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血管内皮细胞生长因子（’678-)69:;<(=>:)?6)@9(A=>B680
=(9，简称’CDE）是一类多功能细胞因子，特异地作用于血管

内皮受体FGH和E)=0!，促进新生血管形成并增加微血管的

渗透性［!］。’CDE在生理和病理，如肿瘤血管发生、伤口愈

和、类风湿性关节炎、胚胎发育及冠心病等过程中起着非常

重要的作用。

天然’CDE是由两条糖蛋白链形成的二聚体。目前发

现’CDE至 少 有5种 亚 型，根 据 单 体 残 基 数 不 同 分 别 为

’CDE!$!，’CDE!#5，’CDE!"5，’CDE!1/和 ’CDE$%"，其 中

’CDE!$!和’CDE!"5是以可溶性蛋白形式分泌于细胞外发

挥生物活性，其他则与胞外基质结合而被储存。

’CDE基因在酵母［$］昆虫［2］以及大肠杆菌［#］宿主细胞

中均获得表达。作者曾用大肠杆菌高效表达了’CDE，然

而，包含体’CDE的复性不仅费时费力，而且损失较大。因

此，本实验选用了354+&/(*#&酵母表达系统，其主要优点是

分泌表达的外源蛋白为可溶性，蛋白糖基化更接近于人体，

表达的生物制剂用于人体疾病的治疗免疫原性小。

! 材料和方法

!"! 材料

重组质粒ICJ02<0’CDE!"50由德国福莱堡分子医学研

究所馈赠；质粒IDCK"0&LB、大肠杆菌,K!%/、GM5!购自

N9(O:@6公司；3#0"#+4+&/(*#&（DP!!5）、质粒IMQR0P!及其大

肠杆菌宿主菌JSN!%ET、酵母菌基本培养基（U+V）、购自

Q;W?=9(@:;公司；各种内切酶及工具酶均购自美国V?(0R6X7
公司；’CDE鼠单克隆抗体$C!购自日本株式会社免疫生物

研究所，MHN标记羊抗鼠Q@D购自北京天象人公司，培养基

UCNG（$YJ9.I=(;:Z!YU:67=C[=968=Z$YD)-8(7:）；KG
（U+VZ!YG:[=9(7:）；KK（U+VZ%*5Y K:=>6;()）；VKDU
（U+VZ$YJ9.I=(;:Z!YU:67=C[=968=Z!YD).8:9()）；电

击转化仪D:;:N-)7:9"为V?(H6<公司产品。

!"# 方法

!"#"! 重组’CDE酵母表达载体的构建和鉴定

ICJ02<0’CDE!"5用60(Q单酶切，经F):;(A酶补平，再

用.+7MQ酶 切，回 收 ’CDE!"5基 因 片 段，与 经 87+Q、

.+7MQ双酶切的IDCK0&LB连接，转化大肠杆菌GM5!，提

取质 粒；用90(HQ和.+7MQ分 别 双 酶 切 酵 母 表 达 载 体

IMQR0P!和IDCK0&LB0’CDE!"5，回收并连接酶切产物，转化

950(,#JSN!%ET。

!"#"# 基因转化及转化子鉴定：用:*+Q酶切重组表达质

粒IMQR0P!0’CDE!"5，将线性化质粒!"2#@电击转入酵母

感受态细胞DP!!5，立即向槽内加入!OR冰冷的!OO()／R
山梨醇，混匀后，取$%%#R菌液涂布到KG平板上，2%\培养

$<。将KG平板上生长的转化菌落按先后顺序分别接种到

KK和 KG平板上的相应位置，2%\培养2<，根据菌落在

KK平板上的生长情况，鉴定转化子的表型。一般地，在

KK平板上生长正常的转化子是K-=Z型，而在KK平板上

生长较弱的转化子是K-7P型。根据转化子的表型采用不同

的诱导方法表达外源蛋白［5］。

采用斑点杂交法进一步检测’CDE!"5基因是否整和到

354+&/(*#&酵母染色体上。选取 K-=Z和 K-=7转化子分别

接种到UCNG中，2%\培养$#>，取$%#R菌液均匀点到硝

酸纤维素膜上，用!02$N0<4JN标记’CDE!"5基因片段，制备

杂交探针。参照文献［5］进行斑点杂交。

!*#*$ ’CDE!"5基因表达及鉴定：按试剂盒介绍的方法，

选取转化菌分别接种VKDU培养基中，2%\培养至;:"%%
]$""，离心收集菌体，重悬于VKDU中，2%\培养#1>，每

隔$#>加入%̂5Y甲醇（K-=Z）诱导表达。用PGP0N4DC鉴

定’CDE!"5的表达。

# 结果与讨论

#"! 重组酵母表达载体%&’()*!)+,-.!/0的构建及!"#$%&
’()*酵母转化子的鉴定

首先将’CDE!"5亚克隆至IDCK0&LB载体上，再利用



!"#$%&’(和 酵 母 表 达 载 体!)*+%,-上 共 同 的!"#.*和

$%&)*位点，将/#"0-12基因亚克隆至!)*+%,-上，构建重

组酵母表达载体!)*+%,-%/#"0-12，各步酶切产物都经琼脂

糖凝胶电泳分析和鉴定（图-）。

图- 酶切分析/#"0-12’()%*+#,-*酵母表达质粒

-34567897:!#;<:%/#"0-12=>."#*?@:$%&)*

A34567897:!"#$%&’(=>/&%*?@:$%&)*
<34567897:!"#$%&’(%/#"0-12=>$%&)*?@:!"#.*

B34CD$?EF7E（!4CD／,!!*／#GH.*）；

23IJE5(57:/#"0-1267@7(EHK9L7:567897:!"#$%&’(%/#"0-12

=>$%&)*?@:!"#.*
134567897:!)*+%,-=>$%&)*?@:!"#.*
&34567897:!)*+%,-%/#"0-12=>$%&)*?@:!"#.*

为 了 使 /#"0-12基 因 整 和 到 酵 母 染 色 体 上，首 先 用

0,%*酶切重组质粒!)*+%,-%/#"0-12使其线性化，然后电

击转入’()%*+#,-酵母",--2。由于",--2为组氨酸缺陷

型（)58M）菌株，在基本培养基$4上不生长，因此，在$4上

出现的克隆被初步认为是含有重组质粒的转化子。

随机挑取十几个转化子用4CD斑点杂交实验进一步鉴

定重组质粒，获得A-个杂交阳性转化子，确定/#"0-12基因

已整合到’()%*+#,-酵母染色体上。

根据线性化质粒在’()%*+#,-酵母染色体上整合位点

是否使乙醇氧化酶（DNO*）基因突变，所得酵母转化子有

)58P／$J9P和)58P／$J98两种表型，)58P／$J9P型菌利用甲

醇作碳源效率高，在基本培养基$$上生长正常，而)58P／

$J98型菌利用甲醇作碳源效率低，在 $$上生长较慢。表

型鉴定结果，A-个阳性转化子中，有-<个为)58P／$J9P，Q
个为)58P／$J98，这对于选择不同诱导条件具有指导意义。

!"! #$%&’()基因在!"#$%&’()%酵母中的表达和鉴定

将斑点杂交阳性的转化子培养在R$$S中，经甲醇诱

导$J9P表达BQL，收集菌液离心后，上清用;TD沉淀，,4,%
ID"#鉴定蛋白表达。其中有一株$J9P型菌表达了可溶性

/#"0-12二聚体，表达量约占培养上清总蛋白的B&U，分子

量约B1F4（图A），略大于大肠杆菌表达的/#"0-12复性后

产物（B<F4），这大概是由于/#"0-12在酵母中糖基化所致。

点免疫印迹结果表明’()%*+#,-*酵母分泌表达的人重组

/#"0-12具有结合其受体(V9%-和W4.生物活性（图<）。

图< 点免疫印迹鉴定/#"0-12的生物活性
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图A ,4,%ID"#分析/#"0-12基因在

’()%*+#,-*酵母中的表达
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以上结果说明’()%*+#,-*酵母系统能够分泌表达具有

生物功能的/#"0-12二聚体。在研究中我们注意到了影响

’()%*+#,-*酵母表达的因素，除外源基因本身影响表达量

外，基因拷贝数与外源蛋白的表达量有正相关。因此，用斑

点杂交法筛选高拷贝转化子是十分必要的，但并非所有的高

拷贝转化子都能有效分泌外源蛋白，这可能是由于高水平表

达阻断分泌途径所致。另外充足的氧气是’()%*+#,-*酵母

高效表达所必需的。有报道在发酵条件下外源蛋白表达量

比摇瓶培养条件下高-Y"-YY倍。
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