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酵母中的分泌表达及表达产物的鉴定
`
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摘 要 : 根据人 cI F I `HnUI an hla 函-n
ilke

G拍 w ht aF
c

-otr 1
,

址G F
.

1) 的天然基因序列
,

在尽量

保存原基因序列的基础上
,

将一些密码子换成 乃刁血 asP
ot 心 酵母的偏爱密码子

,

人工 合成

班G-F 1双链 D NA
.

将此合成基因整合人 -x 33 醉母的染色体上
,

用 众戊 in +

平板筛选得到重组菌

株
.

以胞外分泌的方式表达了 bI G-F 1蛋白
,

表达产物经聚丙烯酞胺凝胶电泳和 俄
旧记 n 卜 b lo t 分

析
,

得到该表达产物的相对分子质量约为 7 2X()
.

关键词 : 班G民 1 ; 乃刁血脚
ot isr ; 表达

中图分类号 : 切8 文献标识码 : A

人胰岛素样生长因子
一

1 ( hI G F
,

1 ) 是一类多功能细胞增殖调控因子
,

因在结构上与胰

岛素原 ( p or 如 ul in ) 具有高度同源性而得名
.

h IG扒 1 是 70 个氨基酸组成的单链多肤 [ ’ ]
.

由于 hI GF
一

1具有促进生长发育
、

促进 物质代谢及降低血糖等作用
,

与糖尿病关系密切
,

近年来极受重视
.

hI C -F 1 可作为治疗胰岛素抗性的糖尿病的有效药物
,

在治疗神经损伤
、

糖尿病
、

生长迟滞
、

骨质疏松
、

分解代谢疾病等多种顽疾的治疗中应用前景广阔阁
.

重组

址G F
.

1 的生产是获得 h 1GF
~

1 的有效手段
,

国内外已有在原核
、

真核
、

哺乳动物及转基 因

动物中表达 h IG ,F
.

1的报道 [3
一

6 〕
.

在大肠杆菌中表达 h IGF
~

l 所面临的困难是表达的 班 C下
~

l

常以无活性的包涵体形式存在
,

而包涵体复性的产率往往很低
.

在哺乳动物表达系统中
,

用 h 1G F
~

1和 G H信号肤的融合基因转染小鼠成纤维细胞并获得了表达
,

但表达后信号肤不

能被正确切除
,

N 端发生不正确的加工
,

影响了 h K万
~

1
`

与血浆内 I GF 结合蛋白的结合
,

,

从

而降低了其体内半衰期 v[]
.

酵母系统表达外源基因既具有原核生物发酵快速
、

简便的特

点
,

又具有真核生物对表达蛋白进行 翻译后修饰的能力
.

本文报道了 h 1G F
一

1 在毕赤酵母

中的表达及鉴定
.

1 材料与方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 基因和菌株 址GF
.

1 基因由大连宝生物公司合成 ;
MJ 109 大肠杆菌

、

X
一

33 月从必
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确地完成糖基化
、

磷酸化
、

二硫键的形成以及蛋白酶水解等翻译后加工过程
,

较忠实地表

达出具有与天然蛋白质的结构和功能相似的重组蛋白
.

哺乳动物细胞表达系统的缺点是对

培养条件要求严格
、

重组蛋白表达水平不能令人满意
、

工程造价高等
.

酵母是一种低等真

核生物
,

它既具有原核生物的生长特点
,

又具有真核生物的分子和细胞生物学特性
,

能完

成蛋白质的翻译后修饰
.

利用巴氏毕赤酵母表达系统已使多种外源基因获得表达
,

其特点

与传统的酿酒酵母相比
,

具有产量高
、

不过度糖基化等优点 e[]
.

在本研究中
,

我们未发现

所表达的 址GF
一

1有糖基化现象
,

其相对分子质量大小与预期的 7
.

2 一样
,

这可能与该基因

没有糖基化位点有关
.

分泌表达的上清不需浓缩
,

凝胶电泳后经考马斯亮蓝染色即可看出

带形
.
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