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摘 要：质粒5678%（3;!<.）是从球孢链霉菌（!"#$%"&’()$*+$&,-*%&#.*）中分离得到的一个高

拷贝质粒，已测定其最小复制子序列。从球孢链霉菌总*0=中采用>?@方法扩增获得编码

?%"$3前蛋白信号肽的*0=片断955。将955克隆至5678%的衍生质粒56780中，获得新

的链霉菌表达型质粒载体5678955。应用该质粒进行了人的河溶性白细胞介素%受体A型

的表达。
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链霉菌是一种丝状革兰氏阳性细菌。关于链霉菌的重组*0=技术在过去的十几年

里发展迅速。在链霉菌中已经发现了大量的质粒存在。对这些质粒进行功能分析后已发

展为许多有用的载体系统，如质粒载体5AC%"%系列。同时新型的载体也在不断地构建

中，通过在新的质粒系统中加入其它元件，如编码强启动子、高效的分泌信号肽、强终止子

的*0=片段，以促使克隆的外源基因的高效表达。

质粒5678%是本室从抗肿瘤抗生素?4%"$3的产生菌，球孢链霉菌（!"#$%"&’()$*
+$&,-*%&#.*）中分离得到的一个高拷贝质粒［%］。已测定其最小复制子序列［$，1］。?4%"$3
由一发色团和一辅基蛋白组成，已确定该蛋白0端11个氨基酸为其信号肽，本文所使用

的955序列含有该信号肽及其调控序列，以此为基础，构建获得了含有955信号肽的新型

链霉菌和大肠杆菌穿梭载体5678955。白细胞介素%是一种重要细胞因子，只有通过与

其受体结合才能具有生物活性，本文采用上述载体，在变铅青链霉菌DE:!中表达了白细

胞介素%可溶性受体FGA84A@A，以考查该信号肽和载体在外源基因表达上的应用前景。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒

大肠杆菌/0)&1-CH%"2，重组变铅青链霉菌!01-2-345*DE:!为本室保存。质粒

5I?%J，56780为本室保存。

!"# 培养基

KLHL［!］用于!01-2-345*DE:!液体培养。@$［!］用于!01-2-345*DE:!斜面培养。

8M［:］用于/0)&1-培养。



!"# 质粒的提取及$%&片段回收

大肠杆菌质粒和链霉菌质粒大量提取采用碱裂解法［!］。质粒及"#$片段回收采用

%&$’(#公司%)*+,-./-0*1进行。

!"’ 大肠杆菌和链霉菌的转化

按文献［2，!］进行。

!"( )*+扩增

!"("! 引物设计：根据已知的34567前蛋白序列［8］设计引物4和引物6从球胞链霉菌总

"#$中扩增含有该基因的启动子和编码信号肽的69:;-"#$片段<--。

=.*>/.4：!?’’’’33’’$’’$’’@’A?
=.*>/.6：!?’’3’$$’’3’$3’’$3@’@’3A?
!"(", =3B扩增：在!5!C反应体系中，采用6D5>>EF／C的 G<3F6，在:2H变性2>*I
后，开始进行循环。共进行A5个循环：:2H变性4>*I，!!H退火4>*I，76H延伸4>*I。

A5个循环后76H再延伸45>*I。

!"- 质粒./012..的构建

将<--片段用@2聚合酶修补成平末端，与-J349／!"#&片段连接后转化大肠杆菌

得到重组质粒-J3<--。-J3<--／$%#&片段与-K’C#／$%#&片段连接后转化大肠杆菌

得到重组质粒-K’C<--。

!"3 表达产物生物学活性测定

进行K"KL=$’(电泳，分离胶浓度为46M。上样缓冲液不加"@@，样品不煮沸。蛋

白电泳结束后将蛋白印迹转移至硝酸纤维素膜上。用!M脱脂牛奶2H封闭过夜，漂洗后

转入杂交袋中，加入生物素标记的重组人&CL4"，于45H杂交2N。用=OK漂洗，将硝酸纤

维素膜转入新的杂交袋中，加入4P!555稀释的K1./-1QR*S*ILT=B，45H保温4N。@OK漂

洗，"$O显色。

, 结果

,"! 链霉菌4大肠杆菌穿梭载体质粒./012..的构建

,"!"! 信号肽的克隆：设计引物4和引物6从球孢链霉菌的总"#$中扩增含有该基因

的启动子和编码信号肽的69:;-"#$片段（图4）。将该片段用@2"#$聚合酶修补成平

末端，与-J349／!"#&片段连接得到重组质粒-J3<--。提取-J3<--进行测序，结果与

文献报道一致。

,"!", -K’C<--的构建：构建过程见图6。

质粒-K’C4是质粒-K’C4的 衍 生 质 粒，它 含 有 质 粒-K’C4的 最 小 复 制 子。将

-J3<--／$%#&片段与-K’C#／$%#&片段连接后转化大肠杆菌得到重组质粒-K’C<--。

用&’(B&／)*+S#酶切得到6U7,;和!U:,;片段；用!#’&酶切获得四个片段，其中一个

为4U2,;，表明插入方向与抗性基因Q-N复制方向相反；用$%#&酶切得到AU5,;和!U8,;
片段，证明-K’C<--的构建与设计一致，见图A。
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图! 质粒"#$%&""的酶切鉴定

’(&)! *+,-.(/-(01+12013/4+5,+51546,(,

07"45,8(2"#$%&""
9)"#$%&""；:)"#$%&""／!"#;；

!)"#$%&""／$#%*;<&’(2!；

=)"#$%&""／)*";；>)"?@A／&’(2!)

图9 &""信号肽片段扩增产物的凝胶电泳

’(&)9 A&.0,+&+4+4+-.0"B0.+,(,07CD*".023/-07

&"",(&154"+"-(2+E+1/02(1&,+F3+1/+512

(-,3",-.+58,+F3+1/+

9)CD*".023/-,07:GHI"?@A7.5&8+1-；

:)"J*:!!／&’(7;)

图: 质粒"#$%&""的构建

’(&): KB+/01,-.3/-(0107"45,8(2"#$%&""

!"! 利用#$%&’##表达()&*)+)
!"!", 重组表达载体"#$%&""／,;%E9*;的

构建：将B,;%E9*;/?@A片 段 用$#%*;和

&’(2!酶切后，与"#$%&""／$#%*;<&’(2
!的>LMNI片段连接，转化至链霉菌得到重

组质粒"#$%&""／,;%E9*;。#03-B+.1杂交表

明重组质粒"#$%&""／,;%E9*;插入的?@A
片段是B,;%E9*;/?@A（图=）。

!"!"! 重组表达载体"#$%&""／,;%E9*;在链霉菌中的表达：将重组菌株培养O:B，取上

清液进行#?#ECA$P电泳，转膜后进行受体配基结合实验)结果表明重组菌株!+,’-’.
/"(0［"#$%&""／,;%E9*;］O:B发酵液上清液显示了特异性的杂交带，该杂交带的分子量

约为MMN?5和=!N?5说明表达产物都具有与配基结合的生物学活性（图>）。
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图! 质粒"#$%&""／’(%)*+(的#,-./012杂交分析

34&5! #,-./01267,.82879’4’,:./0"78’;4<"#$%&""／’(%)*+(

*82<=!>?@／!"#+(A$%&<"（20&8.4B0C,2.1,7）；

D82<EFG+"1,<-C.,:/’(%)*+(C>?@（",’4.4B0C,2)

.1,7）；H82<I"#$%&""／’(%)*+(／!"#+(A$%&<"；

!82<J"#$%&""／’(%)*+(／!"#+(5

图= 表达产物K’(%)*+(的受体配基结合分析

34&5= L42<42&8’’89,:10C0".,1)74&82<:,1/’(%)*+(

0M"10’’0<42./010C,;64282.’.1842’

*5N/010C,;6428.82.’.1842’()%*%+,&-［"#$%&""／’(%)*+(］；

D5N/0C,2.1,7’.1842’()%*%+,&-［"#$%&""］5

H 讨 论

链霉菌是一种丝状革兰氏阳性细菌。关于链霉菌的重组>?@技术在过去的十几年

里发展迅速，已经建立了有效的转化系统。到目前为止根据不同的需要已经在链霉菌中

构建了大量的质粒载体，例如用于外源基因表达的克隆载体如"(OIPD，"(OEJP等，启动子

探针载体如"(O!=Q等。

质粒"#$%&""为本论文自行构建的能在大肠杆菌和链霉菌中复制的穿梭载体。它

含有G*PDI前蛋白的信号肽编码序列和它的启动子序列。在该序列后有可用于插入外

源片段的!"#+(、$%&<"位点。同时预留了分离外源片段的 RG#D区的./&(、’,"(、

!"#+(和RG#H区的$%&<"、’/0(等位点。无论从大肠杆菌提取质粒"#$%&""转化链

霉菌，或链霉菌提取的质粒"#$%&""转化大肠杆菌，都得到大小一致的质粒；"#$%&""在

大肠杆菌和链霉菌中反复转代未见有>?@缺失的现象，其稳定性为利用该载体质粒，在

链霉菌体系进行外源基因表达提供了有利的基础。

球孢链霉菌产生的G*PDI是一种烯二炔类的抗生素，它由一个发色团和一个起保护

作用的蛋白质组成。文献报道G*PDI前蛋白在天然状态下合成时间较早，经?,1./012
67,.证实在D!/时其;+?@含量最高［E］。其编码蛋白质的?端HH个氨基酸残基确定为

其信号肽，其信号肽酶识别切割位点为@78F/0@78!［E］。本文使用的&""序列含有上述

HH个氨基酸的信号肽及其调控序列。利用&""调控表达/’(%)*+(获得了成功的分泌表

达，表达产物分子量为EES>和!HS>，按照/’(%)*+(蛋白序列推断，该蛋白分子量应为

HETES>，但是在不同系统中表达分子量有较大差异，如在昆虫中表达分子量为!D#
!!S>，在K078细胞中表达分子量为E!S>和=!S>，本文表达重组蛋白与文献基本一致，

造成分子量差异原因可能是糖基化程度不等所致。结果表明&""是一种新的分泌能力较

强的信号肽，在链霉菌的异源基因表达的研究中将发挥良好作用。
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重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国

学术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”。如作者不同意将文章编入该数据库，请

在来稿时声明，本刊将做适当处理。
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