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人可溶性白介素!" 受体（#$%!"&）在甲醇酵母中的表达

张 勇 胡 箭 李 元"

（中国医学科学院、中国协和医科大学医药生物技术所，北京 1"""7"）

摘 要 白细胞介素/#（DE/#）作为一种多功能的细胞因子在哮喘等变态性炎症反应中具有关键作用。DE/# 通过结

合细胞表面的白介素/# 受体（DE/#F）发挥其生物学效应。GDE/#F 缺少跨膜和胞内结构域，结合 DE/# 后不能产生信号

传递来介导 DE/# 的生物学活性，但 GDE/#F 与 DE/# 结合的高度特异性和极高的亲和力使它非常适合作为理想的 DE/#
拮抗剂应用于哮喘等疾病的治疗。采用 F4/HIF 方法以人的单核细胞总 F)J 为模板扩增得到编码 GDE/#F 的基因

片段，经测序证实后插入到甲醇酵母分泌表达质粒 KHDI0L 中，得到重组质粒 KHDI0LMGDE/#F，利用限制性内切酶

.1,!将其线性化后用电穿孔法导入 3#0"#+ 4+&/(*#& NO117。分别用 OPO/HJN:、Q5GC5,? R’&C 和 E<S+?T R<?T<?S R’&C 对重

组菌发酵上清中的 GDE/#F 进行鉴定。结果表明，在分子量约为 $"UP 处有 GDE/#F 特异条带出现，并具有结合其配基

DE/# 的生物学活性。
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DE/# 是一种多功能淋巴因子，具有复杂的生物

学活性，包括：调节 4 淋巴细胞的生长，繁殖和分化，

在调节受抗原刺激的 4 细胞分化过程中起核心作

用。在特应性皮炎患者的皮肤、哮喘病人的支气管

粘液中聚集有大量抗原特异性的 DE/# 合成细胞，证

明在诱导和维持特异反应性疾病的过程中 DE/# 扮

演了重要角色［1，!］。DE/# 诱导 W 淋巴细胞分泌 DS:
的功能在过敏性炎症中具有关键作用，在过敏病人

的血清中发现 DE/# 含量上升［$］。特应性哮喘病人

对粉尘、螨虫等抗原的反应显著增强了周边血单核

细胞对 DE/# 的分泌［#］。DE/# 促进 W 淋巴细胞分泌

DS:，并且通过提高 DS: 受体对 DS: 的亲和力而加强

DS: 所介导的免疫反应［7］。利用小鼠模型的研究发

现 DE/# 在体内的同种异体反应中起着重要的 作

用［6］。

DE/# 通过细胞表面的特异性受体（DE/#F）来介

导它所形成的生物学效应。人 DE/#F 是由两条多肽

链形成的异二聚体［3］。其中一条 DE/#F"链分子量

范围在 1$" X 1#" UP，对 DE/# 有很高的亲和力（LT 为

!" X $""K*）。由于在 DE/#F 复合物中 DE/#F"链对

DE/# 的结合起主导作用，所以人们把 DE/#F"链作为

主要对象进行研究。DE/#F"链的 -P)J 含有一个编

码 2!7 个氨基酸的开放阅读框架。人 DE/#F"链胞外

结构域有 6 个潜在的 )/连接的糖基化位点，其中 $
个与鼠 DE/#F 中的糖基化位点位置相同，胞外区中

还含有 6 个 I=G 残基。DE/#F"链是造血因子受体超

家族中的成员。这些受体超家族中的成员具有共同

的细胞外区域的结构模体（;&C<YG），组成了纤连蛋白

#型结构域［2］。这些结构域包括保守的配对 I=G 残

基和靠近细胞膜区域的 QOZQO 模体，后者被认为

是受体结合细胞因子所必需的最佳构象［0］。DE/#F"
链细胞外区域结构的改变能够导致受体信号传导能

力的变化。事实上，从特异个体分离到的人 DE/#F"
链就包含了一个 D’57"%+’ 的变化，这种变化虽然对

结合 DE/# 的能力没有任何影响，却导致了信号传导

的加强，提高了 DS: 的合成，从而使个体容易罹患哮

喘等过敏等疾病［1"］。

研究人员在小鼠和人的体内相继发现了可溶性

DE/# 受体即 DE/#F"链的胞外结构域。由于可溶性

DE/#F"链（GDE/#F）缺少跨膜和胞质内结构域，所以

它不能诱导细胞内的活化过程。但 GDE/#F 与 DE/#
结合的高度特异性和极高的亲和力，使它非常适合



作为理想的 !"#$ 拮抗剂。因此 %!"#$& 在过敏性疾

病如哮喘的治疗领域中有着极为广阔的应用前景。

近年来各国研究人员对 %!"#$& 进行了大量的研究。

国外已经开始应用重组 %!"#$& 蛋白治疗哮喘的临

床研究，美国 !’’()*+ 公司推出的 %!"#$& 重组蛋白

（商品名为 ,(-.)/*01）进行到了临床!2"期，研究结

果显示了良好的治疗效果，［33］该产品以中国仓鼠卵

细胞为宿主进行表达而获得重组 %!"#$& 蛋白。

! 材料和方法

!"! 菌种、质粒和培养基

! 4 "#$%&’($ 56337（89%$）（!)-9:;<=*)）用于外源蛋

白表达。) 4 *&+( 053（本实验室保存）用于载体的克

隆。! 4 "#$%&’($ 整合型分泌表达质粒 >?!@AB（!)-9:;<#
=*)）用于在 56337 中表达外源蛋白。>5C1!& #0（?;<#
’*=.）用于目的基因克隆。"D#E’> 培养基（3F 胰

化蛋 白 胨，GH7F 酵 母 提 取 物，3F ,.@I，>J KHG，

7G#=2’" 氨苄青霉素）用于 ) 4 *&+( 的培养。L?M 培

养基（3F 酵母提取物，NF 蛋白胨，NF 葡萄糖）用

于 ! 4 "#$%&’($ 56337（89%$）的培养。1M 平板［3HO$F
L,D（ !)-9:;<=*)），$ P 3GQ 7 F 生 物 素，NF 葡 萄 糖，

3H7F 琼脂粉］用于 J9%R 转化子的筛选。15L 培养

基［3HO$F L,D（!)-9:;<=*)），$ P 3GQ 7 F 生物素，7F
甘油，3F 酵母提取物，NF 蛋白胨］用于酵母生物量

的积累。11 培养基［3HO$F L,D（ !)-9:;<=*)），$ P
3GQ 7 F生物素，GH7F 甲醇］用于外源蛋白的诱导表

达。

!"# 寡核苷酸引物

根据已知的 !"#$& /M,E 序列（5*)D.)S E//*%#
%9<) ,<4：,1Q GGG$3T）设计编码 !"#$& 基因胞外区

片段的 7U和 OU端寡核苷酸引物，在 7U和 OU端引物的

7U末端均引入 )*&&!限制性酶切位点并分别加保

护碱基。7U和 OU端引物序列如下。

7U端引物：7U#0E@55EE00@E05EE550@005@E55E5@#OU。

OU端引物：7U#0E5EE00@00E505@05@0@5EE555@0@#OU。
根据甲醇酵母乙醇氧化酶 3（EVW3）基因两端序列设计

的引物

7UEVW3：7U#5E@05500@@EE005E@EE5@#OU。

OUEVW3：7U#5@EEE055@E00@05E@E0@@#OU。

!"$ %&’()% 扩增和序列测定

使用 ?;<’*=. 的 6X 总 &,E 提取试剂盒从人的

单核细胞（约 3 P 3GY 个细胞）中提取总 &,E。提取

方法按试剂盒推荐步骤进行。总 &,E 溶于 3GG#"
不含核 酸 酶 的 水 中。取 7#" 总 &,E 为 模 板 使 用

EZ-.):.=*!& V)*#%:*> &0#?@& 试剂盒（@"V,0C@J）以

美国 1[ &*%*.;/8 公 司 的 19)9@\/I*01 ?0@#37G 型

?@& 仪进行 &0#?@& 扩增。&0#?@& 条件如下：7G]，

38；A$]，7 ’9)；A$]，OG%，7N]，3’9)；O 个循环后，

A$]，OG%，YO]，OG%，Y7]，3’9)；OG 个循环后，KG]延

伸 3G’9)；$]保存。获得的 &0#?@& 产物纯化后采

用 ?;<’*=. 的 0E 克隆试剂盒将其克隆至 >5C1!& #0
载 体，构 建 克 隆 质 粒 >5C1!& #02%!"#$&，用 ED!
?&!61OKK M,E 测序仪测序。

!"* 重组表达质粒的构建

用限制性内切酶 )*&&!将克隆到的 %!"#$& 基

因从 >5C1!& #02%!"#$& 质粒上切下，同样用 )*&&!
酶切质粒 >?!@AB，脱磷，连接，构建重组表达质粒

>?!@AB2%!"#$&。连接产物转化大肠杆菌 053 感受

态细胞。挑取阳性克隆，提取质粒进行 ?@& 扩增分

析，以确定 %!"#$& 基因是否以正确的方向插入。

!"+ 转化甲醇酵母及鉴定

将 >?!@AB2%!"#$& 质粒用 ,-+"酶切线性化，并

用电穿孔法转化 ! 4 "#$%&’($ 56337（89%$）菌株，以质

粒 >?!@AB 为对照。实验方法按照公司提供的标准

操作进行（!)-9:;<=*)）。先在不含组氨酸的 1M 平板

上筛选 J9%R 转化子。小量培养后提取 J9%R 转化子

基因组 M,E 并以 7UEVW3 和 OUEVW3 引物（ !)-9:;<#
=*)）进行 ?@& 分析，若 %!"#$& 整合到酵母基因组中

并且为 1(:% 表型，?@& 产物应只有一条约 3HG7S^
（YN3^> R $NA^>）的 M,E 条带，而载体转化的应只有

一条 $NA^> 的 M,E 条带。

!", -./’*% 在甲醇酵母中的诱导表达

选取 ?@& 鉴定正确的克隆菌（563372>?!@AB2
%!"#$& 1(:% ）接 种 到 含 N’" L?5 的 试 管 中，NT]、

NGG;2’9) 振荡培养过夜。再以 3F（ . 2.）接种至含

有 3GG’" 15L 培养基的 7GG’" 三角瓶中。NT]、

NGG;2’9) 振 荡 培 养 约 N$8。离 心 并 将 菌 体 重 悬 于

11 培养基中，NT]、NGG;2’9) 振荡诱导表达 $Z，每

隔 N$8 补 加 3GGF 甲 醇 至 终 浓 度 为 GH7F，取 样

分析。

!"0 121’(345 和 67-879: 印迹分析

将重组菌发酵液离心除去菌体，上清液以 YGF
的 0@E（三氯乙酸）沉淀蛋白质。蛋白样品用 3 P 蛋

白质上样缓冲液溶解，3NF 6M6#聚丙烯酰胺凝胶进

行电泳分析，电泳设备为 D!V#&EM 19)9#?&V0CE,!&

" @*II。_*%:*;) 印 迹 分 析 使 用 D!V#&EM 0&E,6#
D"V0!& 6M 6C1!#M&L 0&E,6‘C& @C""，按照公司提

供的标准程序转膜。以小鼠抗人 !"#$& 的单克隆抗
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体（!"#）作为第一抗体，碱性磷酸酶标记的马抗小

鼠 $%&（’ ( )）（中山公司）作为第二抗体，用 *+,-
+.$/（01!23.4）作为底物进行显色。

!"# 配基结合印迹分析

向重组菌表达培养物的发酵上清液加入等体积

的 5 6 非还原的蛋白质上样缓冲液，按文献［75］方

法进行非还原的 758 3#39/0&2。电泳后经电转移

将蛋白质转移到硝酸纤维素膜上，转移缓冲液为不

含 甲 醇 的 ,:;<=> 缓 冲 液（ 5?@@:A-) ,B=C9’.A，
7D5@@:A-) %AEF=>G，H’IJK），方法参照 LGCMGB> 印迹分

析。然后用 7NN!%-@) $)9O 作为配基，分别加入小鼠

抗人 $)9O 单克隆抗体（!"#）作为第一抗体，碱性磷

酸酶标记的马抗小鼠 $%&（’ ( )）（中山公司）作为第

二抗 体，用 *+,-+.$/（01!23.4）作 为 底 物 进 行

显色。

$ 结 果

$"! %&’()* 基因的克隆

!,9/.! 扩增结果见图 7。电泳结果显示有与

预期大小一致的 #*0 条带（约 P5N<H）测序结果与文

献报道的 $)9O! 基因序列基本一致，发现第 7OI 位

碱基发生 0!& 的突变，造成第 ?N 位氨基酸 $AG 突

变成为 QRA，根据文献报道，$)9O! 基因序列具有多

种单核苷酸多态性（3*/），其中在"链的胞外区表

现为 $AG?NQRA，本实验测序结果同文献报道的 C$)9O!
基因序列中的单核苷酸多态性相一致［7K］。

图 7 !,9/.! 产物的电泳分析结果

S=%T7 0>RAEC=C :U !,9/.! HB:VWFM
7：!,9/.! HB:VWFM；5：##*0-!"#!$ ( $%&V%

$"$ +,&-./0%&’()* 分泌表达质粒的构建及转化

甲醇酵母

将 C$)9O! 基因插入 H/$.DX，构建成分泌表达质

粒 H/$.DX-C$)9O!（ 图 5）。 质 粒 H/$.DX-C$)9O! 用

!"#!$酶切产生与 C$)9O! 基因大小一致的片段，见

图 K，表明 C$)9O! 基因插入到 H/$.DX 中。

图 5 分泌表达质粒 H/$.DX-C$)9O! 结构示意图

S=%T5 3FYG@RM=F @RH :U H/$.DX-C$)9O!

图 K 重组质粒酶切分析

S=%TK !GCMB=FM=:> R>RAEC=C :U BGF:@<=>R>M HARC@=V
7：##*0-!"#!$ ( $%&V%；5：!,9/.! HB:VWFM；

K：H/$.DX-C$)9O!-!"#!$

利用 /.! 方法对 C$)9O! 基因片段在重组质粒

中的插入方向进行鉴定。分别以 04Z7 基因 ?[端引

物与 C$)9O! 基因 K[端引物为一组引物（/7），04Z7
基因 K[端引物与 C$)9O! 基因 ?[端引物为一组引物

（/5），对重组质粒进行 /.! 扩增反应。如果 C$)9O!
基因片段以正确方向插入的话，/7 /.! 产物应有约

7JN?\<（P57<H ( O5D<H）大小的片段，/5 /.! 产物应

有约 NJ]?\<（P57<H ( 75P<H）大小的片段。图 O 的结

果显示了 C$)9O! 基因片段插入方向为正向。

将 ’()&酶切线性化的重组质粒 H/$.DX-C$)9O!
和质粒 H/$.DX 分别转化至甲醇酵母。提取 ’=C( 转

化子基因组 #*0 进行 /.! 分析，证明 C$)9O! 基因

插入到酵母染色体中。分别将得到的菌株命名为

&377?-H/$.DX-C$)9O! 和 &377?-H/$.DX。

$"1 %&’()* 的表达

$"1"! 3#39/0&2：分 别 取 对 照 菌 株 和 重 组 菌 株

7@) 发酵上清液，用 PN8 ,.0 沉淀蛋白质并进行

DD75 期 张 勇等：人可溶性白介素9O 受体（C$)9O!）在甲醇酵母中的表达



!"!#$%&’ 电泳，结果显示重组菌株 &!(()*+$,-./*
0,1#23 发酵上清液在分子量约为 456" 处有明显的

特异条带出现（图 )）。

图 2 鉴定 0,1#23 基因片段的插入方向

789:2 ,;<=>8?8@A>8B= B? >C< 8=0<D> ;8D<@>8B=
?BD 0,1#23 9<=< ?DA9E<=>

(：!"F%*!"#3" G $%&;#；H：$ID8?8<; 0,1#23 9<=< ?DA9E<=>；

4：$( $-3 +DB;I@>（5JK)6L）；2：$H $-3 +DB;I@>（(J5)6L）

图 ) 0,1#23 的 !"!#$%&’ 分析结果

789:) !"!#$%&’ A=AMN080 B? 0,1#23 9<=< <O+D<008B=
(：PBM<@IMAD Q<89C> EAD6<D；H，4：&!(()*+$,-./；

2，)：&!(()*+$,-./*0,1#23

!"#"! R<0><D= LMB>：R<0><D= 印迹分析中在 456" 处

有一杂交带出现（图 S），表明该特异条带为重组 0,1#
23 蛋白并具有免疫活性。

!"#"# 189A=; L8=;8=9 LMB>（配体#受体结合试验）：为

了确定表达的 0,1#23 是否具有与 ,1#2 结合的活性，

进行了受体—配基结合印迹分析（图 K）。样品在相

应分子量 456" 处有一明显杂交带。说明表达产物

0,1#23 具有结合 ,1#2 的活性。

实验过程中我们采用 ’1,!% 方法验证重组 0,1#

23 蛋白与配基 ,1#2 的特异结合能力，实验结果同样

证明了重组 0,1#23 蛋白具有较好的配基结合生物

学活性（结果未发表）。

图 S 0,1#23 的 R<0><D= LMB> 分析结果

789:S R<0><D= LMB> A=AMN080 B? D<@BEL8=A=> 0,1#23 +DB><8=
(：&!(()*+$,-./*0,1#23；H：&!(()*+$,-./；

4：PBM<@IMAD Q<89C> EAD6<D

图 K 0,1#23 的 189A=; L8=;8=9 LMB> 分析结果

789:K 189=; L8=;8=9 LMB> B? D<@BEL8=A=> 0,1#23 +DB><8=
(：&!(()*+$,-./*0,1#23；H：&!(()*+$,-./；

4：PBM<@IMAD Q<89C> EAD6<D

# 讨 论

近年来有很多文献报道了用 ’%"(%) *)+,#-%+ 甲

醇酵母成功表达真核蛋白质的例子［(2］。在原核表

达系统中重组蛋白质一般不能正确折叠，而在啤酒

酵母中又存在过度糖基化的问题。甲醇酵母具有很

强的真核蛋白质修饰功能，其表达的蛋白能够被糖

基化，另外 ’%"(%) *)+,#-%+ 甲醇酵母自身的外泌蛋白

质很少且易于高密度发酵，因此其在表达和分离纯

化异源蛋白质等方面具有很强的优势。本文利用甲

醇酵母成功地表达了具有配基结合生物活性的 0,1#
23，目前，仍未见国内外文献报道。
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外源蛋白等电点对甲醇酵母诱导表达培养基

!" 的选择具有指导意义，应使诱导培养基的 !" 值

远离外源蛋白等电点。本试验最初采用 #$%&’#$(
$& 培养基进行诱导表达，由于该培养基中含有磷

酸盐缓冲液，!" 为 )*+，而 ,-.(/0 蛋白的 !- 值为

1*22，因此未表达重组蛋白。采用 $%&’$$ 培养基

进行诱导表达，由于其不含磷酸缓冲液，发酵结束后

!" 约 为 3*+，检 测 结 果 发 现 有 ,-.(/0 蛋 白 产 生。

454(67%8 结果表明目的蛋白在总蛋白中所占的比

例并不高，凝胶扫描分析显示目的蛋白占蛋白总量

的 9+: 左右，每升发酵液约含 9;< 重组 ,-.(/0 蛋

白，要达到应用的目的还需要进一步提高发酵水平。

从 454(67%8 电泳图上可以看出重组 ,-.(/0 蛋

白分子量约为 3+=5。根据 ,-.(/0 >5?7 序列推导出

其理论分子量约为 @3*A=5。两者的差别可能是因

为由于人 -.(/0 胞外区域存在 ) 个可能糖基化的部

位，甲醇酵母中产生的重组人 ,-.(/0 蛋白分子量大

于理论计算值可能是因糖基化的缘故。

国外利用 ,-.(/0 治疗哮喘的临床研究结果显

示了良好的治疗效果，并且没有发现重组 ,-.(/0 蛋

白的副作用，,-.(/0 抗体的出现率小于 3:。表明

,-.(/0 安全并具有良好的耐受性，,.(/0 在人体内的

半衰期较长，因此可减少服药次数，大大方便了病

人。最近有研究表明 ,-.(/0 还具有预防晚期过敏

炎症所引起的咽鼓管机能障碍的作用［91］。

通过基因工程方法获得的重组 ,-.(/0 蛋白可

以作为靶位建立新药筛选模型，用来筛选 -.(/0 的

拮抗剂，以期获得治疗哮喘等过敏性疾病的药物。
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TNN, 中国微生物学会及各专业委员会学术活动计划表

B" 会 议 名 称 筹 办 单 位 时间 人数 地点 联系人

J 全国调味品学术研讨会 中国微生物学会酿造学会 M 月 JNN 待定
张林 顾甘泉

NJN+UOMN,UMS

T 全国第一届海洋微生物生命活性物质讨论会 中国微生物学会干扰素专业委员会合办
M 月

TK—SN 日
JNN 宜昌

焦炳华

NTJ+UM,OSOSU

S 第五届中日病毒学研讨会 中国微生物学会病毒学专业委员会 U 月 TN 日本大阪 蒋越

,
中国微生物学会农业微生物学专业委员会第

二次工作会议
中国微生物学会农业微生物学专业委员会 U 月 SN 哈尔滨

李俊

NJN+UKOJKVNT

M 中德环境微生物及多样性研讨会 中国微生物学会协办 K 月 ON 北京
肖昌松

NJN+UTMM,UVV

U 第 J, 届全国干扰素与细胞因子会议 中国微生物学会干扰素专业委员会 K 月 JNN 贵阳
焦炳华

NTJ+UM,OSOSU

V 新世纪第二届中国人兽共患病学术研讨会 中国微生物学会人兽共患病专业委员会 O 月 JNN 南京
万康林

NJN+UJVSO,SK

K
新发现和再肆虐传染病研讨会暨“中国人兽共

患病杂志”创刊 TN 周年
中国微生物学会《人兽共患病杂志》编辑部 O 月 JNN 厦门

于恩庶

NMOJ+VMMTNJK

O 生物与酶催化工程产业化促进会 中国微生物学会酶工程专业委员会 O 月 VN 宁波
黎高翔

NJN+UTU,SNV,

JN 第八届中日酶工程学术讨论会 中国微生物学会酶工程专业委员会 JN 月 ON 杭州
黎高翔

NJN+UTU,SNV,

JJ 第四届感染与免疫及生物制品学术研讨会
中国微生物学会医学微生物及免疫学专业

委员会
JN 月 JNN 重庆

洛淑萍

N,SJ+VKTJMJM

JT
中国微生物学会环境微生物学专业委员会第

七次学术研讨会
中国微生物学会环境生物学专业委员会 JN 月 KN 上海

李顺鹏

NTJ+,SOUSJ,

JS TNN, 年中国微生物学会学术年会 中国微生物学会 JJ 月 SNN 待定
尹 畅

NJN+UTMM,UVV

J, 第五届全国青年微生物学工作者学术研讨会 中国微生物学会基础微生物学专业委员会 JN 月 KN 广东
曲音波

NMSJ+KSU,,TO
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