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皮蝇素 ! 蛋白在毕赤酵母中的表达及纯化
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摘 要 利用 IH. 技术从重组质粒 :RL+X ?YVH 中扩增 VH 0;*9 片段，克隆到 :IJHZC 毕赤酵母表达载体中，获得重组质粒

:IJHZCOVH，重组质粒线性化后电激转化入毕赤酵母 RW==% 菌株中，重组子经 RP=> 筛选、IH. 鉴定得到含外源基因的重组子，

然后在含 #[%\甲醇的培养基中诱导产生目的蛋白，经 W;W X I9RL 检测发现表达蛋白质的相对分子量约为 !>C;，表达量约为

=!= <EYK，表达上清经超滤浓缩和阴离子交换层析初步纯化，所得纯化产物经 ]/A5/7FO6(’5 表明具有与兔抗 VH 血清特异性结合

的能力；明胶电泳检测显示具有水解酶活性，为今后进行大规模的牛皮蝇蛆病的调查提供了一种生产大量廉价抗原的方法。
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牛皮蝇蛆病是由皮蝇科皮蝇属的皮蝇幼虫引起

的一种寄生虫病，其感染严重影响菜牛出肉率、奶牛

产奶量及牛皮的质量。此病在欧洲，北美，亚洲等地

广泛流行［=，!］，在我国甘肃、西藏、新疆、青海、内蒙

古等五大牧区流行甚为严重［" X %］。对此病的诊断有

临床诊触和血清学的方法。以皮蝇一期幼虫的可溶

性抗原做 LF_-</OK1FC/3 J<<DF’A’76/F5 9AA,-（LKJW9）

是目前应用最广泛的方法，具有简单，方便，特异性

强，敏感性高等优点［8 X Z］。但收集大量的一期幼虫

十分困难，用于诊断成本也过高，所以人们很早就在

寻找更好的抗原。

皮蝇素 H（V-:’3/7<1F H，VH）是皮蝇一期幼虫可

溶性抗原的主要成分［=# X =!］，是一种丝氨酸蛋白酶，

分子量为 !%!!";，成熟的 VH 含有 !"# 个氨基酸，比



其前体少了 !" 个氨基酸，整个氨基酸序列和胰蛋白

酶家族的丝氨酸蛋白酶的氨基酸序列具有高度的相

似性。牛皮蝇和纹皮蝇 #$ 具有相同的抗原决定

簇［%!］，所以此特异性抗原可以诊断这两种蝇蛆病。

$&’&(’ 等［%)］%**+ 年用大肠杆菌表达 #$ 获得了成

功，通过 ,-./0 检测发现有很好的敏感性和特异性。

研究人员［%1，%2］专门对天然的 #$ 和重组 #$ 在皮蝇

蛆病诊断中的应用进行了评估，发现在 ,-./0 中使

用重组 #$ 的效果与天然 #$ 的相同，都具有高度的

敏感性和特异性，并且在大规模的疫病普查中使用

重组 #$ 可以降低成本，是今后诊断的首选抗原。

尝试用毕赤酵母表达系统表达重组 #$ 目的在

于利用该系统产量高、生产成本低等优点生产大量

#$ 用于免疫诊断。毕赤酵母表达系统是兼有真核

表达系统翻译后修饰功能及原核表达系统方便、简

单和价廉等优点于一身的理想表达系统［%3］。我们

将该系统应用于表达皮蝇素 $ 蛋白取得了成功，为

今后牛皮蝇蛆病的诊断提供了一种成本低、产量高

的重组抗原生产方法。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株及质粒：!"#$"% 酵母 4/%%1、!"#$"% 酵母

表达质粒 56.$*7，由上海交通大学张大兵教授提

供，大肠杆菌 8#1!由本室保存，598%+:; 质粒购自

;&<&=&，含有 #$ 基因的 54,9:; 质粒由法国农科院

馈赠。

!"!"# 工具酶与试剂：所用限制酶 &’("，)#’="，

*%+"及 ,%-8>0 聚合酶均为大连宝生物工程公司

产品。酵母提取物、蛋白胨购自上海生物工程公司。

兔抗 #$ 的阳性血清及以及做为阳性的重组 #$ 均

由法国农科院馈赠。羊抗兔 .?4:#=6 为华美生物工

程公司产品，低分子蛋白 9&@7A@ 由上海农科院生物

技术中心提供，其余都为国产分析纯试剂。层析用

的 0<;< 5B@(CA@ 系统和 9DED F #=1G1 为 0HA@’I&H
J(D’K(AEKA 公司产品，/L(@@AM 超滤器；%""""8 的滤膜为

9(M(5D@A 公司产品。

!"# 方法

!"#"! 本试验所用 6$= 引物由赛百盛公司合成：根

据已报道的 #$ 序列［%+］，设计一对含 )#’="和 &’(
"酶切位点的引物（酶切位点由:标出）：

I5%：4$0400;;$0;00;$00;440;0$4004
I5N：4$004$44$$4$;;0000;0;;0;0$$04
!"#"# 表达质粒 56.$*7:#$ 的构建：以法国农科院

提供的 54,9:;G#$ 质粒为模板，分别利用正向和反

向引物 I5%GI5N 进行 6$= 扩增：*)O 1H(E，*)O )1’，
1"O )1’，3NO %H(E，共 !" 个循环；3NO %"H(E。6$=
产物 胶 回 收 后 连 接 到 598%+:; 载 体 上，然 后 用

&’("G)#’="切下 #$ 基因，克隆到用同样酶切处

理的表达载体 56.$*7 上构建 56.$*7:#$ 表达载体，

对构建的表达载体进行双酶切和 6$= 鉴定，最后进

行测序。

!"#"$ 毕 赤 酵 母 的 转 化 与 鉴 定：将 重 组 质 粒

56.$*7:#$ 以 *%+"进行酶切，线性化后的重组质粒

在 NP"7Q N""7# N1$R 条件下电击转化入制备好的酵

母感受态细胞 4/%%1 中，转化产物涂布于 98 平板

上，!"O培养，N S 1T 后长出菌落。取一块 *2 孔细胞

培养板，每孔加入 N""$- U68 培养基，用无菌牙签将

生长在 98 平板上的 ."/ V 转化株逐一接种到每一

孔中，置于 !"O 静置培养 NT，取一新 *2 孔细胞培养

板，每孔加入 %*"$- U68 培养基，在第一轮的 *2 孔

板中各取 %"$- 菌液，加入第二块 *2 孔细胞培养板

的相应孔中，置于 !"O 静置培养 %T，按以上步骤将

菌液接入第三块细胞培养板中 !"O 静置培养过夜

后，将 第 三 块 细 胞 培 养 板 各 孔 的 菌 液 悬 起，各 取

%"$-分别滴加于含 %H?GH- 4)%+ 的 U68 平板上，

!"O 培养，观测生长情况，对长出的 01( V 型重组子

进行 6$= 鉴定，以确定用来诱导表达的含 56.$*7:
#$ 质粒的 4/%%1 转化株。

!"#"% 重组酵母的诱导表达：将重组子放入以甘

油为碳源的 J94U 培养基中，!"O N1"@GH(E 振荡培

养，到 232"" 值为 N S 2 时，)"""@GH(E 离心 1H(E 收集

细胞沉淀，用含 "P1W甲醇的 J99U 培养基重悬菌

体 !"O N1"@GH(E 振荡培养以诱导表达，每 N)I 添加

甲醇至浓度为 "P1W，2"I 后收集上清。

!"#"& 表达产物的生物特性鉴定：用 /8/:604, 进

行表达产物分子量的确定；XA’LA@E:YMDL 鉴定其抗原

性：将收集的蛋白进行 /8/:604, 电泳后，%""Z %I
转移至硝酸纤维素膜（>$）上，%W明胶中封闭 %P1I，

6J/; 洗涤 ! 次，每次 1H(E；与 %：1"" 兔抗 #$ 血清作

用 % I，6J/; 洗涤 ! 次；再与羊抗兔 .?4:#=6 % [ N"""
室温作用 % I，6J/; 洗涤 ! 次后，置于底物溶液中显

色。明胶电泳进行酶活性检测：除在分离胶中含

"P%W明胶外其他与 /8/:604, 胶相同，样品不经变

性处理。电泳后用 NP1W;@(LDE\:%"" 溶液 )O洗涤，

在 "P%HHDMG- ;@(’:#$M 5#3P1，%HHDMG- $&$MN 溶液中

!3O温浴 2"H(E，考马斯亮蓝染色。

!"#"’ 表达产物的纯化：参照徐梅倩［%*］等方法将表
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达上清用 !"#$$%%& 超滤器浓缩至 ’() 体积，于 *)++,&(
- .$#/012& 31 456 缓冲液中透析，每 *7 换液 ’ 次，透

析 过 夜。再 通 过 65**!+ 滤 膜 过 滤。利 用 89.8
3:$#;%$系统和 <,=, > 1? )() 阴离子交换柱（购自

8+%$/7@+ A#,/B#%=B%/ 公司）进行分离纯化。用含 * <
C@2&，*)++,&(- .$#/012& 31456 的溶液进行梯度洗

脱：流速 ’+-(+#=；进样量 *+-，*46=+ DE 检测，收集

含目的蛋白的洗脱液，进行 !F!0G8HI 分析和酶活

性分析。测量纯化蛋白在 *46=+ 和 *J6=+ 处的吸光

值，根据以下公式计算蛋白浓度，并换算成蛋白原液

浓度。蛋白浓度（+K(+-）L !"*46 M ’5N) O !"*J6 M
65PN
!"#"$ 毕赤酵母表达蛋白与 !* 细胞表达蛋白反应

原性比较

取毕赤酵母表达蛋白与 !* 细胞表达蛋白各

65)!K、’56!K、*56!K 上样，进行 Q%/"%$=0R&," 检测，方

法与 ’5*5) 中相同。

# 结果

#"! 表达质粒 %&’()*+,( 的构建与鉴定

成功构建融合蛋白表达载体 3GS2TU012。经鉴

定插入序列与报道 12 序列一致，插入方向正确，未

发生移码突变。

#"# 毕赤酵母的转化与鉴定

挑取的在 ’+K(+- HN’4 的 VGF 平板上长出的

#$% W 型重组子都是阳性重组子。

#"- 重组酵母的诱导表达及生物特性鉴定

按 ’5*5N 的方法选取在 ’+K(+- HN’4 的 VGF 平

板上生长的转化子在摇瓶内进行甲醇诱导表达，

!F!0 G8HI 分析表达上清。结果如图 ’ 所示，重组

转化子 H!’’) 3GS2TU012 的甲醇诱导表达上清在

*4UF 附近出现一条新增的条带，与预期的蛋白大小

相符；而空载体 3GS2TU 的转化子的分泌上清在相应

位置 没 有 条 带，表 明 目 的 蛋 白 获 得 了 分 泌 表 达。

Q%/"%$= 结果如图 ’ 所示，显示该蛋白能与兔抗 12
抗体特异性结合，且分子量为 *4UF。由于 12 蛋白

是一种丝氨酸水解酶，具有水解明胶的作用，在明胶

电泳中目的蛋白所在的区域水解明胶呈白色，其他

区域因明胶本身就是一种蛋白而被染为蓝色。结果

显示 表 达 蛋 白 具 有 水 解 明 胶 的 酶 活 性（如 图 *
所示）。

#". 表达产物的纯化

表达上清经超滤后，用阴离子交换柱进行纯化，

梯度洗脱采取 PXA 液洗脱杂蛋白，’PXA 液洗脱目

图 ’ 12 的 !F!0G8HI 和 Q%/"%$=0R&," 分析

Y#KZ’ 8=@&[/#/ ,; !F!0G8HI @=\ Q%/"%$=0R&," ,; 12
<：3$,"%#= +,B:&@$ ]%#K7" +@$U%$；’，P：3$,"%#= ;$,+ $%B,+R#=@=" 12
K%=% /"$@#=/；*，J：3$,"%#= ;$,+ B,="$,& /"$@#=；̂：3,/#"#_% 12；N，)：3:$#;%\
12Z

图 * 明胶电泳图

Y#KZ* H%&@"#= !F!0G8HI
’：3:$#;%\ 12；*：3$,"%#= ;$,+ $%B,+R#=@=" 12 K%=% /"$@#=；̂：3$,"%#= ;$,+
B,="$,& /"$@#= Z

的蛋白。纯化的目的蛋白在 !F!0G8HI 上呈现一条

带（图 ’），经 &+@K%<@/"%$ EF! 软件（8+%$/7@+）进行

凝胶 光 密 度 扫 描 分 析 发 现 纯 度 在 P6X 以 上，经

Q%/"%$= 检测发现具有良好的抗原性（图 ’），水解明

胶试验显示具有水解酶活性（图 *）

图 ^ 不同重组蛋白反应原性比较

Y#KZ^ 2,+3@$% ,; "7% $%@B"#=,K%=#B#"[ ,; \#;;%$%=" $12
’，̂，)：$12 ;$,+ &’()’* +*,%-.’,，6Z)!K、’56!K、*56!K $%/3%B"#_%&[；*，N，

J：$12 ;$,+ !*，65)!K、’56!K、*56!K $%/3%B"#_%&[Z

#"/ 毕赤酵母表达蛋白与 0# 细胞表达蛋白反应原

性比较

Q%/"%$=0R&," 结果如图 ^ 所示，在 65)!K 时，只有

毕赤酵母表达的重组蛋白出现特异条带，而 !* 细胞

表达的重组蛋白没有条带，在 ’56!K 和 *56!K 时两

种重组蛋白都出现特异条带，而毕赤酵母表达的蛋

白的条带在相同质量时要比 !* 细胞表达的重组蛋

白亮，说明在毕赤酵母中表达的 $12 的反应原性要

N)) /)’01,1 2-$.0*3 -4 5’-%1()0-3-67 生物工程学报 *66P，E,&5*^，C,5^



高于在 !" 细胞中表达的。

! 讨论

国外的研究者有利用大肠杆菌表达系统进行

#$% 表达的报道［&’］，是与 !"# 融合表达的，表达产

物经纯化和切除 !"# 后具有良好的抗原性，虽然也

具有水解酶活性，但是由于已测出的 $% 三维结

构［"(］显示其具有的 ) 对二硫键对形成正确的空间

结构至关重要，但目前用大肠杆菌表达的 $% 都是

以包涵体形式存在，在复性过程中难以形成正确的

构象，所以大肠杆菌表达系统并不是理想的可以得

到正确折叠和有活性的 $% 的系统；并且产量偏低，

为 )*+ ,-./。此后用果蝇 !" 细胞进行了表达，采用

加 $%& 标签和不加标签两种方式进行研究，发现抗

原性与天然的相同但是产量分别为 0,-./ 和 &(,-./
（内部资料）。用以上系统表达 $% 都存在纯化困

难、回收率低或表达量低、成本高等问题，尤其是大

肠杆菌表达的 $%，其中可能含有一些大肠杆菌的菌

体蛋白，在检测时引起假阳性。而毕赤酵母表达系

统是目前被认为最有前景的商业蛋白质生产工具之

一，具有表达水平高，外源蛋白基因遗传稳定，具有

糖基化、酰基化、蛋白磷酸化等翻译后修饰加工功

能，使生产的蛋白具有天然的高级结构及生物学活

性；并且毕赤酵母糖基化水平低，发酵工艺成熟，易

放大，产物易纯化，所用发酵培养基十分廉价，一般

碳源为甘油或葡萄糖及甲醇，其余为无机盐，成本远

低于昆虫和哺乳动物表达系统［&1，"&］。并且动物一

般不会被感染酵母菌，血清中没有抗酵母蛋白的抗

体，即使蛋白的纯度不是很高，也不会引起假阳性。

因此本文尝试用该系统进行 $% 的表达研究并取得

了成功，为今后皮蝇蛆病诊断所用抗原提供了一种

新的途径。

本研 究 所 使 用 的 是 毕 赤 酵 母 2!&&+ 菌 株 和

345%67 质粒，345%67 质粒所带 89:9,;<=: 抗性基因

在酵母中表现为抗 2’&> 的抗性，利用这一点可以用

来筛选多拷贝的菌株。本文是经 ) 块 60 孔细胞培

养板连续培养，目的是使细胞具有相同的密度，然后

逐一滴加到含 2’&> 的 ?4@ 平板上筛选的，结果在

2’&> 浓度为 & ,-.,/ 的平板上长出几个菌落，浓度

再高的平板上没有长出菌落，用 4%A 方法对长出的

菌落进行验证，然后进行表达，挑表达量最高的菌株

进行保种和后续试验，得到的产量大约为 &"& ,-./。

产量比用大肠杆菌和果蝇系统表达的产量要高，是

目前世界上生产重组 $% 的所有方法中产量最高

的。但是与用毕赤酵母表达的 $B（与 $% 同家族的

一种皮蝇素 B）相比产量还是不高［""］，可能筛选的

工作量不够，筛选到的克隆中外源基因的拷贝数不

高。由于毕赤酵母有很多表达载体，今后如果要提

高 $% 的表达产量除了提高抗性筛选浓度，获得含

更高拷贝外源基因的转化子外，还可以考虑更换表

达载体。此外，也可以对表达条件进行优化和进行

发酵研究，在发酵罐中，菌体密度更高，产量也会提

高。

已知 $% 蛋白不存在 CD糖基化的位点，但有可

能存在 ED糖基化的位点［&>］，因为序列中存在大量的

!F# 和 GH# 残基，糖基化对其抗原性有无影响目前尚

不清楚，但是从大肠杆菌中获得 #$%、从 !" 细胞和

毕赤酵母中获得的 $% 都具有和天然 $% 相同的抗

原性，说明糖基化对其抗原性不是必要的，因为在大

肠杆菌表达菌株中不存在糖基化的酶，而 !" 细胞和

毕赤酵母的糖基化方式不是完全相同的［"&］，目前可

以肯定的是糖基化对其酶活性没有影响［&’］，对抗原

性的影响有待进一步研究，但是其他的蛋白质修饰

对生物活性有无影响也有待于进一步研究。

本实验室拥有法国农科院馈赠的由 !" 细胞表

达的 #$% 及自己用毕赤酵母表达的 $%，由于是用作

诊断，所以只做了二者反应原性的比较，结果发现，

由毕赤酵母表达的 $% 的反应原性要高于用 !" 细

胞表达的 $%，用于诊断要优于后者。由于 $% 只由

寄生在牛体内的一期幼虫产生，要获得就必须将牛

屠宰，所以难以获得天然的 $%。即使获得的重组

$% 反应原性要低于天然的，但由于本系统成本低

廉、可以廉价获得大量 $%，所以并不会影响在实际

中的应用的。

本研究所得的重组 $% 经超滤、透析和阴离子

交换层析后得到初步纯化，纯度大约为 1(I左右，

JFKLF#: 试验表明具有很好的抗原性，水解明胶试验

表明虽然有水解活性，但水解条带比未纯化前还浅；

而从 JFKLF#: 图中可以看出纯化后蛋白的浓度要比

未纯化的大，这说明纯化后重组 $% 的水解活性减

弱，这与用 !" 细胞表达 $% 蛋白纯化后的结果相

同，原因有可能是在纯化过程中，耗时太长（’M透析

过夜的），使 $% 发生变性，酶活丧失，具体原因还有

待进一步研究。不过就诊断来说，只要重组蛋白具

有抗原性，对今后皮蝇蛆病诊断研究是不会产生影

响的。以重组的 $% 为抗原做成试剂盒，可以使牛

皮蝇蛆病的诊断更加方便和规范，若再能做成试纸

条，只需要一滴血或奶汁就可以诊断，那会更加方
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便，为牛皮蝇蛆的防治提供更有效的检测手段，为控

制国内的牛皮蝇蛆病作出贡献。
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