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高比活人睫状神经营养因子突变体基因的构建

及其在巴斯德毕赤酵母中的表达

赵洪亮 薛 冲 熊向华 张 伟 刘志敏"

（军事医学科学院生物工程研究所 北京 6%%%B6）

摘 要：人睫状神经营养因子（DE/4F）及其突变体有望成为治疗肥胖症的新型药物。为了减少 DE/4F的副反应，提
高其疗效，在 DE/4F四重突变体 1G6"（H6#I）的基础上引入 J6&"KLM6&&N突变，构建了高比活的 KN51G6"（H6#I）突
变体。体外和体内实验表明 KN51G6"（H6#I）的活性约是 1G6"（H6#I）的 " 倍。同时体内实验还发现 KN51G6"
（H6#I）的作用比 1G6"（H6#I）更为持久。这种更为持久的作用可能是由于活性提高而非半衰期延长引起的。高比
活的 DE/4F突变体一方面可以在保证疗效的前提下减少蛋白用量，减少副反应；另一方面可以在不增加副反应的
前提下增加最大耐受剂量，提高疗效，在临床应用上具有潜在的优势。
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睫状神经营养因子（E;);:OP -.,O(QO(?D;A R:AQ(O，
E/4F）最初由于其具有促进鸡胚睫状体神经节副交
感神经元的存活而被发现和得名［6］。最近研究表明

E/4F可以作为一种天然的 S.?Q;-类似物（模拟物），
从而有效地绕过 S.?Q;-耐受，在治疗肥胖症上显示
出了良好的应用前景［$］。

但是临床研究发现 E/4F的副反应较大：在治
疗运动性神经元疾病肌萎缩侧索硬化症（1SJ）时，
高剂量组（#%!TLUT）中大约有 &%V的病人因不能耐
受副反应而必须终止治疗或减少用药剂量［#］。临床

实践证明提高重组蛋白药物的比活性是减少副反应

和提高药物耐受性的一种有效手段。以干扰素为

例：常人对常规干扰素的最大耐受剂量为 6%%%万单
位，而对比活为常规干扰素 " W 6%倍的复合干扰素
的最大耐受剂量可达 #%%%万单位。
为了减少 E/4F的副反应，研究人员采用不同

的策略对天然人 E/4F分子进行了改造，获得了不
同的 E/4F高比活突变体。X:-:P(Q:Q(@ 等利用大鼠
E/4F的活性比人 E/4F高的性质，对人 E/4F进行
了“鼠源化”改造，发现将人 E/4F的 &$位 M替换为
大鼠 E/4F分子相应位置的 H后比活即可提高 ! W "
倍。H.T.-.O(- 公司在此基础上用 1): 替换 6& 位的
EP@，并缺失了 E末端的 6"个氨基酸，发明了 DE/4F

的一个三重突变体 1G6"。与天然 DE/4F 相比，
1G6"具有更高的生物学活性，更好的稳定性和可溶
性［6］。目前 1G6"已完成肥胖症的 YYY期临床实验，
并取得了统计学上具有显著性差异的结果［!］。

1G6"（H6#I）是本实验室构建的 I8G$ 蛋白酶抗性
的 1G6"突变体［"］。1G6"（H6#I）比 1G6"更适合在
酵母表达系统中进行表达。J:TT;( 等利用盒式突
变，噬菌体表面展示及受体亲和力筛选等方法发现

J6&"KLM6&&N突变能使 E/4F的比活提高 "倍，并把
此高比活的突变体命名为 KN5E/4F［&］。为了进一步
提高 DE/4F 的比活，在 DE/4F 四重突变体 1G6"
（H6#I）的基础上引入 J6&"KLM6&&N 突变，构建了
KN51G6"（H6#I）突变体，并对其体外和体内活性进
行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 质粒、菌株、细胞株：表达载体 ?XYE751G6"
（H6#I）由本课题组构建，巴斯德毕赤酵母宿主菌
（!"#$"% &%’()*"’）ZJ66" 购自 Y->;QO(T.-公司，大肠杆
菌（+’#$,*"#$"% #)-"）4Z6 为本室保存。DE/4F 突变
体测活用细胞 4F56由本室保存。
!"!"# 培养基：3[Z\培养基：6V酵母抽提物，$V



胰蛋白胨，!"#$%&’(，$)!*+ , %生物素，!%甘油，
*"!-./01 234"* 磷酸钾缓冲液；(55& 培养基：!%
酵母抽提物，6%胰蛋白胨，!"#$%&’(，$ 7 !*+ , %生
物素，*",%甲醇，*"!-./01 234"*磷酸钾缓冲液；发
酵罐基础盐培养基：8,%磷酸 64"9-1，:;<=$ *">#?，

@6<=$ !8"6?，5?<=$ A 936 = !$">?，@=3 $"!#?，甘油

$*?，定容至 !1；BC5!微量元素：:D<=$ A ,36 = 4"*?，

’;E *"*8?，5?<=$ A36 * #"*?，二水合钼酸钠 *"6?，硼

酸 *"*6?，:.:/6 *",?，FG:/6 6*"*?，HI<=$ A 936 =
4,"*?，生物素 *"6?，硫酸 ,"*-1，定容至 !1。
!"!"# 主要试剂和仪器：限制性内切酶 !"#J!，
$%#!，&’("为 C;@;J;公司产品；)*+ K’L聚合酶
购自华美生物工程公司；2MD K’L 聚合酶购自上海
生工生物工程有限公司；酵母抽提物、蛋白胨购自

=)N.O公司；酵母基本氮源 &’( 购自 KNMP. 公司；重
组人 :’CH（QR:’CH）及羊抗人 :’CH 多克隆抗体购
自 JSK TUTVI-T公司；其余试剂为国产或进口分析纯
试剂。BQ.TV;Q层析仪为 W;QN;G公司产品；<D2IQOI)9,
2QI2 ?Q;OI（6404*）层析柱为 BR;Q-;PN; 公司产品；
WNX;H/.Y,*超滤膜包（截留分子量为 !*ZK）购自
WNX;TPNIGPI公司。
!"!"$ 引物：（!）,[\:::C:]L]LLLL]L]:CCC:L
:L]L]:LCC:L::]:C]L::::C:L::]CLL]]L:\#[；
（ 6 ） ,[\]]]LLCC::CLCCL:::L]C:C]LC]L]LL]
LLLC]LLL:]LL]]C:LC]]LC]]L::CCL:C]C::L
]C]]C:LL]:C:\#[。

图 ! %&’()!*（+!#,）与天然 -./01的序列比较
HN?A! <I^DIGPI ;/N?G-IGV .M K3\L_!,（J!#@）;GO YN/O VU2I R:’CH

!"2 %&’()!*（+!#,）基因克隆和表达载体构建
用引物 !，6以 L_!,（J!#@）基因为模板扩增出

K3\L_!,（J!#@）基因。B:J反应体系（,*#1）：L_!,
（J!#@）基因（!2-./01）!#1，O’CB（!*--./01 I;PR）
!#1，引物 !和 6（#*#-./01）各 6#1，!* 7缓冲液 ,#1，
2MD酶 ,‘，OO36 = $*#1。B:J 反应条件：>$a #*T，

4*a #*T，96a !-NG，#* 个循环。B:J 扩增的 K3\
L_!,（J!#@）基因经 $%#!和 !"#J!双酶切后克隆
至经同样双酶切的 2BE:> 载体中，构建表达载体
2BE:>0K3\L_!,（J!#@）。
!"# 酵母宿主菌的转化，表达菌株的筛选及工程菌
发酵实验

按 E’WECJ=]b’公司说明进行。
!"$ %&’()!*（+!#,）的纯化
先用超滤膜包把培养上清浓缩 !* 倍，然后用

<D2IQOI)9,进行凝胶过滤层析。凝胶过滤所用缓冲
液为 B(<，*"!%CYIIG8*。
!"* ()!*（+!#,）的促细胞存活活性测定
利用 CH\!细胞测定 K3\L_!,（J!#@）的促细胞

存活活性，具体方法参考文献［4］，但最后不是用# 3
掺入法而是用 5CC检测存活的细胞数量。
!"3 动物实验

!*\!6周昆明小鼠用鼠蛋白料饲养至连续 #O体
重恒定后随机分组，每组 , 只，分别接受 L_!,
（J!#@）及 K3\L_!,（J!#@）治疗。各组经皮下注射
不同剂量的 L_!,（J!#@）和 K3\L_!,（J!#@），每只
小鼠每次注射 *"6-1。每隔 6$R测量小鼠体重及摄
食。

2 结果

2"! %&’()!*（+!#,）基因的克隆和序列分析
合成了一条长引物（引物 6）将 L_!,（J!#@）:

末端第 !4,和 !44位氨基酸从 <c变为 K3。用引物
!，6 以 L_!,（J!#@）基因为模板扩增出 K3\L_!,
（J!#@）基因。将 K3\L_!,（J!#@）基因克隆至 2BE:>
载体中后，用 ,[ L=_ 引物对表达载体 2BE:>0K3\
L_!,（J!#@）进行 K’L测序。将 K3\L_!,（J!#@）的
核苷酸序列翻译为氨基酸序列后与天然 R:’CH 进
行了序列比较（图 !）。K3\L_!,（J!#@）共含有 ,处

#>## 期 赵洪亮等：高比活人睫状神经营养因子突变体基因的构建及其在巴斯德毕赤酵母中的表达



突变：!"#$，%"&’，(&)!，*"&+,-("&&.，/01%"+，其作
用分别是 $23)蛋白酶抗性，增加稳定性，提高活性
和增加可溶性。

!"! #$%&’()（*(+,）表达菌株的筛选
表达载体 456%7-,.8’3"+（!"#$）用 !"#!线性

化后，经电击转化巴斯德毕赤酵母宿主菌 9*""+。
随机挑取 # 株转化子在摇瓶中进行了诱导表达实
验，待诱导至 &:;后取 )::"<上清经 =%’沉淀浓缩
后进行 *,*85’92，电泳结果表明（图略），# 号转化
子在分子量为 ):>,处有明显的表达条带。为了进
一步确定该表达条带就是 ,.8’3"+（!"#$）基因的
表达产物，又进行了 ?0@A0BC D1EA验证（图 )），结果表
明该分泌蛋白能与抗 ;%F=G 多克隆抗体发生免疫
反应。

图 ! #$%&’()（*(+,）的-./0.12印迹分析
GHIJ) ?0@A0BC D1EA KCK1L@H@ EM ,.8’3"+（!"#$）

NJ NKB>0B；" J ’3"+（!"#$）；) J ,.8’3"+（!"#$）J

!"+ &’()（*(+,）在 )3发酵罐上的表达及表达产
物的纯化

挑取 #号转化子接种至 )::O< P5,培养基中，
#:Q，)::B-OHC培养 )R;，使其 $%&::达到 + 左右，然
后接种至起始装量为 )S+<的基础盐培养基的 +<发
酵罐中（在接种以前用氨水将基础盐培养基的 4.
值调至 +S:，并加入 ""O< 5=N"微量元素）。在温度

为 #:Q，4.值为 +S:的条件下培养大约 ):;即可观
察到溶氧反弹，表明基础盐培养基中的甘油已被耗

完。此时以流速 )+O<-; 补加 +:T甘油（含 ")O<-<
5=N"微量元素），补加 U;后 $%&::可达 "::左右，此
时停止补加甘油，以 #O<-; 的流速补加甲醇（含
")O<-< 5=N"微量元素）。补加甲醇 );后可观察到
溶氧下降，表明工程菌的 ’V3 启动子已被诱导表
达。此后每 ); 使甲醇的流速增加 +:T，直至溶氧
下降至 ):T左右，并维持此流速直至发酵结束。
取诱导前及不同诱导时间的 ):"< 上清进行

*,*85’92分析，结果见图 #（"，)，#泳道）。

在发酵罐上由于菌密度的大幅度提高（$%&::可

达 )::以上，而摇瓶培养时只能达到 ):左右），表达
量显著增加，在诱导 "R; 后表达量即达 "::OI-<左
右。但是在发酵过程中我们观察到随着诱导时间的

延长工程菌的死亡率和表达产物的降解明显增加

（结果未显示）。最近 <KDEB/0等在毕赤酵母中表达
绵羊 <04AHC时也观察到了类似的现象，并认为是由
于 <04AHC 的表达对工程菌的代谢压力（N0AKDE1HW
@AB0@@）使菌体裂解［U］。<KDEB/0等通过将发酵过程的
4.值降为 #S) 来防止降解的发生，使表达量达到
R:)OI-<。但是我们发现在如此低的 4. 值下 ,.8
’3"+（!"#$）的表达量只能达到 ):OI-<左右，这表
明了虽然 %F=G 和 <04AHC 具有相似的结构与功能，
但两者在低 4.值下的稳定性却有较大差异。为了
尽量减少降解，我们将诱导时间控制在 "R;。发酵
实验一方面表明了巴斯德毕赤酵母高表达的潜力，

另一方面也表明了高密度高表达时发酵过程控制的

难度。

由于毕赤酵母在分子量为 ):>,左右的分泌背
景蛋白较少，用超滤浓缩和凝胶过滤对 ,.8’3"+
（!"#$）进行了分离纯化，结果见图 #（R，+泳道）。

图 + #$%&’()（*(+,）在 )3发酵罐上的表达及表达产
物的纯化

GHIJ# 2X4B0@@HEC EM ,.8’3"+（!"#$）HC +< M0BO0CAEB KC/ HA@ 4YBHMHWKAHEC

NJ <N? 5BEA0HC NKB>0B；"J Z0MEB0 HC/YWAHEC；) KC/ # J R;，"R; 4E@A8HC8

/YWAHEC；RJ %ECW0CABKA0/ @Y40BCKAKCA；+J 21Y0CA MBEO *Y40B/0XU+ I01 MH18

ABKAHEC W;BEOKAEIBK4;LJ

!") #$%促 45%(细胞存活活性的测定
在含有 +:CI-O<的 ;%F=G受体胞外区的测活体

系中分别测定了 ,.8’3"+（!"#$）和 ’3"+（!"#$）的
促 =G8" 细胞存活活性，结果表明（图 R）,.8’3"+
（!"#$）的活性在 ’3"+（!"#$）的基础上又提高了大
约 +倍。
!"6 动物实验
每天注射不同剂量的 ,.8’3"+（!"#$）和 ’3"+
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图 ! "#$%&’(（)’*+）促 ,-$’细胞存活活性的测定
!"#$% &!’( )*++ ,-./"/0+ 1"20,,03 24 56’78(9（:(;<）

（:(;<），发现对昆明小鼠的体重有影响（图 9’7）。
(=>?#@A# 剂量组的 78(9（:(;<）的治疗效果与
B=;?#@A#剂量组的 56’78(9（:(;<）的治疗效果相
近，因此 56’78(9（:(;<）的减肥效果大约是 78(9
（:(;<）的 9’C 倍。每隔一天注射 56’78(9（:(;<）
和 78(9（:(;<）治疗效果见图 9’D。接受 (=>?#@A#
的 78(9（:(;<）治疗后，小鼠体重在 %EF 内开始反
弹，而接受相同剂量的 56’78(9（:(;<）治疗后，小
鼠体重在 %EF内保持持续下降。以上结果表明 56’
78(9（:(;<）突变体不但具有比 78(9（:(;<）更强的
减肥作用，而且其作用还更持久。

图 ( （%）每天注射不同剂量的 "#$%&’(（)’*+）和 %&’(（)’*+）后昆明小鼠体重的变化；
（.）隔天注射 "#$%&’(（)’*+）和 %&’(（)’*+）后昆明小鼠体重的变化

!"#$9 （7）G44*)H 24 I0"+3 "JK*)H"2J 24 56’78(9（:(;<）0JI 78(9（:(;<）2J HF* 12I3 L*"#FH 24 <M ?")*；

（D）G44*)H 24 */*.3 2HF*. I03 "JK*)H"2J 24 56’78(9（:(;<）0JI 78(9（:(;<）2J HF* 12I3 L*"#FH 24 <M ?")*

! ! N B=B9 /, 78(9（:(;<）；!! ! N B=B( /, 78(9（:(;<）$

* 讨论

OP&!是一个属于 QR’C家族的具有 %条螺旋索
的细胞因子，其受体由 ; 个成员组成，分别是
OP&!:!，#S(;B和 RQ!:"。与此相对应，OP&!分子上
有 ;个受体结合位点，分别是位点 (，位点 T和位点
;。位点 (由 7D环的 O’末端及螺旋 5的 O’末端组
成；位点 T由位于 7，O螺旋的氨基酸残基组成；位
点 ;由 7螺旋的 O’末端，7D环的 P’末端，DO环，以
及 O5环的 O’末端和 5螺旋的 P’末端组成，这些位
点虽然在一级结构上相隔甚远，但都位于螺旋索的

同一端［E］。

UCT:，及 V(C95@U(CC6突变分别位于构成位点
(的 7D环的 O’末端及螺旋 5的 O’末端 $虽然这两
个突变都能提高人 OP&!对于其特异性的 OP&!:!
受体的亲合力，并使其比活提高 9倍左右，两者之间

还是存在细微的差别：UCT:能同时提高 OP&!:!依
赖及 OP&!:!非依赖的活性，而且对前者的作用更
为明显；而 V(C95@U(CC6突变仅能提高 OP&!:!依
赖的活性［W］。两者在性质上的差异提示两者之间在

提高 OP&!活性上可能具有不同的机制。本研究通
过体外的细胞水平和实验动物体内实验证明了组合

突变体 56’78(9（:(;<）的比活是起始分子之一
78(9（:(;<）的 9 倍左右。本研究虽然未对 56’
78(9（:(;<）与另一起始分子 56’OP&!进行直接的
比较，但 X+20#-*J等的研究表明 56’OP&!的活性与
78(9（:(;<）相近，都比天然 OP&!分子提高了 9倍
左右［(B］，因此 56’78(9（:(;<）的活性比任一起始分
子（78(9（:(;<）或 56’OP&!）都高 9倍左右，比天然
的 FOP&!分子提高了 TB倍以上。
在本研究中还观察到 56’78(9（:(;<）突变体

不但具有比 78(9（:(;<）更强的减肥作用，而且其
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作用还更持久。虽然目前没有药代动力学数据，但

通过点突变改变蛋白药物药代动力学性质的可能性

不大。因此这种更为持久的作用不是由于半衰期的

延长造成的，而是由于 !"#$%&’（(&)*）具有更高的
比活，在较低的血药浓度下仍然可以发挥生物学活

性，因此相对地延长了有效作用时间，从而使其疗效

更为持久。

高比活的 +,-./突变体一方面可以在保证疗
效的前提下减少蛋白用量，减少副反应；另一方面可

以在不增加副反应的前提下增加最大耐受剂量，提

高疗效，在临床应用上具有潜在的优势。
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