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毕赤酵母表达重组人白细胞介素 !! 的纯化与鉴定
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摘 要 报道了毕赤酵母表达人白细胞介素 !! 的下游工艺研究，并对其产物进行了分析鉴定。所用工艺流程为

离心收集上清、超滤浓缩脱盐、离子交换层析、疏水层析、凝胶过滤。所得产物经 @A@/BCD7 电泳、EB/FBGH 分析、+
端和 H 端序列分析、质谱、等电点分析和生物学活性分析，结果表明：产品纯度大于 4"I，结构和性质与 3 * 0(,# 融合

表达的 +1;81J- 完全一致。
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人白细胞介素 !!（LMG/!!）是一种多功能的细胞

因子，最基本的功能在于造血调控作用，它能刺激人

的造血祖细胞和巨核细胞前体的分化并诱导巨核细

胞的生成和成熟，最终导致血小板数量的增加。此

外，它还具有促进消化道上皮损伤的恢复、调节脂肪

细胞分化等多种生物活性［!，$］。5AC 于 !44" 年批准

该产品上市，用于防止化疗引起的再生性血小板减

少症［#，K］。它是目前全世界唯一已用于临床的促进

血小板生成药。其它适应症如肿瘤化疗引起的口腔

粘膜炎、节段性回肠炎的治疗也正处于临床阶段，具

有较好的临床应用价值［&］。但是，由于该蛋白的性

质相当特殊，结构上富含 BN(，等电点极高，常规的表

达和复性都很困难，因此目前的生产都是采用融合

表达方法，生产过程中需酶切处理，工艺复杂，成本

居高不下。毕赤酵母（4#0"#+ 5+&/(*#&）系统是近年来

发展起来的一个外源蛋白表达系统［3］。它既具有

3 * 0(,# 系统操作简便、生产成本低的优点，又对重组

蛋白有一定的折叠和加工能力，已用于表达 7D5、

0+5、F@C 等多种蛋白［"］。这里，我们利用毕赤酵母

分泌表达人白细胞介素 !! 的工程菌，对其纯化工艺

和表达产物进行了研究，并与 3 * 0(,# 融合表达的

NLMG/!! 做了对比分析。

! 材料与方法

! "! 菌种

工程菌由本公司自行构建。由于天然 MG/!! 基

因在甲醇酵母中不能有效表达，因此我们根据甲醇

酵母的偏爱密码子，人工合成了缺失第一位 BN( 的

人 MG/!! 全长基因，经克隆转化筛选得到 NLMG/!! 的

高表达工程菌 OPMGK。

! "# 工程菌培养与上清收集

设定发酵温度 #%Q，利用全自动发酵罐（R9(>S-S
H，R*RN-;: R9(S1?L）进行发酵。根据需要进行培养

基成分添加，待甘油耗尽后进入甲醇诱导阶段。诱

导阶段进行 TF 及溶氧的控制。整个发酵时间视工

程菌生长情况确定。培养结束后离心法收集发酵上

清液。

! "$ 发酵液预处理

利用 B1))9?(: 超滤系统（美国 ,9))9T(N1 公司），孔

径为 &%%% 的超滤膜堆，以 & U ! 的比例，用 $%88()VG
0N9>/FH)（TF2W%）缓冲液对发酵上清进行超滤脱盐处

理，使最终发酵上清的电导小于 &8@V?8。

! "% &’()*!! 的纯化

纯化 采 用 的 层 析 系 统 为 XY0C 76T)(N1（瑞 典

BL-N8-?9- 公司）。发酵上清先经 @B @1TL-N(>1 55 柱

层析纯化。柱子先用 $%88()VG 0N9>/FH)（TF2W%）平

衡，经预处理的发酵上清液直接上样后，用 +-H) 梯

度洗脱。收集 NLMG/!! 目标峰，再加入固体硫酸铵至

$W%8()VG，上 BL1:.) @1TLN(>1 FB 柱，$W% Z %8()VG 硫酸

铵梯度洗脱。收集目标峰后，再上经 &88()VG 磷酸

缓冲液（TF"W%）平衡的 @1TL-[16 D$& 柱脱盐获得纯

化终产品。



! "# 分析与鉴定

! "# " ! 菌体浓度用分光光度计在 !""#$ 波长处测

定光密度值（!"!""）；%&’()的 *+*,-./0 采用 123,

$$45 法［6］；蛋白质定量采用 7829:;89 法。表达量采

用光密度扫描法（-<28$2=52 >+* ?@?A3$）。

! "# " $ 8<B1,%% 纯度采用 C-1D,DE 反相柱（>@92=，
F*.G&") H I") 含 "’%) JK. 乙 腈 梯 度，流 速 为

"’6$1L$5#，检测波长为 &%E#$）测定。

! "# " % 等电点测定采用 73=M$2# 公司的毛细管等

电聚焦电泳系统测定，方法见说明书。两性电解质

的 NC 范围为 O H %"。质谱委托中科院化学所测定，

P 端和 D 端测序委托中科院上海生物化学研究所测

定。

! "# "& 生物学活性分析：用 B1,! 依赖细胞株 QJ+%
和 RJJ 色素还原法测定酵母表达的 8<B1,%% 的生物

学活性［I］，以 /3#3A5=? B#?A5ASA3 大肠杆菌重组表达的

8<B1,%%（商品名：P3S$3T2）为对照（比活为 6’" U %"!SL
$T）。用酶标仪测定 !"(Q"#$，参考波长为 !O"#$。以

!" 值为 # 轴，板上稀释梯度的对数为 $ 轴，作对照

品和待检样品的量效关系散点图。利用 0V=34 软件

对实验结果进行回归分析，得到各样品的回归方程

和相关系数。根据回归方程求出各样品的 0+(" 值。

样品比活按下式计算：

待检样品比活性（SL$T）W 对照品比活性（SL$T）
U 对照品 0+(" L待检样品 0+("

$ 结果与讨论

$ "! 重组工程菌的高密度高表达发酵

对于罐上发酵，为缩短培养时间，减小因为表达

外源蛋白导致的对重组菌株的选择压力，8<B1,%% 发

酵分两阶段进行。首先，在以甘油为唯一碳源的合

成培养基中增殖菌体，等甘油耗尽后再加甲醇诱导

B1,%% 基因表达。另外实验证明在中性 NC 下 8<B1,
%% 表达水平不高（蛋白酶降解），因此将甲醇诱导阶

段的 NC 降低以抑制蛋白酶对分泌表达产物的降

解。诱导至 Q&< 以上表达到达最高峰，放罐，此时菌

浓度 !"!""!&""，上清液中 8<B1,%% 表达量经 *+*,
-./0分析大于 "’ETL1。图 % 为 XYB1E 菌种罐上培

养菌密度与 8<B1,%% 表达量的关系图。

$ "$ ’()*+!! 的分离与纯化

酵母分泌表达的最大特点就是表达产物直接分

泌在培养基中，不需要复杂的破菌手段，而且表达上

清中杂蛋白含量很低。但是，由于发酵培养基含有

大量的无机盐和酵母代谢产物，因此我们利用切向

流超滤技术，去除发酵上清中的小分子杂质，使其有

利于下一步的离子交换层析。

图 % 高密度发酵中 XYB1E 生长曲线与 8<B1,%% 的表达量

K5TG% XYB1E T8;ZA< =S8[3 2#9 A<3 3VN83??5;# ;: 8<B1,%%
"：B#9S=5#T

由于 8<B1,%% 的等电点偏碱性，因此我们选用了

*- 阳离子交换层析进行初步纯化（见图 &），一步即

可去除绝大部分杂蛋白，使其蛋白纯度达 I") 以

上。

精纯化采用了 -<3#@4 *3N<8;?3 C- 柱。由于它

是通过疏水性质进行分离，与离子交换具有不同的

分离机理。因此，除了去除杂蛋白外，还能去除很大

部分的色素、热原质和核酸片段等非蛋白类杂质。

经过此柱，蛋白纯度即可大于 I6)（见图 &）。

图 & *- *3N<28;?3 KK（.）和 -<3#@4 *3N<28;?3 C-（7）

分离纯化 8<B1,%% 的层析图

K5TG& D<8;$2A;T82N< ;: 8<B1,%% ;# *- *3N<28;?3 KK（.）

2#9 -<3#@4 *3N<28;?3 C-（7）

最后通过 *3N<293V /&( 柱脱盐，不仅能去除发

酵和纯化过程中的小分子物质，还可将蛋白转入适

合于制备制剂的缓冲液体系中。

整个纯化过程中，超滤处理后的样品电导较低，

刚好能满足离子交换的要求，而经离子交换的样品，

含有一定的盐浓度，适合于进行疏水层析。而且这
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两步都是吸附性层析，具有较好的浓缩蛋白的能力，

样品体积变小，刚好适合于脱盐层析。因此，整个纯

化组合相对比较合理，不需要其他的处理步骤，易于

工业放大。纯化的总回收率在 !"#左右，蛋白生物

学活性与对照品相当，产品最终纯度在 $"#以上。

纯化各步骤的 %&%’()*+ 电泳图谱见图 ,。

图 , -./0’11 纯化过程中的 %&%’()*+ 图

2345, %&%’()*+ 67689:3: ;< -./0’11
15 %=>?76@67@；! A B5 (=-3<3C6@3;7 6<@?- DE %?>.6-;:? 22，(.?798

%?>.-;:? 22，%?>.6F?G *!H，-?:>?C@3I?89；H5E6-J?-

表 ! 毕赤酵母 "#$%& 表达的 ’($%)!! 的纯化

*+,-. ! /0’1213+4156 52 ’($%)!! 2’57 !"#$"% &%’()*"’ "#$%&

(-;C?F=-?
K;@68 -./0’11

L4

(=-3@9

L#

-./0’11 -?C;I?-9

L#
%=>?-76@67@ ,1 M 1NN
O8@-6<38@-6@3;7 !H 51 M "1

DE %?>.6-;:? 22 1B51 $N 5" BH 5H
(.?798 %?>.6-;:? P( $5B, $Q 5H ,N 5B

*!H F?:68@374 " 5"Q $" 5R !" 5R

8 9: ’($%)!! 的鉴定

8 9: 9 ! %&%’()*+ 电泳和免疫印迹分析：%&%’()*+
电泳分析表明它的分子量比理论值（1$J&）大，为

!!J& 左右，可能与它的特殊结构有关。但不同方法

表达的蛋白其电泳行为和免疫性质是一致的（参见

图 B）。

8 9: 98 S(’P(0D 分析：经 %?>.6F?G *!H 脱盐的半成

品用 S(’P(0D 进行纯度鉴定，纯度超过 $Q#（图 H）。

8 9: 9: 等电点分析：由于 -./0’11 富含碱性氨基酸，

因此它的理论等电点高达 11TB，目前没有哪一种两

性电解质能用于它的测定。因此，我们采用毛细管

等电聚焦电泳方法，对毕赤酵母分泌表达的 -./0’11
进行了分析，与对照品（U?=V?46）相比，它们的出峰

位置基本一致，两者等电点均大于 1N。

8 9: 9& U 端和 D 端序列分析：对甲醇酵母分泌表达

的 -./0’11 的 U 端 1H 个氨基酸和 D 端 H 个氨基酸进

图 B 纯化后 -./0’11 电泳和免疫印迹分析图

2345B %&%’()*+ 67F W?:@?-7’X8;@@374 67689:3:
;< >=-3<3?F -./0’11

15E6-J?-；! 5 (=-3<3?F -./0’11；,5 U?=V?46

图 H -./0’11 纯度鉴定

2345H (=-3@9 67689:3: ;< -./0’11 X9 S(’P(0D

行测定的结果为，UP!’*(((*((SY%(&(S)+ 和 0Z’
KS0’D[[P，与理论一致。

8 9: 9; 质谱分析：毕赤酵母分泌表达系统与大肠杆

菌不一样的是它有一定的修饰加工能力，特别是糖

基化修饰。质谱分析表明，酵母表达来源的 -./0’11
分子量为 1$NRN，U?=V?46 为 1$NHR，而理论分子量为

1$NH1，两者非常吻合，说明不同来源的 -./0’11 均无

任何修饰。

8 9: 9< 生物学活性分析：结果见图 R，两者活性基

本相当，酵母表达的 -./0’11 比活为 "T! \ 1NR=LV4。
以上分析结果证明，不同表达系统所生产的

-./0’11，其结构和性质是相同的。此外，还进行了动

物体内药效、药代、急性毒性和长期毒性等研究，表

明不管是药效还是毒性，两者结果也是基本一致。

./0’11 由于其结构的特殊，用常规的表达方法

很难获得有活性蛋白。但临床对 ./0’11 的用量很

大，目前国外临床每次为 HV4，需连续使用 1 周以

上。现有的融合表达的方案成本高，工艺复杂，难以

!H! 生 物 工 程 学 报 1Q 卷



图 ! 毕赤酵母表达 "#$%&’’ 生物学活性测定

()*+! ,)-./0)1)02 -3 "#$%&’’ 456"47748 92 !"#$"% &%’()*"’

满足临床需求。因此，发展低成本的生产方案的要

求极为迫切。我们在这里报道的酵母生产系统，具

有表达量高、生产成本低、易于规模生产，获得的产

品与已经在临床使用的 :4;<4*. 性质一致，与传统

生产技术相比，具有重大突破，至今尚未见有该方面

的报道。因此，该技术具有极大的实用前景，目前正

在临床申报之中。
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