
!! 卷 " 期

#$$! 年 %$ 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,’-./

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

"通讯作者。1.(：234%$43#5"%2!#；64789(：/:(8-;<=:) .>:) +?
作者简介：徐晓晶（%@5" A ），女，甘肃武威人，博士研究生，从事蛋白质化学和蛋白质工程研究。64789(：B9+=C DDE ; C8F’’) +’7) +?
收稿日期：#$$!4$%4%3，修回日期：#$$!4$!4#$

人小肠三叶因子在糙皮侧耳中的整合、表达及检测

徐晓晶 张 竞 李 曦 俞梅敏 茹炳根"

（北京大学生命科学学院蛋白质工程和植物基因工程国家重点实验室 北京 %$$25%）

摘 要：用原生质体法将含双 G"H4IJ& 启动子及人小肠三叶因子（FK1L）+M0I 的表达载体导入糙皮侧耳（!"#$%&’$(
&(’%#)’$(）中，原生质体转化子在含有除草剂的培养基上初步筛选，获得抗性菌株。通过 NOP 分析证明 FK1L +M0I 已

整合到侧耳基因组中。以 FK1L 为抗原免疫家兔制备了抗血清，纯化后的 KQR 以直接型酶联免疫吸附检测（6SKHI）

方法测定效价，并建立起 FK1L 的竞争型酶联免疫吸附检测（6SKHI）方法，给出了标准工作曲线，以应用于大规模表

达菌株的筛选确立。检测表明，FK1L 在侧耳新鲜菌丝体中分 G 个表达量段：%$$$ T %#"$?QUQ、%!2$ T %5$$?QUQ、最高达

#$$$ T ##"$?QUQ，约占总可溶性蛋白的 $V5W T %V"W。X.Y,./? 印迹进一步分析证明 FK1L 在侧耳中的表达。
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人小肠三叶因子（[:78? 9?,.Y,9?8( ,/.\’9(\8+,’/，
FK1L）是一种特异分布于胃肠道粘膜表面的小分子

量蛋白质。属于新发现的三叶因子蛋白家族，含有

5 个半胱氨酸残基。从 0 端起前 3 个半胱氨酸残基

形成 G 对二硫键，交联方式为 %4"，#4! 和 G43，由此使

多肽链产生了特征性的三叶结构，并因此而得名。

在因肠炎、胃及十二指肠溃疡等引起粘膜损伤的患

者胃肠道内，FK1L 的表达量显著升高，已有文献报

道三叶肽能够保护胃肠道上皮，抵抗外部溃疡诱导

因素诱导的损伤，它们能够促进上皮细胞的移动，从

而参与损伤组织的修复过程［%］。实验表明，正常情

况下在小肠中表达的 K1L 经口服或皮下注射后对胃

部损伤有明显的保护和治疗作用［#，G］。将 FK1L 基因

在食药兼用的糙皮侧耳（ !"#$%&’$( &(’%#)’$(，俗称平

菇）中表达，有可能培育出对胃溃疡这种常见病有防

治作用的保健型药物。因此本文以侧耳作为受体系

统进行 FK1L 基因的转化研究，获得了转基因再生菌

株，并建立了竞争型 6SKHI 方法快速灵敏地检测

FK1L 基因在侧耳中的表达。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：含有 FK1L +M0I 的质粒 <OX1L
由本实验室构建，大肠杆菌（ *(+,#%-+,-) +&"-）M["!
为本实验室保存，测序载体 <JM1 购自 18]8P8 公

司。表达载体 <RN1&>G"H 由本实验室构建［!］。“中

蔬 %$ 号”糙皮侧耳（!"#$%&’$( &(’%#)’$(）购于中国农业

科学院。

!"!"# 主要试剂：各种限制性内切酶、1! M0I 连接

酶、.)/ M0I 聚合酶等购自 N/’7.Q8 公司，[C-’?>40
膜购自 I7./YF87 公司。FK1L 标准品为本实验室用

酵母发酵方法生产纯化。FK1L 多抗为本实验室自

制。二抗为中山公司的辣根过氧化物羊抗兔 KQR 免

疫球蛋白。溶壁酶购自广东微生物所，除草剂（膦丝

菌素，NN1）由国家植物基因工程重点实验室林忠平

教授惠赠。

!"!"$ 培养基：菌丝体培养基为 NM^ 液体培养基：

每升含 #$$Q 马铃薯，#$Q 葡萄糖，#Q 蛋白胨，#Q 酵母

膏，%V"Q ][#N*!，$V"Q JQH*!·5[#*，%$7Q &_%。再生

培养基为 O^J 完全培养基：每升含 %$Q 麦芽糖，#$Q
葡萄糖，#Q 蛋 白 胨，#Q 酵 母 膏，!V3Q ][# N*!，$V"Q

JQH*!·5[#*。

!"# 方法

!"#"! 表达载体 <RN1&>G"H4K1L 的构建：构建方法

详见文献［"］。

!"#"# 原生质体的制备及再生培养：将活化后野

生侧耳接种至装有 "$7S NM^ 液体培养基和 %$ 余粒

玻璃珠的三角瓶中，#"‘培养 " T 5>，每天振摇 G 次

以打散菌丝：无菌操作，以铺有两层纱布的玻璃漏斗

过滤收集菌丝，先后用无菌水、$V37’(US 甘露醇洗

涤，吸水纸洗干水分后，将菌丝装入 "$7S 离心管称



重，每克新鲜菌丝加入溶壁酶溶液 !"#，充分摇匀后

置 $%&水浴中酶解 ’ ( %)，每 !*"+, 摇一次；镜检观

察原生质体释放情况，待有大量原生质体释放后加

入等量 -./"012# 甘露醇稀释终止反应，用装有脱脂

棉的注射器除去菌丝残片，%---32"+, 离心 !-"+,，弃

上清，再用 -./"012# 甘露醇洗涤 ’ 次，即得纯化的原

生质体。取原生质体悬液 !-!#、*-!#、!--!# 分别以

双层法培养于 456 再生培养基上，’*&培养至有绒

毛星状菌落出现［/］。

!"#"$ 转基因菌株除草剂抗性筛选：挑取再生培养

基培养的菌落，分别接种于含 -.!!72"# 和 -.’!72"#
除草剂的 456 培养基上，’*&继续培养 !*8，筛选具

有除草剂抗性的转化菌株。

!"#"% 转基因菌株的 94: 检测：用 ;<; 法［=］提取

转化菌株和野生菌株液体培养菌丝体总 <>? 用作

模板。94: 反 应 条 件：@%& ="+,；@%& !"+,，/-&
!"+,，=’& !"+,，$- 个循环后；=’& !-"+,。预期的

94: 产物长度为 ’--AB 左右。

!"#"& 侧耳蛋白的提取：取新鲜的侧耳菌丝体，加

液氮 研 成 粉 末，再 加 入 提 取 缓 冲 液［*-""012#
C3+D·E41（BE=.*），*-""012# >F41，%--""012# 蔗 糖，

*""012# G<C?，!""012# <CC］研成匀浆，每 -.*7 菌

丝体 加 入 -.*"# 蛋 白 提 取 缓 冲 液，煮 沸 $"+,，

!----32"+, 离心 !-"+,（%&）后，取上清液备用。

!"#"’ 直接型和竞争型 G#H;? 法：步骤参照文献

［I］，一抗为 )HCJ 蛋白免疫家兔得到的抗血清。

!"#"( KLDML3, 印迹分析：!*N ;<;O9?PG 分离菌

丝体总蛋白后，按照文献［@］提供的程序进行 KLDMO
L3, 印迹分析。

# 结果

#"! 表达载体 )*+,-.$&/01,2 的构建

BP9CQ8$*;OHCJ［*］携带两个串联的 4F6Q$*; 启

动子、增强目的基因 ":>? 转译效率的 ?6Q *R端非

转译序列、’--AB 外源基因（)HCJ S<>?）、>0D 终止子

以及用于筛选的标记基因 !"#（除草剂抗性基因）。

构建好的载体通过电击法导入侧耳中。

#"# 转基因侧耳的获得和分子检测

#"#"! 转基因侧耳除草剂抗性筛选：通过电击法将

目的基因转入侧耳原生质体中，经过再生培养基培

养。再生的原生质体转化子经 -.!!72"# 除草剂初

步筛选，再以含 -.’!72"# 除草剂培养基复筛，共获

得 !’- 株抗性菌株（图 !），具有较强的除草剂抗性

也初步说明可能有外源基因的整合。

图 ! 转基因侧耳的除草剂抗性筛选

J+7T! ;S3LL, 0U M3F,D7L,+S $ T %&’#("’)& AV 99C 3LD+DMF,M FDDFV

?T C3F,DU03",F,MD 730WM) 0, -.!!72"# 99C；XT C3F,DU03",F,MD 730WM)

0, -.’!72"# 99CT

#"#"# 转基因侧耳的 94: 检测：取新鲜的液体培养

菌丝体提取总 <>?，做 94: 检测，以 B4KHCJ 质粒为

阳性对照，双蒸水为阴性对照。!’- 株只有 $- 株得

到阳性结果，扩增出含有目的基因的 ’--AB 条带。

说明目的基因已整合到这些转基因侧耳的染色体组

中（图 ’）。

图 # 转基因侧耳的 +34 检测

J+7T’ H8L,M+U+SFM+0, 0U M3F,D7L,+S $ T %&’#("’)& AV HCJ 7L,L W+M) 94: FDDFV

!.!--AB <>? 6F3YL3；’ ( %.90D+M+ZL M3F,D7L,+S $ T %&’#("’)&；*.>LO

7FM+ZL S0,M301；/.90D+M+ZL S0,M301 T

表 ! 51,2 一抗效价的测定

CFA1L ! G#H;? 0U M)L M+ML3 0U F,M+DL3[" F7F+,DM )HCJ
<+1[M+0, 3FML ?,M+DL3["（*%*-） X;?（*%*-）

! \ !- -.’@= -.-*%
-.* \ !-’ -.’/* -.-*=
! \ !-’ -.’/$ -.-*=
-.* \ !-$ -.’/’ -.-/!
! \ !-$ -.’** -.-*%
-.* \ !-% -.’$’ -.-*$
! \ !-% -.!’@ -.-*/
-.* \ !-* -.!’- -.-*@

#"$ 酶联免疫吸附检测（671/8）

#"$"! 直接型 G#H;? 测 )HCJ 一抗的效价：以本实

验室制备的重组 )HCJ 为抗原免疫家兔，得到兔抗人

HCJ H7P。此抗血清经过蛋白质 ? 琼脂糖（!.%S" \
’.IS"）进一步纯化，得到兔抗 )HCJ 多克隆抗体。

以一定浓度 )HCJ 进行固相包被和依次递减稀

释倍数梯度的兔抗 )HCJ（! \ !-! ( * \ !-/）随后加至

孔中，以 X;? 阴性血清孔为对照，二抗结合酶为辣

-!/ 微 生 物 学 报 %% 卷



根过氧化物酶，显色后在 !"#$% 波长下读数，测波长

为 !"#$% 时各孔光吸收，每个样品做 & 个平行重复

取平均值（! ’ #(#"）（表 )）。计算阳性血清与阴性

*+, 对照 "!"#值之比，当比值!-() 时为阳性，比值

’ -() 而 . )(" 时为可疑，比值 ’ )(" 时为阴性。从

表 ) 结果计算来看，自制兔抗人 /01 多抗（一抗）的

效价为 " 2 )#& 3 ) 2 )#!。

!"#"! 竞争型 45/+, 进行 6/01 标准曲线的测定：

以一定数量 6/01 进行固相包被，不同浓度梯度的

6/01 标准品（!# 3 -"##$785）随后加至孔中，再加入

一定浓度的兔抗人 /01 多克隆抗体（一抗设立 & 个

稀释浓度：) 9 -###；) 9 "### 和) 9)####）。设立包被液

为阴性对照，每份标准品和样品做 ! 个复孔。二抗

结合酶为辣根过氧化物酶（二抗设立 ! 个稀释浓度：

)9 )###；) 9 "### 和 ) 9 )####；) 9 )#####），显色后在

!"#$% 波长下读数，每个样品做 & 个平行重复取平

均值。得到标准曲线。当一抗稀释度为 ) 9 -### 时

由于浓度过高，增加了非特异性吸附而造成阴性对

照较高的背景，系统误差也较大（! ’ # 9 #"）；一抗稀

释度为 ) 9)#### 时，由于浓度偏低，不足以饱和参与

竞争的抗原，而使标准曲线的斜率趋缓，造成读数误

差。因 此，选 择 一 抗 稀 释 度 以 ) 9"### 为 宜（ ! ’
#(#)）。当二抗稀释度为 ) 9 )### 时由于浓度过高，

显色时间很快，造成较高的背景；二抗稀释度为 ) 9
)##### 时，浓度又过低，不足以饱和一抗，而使标准

曲线的斜率变缓，造成读数误差。因此，选择二抗稀

释度为 ) 9"### 或 ) 9)#### 为宜。

!"#"# 竞争法进行转基因菌株 6/01 蛋白表达的定

量分析及含量的测定：对 &# 株 :;< 检测为阳性的

转基因侧耳菌株的蛋白提取上清液和一定浓度梯度

的 6/01（!# 3 -"##!785）同时进行上述步骤的检测，

选取一抗稀释度为 )："###，二抗稀释度为 )："###。

将包被液及野生菌丝体蛋白提取上清液设立为阴性

对照，每份标准品和样品做 ! 个复孔。未知样品中

6/01 的含量由线性回归方程得到，用 4=>?@ 计算方

差。结果显示：&# 株 :;< 检测阳性的转基因侧耳菌

株中目的蛋白 6/01 为表达阳性的有 )A 株（表 -），其

中 6/01 有显著表达的转基因侧耳的有 )& 株，（按每

克新鲜菌丝体所含 6/01 量计）表达量分为 & 段：表

达量为 )### 3 )-"#$787 的有 ! 株（$ B !）；表达量为

)!C# 3 )A##$787 的 有 & 株（ $ B &）；表 达 量 高 达

-### 3 --"#$787的有 D 株（$ B D）。

用紫外吸收法测定侧耳中总可溶性蛋白含量，计算

得出表达率为：#(AE 3 )("E。

表 ! 转基因侧耳的 $%&’( 检测结果

0FG@? - ;H%I?JKJKL? 45+, FMMFN O?MP@JM HQ 0OF$M7?$K> ! R #$%&’(%))$
+JF7? $ 4=IO?MMKH$ MJFJPM "!"# O?FSK$7 6/018（$787）

TK@S >H$JOH@ ) U #(#VV W # --&(DC
" ) U #()&C# W # U !CD(C W #
# & U #())-! W #(##)C U -"#()) W -)(#C
$ C U #(#V"#" W #(##"D &A! W D"(AC
% ! X #(#C"C W #(##-- V"V() W C!(V)
& ! X #(#AV"# W #(##)A ))!) W -#(#"
’ & X #(#A## W #(##-" )!CD W -"&(A&
( D X #(#"C!- W #(##-# -)AD W )-"(!-

!") *+,-+./ 印迹分析

提取 )A 株转基因侧耳表达阳性的菌株，经过

T?MJ?O$ 印迹分析，显示在 6/01 二聚体约 )&()YZ 位

置有显色条带（图 &），从而进一步确证了 6/01 基因

在侧耳中的表达。

图 # 转基因侧耳的 *+,-+./ 检测结果

1K7R & /S?$JKQK>FJKH$ /01 ?=IO?MMKH$ K$ JOF$M7?$K> ! R #$%&’(%)$ [KJ6

T?MJ?O$ FMMFN

)(\?7FJKL? >H$JOH@，?=IO?MMKH$ MPI?O$FJF$J HQ [K@S ! R #$%&’(%)$；-，&(:H]

MKJKL?，?=IO?MMKH$ MPI?O$FJF$J HQ JOF$M7?$K> ! R #$%&’(%)$；!(+JF$SFOS 6/01

IOHJ?K$R

# 讨论

糙皮侧耳俗称平菇，侧耳是 !*’)&#%)$ #$%&’(%)$ 大

型食用真菌的一种，其味鲜美，营养丰富，食药兼用，

生产方式灵活［)# 3 )&］。因此可以做为一种良好的生

物反应器以生产一些高成本的口服药用蛋白。

本研究所采用的双 &"+ 启动子表达载体原本为

植物表达载体，如今在真菌中也可以启动外源基因

的表达。外源蛋白比一般的转基因植物外源蛋白表

达量高 A 至 C 倍。用原生质体法介导真菌转化再生

过程中不易产生嵌合现象，比农杆菌侵染的转基因

植物稳定，由于表达载体没有自主复制序列，其表达

属于整合型表达，但以何种机制进行整合，仍需要做

进一步的研究。造成不同表达量的原因，可能与外

源基因的整合状态有关。

另外，除草剂筛选标记 +(& 也原本用于植物的

抗性筛选，已成功运用在转基因水稻中。)VV" 年英

国已批准抗除草剂大豆作为食品，结论指出抗除草

剂大豆可安全作为食品及饲料［)!］。由于真菌具有

强的抗生素抗性，因此选择除草剂抗性基因 +(& 作
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为筛选标记是一个很好的选择。

本文所要表达的外源蛋白 !"#$ 蛋白不具有酶

活性，通过生物活性检测表达量是相当复杂的，即使

在真菌中 %&’( ) *&+(的表达量仍不易运用常规的

大肠杆菌和酵母表达系统检测外源蛋白表达的方法

（如 ,-,./012）进行比较大规模的筛选，因此本实验

建立了一个系统，定量，重复性好，数据具有统计意

义的竞争型 23",0 法一次性测定 4% 株 /56 检测阳

性菌株中 !"#$ 的表达，一方面具有高通量，特异性

强，杂蛋白质干扰性小的优点，另一方面，还可以直

接鉴定转化株的免疫学活性，并通过总可溶性蛋白

的检测，同时计算出表达率。大大提高了工作效率。

因此，对于外源蛋白表达量较低的生物反应器，运用

竞争型 23",0 法是一个快速、灵敏、高效筛选转化植

（菌）株和检测外源蛋白表达量的方法。

致谢 感谢本实验室方敏同学所提供的 !"#$ 标准

品及在实验过程中的大力协助。
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