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摘要:根据毕赤酵母 Pichia pastoris 表达系统对于密码子的偏嗜性，将去除信号肤的猪 α 干扰素( PoIFN-α)基因重新

设计改造并合成一段新的核音酸序列，置于毕赤酵母菌 α 因子分泌信号的 DNA 序列后，构建成 pPICZαC-PoIFN-α

分泌型重组表达载体，电转化进入野生型毕赤酵母菌 X-33 中，经 ZeocirlrM抗性筛选后获得大量多拷贝重组子， SDS­

PAGE 和 Western-blot 分析结果表明，所获得的重组子能够分泌表达出相对分子质量约为 19000 的 PoIFN-α 特异蛋

白，其有效蛋白表达量较高达到.105mg/L.经 Vero-VSV 系统测定， PoIFN-α 效价达到 5. 87 X 107 U/L 试验将

PoIFN-α 成熟肤全基因密码子进行改造，并实现了其在毕赤酵母菌表达系统中的高效分泌表达.
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Abstract : Accordi吨 to the codon metatropism of P比hiαpαstoris , the porcine interferon alpha (PoIFN咀)

gene , in which the sequence encoding signal peptide was replaced by that of the a-factor of Sacchαromyces 

cerevisiae , was cloned into P. pastoris expression vector pPICZαC. The recombinant plasmid pPICZαC­

PoIFN-αwas then transformed into P. pαstoris X-33 cells by electroporation , and stable multicopy recom­

binant P. pastoris strains were selected by Zeocin HI resistance. A great quantity of multiple-inserted recom­

binants were obtained. SDS-PAGE and Westem-blot assays of éulture broth from a methanol-induced ex­

pression strain demonstrated that recombinant PoIFN-α ， about 19 000 proteins , were secreted into the cul­

ture medium at the concentration of 54. 105 mg/L. The potency of PoIFN-αwas up to 5. 87 X 107 U/L by 

V ero-VSV systems measurement. This experiment changed the sequence coding of PoIFN-αby the codon 

metatropism of P. pωtoris and the results proved that this change was feasible. 
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干扰素( Interferon , IFN) 是一类具有抗病毒、抗

肿瘤和免疫激活功能的细胞因子.IFN-α 主要由单核­

吞噬细胞产生，是天然免疫和获得性免疫的桥梁，可

以激活 NK 细胞的细胞毒性并促进其增殖，调节机体

免疫.IFN-α 主要是通过对淋巴细胞和巨嗜细胞的调

节或诱导 MHC 1 型分子的表达起免疫调节作用

的[1] 因具有显著的抗病毒功能而被广泛应用于人

类病毒性疾病的预防和治疗.随着动物保健的迫切

需求和生物工程技术的不断发展，各种动物干扰素

的研究成为近几年来的研究热点.

对猪 α 干扰素( PoIFN-α) 的表达国内学者进行

了多项研究，谢海燕等[2] 克隆了猪 IFN-a 基因，构建

了原核表达载体，初步对其进行了原核表达研究.曹

瑞兵等[3] 克隆了一种新的猪 IFN-α 基因并在大肠杆

菌中进行了其成熟蛋白的单纯表达，杜以军等[4] 利

用猪 IFN-α 的成熟蛋白基因构建了重组腺病毒质粒

pAd-PoIFN-α 转染 HEK-293A 细胞;葛丽等[5] 克隆了

猪 IFN-α 基因，构建了真核表达载体，初步对其做了

毕赤酵母分泌表达研究.

对于密码子的改变能够影响蛋白表达的研究，

曹瑞兵等[6]对猪 IFN-αl 基因进行了改造，在保留编

码蛋白序列的同时，使用了大肠埃希菌的偏爱密码

子，将合成的猪 IFN-αl 成熟蛋白编码基因插入原核

单纯表达载体 pRLC 中，实现了猪 IFN咀l 在大肠埃

希菌中的高效表达.毕赤酵母 Pichia pastoris 表达系

统同样对于密码子具有偏嗜性[7] 赵翔等[8] 首次确

定出毕赤酵母的 19 个高表达优越密码子.本研究基

于以上毕赤酵母表达系统对于密码子具有偏嗜性的

理论，使 PoIFN-α 成熟蛋白氨基酸序列不变，通过密

码子的改变，进行全序列核昔酸改造，重新合成 1 条

新的碱基序列，使 PoIFN-α 成熟肤能够在毕赤酵母

菌表达系统中高效表达.

1 材料与方法

1.1 材料

T4 DNA ligase 、 EcoR 1 、 Kpn 1 、 Sαc 1 、 dNTP 、

DNA Marker 、 pMD1 8-T 载体质粒系统为宝生物工程

(大连)有限公司产品. pPICZαC 表达载体、毕赤酵母

(X-33 )、 Zeocin™抗性为 Invitrogen 公司产品 . Esche­

richia coli DH5α 由华南农业大学兽医学院传染病教

研室保存，小鼠抗 PoIFN-α 单克隆抗体为美国 SAN­

TA CRUZ 生物公司产品.山羊抗小鼠- IgG-HRP 为

广州美津公司产品.

1. 2 核苦酸序列及引物的设计合成

应用 DNAStar(Version 7.0)基因分析软件，参照

NCBI GenBank 上登载的 PoJFN-α 基因成熟肤核昔酸

序列 (AY331298) ，选择高表达密码子重新设计序

列，由宝生物工程(大连)公司重新合成序列，序列全

长 501 bp. 将合成的序列连接到 pMD-18Tsimple 载

体，转化进入 JMI09 中，穿刺菌保存.引物由上海英

骏生物工程公司合成，其序列为 Pl: CG~生生卫C CT­

GTGACTTGCCACAAACCCACT( 下划线处为 EcoR 1 
酶切位点) ，白 GG旦豆坠旦旦旦TπfACT吭CCTπìCπìCαT­

CAATCTG(下划线处为 K峙pn 1 酶切位点) .同时参照

1m盯v讪7

归: GACTGG1πTAA1πTGACAAGC 与 P阴'4: GCAAATG­

GCATTCTGACATCC. 

1. 3 重组表达载体 pPICZaC-PoIFN-α 的构建

将穿刺菌在新鲜配制的 LB(Amp+ 100μg/mL) 

平板进行划线，以 LB (Amp + 100μg/mL) 液体培养

的连接转化的 JM109 菌液为模板，将菌液煮沸处理，

Pl 、p2为引物进行 PCR 扩增，将经过 PCR 鉴定为阳

性的菌株用 OMIGA 公司的小质粒抽提试剂盒抽提

质粒，然后将抽提到的质粒用 EcoR 1 和 Kpn 1 进行

双酶切，同时 pPICZαC 也用以上 2 种内切酶进行双

酶切，上述 2 种酶切产物经 T4 噬菌体 DNA 连接酶

连接后，转化到大肠杆菌菌株 DH5α 中，小量抽提质

粒，经 PCR 和双酶切鉴定后送上海博尚生物技术公

司进行 DNA 序列测定.

1. 4 重组表达载体导入到宿主表达菌 X-33 中

重组表达载体 pPICZαC-PoIFN-α 经 Sca 1 酶线

性化后，采用电转化方法导人到毕赤酵母菌 X-33

中.电转化操作过程参考 I盯itrogen 公司的 Multi­

Copy Pichia Expression Kit 进行.将电转化之后的转

化菌迅速涂布于 YPDS (添加 Zeo∞cirJ飞f 抗性 100

μ包g/mLυ) 平板， f侄倒至到4置，酵母摇床 30 "c静置培养 3 -

5 d. 

1. 5 多拷贝插入高抗性整合子的筛选

经 YPDS( 添加 Zeocin™抗性 100μg/mL) 的平板

筛选含目的基因多拷贝插人的重组子，具体操作步

骤参照 Invitrogen 公司的 Multi-Copy Pichia Expression 

Kit 进行.

1. 6 高抗性整合子的 PCR 鉴定

以基因组 DNA 为模板，以载体引物 P3 、 P4 为引

物，对挑取的高抗性整合子进行 PCR 鉴定，毕赤酵母

基因组 DNA 的提取参照 Invitrogen 公司的 Multi­

Copy Pichia Expression Kit 进行.

1. 7 重组酵母的诱导表达

用灭菌牙签细挑 YPDS 平板上生长的具有 Zeo­

ciIITM抗性的单菌落，接种于 20 mL 的 BMGY 液体培
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养基中进行激活培养，30 't ,200 r/min 振荡过夜，至

D600nm =2 - 6 ，此时细胞处于对数生长期. 1 500 -

3000 r/min 室温离心 5 min，收集沉淀，重悬于 1 mL 

的 BMMY 中，继续在 15 mL 的试管中振荡培养.每间

隔 24 h 加人体积分数为 100% 甲醇至终体积分数为

1% ，进行诱导培养.试验同时设转化空载体

pPICZαC 的酵母菌株为阴性对照.

1. 8 表达产物的 SDS-PAGE 和 Western-blot 分析

培养至 96 h 收集样品，室温 12 000 r/min 离

心 15 min ，取上清液立即作 SDS-PAGE 分析或置于

- 80 "c保存. SDS-PAGE 和 Westem -blot 分析具体操

作参照文献[10 ]进行.

1. 9 表达产物的蛋白质含量测定

对诱导表达产物上清液进行 SDS-PAGE 蛋白电

泳后，进行 R-250 染色、脱色，置于薄层扫描仪(UVP

凝胶成像分析系统)进行灰度扫描，通过 Labwork 软

件系统来分析，利用牛血清蛋白做定量对照，计算样

品总蛋白及总蛋白中 PoIFN-α 的有效含量.

1. 10 表达产物的抗病毒活性检测

采用微量细胞病变抑制法测定重组 PoIFN-α 生

物学活性，并利用非洲绿猴肾细胞 (Vero) -猪水泡

口炎病毒( VSV) 系统进行测定.根据 Reed-Muench

法计算，50%细胞病变保护的最高稀释度中所含的

干扰素量即为 1 个干扰素单位.

2 结果

2.1 pMD-PoIFN-α 重组质粒的 PCR 鉴定和双酶

切鉴定

PCR 产物经 10 glL 琼脂糖凝胶电泳检测，在

500 -750 bp( 图 1 )出现特异条带，与理论大小 (518

bp) 相符. pMD-PoIFN-α 重组质粒经双酶切，在 500 -

750 bp 和 2 250 - 3 000 bp 的位置出现特异带(图

2) ，均与理论大小相符.
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M:2 000 bp DNA Marker;1 、2:穿刺菌液为模板 ;3: 阴性对照

图 l 重组菌的 PCR 鉴定

Fig. 1 Identification of recombinant bacterium by PCR amplifi-
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Ml:2 000 bp DNA Marker; M2 :250 bp Laddermarker; 1 :pMD-PoIFN-α 

的双酶切产物.

图 2 pMD-PoIFN-α 的双酶切鉴定

Fig.2 Identification of recombinant plasmid pMD-PoIFN-αby 

digestion with EcoR 1 and Kpn 1 

2.2 重组表达载体 pPICZaC国PoIFN-α 的双酶切

鉴定

双酶切产物经过琼脂糖凝胶电泳检测，在 500

和3000 -4 500 bp分别出现特异条带(图 3) ，大小均

与理论值相符.进一步的测序结果表明，构建的表达

载体 pPICZαC-PoIFN-α 完全正确.
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Ml:2000 bp DNA Marker; M2 :250 bp Ladder marker; 1: pPICZaC­

PoIFN-由双酶切产物-

图 3 pPICZaC-PoIFN-α 双酶切鉴定

Fig. 3 Identification of recombinant plasmid pPICZαC-PoIFN-α 

by digestion with EcoR 1 and Kpn 1 

2.3 电转化及多拷贝高抗性整合子的筛选

重组表达载体 pPICZαC-PoIFN-α 经 Sca 1 酶线

性化(图 4) ，然后通过线性化试剂盒回收，将回收产

物电转化导人毕赤酵母菌 X-33 后，通过 YPDS( 添加

Zeocin™扩u生 100μglmL)抗性平板筛选出大量阳性

转化子.

2.4 重组酵母菌高抗性整合子的 PCR 鉴定

PCR 产物经 10 glL 琼脂糖凝胶电泳检测，在大

于1 000 bp 处附近出现 1 条特异带(图 5) ，与理论值

(1 069 bp) 相符.而阴性对照没有相应的条带.结果

表明 PoIFN-α 成熟肤基因成功整合到宿主菌的基因

组 DNA 中.
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M :250 bp Ladder marker; 1: pPICZaC-PoIFN-a 重组质粒; 2: pPICZaC­

PoIFI可-α 线性化产物

图 4 pPICZαC-PoIFN-α 线性化

Fig.4 Identification of recombinant plasmid pPICZαC-PoIFN-α 

by digestion with Sac 1 
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M:2 000 bp DNA Marker; 1 - 5: 阳性重组酵母菌 PCR 产物 ;6: 阴

性对照.

图 5 重组酵母菌的 PCR 鉴定

Fig. 5 PCR identification of recombinant Pichia pastoris 

2.5 诱导表达及表达产物的 SDS-PAGE 和 Western -

blot 分析

通过 12% 的分离胶进行 SDS♂AGE 分析，电泳

结果在 19000 左右处有蛋白条带出现，而空载体酵

母表达产物未出现相应条带(图的.而在接下去的

W estern -hlot 分析显示在 19 000 处均出现与 SDS-

Z 3 4 M 
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M:蛋白质低相对分子质量标准 1: 空载体对照 2 -4: 重组质粒

pPICZaC-PoIFN-a 转化重组酵母商表达蛋白

图 6 合成 PoIFN-α 基因在毕赤酵母中分泌表达的 SDS-

PAGE 分析

Fig.6 SDS-PAGE analysis of culture broth of PoIFN-αgene se­

cretively expressed in Pichia pastoris 
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M:蛋白质低相对分子质量标准 1: 空载体对照 2: 重组质粒

pPICZaC-PoIFN-a 转化重组酵母菌表达蛋白.

图 7 合成 PoIFN-α 基因在毕赤酵母中分泌表达的 Westem-

blot 分析

Fig.7 Westem-blot analysis of culture broth of PoIFN-αgene 

secretively expressed in Pichia pωtOTLS 

PAGE 分析相对应的 PoIFN-α 特异蛋白条带(图 7). 3 讨论
试验表明，重新人工设计合成 PoIFN-α 基因在毕赤

酵母菌系统中成功实现了表达.

2.6 表达产物的蛋白质含量测定和抗病毒生物活性

采用薄层扫描仪，通过 Lahwork 软件系统来分

析，检测不同诱导时间获得的表达产物电泳结果，发

现诱导 96 h 后的蛋白质量浓度最高，有效表达量约

为 54.105 mg/L，约占总蛋白的 69.679毛.

检测诱导 96 h 后的表达产物的抗病毒活性，达

到 5.87 X 107 U/L.以同样方法检测华南农业大学兽

医学院传染病教研室之前保存的未经密码子改造的

PoIFN-α 的抗病毒活性仅为1. 817 X 106 U/L. 

在不改变氨基酸组成的前提下，通过修饰密码

子序列也可以提高表达水平.目前公认的观点是:通

过优化基因的密码子序列，可以适应 tRNA 的同工受

体及宿主的反义密码子摇摆位置处被修饰的核昔酸

的丰度，同时也有利于翻译的二级结构的形成.在酵

母中表达较高的基因往往是采用酵母本身所偏爱的

密码子，研究也表明在所有 61 个密码子中有 25 个

是酵母偏爱的.赵翔等问]通过对毕赤酵母的 28 个蛋

白编码的基因的同义密码子的使用情况的分析，确

定了毕赤酵母的 19 个高表达优先密码子.本试验在

试验设计时，既充分考虑了优势密码子的使用，又结
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含了酵母表达系统的特J性，考虑合成基因序列 A+T

的含量.因为 A+T 含量高的基因在毕赤酵母中表达

时偶尔会造成转录提前终止，这是因为 A+T 丰富区

可能存在转录提前终止信号.因此对 A+T 含量丰富

的基因最好是重新设计序列，使其 A+T 含量在

30% - 559毛，本试验人工设计合成的 PoIFN-α 基因

中 A+T 含量为 40.92% . 

在对 PoIFN-α 成熟多肤基因序列未进行人工合

成之前，作者曾经做过未经密码子改造的 PoIFN-α

酵母分泌表达，结果很不理想，经过多批次筛选，偶

尔能够筛选出表达菌株，但是表达量不高.而经过人

工设计合成新的 PoIFN-α 成熟多肤基因序列，经过

一系列操作，在 YPDS 高抗性平板上筛选出的重组菌

株，经过 PCR 鉴定，粗略统计 95% 以上为阳性整合

子， SDS-PAGE 分析表明，阳性整合子都能表达，使筛

选阳性菌株更容易.分泌表达蛋白经过仪器和软件

分析可以得出，所获得的 PoIFN-α 的有效蛋白含量

较高，杂蛋白也较少.抗病毒试验结果表明，该分泌

表达蛋白能很好地保护非洲绿猴肾细胞免受猪水泡

口炎病毒的感染，干扰素效价也比较高，而试验过程

中通过密码子改造前后干扰素效价的比较也可以看

出，改造之后，干扰素的效价有了很大的提高.

总之，本试验重新人工设计合成的 PoIFN-α 成

熟蛋白基因核昔酸序列在毕赤酵母表达系统中分泌

表达出重组的 PoIFN-α 蛋白，并且较之传统的方法

更容易筛选阳性表达菌株，表达量也更大，而且表达

的 PoIFN-α 有更好的抗病毒能力，为基因工程大规

模发酵生产 PoIFN-α 奠定了良好的基础.
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