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缩短 !"#$%&序列可以提高 ’()基因在昆虫细胞中的表达
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人生长激素是一种由大脑基部垂体前叶分泌合成的多

肽类激素，其分子量为 $!K0LM，由 !2!个氨基酸组成。生长
激素的功能非常广泛，它能刺激骨和软骨的生长，器官的发

育，它还具有维持人体正常代谢，如促进 M+J、D+J和蛋白
质合成，分解脂肪，提高血糖水平，增加基础代谢，改善免疫

功能和保护健康组织等功能［!］。

G7>/H(/G7>系统是最新发展的昆虫细胞/杆状病毒表达
系统之一［$］，是利用转移载体 N67OHG7>!转化含有杆状病毒
穿梭载体 G7>:;<的大肠杆菌 MA!%G7>，外源基因通过位点特
异性转座作用整合到 G7>:;<中。G7>:;<含有完整的昆虫多
角体杆状病毒 J>P+B’基因组，既能在大肠杆菌中低拷贝复
制和稳定分离，又可以直接转染昆虫细胞，得到病毒粒子，经

过筛选重组 G7>:;<，直接转染昆虫细胞，得到纯的重组病毒，
同时高效表达外源基因。该系统具有快速稳定高效等特点，

我们采用该系统成功表达了 ?@A基因［1］。影响昆虫细胞系
统中外源基因表达水平的因素有很多，细胞培养条件，载体

优化，病毒感染，感染时间等都会影响外源基因的表达［# Q 3］，

而插入的外源基因 >M+J本身结构对其在该系统中表达影
响的研究报道很少，本文利用 G7>/H(/G7>系统操作简便快速
的特点，通过 BCD诱变方法，去除 ?@A >M+J中起始密码子
J4@前 0E非转译区（0E/FRHS7RO)7H5< D5T;(R，0E/F4D）的部分序
列，分析比较改造前后 ?@A基因在昆虫细胞中表达水平的
变化，为优化 ?@A基因在昆虫细胞中的表达和探讨 0E/F4D
对 ?@A基因在昆虫细胞中表达的调控作用提供基础。

* 材料和方法

*+* 材料
*+*+* 质粒，菌株与试剂：含有 ?@A >M+J 的转移载体
N’U!121V?@A，转座质粒 N67OHG7>!，含有穿梭载体 G7>:;< 的
3 * 0(,# 菌株 MA!%G7>均为本室保存。
*+*+, 病毒和细胞：野生型病毒 J>P+B’、无外源基因的重
组病毒 SJ>’/G7>、表达 ?@A基因的重组病毒 SJ>’/G7>/?@A

和昆虫细胞 WX2均由本室保存；细胞培养：@S7>5’O培养基 Y
!%Z6GW，$&[培养，1 Q #<换液，传代。
*+*+- BCD上、下游引物由上海生工生物工程公司合成。
*+*+. 其它：昆虫细胞培养基 @S7>5’O及胎牛血清（6GW）均
购自 @;\>(公司；所需核酸内切酶购自宝生物工程公司；4#
M+J连接酶、47]酶购自上海生工生物工程公司；所用抗生
素、切口平移试剂盒、MJG显色液购自华美生物工程公司；兔
抗人生长激素抗体、酶标二抗购自北京中山生物技术公司；

其它试剂均为国产分析纯试剂。

*+, 方法
*+,+* BCD法去除 ?@A >M+J 0E/F4D的部分序列：利用 BCD
方法，对 ?@A >M+J起始密码子 J4@前的部分序列作改造。
设计上游引物为：0E/C4C4456!!C4@CJJ4@@C4JCJ@/1E，引
入 .+7A ^ 酶切位点（划线部分），下游引物为转移载体
N’U!121 上原有序列不变，0E/CJJCJJC@CJCJ@JJ4C4J@C/
1E，以 N’U!121V?@A为模板，在 2#[，1:;R；2#[，!:;R，0"[，
!:;R，&$[，$:;R，1%>.>)5O；&$[，!%:;R条件下扩增得到目的
产物。

*+,+, 质粒构建，纯化，连接，转化及酶切分析方法均按分
子克隆实验指南［&］。

*+,+- 重组 G7>:;<的筛选，昆虫细胞转染及重组病毒制备
均按前述方法［1］。

*+,+. W(-H?5SR杂交：以回收的 NGD1$$V?@A 8#$< ^^^ 酶切所
得的 ?@A >M+J片段作模板，按切口平移试剂盒说明书制备
和标记探针，W(-H?5SR杂交方法按分子克隆实验指南［&］。
*+,+! 序列测定：重组转移载体中 ?@A基因 >M+J序列交
由博雅生物工程公司测定。

*+,+/ 病毒滴度测定：按 9R</N(;RH <;)-H;(R方法。［"］

*+,+0 免疫斑点分析：将样品点在硝酸纤维素膜上；4GW4
（4S;O $K#$T，+7C) $2K$#T，4_55R/$% $K0:U，加水定容至
!%%%:U）洗 1次，!ZGWJ封闭；4GW4洗 1次，加入适量兔抗人
生长激素抗体，室温反应，$?；4GW4洗 1次，加入适量酶标二



抗，室温反应，!"；#$%#洗 &次，’($显色。
!"#"$ ")*定量检测及缩序前后 ")*表达效率比较：")*
检测由天津总医院特检中心协助完成，用免疫化学发光法定

量检测表达上清中 ")*表达水平。分别用重组病毒 +(,-.
$/,.")*和 +(,-.$/,.!0")*以 123 4 560和 7感染密度为 7
8 057 个9:;的贴壁培养的 %<=细胞，感染后不同时间取样，
测定 ")*的表达水平。

# 结 果

#"! 重组转移载体 %&’()*’+,!!-./的构建及酶切鉴定
以质粒 >-;0&=&9")*为模板，用含引入的 !"#* 3位点

的诱变引物进行 ?@A扩增，产物回收，经 !"#* 3 B $%&A 3双
酶切后与相同处理的 >C/DE$/,0连接，得到含缩序 ")*,’F(
的重组转移载体，并将其命名为 >C/DE$/,.!0")*。构建过程
如图 0所示。

图 0 重组转移载体 >C/DE$/,.!0")*的构建

CGHI0 @JKDE+LEGJK J< +M,J:NGK/KE E+/KD<M+ OM,EJ+ >C/DE$/,.!0")*

#"# 序列测定结果
原重组转移载体 >C/DE$/,.")*中 ")*基因 ,’F(插入序

列 为：7P.’’()**#)#))(@()@#@(@@#()@#)@((#)...&P；经

?@A缩序改造克隆得到的重组转移载体 >C/DE$/,.!0")*中

")"基因 ,’F(插入序列为：7P.’’()**@#)@((#)...&P；二者

(#)后序列完全相同，均保存了完整 ")*编码序列。序列测
定结果证明经 ?@A诱变后的 >C/DE$/,.!0")*中 ")*基因起
始密码子 (#) 前序列缩短了 0QN>。

#"0 重组 *’+123和重组病毒的制备
按前述方法将重组转移载体 >C/DE$/,.!0")*转化进含

有穿梭载体 $/,:GR的大肠杆菌 ’*05$/,中，获得重组 $/,.
:GR，直接提取 ’F(，转染培养的昆虫细胞 %<=，得到重组病

毒，命名为 +(,-.$/,.!0")*，经扩增后，病毒滴度达 05Q ?CS9
:;，可用于扩增病毒和表达目的产物 ")*。
#"4 重组病毒的 567)-89:杂交鉴定
为了证明 ")* 基因在杆状病毒基因组中的整合，用

!"#*"和 $%&A" 对 +(,-.$/,.!0")* 及 +(,-$/, 进行消
化，酶切电泳如图 !（(），+(,-.$/,.!0")*有一条约 Q55N>的
片段，包含 ")* 基因，而未插入 ")* ,’F( 的重组病毒
+(,-$/,没有此大小的片段。同时作 %JLE"M+K杂交鉴定，结
果如图 !（$）所示，重组病毒 +(,-.$/,.!0")* 和转移载体
>C/DE$/,.!0")*的 Q55N>位置带均显示出杂交信号，而不含
")*基因的重组病毒 +(,-$/,不与探针杂交，无杂交信号，
表明生长激素 ")*基因稳定地整合进了重组病毒基因组
中。

图 ! 重组病毒酶切电泳图（(）及 %JLE"M:杂交（$）

CGHI! AMDE+G,EGJK /DD/T J< +M,J:NGK/KE OG+LD（(）/KR %JLE"M: $UJE（$）

1.1/+VM+ I #’F(9*GKR333 B W,JA3；0.+(,-.$/,.!0")*；!.+(,-.$/,；

&.>C/DE$/,.!0")*

#"; 免疫斑点法检测缩序后 -./免疫活性
如图 &所示，与 +(@-.$/,.")*相比，用缩序改造后的重

组病毒 +(,-.$/,.!0")*感染昆虫细胞表达的 ")*免疫活性
没有改变。

图 & 感染上清中 ")*的免疫斑点分析

CGHI& 3::LKJ.NUJE /DD/T J< %<= ,LUEL+M DL>M+K/E/KE

0 I ?JDGEGOM ")* ,JKE+JU（0$H，!$H，X$H，05$H）；! I %L>M+K/E/KE J< %<= ,MUUD

GK<M,EMR NT +(,-.$/,.")*（055$;，!55$;，X55$;，Q55$;）；&I %L>M+K/.

E/KE J< %<= ,MUUD GK<M,EMR NT +(,-.$/,.!0")*（!7$;，75$;，Y7$;，

055$;）；XI %L>M+K/E/KE J< KJ+:/U ,LUEL+MR %<= ,MUUD
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!"# 两种重组病毒对 $%&表达差异的比较
分别以 !"#值 $%&和 ’感染 ’()贴壁培养的 *+,细胞，

比较缩序前后两种重组病毒感染细胞中 -./的表达量，结
果如图 0所示，当 !"# 1 $%&时，感染 2、0、34（图 05），重组病
毒 65789:;79!&-./感染 *+,细胞，感染上清中 -./的表达量
分别为 &%<、0%=、&0%3(>?)，用 65789:;79-./感染，培养上清
中 -./的表达量分别为 $%0、&%3、<%0 (>?)；当 !"# 1 ’时（图
0:），感染 2、0、3、@4，65789:;79!&-./感染 *+, 细胞上清中
-./的表达量分别为 &=%2、20%2、<’%@、<@%0 (>?)，65789:;79
-./感染上清中 -./ 的表达量分别为 <%@、=%=、@%@、,%$
(>?)。

图 0 两种重组病毒感染 *+,细胞培养上清中 -.-表达水平

的比较（5：!"# 1 $%&；:：!"# 1 ’）

AB>C0 DE(F;6BGEH E+ -.- IJF6IGGBEH KILIKG BH 7MKNM6I4 *+, GMFI6H;N;HN

BH+I7NI4 OP 4B++I6IHN 6I7E(OBH;HN LB6MGIG（5：!"# 1 $%&；:：!"# 1 ’）

;C’Q999!!"#$$R.R..5D—.D5 5R.999<Q
5—R
.999D
D999.
R99995
D R

D
OC’Q999!!"#$$DR.D5 5R.999<Q
图 ’ 重组转移载体中 -./ 7ST5 ’Q9URV序列比较

FA;GN9:;79-./（;），FA;GN9:;79!&-./（O）

AB>C’ DE(F;6BGEH E+ N-I GIWMIH7IG E+ -./ 7ST5 ’Q9URV
BH FA;GN9:;79-./（;）;H4 FA;GN9:;79!&-./（O）

’ 讨 论

昆虫细胞9杆状病毒表达系统是近年发展起来的高效真
核表达系统，其表达能力强，安全性好，操作方便，在基因工

程生产真核基因蛋白的研究与应用方面都有着巨大的潜力，

至今已有几百种蛋白在该系统中得到表达。但利用该系统

表达外源基因时，外源蛋白的表达水平与原杆状病毒中核多

角体蛋白表达水平相差很多，不同的外源基因之间的表达水

平也存在较大差异，表达水平从 & X 3$$(>?)细胞培养物不
等［3］，除细胞种类，培养条件，感染复数等因素的影响外，外

源蛋白是否为融合蛋白以及外源基因本身的结构也可能直

接影响其在该系统中的表达。有实验表明，在杆状病毒表达

载体系统中，由多角体蛋白启动子驱动的外源基因稳态

(VT5转录水平几乎与野生型病毒多角体转录水平相当［,］，
说明表达水平的差异有可能发生在转录后水平上。本文中

对 -./基因 7ST5起始密码子 5R.前的 ’Q9URV进行缩序改
造，利用 YDV方法去除其中的部分序列，在 :;79NE9:;7杆状
病毒表达系统中表达 -./基因，结果缩短起始密码子 5R.
前 ’Q9URV序列后，在得到的重组病毒滴度基本相同的情况
下，-./基因的表达水平明显提高，如图 0所示，说明缩序改
造后的重组病毒的增殖能力没有改变，而是克隆于多角体启

动子下的 -./基因表达得到了提高。
在基因转译水平的调控中，’Q9URV的结构起着重要作

用［&$ X &2］，其过长的序列，高 .D含量，存在复杂二级结构如茎
环结构等因素均会引起核糖体9(VT5复合体形成的困难，从
而降低翻译效率。本文中原有重组转移载体 FA;GN:;79-./，
-./基因起始密码子 5R.前 ’Q9URV中存在明显的茎环结构
（如图 ’所示），经 YDV诱变改造去除其中的部分序列并破坏
茎环结构后，-./基因在昆虫细胞中的表达明显提高（图
0），其是否为 -./基因中存在的茎环结构对基因的翻译表
达有阻抑作用，以及转移载体 FA;GN9:;7&中其多克隆位点与
多角体启动子之间尚存在的约 ,$OF长的序列，是否同时影
响 -./基因的表达效率正处于研究之中。
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中国成为安捷伦科技全球增长最快市场

马年新春，安捷伦科技有限公司（中国）搬进了全新的办公楼。在独立运作 G年之后搬出惠普大厦，安捷
伦（中国）在物理意义上也成为了一家独立的公司。同时，安捷伦宣布，GQQ0财年中，中国成为安捷伦在全球
增长最快的市场。安捷伦科技大中华区总裁詹文寅说：“中国市场的增长一直领先于安捷伦全球市场的平

均增长水平，是安捷伦最重要的市场之一。GQQG年将是充满挑战的一年，安捷伦科技希望通过在中国扩大
投资及提供更多针对国内客户的解决方案，同中国市场共同发展。”

总结 GQQ0年中国市场的成功原因，安捷伦科技有限公司（中国）总裁苏海先生说：“安捷伦去年在中国的
成功首先要归功于中国市场的飞速发展。安捷伦公司专注于通信和生命科学两个领域。以通信领域为例，

信息产业部公布的数字显示：中国电信产业资产总量在 GQQ0年超过 0万亿元人民币。在 GQQ0年中，中国也
成为世界上拥有最多移动电话用户的国家。中国巨大的市场是安捷伦（中国）快速发展的原动力。”

GQQG年，安捷伦在中国的发展将继续专注于通信和生命科学两大领域。一方面要进一步扩大在中国的
投资：E月份，扩建后的研发及生产基地———安捷伦科技上海有限公司———将在外高桥保税区开始运营，主
要集中在生命科学领域进行研发和生产。同时，安捷伦科技将进一步扩大在北京的安捷伦实验室及软件中

心的规模，在 G年内将研发力量增加 0倍，并努力帮助中国软件业扩大出口；另一方面，安捷伦将继续秉承创
新的精神，推出更多针对中国本地客户的解决方案。

（熊一飞 供稿）
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