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鸡 Y 干扰素基因在毕赤酵母中的分泌表达
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摘要 :为了获得高效分泌表达 c叨卿下的重组毕赤酵母菌株
,

利用基因工程技术
,

将 43 5 bp 的 C ld NF 下成熟肤编码基

因亚克隆到巴斯德毕赤酵母 尸比入么脚onst 表达载体 nPI 。乞c 中
,

将该重组质粒用 sBt x l线性化并通过电击法转化

毕赤酵母 -x 33 菌株
,

用 500 矛喇mL 抗生素 eZ co in 筛选高拷贝 阳性重组菌
.

甲醇诱导表达的重组 C M FN乍经 S D -S

P AG E 电泳
,

可在相对分子质量约 2
.

0 x l矛处检测到目的蛋白带
,

目的蛋白占酵母表达上清液总蛋白质的 35 %
.

微

量细胞病变抑制法检测表达产物的生物学活性
,

检测结果表明
,

巴斯德毕赤酵母表达的重组 C hl NF 下的抗病毒效价

为6 粼叉) U/ m L
.
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鸡干扰素 (
C h ie k e n in et 晚orn )是 19 5 7 年 I s

aac
s 和

U dn
e

~
利用鸡胚绒毛尿囊膜研究流感干扰现象

时发现的
.

尽管鸡干扰素是最先发现的干扰素
,

但对

其研究远远落后于对 哺乳动物和人类 干扰素 的研

究
,

直到 19 94 年
,

se ke ill ck 【̀〕才首先克隆到鸡 的
。 干

扰素基因
,

199 5 年
,

iD咖图首次克隆到鸡的
, 干扰素

基因
.

最近的研究表 明
,

C h 1FN下的初始 翻译 产物含

164 个氨基酸
,

氨基端 19 个氨基酸为信号 肤
,

成熟的

蛋 白质为 2 条含 145 个氨基酸 的多肤链组成 的同源

二聚体 s[,
4〕

,

c M NF 下具有抗病毒
、

免疫调节等多方面

的生物学活性陈 6〕
.

我 国是养禽业大国
,

研制具有抗

病毒活性和免疫调节活性的基因工程鸡 了干扰素无

疑在禽病防治上具有十分重要的意义
.

巴斯德毕赤

酵母 尸交入么 asP ot 山 是近年发展起来的一种真核表达

系统
.

它既具有原核表达系统易于遗传操作和培养

的优点
,

又具有能正确进行翻译后 的加工修饰等特

点
,

而且毕赤酵母自身分泌的蛋白质较少
,

有利于外

源蛋白的分离纯化 v[]
.

为了研究和开发鸡基 因工程

干扰素制剂来控制鸡的病毒性传染病
,

本研究亚克

隆了我 国广东地方鸡种石岐杂鸡 C hl 刚下成熟肤基

因 C D N A
、

构建了毕赤酵母分泌表达 ChI F N乍系统
,

并

且对表达产物的抗病毒活性进行了初步研究
.
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1 材料与方法

1
.

1 质粒
、

菌种
、

病毒和常用试剂

含有石岐杂鸡 C M FN下全 长基 因
。

ND
A 的质粒

沁 EM -T hc IFN y 由华南农业大学动物基因工程实验室

保存困
.

质粒夕 I
caz c 和巴斯德毕赤酵母 尸交六池 p。

-

ot isr 野生株 x
一

33 为 nI vi t n 〕g e 们
公司产品

.

水疤性 口炎

病毒 (
v e s ie u l ar s

omt iat t i s v i ur s ,

VS V )购 自中国预防医

学科学院病毒研究所中国医学菌种保存 中心
.

限制

性内切酶沙
L Xba l 和 sB t x l

,

鞠 D N A 聚合 酶
,

d N T p s 、

C】A p 以及 瓜 D N A 连接酶均为大连 肠 ka ar 公

司产品
.

酵母 D N A 抽提试剂盒 P U R E G EN E D NA 150
-

ilat on 瓦 t 购 自深圳 晶美生 物工 程公 司
.

酵母 氮碱

NY B ( y eas
t in t or g e n base iw t ll o u t

~
iuln su 愉 t e

iw ht
-

ou t

~ on a ic ds )和抗生素 ZeOC in 购 自 nI vi t or ge
n 公司

.

胰蛋白酶
、

199 细胞培养基和胎牛血清购 自 iG be o
公

司
,

S P F 鸡胚购 自山东省家禽研究所
,

鸡胚成纤维细

胞从 10 日龄鸡胚制备
.

酵母培养基 Y P D
、

BM C Y 和

BM MY 等的配制参照 nI vi t or ge n
公司 Easy se le ct iP hc ia

E x p溉 is on 儿 t 的方法进行
.

1
.

2 鸡 丫干扰素基因的亚克隆

根据华南农业大学动物基因工程实验室 2X() 2 年

报道的 c hI NF 下基因序列仁
6 ]

,

在其成熟肤编码基 因两

端合成 1 对 引物
.

上 游引物 IF N下
一

S 序 列为 5’
一

CG
-

C丛巡丛罗 C A TA 。陷C
Z

认G T A G咒
一

3
` ,

下游引物 I F N了
-

A 序列为 5气 A CC T C TA G A C A A I丁C C A T C T C C飞
一

3
’ .

以

含 Ch INF 下基 因 c D NA 的质粒 p G ENn 七c h IFN下为模板

进行 P C R 扩增
.

1
.

3 毕赤酵母表达质粒的构建

CP R 产物用酒精沉淀后
,

用 C坛 I 和 方万。 1双酶

切
,

电泳 回收 约 4 35 饰 大 小 的 ND A 片段
,

并 通过

D N A 连接酶将其插入到经 C勿 1和 无马口 1双酶切后的

毕赤酵母分 泌表达质粒 p IP C乙 C
,

构建 了重组质粒

p IP C各 e h IF N下 (图 1 )
,

转 化 大 肠 杆 菌 D小
。 ,

用 2 5

尸岁毗的抗生 素 z eOC in 筛 选重组大肠杆菌
,

提取 质

粒
,

用限制性内切酶 流 I 和 Xb al 进行双酶切鉴定
,

并送上海博亚生物工程公司进行序列测定
.

1
.

4 毕赤酵母的转化与鉴定

取 5 一 10 腮 重组表达质粒 p IP CZ
一

hc INF 下
,

经限制

性内切酶 sB ` x l 酶切线性化后
,

乙醇沉淀回收
,

电击

转化毕赤酵母 x
一

33
,

在 500 拼岁mL z ceo in YP D s 平板

上筛选高拷贝转化子
,

3 0 ℃孵化平板 2 一 3 d 至出现

乳白色的酵母 转化菌落
.

电脉冲参数 为电压 1 5 00

V
,

电容 25 拌F
,

电 阻 2叨 n
.

用 试剂 盒 uP R EGE N E

D
NA

Iso lat io n 儿 t抽提毕赤 酵母转化子染色体 D
NA

,

以抽提 的 D N A 为模板进行 CP R 鉴定
,

CP R 引物为

IF N下
一

S I/ F N下
一

A
.

阳性 转化子 用引 物 INF 下
一

S月侧下
一

A

进行 cP R 扩增后
,

应得到约 4 35 b p 大小的 DNA 条

带
.

1
.

5 Ch I FN丫的诱导表达

将酵母转化子接种于 YP D 液体培养基 中培养
,

取占总体积 5 % 的菌液转接到 10 n止 BM G Y 培养基

中
,

30 ℃ 振荡培养约 24 h
,

至菌体 D助 mn 达到 2 一 6

时
,

离心弃上清
,

换 or 耐
J

BM M Y 培养基
.

用甲醇诱

导培养 s d
,

在诱导过程中
,

每 24 h 取样并同时加人

甲醇使其终浓度 (体积分数 )为 0
.

5 %
.

样 品经离心

收集上清进行 S D S
一

以GE 电泳
,

并用凝胶成像系统扫

描分析表达产物占诱导表达上清液 中总蛋 白的百分

含量

1
.

6 表达产物的抗病毒效价检测

表达产物的抗病毒活性测定采用微量细胞病变

抑制法 [“ 〕
,

采用鸡胚成纤维细胞和水疤性 口 炎病毒

( C E F
一

VVS 系统 )测定表达产物的抗病毒效价
.

鸡胚

成纤维细胞在 % 孔细胞培养板上生长约 24 h
,

待细

胞长成单层后
,

吸出上清
,

每孔加人用 199 细胞培养

基 2 倍倍比稀释的干扰素样品 100 汕
,

每个稀 释度

接 3孔
,

37 ℃孵育 24 h
,

吸出上清
,

加人 100 拜L l oo

代 I场的 VS v 病毒进行攻毒
,

37 ℃培养 24 一
48 h

,

待

对照孔细胞全部发生明显的细胞病变时在倒置显微

镜下观察结果
.

将抑制 so % 细胞病变的干扰素的最

高稀释度定为 1个干扰素单位
.

2 结果

2
.

1 含 C句F[ N丫基因的重组质粒的构建与鉴定

毕赤酵母整合质粒 p p IC z
一

ch I FN下的构建如 图 1

所示
.

重组质粒 夕 ICZ
一

ch INF 下经 肠 I 和 Xb al 双酶

切鉴定的结果见 图 2
,

在 3
.

s kb 和 4 35 b p 处有 2 条

D
NA 带

,

与预期相符
.

重组质粒测序的结果也与预

期序列相符 (数据略 )
.

a
一

fa e t o r

方去口 1

图 1 重组质粒 vIP -cz
c hl 州 y 的结构示意图

C
osn

t
ucr iot
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om ib
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C m NF 7
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母诱导表达上清
,

3 一 5 为 3 株不同的酵母转化子 72 h诱导表达

上清

1 :

elR iat ve 即阎e e u l ar ~
, M毗 et ; ;2 Ne

叫 ive y e明 t d二
廿朋吕肠n l

刘

袱ht PI ~
d PPI C酝 C 硒山侧 t in sert 目 Q d万刊 7 罗 n e ; 3 一 5 : 3 y.aoet
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叨详 m时即 st 加报而m司 衍ht p las 而 d 困忍
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图 4 C h1NF 下酵母转化子诱导表达的 SD S 刊呢 E结果

iF g
.

4 DS S P AGE an al y s is of het
r ce or 山i

n a n t ye as t

e u lt u le s u
pe n . t a n st

2
.

2 酵母的转化与鉴定

通过电击法得到 56 个毕赤酵母转化子
,

挑选 7

个转化子并抽提 D N A 作为模板
,

用特异性引物 11
,

N)
-

S / 正刊下
一

A 对酵母转化子进行 CP R 鉴定
,

结果如图 3

所示
,

全部转化子都扩增到约 4 35 饰 大小的 D N A 片

段
,

表明 Ch 1NF 下成熟肤基 因已成功整合到毕赤酵母

染色体上
.

b P M l ,

2 0 0〔

1 0 0 C

7 5 C
5 0 C

2 5 C

10 C

d 气 石 7

2
.

4 表达产物抗病毒效价的测定

对重组毕赤酵母诱导表达产物进行干扰素抗病

毒活性的检测
,

用 C E F 与表达产物共孵育后
,

以水

疙性 口炎病毒 ( VS v )攻击
,

检测结果表 明
,

毕赤酵母

诱导表达的上清液对 V S V 在 C E F 上表现出较高的抗

病毒活性
,

能够有效地抑制 V S V 病毒对 CEF 细胞的

致病作用
.

将抑制 50 % 细胞病变 ( Cp E场 )的干扰素

的最高稀释度定为 1个干扰素单位
,

其抗病毒效价

约为 6 4田 U八 n L
.

M为 D 12 Xt X) 相对分子质量标准 ; l 一 7 分别为 7 个毕赤酵母

转化子 D N A 用引物 正刊7
.

5/ I NF 了
,

A 作代R鉴定的结果

M :

ND A M山玉er D】2 X( X) ; 1 一 7 :

代R p m面cts an 叩1币日 丘闭 1 7

y砚以 d姗 件 , 。 叮屺 ND A

图 3 C翩刚下酵母转化子的 PC R鉴定

iF g
.

3 CP R ide
n t击c

iat on of het 政 or 山I
n a n t

》 33 ( p lP c 乙 Cll
l FN下)

2
.

3 伪m卿基因的诱导表达

3株阳性酵母菌经甲醇诱导表达 72 h 后 的表达

上清液经 S D S
一

PA GE 电泳检测 (图 4)
,

hC 1NF 下转化的

毕赤酵母在相对分子质量 2
.

o x l护 附近检测到 目的

蛋 白条带
,

而空质粒 pp l。弘C 转化的毕赤酵母诱导上

清在相应位置未出现蛋 白条带
.

电泳凝胶的扫描分

析显示
,

目的蛋 白约 占酵母诱导表达上清液中总蛋

白的 3 5 % 左右
.

3 讨论

干扰素是一类重要 的细胞 因子
,

是由生物体细

胞受到病毒或其他诱生剂 的作用而产生的分泌性糖

蛋白
,

具有抗病毒
、

抗细胞增殖
、

免疫调 节等多种生

物学活性 8[J
,

动物的干扰素在动物疾病的防治方 面

具有多种用途
.

其中鸡干扰素包括 I 型和 11 型 2 类
,

它们不仅具有抗病毒
、

细菌和寄生虫等功能 ,
一

川
,

还

具有作为免疫增强剂调节免疫反应
、

促 进生长 等功

能〔12]
.

大量 的研究表 明
,

重组禽干扰素可 以作为抗

病毒药物
、

免疫调节剂
、

抗球虫感染
、

免疫佐剂等应

用于养禽生产〔12
一

川
.

本研究选择 了毕赤酵母表达系统来表达鸡的 下

干扰素
.

本 研究选 用的毕赤酵母表达载体 pp IG弘c

是一种分泌表达载体
,

不仅有利于鸡干扰素的纯化
,

而且能够实现干扰素翻译后 的糖基化修饰和正确的

折叠
,

确保表达蛋 白的结构和功能
,

且有利于鸡干扰

素的大规模发酵生产
.

同时
,

由于外源基因是整合在

毕赤酵母基因组中
,

具有很高的稳定性
,

不易发生 变

异
,

因此毕赤酵母在反复传代中外源基因不易丢失
,
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能够持续稳定表达 目的蛋白v[, ` 5 ]
.

目前毕赤酵母表

达鸡 下干扰素的研究在国内鲜见文献报道
,

该系统

的应用为研究和推广使用重组鸡干扰素治疗禽病毒

病奠定了基础
.

毕赤酵母能对外源蛋 白进行糖基化修饰
,

可通

过天冬酞胺的氨基形成 N
一

糖基化位点或丝氨酸
、

苏

氨酸的轻基形成 O
一

糖基化位点
,

将糖基以共价键的

方式连接到蛋 白质上
.

本研究发现毕赤酵母所表达

的 祀h IF N乍的相对分子质量约为 2
.

0 x l护
,

比理论预

期的相对分子质量偏大
,

这可能是 由于 C h 1R灯 每条

多肤链分子含有 2 个 N 糖基化位点同
,

糖基化作用

使得 Ch田卿 在 SDS
~

P AG E 上的表观相对分子质量大

于理论预期的相对分子质量
.
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