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摘  要: 利用酿酒酵母表达系统表达狂犬病病毒糖蛋白 G, 可获得大量无致病的抗原, 为研究新

型狂犬病疫苗提供条件。构建 Tat-G 融合基因, 通过 EcoR I 和 Xba I 酶切位点克隆至 pYes2 表达

载体中, 醋酸锂法转化酿酒酵母, URA3 筛选鉴定阳性克隆, 阳性重组子经半乳糖诱导 20 h 后, 提

取蛋白, SDS-PAGE 和 Western blot 分析鉴定融合蛋白。SDS-PAGE 结果显示糖蛋白基因在酿酒酵

母中可能表达为 2 种形式的蛋白, yGI 和 yGII, 分子大小分别为 66 kD 和 56 kD, Western blot 显示

在 56 kD 处有特异性条带。结合前人的研究成果, 初步判断狂犬病病毒糖蛋白基因的跨膜 TD 区

和膜内编码区对 RV-G 蛋白分子的正确折叠和免疫活性等有至关重要的影响, 从而为进一步提高

yGII 蛋白的表达奠定基础。 
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Abstract: To obtain non-pathogenic rabies virus glycoprotein (RV-G), we expressed RV-G in Saccaromyces 
Cerevisiae (S. cerevisiae). In our study, tat-G fusion gene was cloned into the expression vector pYes2.0, 
which allows expression of a foreign gene in the yeast cells under the control of GAl1 promoter. Transforma-
tion was performed by using lithium-treated yeast cells and several Ura+ -tranformants were isolated. Ac-
cording to the relative mobility in SDS-PAGE, we know probably two forms (designated as yGI and yG )Ⅱ  
of RV-G analogues produced in S. cerevisiae, their molecular weights were estimated as 66 kD and 56 kD, 
respectively. On the other hand, there was a specific band about 56 kD shown in western blot result. Com-
bining precursors’ achievements, we will draw a conclusion that trans-membrane domain (TD) and cyto-
plasmic domain have a negative regulation on RV-G antigen immunogenicity in S. cerevisiae. 
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狂犬病是由狂犬病病毒(Rabies virus, RV)引起
的人兽共患传染病, 危害极其严重, 发病后的致死
率大于 90%。据 2008年 1月世界卫生组织统计, 全
球范围内死于狂犬病的人数达 55000 余人, 其中又
以 15岁以下的儿童为主要受害人群。目前对狂犬病
的预防及治疗方法主要采用注射狂犬病疫苗和狂犬

病免疫球蛋白, 应用最为普遍的是 Vero 细胞疫苗, 
但该疫苗成本较高, 不适合全球范围内推广, 尤其在
一些落后国家仍沿用有较强副作用的组织疫苗[1]。 

狂犬病病毒归属于弹状病毒科(Rhabdoviridae)
狂犬病毒属(Lyssavirus), 核酸是单股负链 RNA。
该病毒基因组长约 12 kb, 从 3′到 5′端依次为编码
核蛋白 N、磷蛋白 P、基质蛋白 M、糖蛋白 G 和
转录酶大蛋白 L的 5个基因 , 其中糖蛋白G(Rabies 
virus glycoprotein, RV-G)在囊膜上构成病毒刺突 , 
与病毒致病性相关 , 是狂犬病病毒的主要抗原 , 
可刺激机体诱生相应抗体和细胞免疫。  

目前 , 国内外研究 RV-G的表达多采用大肠杆
菌和动植物细胞表达系统 , 一是因为大肠杆菌表
达系统表达量较高 , 占总蛋白的 30%~40%左右 , 
便于对 RV-G的结构功能进行研究 ; 其二 , 动植物
细胞表达系统所表达的抗原具有一定的免疫原性 , 
有一定的应用研究价值 [2−4]。相比之下 , 应用酿酒
酵母表达系统研究 RV-G抗原比较少 , 酿酒酵母又
称面包酵母或出芽酵母 , 它作为真核蛋白表达系
统 , 具有以下特点 [5]: 酿酒酵母安全无毒, 无致病
性; 有较清楚的遗传背景, 容易进行遗传操作; 培
养条件简单, 容易进行高密度发酵; 有良好的蛋白
分泌能力; 有类似高等生物的蛋白质翻译后的修饰
功能, 避免高成本的蛋白复性后再纯化的过程。用
酿酒酵母表达的乙型肝炎疫苗、人胰岛素和人粒细

胞集落刺激因子都已成为正式上市的基因工程产品。 
本实验采用了酿酒酵母表达系统 , 通过深入

研究发现 , RV-G 不同于以往的乙肝表面抗原蛋白
等 , 有一定的独特性 , 该蛋白的不同功能区对
RV-G 的表达、免疫活性等有重要影响 , 基于本实
验的研究结果, 如果能对 RV-G基因进行适当改造, 
有望大大提高 RV-G 在酿酒酵母中的可溶性表达 , 
那么酿酒酵母表达系统用于狂犬病疫苗的研究将

具有更广阔的前景。  
Tat 蛋 白 是 HIV-1 的 反 式 转 录 因 子

(Trans-avtivator), 37~72肽段为 TAT蛋白转导结构域 

PTD(Protein transduction domain, PTD), 其中核心
序列为 11 个氨基酸即-YGRKKTTQRRR-。大量实
验证明该 Tat 肽段可携带与之融合表达的蛋白高效
进入体外培养的细胞, 或通过 λ 噬菌体展示于噬菌
体表面, 携带 DNA, 接种于小鼠, 快速到达机体内
各组织, 或联合使用纳米材料, 包裹 DNA 和蛋白, 
增强纳米载药输送系统的穿透能力等[6]。本实验拟

将人工合成 Tat PTD 核心序列单链, 退火后形成双
链, 通过 BamH I与 RV-G基因相连, 构建为融合基
因, 其目的是增强后续动物实验中 RV-G 蛋白的免
疫效果。 

1  实验方法与材料 

1.1  实验材料 
狂犬病病毒 CVS-24 标准毒株糖蛋白基因(质

粒 pVax-G)由军事医学科学院军事兽医研究所扈荣

良研究员惠赠; 酿酒酵母 INVScI、酵母表达载体

pYes2及大肠杆菌DH5α由本研究室保存; 各种限制

性内切酶、T4 连接酶、高保真 DNA 聚合酶及各类

Marker 购自大连宝生物工程公司; 小鼠抗狂犬病病

毒单克隆抗体(1C5)购自 Abcam; 羊抗鼠 IgG 购自

Bioworld。其它试剂均为国产或进口分析纯产品。 

1.2  实验方法 
1.2.1  狂犬病病毒糖蛋白表达载体的构建及筛选: 
表达载体为 pYes2, 该载体以 EcoR I和 Xba I酶切, 

回收载体片段。采用 PCR 方法从质粒 pVax-G 中扩

增狂犬病病毒糖蛋白 RV-G 基因 , 上游引物为
5′-CGGGATCCCGTAAATTCCCTATTTACACGA-3′ 
(下划线部分为 BamH I 酶切位点 ), 下游引物为

5′-CTTACAGTCCGGTCTCACCCCCACTT-3′, 反应

体积 50 μL, 反应 30 个循环: 94°C 30 s, 55°C 15 s, 

72°C 90 s, 该片段以 BamH I 酶切回收纯化备用。 

合成 Tat 单链 , 正义链 5′-ATGTATGGCAGGA 
AGAAACGTAGACAGCGACGAAGAGGTTCTGAT
G-3′, 反义链 3′-TACATACCGTCCTTCTTTGCATCT 

GTCGCTGCTTCTCCAAGACTACCTAG-5′(下划线

部分为 BamH I 酶切位点), 退火成双链, 退火条件: 
94°C 5 min, 80°C 5 min, 75°C 5 min, 70°C 5 min, 
65°C 10 min, 55°C 10 min, 0°C 10 min, 37°C 10 min, 
25°C 10 min。将该双链与上述 PCR 纯化片段 16°C

连接过夜。  

采用 PCR 方法从连接产物中扩增获得 Tat-G
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融合基因 , 上游引物为 5′-GGAATTCCCCACCATG 
GGTTATGGCAGGAAG-3′(下划线部分为 EcoR I 酶
切位点), 下游引物为 5′-GCTCTAGAGCTTACAGT 
CCGGTCTCACCC-3′(下划线部分为 Xba I 酶切位
点), 30 个循环: 94°C 30 s, 58°C 15 s, 72°C 90 s, 该
PCR 片段经 EcoR I 和 Xba I 酶切回收后与 pYes2
载体连接构建为 pYes2-tat-G 质粒载体。  

转化大肠杆菌 DH5α 感受态, 以氨苄抗性筛选
鉴定重组载体。 
1.2.2  pYes2-tat-G 质粒载体对酿酒酵母的转化及

鉴定: 以常规的醋酸锂法转化。将所构建的 pYes2- 
tat-G 载体转化于酵母 INVSc1, 以尿嘧啶营养缺陷
型(SC-U)培养基筛选, 以常规的酵母质粒提取方法
提取阳性克隆的质粒, PCR鉴定。 
1.2.3  Tat-G 融合基因在酿酒酵母中的诱导表达及

SDS-PAGE 电泳: 将酵母阳性克隆转接至 15 mL 液
体 SC-U培养基(含 2%葡萄糖)中, 30°C过夜培养, 测
OD600 = 3, 取 6.67 mL 培养物于 10 mL 离心管中, 
4°C 3000 r/min离心 5 min, 去上清, 加 1 mL~2 mL 
SC 诱导培养基(含 2%半乳糖)重悬菌体, 并转移至
50 mL诱导培养基中 30°C诱导表达 20 h, 测OD600 = 
5.36, 取 3 mL离心去上清, 加酸洗玻璃珠(Sigma)及
蛋白提取液(50 mmol/L 磷酸钠 pH 7.4, 1 μmol/L 
EDTA, 5% 甘油, 0.1% PMSF)169 μL, 使菌体最终
OD600 = 100, 振荡 30 s, 冰上放置 30 s, 重复 10次, 
离心, 取上清即完成蛋白提取。  
1.2.4  Western blot 分析 : 以 10%分离胶进行
SDS-PAGE 电泳 , 狂犬病病毒的小鼠单克隆抗体
(1C5)1:2500 和辣根过氧化酶山羊抗小鼠 IgG 
1:5000 进行 Western blot 鉴定。  

2  结果 

2.1  目的基因的 PCR 扩增、鉴定及克隆 
狂犬病病毒糖蛋白G基因全长 1575 bp, 去除信

号肽序列 57 bp后基因大小为 1518 bp, Tat长 51 bp, 
与 G基因连接后的融合基因 Tat-G全长 1569 bp, 结
果见图 1。Tat-G融合基因经 EcoR I 和 Xba I 酶切
回收纯化。pYes2 载体经 EcoR I 和 Xba I 酶切后 , 
载体片段大小约为 5800 bp。  

2.2  pYes2-tat-G 质粒载体的鉴定 
pYes2 与 Tat-G 融合基因连接转化大肠杆菌 , 

以扩增 Tat-G 融合基因的引物进行 PCR 鉴定 , 电

泳结果中出现 1619 bp 的特异性条带即为目的基
因 , 对应的菌落即为阳性克隆 , 阳性克隆提取质
粒 , 以 EcoR I和 Xba I双酶切进一步鉴定 , 排除假
阳性可能 , 实验结果见图 2。该克隆质粒测序结果
与 pVax-G 质粒中目的基因序列一致。  

2.3  酵母阳性克隆子的鉴定 
pYes2-tat-G 质粒转化酿酒酵母 , SC-培养基筛

选出阳性克隆 , 提取该阳性酵母克隆质粒 , PCR扩
增鉴定 , 结果见图 3, 上述阳性克隆的质粒转化大
肠杆菌 , 进一步 PCR 确证 , 实验结果见图 4。  

 

 

图 1  Tat-G 融合基因的 PCR 结果 
Fig. 1  PCR products of Tat-G fusion gene 
注: 1~4: tat-G融合基因的 PCR产物; M: DL2000 DNA marker. 
Note: 1~4: PCR products of Tat-G fusion gene; M: DL2000 DNA 
marker. 
 

 

图 2  大肠杆菌转化子的 PCR鉴定及重组载体的酶切验证 
Fig. 2  PCR result of E. coli transformant and restriction 
enzyme digestion of recombinant plasmid 
注: 1~6: 菌落 PCR 鉴定, 其中 2 和 5 泳道对应的菌落为阳性克
隆子; 7: 阳性克隆子的质粒提取后的 EcoR I和 Xba I酶切鉴定图
谱; M: DL2000 DNA marker. 
Note: 1~6: PCR result of E. coli transformant, lane 2 and lane 5 are 
positive clones; 7: Recombinant plasmid digested with EcoR I and 
Xba I; M: DNA marker. 
 

 

图 3  重组酵母质粒鉴定 
Fig. 3  PCR result of plasmid from recombinant yeast clones 
注: 1~7: 酵母质粒提取后的 PCR 鉴定, 其中 1、3、5 对应的为
阳性克隆, 2、4、6为阴性克隆. 
Note: 1~7: PCR result of plasmid from recombinant yeast clones: 1, 
3 and 5 are positive clones; 2, 4 and 6 are negative clones. 
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图 4  大肠杆菌菌落 PCR 鉴定 
Fig. 4  PCR analysis of E. coli transformants 
注: 1、3、5为阳性克隆. 
Note: The result of PCR shown 1,3,5 are positive clones. 

 
2.4  重组蛋白的表达鉴定 

重组酿酒酵母经半乳糖(2%)诱导 20 h 后 , 提
取蛋白质进行 SDS-PAGE, 设诱导前的酿酒酵母
蛋白提取物为阴性对照 , 实验结果见图 5。  
 

 

图 5  tat-G 融合基因表达 SDS-PAGE 电泳图 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of expressed tat-G fusion pro-
tein 
注: 1: 重组酿酒酵母诱导 20 h的蛋白图谱; 2: 重组酿酒酵母诱
导前的蛋白图谱; M: 蛋白分子量标准. 
Note: 1: Recombinant transformant induced with galactose for 20 h; 
2: Recombinant transformant before induction with galactose; M: 
Protein marker. 
2.5  重组蛋白的 Western blot 分析 

采用狂犬病病毒糖蛋白小鼠单克隆抗体(1C5, 
Abcam)和羊抗鼠 IgG-HRP 进行 Western 印迹 , 鉴
定分析融合蛋白 Tat-G, 其中 1C5 小鼠单克隆抗体
可与狂犬病病毒 CVS毒株的糖蛋白 G发生特异性
反应。反应结果见图 6。  

3  讨论 

狂犬病病毒糖蛋白是诱导机体产生中和性抗体

的主要蛋白。该基因由 1575 bp组成, 依据其功能分
为 :  第 1~ 57 位核苷酸为信号肽编码区 (S igna l 

 

图 6  tat-G 融合蛋白的 Western blot 结果 
Fig. 6  Western blot analysis of the expression product 
注: 1~2: 重组酵母诱导后蛋白的 Western blot结果, 在约 56 kD
处有特异性条带; 3: 诱导前蛋白的 Western blot结果, 在 56 kD
处无特异性结果. 
Note: 1~2: Specific bands of recombinant transformant induced 
with galactose are shown at about 56 kD; 3: The results of recom-
binant transformant before induction in Western blot.  

 
sequence, SS), 第 58~1374 位核苷酸为膜外编码区
(Ectodomain), 第 1375~1440位核苷酸为跨膜编码区
(Trans-membrane domain, TD), 第 1441~1575位核苷
酸为膜内编码区 (Cytoplasmic domain), 其中关于
TD 区在蛋白折叠中的作用存在争议。Rath A 等[7]

就此问题重点研究了 SS区和 TD区对 RV-G DNA疫
苗免疫效果的影响。他们设计了 4种表达基因结构, 
分别为 rGVR(−SS, −TD)、rGVRt(−SS, +TD)、rGVRs 
(+SS, −TD)和 rGVRst(+SS, +TD), 同时外源基因上
游均设计有人组织纤维蛋白溶酶原激活剂信号肽序

列(+TPA SS), 启动子为 CMV。将这 4种 DNA疫苗
分别注射小鼠后发现, rGVRt DNA疫苗能诱导的免
疫反应最强, 小鼠体内产生的抗体滴度最高; 其次
为 rGVRs, 最小为 rGVRst, 这说明在动物细胞表达
系统中, TD区在蛋白质正确折叠中发挥重要的正向
调节作用; 相比而言由于 rGVRst基因结构中存在过
多的疏水结构(TPA SS、内源性 SS 和 TD), 导致
RV-G表达量大大降低, 进而导致诱导产生的抗体滴
度水平低下。 

基于上述原因, 在本实验设计中, 我们采用了

去除 SS的 rGVRt基因而保留 TD区, 以降低内源性

因素对 RV-G表达量的影响。 
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成熟的狂犬病病毒糖蛋白为 505 个氨基酸, 理
论蛋白质分子量约 67 kD, 但因不同的表达系统对
外源蛋白有不同的糖基化过程, 因而所表达的实际
蛋白大小也有所不同, 大致介于 56 kD~66 kD, 均小
于理论值。并且大肠杆菌表达系统所表达的 RV-G
无糖基化 , 无法引起动物免疫反应 [8], 而酵母以及
动植物细胞表达系统存在糖基化过程, 所产生的抗
原均可引起体内免疫反应 [8], 同时又因糖基化程度
不一, 诱导的免疫反应和抗体滴度水平不同。  

本实验采用了酿酒酵母 (Saccharomyces cere-

visiae)表达系统来研究 RV-G 的表达情况。从实验

结果图 5可见 , 在 55 kD~66 kD区间 , 诱导前后的

蛋白表达有两条明显差异带, 一条略大, 约 66 kD, 

另一条略小 , 约 56 kD。Western blot 显示在 56 kD

处 有 特异性 条 带出现 , 该 结果 可 能验证 了

Sakamoto S等的研究。Sakamoto S等人[9]的研究发

现, RV-G基因在酿酒酵母中表达可能会产生两种形

式的抗原: 一种是 yGI蛋白, 约 66 kD, 为成熟蛋白

的完整大小, 占酵母总蛋白的 1%, 另一种 yG , Ⅱ 约

56 kD, 占 RV-G蛋白总量的 1%, 两种蛋白经 C端水

解后, yGI蛋白降低为 56 kD大小蛋白, 与 yGⅡ相当, 

由此推测 yGⅡ可能缺失 TD 区和膜内编码区

(Cytoplasmic domain)。两种抗原在免疫活性方面也

存在区别 : yGI, 只能与多克隆抗体发生免疫反应 , 

无法识别单克隆抗体 , 更无法诱导体内免疫反应 ; 

yGⅡ不仅可被单克隆抗体识别, 还可以诱导体内的

免疫反应。 

由此可见, 本实验研究中Western blot结果可信, 
在 56 kD处的条带极有可能为 yGⅡ蛋白的特异性反

应。但由于该抗原量低, 免疫活性弱, 因而我们在实验
过程中适当延长了 X光片的曝光时间, 以致在 56 kD
以外的区间出现了一些非特异条带。另外, 本实验
结果从另一角度证明了 TD 区和膜内编码区可能对
酿酒酵母中 RV-G 的免疫活性和蛋白的折叠有负向
调节作用, 这与 Rath A等人[7]的研究结果相反。分

析原因可能是因为在不同的表达系统中, G 蛋白中

各自的功能区在该蛋白的糖基化、折叠等过程中发

挥不同的作用, 如在酿酒酵母中, TD 区和膜内编码
区可能就会影响 yGI 蛋白中抗原位点的暴露, 从而
影响了它与单克隆抗体的结合。因此我们认为 RV-G
基因的表达结构不能一概而论, 需要根据表达系统
选择相应的功能区结构, 该实验结果为进一步研究
RV-G在酿酒酵母中的表达提供了研究基础。 
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