
摘 要!血小板源生长因子（"#$%）是由多种细胞产生的肽类生长因子，在细胞培养、皮肤溃疡的治疗以及化妆
品添加剂中有很重要的作用 & 将编码 !"#$基因克隆到表达载体 ’()*)+(,-上，通过电转化整合到毕赤酵母的
基因组中，在毕赤酵母三磷酸甘油醛脱氢酶（$."）启动子的作用下，表达 "#$%蛋白，其分子质量为 /0 1#左
右，估计其表达量为 20 3 *00 45 6 7& 采用 899法也证实其生物学活性与天然 "#$%蛋白非常相似 &
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血小板源生长因子 （"#$%）是由多种细胞产
生的肽类生长因子D 如血小板D 单核巨噬细胞、血
管内皮细胞、血管平滑肌细胞、胎盘和胚胎细胞、

系膜细胞及一些转化了的细胞等 P * Q，其生物学特

征主要表现为：* B促进细胞分裂效应，能刺激多种
细胞如血管平滑肌细胞 P >D / Q、成纤维细胞 P = Q、内皮

细胞 P A Q、胶质细胞 P C Q的分裂增生D 通过刺激胶原合
成和胶原酶的活化作用调节胞外基质的更新 P? Q；>B
对成纤维细胞、平滑肌细胞和中性粒细胞有趋化

性；/ B血管收缩效应 P2 Q等等&在细胞培养、皮肤溃疡
的治疗以及化妆品添加剂中有很重要的作用&
成熟的 "#$%是同型或异型二聚体D 由 .D +
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两条肽链通过二硫键连接形成$ 分子质量为 %& ’
!( )*+ 主要有 !种形式, -*./011$ -*./012和
-*./022+ 1链分子质量为 34 )*$ 2链分子质量
为 3" )*53 6 +
血小板源生长因子基因能在大肠杆菌 5 7 6中获

得表达 + 作者也曾用大肠杆菌表达血小板源生长
因子，但包涵体的复性费时费力，而且没有活性 +
而毕赤酵母用于表达外源蛋白时具有 5 38 6：3 9能在
以甲醇为唯一碳源和能量来源的培养基上快速生

长并达到很高浓度；% 9 表达胞内和胞外外源蛋白
皆可；! 9高效表达高稳定性、高活性的外源蛋白等
优点，已被广泛应用 + 但由于 :-;<系列表达载体
中甲醇启动子需甲醇诱导才能表达，在药物或化

妆品添加物生产中有很大的局限性 + 因此，本实
验选用由 :.1-载体组成的毕赤酵母表达系统来
表达 -*./，其主要优点是载体以三磷酸甘油醛
脱氢酶（.1-）为启动子，在葡萄糖诱导下能高效
表达外源蛋白 5 33 6 +

! 材料和方法

!" ! 菌株、质粒和细胞株
毕赤酵母 = !"#$"% &%’()*"’ 9 >?*334& 菌株、

--;<0@0-*./ 质粒，老鼠 A;B!C! 细胞株均购自
;DEFGHIJKD公司；LM0NMOK03菌株由本实验室保存 +
!" # 酶和试剂
限制性内切酶 +,% !、+$) ;、-&. !，!/0 *A1

聚合酶和 C"连接酶均购自 AKPQDJM@DR =2FIM@N 9
公司；SKITFD抗生素购自 ;DEFGHIJKD公司；甘油、葡
萄糖购自鼎国生物试剂公司 +
!" $ 培养基

U2培养基见文献 5 3% 6，V-*、/2>培养基见
;DEFGHIJKD公司毕赤酵母操作手册 +
!" % 引物设计
根据 -.1-0S0@02 的多克隆位点序列和

-*./的基因序列设计出一套引物如下：
(W X 1<1C1C<C<.1.1C.11C<.<C.<C...<.<C
!W X C<.11C1<C1.C<<<C1..C<<11...C<C
!" & 重组质粒构建
以 --;<0@0-*./为模板，以引物 3、%用 -<Y

方法扩增出 -*./基因，程序为 7( Z预变性 "(
[、接着进行 !8个循环（7( Z !8 [$ (& Z "( [$ #%
Z 3 \FD）的扩增，最后 #% Z温育 38 \FD+ 纯化
-<Y产物，用 +,% ;和 +$) ;双酶切 34 ]，对照空
白质粒用 -&. ;和 +$) ;双酶切 34 ]，在 C"连接

酶的作用下连接 + 连接产物转化到 LM0302MOK中，
用 -<Y和 +,% ;和 +$) ;双酶切鉴定阳性重组菌
落，鉴定后提取质粒 +
!" ’ 转化毕赤酵母
将冻存的毕赤酵母 >?*334& 菌株接种到

V-*平板上，!8 Z培养直到单克隆菌落出现，挑
取单克隆菌落制备感受态细胞，取 38 "J 已提取
的质粒，用 1EH#将质粒线性化，然后与 (8 "U的
感受态细胞混合，在电转化杯中通过脉冲电流转

化后加入 (88 "U V-*培养基，在 !8 Z温浴 % ]，
涂布在含 388 \J ^ U的 SKITFD的 V-*平板上，在
!8 Z培养直到单克隆菌落形成 +
!" ( 高效表达菌株的筛选以及目的蛋白的鉴定
挑取多个 SKITFD抗性的阳性克隆，分别接种

到 ( \U的 V-*培养基中，!8 Z下摇床培养 %" ]，
然后离心 （3% 888 H ^ \FD），将菌体转入 ( \U含
"_甘油的 /N[培养基中，!8 Z摇床培养 #% ]，离
心，收集上清，取 3\U的上清液，加入 3 \U %8_
的三 C<1溶液，" Z放置 !8 \FD，室温下 3% 888
H ^ \FD离心 38 \FD，去掉上清，用 !88 "U的丙酮
清洗沉淀，轻轻地吸去丙酮，在室温下让丙酮挥发

干净，用 %8 "U的 3倍 UI@RFDJ 2O‘‘KH溶解沉淀，
用 >*>0-1.Q电泳检测 + >*>0-1.Q脱净颜色后，
通过 \FDF GH@D[02MIG电转移系统以 388 a、% ]的参
数电转移到硝酸纤维素膜上通过抗体 （鼠抗人和

兔抗鼠）标记显色、鉴定 +
!" ) 外源蛋白在毕赤酵母中高效表达的稳定性
及最佳表达条件

3+ &+ 3 外源蛋白在毕赤酵母中高效表达的稳
定性

将 3+ #中筛选到的高效表达菌株进行继代培
养，每传 38代挑取单克隆菌落检测外源蛋白在毕
赤酵母高效表达菌株中表达的稳定性，检测方法

如 3+ #$共传 (8代 +
3+ &+ % 基本培养基的选择
挑取 3+ #所筛选出的菌体分别以相同的量接

种到 388 \U的 V-*、含 "_甘油的 /2>、含 %_葡
萄糖的 /2> "种培养基中，在 !8 Z下摇床培养 74
]+ 然后$进行外源蛋白检测$检测方法同 3+ #+
3+ &+ ! 培养时间优化
挑取 3+ #所筛选出的菌体分别以相同的量接

种到 388 \U含 "_甘油的 /2>的培养基中，在 !8
Z下摇床培养，"& ]起每 3% ]取样电泳检测，共
取 4次 + 检测方法同 3+ #+
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’( #( " 补料影响
将 ’( )中筛选出菌体转移到 &% *+含 ",甘

油的 -./中0 在 !% 1摇床培养，以不补料为对
照，分别进行每 ’$ 2 补料，共 3 次；每 $" 2补
料，共 ! 次以及 "% 2 补料一次培养 ( 检测方法
同’( )(
!" # $%&’())蛋白的活性检测
取继代 " 4 3 次的鼠 567!8!细胞，消化后，

以 ’ 9 ’%" : *+细胞密度植入 ;3 孔板，每孔 ’%%
!+，于 !) 1、&, <=$培养箱内孵育 )$ 2( 每孔加
入含 %( &,小牛血清的 >?@?培养基 ’&% !+，继
续培养 "# 2( 将 ;3孔板分为 &组，第 ’组不加任
何东西；第 $组加入含 %( &,小牛血清的 >?@?

培养基，同时加入 ’%% AB的 C>D-蛋白；第 !组加
入含 %( &,小牛血清的 >?@?培养基，同时加入
’% AB的 C>D-蛋白，第 "组加入含 %( &,小牛血
清的 >?@?培养基，同时加入 ’ !B的 C>D-蛋
白，第 &组加入含 %( &,小牛血清的 >?@?培养
基 ( 将 ;3孔板于 !) 1、&, <=$培养箱内孵育 )$
2，在结束前 & 2加入 $% !+的含 & B : +?88的 CEF
溶液 ( 移去培养基，用 CEF缓冲液洗涤细胞一次，
加入 $%% !+的 >?/=，!) 1保持 & *GA，&&% A*
波长处读数 (

* 结果与分析

*" ! 高效表达菌株的筛选以及目的蛋白的鉴定

对转化的毕赤酵母 /?>’’3# 菌株产生的阳
性克隆筛选结果如图 ’，’、"、&、3 号菌株的
/>/HCID@电泳条带明显，表明有目的蛋白表达，
其分子质量为!% J> 左右，$、)条带不明显( 而在
’、"、&、3号菌株中，3号菌株的条带最明显，目的蛋
白表达量最高，估算其表达量为#% 4 ’%% *B : +，
认定为高效表达菌株，保存于 H)% 1超低温冰箱
供后续实验使用；"、&号菌株的条带较明显，目的
蛋白表达量较高；而 ’号菌株的目的蛋白表达量
最低 ( KLFMLNA斑点杂交表明此目的带确为 C>D-
蛋白 O图 $ P (
*" * 外源蛋白在毕赤酵母中高效表达的稳定性
及最佳表达条件

通过对毕赤酵母高效表达菌株继代 &% 次培
养发现，外源蛋白的表达量并没有随传代次数的

增加而减少 O图 $ P ( C>D-蛋白在毕赤酵母中的表
达与培养基的关系很大 （图 !），在含 ",甘油的
-./培养基中的表达量最高，/>/HCID@ 电泳图
上条带明显；在含 $,葡萄糖的 -./培养基中的

表达量次之，而在 QC>培养基中的表达量很低，
/>/HCID@电泳图上几乎看不到条带 (
在毕赤酵母表达系统中，外源蛋白的获得量

与收获的时间关系很大，找到最佳的收获时间，才

能够获得最大量的目的蛋白 ( 这也是宿主细胞表
达外源蛋白的一种普遍规律 ( 图 &显示，携带有
外源蛋白基因的毕赤酵母在含 ",甘油的 -./培
养基中培养时，外源蛋白的表达量是随培养时间

的延长而逐渐增大，到 #" 2时达到最大，而后又
逐渐减少；而杂蛋白表达量也是随培养时间的延

长而逐渐增多 ( 因此，毕赤酵母表达外源蛋白的
最佳收获时间以 #" 2为宜 (
培养过程中，培养基的成分会发生改变，而这

些改变可能对外源蛋白的表达不利，因此有必要

在适当的时间在培养液中添加营养成分 ( 结果表
明（图 3）：每 ’$ 2补料所获得的目的蛋白量最高，
杂蛋白也较少，而没有补料所获得的杂蛋白多很

多，基本上得不到目的蛋白带 (

图 ! 表达菌株筛选
’、$、!、"、&、3、) 代表不同的菌株，?为标样 (
’+," ! -./012+2 34 $%&’ 567389+./.: ;53:6+. 91 ,60
6067:53;<3562+2
’0 $0 !0 "0 &0 30 ) NLRNLFLAM SGTTLNLAM FMNUGAF0 ? TVN *UNJ(

图 * =62:65.斑点杂交鉴定目的蛋白
’、$、!、"、&、3、) 为不同的菌株，?为标样 (
’+," * -./012+2 34 $%&’ 567389+./.: ;53:6+. 91 =62:65.
903::+., <195+>+?/:+3.
’0 $0 !0 "0 &0 30 ) NLRNLFLAM SGTTLNLAM FMNUGAF0 ? TVN *UNJ(
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图 ! "#$%毕赤酵母高效表达菌株的稳定性
$：$%代；&：&% 代；!：!% 代；"："%代；’：’% 代 (
$&’( ! )*+,&-&*. /0 1&’1 2345266&/7 /0 "#%$ 528/9,&7+7*
45/*2&7 8:-*:52;
$) &) !) ") ’ *+,*+-+./ $%) &%) !%) "%) ’% *+-,+0/12+34(

图 < "#%$ 重组蛋白在不同培养基中表达中表达情况
$( 567培养基；&8 含 "9甘油的 :;<培养基；!8 含 &9葡
萄糖 :;<培养基 (
$&’( < =345266&/7 /0 "#%$ 528/9,&7+7* 45/*2&7 8:-*:52;
+* *12 ;&002527* 92;&:9
$= 567 >+?1@>A &= :;< >+?1@> -@,,3+>+./+? B1/C "9
D340+*E3A != :;< >+?1@> -@,,3+>+./+? B1/C &9 D3@0E-+(

图 > "#%$重组蛋白在不同培养时间下表达情况
$："F CA &= G% CA != H& CA "= F" CA ’= #G CA G= $%F C(
$&’( > =345266&/7 /0 "#%$ 528/9,&7+7* 45/*2&7 8:-*:52;
+* *12 ;&002527* *&92
$= "F CA &= G% CA != H& CA "= F" CA ’= #G CA G= $%F C(

图 ? "#%$重组蛋白在不同时间补料培养的表达情况
$：每 $& C补一次料；&：每 &" C补一次料；!：每 "F C补一
次料；"：没有补料 (
$&’( ? =345266&/7 /0 "#%$ 528/9,&7+7* 45/*2&7 8:-*:52;
,. 6:44-2927*2; @&*1 7/:5&61927*6 +* *12 ;&002527* *&92
$= +2+*4 $& CE@*-) &= +2+*4 &" CE@*-) != +2+*4 "F CE@*-) "= .E.+(

A( ! 毕赤酵母表达的 "#%$蛋白活性检测
采用 IJJ 法对毕赤酵母表达的 67K: 蛋白

活性进行检测结果见表 $、表 &( 方差统计表明，
在 %( ’9的低浓度小牛血清培养下，鼠 LMN!J!细
胞的生长受 67K:O;; 蛋白影响明显，与对照相
比，67K:蛋白添加量的多少对鼠 LMN!J!细胞的
生长有很显著的差异（! P %( %$）( 表明毕赤酵母
表达的 67K:蛋白具有促进细胞增殖的效应，其
生物学活性与天然 67K:蛋白非常相似 (

! 讨论

毕赤酵母细胞内含有糖基化酶类，能对在其

细胞内表达的外源蛋白进行部分糖基化 Q $$ R，具有

真核细胞翻译后的加工和修饰功能，能表达有生

物活性的外源蛋白 Q $! R，表达的外源蛋白质的生物

活性远远高于大肠杆菌所表达的 Q $% R ( 甚至有些天
然分泌时不被糖基化的蛋白由毕赤酵母表达时却

能发生糖基化 ( 如人体内合成的胰岛素样生长因
子 M为非糖基化蛋白) 而由巴斯德毕赤酵母表达
时) 却有 $’9发生了糖基化作用 Q $" R ( 研究发现毕
赤酵母系统能够稳定地分泌表达具有生物功能的

67K:O;;二聚体 (
毕赤酵母作为一种良好的表达宿主，并不能

对所有外源基因高效表达 ( 一个基因能否在该宿
主中表达，主要取决于外源基因的特性、表达框的

染色体整合位点和方式、外源基因在细胞内的拷

贝数、外源蛋白的分泌信号、表达产物的稳定性，

基因表达后的加工及宿主蛋白酶的含量等 Q $%) $$ R (
研究中我们注意到了在摇瓶培养毕赤酵母时影响

毕赤酵母表达 67K:的因素，除了培养基以及培
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表 ! 毕赤酵母表达的 "#$%蛋白的活性检测
&’()* ! +,-./.-0 1*’234*1*5- 67 "#$% 846-*.5 84693,*9 7461 !"#$"% !%&’()"& :*’2-
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养液营养成分的补充外，收获时间也是影响毕赤

酵母表达 /012的一个因素 ’ 因此，筛选最佳的
培养条件将对毕赤酵母表达 /012的规模化生产
产生事倍功半的效果 ’
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