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摘 要 为了寻找毕赤酵母表达虎纹捕鸟蛛毒素L"（TY>ZL"）时产生不均一性表达产物的原因，应用阳离子交换层析、反相
T[XJ、>,1-1E0 G;GL[9\N电泳、质谱等技术，对基因工程菌 =#0"#+ 4+&/(*#& \G778]TY>ZL"表达的不均一产物进行了分离、纯化和
鉴定，并对不均一产物的 )端和 J端进行测序，结果表明：表达产物的不均一性主要体现在重组 TY>ZL"的 )端信号肽加工
的不完全以及 J末端的内部降解。生物学活性分析表明该不均一产物的活性仅为天然 TY>ZL"活性的 $"^。同时，对如何
避免不均一性表达产物的产生提出了相应的对策。
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虎纹捕鸟蛛毒素"（TY>ZL"）是从虎纹捕鸟蛛
毒腺中分离得到的一种神经毒肽，由 $$ 个氨基酸残
基组成，含 $ 对二硫键。对其生物学活性的研究表
明：它是一种作用于突触前膜的神经毒素且是一种

)L型 J+! c通道的阻断剂，最近发现它有明显的镇痛

活性，可望开发成一种新型的镇痛药物［7］。但由于

虎纹捕鸟蛛分布范围窄小，仅靠天然资源远不能满

足对毒素的全面研究和开发利用的需要。采用蛋白

质固相合成的方法也可以得到 TY>ZL"，但每次合
成量有限，并且试剂昂贵，成本很高。因此，需要寻



找更为经济实用的方法以便大量地获得这种毒素。

尽管用原核生物已成功地表达了 !"#$%!基因［&］，
但其产率很低，无法达到实用的目的。甲醇营养型

酵母（!"#$"% !%&’()"&）表达体系是一种最近开发出的
极具潜力的真核表达体系，该系统具有高表达，高分

泌，高稳定的特点，许多蛋白在该系统中都得到了成

功的表达。但是，酵母表达系统也有其局限性，包括

聚合体的存在，信号肽加工不完全，以及内部降解等

现象，这给酵母表达产物的纯化和工业化带来困难。

我们用毕赤酵母成功表达了 !"#$%!［’］，但是除正
确的加工表达产物外，表达产物中还含有不均一组

分 (本文分析了毕赤酵母表达 !"#$%!时产生不均
一性产物的原因，并对如何避免不均一产物的产生

提出了相应的对策。

! 材料与方法

!"! 材料
基因工程菌株 !"#$"% *%&’()"& )*++,-!"#$%!为

本室构建，低分子量标准购自 ./01234 公司，蛋白胨
和酵母提取物购自上海生工公司，567（"-8 419:0
4;9<）为 =>?@8 公司产品，蛋白含量测试盒
7@A&BB#C ./0D29: AEE4F G9D 购自 .>HI@H 公司，阳离
子交换柱 @C，反相 !.J@ 5") @+K为本室自装，其余

试剂均为国产分析纯或色谱纯。

!"# 方法
!"#"! 重组 !"#$%>的诱导表达：将 !"#$%>表达
菌株 ! ( *%&’()"& )*++,-!"#$%>接种于 &1J 5.=中
（+B3-J酵母提取物，&B3-J蛋白胨，&B3-J葡萄糖）试
管中 ’BL &,B/-19: 培养过夜。再以 + M（体积比）
量接种入含 +BB1J 7C)5（+B3-J酵母提取物，&B3-J
蛋白胨，BN+13-J 磷酸钾缓冲液 O!PNB，+’NQ3-J
567，Q R +BS Q 3-J生物素，+B3-J甘油）的 ,BB1J三角
瓶。’BL &,B/-19: 培养至 +PBB ’ T P。室温（&,L）

,BBB/-19: 离心 ,19:，收集菌体并用 &B1J 7CC5
（7C)5中 +B3-J甘油由 ,1J-J甲醇代替）重悬细胞
后 &,L ’BB/-19:诱导 P<，每 &QU补加甲醇至 ,1J-J，
最后 QL +&BBB/-19:离心 &B19:收集发酵上清液，并
加入 .C*?至 +110V-J，S WBL冻存。
!"#"# #/9;9:2 *=*%.A)H鉴定：#/9;9:2 *=*%.A)H参
照 *;U4332/［Q］的方法进行，分离胶浓度为 +PN,M，浓
缩胶浓度 ’M，恒压 +BBX电泳 QU后，以含 BN&,M的
考马斯亮蓝的 +&M的醋酸进行固定和染色。
!"#"$ @C 阳离子交换 !.J@ 纯化：@C 阳离子交
换 !.J@ 纯 化 在 Y4D2/#C P,BH A<Z4:;2< ./0D29:

.[/9\9;4D90: *FED21 上进行，阳离子交换柱为 ./0D29:%

.4G#C @C（,11 R ,B11）柱，&KB:1 下检测，用
BN+10V-J O!WNB 的磷酸钾缓冲液平衡柱 +U，B T
+10V-J 64@V 线性梯度洗脱，收集各峰。
!"#"% @+K反相 !.J@ 纯化：+B[ 5") @+K（’N]11 R
’BB11）柱，在 "4D2/E C9VV2::9[1 &B+B !.J@ 仪上进
行，取 @C阳离子交换所得的各峰，以 +BM T QBM乙
腈 S BN+M #?A 梯度洗脱，收集各峰并进行质谱检
测。

!"#"& @末端分析：取经纯化为单一组分的分子量
为 QNBQK^= 的表达产物 +BB"3，加入 +13 过量的
=##，再加入 &BB"J BN,10J 的 6%甲基吗啉（6?6，
O!K T ]）和 +13的碘已酰胺混匀后，室温静置 +U，然
后用反相 !.J@纯化被碘已酰胺修饰的样品并进行
质谱鉴定，将被碘已酰胺修饰后的分子量为

QN’]P^= 的组分分装，每管约 ,BBO10V，羧肽酶 5
（@.5）分装成每管 &[，抽干后备用。反应前将样品
物质加 <<!&8溶解成 +, T &BO10V-[J，@.5加 <<!&8
溶解成 , R +BS ’ [-"J，反应时根据样品性质的不同
将样品与酶以 ’ _+ T + _+的比例混合，在室温下用羧
肽酶 5酶解样品，每隔 ’BE取样做质谱分析。
!"#"’ 质谱鉴定：在 7/[^2/ 公司 ./0?V2‘ #型
CAJ&=>&#8?质谱仪上进行，基质液为 @@A（$%氰基
Q%羟基肉桂酸），在含 BN+M#?A 的 ’BM的乙腈中的
饱和溶液按 + _ +B 将经过阳离子交换及反相 !.J@
纯化的样品与基质液混合后，取 +N,"J 加样到不锈
钢点样盘上，于室温自然干燥后进行质谱分析，分别

以 A@#!的一个片段（&QPPNW1-a）为内标与外标校
正，加速电压为 &B^X，用阳离子模式分析。
!"#"( 生物活性检测：参照 *4VVF A( "4D2/14:［,］方
法进行。小白鼠脱颈椎致死后剥离输精管标本，将

剥离的输精管浸入 ’1J通有 ],M8& 和 ,M@8& 混合

气体的 G/2bE 溶液中，固定后加入纯化的重组
!"#$%>，每间隔 ’BE 给予刺激一次，用二道生理记
录仪记录其阻断强度。

# 结果

#"! )*阳离子交换
利用 7CC5 培养基培养 ! ( *%&’()"& 生产重组

!"#$%>，!"#$%> 分泌到培养上清液中，其中含有
大量的杂蛋白及色素分子及其它成份，超滤脱盐后

的样品经 @C阳离子交换后得到三个峰（图 +），其中
?+峰为不被吸附的杂蛋白和大量黄色色素分子、?’
峰为正确的表达产物、?&峰为内部降解产物。?&峰
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的组分经 !"#$%的 &’()(*+ ,-,./012鉴定为一条带
（图 3）。质谱结果显示为单一峰。

图 ! 表达上清液脱盐后的阳离子交换图
4(56 ! 78* +9):;*5+ </=> 8? @+A;BC+@ ADE+’*;C;*C

-+A;BC+@ ADE+’*;C;*C F;A ;EEB(+@ C8 ; >G (8* +9):;*5+ )8BDH*（$HH I

$JHH）(*(C(;BBK +LD(B(M’;C+@ F(C: J#JJ!H8BN= A8@(DH E:8AE:;C+ MD??+’，

E<O#J，C:+ )8BDH* F;A +BDC+@ F(C: ; B(*+;’ 5’;@(+*C 8? J P !JJ% 8?

!H8BN= A8@(DH ):B8’(@+ 8Q+’ RJH(* ;C ; ?B8F ’;C+ 8? J#OH=NH(*6

图 3 !"#$%的 &’()(*+.,-, /012分析阳离子
交换纯化产物 4!和 43峰

4(563 !"#$%,-,./012 ;*;BKA(A 8? E+;S 4! ;*@ 43 ED’(?(+@
MK 78* +9):;*5+ </=>

=;*+ !：G8B+)DB;’ H;’S+’；=;*+ 3：/+;S 4!；=;*+ T：/+;S 436

!"! 反相 #$%&纯化
阳离子交换峰 43仍含大量的盐分，不利于活性

测定。故对其进行反相 </=> >!U进一步脱盐纯化，

图 T显示为单一峰，质谱显示结果（图 R）表明，其相
对分子质量为 R#JRVS-，与预期结果 R#3UVS- 少了
J#3RS-。
!"’ &末端分析
分子量为 R#JRUS-的表达产物经还原剂 -&&打

开二硫键，再用碘乙酰胺保护巯基，然后用反相

</=>纯化被碘乙酰胺修饰的样品，质谱鉴定结果

图 T 阳离子交换纯化产物 43峰的反相 </=>纯化
4(56T /D’(?();C(8* 8? E+;S 43 MK ’+Q+’A+@ E:;A+ </=>

&:+ (8* +9):;*5+ </=> ?’;)C(8* +BDC(*5 ;C !"#U3H(*（4(56!）F;A ;EEB(+@

C8 ; WX1>!U（T#VHH I TJJHH） (*(C(;BBK +LD(B(M’;C+@ F(C: J#!%

C’(?BD’8;)+C() ;)(@ (* F;C+’（MD??+’ 0）6 2BDC(8* F;A E+’?8’H+@ F(C: ; B(*+;’

5’;@(+*C 8? J P RJ% MD??+’ Y（;)+C8*(C’(B+ )8*C;(*(*5 J#!% C’(?BD’8;)+C()

;)(@）8Q+’ RJH(* ;C ; ?B8F ’;C+ 8? J#OH=NH(*6

图 R 反相 </=>纯化产物的质谱分析
4(56R G0=-7.&Z4 G;AA ,E+)C’8H+C’K ;*;BKA(A 8? C:+

E’8@D)C ED’(?(+@ MK ’</=>

表明：其分子质量由 R#JRUS-6R"增加到 R#TV"S-（图
$），这是由于 "个巯基上的氢被碘乙酰胺替代后的
结果（R#JRUS-6 R" [ J#J$U I " \ R#TV"S-）6也说明
R#JRUS-6R"组分的 "个 >KA残基全部被碘乙酰胺修
饰。在室温下用羧肽酶 W酶解样品，每隔 TJA取样
做质谱分析，由图 "可见 >末端的第一个残基为 X
（R#TV"S- ] R#3JVS- \ J#!UOS-），第二、三个残基为
> （̂ R#3JVS- ] T#V3!S- \ J#3UOS-（ J#!JTS- [
J#J$US- [ J#!3US-），由此可见 R#JRUS-组分的 >末
端比天然的 <X&_.7缺失少了 ^=两个残基。
!"( )*端分析
该组分的 ‘端的 3R个残基的序列测定结果如

下：Wa24!0>^1a4-0>&/1^‘2>>/‘b⋯⋯，结果表
明：‘端除了 Wa24这 R个由于!.?;)C8’信号肽加工
后留下的残基外，其余 3J个残基与天然的 <X&_.7
的序列完全一致。

O!3聂东宋等：毕赤酵母表达 <X&_."的不均一性分析



图 ! 分子量为 "#$"%&’的组分经碘乙酰胺修饰后的质谱图
()*+! ,-.’/012( ,344 56789:3 ;< :=>1?0@（"#$"%&’）

A;B)<)7B CD );B;38793A)B7

图 E "#FGE&’组分经羧肽酶 H酶切后的质谱图
()*+E ,-.’/012( ,344 56789:3 ;< 9I7 J097:A)K3L ;< :=>1?0@
（"#FGE&’）3<97: C7)K* B)*7497B CD 83:C;MD6769)B347 H

!"# 生物学活性分析
"#$"%&’组分对膈神经膈肌接头传递的抑止作

用见表 @。由表可见，J0末端丢失了二个残基以后，
其神经毒活性下降了 N$O，说明 J末端对于其发挥
正常的生物学功能起着一定的作用。

表 $ %"&%’()组分和天然 *+,-./对小鼠膈神经膈肌接头
传递的影响（! 0 1）

,2345 $ 677589: ;7 %"&%’() 2<= <29>?24 *+,-./ ;<
9@5 <5>?;A>:8>42? 9?2<:AB::B;< ;7 B:;4295= A;>:5
C@?5<B8 <5?D5.=B2C@?2EA C?5C2?29B;<（! 0 1）

P769)B7
J;K87K9:39);K
（*Q.）

RL;8&3*7 9)A7
（A)K）

S7L39)T7
389)T)9DQO

U39V:3L =>1?0/ ! W @$ X ! @% @$$O

"#$"%&’ 8;A6;4)9);K ! W @$ X ! EY F$O

1 讨论
甲醇酵母表达体系虽然具有繁殖速度快，能进

行高密度发酵、高表达、高分泌及翻译后加工等优

点，但该表达系统也有其局限性，其中表达产物的不

均一性尤为突出，不均一性具体表现在以下三个方

面：（@）由于表达的外源蛋白的聚合体的存在而影响
产率，这些聚合体不溶复合物的存在可能是由于高

表达量的重组蛋白的积累而产生的沉淀现象，也可

能由于某个阶段蛋白质分子之间的离子键，疏水键

或共价键起作用的结果［E］。（Y）信号肽加工不完全。
5)K*I等［N］报道了酵母表达人!干扰素时所分泌的
产物 U端含有 %个多余的氨基酸，其中 "个是由加
到干扰素基因上的 ’U-序列编码的，"个来源于酵
母!因子的前导肽序列，但仍保留干扰素的活性。
我们在表达 =>1?0/时，发现 :=>1?0/的 U端比天
然 =>1?0/多了 " 个氨基酸残基，这是由于表达产
物被 597LF信号肽酶加工后留下的!因子前导肽上
的 "个残基，但仍然保留 N$O Z %$O的天然毒素活
性。（F）内部降解。我们在表达 =>1?0/时，除了正
确的表达产物 "#Y%G&’ 的成分外，还分离得到了
"#$"%&’的组分，该组分经 J末端序列测定表明缺
失了 Y个氨基酸（[.）。这是由于用甲醇酵母作为
宿主发酵生产重组蛋白时，宿主细胞本身会在培养

过程中产生能降解目的蛋白的羧肽酶，甲醇酵母细

胞的液泡中含有蛋白酶 -、蛋白酶 R和羧肽酶 H等
蛋白水解酶，其中的羧肽酶 H能将其 J末端的 [.
切割。=7)A \等［%］在用甲醇酵母表达水蛭素也发现
重组水蛭素中含有正确加工序列和 J 末端缺失的
不均一加工产物，但两者均有抗凝活性，说明小分子

多肽在 ! + "#$%&’($ 中表达后降解尤为明显。我们用
毕赤酵母表达的分子量为 "#$"%&’的不均一组分的
活性为天然毒素的 F$O左右，廖黔宁等［G］用固相
(A;8化学合成的方法合成了一个 J末端缺失 " 个
氨基酸残基的 =>1?0/的 Y%肽类似物，活性测定结
果表明该类似物能阻断小鼠膈神经0膈肌的突触传
递，但阻断时间延长为 EN#YA)K，相当于天然毒素活
性的 YNO左右。该结果与我们的实验结果相符，说
明 J末端的氨基酸残基与 =>1?0/的生物学活性有
关，但不是 =>1?0/活性中心的关键残基，因为如果
活性中心的残基改变则会导致功能的大幅度下降，

甚至活性的完全丧失。为了避免表达产物的内部降

解，我们在用 ! + "#$%&’($ 表达 =>1?0/时发现通过改
变诱导的起始 6=值至 F#$；添加蛋白酶抑制剂；采
用 R,,H培养基和将诱导温度下调至 Y!]不仅可
以抑制本底蛋白的表达，而且可以减少目的蛋白的

降解［F］。此外还可以通过改造 ! "#$%&’($ 表达宿主
菌株，缺失基因组中主要蛋白水解酶的基因，使目的

蛋白免受降解。或者采用已有的蛋白酶缺陷菌株如

5,’@@E%（I)4" 676"）、5,’@@E!（I)4" 6:C@）来避免表
达产物的降解。
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