
浙江理工大学学报!第
!"

卷!第
#

期!

!$%!

年
%%

月

&'()*+,'-./0

1

2+*

3

4526705/8*290):2;

<

=',>!"

!

?'>#

!

?'9>!$%!

文章编号!

!"#$6$%&!

"

'(!'

#

("6(%*#6(&

收稿日期!

!$%!@$!@!!

基金项目!国家自然科学基金"

B$CC!C%!

$

作者简介!刘学锋"

%"DA@

$#男#河南济源人#硕士研究生#主要从事天然药物研究&

通讯作者!徐涛#电子邮箱!

`

Z(a;

!<

+/''>5'I>5*

G

8J+$[&C

%

>3050145@

"

\%D'

#

@88A

毕赤

酵母表达载体的构建和表达

刘学锋$吕正兵$汪
!

波$徐
!

涛
"浙江理工大学生命科学学院!杭州
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#
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摘
!

要!将掌叶半夏凝集素和死亡素的融合基因
BF2'2B('7P('L;[7

MM

2

定向连接到
`

TKSB>A_

!构建酵母表达载

体
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

#

6TTJ

并进行序列分析!经
"2PK

单酶切线性化后电转化到
V4%%A

毕赤酵母感受态细

胞中!

TSE

鉴定后在含有
VF%D

抗性的
GT̂

平板筛选高拷贝重组子%利用甲醇在
WMMG

培养基中诱导表达融合蛋

白!经
4̂ 46TJVU

和
[0:;0)*\,';2*

3

分析显示获得分子量约
B%Ẑ

的融合蛋白!融合蛋白经纯化后
M77

分析其抗

肿瘤活性!结果显示融合蛋白具有显著的抗肿瘤效果%

关键词!掌叶半夏凝集素'死亡素'

`

TKSB>A_

'

M77

中图分类号!

PCD#

!!!

文献标识码!

J

(

!

引
!

言

%""A

年
T0(I+*:

等定义植物凝集素为至少具

有一个可与单糖或寡聚糖特异可逆结合的非催化结

构域的植物蛋白(

%

)

&掌叶半夏凝集素"

A(';PP(2

M

;7

V2B(X;OB2+

33

,(;2*2*

#

TTJ

$是从掌叶半夏块茎中提

取的能够特异性凝集甘露糖的糖蛋白#属于单子叶

植物凝集素家族(

!

)

&研究表明#掌叶半夏凝集素具

有凝血'抗病毒侵染'抗肿瘤等功效&

!$$C

年掌叶

半夏凝集素
5̂ ?J

被成功克隆#长度为
%%F#\

`

#其

开放阅读框
CC%\

`

#编码
!A#

个氨基酸(

B

)

&原核表

达掌叶半夏凝集素具有和天然蛋白相似的凝血活

性(

F

)

&糖链在合成水平上的差异和特殊糖基结构与

肿瘤细胞的侵染均有一定的相关性(

A6#

)

#并且掌叶半

夏凝集素能够识别实体肿瘤细胞表面的甘露糖表型

糖抗原(

C

)

&

抗菌肽"

T)';0

3

)2*

$是生物体内一种具有抗菌

活性的动物蛋白#通常是昆虫类用于抵抗外来微生

物第一层防御系统(

D

)

&死亡素"

7/+*+;2*

$#又称死

亡肽#是在昆虫斑腹刺益蝽"

A>V(X=XZ2O=P(\;'7

B[(X

$中发现的由
!%

个氨基酸残基组成的抗菌肽#结

构简单#对革兰氏阳性菌和阴性菌及某些真菌都均

有抑制作用#但对酵母无影响#哺乳动物细胞无溶血

性表现(

"6%$

)

&近年来核磁共振技术分析死亡肽的结

构显示其二硫桥结构和
S6

端的
)

发卡结构与抗菌

功效直接相关(

%%

)

&

在治疗类似于宫颈癌等由于细菌感染导致细胞

癌变的疾病中#抗癌药物鲜有抗菌效果(

%!

)

&本研究

从掌叶半夏的抗癌活性出发#为了修饰其抗菌活性#

利用重叠
TSE

技术#将编码小分子抗菌肽死亡素的

基因克隆到编码掌叶半夏蛋白基因的
A

3端&为了

发挥死亡素和掌叶半夏蛋白各自的活性#在两段基

因中引入柔性肽基因&本文拟构建
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

毕赤酵母胞内表达载体#通

过甲醇诱导表达并分离纯化获得
7/+*+;2*6TTJ

融

合蛋白#鉴定融合蛋白的抗肿瘤活性#为进一步开展

掌叶半夏凝集素对癌细胞表面糖抗原表型作用和甘

露糖型凝集素的抗肿瘤研究奠定基础&
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材料和方法

%>%

!

材料

%>%>%

!

菌株和质粒

含有
BF2'2B('7P('L;[7

MM

2

融合基因的重组质

粒
`

U+:

<

67%6BF2'2B('7P('L;[7

MM

2

#大肠杆菌菌株

7RT%$

'

Q̂A

(

#

Q0,+

细胞为本实验室保存&酵母表

达质 粒
`

TKSB>A_

'

V4%%A

菌 株'

VF%D

购 于

K*92;)'

3

0*

公司&

%>%>!

!

酶和试剂

?̂J

限制性内切酶
N2Z9K

'

:>BK

'

"2PK

'

7F

?̂JX2

3

+:0

及
%Z\ ?̂JM+)Z0)

购于
L0)I0*;+:

%

7+

h

聚合酶'

TSE

相关试剂及克隆载体
`

U+:

<

67

购

于
7)+*:V0*0

公司%凝胶回收试剂盒购于
Ja

<3

0*

%

蛋白胨"

`

0

`

;'*0

$'酵母提取物"

<

0+:;0a;)+5;

$等培

养基系英国
Ra'2]

公司产品%二甲基噻唑二苯基四

唑溴盐"

M77

$系
42

3

I+

产品%引物由上海生工合

成%其他试剂均为分析纯&

%>!

!

方法

%>!>%

!

重组载体
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6

TTJ

的构建

以本实验室构建的
`

U+:

<

676BF2'2B('7P('L;7

MM

2

为模板#

B>A_6J

"

A

3

67777SS7777E)EE))

E)S7JSVSJVSJJ7VVJVSVS77S6B

3#下 划

线部分为
:>BK

$

B>A_6L

"

A

3

6SVV-#)E-#J7V

2222222222222

SJ7SJ7SJ7SJ7SJ7VV77S7JJVJJVSS76

B

3#下划线部分为
N2Z9K

酶切位点#波浪线部分为

Q2:

标签$为引物扩增含
Q2:

标签的融合基因#

TSE

条件为
"Fi

预变性
BI2*

%

"Fi

变性
B$:

#

A#i

退火

B$:

#

C!i

延伸
%I2*

#

B$

个循环%

C!i

继续延伸

%$I2*

&

TSE

产物鉴定后经凝胶回收试剂盒纯化#

并连接到克隆载体
`

U+:

<

67

"

JI

`

$#重组质粒转化

4CO>P(̂ QA

(

感受态细胞#双酶切鉴定阳性克隆并

序列分析&

用限制性内切酶
N2Z9K

和
:>BK

分别对上述

克隆到
`

U+:

<

67

载体上的
BF2'2B('7P('L;7

MM

2

基因

和
`

TKSB>A_

进行完全双酶切#琼脂糖凝胶电泳分

析并回收目的片断#在
7F ?̂J

连接酶的作用下连

接插入片段与
`

TKSB>A_

#构建重组酵母表达载

`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

&重组载体转化

4CO>P(7RT%$

感受态细胞中#双酶切鉴定重组质粒

并序列分析&

%>!>!

!

酵母高拷贝转化子鉴定

限制性内切酶
"2PK

单酶切序列分析正确的高

浓度质粒
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

#电泳

回收线性化片段&取
%$

$

X

回收产物电转化到

V4%%A

感受态细胞中并涂布
M̂

平板中#

B$i

培养

!]

#至单克隆转化子出现&挑取单菌落至
GT̂

液

体培养基#

B$i

培养
%!/

后提取酵母基因组#分别

对同一单菌落基因组用
B

3

JRY

*

A

3

JRY

和
"_6J

*

"_6L

引物做
TSE

鉴定#验证
BF2'2B('7P('L;7

MM

2

和

酵母基因组整合情况#同时用
`

TKSB>A_

空质粒转

化的毕赤酵母菌落分别做阴性对照&

TSE

鉴定后将
M̂

平板上单克隆转化子划线

培养在含有不同浓度
VF%D

抗性的
GT̂

平板上#

B$i

培养
!

"

B]

#筛选高拷贝转化子&

%>!>B

!

融合蛋白的表达和
[0:;0)*\,';2*

3

鉴定

取高拷贝转化子单菌落接种至
!AIXWMVG

中#

!Di

#

!A$)

*

I2*

培养至
R̂

值约
F

#室温
FA$$

)

*

I2*

离心
AI2*

收集菌体#

WMVG

重悬菌体至细

胞
R̂

值约
%>$

#

!Di

培养#每
!F/

后加甲醇至终浓

度为
%>Aj

继续诱导表达#分别取
%IX

不同诱导时

间点培养物#

%!$$$)

*

I2*

离心
%I2*

#弃上清#沉淀

重悬于
%$$

$

XTW4

缓冲液后
4̂ 46TJVU

电泳分

析#未诱导组和
`

TKSB>A_

空质粒诱导组做对照&

取
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

诱导组

和未诱导组培养物沉淀#

4̂ 46TJVU

电泳后#电转

至
T=̂ L

膜上%

Q2:

标记一抗室温反应
!/

#

7W4

洗

涤%

QET

标记二抗反应
!/

#洗涤%用
USX

试剂孵育

后曝光'显影'定影#进行结果分析&

%>!>F

!

融合蛋白的制备和纯化

融合蛋白的大量制备!取诱导培养液
!$$IX

#

Fi

#

%$$$$)

*

I2*

离心
%$I2*

#弃上清&取约
%$

3

菌体重悬于
X

<

:2:\(--0)

"

A$IM 7)2:6QS,

#

%$$

IM?+S,

#

+*]%IM 7̂7

#

Aj

甘油#

`

QD>$

$#加

入
!$

3

直径为
$>!A

"

$>AII

玻璃珠&每隔破壁

%I2*

#处理至悬浊液澄清&

%!$$$)

*

I2*

离心

%AI2*

#上清即为融合蛋白制备液&

利用透析调节融合蛋白制备液
`

Q

与
?2

柱平衡

缓冲液
`

Q

相同#

$>!!

$

I

滤膜过滤融合蛋白制备液#

上样至
?2

柱#去除杂蛋白后#

`

QC>F

的
A$IM

磷酸盐

缓冲液"含
A$$IM ?+S,

'

A$$IM

咪唑$洗脱目的

蛋白&洗脱样品经透析浓缩后
4̂ 46TJVU

电泳

分析&

%>!>A

!

融合蛋白对
Q0X+

细胞生长的影响

培养的
Q0X+

细胞接种至
"#

孔培养板中#浓度

为
!f%$

A

*

IX

#每孔接种
%D$

$

X

#继续培养
!F/

后

加
!$

$

X

纯化后浓度分别为
%

'

$>D

'

$>#I

3

*

IX

和

DFD
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$>FI

3

*

IX

的融合蛋白#对照组每孔加
!$

$

X

TW4

#每个浓度设
#

个重复&继续培养
!F/

后每孔

加入
!$

$

XM77

溶液#

BCi

孵育
F/

&小心吸去培

养液后#每孔加入
!$$

$

X M̂4R

&在恒温振荡器上

振荡
AI2*

后测定各孔细胞的
R̂

F"$

值&

'

!

结果与分析

!>%

!`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

的构建

`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

的载体构建

见图
%

#融合基因
BF2'2B('7P('L;7

MM

2

通过
B>A_6J

#

B>A_6L

引入
N2Z9K

和
:>BK

酶切位点#重组载体

经双酶切后电泳分析#见图
!

&图
!

可见#目的基因

的
TSE

产物只有一条大小约
$>"Z\

特异性条带#大

小与理论值相符合&

抽提重组质粒
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6

TTJ

#用
B>A_6J

*

B>A_6L

引物
TSE

扩增#得到约

$>"Z\

大小的条带与目的基因大小相符#

N2Z9K

和

:>BK

双酶切重组质粒#出现约
$>"Z\

和
"Z\

片段#

与载体"

">BZ\

$和目的基因条带大小相符#重组质

粒序列测定结果与预期完全一致&

图
%

!`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

载体示意

M

!

%Z\ ?̂JM+),0)%

%

%

!引物
B>A_6J

#

B>A_6LTSE

产物%

!

!重组载体的
TSE

鉴定%

B

!重组
TSE

阴性对照%

F

!重组载体的酶切鉴定

图
!

!`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

载体鉴定

!>!

!

TSE

鉴定插入基因整合酵母基因组

重组载体
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

和
`

TKSB>A_

经过
"2PK

单酶切线性化后#电转化到

V4%%A

酵母感受态细胞中#挑取两个提取其基因组

?̂J

#利用
A

3

JRY

'

B

3

JRY

和
B>A_6J

'

B>A_6L

做
TSE

鉴定#电泳分析见图
B

&阳性重组子经

JRY

引物
TSE

鉴定#显示为
%>%Z\

目的条带和

!>!Z\JRY%

基因片段%且利用特异性的引物
B>A_6

J

'

B>A_6L

仅出现一条
$>"Z\

的目的片段&结果显

示重组子的表型为
Q2:

e

M(;

e

#且重组载体
`

TKS

B>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

已经成功插入到酵母

基因组
?̂J

上&通过
VF%D

抗性筛选#得到能耐受

%I

3

*

IXVF%D

重组转化子
C

个&

M

!

%Z\ ?̂JM+)Z0)

%

%

#

!

!

A

3

JRY

#

B

3

JRY

鉴定
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

转化子
%

*

#

!

*

%

B

#

F

!

B>A_6J

#

B>A_6L

鉴定
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

转化子
%

*

#

!

*

%

5Z

!

TSE

阴性对照

图
B

!

TSE

鉴定重组载体插入酵母基因组

!>B

!

7/+*+;2*6TTJ

融合蛋白表达鉴定

将鉴定成功的
C

个高拷贝单克隆经过甲醇诱导

表达
!F/

收集培养物沉淀#取
%IX

培养物重悬沉

淀后进行
4̂ 46TJVU

电泳分析"见图
F

$&在约
B%

Ẑ

处均出现了特异性的蛋白条带#未诱导组和

`

TKSB>A_

空载体对照没有出现对应的条带&

[0:;0)*W,';

也发现目的条带出现在约
B%Ẑ

左

右#表明融合蛋白正确表达&

M

!低分子量蛋白
M+)Z0)

#

%

"

C

!

%

*"

C

*

高拷贝转化子诱导蛋白%

D

!未诱导组%

"

!

`

TKSB>A_

诱导组

图
F

!

7/+*+;2*6TTJ

诱导表达鉴定

!>F

!

7/+*+;2*6TTJ

的纯化

参照前述
%>!>F

中方法进行胞内表达蛋白的制

备和纯化#用含
%$$IM

咪唑浓度的洗脱液解离目

"FD
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的蛋白&

4̂ 46TJVU

电泳分析见图
A

#

7/+*+;2*6

TTJ

融合蛋白为单一的
B%Ẑ

条带#蛋白纯化成功&

根据
W)+*]-')]

法测得目的蛋白的浓度为
%>B!

3

*

X

&

M

!低分子量蛋白
M+)Z0)

%

%

!纯化后的融合蛋白

图
A

!

7/+*+;2*6TTJ

蛋白纯化
4̂ 46TJVU

鉴定

!>A

!

融合蛋白对
Q0X+

细胞生长的影响

不同浓度稀释后的融合蛋白与
Q0X+

细胞共同

培养#

M77

分析见图
#

#对照组为
%!Ẑ

单体半夏蛋

白#本研究显示半夏的提取物"主要成分为半夏凝集

素$对
Q0X+

细胞均具有显著抑制效果#同时融合蛋白

显著提高了
TTJ

的抗肿瘤效果!

%

'

$>D

'

$>#I

3

*

IX

和

$>FI

3

*

IX

的融合蛋白在
!F/

后对
Q0,+

细胞的抑制

率分别为
CC>FDj

'

CF>#Bj

'

AA>"$j

'

BB>C$j

&

图
#

!

不同浓度蛋白样品对
Q0X+

细胞生长活性分析

$

!

讨
!

论

传统掌叶半夏凝集素的抗肿瘤活性研究通常是

从掌叶半夏块茎中提取粗蛋白#利用层析技术获得

凝集素纯品#在体外进行抗肿瘤活性分析&但连年

栽培天然掌叶半夏和病毒侵染#半夏品质不一#纯品

活性难以得到保障&近年来#对掌叶半夏凝集素的

克隆表达研究表明掌叶半夏凝集素为四聚体蛋

白(

%B

)

#它由两个不同类型的亚基构成#两个亚基来

源于一个共同的前体蛋白&这些均为掌叶半夏的蛋

白表达奠定了一定基础&酵母表达系统是近年来发

展起来的一种外源基因表达体系#既具有原核表达

系统操作方便'经济'适合大规模发酵生产等优点#

又具有真核表达系统翻译后修饰的特点#因此被广

泛用于外源基因的表达&

本研究设计利用毕赤酵母表达
TTJ

和死亡素

的融合蛋白#首先考虑
7/+*+;2*

在融合蛋白的
?6

端表达不影响其抗菌活性(

%F6%A

)

%并且在两个蛋白之

间加入
%$

个氨基酸的柔性肽#这样融合蛋白中保留

了与甘露糖凝集相关的两个单体蛋白的活性%同时

据研究表明#

#

个组氨酸在生理
`

Q

下不带电荷#基

本上不影响融合蛋白的结构和功能#并且其与
?2

柱

的螯合性较好(

%#

)

#为了方便融合蛋白的纯化#在构

建载体中融入了
#

个组氨酸标签#在纯化过程中#融

合蛋白基本上能够较好地螯合
?2

e

%同时运用酵母

表达避免了大肠杆菌包涵体复性问题&

本研 究 通 过
TSE

获 得 融 合 基 因#构 建

`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

重组质粒#电转

化后经
TSE

鉴定和
VF%D

抗性筛选获得
C

株高拷

贝转化子#经甲醇诱导表达获得融合蛋白#经
[0:;6

0)*\,';2*

3

鉴定显示融合蛋白表达成功&纯化的融

合蛋白通过滤纸片扩散法分析显示融合蛋白的抗菌

活性丧失&可能由于融合蛋白中掌叶半夏凝集素蛋

白的分子结构较大#对死亡素的三级结构造成一定

的影响#导致其抗菌活性丧失&研究显示半夏提取

物可显著抑制
Q0X+

细胞生长#其作用机制可能是

通过下调增殖细胞核抗原"

TS?J

$表达相关(

%C

)

&

M77

法分析融合蛋白的抗肿瘤活性显示#同
%!Ẑ

半夏单体蛋白相比其显著抑制
Q0X+

细胞的生长#

抗肿瘤活性得到了明显的增强&

本文构建了
`

TKSB>A_

*

7/+*+;2*6

"

VD4!

$

6TTJ

毕赤酵母胞内表达载体#通过甲醇诱导表达并分离

纯化获得具有抗肿瘤活性的
7/+*+;2*6TTJ

融合蛋

白#同时鉴定了融合蛋白的抗肿瘤活性#为下一步开

展掌叶半夏凝集素对癌细胞表面糖抗原表型作用'

以及对癌细胞侵染转移的影响和甘露糖型凝集素的

抗肿瘤研究奠定基础&
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