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摘  要 : 豹蛙抗瘤酶 (Onconase，ranpirnase，ONC) 对体内外多种肿瘤有很强的杀伤作用，是当前全球重点研

究的 100 种新药之一，为获得高表达与高活性的重组豹蛙抗瘤酶 (Recombination onconase，rONC)，根据成熟

ONC 的 cDNA 序列和毕赤酵母密码子偏好性设计基因并提高其 GC 含量，分泌信号肽采用酵母 α 交配因子的

pre 肽，分别构建表达载体 pPIC9/ONC、pPIC9K/ONC 和 pPICZα-A/ONC，并转染毕赤酵母 X-33、GS115 和

SMD1168，筛选阳性克隆并进行诱导表达。在摇瓶规模筛选最佳载体-宿主组合及优化培养条件之后，进行 10 L

规模最优培养基的筛选，发酵产物经双水相萃取偶联 G50 凝胶层析分离纯化。结果表明，pPICZα-A /X-33/ONC

组合表达量优于其他组合，且在 pH 5.5、23 ℃条件下诱导 7 d，最高表达量达到 13 mg/L；在 10 L 规模条件下，

rONC 于 pH 5.5 的低盐基础培养基 (Lower basic salt medium，LBSM)、甲醇浓度 0.25%条件下诱导 7 d，最高

表达量为 180 mg/L；纯化后的 rONC 纯度≥95%，收率高于 90%；生物活性检测发现，rONC 在体外能杀伤多

种癌细胞。初步建立了 rONC 的高效表达与纯化体系，为后续的功能和作用机理研究奠定了一定基础。 

关键词 : 豹蛙抗瘤酶，高效表达，双水相萃取，活性测定  
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Abstract:  Ranpirnase (onconase, ONC) is a new drug, with weak RNase activity and strong cytotoxicity to various tumor 

cells in vitro and in vivo. This study is to obtain recombination onconase (rONC) with high bioactivity. Based on the codon 

preference of Pichia pastoris, we designed and synthesized the gene according to cDNA sequences of ONC and the α 

mating factor’s prepeptide. We screened positive clones after transforming the recombination plasmids into P. pastoris 

X-33, GSS115 and SMD1168. We screened the best combination of seven different vectors and host strains. Moreover, we 

optimized culture condition in shake flasks and 10 L bioreactor, and purified rONC from the supernatant after inducing it 

with 0.25% methanol by aqueous two-phase extraction coupling G50 molecular exclusion method. The highest rONC 

production was 13 mg/L in pPICZα-A/X-33/ONC combination under the condition of pH 5.5 and 23 °C in shake flasks for 

7 d; and that the highest rONC production was 180 mg/L when the induction is performed in the lower basic salt medium 

with pH 5.5 in the 10 L bioreactor for 7 d. The yield of rONC is more than 90% at a purity of above 95%. rONC can kill 

various tumor cells in vitro. The expression and purification of rONC would be useful for further investigation of this new 

drug. 

Keywords:  onconase, high-efficiency expression, aqueous two-phase extraction, activity detection 

豹蛙抗瘤酶 (Onconase，ONC) 在北极豹蛙

早期胚胎中首次发现，最早命名为 P30 蛋白，

属于核糖核酸酶 A 的家族成员[1]，对体内外多

种肿瘤有很强的杀伤作用，是第一个进入抗肿

瘤临床试验的核糖核酸酶，也是当前全球重点

研究的 100 种新药之一[2-3]。ONC 由 104 个氨基

酸组成，分子量约 11.8 kDa，等电点为 9.3，熔

解温度 (Tm) 值为 90 ℃[4]。ONC 的结构非常稳

定，含 4 个 α-螺旋、7 个 β-折叠、4 个 β-转角和

4 对二硫键。它通过静电作用结合到细胞膜表

面，再通过膜流和内吞作用进入细胞内[5]。在细

胞内，它通过特异性降解 tRNA 而抑制蛋白质合

成，导致细胞凋亡 [6]。同时，它还通过促进

Caspase9 与细胞色素  C (cyt c) 结合，活化

Caspase 3 和启动细胞凋亡级联反应，导致细胞

凋亡[7]。刘默芳课题组[8]研究发现 ONC 能特异

性降解 miRNA 前体，而对 miRNA 的成熟链无

明显作用，这为 ONC 抗肿瘤的作用机制提供了

新的思路。研究表明，ONC 在有效作用剂量下，

主要作用于对数生长期的肿瘤细胞，而对生长

中的正常细胞没有明显作用[9]，同时，它还具有

机体不良反应少、免疫原性低、不易产生耐药
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性等优点，是一种极具潜力的抗肿瘤药物。1996

年以来，Tamir 公司 (前身为 Alfacell 公司) 相

继开展了对非小细胞肺癌和其他实体肿瘤的Ⅰ

期或Ⅱ期临床试验，其对恶性间皮瘤的效果要

好于阿霉素，现已在欧美国家上市[10]。 

天然 ONC 的主要来源为北极豹蛙的卵细

胞，纯化工艺主要包括：豹蛙体内受精、卵母

细胞提纯、阴离子交换层析、阳离子交换层析

和体积排阻等[11]，过程繁琐、耗时久、产量低

且代价昂贵，难以满足产业化要求。 

利用基因工程手段来进行豹蛙抗瘤酶的

表达已取得一些研究进展，但在 rONC 的表达

量、生物活性等方面仍存在一些不足，例如：

原核系统由于自身缺乏修饰功能，表达的 rONC

不能正确折叠，产物为包涵体形式，需用变性、

复性和去除 N 端 Met 等方法进行后加工处理，

工艺繁琐，活性难以保证，不利于产业化[11-13]；

毕赤酵母系统表达的 ONC 在蛋白修饰上较原核

有较大优势，但表达量与原核相比较低，纯化

多采用多步柱层析方法来捕获 rONC，虽然保证

了活性与纯度，但存在收率低 (50%−60%)、成

本高等缺点[14]。 

本文选用毕赤酵母表达系统，根据密码子

使用频率优化密码子并去除糖基化位点，使用

去除 pro 肽的酵母 α 因子为信号肽[14]，人工合

成基因后构建多种载体-受体菌组合，筛选高表

达菌株，优化表达条件来进一步提高 rONC 的

表达量。同时，采用双水相萃取偶联 G50 凝胶

层析，获得纯度大于 95%、收率高于 90%、能

杀伤多种癌细胞的 rONC，有效降低生产成本，

为 ONC 的产业化奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和基因 

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 菌株购自

武汉晶赛生物工程技术有限公司。毕赤酵母

X-33、GS115、SMD1168 菌株，分泌型酵母表

达 载 体 pPIC9 、 pPIC9K 、 pPICZα-A 购 自

Invitrogen 公司。ONC 优化基因委托上海捷瑞生

物工程有限公司合成。人肝癌细胞株 7402、

HeLa、RH-35 细胞株菌购自中国医学科学院基

础医学研究所细胞资源中心 (北京)。 

1.1.2  试剂和工具酶 

DMEM、RPMI-1640 培养基、青霉素、链

霉素购自 Invitrogen 公司。胎牛血清购自杭州天

杭生物科技有限公司。 MTT、 DMSO 购自

Geneview 公司。质粒快速提取试剂盒均购自鼎

国生物技术有限公司。酵母基因组快速提取试

剂盒购自北京博迈德科技发展有限公司。限制

性内切酶 SacⅠ、BamHⅠ、BstBⅠ、EcoRⅠ购

自 MBI 公司。Protein ladder 购自北京康为世纪

生物科技有限公司和赛默飞世尔科技有限公

司。ONC 一抗购自武汉博士德生物工程有限公

司。其他试剂为国产分析纯。 

1.1.3  培养基及基础培养条件 

常用培养基：LB、YPD、BMGY、PTM1、

PTM2 等培养基参考 Invitrogen 公司的酵母表达

手册。 

基 础 盐 培 养 基  (Basic salt medium ，

BSM)(g/L)：硫酸钾 14.3，硫酸镁 11.7，盐酸胍 6，

氢氧化钾 3.9，硫酸钙 0.9，甘油 40，磷酸     

23.5 mL/L。 
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低盐基础培养基  (LBSM)(g/L)：硫酸钾

4.55，硫酸镁 3.73，氢氧化钾 1.03，硫酸钙 0.23，

六偏磷酸钠 6.5，甘油 40。 

摇瓶培养条件：温度 28 ℃，培养转速    

300 r/min，诱导转速 200 r/min，诱导 7 d。 

发酵罐发酵条件：发酵开始至 12 h：温度

28 ℃，转速 400 r/min，通气量 0.2 Nm3/h。 

12 h 至开始诱导：温度 28 ℃，转速      

750 r/min，通气量 1 Nm3/h。 

开始诱导至诱导 7 d：温度 23 ℃，转速   

750 r/min，通气量 1 Nm3/h。 

1.1.4  主要仪器 

高 速 低 温 离 心 机 和 紫 外 分 光 光 度 计 

(NANO Drop 2000) 购自上海赛默飞世尔科技

公司。全温振荡培养箱 (211B) 购自上海智城分

析仪器制造有限公司。细胞电转化仪购自

Invitrogen 公司。10 L 微生物全自动发酵罐 

(Bio-10JS) 和甲醇检测流加控制器  (FC2002) 

购自上海保兴生物设备有限公司。XK26 层析

柱、Typhoon FLA 7 000 IP 激光扫描成像仪和

ImageQuant LAS 4 000mini 超灵敏化学发光成

像仪购自美国 GE 公司。ELx800 酶标仪购自美

国 Biotek reader 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  ONC 基因的序列优化与载体构建 

通 过 NCBI 查 询 ONC 基 因 序 列

(AF332139.1)，分析该基因毕赤酵母密码子偏好

性 ， 利 用 在 线 序 列 优 化 工 具 (http://www. 

evolvingcode.net) 对 ONC 核苷酸序列进行设

计，按何庆方法[14]采用去除 pro 肽的 α 交配因

子为信号肽，根据毕赤酵母密码子的碱基使用

频率优化密码子组成序列并提高 GC 含量，序列

全长 (α 交配因子 pre 肽+ONC) 为 598 bp，优化

序列由上海捷瑞生物工程有限公司进行全基因

合成，并分别构建 3 种分泌型毕赤酵母表达载

体 pPIC9/ONC、pPIC9K/ONC、pPICZα-A/ONC。 

1.2.2  工程酵母菌的制备与筛选 

分 别 提 取 pPIC9/ONC 、 pPIC9K/ONC 、

pPICZα-A/ONC 重组质粒，SacⅠ酶切进行线性

化，电转化至新鲜制备的酵母感受态细胞，其

中将 pPICZα-A/ONC 转至毕赤酵母 X-33 感受态

细胞，将 pPIC9/ONC、pPIC9K/ONC 分别转至

毕赤酵母 GS115、SMD1168 和 X-33 中，方法

参考 Invitrogen 公司毕赤酵母表达手册进行。其

中含抗性载体为 pPIC9K (G418) 和 pPICZα-A 

(博来霉素，Zeocin)，组氨酸缺陷型宿主菌为

GS115 和 SMD1168，载体与宿主菌株进行组合

后需要至少一方具有抗性或筛选标记方可进行

阳性克隆筛选，实际共得到 7 种载体-宿主组合，

依次为：pPICZα-A/X-33、pPIC9/GS115、pPIC9K/ 

GS115、pPICZα-A/GS115、pPIC9/SMD1168、

pPIC9K/SMD1168、pPICZα-A/SMD1168。转化

后菌液涂布不同抗性平板进行筛选，其中转化

pPIC9、pPIC9K 的菌液涂布组氨酸缺陷型平板，

pPICZα-A 涂于含 100 μg/mL 博来霉素、pH 7.5

的 YPD 平板。28 ℃倒置培养 3 d，挑取单克隆

进行扩大培养，分别提取基因组 DNA 进行 PCR

鉴定，PCR 产物送苏州金唯智生物科技有限公

司进行测序验证。 

随机挑选 7 个组合鉴定正确的菌种分别接

种到 10 mL YPG/50 mL 三角瓶中，于 28 ℃、  

250 r/min 振荡培养 18−24 h，当 OD600 值达到 10

时，按 1%接种至 100 mL BMGY /1 L 三角瓶中，

继续于 28 ℃、280 r/min 培养 24 h 后，加入终
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浓度为 1% (V/V) 的甲醇进行诱导培养，培养条

件更改为 23 ℃、200 r/min。每 12 h 补加一次甲

醇，补加量为发酵液体积的 1% (V/V)。诱导 7 d

后，发酵液于 12 000 r/min 离心 10 min 后保留

上清，Bradford 法测定上清蛋白浓度，取 1 mL

上清 TCA 处理后进行 15% SDS-PAGE 检测 (下

同)，用 Typhoon FLA 7 000 IP 激光扫描成像仪

对蛋白条带进行灰度扫描，软件 Image Quant 

TMTL 分析目的条带所占比例进行定量，确定

表达量最高的载体-受体菌组合。 

1.2.3  摇瓶发酵的最优条件实验 

取上述表达量最高组合的菌株活化后接种

至 10 mL YPG /50 mL 三角瓶，于 28 ℃、     

250 r/min 培养 18−24 h。当 OD600 达到 10 时，

按 1%接种至 100 mL BMGY/1 L 三角瓶中。培

养基的 pH 分别为 5.0、5.5、6.0。在 28 ℃、     

300 r/min 培养 24 h 后，加入终浓度为 1% (V/V) 

的甲醇开始诱导。诱导温度分别设置为 20 ℃、

23 ℃、26 ℃，每 12 h 补加一次甲醇，转速调整

为 200 r/min。诱导 7 d 后取上清测定蛋白浓度，

终 浓 度 10% TCA 处 理 1 mL 上 清 进 行

SDS-PAGE，检测 rONC 的表达情况，蛋白条带

进行灰度扫描和定量，实验重复 3 次。 

1.2.4  10 L 发酵的最适培养基实验 

取上述表达量最高组合的菌株活化后接种

至 10 mL YPG/50 mL 三角瓶，于 28 ℃、250 r/min

培养 18−24 h。当 OD600 值达到 10 时，按 1%接

种到 200 mL YPG /1 L 三角瓶中。当 OD600 值达

到 20 时，取 400 mL 菌液分别加入 5 L BSM 培

养基和 5 L LBSM 培养基的 10 L 发酵罐中，培

养基中分别加入 5 mL PTM1，依据摇瓶优化得

到的最佳发酵条件进行条件设定，流加氨水和

磷酸控制 pH 为 5.5，调节通气量控制溶氧，按

发酵罐初始培养条件培养，当初始培养基甘油

耗尽时按 DO 关联进行甘油补加，当菌体密度

达到 600 左右时停止补甘油。饥饿 1 h 后开始甲

醇诱导，每升甲醇含 20 mL PTM2 培养基，诱导

过程中控制 DO 为 20%，温度 23 ℃，甲醇浓度

0.25%，诱导 7 d 后测定上清蛋白浓度，取 50 μL

上清进行 SDS-PAGE，蛋白条带进行灰度扫描和

定量，检测 rONC 的表达情况。 

1.2.5  rONC 的分离纯化 

以下步骤非特殊要求，均在 4 ℃或冰上进

行，优化后纯化条件如下： 

双水相萃取：取 10 L 罐诱导 7 d 发酵液，

于 4 ℃、4 000×g 离心 30 min 收集上清，每升上

清加入 308 g K2HPO4，搅拌至 K2HPO4 完全溶

解后边搅拌边缓慢加入 372 mL 无水乙醇，将混

合体系置于分液漏斗中−20 ℃过夜，形成上、中、

下 3 层，上层经 0.22 μm 滤膜过滤，5 kDa 膜包

超滤后进行 G50 凝胶过滤层析。 

凝胶过滤层析：层析柱型号 XK26，层析填

料 Sephadex G50，装填量为 150 mL，取 50 mL

浓缩蛋白上样 (约 25 mg)，以 1 mL/min 的流速

上样至平衡 (20 mmol/L Na2HPO4 溶液，pH 9.5) 

后的 G50 凝胶过滤层析柱 (2.6 cm×20 cm)，用

20 mmol/L Na2HPO4 溶液 (pH 9.5) 进行洗脱，

紫外检测仪监控全程，SDS-PAGE 分析各组分。 

1.2.6  Western blotting 分析 

取不同组合菌株诱导 7 d 的 rONC 上清进行

SDS-PAGE，用电转仪将所测蛋白从凝胶转移至

PVDF 膜上，转膜结束后用脱脂奶粉封闭过夜，

与 ONC 兔抗人一抗室温孵育 1 h，TBST 洗涤 3

次，再与辣根过氧化物酶 (HRP) 标记的山羊抗

兔二抗室温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次，超敏 ECL

底物发光显色，用 ImageQuant LAS 4000mini 扫
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描仪进行扫描分析。 

1.2.7  SRB 法测定 rONC 对癌细胞活性的影响 

人肝癌 7402 细胞的培养基为 RPMI-1640 培

养基，HeLa 和 RH-35 细胞的培养基为 DMEM 培

养基，均含 10%的胎牛血清、青霉素 (100 U/mL) 

和链霉素 (100 U/mL)，用 0.25%胰蛋白酶消化

对数生长期的细胞，将细胞稀释至 5×104 个/mL，

接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，于 37 ℃、5% 

CO2、饱和湿度条件下培养 24 h，弃去培养基，

分别加入 200 μL 含不同浓度 rONC 的培养基，

设置无药物处理的对照组和不接种细胞的调零

组。于药物处理细胞 24 h 后，保留培养基的基

础上每孔加入 50 μL、4 ℃预冷的三氯醋酸溶液 

(终浓度 10%) 进行固定。静置 5 min 放入 4 ℃

冰箱 1 h，注意保持平板水平。弃去上清液，用

去离子水充分清洗至少 5 次，甩干水分，充分干

燥至少 12 h。室温避光条件下，每孔加入 100 μL 

4%的 SRB 溶液 (0.2 g SRB 粉末溶于 50 mL 1%

醋酸)，锡纸包裹平板放置 15 min。弃去上清液，

1%醋酸清洗 5 遍以上，要求将多余的染料洗净

为止，继续放置空气中充分干燥，干燥时间至

少 24 h，实验全过程注意防止灰尘污染。每个

孔加入 10 mmol/L Tris 溶液 (pH 10.5) 150 μL，

置于振荡器上轻轻振荡，保证其充分溶解，室

温放置 5 min，上述操作均需锡纸包裹，避光操作。

置酶标仪于波长 490 nm 检测各孔吸光度值 (A

值)。每个实验组设置 3 个复孔，实验重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pPIC9/ONC、pPIC9K/ONC、
pPICZα-A/ONC 的鉴定 

对 pPIC9/ONC、pPIC9K/ONC、pPICZα-A/ 

ONC 重组质粒进行酶切、PCR 和测序鉴定，结

果表明，pPIC9/ONC、pPIC9K/ONC 用 SacⅠ单

酶切后出现一个 10 000 bp 左右条带 (图 1A)，

pPICZα-A/ONC 用 SacⅠ单酶切后出现一个    

3 500 bp 左右条带  (图 1B)。 pPIC9/ONC、

pPIC9K/ONC 用 BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ双酶切后出

现一个 9 000 bp 和一个 312 bp 左右条带 (图 1A)，

pPICZα-A/ONC 用 BstB Ⅰ和 EcoR Ⅰ双酶切后

出现一个 3 000 bp 和一个 312 bp 左右条带   

(图 1B)。利用载体通用引物进行 PCR 扩增，产

物理论大小为 598 bp，测序结果表明，结果与

预期基因序列一致。 

2.2  转化子验证及重组蛋白表达 
用电转化方法将线性化的 pPIC9/ONC、

pPIC9K/ONC、pPICZα-A/ONC 质粒分别转入 

 
 

 

 
图 1  重组质粒的鉴定 

Fig. 1  Identification of recombinant plasmids 
pPIC9/ONC and pPIC9K/ONC (A), pPICZα-A/ONC 
(B). (A) 1−4: identification of recombinant plasmids 
pPIC9/ONC; 1: recombinant plasmid; 2: enzyme with 
Sac I; 3: double enzyme digestion with BamH I and 
EcoR I; 4: PCR; 5−8: identification of recombinant 
plasmids pPIC9K/ONC. 5: recombinant plasmid; 6: 
enzyme with Sac I; 7: double enzyme digestion with 
BamH I and EcoR I; 8: PCR. (B) 1−4: recombinant 
plasmids pPICZα-A/ONC’s digest; 1: recombinant 
plasmid; 2: enzyme with Sac I; 3: double enzyme 
digestion with BamH I and EcoR I; 4: PCR; M: DNA 
molecular weight standard (DL10 000). 
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X-33、GS115、SMD1168 感受态细胞，经过涂

板-培养-筛选等过程获得单克隆。扩大培养后提

取酵母基因组 DNA，分别以基因组 DNA 进行

PCR 扩增，通过琼脂糖凝胶电泳验证 PCR 产物

的正确性，结果如图 2 所示，重组菌株的模板

均能扩增出 598 bp 的特异条带和 2 200 bp 的酵

母自身条带 (图 2A)。测序结果表明，特异条带

的序列与预期一致，表明 ONC 已成功整合入毕

赤酵母基因组中。每个组合随机挑取若干单克

隆进行摇瓶诱导表达，取诱导 7 d 发酵液上清进

行 SDS-PAGE 检测发现，在 11.8 kDa 左右有高

表达蛋白条带 (图 2B)。用 Western blotting 检测

发现，该条带呈现 ONC 阳性 (图 2C)。 

2.3  摇瓶规模表达条件的优化 
选取表达量最高组合  (pPICZα-A/X-33/ 

ONC) 菌株在 1 L 摇瓶规模进行不同培养基 pH

和诱导温度的表达条件优化，结果如图 3 所示，

诱导 7 d 时，rONC 的最佳表达条件为：23 ℃、

pH 5.5，经蛋白浓度测定和灰度扫描确定最高表

达量达到 13 mg/L。 

2.4  10 L 规模不同培养基对 rONC 表达的 

影响 

取表达量最高菌株进行活化和扩大培养，当

OD600 值达到 20 时，分别取 400 mL 扩大培养的菌

液，接种到分别含 5 L BSM 和 5 L LBSM 的 10 L

发酵罐中，培养基 pH 设定 5.5。待菌体密度达

到 600 左右时进行开始补甲醇，诱导 7 d 后，取

50 μL 发酵液上清进行 SDS-PAGE 检测。结果表

明，诱导 7 d 时，rONC 在 LBSM 培养基的表达

量高于 BSM 培养基 (图 4)，rONC 定量后达到

180 mg/L。 

 
 

图 2  rONC 的菌株鉴定图 

Fig. 2  Identification of rONC strains. (A) Genome 
PCR electrophoresis. (B) SDS-PAGE result of the 
rONC. (C) Western blotting of rONC. 

 

 

图 3  不同 pH 和温度对 rONC 表达量的影响 

Fig. 3  Effect of different pH and the induction 
temperature on the expression of rONC. 
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图 4  不同培养基对 rONC 表达量的影响 

Fig. 4  Effect of different medium on the expression 
of rONC. 
 

2.5  rONC 的分离纯化 

取诱导 7 d 发酵液，于 4 ℃、4000×g 离心

30 min，收集上清，上清经双水相萃取后形成上、

中、下 3 层，用 SDS-PAGE 分别检测 3 层的蛋

白分布情况 (图 5B)。取上层 (rONC 所在层) 进

行 0.22 μm 过滤和 5 kDa 超滤。样品经 G50 凝

胶层析进一步分离纯化，如图 5A 所示，在凝胶

层析过程出现 2 个蛋白洗脱峰 (P1 和 P2)。

SDS-PAGE 结果显示，rONC 主要分布在洗脱液

峰 2 里，灰度扫描后进行定量分析，rONC 的纯

度大于 95%，收率高于 90% (图 5B)。 

2.6  rONC 的活性测定 
不同浓度的 rONC 处理细胞后，SRB 法检

测细胞的活力，结果表明，2.5−10 μmol/L 的

rONC 处理 RH-35、7402 和 HeLa 细胞后 24 h，

细胞活力受到明显抑制，表明 rONC 对多种肿

瘤细胞具有杀伤作用，且杀伤作用与剂量依赖

效应，对 RH-35、7402、HeLa 细胞的 IC50 依次

为：7.78、6.55、2.33 μmol/L。 

 

 
 

图 5  rONC 凝胶过滤层析的检测谱图 (A) 及
SDS-PAGE 纯度鉴定(B) 
Fig. 5 The molecular exclusion of the purified 
recombinant ONC (A) and SDS-PAGE result of the 
purified rONC (B). M: protein ladder; P1: the first peak;  
P2: the second peak; 1: the total proteins of the 
supernatant fermented; 2: total proteins in the upper of 
aqueous two-phase; 3: total proteins in the middle of 
aqueous two-phase; 4: total proteins in the lower of 
aqueous two-phase; 5: samples.  

 

 
 

图 6  rONC 对 RH-35、7402、HeLa 细胞的抑制    

作用 

Fig. 6  The inhibition effect of ONC on RH-35, 7402 
and HeLa cells. 
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3  讨论 

长期的进化过程使得不同物种在各自的进

化史中形成了自己独特的符合其基因组的密码

子使用法则。当外源蛋白在受体生物内表达时，

首先要考虑外源基因密码子与宿主基因密码子

的使用差异，这种差异容易引起基因的甲基化，

从而造成基因沉默或蛋白表达量很低，要针对

宿主物种密码子的使用偏好性对外源基因进行

优化，以便于外源蛋白的高表达[15-17]，通过密

码子优化来提高外源基因在不同宿主内表达效

率的研究也屡见不鲜[18-21]。 

为获得高表达和高活性的 rONC，本文首先

依据毕赤酵母密码子的使用频率优化 ONC 基因

的密码子构成并提高 GC 含量，突变 ONC 内部

的糖基化位点，避免表达过程中的过度糖基化

问题。同时采用去除 pro 信号肽的酵母通用信号

肽方法来提高 rONC 的表达量，并避免出现蛋

白信号肽切割不完全问题。本文分别构建表达

载体 pPIC9/ONC 、 pPIC9K/ONC 、 pPICZα-A/ 

ONC，转染毕赤酵母 X-33、GS115、SMD1168，

筛选得到 7 种载体-受体菌组合，诱导后发现

rONC 表 达 量 最 高 的 载 体 - 受 体 菌 组 合 为

pPICZα-A/X-33，不同载体受体菌组合对蛋白的

表达量有较大影响。首先 pPICZα-A 载体较小，

长度仅为 pPIC9、pPIC9K 的 1/3，转化操作和染

色体的整合相对较易；同时 X-33 为野生型菌株，

对外源蛋白具有更强的分泌和适应能力[22]，外

源蛋白的高表达可能为两种因素综合作用的结

果。表达产物经 SDS-PAGE 和 Western blotting

鉴定表达正确。 

以筛选的高表达菌株为研究对象，在 1 L

摇瓶规模下研究不同 pH 和诱导温度对 rONC 的

表达水平的影响，确定 pH 5.5、诱导温度 23 ℃

为 rONC 最优表达条件，诱导 7 d 时的表达量最

高达到 13 mg/L，较优化前提高了 40%。 

依据摇瓶表达条件进行 10 L 规模下不同培

养基的发酵，由于培养基无机盐成分差别较大，

因此，考察培养基对重组蛋白的表达影响十分

必要，LBSM 表达量要高于 BSM 培养基，诱导

7 d 达到 180 mg/L，高于已有文献报道[14]的最高

量 150 mg/L。由于培养基成分较复杂，影响外

源蛋白表达的原因尚不明确，所以针对不同外

源蛋白的表达进行培养基的选择十分必要。 

Ariel[23]曾利用乙醇 /磷酸氢二钾双水相体

系对溶菌酶、胰凝乳蛋白酶原、DNA 聚合酶等

模式蛋白进行萃取，取得了很好的分离效果，

蛋白的生物活性也得到了较好的保证。与传统

纯化技术相比，双水相萃取具有操作条件温和、

时间短、可连续操作、易回收、易放大等显著

优势，具有很好的工业化前景。本文首次对发

酵液中的 rONC 采用双水相方法萃取，萃取后

的 rONC 主要集中在上层，菌体和绝大部分杂

蛋白分布在中下层，取得了极佳的纯化效果，

同时有效去除了大部分色素和蛋白酶，可避免

蛋白酶等对重组蛋白的降解[24-25]。根据萃取后

样品特点选择 G50 凝胶过滤层析进一步纯化，

去除样品中剩余少量杂蛋白、残存乙醇、磷酸

盐以及色素等，最终得到了收率高于 90%、纯

度≥95%的 rONC，相比传统的多步提纯方法显

著提高了纯化效率和蛋白收率。 

本文用 SRB 法测定 rONC 对多种癌细胞增

殖的影响，结果发现 rONC 能显著杀伤多种癌

细胞，与文献报道结果一致[10-14]，具有良好的
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生物学活性，为进一步研究 rONC 的生物学作

用奠定了基础。 
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