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`
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摘 要 : 用 cP R 突变的方法使人白血病抑制因子基因的终止密码子缺失
,

并与质粒 p PI G弘 A上的 myc 表位

及 6 个组氨酸处于同一读码框
,

构建融合表达载体 nPI (汤认
一

hLI FM
.

通过氯化锉化学转化法使表达载体整合

到毕赤巴斯德酵母 -x 33 的基因组 DNA 中
,

转化子经甘油增菌和甲醇诱导
,

实现了 hLI F 基因在毕赤酵母表

达载体系统中的表达
.

SD S I〕 A( ; E检测和 We
at
em bl ot 分析结果表明在相对分子质量为 61 以X) 处有一条人白血

病抑制因子特异蛋白带
.

凝胶薄层扫描分析结果显示表达的目的蛋白占培养液上清总蛋白的 33
,

3%
.

且该

表达产物具有抑制小鼠畸胎瘤细胞 砂 克隆形成的活性
.
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以

人白血病抑制因子 ( h

~
le uk

e而 a ihn iib to ry

acf tor
,

hU F ) 是一种具有广泛生物学活性的细胞

因子
,

它能与其它细胞因子一起构成一个复杂的

细胞因子网络
,

对机体发生调控作用
,

是机体防

御和修复的重要成分
.

h ILF 的基因结构
、

蛋白

质结构
、

受体及其作用机制均已得到初步研究
.

尤其是在生殖系统〔’ 〕
、

骨骼肌 lz[ 和造血系统〔’ 」

中
,

其生物学功能都充分显示了 hll F 广阔的临

床应用前景
.

但是天然 h L IF 的分离提纯非常困

难
.

作为生产真核异源蛋白的宿主菌
,

酵母融合

了分子遗传操作
、

原核微生物的生长性质及真核

蛋白的翻译后加工修饰等特点
,

因而近年来已被

成功地应用于多种异源蛋白的商业化生产
.

其中

&耽`
加m 碘卿

5 ce ver 肠诚 (酿酒酵母 ) 是第一个作为

异源蛋白基因表达系统并加以应用的酵母
,

但

S况公心m碘” “ ce ver is诚 并非表达外源基因的最理

想的酵母宿主菌
.

在酿酒酵母中表达产生的外源

蛋白由于具有高抗原性
,

被引人到哺乳动物会发

生强烈的致敏反应
,

因而已被禁止作为医用
.

毕

赤酵母产生的蛋白虽然也是 N
一

糖基化
,

并以甘

露糖居多
,

但长度短得多
,

一般为 8 一
14 个残

基
,

不会产生过度糖基化现象 [’]
,

因此在生产外

源蛋白方面有明显的优势
.

所以我们利用基因工

程的方法
,

在 h ll F 基因 s[] 的竣基端融合了一个

由
泞弓心 表位和 6 个组氨酸形成的标签

,

并使其在

毕赤酵母中进行表达
,

为进一步的理论研究和临

床应用打下了基础
.

1 材料和方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 菌种
、

质 粒 和 细胞 大肠杆菌 ( sE
-

hce icr hi a co il ) oT lP o F
` ,

毕赤巴斯德酵母 (尸比人如

p o ot 心 ) x
一

33
,

载体 nIP CaZ A 均购 自 Ivn i t r o g e n
公

司 ; 小鼠畸胎瘤细胞 砂 购自中科院上海细胞生

物所 ; 质粒 p U 1C 8
一

h u F 为本室保存
.

1
.

1
.

2 酶与试剂 所有限制性内切酶
、

几 DNA
连接酶

、

T叫 DN A 聚合酶
、

丙烯酞胺
、

N
,

N
` 一

亚

甲双丙烯酞胺均购自 orP me ga 公司 ;
·

NR as e A
、

辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔 够抗体为华美生物

工 程 公 司 产 品 ; 硝 酸 纤 维 素 膜 购 自

S e h le ic h e
成 Sc hue l l 公司 ; QIA q u i e k eG l xE撅

t ion

苟 t 购自 iQ age
n
公司 ; 。 一

fac otr 引物
、

5
,

Aox l 引

物
、

3
,

AO X I 引物
、

NY B
、

Bi ot i n
、

抗生素 eZ oc i n MT
、

E as y s el e e

洲 iP e h i a E却 er s s ion ` t 购自 In v it

oser
n
公

司 ; Aut o er ad MT se q ue cn in g 苟 t 购 自 hP ~ ac ia 公

司
.

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 CP R 扩增 参照试剂盒的说明
.

1
.

2
.

2 质粒 ND A 的提取与纯化
、

酶切片段的制

备
、

连接与转化
、

Sn S 一

以GE 和 We
s t e m bl o t

按文献 【6」的方法进行
.

1
.

2
.

3 酵母细胞的转化
、

酵母基因组 DNA 的提
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取
、

转化子的 PC R鉴定
、

M ut 表型的筛选
、

酵毋

细胞的甘油 增菌和 甲醇诱导表达 按 Inv it ro eg
n

公司的 Eas y s e le e

MtT Pi e hia E x per s si o n Ki t的说明进

行
.

1
.

2
.

4 克隆形成抑制实验 参见文献 〔7 ]
.

2 结 果

2
.

1 h ll F基因梭基端的 PC R 突变

设计合成 3
,

端引物序列
: 5

’ - 竹
,

C rT C TAG

A CA C AA G GC C化 G 一 3’
,

将终子密码子 TG A诱

变为 GT
,

并 使 hLI F 基 因的 读码 框 与 载体

p PI c aZ A 用于检测和纯化的 cmy 表位及多聚组氨

酸标签的读码框一致 (图 1 )
.

用 刀切 I 和 乃
a l

双酶切质粒 p U 1C 8 一 h ll F
,

回收带 h u F基因的小

片段
,

并将其插人到 p IP C及tA 的 刀如 工和 筋
。 工

双酶切窗口 中
,

构建得到可融合表达 h ll F 基因

的重组表达载体 p P IC aZ A
一

h ll F
.

以该重组质粒为

模板
, a 一

fac ot :
引物和合成的 3

’

端引物为 CP R 引

物
,

根据运行程序
: 95 ℃ 5 而 n ,

94 ℃ 30
5 ,

50

℃ 30 5 ,

7 2 ℃ 1 m i n
,

3 0 个循环后 7 2 ℃延伸 10

m in 进行 CP R
.

电泳结果显示
,

CP R 产物大小约

为 575 h p
,

与预期大小一致
.

C (月飞〕 C GG A AG AC A C AI
,

C F I
,

《弓T l
,

5
’

,

“ “ “ C AG GC C T rC I X; A 里卫丛卫鱼A CA A
“

“ “
`

( CAT ) x 6 1七 A

LI 全
’

基因部分 “
`

Xb
a
l

刀 1,℃ e p it卿 ( His )
6

用于 CP R反应的 3
’

端引物设计策略

S rar t e即 01 3
’

p ir me
r

’

haI me
r s e
卿

e
cn

e
( 3

’

图 1

f
’

19

5
’

) l) : aP rt ia l s e q u e n e e

d
e s ign of r

CP R

o
f th

e

hIJ F罗 n e a n d
~

e p i t o eP
a n d ( Hi

s

)
6

2
.

2 融合表达载体闭。乞A一 M肠训 的构建与鉴定

PC R产物经 尤人刀 I 和 Xb
a l 双酶切后插入到

p IP c乙田、 的 刀沪刃 工 +
xb

。 l 双酶切窗口中
,

构建融

合表达载体 pp ICaZ A
一

h ll FM
(图 2 )

.

用 刀如 l 工 +

Xb
a l 进行双酶切鉴定

,

证明为所需 的重组质粒

(图 3 )
.

利用 5
’
A OX I 引物和 3

’
A OX I 引物对重组

的 p PI c aZ A
一

hl FJ
M 进 行 全序列 测 定

,

结 果 表 明

hLI F 基因的梭基端已成功突变
,

且其它碱基均与

预期的相同
.

2
.

3 表达载体 p PcI aZ A
一

h ll F“ 对毕赤酵母的转化

及转化子的筛选和鉴定

将 5 一 or 滩 PPI C勘了卜h ll FM 回收纯化
,

用 sac
I 酶切使之线性化后

,

通过氯化铿化学转化法转

化至宿主菌 尸艺c六记 p o ot isr x
一

33 中
.

经 M ut 分型

后
,

筛选 出 M ut
+

转化子
,

提取转化子 的基 因组

D N A
,

利用
a 一

fac ot r 引物和 3
’

A O X I 引物进行 代 R

鉴定
.

结果显示 用 S ac l 酶切使之线性化的载体

p IP c入价
一

h口F “ 已经成功地 整合到酵母细胞的基

因组中 (图 4 )
.

提高培养基 中抗生素 eZ oc ill fM
的浓

度至 500 拌岁 m L
,

筛选到 5 个含多拷贝表达单元的

转化子
.

2
.

4 h IL F M
基因在毕赤酵母中的表达及表达产物

的检测

利用 甘油增菌及 甲醇诱导 两个步骤 进行

hL IF 基因在重组酵母细胞中的表达
.

`
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肋
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图 2 重组质粒 nIP 。 乞A
一

h1JF
“
的构建

F ig
.

2 Co n s

tru
e t io n o

f o e o

tnb i n an t
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一

hu F
M

a- fu
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e ot r 5
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甲
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: m u

l t ip le e lo n i雌
s i t e

用少飞 + H is t a g曰叹炸: e P it o pe at g a
dn 6

x
H is at g

在甲醇诱导后 96 h 内不同时间取样
,

重组酵母细

胞培养液上清经 s D s
一

以GE 检测及 we
st e m hl ot 分

析
,

均未能见 目的蛋白带
.

在培养基中加人 、 =

1%的盐酸干酪素后
,

经 S D S
一

以GE 检测发现
,

甲






