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摘 要 猪卵透明带（<&=:>+’’?@AB:，<C）由生物化学和免疫学性质截然不同的三种糖蛋白（><C!、><C6!和><C6"）

组成。由于抗><C6"抗体能在体外与人<C发生交叉反应，因此><C6"一直被认为是研制抗受精避孕疫苗的潜在

抗原之一。为了能在原核系统中获得无卵巢因子污染的><C6"蛋白，本文采用CDE方法删除了原@F)G中编码

0H/和6H/端信号肽和跨膜区的F)G顺序。扩增的><C6"基因核心片段（><C6"I）经F)G测序验证后，通过引入其

两端的30(EJ和4+,J酶切位点被定向插入>K%##!质粒CECL启动子下游的多克隆区。MFM/CG5N分析表明：工

程菌在热诱导后能特异地表达><C6"蛋白，并能在蛋白印迹实验中被兔抗><CJO5P识别。

关键词 ><C6"蛋白，基因表达，免疫印迹

中图分类号 E62#(!! 文献标识码 G 文章编号!$$$/6$8!（#$$!）$!/$$!8/$3

猪卵母细胞外包绕着一层非细胞性半透明被膜

/<C，它由 生物化学和免疫学性质截然不同的6种

糖蛋 白（><C!、><C6!和><C6"）组 成［!，#］。 由 于

><C6"抗体能在体外抑制人精卵结合，因此它也一

直被 看 作 是 研 制 抗 受 精 避 孕 疫 苗 的 一 个 潜 在 抗

原［6］。为了避免或减少<C疫苗对卵巢功能的干

扰，更准确地评价它的避孕功效和可能的副作用，通

过基因工程获得无卵巢因子污染的纯净<C组份蛋

白，业已成为当前<C研究的一个努力方向。><C6"
@F)G已于!223年被克隆［#］，我们也进行过><C6"
的融合表达研究［3］，但也许是由于该真核基因的特

殊性，至今尚未见使之以天然形式（糖基化或非糖基

化）在真核或原核系统中直接表达的报道。为此本

文首先在这方面作了积极的探索。

% 材料与方法

%(% 材料

%(%(% 菌种与质粒：大肠杆菌75!和KL#!（FN6）

菌株为复旦大学遗传工程国家重点实验室保存；

><0"质粒（克隆全长度><C6"@F)G的>K’?+P@.A>Q
质粒）由美国<&=:O+=J=@(R:..AP博士赠送；是CECL

启动子表达载体>K%##$衍生物的>K%##!质粒，

由中科院发育生物学研究所孙方臻博士惠赠。

%(%(& 工具酶和生化试剂：30(EJ，56+J和4+,J
等限 制 酶 以 及 73F)G 连 接 酶 购 自 K&+.A=O+.
S:==T+A,公司，7:UF)G聚合酶购自C.&,+O:公

司，F)G和 蛋 白 质 分 子 量 标 准 以 及 羊 抗 兔JO5／

REC购自华美生物工程公司，兔抗猪<CJO5P自己

制备［0］。其它生化试剂均为国产分析纯。

%(%($ 寡核苷酸引物：为了直接表达><C6"蛋白，

我们按已发表的><C6"@F)G序列［#］，前后设计了

表达不同><C6"蛋白的0种CDE引物（由上海生工

生物工程有限公司合成），引物序列见表!。

表% 设计引物序列

’()*+% ,-./+-0+12+34+0

C.A,+. M+U?+=@+P

9!（#8/,+.） 0H/555GG77DG755D5DD5G5D755G55/6H

E!（#$/,+.） 0H/DGDGD7D575DG5DDDGGDD/6H

9#（#8/,+.） 0H/555GG77D75DG5DDD5DG5DDD57D/6H

E#（60/,+.） 0H/5557D5GD77G7DG555G5DG5GD757D7D77D/6H

96（#2/,+.） 0H/555GG7DG7575DG5DDD5DG5DDD57D/6H



!!" 方法

!!"!! "#$%!目 的 基 因 片 段 的$&’扩 增：以 在

"#$%!基因的信号肽起始密码()*前引入!"#’+
位点的,-和位于该基因./端前部单一$%&+位点

后的’-，作为上下游引物进行$&’扩增。扩增的

./端!"#’+和$%&+片段（00.1"）与双酶切自"#.2
质粒的%/端$%&+和’&(+大片段连接，构建成删除

原./端非编码区的读框完整"#$%!345(。以在信

号肽顺序后./端引入!"#’+位点的,0和,%为上

游引物，以’6’’这一789:;加工处理位点前./端

引入’&(+和终止密码的’0为下游共同引物，分别

扩增出删除5端信号肽和&<端跨膜区的"#$%!/（不

带起始密码）和"#$%!=（引入起始密码）的核心片

段。"#$%!/和"#$%!=的扩增条件：>?@变 性.AB；

.A@退火?.B；20@延伸-C:;，重复0D循环。

!!"!" $&’产物的45(测序鉴定："#$%!345(
的./端扩 增!"#’+<$%&+小 片 段，在 与%/端 酶 切

$%&+<’&(+大片段连接前被定向插入"EF8GB39:"H测

序载体，转化宿主菌后依据涂布平皿蓝白斑筛选阳

性克隆，扩增培养后再用I+(JG;G公司的45(纯

化试剂盒抽提重组质粒，在(E+%2%(型45(测序

仪上进行生物素荧光标记45(序列自动分析。扩

增的"#$%!/和"#$%!=345(B在构建表达质粒前进

行同样程序的45(序列测定。

!!"!# "EK00-<"#$%!=等重组表达质粒的构建：删

除信号肽和跨膜区顺序的"#$%!=、"#$%!/和仅删除

原基因./端非编码顺序的"#$%!345(B，都通过它

们两 端 引 入 的!"#’+和’&(+位 点，被 定 向 插 入

"EK00-质粒$’$L启动子下游的多克隆区。相关

的酶切、片段回收、连接反应、重组质粒的转化和抽

提以及琼脂糖电泳鉴定等操作都参照常用分子生物

学方法或相应的试剂说明书进行。

!!"!$ 工程菌EL0-／"EK00-<"#$%!=的热诱导表

达：挑 单 菌 落 接 种 于%CLLE（("）培 养 液 中，于

%A@振荡培养过夜，翌日以-／.A（)／)）的比例转

接.ACLLE（("）培养液，继续培养至对数期（$MAA
NAO2"-OA），升温至?0@，热诱导振荡培养?"MP，

取样进行Q4Q<$(*R表达分析。

!!"!% "#$%!=蛋白表达产物的Q4Q<$(*R和蛋白

印迹分析：参见文献［.］。

" 结 果

"&! ’()#!*核心片段的)+,扩增与测序

为了能直接表达目的蛋白，通过$&’扩增了在

./端引入!"#’+位点和()*起始密码以及%/端引

入)*()((双终止密码和’&(+位点的"#$%!=核

心片段（编码"#$%!成熟蛋白%0MSS）。将此片段克

隆插入"EF8GB39:"H（"EQ）质粒，构建成"EQ<"#$%!=重

组质粒。45(测序结果表明所扩增片段未发生碱

基突变（测序图未列出）。为删除"#$%!基因./端

非编码区序列扩增的!"#’+<$%&+小片段以及比

"#$%!=仅少./端起始密码的"#$%!/核心片段（编码

%0.SS）也进行了测序验证（测序图未列出）。

"&" ’-.""!/’()#!*等重组表达质粒的构建

从测序过的"EQ<"#$%!=重组测序载体上双酶

切回收目的片段，然后在45(连接酶作用下，将之

定向插入"EK00-载体启动子下游多克隆区，成功构

建"EK00-<"#$%!=重组表达质粒。图-是"EK00-<
"#$%!=阳性克隆经扩增培养和抽提质粒步骤后的酶

切鉴定结果。另外也还构建了"EK00A<"#$%!=、")<
Q(-D<"#$%!=和"IR%A<"#$%!=重组表达质粒。

图- "EK00-<"#$%!=重组质粒的酶切分析

,:J!- ’GBH9:3H:T;S;SFUB:BT7"EK00-<"#$%!=
9G3TC1:;S;H"FSBC:V

-!45(CS9WG90AAA（0AAA，-AAA，2.A，0.A）4

0!"EK00-<"#$%!=V:JGBHGV1U!"#’+S;V’&(+
%!"EK00-<"#$%!=V:JGBHGV1U!"#’+
?!"EK00-V:JGBHGV1U!"#’+
.!)PGSC"F:7:GV"#$%!=79SJCG;H

M!#45(／!"#’+X*+,V$CS9WG9（0-002，.-?D，?>2%，?0MD，

%.0A，0A02，->A?，-.D?，-%2.，>?2，D%-，.M?）4

像"#$%!=基因片段一样，"#$%!和"#$%!/也分

别与"EK00-、"EK00A、")Q(-D和"IR%A载体重组

构建了表达质粒。

"&# ’-.""!/’()#!*在大肠杆菌中的目的蛋白直

接表达

"EK00-是"EK00A的衍生表达质粒［M］，重组插
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入!"#$$%&’&(启动子下游的目的基因直接表达

受温度变化调控。收集于)$*热诱导表达的大肠

杆菌"($%（+,-）／!"#$$%.!/&-!0工程菌体，经裂解

液破菌处理后取样进行%$12+2.&34,分析，结果

在-56+ 处 可 看 到 有 别 于 对 照 菌 蛋 白 带 谱 的

!/&-!0特异表达蛋白带（图$7）。

图$ !/&-!0表达蛋白的2+2.&34,（7）和蛋白印迹

分析结果（8）

9:;<$ 2+2.&34,（7）7=>?@AB@C=8DEB（8）EF
@G!C@AA@>!/&-!0!CEB@:=

H<&CEB@:=IED@JKD7CL@:;MBI7C6@C

3，"，N<!"#$%&"($%（+,-）:=>KJ@>7B)$*

O，P<!"#$%&"($%／!"#$$%:=>KJ@>7B)$*
+，4<!"#$%&"($%／!"#$$%.!/&-!0JKDBKC@>7B-Q*
,，9<!"#$%&"($%／!"#$$%.!/&-!0:=>KJ@>7B)$*

!"# $%&’!(蛋白表达产物的抗原性分析

为了证实2+2.&34,凝胶上有别于对照带谱

的特异条带就是所希望的!/&-!0表达产物，进行了

?@AB@C=8DEB检验。在完成2+2.&34,后，将重复

上样（样品量也相同）的一半凝胶进行考马斯亮蓝染

色，另一半凝胶进行电转移，以将所有蛋白条带转印

到醋酸纤维素膜上，然后用含!/&-!抗体的兔抗猪

/&N;4A和羊抗兔N;4／P’&分别完成一抗和二抗

反应，结果在诱导的工程菌蛋白带谱栏可看到与

2+2.&34,染色凝胶上特异表达条带对应的阳性反

应显色带，而所有对照蛋白带谱栏均无阳性反应信

号（图$8），这表明!/&-!0蛋白在大肠杆菌"($%
（+,-）／!"#$$%.!/&-!0工程菌中获得表达且具有免

疫学活性。

’ 讨 论

删去RS端非编码顺序的全长度!/&-"J+T3
（编码R-U77），以!"#$$%为载体已能在大肠杆菌

中表达（另文发表），但同样构建的全长度!/&-!

J+T3在!"#$$%、!"#$$Q、!V23%5和!W,-Q载体

中均未表达，原因可能是由于其T端信号和O端跨

膜区的相对疏水性，与之同源的帽猴/&-在原核系

统内的表达研究也出现类似的结果［X］。

由于出现在卵母细胞表面的成熟/&-分子不

存在T端信号肽和O端跨膜区［5，Y］，所以本文参照

文献［X］的做法，也通过&O’方法扩增出删除这两

段肽 编 码 顺 序 的!/&-!0核 心 片 段，最 终 构 建 的

!"#$$%.!/&-!0表达质粒，在"($%（+,-）宿主菌中

第一次成功表达出天然!/&-!（非糖基化）蛋白。这

一特异表达不仅为用/&抗体的蛋白印迹所证实，

而且表达带显示的-56+电泳分子量与其推断的

-U6+理论分子量也十分接近。这一可视的表达量

还不到菌体总蛋白的%1水平，原因也许同!/&-!0
基因中存在多于%／-的大肠杆菌非偏爱密码子有

关。

同以 往 的 融 合 形 式 /& 蛋 白 表 达 情 况 一

样［)，R，X］，!/&-!0的表达也存在若干降解次带，说明

包括/&-蛋白家族在内的/&蛋白易被宿主菌的蛋

白酶降解（在不同菌株中表达的情况都一样）。这现

象与哺乳动物体内的实际需要是吻合的，即受精卵

在输卵管内机械蠕动至子宫内某特定部位的过程

中，包绕在它外面的/&层在蛋白酶作用下降解崩

溃，从而导致其顺利着床［%Q］。

本研究令人感兴趣的另一现象是，不含RS端

3V4起始密码子的!/&-!S核心片段（原准备用于

!W,-Q载 体 的 融 合 蛋 白 表 达 ），在 !"#$$Q 和

!"#$$%载体中也能表达，且表达产物可被/&N;4A
识别（资 料 未 显 示）。如 果 说 这 一 表 达 是 利 用 了

!/&-!RS端$$77后的3V4起始密码子，那么该

3V4与!"#载体上2+序列之间的距离显然过长

了，除非该3V4两侧Z$Q#[%-之间另外存在特

别的表达调控元件。对这一现场的真正理解，尚有

待作进一步的探讨研究。

)*+*)*,-*.（参考文献）
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!"#$%&’()*+,)(-.&%/+()/&/.0%&12+3/+2*04&5+4-/&((6*0%-&

70((/2&8&4.963-4’-3&.&04.&2-*.0+4!"#!$%&’()*+$+,+-，

:;<=，!"：">:!"?>
［@］ ABCA（徐万祥），DEB$F（邱德义），CGHIJ（王健）+$).’

KL/2&,,0+4-4%*9-2-*.&205-.0+4+116,&%/0’5+4-/&((6*0%-M!"
*$HG04/’0&.!’12!"+-+3&4%").&56**4"&.&78（中国免疫学

杂志），:;;<，!#（?）：@"N!@"!
［>］ ABCA（徐万祥），AEKF（谢毅），CGHIJ（王健）+$).’KLM

/2&,,0+4-4%0%&4.010*-.0+4+12&*+3O04-4./0’PQ!#*$HG04/’
0&.!’12!"+-+3&4%").&59!0%&:!&.&78)";6**4"&.&78（中华

微生物学和免疫学杂志），:;;;，!$（"）：:!=!:@:
［?］ C-4’I，R04HJ，F-4’SFTU0’9M(&8&(&L/2&,,0+4+1/2+*9)M

3+,0404/’0&.!：K11&*.+1.9&20O+,+3&O04%04’,0.&T<%&$+!"

/=>%+--!&")";<4%!5!0)$!&"，:;;>，%："<@!";N
［=］ S-6(V，G15-(/62#-2G，I6/.-WSTKL/2&,,0+4+1O+44&.3+4#&)

（9)0)0)%);!)$)）5+4-/&((6*0%-M!（PQ!）04-/2+#-2)+.0*,),.&3

-4%0.,03364+’&40*0.)T9&.,+>%&;?+#，:;;=，#&：:@N!:@=
［<］ X+4U&0Y4&ITG4&73&.9+%1+2/2&%0*.04’,0’4-(,&Z6&4*&

*(&-8-’&,0.&T@40A0!;,+-，:;<?T!#：@?<!!@?;N
［;］ U+,-#-[，H-’-9-3-[，S03 C+$).’G2’MAMR),／G2’MG2’

3+.01-,-,0’4-(1+2/2&*62,+2*(&-8-’&M*-.-()5&%O)1620470.904

.9&*+4,.0.6.08&,&*2&.-2)/-.97-)T3B!&.12+*，:;;:，’%%：

:":"=!:":!N
［:N］ ABCA（徐万祥）T\0+*9&30,.2)，O0+(+’)-4%3+(&*6(-2O0+(+’)

+1.9&3-33-(0-45+4-/&((6*0%-T,+>%&;40$!&" ]1&"$%)0+>C
$!&"（生殖与避孕），:;;=，!&：:!:!:!>

()*+,-.)/012340556-.-7869:-.;80<<*=6+;>?!12=<*+6.9@>)04A6.*5(69.;<
803)6+0;.+B>)04A6.*5C4;.5A0AD4;.=0><6E0F-A;6.6.!"#$%&’#$’(#)*’

ABC-4MA0-4’ DEB$&MF0 AÊ HIF-4 WUKHID04’MA0-4’
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