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恶性疟裂殖子表面蛋白!合成基因在毕赤酵母中的表达
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摘 要 恶性疟原虫裂殖子表面蛋白!是当今疟疾疫苗主要的候选抗原。由于天然345!基因95含量异常高

（为21:），使得克隆全长天然基因无法实现。本文已全合成了6&7!基因（1/1$-;），解决了该天然基因在异源系

统中不稳定的问题。为制备大量6&7!重组蛋白进行疫苗有效性试验，本研究建立了6&7!基因在毕赤酵母中的

表达，将合成的6&7!基因克隆到毕赤酵母胞内表达载体;<8=4>?，构建了重组质粒;<8=4>?／,@;!，用电击转化毕

赤酵母得到重组转化子，经<=7证实6&7!基因已整合于毕赤酵母染色体中。含有重组表达质粒的毕赤酵母菌经

甲醇诱导后表达出全长6&7!重组蛋白。表达产物能与识别345!分子二硫键依赖构象表位的特异性单抗发生

很强的反应，表明6&7!重组蛋白至少在该表位构象上与天然蛋白一致。从毕赤酵母中分离得到大量6&7!为开

展该蛋白的结构与功能，特别是测定其疟疾保护性免疫提供可能。
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疟原虫裂殖子表面蛋白!（BC<!）是分子量约

#$$D6的糖蛋白。由于该抗原能诱导很强的疟疾保

护性免疫［!0?］，因而被认为是当今疟疾疫苗主要的

候选抗原。然而，由于该抗原基因95含量异常高

（为21:），使得该基因在异源系统中极不稳定，至

今仍无法克隆到完整 345!基因。我们已成功地

全合成了1/1$-;6&7!基因，该合成基因的95含

量降为??:，并能稳定存在于多种异源系统中［"］。

本文报道了在毕赤酵母中表达出全长6&7!重组蛋

白。

! 材料与方法

!"! 材料

大肠杆菌（8&0"%*#0"#+0(,#）6E?!、质粒;F’G+0
@H.I;JD@／K为本实验室保存；毕赤酵母（5#0"#+7+&9
/(*#&）CB6!!"3和质粒;<8=4>?购自8L*IJ.&M+L公

司。限制酶、516)9连接酶购自<.&,+MN，BF8，FI0
&’N-@ 公 司；5NO6)9 聚 合 酶 购 自 F&+.ILM+.
BNLLP+I,公司，测序试剂盒购自<.&,+MN公司，质

粒抽提试剂盒购自A89QR)公司，其它生物化学试

剂购自本市试剂商店。

!"# 方法

!"#"! 分子克隆、<=7扩增、质粒抽提、酶切、片段

回收、连接、转化、琼脂糖电泳、核酸序列分析等均参

照《分子克隆实验指南》手册或相应试剂盒说明书进

行。

!"#"# 重组质粒转化入酵母细胞及鉴定：毕氏酵母

菌株CB6!!"3单克隆菌入S<6培养基（!:酵母

浸出粉、#:多聚蛋白胨、#:葡萄糖）中培养至:;
值!>?后离心收集菌体、用电穿孔法进行转化，转化

菌液涂布于76F平板（!3>":山梨醇，#:葡萄糖，

!>41:S)F，$>$$$$1:生物素，$>$$?:多种氨基

酸混合液）4$T培养直至转化子出现。

!"#"$ 重组质粒在毕赤酵母中的诱导表达：将含有

重组表达质粒的CB6!!"3菌接种入 BQS培养基

中（!>41:S)F，!:甘油，$>$$$$1:生物素），培养

至:;值#""时，更换为FBBS培养基（!:酵母

浸出 粉，#:多 聚 蛋 白 胨，$>!,&’／U磷 酸 缓 冲 液

;E">$，!>41:S)F，$>$$$$1:生 物 素，$>?:甲

醇），每天补加甲醇至终浓度$>?:。不同时间点样

进行表达产物的检测。

!"#"% 表达产物的检测：用玻璃珠加超声破碎法制



备细胞抽提液经!"!#$%&’分离后电转移至硝酸

纤维素膜上，用(%)*+,特异性单抗识别表达产物，

第二 抗 体 是 碱 性 磷 酸 酶 标 记 的 羊 抗 鼠-.&，用

/01／02-$底物显色。

! 结 果

!"# 表达质粒的构建

考虑到在毕赤酵母系统分泌表达,334"蛋白

的 实 际 困 难，我 们 采 用 了 非 分 泌 型 表 达 载 体

5$-26+*。为使目的基因插入该表达载体并能有效

表达，我们对全合成!"#7基因按图7进行改造，去

掉该基因*8端信号肽序列，并在该基因起始处加上

起始密码%1&。为此，我们合成了一对引物，$7：

&2、&&%、122、%1&、&1&、%22、2%2、&%%、122、

1%1、2%&和$,：2%&2、21&、112、2%&、%%&、

&%&，扩增了该基因*8端一个93)5的片段，并利用

9:位置上$%&;!位点将该片段*8端<3)5的小片

段与!"#7基因*="<9<3片段连接，产生的基因已

缺失*:)5信号肽序列并在其*8端 带 有’(!>-#
%1&序列，这样，用’(!>#和)*+#位点将!"#7
基因插入到5$-26+*相应的位点（图7），构建了

5$26+*／(?57重 组 质 粒。经 转 化 大 肠 杆 菌 并 用

’(!>#和)*+#鉴定为正确插入（图,）。序列分

析了该基因*8端$2@扩增片段及连接点的序列，结

果序列正确。

!"! 表达质粒转化及插入酵母染色体

由于毕赤酵母表达系统在本实验室是新建立的

系统，因此我们比较了不同的转化方法和条件以建

立适合本室应用的转化方法。我们分别采用了氯化

锂法，$’&#7333法和电穿孔法转化酵母细胞。结

果表明，尽管前两种方法简便、成本低，不需要特殊

设备，但转化效率很低、难以得到足够数量的转化子

以满足实验需要，而用电穿孔法转化取得了满意结

果。本 实 验 电 穿 孔 转 化 法 使 用 的 参 数 是：电 压

7*33A，电容,*$B，电阻,33%，采用3+,C(电极杯，

内盛转化细胞的容积以733$D为最佳。

5$-26+*表达质粒为整合型，需插入酵母染色

体才能稳定存在。我们在该载体酵母乙醇氧化酶7
（%EF7）基因处进行线性化，这样有利于该质粒能

插入酵母染色体相应的基因处，由此得到的转化子

在以 甲 醇 为 碳 源 的 培 养 基 中 菌 的 生 长 速 度 缓 慢

（GHI?型）。我们利用位于%EF7启动子中的)"%#
酶切位点将5$-26+*／(?57重组质粒线性化，并转

化酵母细胞。我们共检测6个转化子，结果均为

图7 5$126+*／(?57表达质粒的构建

BJ.K7 2LM?INHCIJLMLO5$126+*／(?57PQ5NP??JLM5RS?(J;
!：%MJMJIJSIJM.CL;LM%1&；$SLQ7：SLQ75NL(LILN；

>J?<：>J?IJ;JML;PTU;NL.PMS?P.PMP；"：!IL5CL;LM

图, 5$-26+*／(?57重组质粒的酶切鉴定

BJ.K, @P?INJCIJLMPMVU(PSMSRU?J?LONPCL()JMSMI
$RS?(J;5$-26K*／(?57
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!"#$型，抽提酵母基因组总%&’，用一对!"#(基

因内 部 引 物（引 物 序 列：)*引 物：+,+’’++,’’-
.’’.++,.+；/* 引 物：,++,+..,.+’,,-
,’.+’,+）进 行0+1扩 增，得 到 与 预 计 值 一 致

（((2345）的单一条带（图/），这表明该表达质粒已

插入毕赤酵母染色体。

图2 免疫印迹法检测!"#(基因的表达产物

67892 :;$#;<=4>?#@=@>A$7$?B#C;;D5<;$$7?=?B!"#(8;=;
(9E=#<@=$B?<F;GH!%((IJ；K9L;B?<;7=G"M#7?=；

/9’B#;<7=G"M#7?=

图/ 0+1分析50N+/9)／F$5(质粒插入的转化子

6789/ 0+1@=@>A$7$?B#C<;;$%&’%(
7=#;8<@=#$?B#C;!"#(8;=;

(!/9F$5(-G;<7O;GB<@8F;=#$B<?F#C;

#C<;;07MC7@7=#;8<@=#$，<;$5;M#7O;>A

!"# !"#$基因的诱导表达

我们对有!"#(基因插入的50N+/P)／F$5(菌

株进行甲醇诱导表达。该菌先生长在以甘油为碳源

的培养基，待酵母生长密度Q%IRR达)时改用以甲

醇为碳源的培养基。我们比较了每隔(K’收集菌

体表达产物的检测结果，表明该重组蛋白在诱导后

(22’表达量最高。经(22’诱导后收集菌体，用玻

璃珠加超声破碎法制备细胞抽提液，用)*)+$,-.
和免疫印迹法检测，结果显示诱导后样本约KRR/*
处可见一条强阳性反应条带，而诱导前及未转化菌

样本无反应带（图2）。此外，单克隆抗体!,0)PK
识别1)$(2+末端构象表位，该抗体能与毕赤酵母

表达F$5(重组蛋白产生强的免疫反应，这表明该

重组蛋白至少在该相当重要表位上与天然 1)$(
蛋白一致。

# 讨 论

尽管我们已在大肠杆菌及哺乳动物细胞中表达

出全长的F$5(重组蛋白，但这些表达系统产生的

重组蛋白不能满足我们将要进行的疫苗有效性试验

的需要。这是因为!H0(存在多对二硫键，特别在

该分子的2+末端有两个表皮生长因子样结构［3］，并

有证据表明，!H0(产生的疟疾保护性免疫依赖于

该分子正确二硫键的形成［J］。大肠杆菌表达系统

虽然能产生大量重组蛋白，但在二硫键形成方面的

能力较弱。哺乳动物细胞表达系统表达产量极低，

难以产生足够的重组蛋白用于疫苗试验。毕赤酵母

是新近发展起来的高水平真核表达系统［S］，该系统

具有与哺乳动物细胞相似的二硫键形成等翻译后加

工能力。本研究已在该系统中表达出全长的F$5(
重组蛋白。更为重要的是，!,0)PK单抗是识别该

分子2+末端二硫键依赖的构象表位，本研究产生的

F$5(重组蛋白能与该单抗发生很强的反应，推测从

毕赤酵母中产生的F$5(重组蛋白在构象上接近天

然蛋白。此外，尽管!H0(含有(K个糖基化位点，

但该蛋白在天然宿主中未被糖基化［(R］。胞质内表

达的蛋白不进入内质网及高尔基体因而亦未发生糖

基化，这样胞内表达的F$5(在糖基化方面应更接

近天然蛋白。我们目前正在纯化毕赤酵母表达的

F$5(重组蛋白，并测定其免疫保护作用，包括疟原

虫体外抑制试验及体内攻击试验。

参 考 文 献

［(］ 1(3(4%(567，*(89:1，6;%<(5=6$，;#@>9TNFF"=?>9(SJ2，$#!：/(/(!/(/J
［K］ >;?,1，;#@>90<?M&@#>’M@GHM7EH’@(SJS，%&：/3IJ!/33I
［/］ 2’(5A)$，-%0"B5C>，>;;5A2:;#@>9TNFF"=?>，(SSK，$’(：)2J!))I

)K3I期 张冬梅等：恶性疟裂殖子表面蛋白(合成基因在毕赤酵母中的表达



［!］ !"#$%&#’()，*+,-.,$/*0，12’#$/+3"#$%&’()*+",，-../，!"#：01.!023
［4］ *2"-+.44，3#’-/5)3，*,""&#’6"#$%&5$6$78#9%9:;，-.21，$%：-..!3/!
［<］ 7#’8，9#:2;<，=2""+9"#$%&=>?%8?@?8,7A"7"$6?B&-...，&"：-/.!!--/0
［1］ =>$/2??)@，3:+."2A0，B2>>2’9"#$%&C89／D"?BE9%9:;，-.21，’：-/04!-/0.
［2］ C/#’D37，C#>+3<，02>’+"8E"#$%&FEG"?#FHH>E9%，-..<，((%：140!14.
［.］ !5$%/2"F90，0"++>2’(40，@E$%IB"H，-..-，$：-/<1!-/13
［-/］ 1,+$%&#’’G3$/5??+.;4，!+’-+.3，H-+’;#"G3$/’,;;"+.("#$%&(>6’C89?B"H，-..3，&#’：2-4!234

)*+,-./0+1+2/34567+*54*+8+0/49-*26.4)*+/401!（59)!）

+2!"#$%&’()%*#"+(,#-)%01!(+.(#,#$/&-($

JK@=LM9E:N+"83 5@=O"8NP8E:- QRM"NA>3
（-1+?#.;&+’;2I4+;,2"2D,$!,2"2DJ#’- 3K’>;,;5;+2I(+-,$#"!,2;+$/’2"2DJS(2"+$5"#.0+’+;,$>2I

3+$2’-(,",;#.J(+-,$#"L’,:+.>,;J，3/#’D/#,3//!00）

:;</*6./ DB"H$T96+"69U98#"V>6G$?"569#"8E-（+V5-）9G7"#>&2-,5&I#"$,?#.5&87$E8H*96#$E#?$E,8,$#"G96
H$%$68$W$??8E"&K8:B%;8E7#$X8%8#;9GH7*-:"E",>"#98#7>E>7>$%B8:B@D?9E#"E#（1!Y），B9Z"W"6，6"E,"6?%9E8E:9G
#B"G>%%N%"E:#B9G#B87:"E"8H*9778X%"&V;E#B"7879G#B""E#86":"E">78E:9#B"6?9,9E>7$:"B$7*69W8,",*9778X8%8#;#9*69N
,>?"#B""E#86"+V5-8EB"#"69:"E"9>77;7#"H&FE#B878EW"7#8:$#89E，#B""E#86"+V5-6"?9HX8E$E#*69#"8EB$7X""E")N
*6"77",8E7,$/,#?#>;2.,>MFE7"6#89E9G#B"7;E#B"#8?H7*-:"E"8E#9#B"?,$/,#")*6"7789EW"?#96*5FI0[4:"E"6$#",#B"
6"?9HX8E$E#*%$7H8,*5FI0[4／H7*-$E,#6$E7G96H$#89E9G#B"7,$/,#?#>;2.,>V+M--<2X;"%"?#69*96$#89E*69,>?",6"N
?9HX8E$E##6$E7G96H$E#7ZB8?BZ"6"W"68G8",X;5IA$H*%8G8?$#89E9GH7*-N,"68W",G6$:H"E#G69H#B"?B69H979H"&DB"
6"?9HX8E$E#+V5-,"68W",G69H7,$/,#Z$78E#"6$?#",7#69E:%;Z8#BH9E9?%9E$%$E#8X9,;H@X4[36"?9:E8U8E:#B",87>%N
G8,"NX9E,N,"*"E,",?9EG96H$#89E$%"*8#9*"$##B"IN#"6H8E>79G+V5-H9%"?>%"，8E,8?$#8E:#B$##B"*69#"8E:"E"6$#",8E
#B877;7#"H6"7"HX%",H97#%8\"%;#9E$#8W"*69#"8E$#%"$7#$##B87?9EG96H$#89E$%"*8#9*"&@W$8%$X8%8#;9G879%$#8E:#B"6"N
?9HX8E$E#*69#"8EG69H#B";"$7#*69W8,"7$*9778X8%8#;#9")$H8E"#B"*69#"?#8W"*9#"E#8$%9G#B"H9%"?>%"$7$W$??8E"
?$E,8,$#"&

=4>?+*,< 7,$/,#?#>;2.,>，7"#>&2-,5&I#"$,?#.5&，H$%$68$W$??8E"，H"69U98#"7>6G$?"*

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

69#"8E-

综述专栏稿约

《生物工程学报》自-..2年恢复开辟“综述”专栏以来，一直受到广大读者的关注。像刊登在今年第-期上的，由姚斌、范

云六先生撰写的“植酸酶的分子生物学与基因工程”，就受到广泛的好评。但是，在编辑部筛选大量综述稿件的过程中，也发

现具备新颖、全面和有一定高度的文章较少。当今生物技术的发展日新月异，像生物芯片、人类基因组、基因治疗、干细胞培

养、克隆技术等，无一不是读者最关心的热点和前沿问题。我们真诚地欢迎生物技术各领域的专家、学者，结合自己的工作，

对本领域最新的科研动态、发展方向，或者是学术争鸣，加以客观的评述及报道。文章不需太长，4///字以内最好，需要有中

英文摘要。特别优秀的文章我们将在0个月内刊出，稿酬从优。

来稿请在信封及论文题目的右上角注明是“综述”，以便尽快送审。

欢迎踊跃投稿！
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