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猪白细胞介素!" 在巴斯德毕氏酵母（.&"/&$ 0$1#(’&1）中的分泌表达
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摘 要：白细胞介素 &（1-B.J).,K>-0&，1L0&）是一种具有多种生物学效应的细胞因子，在疾病诊断与疫苗佐剂领域有

广阔的应用前景。在本试验中，猪白细胞介素0&（D1L0&）的 FM/N 序列被克隆入甲醇酵母（!"#$"% &%’()*"’）分泌表达载

体 DO1P;Q 中，并转化入 ! * &%’()*"’ R366" 菌株。其重组菌株 R366"SDO1P;Q01L& 经 6T 甲醇诱导后，能分泌表达分子

量约为 $!U"QM 的重组蛋白，V.WB.J- E)(B 确证为 D1L0&。该酵母表达产物无 / 端糖基化修饰。用依赖 1L& 生长的 4;
细胞株检测提纯后的 D1L0&，其生物学活性可达 5 X 6%! 1YS=Z。
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相关 1L0& 的研究，最早可追叙到 6;5% 年 V.>W0
W.-E9F? + 等人［6］对两种干扰素分子的克隆报道，当

时他们将其称为干扰素!$（1-B.J\.J(-!$，12/!$ ）。在

随后的研究中，人们发现后来克隆到的一些生长因

子，诸如 4 细胞刺激因子 $，浆细胞瘤生长因子，肝

细胞刺激因子，细胞毒 7 细胞分化因子等，包括最初

报道的干扰素!$，实为分子量约在 $6 ] #%KM 的同一

种蛋白，后来统一命名为白细胞介素 &［$］。由此可

见，1L0& 是一种具有多种生物学效应的细胞因子，在

调节免疫应答，调节造血系统，诱导急性蛋白，调节

肿瘤生长，调节神经内分泌系统等方面均起了重要

的作用［#］。其中在调节免疫应答方面，1L0& 作为 4
细胞刺激因子，能促进 4 细胞增殖分化，并诱导活

化后期的 4 细胞大量合成分泌型 1Z 的 =^/N，从而

增加 1Z（1Z_、1ZR 和 1ZN）的分泌［! ] &］。同时，1L0& 也

能诱导 7 细胞活化增殖，在抗原或丝裂原的刺激 7
细胞时，提供 7 细胞增殖的第二信号；能促进胸腺细

胞及亚剂量 O‘ 刺激的外周血 7 细胞增生；促进 7
细胞产生 1L0$ 及表达 1L0$^［8 ] ;］。可见，1L0& 参与了

整个免疫体系的反应，包括体液免疫与细胞免疫。

另外，体内 1L0& 水平异常与许多疾病相关，是动物

机体一个主要的全身性报警信号［6%］。因此，1L0& 作

为一种多效性细胞因子，在疾病诊治与疫苗佐剂领

域有广阔的应用前景，近年来愈来愈受到科学界的

重视。

$%世纪 ;% 年代以来，巴斯德毕氏酵母（ !"#$"%
&%’()*"’）表达系统作为生产外源蛋白的一种重要的

宿主系统已经得到了广泛地应用。酵母作为单细胞

生物，保留了细菌表达体系的易操作与生长快的优

点，同时又具有真核表达体系的蛋白加工修饰功能。

而以 ! * &%’()*"’ 为代表的甲醇酵母更以其稳定性及

高表达量获得众多科学研究者的亲昵［66］。目前已

报道有许多细胞因子在 ! * &%’()*"’ 中获得了高效表

达［6$ ] 6"］。在本试验中，我们成功构建了 ! * &%’()*"’
表达载体 DO1P;Q01L& 并在酵母菌 R366" 中获得了

分泌表达的 D1L0&，同时对表达产物进行了生物活性

分析。

# 材料和方法

# $# 材料

# $# $# 质粒和菌株：3Qa 01L& 质粒含有去除信号肽

片断，大小约 ""%ED 的成熟 D1L& 序列，由本室构建。

酵母表达载体 DO1P;Q 及 ! * &%’()*"’ 酵母 R366" 菌

株为 1-A>BJ(Z.- 公司产品，4; 细胞购自中国第四军医

大免疫学教研室。

# $# $% 生化试剂：各种限制性内切酶及 7! M/N 连

接酶、OP^ 试剂、M/N _9JK.J 均为 79Q9^9 产品；酵母

培养基成分 b/4，PNN 为 O>\F( 公司产品；蛋白去 /
端糖基化试剂 O/R9W. 2 和 M.-9B,J>-Z E,\\.J 为 4>(0
)9EW 公司产品；‘^O 抗兔二抗为华美公司产品；标准

J?1L0& 为 O.DJ(7.F? 公司产品，购至晶美生物工程有



限公 司；!"# 反 应 试 剂 盒 为 $%&’()* 公 司 产 品；

+$!,-./01，胎牛血清购至 2,345 公司；兔抗猪 ,6/
多抗由本室制备。

! "! "# 培养基：细菌用 63 培养基，每升含 .1) 胰蛋

白胨，7) 酵母浸出粉，7) 8*49。酵母用 !: 固体培

养基：每升含 .;<0) =83，1<0 ’) 生物素，>1) 葡萄

糖，.7) 琼脂粉；=$: 培养基：每升含 >1) 蛋白胨，.1)
酵母浸出粉，>1) :-葡萄糖；3!2= 培养基：每升含

>1) 蛋 白 胨，.1) 酵 母 浸 出 粉，1<.’&9 磷 酸 缓 冲 液

（?@/<1），.;<0) =83，1<0 ’) 生 物 素，.1’6 甘 油；

3!!= 培养基：每升含 >1) 蛋白胨，.1) 酵母浸出粉，

1<.’&9 磷酸缓冲液（?@/<1），.;<0) =83，1<0 ’) 生物

素，7’6 甲醇，.1) 4AA。

! "$ 重组质粒 %&’()*+’,- 的构建

#BC -,6/ 用 !"#+!与 $# D!双酶消化，将 ,6/
片断连入进行相同酶切的 ?$,4EB 中。转化大肠杆

菌（!%"&’()"&)* "#+)）:@7"感受态细胞，挑取单菌落，

小量制备重组质粒 ?$,4EB-,6/，酶切鉴定。

!.# 重组质粒 %&’()*+’,- 的转化

! "# " ! ?$,4EB-,6/ 的 转 化：取 7 F .1 G) 提 纯 的

?$,4EB-,6/ 用 ,*+!酶切线性化，电泳回收后置于

H >1I备用。依照 ,GJKD%&)(G 公司提供的方 法，用

1<.’&9L6 的 6K4. 致敏 - M .*%/#()% 2#..7 菌株。致敏

的 - M .*%/#()% 2#..7 菌株与线性化的 ?$,4EB-,6/ 混

和，在 71N $O2 与 >’)L’9 ## :8A 的辅助下，通过

0>I热激转化，最后涂布于 @KPH 的 !: 平皿上，置

>QI温箱培养 0 R。（具体方法参照 ,GJKD%&)(G 公司

提供的说明书）。

! "# "$ 酵母重组基因组的提取：0R 后挑取 @KPC 克

隆子，在 =$: 培养基中培养至对数生长期。依刘秋

云等［./］报道的方法提取重组酵母菌 2#..7LEB-,6/
基因组。主要步骤为：取 .<7’6 培养液，离心后用

.11#6 "O 重悬。加 >11#6 含 >N "%KD&G S-.11 与 .N
#:# 的裂解液，>11#6 苯酚L氯仿L异戊醇，;11’) 石英

砂混合后，振荡 >’KG。离心后取上清用乙醇沉淀，

"O 溶解后即可作为模板使用。

! "# " # 酵母阳性克隆子的 $4+ 鉴定：以提纯的重

组酵母菌 2#..7LEB-,6/ :8A 作为模板，以 7T端"-
U*VD&% ?%K’(%：7T-"A4"A""244A24A""24"24-;T 与 ;T
端 ,6/ 序 列 ?%K’(%：7T-"""4"42A2"2444A24"A4-
;T作为引物进行 $4+ 鉴定，拟扩增一段约 /11W? 的

片段。挑取一个空白表达载体 ?$,4-EB 转化的重组

菌 2#..7LEB 作为对照，进行相同处理。$4+ 反应体

系（71#6）：7<1#6 缓冲液（.1 倍储存液），7<1#6 !)49>

（>7’’&9L6），1<7#6 7T端"-U*VD&% ?%K’(%（71’’&9L6），

1<7#6 ;T端 ,6/ 序列 ?%K’(%（71’’&9L6），><1#6 R8"$P
（>’’&9L6 ），1<7#6 "*X*P(，>#6 模板，;0<7#6 RR@>5。

$4+ 反 应 条 件：E7I ;’KG；E0I .’KG，77I .’KG，

Y>I ;7 P，进行 ;1 个循环；Y>I .1’KG。扩增产物经

1<QN 琼脂凝胶电泳鉴定。

! "/ 重组酵母菌的表达和 0123145 6783 分析

将 $4+ 鉴定阳性的酵母菌 2#..7LEB-,6/ 接种

于 3!2= 培养基中，>QI摇菌培养至 01/11 为 .1，用

3!!= 稀释 .1 倍后继续培养，每隔 >0Z 补加 .N甲

醇用于诱导重组蛋白的表达。0R 后 .1111%L’KG 离

心 .1’KG，收集上清，经 .>N#:#-$A2O，硝酸银染色

检测外源蛋白的表达情况。[(PD(%G W9&D 分析采用半

干转膜法将 $A2O 中的蛋白转至硝酸纤维素膜上。

以兔抗猪 ,6-/ 多抗作为一抗，辣根过氧化物酶标记

的羊抗兔 ,)2 为二抗，:A3 作为底物进行显色。

! "9 : 端糖基化分析

将酵母菌 2#..7LEB-,6/ 的表达上清液在 :(G*-
D\%KG) W\UU(% 的作用下 .11I变性 .1’KG，再加 $82*P(
]（8-糖基水解酶）;YI放置过夜使其充分反应。将

反应前后的样品进行 #:#-$A2O，分析重组蛋白的糖

基化修饰情况。

! "- 蛋白浓缩和纯化

挑取重组菌 2#..7LEB-,6/，经 3!2= 复苏后，在

.11’6 3!!= 培养基中诱导培养。经多次试验证

实，2#..7LEB-,6/ 在诱导培养第 Q 天为表达量最高。

因此，在诱导培养 QR 后离心收集上清，缓慢加入固

体（8@0）> #50至终浓度为 0><7N。0I搅拌 >Z，使目

的蛋白充分盐析。再 .1111%L’KG 离心 .1’KG，收集盐

析出的蛋白质，用 .1’6 $3#（?@Y<>）溶解，装入透析

袋，0I搅拌透析 >R。后再用 $O2>1111 浓缩经透析

而稀释的样品，使其定容至 .1’6。浓缩了的蛋白取

少量进行 #:#-$A2O 检测，并用 3%*RU&%R 方法检测蛋

白浓度，剩余样品置 H Q1I备用。

!.; 生物学活性测定

参照文献［>］的方法，用依赖 ,6/ 生长的 3E 细

胞株检测 ?,6/ 的生物学活性。依据 3%*RU&%R 检测结

果，将提纯的蛋白 ?,6-/ 用含 7N ]3# 的 +$!,-./01
稀释 .7 倍，以 .1#)L’6 作为 ?,6-/ 样品的初始浓度，

在 E/ 孔板中进行 >Q 次倍比稀释；标准品 %Z,6-/ 以

.1 ,^L’6为起始浓度，同样进行 >Q次倍比稀释，每个

稀释度均设置 ; 个重复（.11#6 每孔）。另外再设 ;
孔细胞对照与空白对照。将 3E 细胞用 +$!,-./01
洗涤 > 次，除去培养基中残留的 ,6/ 成分，再以每孔
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!""!#（$"" 细胞数）加入试验孔中，在 %&’，()*培养

箱中连续培养 %+。在培养结束前 ,- 加入 *"!#./0。

%&’闭光作用 ,- 后，将 12 孔板取出，用酶标检测仪

在 !",1*处，以空白对照孔调零，检测各样品孔 !"
值，制备出样品曲线和标准曲线。将样品曲线与标

准曲线比较，确定表达产物的生物活性单位。

! 结果

!"# $%&’()*&+, 重组入酵母染色体的 %’- 鉴定

随机挑取在 .3 平皿中转化出的 4567 80!!$9
1:;<#2 与 80!!$91: 酵母单菌落，经 =>3 培养至对

数生长期，提取酵母 3?@ 作为模板进行 >(A 检测。

从图 ! 可见，80!!$91:;<#2 3?@ 均扩出一条特异性

很高的目的片断，而 80!!$91: 酵母菌无带。这表明

1:;<#2 已成功整合到 80!!$ 菌株染色体中。

图 # 重组酵母基因组 ./0 的 %’- 鉴定

B5CD! >(A EFG+HIJ6 GK <#;2 LMEN5K5O+ KFGM J-O POL6J COQGMO 3?@

! R ,：>(A EFG+HIJ6 LMEN5K5O+ KFGM J-O COQGMO 3?@ GK 80!!$91:;<#2；

$：>(A EFG+HIJ6 LMEN5K5O+ KFGM J-O COQGMO 3?@ GK 80!!$91:；.：3?@

MLFSOF（3#*"""）D

!"! $&+, 的表达和 1234256 7894 分析

挑取 80!!$91:;<#2 与 80!!$91: 酵母单菌落，用

!T甲醇连续诱导 ,+ 后取上清进行 030;>@8U，硝酸

银染色。结果表明，与空白菌比较，重组菌诱导表达

上清液在分子量约 *,V$ S3 处有明显特意性条带

出现，与预期的 <#2 分子量大小相符（图 *;@）。经

WO6JOFQ XNGJ 分析确证 80!!$91:;<#2 分泌表达了有

免疫活性的 E<#2（图 *;Y）。

图 ! 重组酵母上清的 :.:*%0;<分析及 =234256 7894 鉴定

B5CD* 030;>@8U LQ+ ZO6JOFQ XNGJ LQLNP656 GK FOIGMX5QLQJ POL6J 6HEOF;

QLJLQJ

! R $，[：0HEOFQLJLQJ6 GK 80!!$91:;<#2 5Q+HIO+ XP !T MOJ-LQGN；2，

&：0HEOFQLJLQJ GK 80!!$91: 5Q+HIO+ ,+ XP !T MOJ-LQGN；.：EFGJO5Q

MGNOIHNLF ZO5C-J MLFSOF D

!"> $&+, 的去 / 端糖基化分析

030;>@8U 结果表明，酵母菌 80!!$91:;<#2 的表

达上清液在用 >?8L6O B 处理前与处理后其蛋白分

子量没有发生变化，表明该酵母表达产物并未进行

? 端糖基化修饰（图略）。

! ?@ $&+*, 蛋白的浓缩和纯化

由于 E<#;2 在酵母菌 80!!$91:;<#2 中是分泌表

达的，酵母上清液中杂蛋白很少，这在很大程度上简

化了 E<#;2 的纯化步骤。首先用 ,*V$T的硫酸铵将

酵母 上 清 液 中 的 目 的 蛋 白 盐 析 出 来，再 用 >Y0
（E4&V*）透析出硫酸铵，辅以 >U8*"""" 进一步浓

缩。经 030;>@8U 检测证实经过该纯化步骤，E<#;2
浓度得到很大提高（图略）。用 YFL+KGF+ 方法检测浓

缩的蛋白浓度，可达到 "V!$MC9M#。

! ?A 表达产物的生物学活性鉴定

提纯的 E<#;2 以 !"!C9M# 作为初始浓度，标准品

F-<#;2 以 !" <\9M# 作为起始浓度，在 12 孔板中进行

*[次倍比稀释。比较样品曲线与标准曲线，得出在

获得 标 准 品 F-<#;2 最 大 !" 值 的 $"T（ !",1* ]
"V!$）时样品 E<#;2 稀释度与标准品 F-<#;2 稀释度相

差 *%。因而，推算出该纯化后的酵母表达产物 E<#;2
生物活性可达到 [ ^ !", <\9MC（图 %）。

图 > $&+*, 的生物学活性鉴定

B5CD% (ONN EFGN5KOFLJ5GQ L66LP GK Y1 IONN

0JLQ+LF+ F-<#2（!） ZL6 +5NHJO+ Z5J- EFON5M5QLFP IGQIOQJFLJ5GQ GK

!" <\9M#；EHF5K5O+ FOIGMX5QLQJ EFGJO5Q E<#;2（"）Z5J- EFON5M5QLFP IGQ;

IOQJFLJ5GQ GK !"!C9M#，IONN IGQJFGN（#）ZL6 IONN6 Z5J-GHJ <#;2V @IIGF+;

5QC JG J-O 6JLQ+LF+ IHF_O XP 6JLQ+LF+ F-<#2，J-O 6EOI5K5I <#2 LIJ5_5JP GK

J-O FOIGMX5QLQJ EFGJO5Q E<#;2 ZL6 ILNIHNLJO+ L6 [ ^ !", <\9MCD ULI-

EG5QJ FOEFO6OQJ6 J-O MOLQ ‘ 03 GK JF5EN5ILJO L66LPD

> 讨论

# D $%&’()*& 由于兼具原核与真核表达体系的优

点，是目前研究与应用最为广泛的外源蛋白表达体

系之一。自 !1[& 年由 8FOCC 等表达乙肝表明抗原

（4Y6@C）以来，已有数百种外源蛋白在 # D $%&’()*&
中获得表达，表达量 可 达 到 细 胞 总 蛋 白 的 $T R
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!"#［$%，$&］。本实验室也曾用 ! ’ "#$%&’($ 体系成功表

达了猪蓝耳病毒的 () 蛋白［$*］，伪狂犬病毒的 (+ 蛋

白［,"］，猪白细胞介素 ,［,$］等。在本实验中，我们制

备了 +-$$./*01)23 工程菌，能分泌表达出有生物学

活性的 4)213。

我们 原 先 构 建 了 酵 母 表 达 载 体 56.01)23（含

4)213 信号肽序列），尝试利用 4)213 自身信号肽序列

在 ! ’ "#$%&’($ 中进行分泌表达，但结果是诱导后菌

株既没分泌表达，也未在胞内形成重组蛋白。推测

其原因，估计是 4)23 信号肽序列不易被异源生物识

别，从而影响其在 ! ’ "#$%&’($ 中的表达。余兴龙等

在 4)213 在大肠杆菌中的表达报道中也有相关论

述［,,］。而 789989:;: 2 等人［,5］也阐述利用酵母蛋白

的信号肽引导表达的外源蛋白更稳定。因此，我们

重新构建 4<)=*01)23 表达载体，利用 4<)=1*0 载体

的!178>?@9 信号肽序列引导 4)213 的分泌表达。在

本实验中，重组菌 +-$$./*01)23 的诱导上清经 -A-1
<B+C 与 D:;?:9E FG@? 分析，证实分子量为 ,!6.HA 的

重组蛋白 4)213 确实在!178>?@9 信号肽的引导下被

分泌到 ! ’ "#$%&’($ 胞外。

据报道，外源蛋白在 ! ’ "#$%&’($ 表达体系中表

达量可达到 I(/2 级，像 J)=1$，达到 $ K ,I(/2［$,］；

9L)7M!1$，达到 56.I(/2［,!］；-)213N，为 $ K .I(/2［,.］。

在本研究中，我们用 !,6.#硫酸铵盐析1<O- 透析1
<C+,"""" 浓缩等初提方法，将 +-$$./*01)23 重组菌

诱导上清液浓缩 $" 倍后，用 O98PQ@9P 方法检测得浓

度为 $."I(/2。由此估算该 +-$$./*01)23 重组菌的

外源蛋白 4)213 的表达量约为 $.I(/2，产量相对较

高。而熊志洪在人 )213 的 ! ’ "#$%&’($ 表达研究中，

报道表达量可高达 "6!(/2［,3］。如用发酵罐进行大

量，高密度培养，外源蛋白在 ! ’ "#$%&’($ 表达体系中

的表达产量可 (/2 级，像破伤风毒素在发酵罐培养

下产量占总蛋白 ,%#，浓度高达 $,(/2［,%］；9RM7 占总

蛋白 5"#，浓度高达 $"(/2［$.］。如今后为生产用，改

用发酵罐进行 +-$$./*01)23 工程菌大量诱导表达，

估计表达量会有所上升。

我们构建 +-$$./*01)23 工程菌，旨在获得重组

蛋白 4)213 能作为兽用疫苗佐剂使用，因此，该表达

产物是否具有生物学活性是至关重要的。本实验

中，我们用 )213 依赖的 O* 细胞增殖试验来检测酵

母表达 产 物 的 生 物 学 活 性。根 据 已 知 的 商 品 化

9L)213 的活性单位，我们换算出该 +-$$./*01)23 工

程菌表达的 4)213 生物学活性可达到 & S $"! )T/I(。
下一步我们将直接将表达产物作为疫苗佐剂进行动

物试验，检测重组蛋白 4)213 在体内活性的发挥情

况。

本报道首次阐述了猪白细胞介素13 在酵母表

达体系中的表达，为进一步大规模生产猪白细胞介

素 3 蛋白提供了理论依据，为重组猪白细胞介素13
作为兽用疫苗佐剂研究打下基础。
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