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重叠延伸 PCR 法克隆人脂联素基因及其在毕赤酵母中

表达 
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摘  要: 利用重叠延伸 PCR 法克隆出人脂联素基因, 连接至克隆载体 pGEM-T 中, 转化大肠杆菌 DH5α, 通过测序对其

进行序列分析后, 进一步构建毕赤酵母表达载体 pPIC3.5K-ADPN, 通过电击法转化毕赤酵母 GS115, 转化的重组酵母

菌用甲醇诱导外源基因表达。经 PCR、Southern blotting 鉴定, 获得了重组毕赤酵母菌株; 经甲醇诱导人脂联素基因表

达, Western blotting 杂交鉴定证明人脂联素基因已经在毕赤酵母中成功表达。结果表明重叠延伸 PCR 法准确方便克隆出

人脂联素基因, 在 30oC, 1%甲醇诱导 48 h, 人脂联素基因在巴斯德毕赤酵母中的表达最佳。 
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Cloning of Human Adiponectin Gene by PCR-driven 
Overlap Extension and Expression in Pichia pastoris 
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Abstract: Gene of human adiponectin (ADPN) was cloned by PCR-driven overlap extension. The ADPN gene was linked into 
pGEM-T vector. After the sequence was determined, the ADPN gene was subcloned into expression vector pPIC3.5K to yield the 
recombinant expression vector pPIC3.5K-ADPN. The recombinant plasmid was transformed into Pichia pastoris GS115 by 
electroporation, then the recombinant strain was identified by PCR and Southern blotting. After induction by methanol, ADPN was 
expressed in GS115, then the protein was identified by Western blotting. The results showed that the ADPN was expressed 
successfully. The optimum conditions of expression were 30°C and 1% methanol inducing 48 h. 
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脂联素(Adiponectin, ADPN)亦被称为 28 kD 凝

胶结合蛋白, 是脂肪组织分泌的与细胞外基质相互

作用的细胞因子。近年来其在肥胖、胰岛素抵抗和

2 型糖尿病发病机制中的作用已倍受关注。研究发

现其具有调节体内能量平衡、提高胰岛素敏感性、

增加脂肪酸氧化、提高葡萄糖摄取量、改善胰岛素
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抵抗、抗动脉粥样硬化、抗炎等作用[1−4], 但其作用

机制仍不清楚。目前研究主要采用大肠杆菌等原核

细胞表达, 而原核生物不能对表达产物进行翻译后

加工及修饰, 不能得到更为接近人体结构的脂联素

蛋白。也有研究用植物表达脂联素, 但其也有表达

量低、周期长、生产不方便等缺点 [5]。为了进一步

研究脂联素的结构功能和作用机理, 本研究采用重

叠延伸 PCR 法克隆人脂联素基因编码序列, 研究人

脂联素基因在巴斯德毕赤酵母中的表达, 以便开辟

人脂联素表达研究的新途径。 

1  实验材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  血液 

正常人血液采自陕西省人民医院。 

1.1.2  菌株与质粒 

大肠杆菌 DH5α 为本实验室保存, 毕赤酵母菌

株 GS115、质粒 pPIC3.5k 购自 Invitrogen 公司 , 

pGEM-T 载体购自 Promega 公司。 

1.1.3  主要试剂 

Ex-Taq 聚合酶、T4 DNA 连接酶、限制性内切

酶、dNTP 均购自 TaKaRa 公司; 凝胶回收试剂盒购

自 Axygen公司; 引物由北京三博远志生物技术有限

责任公司合成; Southern blotting 试剂盒购自 Roche

公司; 人脂联素单克隆抗体(鼠抗)购自 ALEXIS 公

司; β-actin 抗体(兔抗)购自北京博奥森生物技术有限

公司 ; 羊抗鼠、羊抗兔单克隆抗体 IgG (二抗 )及

Western blotting 化学发光底物均购自 Pierce 公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  重叠延伸 PCR 法克隆人脂联素基因 

根据 NCBI 上登陆号为 NM_004797.2 的人脂联

素 cDNA 序列设计引物扩增编码人脂联素的第二外

显子(1~212 bp)和第三外显子(213~735 bp)序列, 在

第二外显子序列的上游引物加上 Kozak 序列

GCCACC, 并根据重叠延伸法使引物 2 down 和 3 up

的划线部分 19 个碱基完全互补。引物为: 2 up 5′- 
GCCACCATGCTGTTGCTGGGAGCTGTTCTA-3′, 2 
down 5′-CCAATAAGACCTGGATCTCCTTTCTCA C 
CC-3′; 3 up 5′-GAGATCCAGGTCTTATTGGTCCT 
AAGGAG-3′, 3 down 5′-TCAGTTGGTGTCATGGTA 
GAGAAGAAAGCC-3′。 

用天根生化科技(北京)有限公司生产的血液基

因组 DNA 提取试剂盒从人全血中提取人基因组

DNA, 以其为模板, 分别以 2up/2down, 3up/3down

为引物, 扩增人脂联素基因的第二和第三外显子片

段。扩增反应条件均为: 94oC 预变性 5 min; 94oC 45 s, 

61oC 45 s, 72oC 1 min, 30 个循环; 72oC 延伸 10 min。

分别胶回收上轮 PCR 的 2 个产物, 并以其等摩尔比

例的混合物适当稀释后作为模板, 以 2up/3down 为

引物, 94oC 预变性 5 min; 94oC 45 s, 61oC 45 s, 72oC   

1 min, 30 个循环; 72oC 延伸 10 min。第一次循环后 2

个片段在互补的部位会准确拼接并且延伸得到编码

人脂联素基因的 2 条完整的链, 在后续的循环中以

人脂联素基因的 2 条链为模板, 以 2up/3down 为引

物 , 大量扩增人脂联素基因。再将产物连接到

pGEM-T 载体上, 并转化大肠杆菌 DH5α。PCR 及双

酶切初步鉴定正确后 , 将含重组质粒 pGEM-T- 

ADPN 的阳性菌株送上海奥科生物公司进行测序。

测序结果进入 NCBI 用 Blastn 程序比对。 

1.2.2  酵母表达载体 pPIC3.5k-ADPN 的构建 

重新设计合成分别带有 BamH I 和 EcoR I 两种

酶切位点的 ADPN 引物, p1: 5′-AACGGGATCCCG 
CACCATGCTGTTGCTGGGAGCTGTT-3′, p2: 5′-C 
GGAATTCCGTCAGTTGGTGTCATGGTAGAGAA 
G-3′。以 pGEM-T-ADPN 为模板, p1、p2 为引物, 扩

增出 5′端和 3′端分别带有 BamH I 和 EcoR I 两种酶

切位点的 ADPN 基因, 然后用这 2 种酶切后连接至

毕赤酵母表达载体 pPIC3.5k 中 , 重组表达载体

pPIC3.5k-ADPN 转化大肠杆菌 DH5α并利用其上携

带的氨苄青霉素抗性基因筛选出抗性菌株后做 PCR

及双酶切鉴定。图 1 为构建的重组表达载体示意图。 

1.2.3  毕赤酵母转化和重组子的筛选  

用 Sac I 线性化重组质粒 pPIC3.5k-ADPN, 按文献

[6]方法制备毕赤酵母 GS115 感受态细胞, 然后电击法

转化。电击后酵母菌涂于 MD 平板上, 置于 28oC 培养

2~4 d, 进行营养缺陷型筛选, 长出的菌落即为转化子。 

1.2.4  重组子 PCR 及 Southern blotting 鉴定 

随机挑取 5 个 MD 平板上筛选出的重组菌落(依

次记为 1、2、3、4、5 号)在液体 MD 培养基中 28oC、

250 r/min 摇瓶培养后, 提取基因组 DNA, 以 5′AOX1 

引 物 : 5′-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3′ 和

3′AOX1 引物: 5′-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3′ 

作为引物进行 PCR 鉴定, 反应条件为: 94oC 预变性 5 
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min; 94oC 1 min, 54oC 45 s, 72oC 1.5 min, 30 个循环; 

72oC 延伸 10 min。 

设计引物 p3: 5′-CCTGGTGAGAAGGGTGAG 
AAAGGAGATCCA-3′, p4: 5′-CCAGTGGAGCCATC 
ATAGTGGTTTTGCTGA-3′, 并 以 人 脂 联 素 全 长

PCR 产物为模版, 扩增出人脂联素基因编码区中间

260 bp 长的片段, 胶回收纯化后, 采用随机引物标

记法进行 DIG 标记后作为杂交探针。1~5 号重组菌

的基因组 DNA 经 PCR 鉴定后, 用 EcoR I 消化, 0.8%

琼脂糖凝胶电泳, 电泳后采用毛细管法转移至尼龙

膜; 接着按 Roche 公司的 DIG 标记检测试剂盒说明

书进行后续杂交及显色等操作。 

1.2.5  人脂联素基因的诱导表达和 Western blotting

检测 

取 1~5 号重组酵母菌株 GS115/pPIC3.5k-ADPN

分别接种于 25 mL BMGY 培养基中, 30oC 250 r/min

培养 30 h 左右, 至其 OD600 约为 2.0, 5 000 r/min 离

心 8 min, 收集菌体后重悬于 40 mL BMMY 培养基

中, 再加入 1%的甲醇。28oC~30oC, 250 r/min 培养, 

期间每隔 24 h 补加 1%的甲醇。第一次加甲醇的时

间点记为 0 h, 菌体取样时间点分别为 6、12、24、

36、48、60 h。 

所取菌样采用文献[6]方法提取总蛋白, 蛋白经

SDS-PAGE 电泳分离后, 电转移至硝酸纤维素膜上, 

然后在含 5%脱脂奶粉的 TBST 缓冲液中室温封闭膜

2 h, 人脂联素及β-actin 混合一抗 4oC 过夜孵育, 含

0.05% Tween-20 的 PBS 室温洗膜 3×10 min, 混合二

抗室温孵育膜 2 h, TBS 缓冲液洗膜 3×10 min。最后

在酶联生色底物中孵育 3 min 后 X 胶片曝光。 

2  结果与分析 

2.1  人脂联素基因的克隆及测序 
根据人脂联素 cDNA 序列(NCBI 上序列号为

NM_004797.2)分别设计两外显子引物 , 经过 2 次

PCR 引物扩增, 得到了 2 个外显子片段。从图 2 可

看出泳道 1~4 大小为 230 bp 左右, 和人脂联素第二

外显子大小一致; 泳道 5、6 大小为 530 bp 左右, 和

人脂联素第三外显子大小一致, 由此可以初步确定

扩增到人脂联素的第二和第三外显子片段。经拼接

PCR 后, 图 3 泳道 1、2 作为对照是脂联素的第三外

显子, 大小为 530 bp 左右, 泳道 3、4 是拼接产物, 大

小为 740 bp 左右, 和人脂联素 cDNA 大小基本一致, 

可以初步确定克隆出人脂联素 cDNA 片段。 

 

图 1  重组表达载体 pPIC3.5k-ADPN 
Fig. 1  Binary plasmid vector used for transforming P. pastoris 

 

图 2  PCR 扩增人脂联素基因第二和第三外显子 
Fig. 2  PCR amplification of two exons of human ADPN gene 

1~4: the second exon of human ADPN gene; M: DNA marker; 
5,6: the third exon of human ADPN gene 

 

图 3  两外显子悬挂连接结果 
Fig. 3  Splicing results of two exons 

M: DNA marker; 1,2: the third exon of human ADPN gene; 
3,4: splicing results of two exons 

 

将克隆的 cDNA 片段连接至 pGEM-T 载体后送

上海奥科生物公司测序 , 测序结果和人脂联素

cDNA 序列比对, 结果表明克隆的人脂联素基因和

该序列完全一致, 同源性达 100%。表明克隆得到的

人脂联素基因序列完全正确。 

2.2  表达载体pPIC3.5k-ADPN PCR及双酶切鉴定 
从含 pPIC3.5k-ADPN 的 DH5α阳性菌中提取

pPIC3.5k-ADPN 质粒, 然后对其进行 PCR 及 BamH I

和 EcoR I 双酶切鉴定, 从图 4 看出重组的 pPIC3.5k- 

ADPN 经 PCR 及双酶切都可以得到大小为 740 bp 左
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右 DNA片段, 和理论大小一致, 表明重组 pPIC3.5k- 

ADPN 表达载体构建成功。 

2.3  重组酵母筛选与鉴定 
2.3.1  重组酵母基因组 PCR 及 Southern blotting 鉴定

结果 

提取 1~5 号重组酵母菌基因组, 以酵母 AOX1
引物 PCR 检测, 从图 5 可以看出, 1~5 号菌均扩增出

900 bp 左右的条带, 同理论大小一致。对 1~5 号菌

的 Southern blotting 结果如图 6, 其中泳道 1~5 分别

是 1~5 号菌 DNA 杂交结果, 6 是阴性对照, 7 是阳性

质粒对照。结果表明人脂联素基因已整合进 1~5 号

毕赤酵母基因组中。 

 
图 4  pPIC3.5k-ADPN PCR 和酶切鉴定 

Fig. 4  PCR and restriction analysis of pPIC3.5k-ADPN 
1, 2: PCR products of pPIC3.5k-ADPN; M: DNA marker; 
3, 4: pPIC3.5k-ADPN digestion with EcoR I and BamH I 

 
图 5  重组酵母 PCR 鉴定 

Fig. 5  Identification of recombinant P. pastoris by PCR 
M: DNA marker; 1~5: PCR products of recombinant 

P. pastoris DNA 

 
图 6  重组酵母 Southern blotting 结果 

Fig. 6  The results of Southern blotting of recombinant P. pastoris 
1~5: genome DNA of recombinant P. pastoris; 6: genome DNA of P. 

pastoris; 7: pPIC3.5k-ADPN plasmid 

2.3.2  人脂联素的诱导表达和 Western blotting 杂交

鉴定 

对 Southern blotting 鉴定阳性的重组酵母菌株

经诱导表达培养, 并分别在不同的时间点取样提取

其总蛋白。进行 Western blotting 检测, 并以β-actin
作为内参。图 7A 为 1 号菌经甲醇在不同诱导时间诱

导结果, 从图 7A 可以看出甲醇诱导 48 h 时, 人脂联

素表达量最高。之后, 又对 1~5 号菌在诱导 48 h 时

所提蛋白进行 Western blotting 比较, 图 7B 结果表明

1、2、3 号菌株的表达量较高, 其中 2 号菌的表达量

最高。可以作为后续实验的优良菌株。 

 
图 7  Western blotting 结果 

Fig. 7  Results of Western blotting 
(A) 1~6: results of strain 1 after 6, 12, 24, 36, 48, 60 h induction 

respectively; (B) results of strain 1~5 after 48 h induction respectively; 
β-actin (43 kD); human adiponectin (28 kD) 

 

3  讨论 

3.1  重叠延伸 PCR 克隆人脂联素基因 
人脂联素基因共有 2 个内含子, 将基因分成 3 个

外显子, 其中第一外显子在人脂联素表达中几乎没有

作用, 只有第二和第三外显子起决定性作用, 目前表

达的脂联素中基本采用第二第三外显子作为起始基因, 

单纯采用反转录的方法比较难以获得。在该研究中采

用重叠延伸 PCR 的方式, 能快速获得目的基因, 不仅

克服了 RT-PCR 中必须依赖 mRNA 的问题, 而且有很

高的效率[7]。同时在实验中发现, 该方法克隆目的基因

需要注意以下问题: 1) 引物设计对 PCR 扩增至关重要, 

2 up, 2 down 引物和 3 up, 3 down 引物要合理设计, 才

能保证第二外显子和第三外显子的准确性, 使得第二

外显子和第三外显子片段在融合位点正确得以拼接。

此外, 因为人基因组比较复杂, 为了保证开始从基因

组中能正确扩增并拼接出目的基因, 所以, 在设计拼
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接引物时没有加酶切位点。2) 两轮 PCR 中反应条件

对扩增的的特异性有很大的影响, 由于第二轮的扩增

主要是以第一轮扩增的 2 个产物作为模板, 2 个产物的

大小不同, 很容易导致模板的摩尔数量有较大的差异, 

在扩增时候需要考虑引物和模板的比例关系, 一般需

要使模板的摩尔数相同, 并需要进行适当的稀释, 使

引物和模板的比例在 108:1, 这样才能有效保证扩增到

目标片段。 

3.2  人脂联素基因的表达 
天然人脂联素在人体中含量很低, 直接提取效率

低, 不易纯化且成本高。通过重叠延伸 PCR 法方便扩

增等到人脂联素第二外显子和第三外显子, 并方便准

确的拼接而获得包含起始密码子和终止密码子的基因

片段, 同时在起始密码子前添加 Kozak 序列[8,9], 使其

能够有效的在酵母细胞中表达。在实验中获得 5 株重

组酵母菌株, 经 Western blotting 检测发现目的蛋白的

表达量有很大差别, 菌株 1、2、3 表达量较高, 菌株 4、

5表达量很低, 其可能原因是前3个菌株整合多个目的

基因, 而且不影响到基因的表达, 可以有效的提高蛋

白的表达量。Hasslacher M.等人曾报道[10], 发酵条件对

重组酵母表达有很大的影响, 实验采用分批流加式的

培养, 能够较好的提高表达效率。由于巴斯德毕赤酵

母受甲醇诱导表达, 对发酵过程中对甲醇诱导条件进

行探讨, 结果发现, 甲醇诱导 48 h 后表达的效率达到

最高, 采用 Western blotting 检测发现甲醇诱导表达的

蛋白具有抗原  性, 能与相应的抗体结合。在实验中

为了使表达蛋白检测更加准确, 参考文献方法[11]采

用β-肌动蛋白做为内参蛋白, 准确的测定了人脂联素

蛋白的表达情况。 

本研究选用巴斯德毕赤酵母作为人脂联素表达

体系, 现已筛选出 3 株表达人脂联素水平较高的菌

株, 均表达出 28 kD 外源蛋白, 和理论大小一致。随

后将对其发酵条件进行进一步优化, 以提高外源蛋

白表达水平, 为后续相关实验研究提供可靠的实验

基础。 
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