果显示，整体水平上，

使用偏爱密码子的 !"" ## 基因在毕赤酵母中的表

达明显优越于 +!"" # 基因（W8 Y F 0##F，( U H0H.）。用

-.1PQP"(%LN 分析两组中 # 个表达量最高的转化

子的上清液，电泳图谱表明在 -FEQ 左右处出现外源

目的 蛋 白 带（图 #），分 子 量 与 理 论 值 一 致。 用

,3@;6=3@ 软件分析电泳图谱，结果表明 !$"#C 基因

的表达比 B!$"# 提高了 -- 倍左右。

将表达量最高的转化子诱导培养 .;，每隔 8FB
取样。上清液用 -.1PQP"(%LN 电泳分析。电泳结

果用计算机软件 ,3@;6=3@ 分析，甲醇诱导的分泌型

表达产物随时间的变化而递增。第 8; 出现表达产

物，第 F; 表达量最高，达到 #-R2SO 左右，占总蛋白

的 FH 0I1，第 .; 表达量略有下降，可能是表达产物

被蛋白水解酶降解的缘故（图 F）。

图 % ./$%0 基因和 1./$% 基因在毕赤酵母中的

表达产物的 ,2,$&-3) 分析

9:20 # PQP"(%LN 3@3VA6:6 5? >B7 7W’4766:5@ ’45;<=> 5? !$"#C

27@7 3@; B!$"# 27@7 :@ . 0 /&01)230

D0D34E74；-0 &5@>45V；8 Z F0 Q:??747@> >43@6?54R3@>6 5? ’()&*+"B!$"#；.

Z J0 Q:??747@> >43@6?54R3@>6 5? ’()&*+"!$"#C0
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图 ! "#$%& 基因在毕赤酵母中不同时间段的

表达产物的 ’(’$)*+, 分析

!"#$ % &’&()*+, -.-/01"1 23 456 6789611"2. 892:;<4 23

=>(?@ #6.6 ".:"33696.4 4"A6 ". ! $ "#$%&’($

B$B-9C69；D $ E2.492/；F G H$ >56 6789611"2. 892:;<4 23 456

49-.1329A-.4 ". D，F，?，% -.: I:$

- .% 表达产物的 J61469. @/24 鉴定

分别取诱导第 %: 的相同体积上清液，经 DIK
&’&()*+, 后，J61469. @/24 鉴定。结果显示，8)LEMN(
=>(?@ 转化子和 8)LEMN(5=>(? 转化子的表达上清在

D%C’ 左右处都出现特异性反应带，分子量与理论值

一致（图 I）。这说明使用偏爱密码子的 )*( ?+ 基因

和 ,)*( ? 基因都获得了分泌性表达。

图 / 表达产物的 0123145 &673 分析

!"#$ I J61469. @/24 -.-/01"1 23 456 6789611"2. 892:;<4

B$B-9C69；D $ ,789611"2. 892:;<4 23 5=>(? #6.6；

F $ ,789611"2. 892:;<4 23 =>(?@ #6.6；?$ E2.492/ $

% 讨论

目前，毕赤酵母表达系统的应用非常广泛，很多

蛋白在毕赤酵母中可以高效表达，许多难于用其它

系统表达的蛋白也在这一系统中得到成功的表达，

如表皮 生 长 因 子（,+!）在 酿 酒 酵 母 中 表 达 量 为

OP%!#QAR，在毕赤酵母中表达量达到 %IS!#QAR，表达

量提高约 HS 倍［T］。虽然运用的都是相同的 -./D
启动子，但是对于不同的外源蛋白，表达量是千差万

别的。例如，同样在毕赤酵母中表达，破伤风毒素 E

片段表达量可达到 DF#QR［M］，而"(<90842#6". 的表达量

仅约为 D G IA#QAR［DS］。影响毕赤酵母外源表达的因

素主要有两方面：一方面，表达条件对表达量高低的

影响很重要；另一方面，外源基因序列本身的内在特

性也起着重要的作用，主要包括 AU=* IV端非翻译

区的序列和长度、* W > 组成以及密码子的使用频

率。在用毕赤酵母表达植物酶时，将在酵母中使用

频率为零的精氨酸密码子突变为使用频率较高的密

码子，表达量提高了 ?O 倍［DD］。

国外有在大肠杆菌和和昆虫细胞［DF］等表达系

统表达 =>(? 的报道，但是其表达量很低。国内有学

者用酿酒酵母和昆虫杆状病毒［D?］等表达系统来表

达 =>(?，表达量仍然不够理想。迄今国内外尚未有

用毕赤酵母表达 5=>(? 的报道。毕赤酵母表达系统

对外源基因的表达在密码子使用上有偏爱性，赵翔

等［H］分析了在毕赤酵母中表达的 FT 个蛋白编码基

因（来自 +6.X-.C）的同义密码子使用情况，推断出

毕赤酵母含有 DM 个高效表达密码子。这些密码子

的使用对从翻译水平上分析外源基因的表达有重要

的作用。本研究把编码 5=>(? 氨基酸的密码子转换

成毕赤酵母（! $ "#$%&’($）偏爱的形式，人工合成 )*(
?+ 基因。在相同的培养条件下，整体水平上，使用

偏爱密码子的 )*( ?+ 基因与 ,)*( ? 基因在毕赤酵

母中的表达差异极显著，大约提高了 DD 倍左右，表

明外源基因密码子的选用对其表达量高低有相当重

要的影响。本研究为人工合成基因、优化基因密码

子提高表达量提供有益的思路，同时为开展 =>(? 的

基础研究和临床应用打下了基础。
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