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一种多拷贝毕赤酵母表达载体的构建及

人脑源性神经营养因子的表达

梁伟锋 张朝春 杨希才"

（中国科学院微生物研究所 北京 #%%%3%）

摘 要：利用 EFG技术扩增出 HEIF@J载体的 KIL!5J/:序列片段，与 HEIFM!重组，构建结合了两个载体特点的适合
体外构建多拷贝基因表达盒的毕赤酵母表达载体 HEIFM!#，改造后的载体含 KIL!5J/:序列，能整合到酵母染色体
上，具有筛选方便、外源基因多拷贝组建迅速、蛋白产物分泌表达和易纯化等优点。将人脑源性神经营养因子

（CNO1*）的 =O1P（6"A,H）克隆入载体 HEIFM!#，利用同尾酶 !"#"、!$%K#不可逆连接方式，分别构建含有 #、$、6、4
个拷贝 CNO1*表达盒的重组表达载体，电击法转化毕赤酵母 QL##"菌株，用 Q!#3和 M+’=9:筛选转化子，筛选到的
阳性转化子用 %R"S甲醇诱导，获得分泌型表达。表达产物类似于天然神经营养因子单体大小、分子量约 #!TO。
多拷贝 CNO1*表达盒的表达水平亦高于单拷贝 CNO1*表达盒，7UILP和 V+?D+-: ,(’D检测表明：表达的蛋白能与鸡
抗人脑源性神经营养因子抗体特异结合，证实该表达蛋白具有 CNO1*的免疫原性。
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HEIF@J、HEIFM!、HPX3#" 是 I:Y9D-’;+: 公司开发
的系列载体，各有其特点，适合不同的外源基因克隆

策略，适合体外构建多拷贝的载体 HPX3#"，没有形
成信号肽功能的!因子基因序列，属于胞内表达载
体，克隆位点只有一个限制性酶 &’(G#，对一些要
求特殊的外源基因或特异克隆策略，会造成不便，已

有实验室通过在载体 HPX3#"上加入!因子的方式
改造载体，克服内源表达造成的不便［#］，本研究介绍

一种新的方法，通过 EFG技术获得 HEIF@J 载体上
的 KIL!5J/:序列片段，插入到 HEIFM!载体上，利用
HEIFM!载体具有!因子信号肽，具有多克隆位点的
特点，构建适合体外组建多拷贝基因表达盒和分泌

型表达的毕赤酵母表达载体 HEIFM!#。
脑源性神经营养因子（N-/9: Z+-9Y+Z :+.-’D-’H5

[/=D’-，NO1*）是在神经生长因子（1+-Y+ ;-’\DC
[/=D’-，1Q*）被发现近 6%年后由德国 N/-Z+［$］及其同
事首次从猪脑中分离纯化的具有防止神经元死亡效

能的一种活性多肽，属于神经生长因子家族第二个

成员。其生理作用是促进多种神经元早期增殖、分

化及维持成熟神经元存活等［6，!］，最近的研究表明

NO1*的生物学作用和作用机制可能更丰富，它在
中枢疼痛反应中可能起调节作用［"］；对情绪失调疾

病的改善和治疗方面的作用也在动物试验与人体试

验得到验证［4 ] 3］；与其他神经营养因子的协调作用

的机制研究也在进展中，因此，随着研究、了解的深

入，NO1* 的应用前景变得十分光明［@］，由于天然
NO1*含量很低，获取困难，无法满足生物学功能研
究和临床应用的需要，而利用基因工程的手段生产

可以有效解决这个问题，所以利用基因工程的手段

生产 NO1*具有重大的研究和应用价值。
毕赤酵母（)*’+*$ ,$-.(/*-）表达系统是近 #%年来

得到广泛应用的表达外源基因最成功的系统之一，

到目前为止，已经有 $%%多种蛋白在此系统中得到
表达。已有报导利用原核生物大肠杆菌和真核生物

酿酒酵母工程菌表达 NO1*，目前还没有在毕赤酵
母中表达的报导，为了提高 NO1* 的表达量，把
NO1*基因克隆到经过改造的 HEIFM!#载体上，构建
含有多拷贝表达盒的重组载体，转化甲醇酵母

)*’+*$ ,$-.(/*- 并在其中进行了表达。

! 材料和方法

!"! 材料
! # ! # ! 质粒、菌株和主要试剂：载体 HEIF@J、
HEIFM!、大肠杆菌（&-’+0/*’+*$ ’(#*）OK"!菌株、含有



!"#$% &#$’ 的重组载体 ()*+,-.!"#$%、! / "#$%
0123、& / ’()*#+%) 45667 为本室保存，#$’限制性内
切酶、89 #$’连接酶购自 8:-:;:公司，高保真 &,-
酶购自北京天为时代公司，通用引物为上海博亚生

物公司惠赠，一抗 ’<=>.!?@:< "#$%(’A、酶联二抗
’<=>.&!>&BC< *DE F); 购自 )GH@:DC 公司，ICH&>< 、
EC:J= $>=GHDC< ":JC（E$"）、#.生物素购自 *<K>=GHDC<公
司。

! "! " # 培养基和培养方法：E)#、11、1#、"14E、
"11E培养基配制和毕赤酵母的培养方法参照
*<K>=GHDC<公司操作手册。
! "# 引物和 $%&扩增
依据 *<K>=GHDC< 公司载体操作手册提供的

()*+,-载体序列和构建多拷贝策略设计两条引物：
)6：7L.4’44’8++88’’’8’’48++’4.3L（划线部分
为 .(/F! 酶 切 位 点）；)M：7L.’4’4’8+88’
+’’44448488’.3L（划线部分为 .0$"酶切位点。
以纯化的 ()*+,-质粒为模板，以 )6 、)M 为引物进
行扩增，使用高保真 &,- 酶，扩增片段为 ()*+,-的
F*59.-:< 序列，大小为 3NOBA。 )+; 反应条件
（7P#Q）：7#Q 6P R )+;缓冲液，引物 7PP<@HSTQ，U$8)
6PP#@HSTQ，模板质粒 #$’ 7P<D，高保真 &,- 酶 MV，
无菌水补充至 7P#Q。扩增条件：,9W 3@><；,9W
M@><，7OW9PJ，XMW M@><，3P个循环；XMW 6P@><。用
限制性内切酶 .0$"T.(/F!双酶切 )+;产物，经
PN2Y琼脂糖凝胶电泳，切胶，玻璃奶法回收酶切后
的片段，具体操作依据天文时代公司产品说明。

!’( 表达载体构建和酶切鉴定
限制性内切酶 .0$"线化质粒 ()*+I$，与 .0$"T

.(/F!双酶切 F*59.-:<序列片段连接，构建了载
体 ()*+I$6，连接产物转化大肠杆菌 #F7$，在含有
-:<和 ICH&><双抗培养基平板上筛选阳性克隆，用
限制性酶 1("!T!"#;!，.0$"T!"#;!分别酶切，
PN2Y琼脂糖凝胶电泳分析鉴定插入片段的方向。
! ") *+,-基因的亚克隆和含有多个拷贝表达盒
的质粒构建和酶切鉴定

用 1("!T!"#;!双酶切 ()*+,-.!"#$% 载体，
切出含 !"#$%基因的片段与同样双酶切的 ()*+I$6
连接，形成具有单个表达盒的重组载体，具体亚克隆

方法参照文献［6M］，将具有单个表达盒的重组载体
用 .0$"T.(/F!双酶切，取出单表达盒，在重组载
体的 .0$"位点插入，构建成含有两个表达盒的重
组载体，依次类推，连续亚克隆，分别构建含有 6、M、
3、O 个拷贝表达盒的重组载体，构建方法参照

*<K>=GHDC<公司操作手册。重组载体用 .0$"T.(/F!
双酶切，经 PN2Y琼脂糖凝胶电泳分析鉴定。
! ". 酵母转化子筛选和 $%&鉴定目的基因的整合
酵母感受态细胞的制备参照 *<K>=GHDC< 公司操

作手册，重组载体电转化 45667菌株，分别涂 11和
1#平板，3PW培养 MU后获得转化子的单菌落。根
据转化子的生长情况，挑取在两个平板上生长大小

相当的单菌落，这种表型为 1?=Z型，在 11平板上
较小而 1#平板上较大的为 1?=J型。提取转化子
的总 #$’为模板，用多克隆位点两端的测序通用引
物和 2(3 酶进行 )+;扩增，反应条件（7P#Q）：7#Q 6P
R )+;缓冲液，引物 7PP<@HSTQ，U$8)6PP#@HSTQ，模板
总 #$’7P<D，2(3 酶 MV，无菌水补充至 7P#Q。反应
条件：,9W 3@><；,9W M@><，7OW 9PJ，XMW M@>< M7
个循环；XMW 6P@><。PN2Y琼脂糖凝胶电泳检测。
! "/ 0123重组子的诱导和表达
挑取 1?=Z表型转化株，接种到 6P@Q "14E培

养基中，3PW MPPGT@><培养至 4OPP为 7NP，7PPPGT@><
离心收集菌体，用生理盐水洗涤 6 次，7P@Q "11E
培养基稀释到 56OPP为 6NP 左右，每 M9!补加 6PPY
甲醇至终浓度为 PN7Y，连续诱导 OU，每 M9! 取样
6@Q，离心取上清，[ MPW保存备用检测。
! "4 表达产物 5+56$789分析
将“6NO”节得到的上清样品用 8+’ 沉淀法浓

缩，67Y 5#5.)’4\ 分析，上样量 6P#Q（上清液
7P#Q），考马斯亮蓝 ;.M7P染色，然后脱色观察分析。
根据 5#5.)’4\蛋白质电泳图谱，扫描测定上清液
中的表达产物的含量。

! ": 表达产物 9;<57和=>?2>@A BCD2检测鉴定
\Q*5’和 ]CJ=CG< ASH=检测方法参照文献［6M］。

\Q*5’方法通过上清样品（抗原）与特异性抗体（一
抗）结合后再用二抗（偶联辣根过氧化物酶）显色，根

据 49,7数值分析确定上清样品中是否存在表达产物

和表达水平。]CJ=CG< ASH=检测是用甲醇诱导第 7天
的上清液（8+’ 沉淀）经 5#5.)’4\、转膜，用 ’<=>.
!?@:< "#$%(’A抗体结合和二抗（偶联辣根过氧化
物酶）显色，确定表达产物的位置和大小。

# 结果和分析

# "! E$<%F!!载体构建和酶切鉴定
从载体 ()*+,- 扩增 F*59.-:< 序列片段，扩增

产物经电泳分析，有一条扩增条带，大小约 3NXOBA，
与预期片段大小一致。用 1("!T!"#;!或 .0$"T
!"#;*双酶切重组质粒 ()*+I$6，酶切片段的大小和
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理论值一致，证明构建的载体正确；!"#$%!质粒含
有 %&’()* 抗性而不含卡那抗性，含重组 !"#$%!+ 载
体的大肠杆菌转化子获得 ,-*和 %&’()*抗性，也表
明构建的载体正确。改造后的表达载体 !"#$%!+（约
./0123）含有可插入外源基因的多克隆位点，适合于
构建外源基因的多拷贝表达盒。

! "! 含有不同拷贝表达盒重组载体的构建［##］、转
化子表型筛选和阳性克隆鉴定

将 45678克隆表达载体 !"#$%!+ 上，获得含有
+个拷贝表达盒的 !"#$%!+945678 重组表达载体，
酶切分离出单个表达盒，连续亚克隆，分别构建出

+、:、0、1个拷贝含 45678基因表达盒的重组载体。
+、:、0、1个拷贝表达盒重组载体经!"#;"<!$%#双
酶切分析结果显示，表达盒的大小分别为 :=003!、
>=113!、1=??3!、+:+?@3!，与预期结果一致。
线化含有 +、:、0、1 拷贝表达盒的重组载体，分

别转化 AB++C菌株，转化子转移到平板上进行表型
筛选，获得 DEFG转化子。用 45678的 0H和 CH端引
物对转化子总 67I进行 "$J扩增，得到一条与目的
基因（0C.3!）相同的片段，未转化菌总 67I不能扩
增出该片段，证明线化的表达质粒已经整合到宿主

的基因组中，利用该方法可以筛选鉴定重组子，排除

假阳性。

图 # 含不同拷贝数表达盒的转化子表达产物 $%$&
’()*分析
8)KL+ B6B9"IAM -*-NOP)P ’Q R4& &S!T&PP)’* !T’UV(R ’Q RT-*PQ’TW-*RP

X)R4 U)QQ&T&*R (’!)&P ’Q &S!T&PP)’* (-PP&RR&P

+ Y 0/ $’*U&*P&U (VNRVT-N PV!&T*-*R-*R ’Q RT-*PQ’TW-*RP X)R4 1，0，: (’!)&P

’Q &S!T&PP)’* (-PP&RR&P；>/ $VNRVT-N PV!&T*-*R-*R ’Q RT-*PQ’TW-*R X)R4 +

(’!O ’Q &S!T&PP)’* (-PP&RR&；C/ $VNRVT-N PV!&T*-*R-*R ’Q &’()’" *"+,-.’+；

1/$VNRVT-N PV!&T*-*R-*R ’Q &’()’" *"+,-.’+ RT-*PQ’TW&U 3O !"#$%!；

D/ D-T2&T L

! "+ 表达产物的 $%$&’()*检测
挑取经过筛选的阳性克隆菌株进行诱导表达，

连续诱导 1U，取培养上清液制备样品，+CZ B6B9
"IAM分析，结果显示（图 +）含 +、:、0、1拷贝 45678
基因表达盒的转化子诱导第 CU表达产物的电泳分
析结果，分析表明，不同拷贝的转化子在 +>26都有

一条特异性的蛋白条带；电泳图谱经扫描、电脑软件

5-*UP(-*分析表明，第 > 泳道的单拷贝表达盒转化
子表达的目的蛋白占总分泌蛋白的 +>/0Z，第 0泳
道的 :拷贝表达盒转化子表达的目的蛋白占总分泌
蛋白的 +1/+Z，第 :泳道的 0拷贝表达盒转化子表
达的目的蛋白占总分泌蛋白的 +./1Z，第 +泳道的
1拷贝表达盒转化子表达的目的蛋白占总分泌蛋白
的 :1/:Z，1拷贝表达盒转化子表达量比单拷贝提
高了约 @0Z，达到 :=WK<[左右，说明在培养条件一
致的情况下，含不同拷贝数表达盒重组载体的转化

子表达量随着拷贝数的增加而增大。

超声波破碎菌体，离心，取上清液制备样品，

B6B9"IAM分析，结果显示，在目的蛋白大小位置，有
微弱的条带，表明有少量未分泌的蛋白存在，与外分

泌的蛋白相比，所占比例较小，表明绝大部分的目的

蛋白被分泌到细胞外。

图 ! 含不同拷贝数表达盒的转化子表达产物的 *,-$(
8)KL: M[#BI -*-NOP)P ’Q R4& &S!T&PP)’* !T’UV(R ’Q RT-*PQ’TW-*RP X)R4

U)QQ&T&*R (’!)&P ’Q &S!T&PP)’* (-PP&RR&P

! ". 表达产物的 *,-$(和/012034 5672鉴定分析
取第 C 天的表达上清液进行 M[#BI 和 \&PR&T*

3N’R检测，取 >种不同拷贝的表达盒转化子各 C个，
诱导培养，用第 CU 的上清液作为样品，进行 M[#BI
分析，以各种类型的转化子 />?C值的平均值对其表

达盒拷贝数作图（图 :）。阴性对照 />?C读数平均值

为 =/+01，以 "<7!: 作为判断阳性的依据，分析 :=
个转化子上清液 M[#BI测定数据，结果表明 :=个转
化子均为阳性克隆，证明不同拷贝表达盒转化子均

得到分泌表达。它们 />?C值的分布表明高拷贝数表

达盒转化子的表达量较高，同时也说明上清样品中

含有能与抗 45678的特异性抗体产生结合反应的
活性产物 45678。表达产物 \&PR&T* 3N’R 检测结果
显示（图 0），在 +>26附近有一条杂交带出现，表明
该条带具有人脑源性神经营养因子抗原活性，反映

转化子在甲醇诱导条件下表达了目的蛋白。分子量
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的测定根据标准分子量的大小对其 !"!#$%&’胶中
迁移的距离的对数作图，可以计算出表达产物的分

子量，大小与目的蛋白分子量一致，约 ()*"。

图 ! 表达蛋白的"#$%#&’ ()*%检测
+,-./ 0123145 6783 9597:2,2 8; 3<1 1=>4122,85 >48?@A3

(BC94*14；DB’=>4122,85 >48?@A3 8; <E"F+ -151；/BG853487 .

! 讨论
人脑源性神经生长因子（<E"F+）是一种在神经

系统发育、成熟过程中维持神经元功能和在神经元

损伤后的再生修复、防止神经细胞退行性病变等多

方面发挥重要作用的细胞因子，其治疗作用在神经

细胞培养和动物实验研究中得到证实，在!期中虽
然没有得到其能够治疗脊髓侧索硬化症（%H!）的结
论，但是经分析，可能的原因是多方面的，给药途径

和时机，以及其他未知的辅助因素，都有很大影响；

另外，E"F+对帕金森病、亨廷顿病以及神经损伤的
治疗效果，还有待证实，这都要求对 E"F+进行更加
深入的研究。近年来，对其信号通路、生物学作用机

制和受体的研究成为热点，相信随着对其了解的增

加会促使其早日走向临床治疗。由于 E"F+天然的
来源十分有限，制约了对其进一步深入研究和临床

应用，因此，利用基因工程手段表达 E"F+有重要的
研究和应用价值。

甲醇酵母表达系统是一类最近发展十分迅速的

外源蛋白质生产工具，同时具备原核生物的生长快，

易于操作的特点和真核生物的翻译后修饰的功

能［(/，()］，毕赤酵母表达系统是甲醇酵母表达系统类

型中比较成熟的一个表达系统，因而其使用最为广

泛，有许多蛋白质和多肽在该系统中成功表达并且

获得较高的表达量［(I］。甲醇酵母表达系统的载体

分为胞内表达和分泌表达两种，其中分泌性表达的

载体具有表达量较高、糖基化完全、高级结构形成正

确、后续分离纯化程序比较简单的优点，因而使用更

普遍。影响工程菌表达量的因素有很多，外源性因

素如培养基成份、酸碱度和培养温度、通气量等，内

源性的影响因素主要是目的基因特性和数量，虽然

研究表明，基因的数量与表达量之间没有必然的联

系，很少数的试验发现增加基因的数量表达量反而

降低，但更多试验证实，相当数量的目的基因可以提

高表达量。为了提高 <E"F+ 的表达量和避免
>%JK(L载体胞内表达、克隆位点单一的不足，利用
毕赤酵母 >$MGN"分泌型载体可以体外构建多拷贝
表达盒的特点，对其进行改造，实现了 <E"F+在毕
赤酵母表达系统中的多拷贝表达。对比发现，在其

他培养条件相对一致的情况下，<E"F+表达量在多
拷贝基因情况下比单拷贝有不同程度的提高，而工

程菌的生长无异常；由于表达盒过多会造成重组载

体过于庞大，会给构建和转化以及在酵母中的整合

带来困难，因此，本研究最多构建了含有 O个表达盒
的重组载体，表达盒的数目继续增加是否能提高表

达量，还有待研究。实验表明，使用新载体进行基因

操作，无论基因操作还是克隆筛选，效率都有明显提

高。用该载体构建 <E"F+多拷贝基因在毕赤酵母
表达系统中表达成功，而且产物绝大部分分泌到培

养基内。进一步的检测表明，表达的蛋白质具有免

疫学活性，分子大小与国外报道的 <E"F+的分子量
一致，也证实了该载体的可利用性，同时为 <E"F+
的深入研究和应用提供了条件。
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生活垃圾综合处理原理与技术（专著）

郭长军，许传森，李泽泉，编著；";;<年 !!月黑龙江人民出版社出版
@#YN4J";_J;;7_UJ9\T[_；字数："[万字；开本：大 9"开；印数：9;;;册；定价："U8;;元

读 者 对 象

大专院校相关专业师生、市容环境卫生管理部门、从事城市垃圾处理的相关单位，以及所有关心城市垃圾处理工作的社

会各界读者。

内 容 简 介

环境保护是我国的基本国策，而城市垃圾处理是城市环境保护的重要内容，也是衡量城市文明程度和城市管理水平的重

要标志之一。近几年来，我国的大部分城市都正在积极的进行城市生活垃圾处理工程的探索和实践，但由于国内无系统的垃

圾处理理论和少有成功的实例，而从国外引进的卫生填埋、堆肥、焚烧发电三大处理方式均不合中国国情。照搬国外垃圾处

理方式建设的处理厂，败多成少，造成不小的浪费。至今，全国城市垃圾无公害化处理率尚不足 ";]，在全球重视环保的今
天，城市垃圾处理工作任务十分迫切，任重而道远。

为探索适合中国城市生活垃圾处理的科学方案，在省市有关领导支持和参与下，黑龙江高维企业集团于今年 7月召开了
全国首次“城市生活垃圾处理方案研讨会”。来自中国科学院、清华大学、哈尔滨工业大学、国家发改委、机械部、中石化的专

家进行了认真热烈的研讨，确定综合处理方式是适合中国国情的最佳方式，是与卫生填埋、堆肥、焚烧发电三大方式并列的第

四种新方式。

本书将依据研讨会学术成果，系统论述生活垃圾综合处理方式的基本原理和使用技术，明确阐述其内涵和外延。全书共

分七章 9;节。
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