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水蕨抗艾滋病病毒蛋白 ＣＶＮＨ及其
突变体在毕赤酵母中的表达
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摘　要：ＣＶＮ（ＣｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ）是一种高效的抗 ＨＩＶ蛋白。ＣｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ（ＣＶＮＨ）家族是 ＣＶＮ的同源蛋白，具
有与ＣＶＮ的肽链折叠类型并且具有高度保守的抗ＨＩＶ的结构域。把水蕨Ｃｅｒａｔｏｐｔｅｒｉｓｔｈａｌｉｃｔｒｏｉｄｅｓ野生型和突变型
ＣｔＣＶＮＨ蛋白的编码序列分别克隆到真核表达载体ｐＰＩＣＺαＡ，结果所有野生型ｗＣｔＣＶＮＨ和突变型ｍＣｔＣＶＮＨ基因
分别产生两条带，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ确认大小分别为２２０００和２４０００。采用超滤离心和 ＮｉＮＴＡ亲和色谱法纯化蛋白
质，糖基化检测证实ｗＣｔＣＶＮＨ蛋白不存在Ｎ糖基化位点，可能的原因是载体 ｐＰＩＣＺαＡ中 α因子信号肽序列的
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不完全切割或存在一些非糖基化的其它翻译后修饰，为今后进一步研究 ＣｔＣＶＮＨ的药代动力学和药效学奠定了
坚实的基础。

关键词：抗ＨＩＶ蛋白；水蕨；突变体；毕赤酵母

　　ＡＩＤＳ（ＡｃｑｕｉｒｅｄＩｍｍｕｎｅＤｅｆｉｃｉｅｎｃｙＳｙｎｄｒｏｍｅ）
ｉｓａｇｌｏｂａｌｃｏｎｃｅｒｎｅｐｉｄｅｍｉｃｃａｕｓｅｄｂｙｈｕｍａｎｉｍｍｕ
ｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ（ＨＩＶ），ｗｈｉｃｈｆｏｒｃｅｓａｇｒｅａｔｉｍｐａｃｔ
ｏｎｓｏｃｉｅｔｙａｎｄｅｃｏｎｏｍｙ．Ｇｌｏｂａｌｌｙ，３６９ｍｉｌｌｉｏｎｐｅｏｐｌｅ
ａｒｅｌｉｖｉｎｇｗｉｔｈＨＩＶｕｎｔｉｌｔｈｅｅｎｄｏｆ２０１４．Ｏｖｅｒｔｈｅ
ｐａｓｔｔｈｒｅｅｄｅｃａｄｅｓ，ｍｏｒｅｔｈａｎ２５ａｎｔｉＨＩＶｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
ａｒｅｕｓｅｄｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆＡＩＤＳ［１－２］，ｓｕｃｈａｓｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ｉｎｔｅｇｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ａｎｄｃｅｌｌｅｎｔｒｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．Ｕｎｆｏｒｔｕｎａｔｅｌｙ，
ｄｅｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｓｅａｎｔｉｖｉｒａｌｄｒｕｇｓｉｎｈｉｇｈｃｏｓｔｓ，ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｓｅｒｉｏｕｓｓｉｄｅｅｆｆｅｃｔｓ，ｏｒｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｇｒｅａｔｌｙｌｉｍｉｔｔｈｅｉｒｕｓｅ．Ｈｅｎｃｅ，ｉｔｉｓｔｏｐ
ｐｒｉｏｒｉｔｙｔｏｄｅｖｅｌｏｐｓａｆｅ，ｅｆｆｉｃａｃｉｏｕｓ，ａｎｄｎａｔｕｒａｌａｎｔｉ
ＨＩＶａｇｅｎｔｓ．

ＣｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ（ＣＶＮ）ｉｓａｎｏｖｅｌａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｌｙ
ｕｎｉｑｕｅａｎｔｉＨＩＶｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍＮｏｓｔｏｃｅｌｌｉｐｓｏｓｐｏｒｕｍ ［３－４］．ＥｌｅｖｅｎｋＤａＣＶＮｅｘ
ｈｉｂｉｔｓｖｅｒｙｌｏｗｈｏｍｏｌｏｇｙｔｏａｎｙｏｔｈｅｒｋｎｏｗｎｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄｃｏｎｔａｉｎｓａｔｗｏｆｏｌｄｐｓｅｕｄｏｓｙｍｍｅｔｒｙ［５－６］．Ｉｔｓａｎｔｉ
ｖｉｒａｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｓａｓｃｒｉｂｅｄｔｏｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｂｉｎｄｔｏＨＩＶ１
ｅｎｖｅｌｏｐｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓｇｐ１２０ｔｏｐｒｅｖｅｎｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅｖｉｒｕｓｗｉｔｈａｈｏｓｔｃｅｌｌ［７－８］．ＰｏｔｅｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＶＮ
ｒｅｆｌｅｃｔｅｄｉｎｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｙｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇＨＩＶ１ａｔｌｏｗｎａｎｏ
ｍｏｌａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ［３］．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｉｔｉｓａｌｓｏａｃｔｉｖｅ
ａｇａｉｎｓｔｏｔｈｅｒｖｉｒｕｓｅｓｓｕｃｈａｓＳＩＶ，Ｅｂｏｌａ，ｉｎｆｌｕｅｎｚａ，
ａｎｄｈｅｐａｔｉｔｉｓＣ［９－１２］．ＣＶＮｉｓａｒｅｍａｒｋａｂｌｙｓｔａｂｌｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ｗｈｉｃｈｉｓｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｏｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｓ，ｈｉｇｈｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓａｌｔ， ｓｔｒｏｎｇ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔｓ， ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓａｎｄｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ［３，５］．

ＣｙａｎｏｖｉｒｉｎＮｈｏｍｏｌｏｇｙ（ＣＶＮＨ）ｆａｍｉｌｙｉｓａｈｏ
ｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｔｏＣＶＮ，ｗｈｉｃｈｅｘｈｉｂｉｔｓａｃｏｍｍｏｎ
ｆｏｌｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｉｍｉｌａｒｔｏＣＶＮ［１３］ａｎｄｐｏｓｓｅｓｓａｈｉｇｈｌｙ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｎｔｉＨＩＶＣＶＮｄｏｍａｉｎ［１４－１５］．ＣＶＮＨｓａｒｅ
ａｌｓｏｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｔｉＨＩＶａｇｅｎｔｓ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｉｓｗｉｄｅｌｙ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ， ｆｕｎｇｉ， ａｎｄ ｆｅｒｎ［１３－１５］．
ＣｔＣＶＮＨ，ｗｈｉｃｈｉｓｆｒｏｍ ｆｅｒｎＣｅｒａｔｏｐｔｅｒｉｓｔｈａｌｉｃｔｒｏｉ
ｄｅｓ［１６］，ｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［１７－１８］．Ｈｏｗｅｖ
ｅｒ，ｄｕｅｔｏｌａｃｋｏｆｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｉｎｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｓｙｓｔｅｍｓ，ｉｔｉｓ
ｎｅｃｅｓｓａｒｙｔｏｃｏｎｓｉｄｅｒｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｈｏｓｔｓｆｏｒｃｏｓｔｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ａｎｄｍａｓｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｂｅｃａｕｓｅ

ｏｆｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｏｃｃｕｒａｎｃｅｏｆｔｙｐｉｃａｌｄｒａｗｂａｃｋｓｓｕｃｈａｓ
ｓｈｏｒｔｐｌａｓｍａｈａｌｆｌｉｆｅ，ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ，ａｎｄｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉ
ｔｙ，ｉｔｉｓａｌｓｏｋｅｙｔｏｓｔｕｄｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｔｓｍｕｔａｎｔｉｎ
ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｓｙｓｔｅｍｓ．

Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｉｓｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｏｐｕｌａｒａｓａｎｅｘｏｇｅ
ｎｏｕｓｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ ［１９］，ｗｈｉｃｈｈａｓｂｅｅｎ
ｗｉｄｅｌｙａｐｐｌｉｅｄｉｎｄｒｕｇａｎｄｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ
［２０］．Ｉｔｓａｄｖａｎｔａｇｅｓｅｍｂｏｄｙｉｎｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅａｎｄｏｂ
ｔａｉｎｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｃｅｌｌｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｗｉｔｈｌｏｗｃｏｓｔ［２１］．
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓｃａｎｐｒｏｄｕｃｅｌａｒｇｅｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ
ｏｆｆｏｒｅｉｇｎｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓ［２１］．Ｍｏｓｔｉｍｐｏｒｔａｎｔｌｙ，Ｐ．
ｐａｓｔｏｒｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｐｅｒｆｏｒｍｓｐｒｏｔｅｉｎｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ，ｓｕｃｈａｓｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｒｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ
［２１－２３］．Ｎｏｗａｄａｙｓ，ｍｏｒｅｔｈａｎ５００ｐｒｏｔｅｉｎｓｈａｖｅｂｅｅｎ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ［２４－２５］，ｓｕｃｈａｓ
ａｎｔｉｇｅｎ５（Ａｇ５），ｂｏｖｉｎｅｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ，βｄｅｆｅｎｓｉｎｓ，ａｎｄ
ｈｕｍａｎｎｅｕｒｉｔｉｎ［２６－２８］．

Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｗｅｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｔｅｄ
ＣｔＣＶＮＨｇｅｎｅｓ．Ｔｈｅｙｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｌａｙｓａｓｏｌ
ｉｄｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ
ｏｎＣｔＣＶＮＨｓ．

１　Ｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｍｅｔｈｏｄｓ
１１　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ

ＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｂｙＢＧＩ
（Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）．ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ，ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＴａｋａｒａ
（Ｄａｌｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）．Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓ（ＥｃｏＲⅠ、
ＮｏｔⅠ、ＳａｃⅠ）ａｎｄＴ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅｗｅｒｅｆｒｏｍＮｅｗ
ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ（ＭＡ，ＵＳＡ）．ＺｅｏｃｉｎＴＭｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｒｏｍＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）．ＮｉＮＴＡＨｉｓ
ＢｉｎｄＲｅｉｓｎｗａｓａｃｑｕｉｒｅｄｆｒｏｍＮｏｖａｇｅｎ（ＳａｎＤｉｅｇｏ，
ＣＡ，ＵＳＡ）．ＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａ－１５ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｆｉｌｔｅｒｕｎｉｔｓ
（１００００）ｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＭｉｌｌｉｐｏｒｅ（Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，
ＭＡ，ＵＳＡ）．Ａｌｌｃｈｅｍｉｃａｌｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗｅｒｅｏｆ
ａｎａｌｙｔｉｃａｌｇｒａｄｅ．
１２　Ｍｅｔｈｏｄｓ
１２１　Ｓｔｒａｉｎｓ，ｐｌａｓｍｉｄａｎｄｍｅｄｉａ　ＴｈｅＰ．ｐａｓｔｏ
ｒｉｓｓｔｒａｉｎＧＳ１１５（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘｐｒｅｓｓｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ．ＰｌａｓｍｉｄｐＰＩＣＺαＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）ｗａｓｓｅｒｖｅｄａｓ
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ａｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ．Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（Ｔｉａｎｇｅｎ）ｗａｓ
ｕｓｅｄａｓｔｈｅｈｏｓｔｆｏｒｇｅｎｅｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎａｎｄｐｌａｓｍｉｄａｍ
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｅ．ｃｏｌｉｗａｓｍａｉｎｔａｉｎｅｄｉｎｌｏｗｓａｌｔＬＢｍｅ
ｄｉｕｍ（１％ ｔｒｙｐｔｏｎｅ，０５％ ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，０５％ ｓｏｄｉ
ｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ａｎｄ２５μｇ／ｍＬＺｅｏｃｉｎ）．ＴｈｅＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ
ｓｔｒａｉｎＧＳ１１５ｗａｓｇｒｏｗｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ＹＰＤｍｅｄｉｕｍ（２％ ｐｅｐｔｏｎｅ，１％ ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，２％
Ｄｇｌｕｃｏｓｅ），ＹＰＤＳｐｌａｔｅｓ（２％ ｐｅｐｔｏｎｅ，１％ ｙｅａｓｔｅｘ
ｔｒａｃｔ，１８２２％ ｓｏｒｂｉｔｏｌ，２％ Ｄｇｌｕｃｏｓｅ，ａｎｄ２％
ａｇａｒ），ＭＤ／ＭＭｐｌａｔｅｓ（１３４％ ＹＮＢ，４× （１０％ ～
５％）ｂｉｏｔｉｎ，２％ Ｄｇｌｕｃｏｓｅｏｒ０５％ ｍｅｔｈａｎｏｌ，ａｎｄ
２％ ａｇａｒ），ａｎｄＢＭＧＹ／ＢＭＭＹｍｅｄｉｕｍ（２％ ｐｅｐ
ｔｏｎｅ，１％ ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，１００ｍｍｏｌ／Ｌｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６０），１３４％ ｙｅａｓｔｎｉｔｒｏｇｅｎｂａｓｅ，４
×（１０％ ～４％）ｂｉｏｔｉｎ，ａｎｄ１％ ｇｌｙｃｅｒｏｌｏｒ０５％
ｍｅｔｈａｎｏｌ）．
１２２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｈｅＣｔＣＶＮＨ
ｇｅｎｅｓ　 ＴｈｅｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅＣｔＣＶＮＨ
（ｗＣｔＣＶＮＨ）ｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｐｒｅｖｉｏｕｓｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ
ｗＣｔＣＶＮＨｉｎｏｕｒｌａｂ．Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅ５′－ＣＣＧ
ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＴＡＣＴＴＴＡＣＡＣＣＧＣ－３′（ｆｏｒｗａｒｄ
ｐｒｉｍｅｒ），ｗｈｉｃｈｃｏｎｔａｉｎｓａｎＥｃｏＲⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ
（ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ），ａｎｄ５′－ＡＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＣＧＣＴ
ＧＣＴＴＧＣＴＴＣＴＴＣ－３′（ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ），ｗｈｉｃｈｃｏｎ
ｔａｉｎｓａＮｏｔⅠ ｓｉｔｅ（ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ）．ＴｈｅＰＣＲｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅｓｅｔａｓｆｏｌｌｏｗｓ：９４℃ ｆｏｒ５ｍｉｎ，３０ｃｙｃｌｅｓｏｆ９４
℃ ｆｏｒ４５ｓ，５７５℃ ｆｏｒ４５ｓ，７２℃ ｆｏｒ１ｍｉｎ，ａｎｄａ
ｆｉｎａｌｅｘｔｅｎｓｉｏｎａｔ７２℃ ｆｏｒ７ｍｉｎ．ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｏｎ１５％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌ．

ＴｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌＮｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆｗＣｔＣＶＮＨ

ｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｕｓｉｎｇＮｅｔＮＧｌｙｃ１０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）．Ｔｈｒｅｅａ
ｍｉｎｏａｃｉｄｓ，Ａｓｎ（２３），Ｐｒｏ（７６），ａｎｄＰｒｏ（１０８），
ｗｅｒｅｍｕｔａｔｅｄｂｙＡｌａ，Ｇｌｙ，ａｎｄＧｌｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｎ
Ａｓｎ２３ＡｌａｍｕｔａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｅｌｉｍｉｎａｔｅｔｈｅＮ
ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｍｏｔｉｆ，ｗｈｅｒｅａｓａＰｒｏ７６Ｇｌｙｍｕｔａｔｉｏｎｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏａｖｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎｍｉｓｆｏｌｄｉｎｇａｎｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ．Ｔｈｅｋｅｙｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｔｈｅ
ｍｕｔａｎｔ，ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｈａｒｇｅ，ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔ，ａｎｄｉｎｓｔａ
ｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＰｒｏｔＰａｒａｍ （ｈｔｔｐ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）．Ｔｏａｃｈｉｅｖｅｈｉｇｈｌｅｖ
ｅｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｔＣＶＮＨｉｎＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ，ｔｈｅｗＣｔＣＶＮＨ
ｇｅｎｅｗａｓｏｐｔｉｍｉｚｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＣｏｄｏｎＵｓａｇｅＤａｔａｂａｓｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｃａｔ．ｄｅ／）．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅｍｕｔａｔｅｄ
ＣｔＣＶＮＨｇｅｎｅ（ｍＣｔＣＶＮＨ）ａｌｓｏｄｅｓｉｇｎｅｄｗｉｔｈａｎ
ＥｃｏＲⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅａｎｄａＮｏｔⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ
ｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｂｙＢＧＩ（Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）．
１２３　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓ　
ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｉｎｇＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｗＣｔＣＶＮＨａｎｄｍＣｔＣＶＮＨ
ｗｅｒｅｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＥｃｏＲⅠ ａｎｄＮｏｔⅠ ａｎｄｌｉｇａｔｅｄｔｏ
ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ
ｐＰＩＣＺαＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｆｉｇ１）．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥ．ｃｏｌｉＤＨ５αｃｏｍｐｅ
ｔｅｎｔｃｅｌｌｓ，ａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎｌｏｗｓａｌｔＬＢａｇａｒｐｌａｔｅｓｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇ２５μｇ／ｍＬＺｅｏｃｉｎ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｗｅｒｅｃｏｎ
ｆｉｒｍｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．
１２４　ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓａｎｄｔａｒｇｅｔ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　 Ａｆｔｅｒｔｈｅｔｗｏｐｌａｓｍｉｄｓ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｂｏｖｅｗｅｒｅｌｉｎｅａｒｉｚｅｄｗｉｔｈＳａｃⅠ ，ｔｈｅｙ

Ｆｉｇ１　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｙｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＰＩＣＺαＡ．
αｆａｃｔｏｒ：ｎａｔｉｖｅＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅαｍａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ

ＡＯＸ１：ｍｅｔｈａｎｏｌｉｎｄｕｃｉｂｌｅａｌｃｏｈｏｌｏｘｉｄａｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ；ｐＵＣｏｒｉ：ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
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　第 ４期 崔利敏等：水蕨抗艾滋病病毒蛋白ＣＶＮＨ及其突变体在毕赤酵母中的表达

ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ
ｃｅｌｌｓｂｙｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎａｔ１５ｋＶ，２５μＦ，２００Ωａｎｄ
５ｍｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＥｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｐＰＩＣＺαＡｗａｓｕｓｅｄ
ｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｓａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｌａｔｅｄｏｎｔｏＭＤａｇａｒｐｌａｔｅｓｆｏｒｓｅｌｅｃ
ｔｉｏｎｏｆＨｉｓ＋ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓａｔ２８℃ ｆｏｒ２～３ｄａｙｓ．
ＳｏｍｅＨｉｓ＋ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｏｎＹＰＤＳ
ｐｌａｔｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＺｅｏｃｉｎ（１００，
２００，５００，８００，１０００μｇ／ｍＬ）［２９］．ＦｏｒＭｕｔ＋ｃｏｌｏ
ｎｉｅｓ，Ｚｅｏｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｐｉｃｋｅｄｏｎｂｏｔｈｓｅ
ｌｅｃｔｉｖｅＭＭ ａｎｄＭＤｐｌａｔｅｓ．Ｔｈｅｙｅａｓｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ
ｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｉｎｔｏＹＰＤｍｅｄｉｕｍａｔ２８
℃ ｗｉｔｈｓｈａｋｉｎｇａｔ２５０ｒ／ｍｉｎ．Ｔｈｅ“ｂｏｉｌｉｎｇｆｒｅｅｚｉｎｇ
ｂｏｉｌｉｎｇ”ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘｔｒａｃｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｙｅａｓｔ
ｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ［３０］．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｙｅａｓｔｓｔｒａｉｎｗａｓｉ
ｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲｗｉｔｈｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒｔｈｅｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅａｎｄ５′αＦａｃｔｏｒ／３′ＡＯＸ１ｆｏｒｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃ
ｔｏｒ（Ｔａｂｌｅ１）．

Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰｒｉｍｅｒｓ

Ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｗＣｔＣＶＮＨ－Ｆ
５′－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＧＴＡＣ

ＴＴＴＡＣＡＣＣＧＣ－３′

ｗＣｔＣＶＮＨ－Ｒ
５′－ＡＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＣＧＣＴ

ＧＣＴＴＧＣＴＴＣＴＴＣ－３′

ｍＣｔＣＶＮＨ－Ｆ
５′－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＡＴＡＣＴ

ＴＣＡＣＴＣＣＡＡＧ－３′

ｍＣｔＣＶＮＨ－Ｒ
５′－ＡＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＣＣＡＧＡ
ＡＧＡＡＧＣＣＴＣＴＴＣ－３′

５′α－Ｆａｃｔｏｒ ５′－ＴＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＧＣＴＧＣ－３′
３′ＡＯＸ１ ５′－ＧＣＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＴＣＣ－３′

 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

１２５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＣｔＣＶＮＨｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰ．
ｐａｓｔｏｒｉｓ　 ＴｈｅＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａ
ｔｅｄｉｎｔｏ９ｍＬＹＰＤａｔ２８℃ ｗｉｔｈ２５０ｒ／ｍｉｎｆｏｒ１６ｈ．
Ｔｈｅｎ２５０μＬｃｕｌｔｕｒｅｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｏ２５ｍＬＢＭＧＹ
ｍｅｄｉｕｍｉｎａ２５０ｍＬｂａｆｆｌｅｄｆｌａｓｋｓ．Ｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ
ｗｅｒｅｇｒｏｗｎｉｎａｓｈａｋｉｎｇｉｎｃｕｂａｔｏｒａｔ２８℃ ｗｉｔｈ２５０
ｒｐｍｏｆａｇｉｔａｔｉｏｎｆｏｒ１６～２４ｈｕｎｔｉｌｔｈｅＡ６００ｗａｓｅｑｕａｌｔｏ
２～６．Ａｆｔｅｒｔｈｅｙｅａｓｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｂｙｃｅｎｔｒｉｆｕ
ｇｉｎｇａｔ４０００ｇｆｏｒ５ｍｉｎａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｔｈｅｐｅｌ
ｌｅｔｓｗｅｒｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄｉｎ１００ｍＬＢＭＭＹｍｅｄｉｕｍｆｏｒｃｕｌ
ｔｉｖａｔｉｏｎｔｉｌｌＡ６００ｒｅａｃｈｅｄｔｏ１．Ｍｅｔｈａｎｏｌ（１００％）ｗａｓ
ａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍａｔａｎｅｖｅｒｙ２４ｈｉｎｔｅｒｖａｌ
ｔｏｔｈｅｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０％ ｔｏｍａｉｎｔａｉｎｔｈｅｉｎ

ｄｕｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｔ２４，４８，
７２，ａｎｄ９６ｈ．Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｂｙ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎａｔ１２０００ｇｆｏｒ１０ｍｉｎ．
１２６　 ＳＤＳＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ　 Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｂｙＴＣＡａｃｅｔｏｎｅ．Ｔｈｅｐｅｌｌｅｔｓｗｅｒｅｄｒｉｅｄ，
ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎ２０μＬｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ，ａｎｄｓｅｐａｒａｔｅｄｏｎ
１５％ ＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌｓ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｗｅｒｅｖｉｓｕａｌ
ｉｚｅｄｂｙｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＣｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅＲ２５０．
１２７　ＰｒｏｔｅｉｎＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｗＣｔＣＶＮＨａｎｄｍＣｔＣＶＮＨｗｅｒｅｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉ
ＮＴＡａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．Ａｆｔｅｒ９６ｈｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｙ１２０００ｇｃｅｎ
ｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎｆｏｒ１０ｍｉｎａｔ４℃ ａｎｄｆｉｌｔｅｒｅｄｔｈｒｏｕｇｈａ０２
μｍｆｉｌｔｅｒ．Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｕｓｉｎｇａ
１００００ＭＷＣＯｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｍｅｍｂｒａｎｅ．Ａｆｔｅｒｍｉｘｅｄ
ｗｉｔｈ１ｍＬＮｉＮＴＡｒｅｓｉｎｆｏｒ３ｈ，ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅ
ａｐｐｌｉｅｄｔｏａｎａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎ．Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｗａｓｆｉｒｓｔ
ｗａｓｈｅｄｗｉｔｈ５～１０ｃｏｌｕｍｎｖｏｌｕｍｅｏｆｂｕｆｆｅｒＡ（５０
ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚ
ｏｌｅ，ｐＨ７４）ｔｏｒｅｍｏｖｅｔｈｅｕｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ａｎｄ
ｔｈｅｎｅｌｕｔｅｄｕｓｉｎｇｂｕｆｆｅｒＢ（５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，５００
ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｐＨ７４）．Ｅ
ｌｕｔｅｄｆｒａｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙ１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ．
ＴｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｗＣｔＣＶＮＨ／ｍＣｔＣＶＮＨ ｗｅｒｅ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ，ｐｏｏｌｅｄ，ａｎｄｄｅｓａｌｔｅｄｗｉｔｈａｎＵｌｔｒａ－３０００
ｄｅｖｉｃｅ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）ｕｓｉｎｇ１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳｂｕｆｆｅｒ
（ｐＨ７４），ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ，ａｎｄｓｔｏｒｅｄａｔ－８０℃ ｆｏｒｆｕｒ
ｔｈｅｒａｎａｌｙｓｉｓ．
１２８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ　Ａｆｔｅｒｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ
ｓｉｓ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｌｙｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｆｒｏｍｔｈｅ
ｇｅｌｏｎｔｏ０２μｍｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（ＮＣ）ｍｅｍｂｒａｎｅ．Ｔｈｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｂｌｏｃｋｅｄｗｉｔｈＴＢＳＴ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，００５％ Ｔｗｅｅｎ２０）ｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇ５％ ｓｋｉｍｍｉｌｋｆｏｒ２ｈａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅＴｈｅ
ＮＣｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｆｉｒｓｔｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｍｏｕｓｅａｎｔｉＨｉｓ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶３０００）ａｔ４℃ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ．Ａｆ
ｔｅｒｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓｗａｓｈｉｎｇ，ｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ｗｉｔｈｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｔｏ
ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（１∶５０００）ｆｏｒ２ｈａｔｒｏｏｍｔｅｍ
ｐｅｒａｔｕｒｅｗｉｔｈｇｅｎｔｌｅｓｈａｋｉｎｇ．Ｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅ
ｖｅｌｏｐｅｄｗｉｔｈＥＣＬＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔＫｉｔａｎｄｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ
ｕｓｉｎｇＳｙｎｇｅｎｅＧＢｏｘＣｈｅｍｉＸＴ４Ｅｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ．
１２９　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ　Ｉｎｏｒ
ｄｅｒｔｏｅｘａｍｉｎｅｗｈｅｔｈｅｒｗＣｔＣＶＮＨｗａｓｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ
ａｌｌｙｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ，ｗｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎａｓｓａｙ．

１２１



中山大学学报 （自然科学版） 第５６卷　

ｗＣｔＣＶＮＨｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＰｅｐｔｉｄｅＮｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅＦ
（ＰＮＧａｓｅＦ，ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ，ＭＡ，ＵＳＡ）ｆｏｒ１
ｈａｔ３７℃ ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ．
ＴｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｏｎＳＤＳＰＡＧＥａｎｄａｎａ
ｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．

２　Ｒｅｓｕｌｔｓ
２１　 ｍＣｔＣＶＮＨｄｅｓｉｇｎ

Ｍｕｔａｔｉｏｎｓｄｉｄｎｏｔｃｈａｎｇｅｔｈｅｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔ
（ｐＩ）ａｎｄｎｅｔｃｈａｒｇｅｏｆｍＣｔＣＶＮＨ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｗｉｄｅ
ｔｙｐｅＣｔＣＶＮＨ，ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｍＣｔＣＶＮＨ ｉｍｐｒｏｖｅｄ
（２２６９ａｎｄ２４２１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｃｏｄｏｎ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎａｌｓｏｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ
ｍＣｔＣＶＮＨｉｎＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ．
２２　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｓ，

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ，ａｎｄｓｃｒｅｅｎ
ｉｎｇｏｆｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ
ＴｈｅｗＣｔＣＶＮＨ ａｎｄｍＣｔＣＶＮＨ ｇｅｎｅｗｅｒｅｃｏｎ

ｆｉｒｍｅｄｔｏｂｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｖｅｃｔｏｒ
ｐＰＩＣＺαＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｂｏｔｈｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｗｅｒｅｖｅｒｉ
ｆｉｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．
ＰＣＲｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ
ｗｉｔｈｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ（Ｆｉｇ２ａａｎｄＦｉｇ２ｂ）．Ｔｈｅ４５０ｂｐ
ｂａｎｄｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｇｅｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒ
ｐａｉｒｓ，ａｎｄｔｈｅ６５０ｂｐｐｒｏｄｕｃｔｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅ
ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒ５′αＦａｃｔｏｒ／３′ＡＯＸ１，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ
ｉｎｔｏｔｈｅｈｏｓｔｙｅａｓｔ．
２３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＰ．

ｐａｓｔｏｒｉｓ
ＦｏｒｗＣｔＣＶＮＨｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｔｗｏｂａｎｄｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃ

ｔｅｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ
２２０００ａｎｄ２４０００，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｐｒｅ
ｄｉｃｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ（２００００）（Ｆｉｇ３ａ）．Ｓｉｍｉｌａｒ
ｌｙ，ｍＣｔＣＶＮＨｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｌｓｏｈａｄｔｗｏｂａｎｄｓ
（２４０００ａｎｄ２６０００）（Ｆｉｇ３ｂ）．Ｔｈｅｐｈｅｎｏｍｅｎａｓｕｇ
ｇｅｓｔｅｄｔｈａｔｗＣｔＣＶＮＨｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｂｙｔｈｅｙｅａｓｔｓｈｏｕｌｄ
ｂｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ａｆｔｅｒｗＣｔＣＶＮＨｗａｓｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈＰＮＧａｓｅＦｆｏｒｄｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ，ｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓ
ｗｅｒｅａｐｐａｒｅｎｔｏｎｔｈｅＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｃｏｎ
ｆｉｒｍｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｆｉｇ４）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔｎｏＮｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎｗＣｔＣＶＮＨｐｒｏ
ｔｅｉｎ．
２４　ＰｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ

Ｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｆｒｏｍｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅｏｂ

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｉｃｈｉａｉｎｔｅｇｒａｎｔ
（ａ）ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓＧＳ１１５
ｐＰＩＣＺαＡｗＣｔＣＶＮＨ．Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１－３：ｎｅｇａ
ｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；４－５：ｆｒａｇｍｅｎｔｆｒｏｍｐＰＩＣＺαＡｗＣｔＣＶＮＨａｍｐｌｉ
ｆｉｅｄｂｙ５′αＦａｃｔｏｒ／３′ＡＯＸＩｐｒｉｍｅｒｓ；６－７：ｆｒａｇｍｅｎｔｆｒｏｍ
ｐＰＩＣＺαＡ－ｗＣｔＣＶＮＨａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒｗａｒｄ／ｒｅ
ｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓ
（ｂ）ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓＧＳ１１５－ｐＰＩＣＺαＡ
－ｍＣｔＣＶＮＨ．１：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２－４：ｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ
ｙｅａｓｔｃｅｌｌｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＰＩＣＺαＡｍＣｔＣＶＮＨｗｉｔｈｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｆｏｒｗａｒｄ／ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓ；Ｍ：２００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；５－８：ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｙｅａｓｔｃｅｌｌｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＰＩＣＺαＡ－ｍＣｔＣＶＮＨｗｉｔｈ
５′α－Ｆａｃｔｏｒ／３′ＡＯＸＩｐｒｉｍｅｒｓ

ｔａｉｎｅｄｂｙＮｉＮＴＡ ｒｅｓｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｆｉｇ５ａａｎｄ
Ｆｉｇ６ａ）．Ｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒｃｏｎｆｉｒｍｅｄ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｉｔｈｍｏｕｓｅａｎｔｉＨｉｓｔａｇｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧａｎｔｉｂｏｄｙｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ
ｔｏｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（Ｆｉｇ５ｂａｎｄＦｉｇ６ｂ）．

３　Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ
ＡｌｔｈｏｕｇｈＣｔＣＶＮＨ ｈａｓｂｅｅｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉ，ｉｔｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｉｎａｃｔｉｖｅｉｎｃｌｕ
ｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓ［１７］，ｗｈｉｃｈｉｓｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄｔｉｍｅｃｏｎｓｕｍｉｎｇ，
ｌａｂｏｒｉｎｔｅｎｓｉｖｅａｎｄｎｏｔｃｏｓｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅ［１７］．Ｆｕｒｔｈｅｒ
ｍｏｒｅ，ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＥ．ｃｏｌｉｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓ
ｉｓｖｅｒｙｌｏｗ．Ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ，ｔｈｅｒｅｈａｓｂｅｅｎｎｏｒｅｐｏｒｔｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＶＮＨ ｉｎａｙｅａｓｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ．
Ｈｅｒｅ，Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓｗａｓｆｉｒｓｔｓｅｌｅｃｔｅｄｔｏｂｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
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　第 ４期 崔利敏等：水蕨抗艾滋病病毒蛋白ＣＶＮＨ及其突变体在毕赤酵母中的表达

Ｆｉｇ３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＣｔＣＶＮＨｓｕ
ｓｉｎｇＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ
（ａ）ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｗＣｔＣＶＮＨ．１：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ：ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２－５：ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
（ｂ）ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍＣｔＣＶＮＨ．Ｍ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；
１：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２－４：ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．

Ｆｉｇ４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＮｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｆｗＣｔＣＶＮＨ
ｉｎｙｅａｓｔｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

１：ｔｗｏｗＣｔＣＶＮＨｂａｎｄｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＮＧａｓｅＦ

Ｆｉｇ５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｗＣｔＣＶＮＨｂｙａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
（ａ）ＳＤＳＰＡＧＥ．Ｍ：ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ｐｕｒｉｆｉｅｄｗＣｔＣＶＮＨ；
（ｂ） Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．１：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｗＣｔＣＶＮＨ

ｓｉｏｎｈｏｓｔｏｆＣｔＣＶＮＨ．Ａｓａｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｈｏｓｔｆｏｒｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓｉｓｏｎｅｏｆ

Ｆｉｇ６　 ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｍＣｔＣＶＮＨ
（ａ） ＳＤＳＰＡＧＥ．Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１－２：ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｍＣｔＣＶＮＨ；
（ｂ）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１－２：ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｍＣｔＣＶＮＨ；３：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｔｈｅｍｏｓｔｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｅｌｌｆａｃｔｏｒｉｅｓｆｏｒｐｒｏｔｅｉｎｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［２１］．Ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ，Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒｐＰＩＣＺａＡｈａｒｂｏｒｓａｌｃｏｈｏｌｏｘｉｄａｓｅ１（ＡＯＸ１）
ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｗｈｉｃｈｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｅｔｈａｎｏｌ［３１］．Ｍｅｔｈａｎｏｌ
ｉｓｓｏｌｅｓｏｕｒｃｅｏｆｃａｒｂｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ［３２］．
Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｏｔｈｅｒｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓ，ｉｔｉｓ
ｅａｓｉｅｒｔｏｍａｎｉｐｕｌａｔｅ，ｃｕｌｔｕｒｅ，ａｎｄｕｎｄｅｒｇｏｎｅａｌｌｔｈｅ
ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ［２１］．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏ
ｔｅｉｎｓａｒｅｓｅｃｒｅｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ，ｗｈｉｃｈｄｏ
ｎｏｔｎｅｅｄｍｅｃｈａｎｉｃａｌｏｒｃｈｅｍｉｃａｌｃｅｌｌｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎａｎｄｕ
ｓｕａｌｌｙｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ．Ｔｈｅ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙａｃｈｉｅｖｅｄｂｙａｆ
ｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈａ６－Ｈｉｓ·ｔａｇ．Ｍｏｒｅｉｍ
ｐｏｒｔａｎｔｌｙ，ｆｒｅｅｏｆｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓｉｎｙｅａｓｔｃａｎｒｅｄｕｃｅｅｎｏｒ
ｍｏｕｓｌｙｔｈｅｒｉｓｋｏｆｓｉｄｅｅｆｆｅｃｔｓ．

Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｗｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｗＣｔＣＶＮＨａｎｄｍＣｔＣＶＮＨｂｙｕｓｉｎｇＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ．ＩｎＰ．
ｐａｓｔｏｒｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ｔｈｅｍｏｓｔｃｏｍｍｏｎｉｓＮｇｌｙ
ｃｏｓｙｌａｔｉｏｎａｎｄｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ［３３］．Ｉｆ
ｒｅｍｏｖａｌｏｆＮｇｌｙｃａｎ，ｐｒｏｔｅｉｎｓｓｔｉｌｌｐｏｓｓｅｓｓｅｘｔｒａｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ，ｗｈｉｃｈａｒｅｐｏｓｓｉｂｌｙｃａｕｓｅｄｂｙｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａ
ｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ［３３］．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅ
ＣｔＣＶＮＨｇｅｎｅｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ，ｗｈｉｃｈｐｒｏ
ｄｕｃｅｄｔｗｏｂａｎｄｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏ２２０００ａｎｄ２４０００，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｓｉｍｉｌａｒｌｙ，ｍＣｔＣＶＮＨｓｔｉｌｌｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅａｌｓｏｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｔｏｔａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｏｎｌｙ
ｏｎｅｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉ．Ｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｒｅａｓｏｎｓｗｅｒｅａｓｃｒｉｂｅｄｔｏｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｃｌｅａｖａｇｅｏｆｔｈｅα
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ｆａｃｔｏｒｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｖｅｃｔｏｒｐＰＩＣＺαＡｏｒ
ｓｏｍｅｏｔｈｅｒｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｒａｔｈｅｒｔｈａｎ
Ｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ．Ａｌｌｏｆｔｈｅｃｙａｎｏｖｉｒｉｎｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ａｓｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｗｉｔｈαｆａｃｔｏｒｉｎｙｅａｓｔｓ［３４］．Ｔｈｅｐｈｅ
ｎｏｍｅｎａｏｆｔｗｏｂａｎｄｓｏｃｃｕｒｉｎｙｅａｓｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｔｈｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓｕｃｈａｓＦＩＰｆｖｅｆｒｏｍｔｈｅｍｕｓｈｒｏｏｍＦｌａｍｍｕ
ｌｉｎａｖｅｌｕｔｉｐｅｓ［３５］ａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎα ｆｒｏｍ ｔｈｅｂｏｖｉｎｅ
ｌｉｖｅｒ［３６］．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＶＮｉｎＰ．ｐａｓｔｏ
ｒｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔＣＶＮｉｓＮｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄａｔＡｓｎ３０，
ｗｈｉｃｈｉｓｉｎａｃｔｉｖｅａｇａｉｎｓｔＨＩＶ ［３４］．Ｏｎｔｈｅｃｏｎｔｒａｒｙ，
ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｉｎＣｔＣＶＮＨｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｉｎＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ．

Ｍｕｔａｔｉｏｎｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｂｅｓｔｗａｙｓｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｒｏｔｅｉｎ．ＡｌｔｈｏｕｇｈＣＶＮｈａｓｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ
ｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＥ．ｃｏｌｉ，ｙｅａｓｔ，ａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ［３，３４，３７－３８］， ｉｔｓ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ， ＣＶＮ２，
ＬＣＶＮ，ａｎｄ１０ＫＰＥＧＡＬＤＬＣＶＮ［３９－４０］，ｈａｖｅｄｉｓ
ｐｌａｙｅｄｅｎｈａｎｃｅｄａｎｔｉＨＩＶ－１ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｈｅｎｃｅ，ｓｕｃ
ｃｅｓｓｆｕｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｗＣｔＣＶＮＨａｎｄｍＣｔＣＶＮＨｉｎＰ．
ｐａｓｔｏｒｉｓｗｉｌｌｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｈｏｗｔｏｆｕｒｔｈｅｒｉｍ
ｐｒｏｖｅａｎｔｉＨＩＶａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣｔＣＶＮＨ．Ｔｈｅｓｔｕｄｙａｌｓｏ
ｌａｉｄａｓｏｌｉｄｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｐｈａｒｍａ
ｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓｏｆＣｔＣＶＮＨｉｎｆｕ
ｔｕｒｅ．

４　Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｆｏｒｔｈｅｆｉｒｓｔｔｉｍｅ，ｗｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅ

ｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｔｅｄＣｔＣＶＮＨｇｅｎｅｓｉｎＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｏｂｅｔｔｅｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄＣｔＣＶＮＨ，ｆｕｔｕｒｅｒｅ
ｓｅａｒｃｈｗｉｌｌｅｍｐｈａｓｉｚｅｏｎｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙａｃｔｉｖｉｔｙ，
ｌａｒｇｅｓｃａｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓｏｆｗＣｔＣＶＮＨ
ａｎｄｉｔｓｍｕｔａｎｔ．

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ：

［１］　ｄｅＣＬＥＲＣＱＥ．ＡｎｔｉＨＩＶｄｒｕｇｓ：２５ｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｐｐｒｏｖｅｄ
ｗｉｔｈｉｎ２５ｙｅａｒｓａｆｔｅｒｔｈｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆＨＩＶ［Ｊ］．ＩｎｔＪＡｎｔｉ
ｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ，２００９，３３：３０７－３２０．

［２］　ＺＨＡＮＰ，ＰＡＮＮＥＣＯＵＱＵＥＣ，ｄｅＣＬＥＲＣＱＥ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉ
ＨＩＶｄｒｕｇｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ：ｃｕｒｒｅｎｔｉｎｎｏｖａｔｉｏｎｓ
ａｎｄｆｕｔｕｒｅｔｒｅｎｄｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄＣｈｅｍ，２０１６，５９：２８４９－
２８７８．

［３］　ＢＯＹＤＭＲ，ＧＵＳＴＡＦＳＯＮＫＲ，ＭＣＭＡＨＯＮＪＢ，ｅｔａｌ．
ＤｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ，ａｎｏｖｅｌｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉ
ｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｂｉｎｄｓｖｉｒａｌｓｕｒｆａｃｅ
ｅｎｖｅｌｏｐｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｇｐ１２０：ｐｏｔｅｎｔｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｏｍｉ
ｃｒｏｂｉｃｉｄｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＡｇｅｎｔｓＣｈｅ
ｍｏｔｈｅｒ，１９９７，４１（７）：１５２１－１５３０．

［４］　ＧＵＳＴＡＦＳＯＮＫＲ，ＳＯＷＤＥＲＲＣ，ＨＥＮＤＥＲＳＯＮＬＥ，ｅｔ
ａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｐｒｉｍａｒｙｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ａｎｄｄｉｓｕｌ
ｆｉｄｅｂｏｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ，ａｎａｎｔｉＨＩＶ（ｈｕｍａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ）ｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｔｈｅｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
Ｎｏｓｔｏｃｅｌｌｉｐｓｏｓｐｏｒｕｍ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，
１９９７，２３８（１）：２２３－２２８．

［５］　ＢＥＷＬＥＹＣＡ，ＧＵＳＴＡＦＳＯＮＫＲ，ＢＯＹＤＭＲ，ｅｔａｌ．Ｓｏ
ｌｕｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ，ａｐｏｔｅｎｔＨＩＶｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＮａｔＳｔｒｕｃｔＢｉｏｌ，１９９８，５：５７１－５７８．

［６］　ＺＡＰＰＥＨ，ＳＮＥＬＬＭＥ，ＢＯＳＳＡＲＤＭＪ．ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎｏｆ
ｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ，ａｎｅｎｔｒｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＨＩＶ［Ｊ］．ＡｄｖＤｒｕｇ
ＤｅｌｉｖｅｒＲｅｖ，２００８，６０：７９－８７．

［７］　ＥＳＳＥＲＭＴ，ＭＯＲＩＴ，ＭＯＮＤＯＲＩ，ｅｔａｌ．ＣｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ
ｂｉｎｄｓｔｏｇｐ１２０ｔｏｉｎｔｅｒｆｅｒｅｗｉｔｈＣＤ４ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｈｕｍａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ｖｉｒｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇ，ｆｕｓｉｏｎ，ａｎｄ
ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙｂｕｔｄｏｅｓｎｏｔａｆｆｅｃｔｔｈｅＣＤ４ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｏｎ
ｇｐ１２０ｏｒｓｏｌｕｂｌｅＣＤ４ｉｎｄｕｃｅｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎ
ｇｐ１２０［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，１９９９，７３：４３６０－４３７１．

［８］　ＭＯＲＩＴ，ＢＯＹＤＭＲ．ＣｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ，ａｐｏｔｅｎｔｈｕｍａｎｉｍ
ｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｂｌｏｃｋｓｂｏｔｈ
ＣＤ４ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄＣＤ４ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｏｆｓｏｌｕｂｌｅ
ｇｐ１２０（ｓｇｐ１２０）ｔｏｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｓｓＣＤ４ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｉｎｄｉｎｇｏｆｓｇｐ１２０ｔｏｃｅｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄＣＸＣＲ４，ａｎｄｄｉｓｓｏｃｉ
ａｔｅｓｂｏｕｎｄｓｇｐ１２０ｆｒｏｍｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡ
ｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００１，４５：６６４－６７２．

［９］　ＢＡＲＲＩＥＮＴＯＳＬＧ，ＧＲＯＮＥＮＢＯＲＮＡＭ．Ｔｈｅｈｉｇｈｌｙ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ：Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅ，ａｎｔｉＨＩＶ／Ｅｂｏｌａａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｉｅｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｙ
［Ｊ］．ＭｉｎｉＲｅｖＭｅｄＣｈｅｍ，２００５，５：２１－３１．

［１０］　ＢＡＲＲＩＥＮＴＯＳＬＧ，Ｏ′ＫＥＥＦＥＢＲ，ＢＲＡＹＭ，ｅｔａｌ．Ｃｙ
ａｎｏｖｉｒｉｎＮｂｉｎｄｓｔｏｔｈｅｖｉｒａｌｓｕｒｆａｃｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＰ（１，
２）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｂｏｌａｖｉｒｕｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｖｉｒａｌ
Ｒｅｓ，２００３，５８：４７－５６．

［１１］　Ｏ′ＫＥＥＦＥＢＲ，ＳＭＥＥＤＦ，ＴＵＲＰＩＮＪＡ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔｅｎｔ
ａｎｔｉｉｎｆｌｕｅｎｚａａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮａｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ
ｗｉｔｈｖｉｒａｌｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅ
ｍｏｔｈｅｒ，２００３，４７：２５１８－２５２５．

［１２］　ＤＥＹＢ，ＬＥＲＮＥＲＤＬ，ＬＵＳＳＯＰ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅａｎｔｉｖｉｒａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ：Ｂｌｏｃｋｉｎｇｏｆｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅ
ｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ｇｐ１２０ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈＣＤ４ａｎｄｃｏ
ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｄｉｖｅｒｓｅｅｎｖｅｌｏｐｅｄｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．
ＪＶｉｒｏｌ，２０００，７４：４５６２－４５６９．

［１３］　ＰＥＲＣＵＤＡＮＩＲ，ＭＯＮＴＡＮＩＮＩＢ，ＯＴＴＯＮＥＬＬＯＳ．Ｔｈｅ
ａｎｔｉＨＩＶ ｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮ ｄｏｍａｉｎｉｓｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙｃｏｎ
ｓｅｒｖｅｄａｎｄｏｃｃｕｒｓａｓａｐｒｏｔｅｉｎｍｏｄｕｌｅｉｎｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ［Ｊ］．
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：ＳｔｒｕｃｔＦｕｎｃｔＢｉｏｉｎｆ，２００５，６０：６７０－６７８．

［１４］　ＫＯＨＡＲＵＤＩＮＬＭＩ，ＶＩＳＣＯＭＩＡＲ，ＪＥＥＪＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｆａｍｉｌｙｏｆｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮｈｏｍｏ
ｌｏｇｓ：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅ，２００８，１６：５７０－５８４．

［１５］　ＭＡＴＥＩＥ，ＬＯＵＩＳＪＭ，ＪＥＥＪＧ，ｅｔａｌ．ＮＭＲｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａｃｙａｎｏｖｉｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｆｒｏｍｗｈｅａｔｈｅａｄｂｌｉｇｈｔ
ｆｕｎｇｕｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：ＳｔｒｕｃｔＦｕｎｃｔＢｉｏｉｎｆ，２０１１，７９：１５３８
－１５４９．

４２１



　第 ４期 崔利敏等：水蕨抗艾滋病病毒蛋白ＣＶＮＨ及其突变体在毕赤酵母中的表达

［１６］　ＱＩＸＱ，ＹＡＮＧＹＸ，ＳＵＹＪ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ
ａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｙａｎｏｖｉｒｉｎＮｈｏｍｏｌｏｇｙｇｅｎｅｉｎ
Ｃｅｒａｔｏｐｔｅｒｉｓｔｈａｌｉｃｔｒｏｉｄｅｓ［Ｊ］．ＡｍＦｅｒｎＪ，２００９，９９：７８－
９２．

［１７］　ＳＵＮＪＢ，ＳＵＹＪ，ＷＡＮＧＴ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣｔＣＶＮＨ，ａｎｏｖｅｌａｎｔｉＨＩＶ（ｈｕｍａｎｉｍ
ｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ）ｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＣｅｒａｔｏｐｔｅｒｉｓｔｈａｌｉｃ
ｔｒｏｉｄｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１３，１４：７５０６－７５１４．

［１８］　李宁，孙君波，韦剑，等．抗艾滋病病毒蛋白 ＣＶＮＨ在
大肠杆菌中表达条件的优化［Ｊ］．中山大学学报（自
然科学版），２０１３，５２（２）：９０－９６．
ＬＩＮ，ＳＵＮＪＢ，ＷＥＩＪ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｆｏｒｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆＣＶＮＨｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ａｎｏｖｅｌａｎｔｉＨＩＶ
（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ）ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＡｃｔａＳｃｉ
ＮａｔｕｒＵｎｉｖＳｕｎｙａｔｓｅｎｉ，２０１３，５２（２）：９０－９６．

［１９］　ＡＨＭＡＤＭ，ＨＩＲＺＭ，ＰＩＣＨＬＥＲＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ：ｒｅｃｅｎｔａｃｈｉｅｖｅｍｅｎｔｓａｎｄｐｅｒｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｓｆｏｒｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｐｐｌＭｉ
ｃｒｏｂｉｏｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１４，９８：５３０１－５３１７．

［２０］　ＶＯＧＬＴ，ＨＡＲＴＮＥＲＦＳ，ＧＬＩＥＤＥＲＡ．Ｎｅｗｏｐｐｏｒｔｕｎｉ
ｔｉｅｓｂｙｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂｉｏｌｏｇｙｆｏｒｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１３，
２４：１０９４－１１０１．

［２１］　ＤＡＬＹＲ，ＨＥＡＲＮＭＴ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ：ａｕｓｅｆｕｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｏｏｌｉｎｐｒｏ
ｔｅｉｎｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＭｏｌＲｅｃｏｇｎｉｔ，
２００５，１８：１１９－１３８．

［２２］　ＣＲＥＧＧＪＭ，ＣＥＲＥＧＨＩＮＯＪＬ，ＳＨＩＪＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ，２０００，１６：２３－５２．

［２３］　ｄｅＳＣＨＵＴＴＥＲＫ，ＬＩＮＹＣ，ＴＩＥＬＳＰ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｈｏｓｔＰｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００９，２７：５６１－５６６．

［２４］　ＷＥＩＮＡＣＫＥＲＤ，ＲＡＢＥＲＴＣ，ＺＥＰＥＤＡＡＢ，ｅｔａｌ．Ａｐ
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｉｎｔｈｅｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅｉｎｄｕｓｔｒｙ［Ｊ］．ＢｒａｚＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１３，４４：１０４３－
１０４８．

［２５］　ＲＡＢＥＲＴＣ，ＷＥＩＮＡＣＫＥＲＤ，ＰＥＳＳＯＡＡ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔｓｐｒｏｔｅｉｎｓｆｏｒｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｕｓｅｓ：ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＢｒａｚＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１３，
４４：３５１－３５６．

［２６］　ＭＯＮＳＡＬＶＥＲＩ，ＬＵＧ，ＫＩＮＧＴＰ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｎｏｍ ａｌｌｅｒｇｅｎ，ａｎｔｉｇｅｎ５ｏｆｙｅｌｌｏｗｊａｃｋｅｔ
（Ｖｅｓｐｕｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）ａｎｄｐａｐｅｒｗａｓｐ（Ｐｏｌｉｓｔｅｓａｎｎｕ
ｌａｒｉｓ），ｉｎｂａｃｔｅｒｉａｏｒｙｅａｓｔ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎＥｘｐｒＰｕｒｉｆ，１９９９，
１６：４１０－４１６．

［２７］　ＫＡＮＧＪ，ＺＨＡＯＤ，ＬＹＵＹ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌａｃ
ｔｉｖｉｔｙｏｆＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｄｅｒｉｖｅｄｍａｔｕｒｅｂｏｖｉｎｅｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ｂｅｔａｄｅｆｅｎｓｉｎｓ５［Ｊ］．ＥｕｒＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１４，３３：
１８２３－１８３４．

［２８］　ＺＨＡＮＧＹ，ＺＨＡＮＧＳ，ＸＩＡＮＬ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｎｅｕｒｉｔｉｎｆｒｏｍＰｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓａｎｄａｐａｒｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｔｓｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖ

ｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１５，９９：
８０３５－８０４３．

［２９］　ＨＵＨ，ＧＡＯＪ，ＨＥＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｄｏｎｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆａｋｅｒａｔｉｎａｓｅｇｅｎｅ
ｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８：ｅ５８３９３．

［３０］　剧海，梁东春，郭刚，等．用于ＰＣＲ实验的毕赤酵母基
因组ＤＮＡ制备方法的比较［Ｊ］．天津医药，２００３，３１：
２７０－２７２．
ＪＵＨ，ＬＩＡＮＧＤ，ＧＵＯＧ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｏｕｒｍｅｔｈ
ｏｄｓｔｏｐｒｅｐａｒｅＰｉｃｈｉａｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｆｏｒＰＣＲ［Ｊ］．Ｔｉａｎ
ｊｉｎＭｅｄＪ，２００３，３１：２７０－２７２．

［３１］　ＣＨＡＧＨ，ＬＵＯＳＷ，ＱＩＺＨ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｆｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔ３ｂｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｆｒａｇｍｅｎｔ（α２－ｍａｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ）ｇｅｎｅｆｒｏｍＥｐｉ
ｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ，ｉｎＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎＥｘｐｒ
Ｐｕｒｉｆ，２０１５，１０９：２３－２８．

［３２］　ＢＡＲＲＩＧＯＮＪＭ，ＶＡＬＥＲＯＦ，ＭＯＮＴＥＳＩＮＯＳＪＬ，ｅｔａｌ．
Ａｍａｃｒｏｋｉｎｅｔｉｃｍｏｄｅｌｂａｓｅｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ
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