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摘  要: 为了获得有活性的重组人白细胞介素 21(rhIL-21), 本研究建立了在毕赤酵母 (Pichia pastoris) 中分泌表达

rhIL-21 的技术。首先, 通过 RT-PCR 从人外周血淋巴细胞中扩增 IL-21cDNA, 克隆到酵母表达载体 pPIC9K 中, 构建了

重组酵母表达载体 pPIC9K-hIL21cDNA; 然后, 线性化的载体转化毕赤酵母表达菌株 GS115, 经抗性梯度筛选获得了多

拷贝重组酵母菌; 加入甲醇诱导培养后, SDS-PAGE 和 Western blotting 检测到培养液中有 rhIL-21 的分泌表达, 相对分

子量约为 16 kD, ELISA 结果显示摇瓶表达量可达 229.28 mg/L; 表达上清经阳离子交换介质 SP Sepharose Fast Flow 纯化

后, 目的蛋白纯度达到 95%。细胞增殖试验结果显示该 rhIL-21 联合刀豆蛋白 A(Con A)对人淋巴细胞的增殖具有显著的

促进作用。本研究首次成功在毕赤酵母表达系统中分泌表达了有生物活性的 rhIL-21, 为相关疾病免疫治疗的研究奠定

了基础。 

关键词 : 白细胞介素 21, 毕赤酵母 , 分泌表达  

Expression and analysis of the recombinant human  
interleukin-21 (rhIL-21) in Pichia pastoris 

Dong Li1, Huiqing Yu2,3, Rongfen Huo3, Jianquan Chen3, and Guoxiang Cheng1,2,3 

1 School of Life Science and Technology, Tongji University, Shanghai 200092, China 

2 Rui Jin Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai 200025, China 

3 Shanghai Transgenic Research Center, Shanghai 201210, China 

Abstract: Interleukin-21 is a type I cytokine mainly produced by activated CD4+ T cells that acts as a regulator of immune system. 

In this work, hIL-21cDNA was amplified from human peripheral blood lymphocytes by RT-PCR, and then inserted into pPIC9K. The 

recombinant vector pPIC9K-hIL21cDNA was linearized by Sac I, and transformed into Pichia pastoris strain GS115 by 

electroporation. Transformants were selected by G418 and confirmed by PCR. The recombinant protein was expressed and secreted 

into the supernatant after inducing by methanol. SDS-PAGE analysis indicated the molecular weight of rhIL-21 was about 16 kD. 

ELISA results show that the yield of rhIL-21 reach 229.28 mg/L, rhIL-21 was purified from culture supernatants, and it was purified 

to about 95% purity with ion-exchange chromatography. When co-stimulate with Con A, rhIL-21 can promote the proliferation of 
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human lymphocytes. This is the first expression of bio-active rhIL-21 in Pichia pastoris. It lays a foundation for further research in 

immunotherapy and cancer therapy. 

Keywords: Interleukin-21, Pichia pastoris, secreted expression 

白细胞介素 21(Interleukin-21, IL-21)是 Parrish 

Novak 等在 2000 年发现的Ⅰ类细胞因子[1], 主要由

活化的 CD4+ T细胞产生, 与 IL-2、IL-4、IL-15有较

高的同源性, 属于c 家族成员, 具有广泛的免疫调

节功能, 是免疫调控网络中的重要细胞因子。IL-21

能特异地结合白细胞介素 21 受体(IL-21R), 激活

JAK/STAT 等信号传递途径, 表现出复杂的生物学

效应, 它可以调控 B 细胞的分化、凋亡及产生抗体

的亚类, 促进 T细胞介导的获得性免疫, 增强NK细

胞的细胞毒性及产生 IFN-的能力, 介导主动免疫

与被动免疫之间的转换。IL-21在过敏反应[2]、炎症

反应[3]、自身免疫反应[4]、肿瘤治疗[5]以及控制慢性

病毒感染 [6-7]中发挥重要作用。近年来的研究显示, 

人白细胞介素 21(hIL-21)可有效用于乳腺癌、肾细胞

癌和结肠癌的治疗[8]。 

hIL-21 作为一种新的有效药物引起了生物医药

界的兴趣, Chan 等[9]最早利用大肠杆菌表达系统获

得了重组人白细胞介素 21(rhIL-21), 但原核表达的

rhIL-21 存在一个共同的缺点: 表达产物以包涵体形

式存在, 为了得到有活性的蛋白, 就需要进行变性

溶解及复性等繁琐操作。作为一种真核来源的蛋白, 

真核表达系统可更好地表达出有活性的 hIL-21。毕

赤酵母是一种可以在以甲醇为唯一碳源和能源的培

养基中生长的酵母菌, 具有翻译后修饰功能, 如信

号肽加工、蛋白质折叠、二硫键形成和糖基化作用

等, 其糖基化位点与其他哺乳动物细胞相同, 生成

的糖链较短, 一般只有 8~14 个甘露糖残基, 抗原性

较低, 特别适合于表达医用蛋白[10]。基于此, 本研究

尝试利用毕赤酵母真核表达系统来进行 hIL-21的表

达, 通过载体构建、转化、诱导表达等条件的摸索, 

获得了分泌表达 rhIL-21 的重组酵母菌, SDS-PAGE

及 Western blotting 检测到 rhIL-21 的相对分子量为

16 kD, ELISA检测结果显示, 摇瓶诱导时 rhIL-21的

表达量可达 229.28 mg/L, 略高于目前大肠杆菌表达

的最高水平[11], 本研究中分泌表达的目的蛋白占总

蛋白的 50%左右, 表达上清经阳离子交换介质 SP 

Sepharose Fast Flow 纯化后 , 目的蛋白纯度达到

95%。初步的活性检测显示: rhIL-21 联合刀豆蛋白

A(Con A)能促进人淋巴细胞的增殖。本研究为大规

模发酵生产 rhIL-21以及进一步进行 rhIL-21相关的

抗病毒、抗肿瘤研究奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

大肠杆菌 DH5、毕赤酵母 GS115、质粒 pPIC9K

为本实验室保存。Taq DNA聚合酶、限制性内切酶、

修饰酶及 T4 DNA 连接酶、RT-PCR 试剂盒购自

TaKaRa公司, 预染蛋白Marker购自 Fermentas公司, 

酵母氮源无氨基酸培养基(YNB)购自 Difco公司, 酵

母提取物和蛋白胨购自 Oxoid 公司, 淋巴细胞分离

液购自天津灏洋生物制品科技有限公司, RNA 提取

试剂盒购自 Qiagen公司, Con A、植物凝集素(PHA)、

佛波醇酯(PMA)均购自 Sigma公司, ELISA分析试剂

盒购自上海麦约尔生物技术有限公司, 层析介质 SP 

Sepharose Fast Flow购自Amersham Biosciences公司, 

CCK-8 细胞增殖试剂购自日本同仁化学研究所, 其

余常规试剂均为进口分装或国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  pPIC9K-IL21cDNA重组载体的构建 

从健康人体外周静脉血分离得到淋巴细胞, 加

入 PHA于 37oC培养 48 h, 提取细胞总 RNA并反转

录成 cDNA, 分析 GenBank 公布的 hIL-21cDNA 序

列(Accession No. AF254069), 该序列在毕赤酵母中

表达的 CAI 值为 0.74, 具有编码高水平表达蛋白的

潜能, 因此, 将该序列直接用于下一步克隆。设计引

物扩增去除内源性信号肽的 hIL21 阅读框, 分别在

上下游引物中引入 Mun I及 Not I酶切位点, 引物序

列如下:  

IL21F: 5-GCTCAATTGCAAGATCGCCACAT 

GATTAG-3; IL21R: 5-AATGCGGCCGCTCAGGAA 

TCTTCACTTCCGT-3。 PCR 反应条件为 : 94oC     
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5 min; 94oC 30 s, 62oC 30 s, 72oC 30 s, 30个循环; 72oC   

10 min, 扩增产物经Mun I、Not I双酶切后与经 EcoR I、

Not I 双酶切的表达载体 pPIC9K 相连, 转化后挑取

重组克隆进行鉴定, 并送测序。 

1.2.2  重组质粒的转化及多拷贝转化菌的筛选 

用 Sac I酶切表达载体 pPIC9K-IL21cDNA、空

载体 pPIC9K, 回收 5~10 g 线性化的质粒 , 于  

1500 V、25 F 和 200 条件下电击毕赤酵母感受态

细胞 GS115 之后 , 立即向电转杯中加入 1 mL      

1 mol/L 预冷山梨醇 , 30oC 温育 1 h, 涂布于含    

0.5 mg/mL G418 的 YPD平板上, 30oC恒温培养。 

将长出的克隆依次接种至含 1、2、3、4 mg/mL 

G418的 YPD平板上, 静置培养, 筛选多拷贝菌株。 

1.2.3  重组酵母的 PCR鉴定 

利用煮 -冻 -煮方法 [12]提取重组有 pPIC9K- 

IL21cDNA、pPIC9K 的重组酵母基因组 DNA 及

GS115 菌基因组 DNA, 分别用 AOX1 引物及

-factor、hIL21两对引物检测外源基因的整合情况, 

引物序列如下:  

AOX1F: 5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC- 

3; AOX1R:5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3; - 

factorF: 5-CAGCATCCTCCGCATTAG-3; hIL21R: 

5-GAAGGGCATGTTAGTCTGTG-3。PCR 扩增条

件: 94oC 5 min; 94oC 30 s, 58 oC 30 s, 72 oC 1 min, 30

个循环; 72oC 10 min。扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电

泳检测。 

1.2.4  阳性酵母重组克隆的活化和甲醇诱导表达 

从含 4.0 mg/mL G418的 YPD平板上挑取多拷

贝转化菌单菌落接种至新鲜的 10 mL BMGY 培养

基中, 28oC~30oC、250 r/min 条件下振荡培养至菌液

OD600为 2~6 时, 离心去上清, 替换为 BMMY 培养

基继续培养, 每 24 h补加甲醇至终浓度 0.5%, 连续

诱导 72 h 后, 收集菌液, 将上清和沉淀分别置于 

80oC冻存。 

1.2.5  表达产物的 SDS-PAGE及 Western blotting检

测 

取经三氯乙酸 (TCA)浓缩过的表达酵母上清  

10 L 与等量的 SDS-PAGE 上样缓冲液混合, 沸水

浴 5 min 后, 加样至聚丙烯酰胺凝胶中, 80 V 电泳

120 min, 取出用于染色分析。 

同样, 取适量诱导产物电泳后, 采用半干法将

样品转移至 PVDF膜上, 将膜放入含 5%脱脂奶粉的

溶液中, 37oC 封闭 1 h, 加入 1:500 稀释的羊抗人

IL-21多抗, 37oC孵育 2 h, 加入 HRP标记的兔抗羊

二抗, 37oC孵育 2 h, 洗去未结合抗体, 加入 DAB显

色。 

1.2.6  诱导表达时间的优化及表达量测定 

挑取表达阳性菌株中的 6号克隆接种于 100 mL 

BMGY培养基中, 28oC~30oC、250 r/min条件下振荡

培养至菌液 OD600 为 2~6 时, 离心去上清, 替换为

BMMY培养基继续培养, 每 24 h补加甲醇至终浓度

0.5%, 分别于 0、1、2、3、4、5、6、7 d固定时间

取样进行 SDS-PAGE 及 ELISA 定量(参照试剂盒说

明书进行)。 

1.2.7  表达蛋白的分离纯化 

表达上清液用 17.5 mmol/L NaAc 稀释 2 倍后, 

利用快速蛋白液相色谱系统(ÄKTA FPLC), 使用阳

离子交换介质 SP Sepharose Fast Flow对蛋白进行纯

化。介质用含 25 mmol/L NaAc、100 mmol/L NaCl (pH 

5.0) 的缓冲液 A 平衡 , 上样后用含 25 mmol/L 

NaAc、1 mol/L NaCl (pH 5.0)的缓冲液 B与缓冲液 A

混合洗脱, 缓冲液 B的比例由 0逐步升至 100%, 收

集各组分, SDS-PAGE检测。 

1.2.8  CCK-8法初步检测 hIL-21对人淋巴细胞增殖

的影响 

取健康人体外周静脉血, 按淋巴细胞分离液提

供操作说明分离得淋巴细胞, 计数后调整细胞密度

至 5×105/mL, 按每孔 100 L的量接种于 96孔板中

培养。 

细胞增殖试验设 3组, 一组加入浓度分别为 25、

50、100 ng/mL 的 rhIL-21, 另一组分别加入浓度为

50 ng/mL的 hIL-21及 5、10、20 g/mL的 Con A, 同

时设阴性对照组(只加细胞和培养液), 空白调零组

(仅加培养液), 每组 3个复孔。将淋巴细胞置于二氧

化碳培养箱中培养 72 h后, 加入CCK-8 20 μL, 孵育

4 h, 用酶标仪测定各孔 OD 值, 检验波长 490 nm, 

参比波长 600 nm。 
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2  结果与分析 

2.1  重组酵母表达载体的构建 

将获得的重组克隆进行 Sac I和 Not I双酶切鉴

定, 重组克隆酶切后可产生 8.3 kb、1.5 kb 两条带, 

而 pPIC9K阴性对照酶切后只产生 8.3 kb、1.0 kb两

条带, 结果见图 1。将酶切鉴定正确的表达载体送测

序, 结果与预期相符, 重组载体中的 hIL-21cDNA与

表达载体 pPIC9K 拼接完整, hIL-21cDNA 位于酵母

表达载体 pPIC9K -factor信号肽序列的下游, 无碱

基 突 变 与 移 码 , 表 达 载 体 命 名 为 pPIC9K- 

IL21cDNA。 

 

图 1  重组表达质粒双酶切鉴定结果 
Fig. 1  Identification of recombinant expression vector by Sac I 
and Not I digestion. 1−3: recombinant clones digested with Sac I 
and Not I; 4: pPIC9K digested with Sac I and Not I; M: DNA 
marker. 
 

2.2  重组酵母菌的鉴定 

转化阳性菌落经 G418 梯度筛选后, 获得的多

拷贝阳性菌株的检测结果见图 2。从图 2 可以看出, 

用AOX1引物检测时, 转化 pPIC9K-IL21cDNA的酵

母菌(GS115/pPIC9K-IL21cDNA)可扩增出 883 bp的

片段, 转化空载体 pPIC9K 的酵母(GS115/pPIC9K)

扩增出 493 bp的片段, GS115菌未扩增出目的条带, 

与预期相符。用 -factor、 hIL21 引物检测时 , 

GS115/pPIC9K-IL21cDNA 可扩增出 521 bp 的片段, 

而 GS115/pPIC9K、GS115对照则未扩增出目的条带, 

与预期相符。PCR检测结果说明 pPIC9K-IL21cDNA

成功重组进入了 GS115菌基因组中。 

  

图 2  酵母重组子的 PCR 鉴定 
Fig. 2  Identification of GS115 recombinants by PCR. Fragments 
amplified by primer (AOX1F, AOX1R); 1: GS115/pPIC9K- 
IL21cDNA; 2: GS115/pPIC9K-IL21cDNA; 3: GS115/pPIC9K; 4: 
GS115/pPIC9K; 5: GS115. Fragments amplified by 

primer(-factorF、hIL21R); 6: GS115; M: DNA marker. 

 

2.3  诱导表达产物的 SDS-PAGE 和 Western 

blotting 分析 

    重组酵母菌株经甲醇诱导 72 h后, 取部分上清 

TCA浓缩后 SDS-PAGE检测, 可见在 16 kD处有明

显的外源蛋白条带, 见图 3A, 与理论值相符。通过

BANDLEAD 凝胶扫描软件分析, 结果显示 6 号菌

株目的蛋白的表达量相对其他菌株稍高。图 3B 为

重组酵母诱导产物的Western blotting检测结果, 可

见目的蛋白与 hIL-21 有相似的抗原性, 可特异地

与 hIL-21 多抗结合 , 说明获得的蛋白为 rhIL-21, 

转化 pPIC9K-IL21cDNA 的酵母菌特异地表达了

rhIL-21。 

2.4  最佳诱导表达时间的确定及表达蛋白的分离

纯化 

6 号重组酵母菌按终浓度 0.5%加入甲醇诱导培

养, 7 d内的 SDS-PAGE结果见图 4A, 结果显示未加

甲醇诱导时 rhIL-21 不表达, 加入甲醇诱导前 2 天

rhIL-21 表达量较低 , 之后随着诱导时间的延长 , 

rhIL-21在上清中的含量呈上升趋势。ELISA检测结

果显示第 6 天表达量最高 , rhIL-21 含量为    

229.28 mg/L, 第 7 天略有下降, 分析可能是表达产

物的增加产生了负反馈抑制作用。 

使用阳离子交换介质 SP Sepharose Fast Flow对 
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图 3  GS115/pPIC9K-IL21cDNA 酵母培养上清液的 SDS-PAGE (A)和 Western blotting (B)分析  
Fig. 3  SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) analysis of culture supernatant of GS115/pPIC9K-IL21cDNA. (A) M: protein markers; 1−7: 
culture supernatant sample from GS115/pPIC9K-IL21cDNA; 8: culture supernatant sample from GS115/pPIC9K; 9: culture supernatant 
sample from GS115. (B) 1−6: culture supernatant sample from GS115/pPIC9K-IL21cDNA; 7: culture supernatant sample from 
GS115/pPIC9K; 8: culture supernatant sample from GS115. 

 

图 4  SDS-PAGE 分析 6 号酵母菌不同时间蛋白表达情况(A)及目的蛋白的纯化(B) 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis the expression of rhIL-21 in different time after induction with methonal (A) and purification through 
ion-exchange chromatography (B). (A) 0−7: results of strain No.6 after 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 d induction respectively. (B) 1: purified rhIL-21 
through ion-exchange chromatography; M: molecular weight markers. 
 

蛋白进行纯化 , SDS-PAGE 检测各峰 , 结果表明

rhIL-21 可被 100%缓冲液 B 洗脱下来, 凝胶扫描分

析显示, 洗脱液中 rhIL-21的含量达到 95%, 见图 4B, 

使用 5 kD超滤管超滤浓缩后, BCA Protein Assay Kit

测定蛋白含量, 20oC保存。 

2.5  CCK-8 法测定 rhIL-21 对人淋巴细胞增殖的

影响 

使用 CCK-8法测定 rhIL-21及 Con A对人淋巴

细胞的增殖效果(图 5), 结果显示 rhIL-21 单因子作

用浓度为 50 ng/mL 促进人淋巴细胞增殖效果较好, 

50 ng/mL rhIL-21联合 10 g/mL Con A促进人淋巴

细胞增殖效果显著, 说明表达的 rhIL-21能够促进人

淋巴细胞的增殖, 具有一定的生物活性。 

3  讨论 

自 2000 年 IL-21 被发现以来, 随着对 IL-21 的

研究日益深入, 其功能也越来越清晰。IL-21作为免

疫调控网络中重要的细胞因子, 对免疫细胞具有调

节作用, 通过共刺激, IL-21可以促进 B细胞的增殖

与分化或者凋亡；可以增强抗 CD3抗体激活的 CD8+ 

T细胞的增殖；抑制活化后的 CD8+ T细胞的自发死

亡现象, 并对细胞毒性 T淋巴细胞(CTL)的分化起重

要作用[13]；IL-21 可以促进 NK 细胞的分化和成熟, 

与 IL-2、IL-15协同增强 NK细胞表达穿孔素和 INF-  
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图 5  rhIL-21 对人淋巴细胞的增殖效果 
Fig. 5  Effect of rhIL-21 on the proliferative of human 
lymphocytes. 1: 100 ng/mL rhIL-21; 2: 50 ng/mL rhIL-21; 3:    

25 ng/mL rhIL-21; 4: 50 ng/mL rhIL-21 + 20 g/mL Con A; 5:   

50 ng/mL rhIL-21 + 10 g/mL Con A; 6: 50 ng/mL rhIL-21 +     

5 g/mL Con A; 7: human lymphocytes only. Values plotted 

represent the mean value (±SD). *P <0.05. 

 

γ[14]；IL-21可增强机体的抗肿瘤能力, 其抗肿瘤作

用是借助它在免疫调控网络中的机制而实现的。目前, 

IL-21 对肾细胞癌、黑色素瘤的研究已进入了Ⅱ期临

床, IL-21联合其他细胞因子、抗肿瘤药物、单抗等用

于肿瘤的治疗研究效果显著 [15]。最新的研究表明 , 

IL-21 及其受体在控制淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒

(LCMV)等慢性病毒感染中起着关键性作用[6-7,16]。 

CAI 值是同义密码子偏好的一个统计量度, 可

以用于预测蛋白质表达的水平, 编码高水平表达蛋

白的基因常常具有高的 CAI 值(>0.6)[17], 经分析 , 

hIL-21cDNA 在毕赤酵母表达系统中表达的 CAI 值

为 0.74, 具有编码高水平表达蛋白的潜能, 且目的

基因中不含有编码 Pro-Glu-Ser-Thr 这一激活蛋白水

解酶的作用底物的序列, 也不含有编码易受溶酶体

切割的 X-Phe-X-Arg-Gln、Gln-Arg-X-Phe-X(X=任意

氨基酸)的序列。因此, 本研究直接将 hIL-21cDNA

插入到分泌型酵母表达载体 pPIC9K 中, 重组酵母

菌成功表达了有生物活性的 rhIL-21。SDS-PAGE及

Western blotting 结果显示, 其相对分子量为 16 kD

左右, 与预期相符, 无二聚体结构。将 rhIL-21用 N-

糖基酶进行酶切后, 分子量无明显变化, 说明毕赤

酵母表达的 rhIL-21没有复杂的 N-糖基化修饰现象。

通过对一周内连续诱导表达蛋白量的监控发现, 随

着诱导时间的延长, rhIL-21 在酵母上清中的含量呈

上升趋势 , 显示该蛋白稳定性较好。本研究中

rhIL-21 摇瓶表达量达到 229.28 mg/L, 略高于目前

大肠杆菌表达的最高水平, 若使用发酵罐表达, 预

期目的蛋白的表达量将会进一步提高[18]。 

在 rhIL-21的大肠杆菌表达体系中, 目的蛋白占

蛋白总量的最高比例为 20%[9], 而本研究中 rhIL-21

的含量占酵母分泌蛋白总量的 50%左右, 优于大肠

杆菌表达体系, 酵母菌自身分泌的蛋白少, 培养基

的成分简单, 给下游纯化带来了极大的方便。为了

使 rhIL-21更接近于天然 hIL-21, 本研究未在表达载

体中加入 C-myc 表位和 His 标签, 采用阳离子交换

介质 SP Sepharose Fast Flow纯化目的蛋白, rhIL-21

的纯度达到 95%, 克服了 rhIL-21在大肠杆菌中表达

要裂解菌体并需进行变性、复性等繁琐操作的缺点, 

降低了生产成本。将纯化后的产物进行淋巴细胞增

殖试验, 发现 rhIL-21联合 Con A可有效促进人淋巴

细胞增殖, 具有类似天然 hIL-21 的生物学活性。本

研究首次成功地在毕赤酵母表达系统中分泌表达了

有生物活性的 rhIL-21, 为进一步研究 rhIL-21 的生

物学功能, 用于动物实验以及抗肿瘤、抗病毒感染

等研究奠定了基础。 
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