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　　摘要：选择毕赤酵母表达系统，根据酵母密码子偏爱性合成 ＣｈＩＦＮ－α成熟肽的基因序列，连接至载体 ｐＰＩＣ９Ｋ
中，构建重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α，将重组载体酶切线性后克隆至毕赤酵母ＧＳ１１５，筛选高拷贝转化子及其甲醇利用型，对
其表达条件进行优化。结果表明：鸡α－干扰素在毕赤酵母中成功表达，在含２％酸水解酪蛋白，经０．５％甲醇在２８℃
诱导表达７２ｈ后，重组蛋白表达量最多，抗病毒活性最高。
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　　干扰素（ＩＦＮ）是１种具有抗病毒、调节免疫等作用的细
胞因子，由英国科学家 Ｉｓａａｃｓ和 Ｌｉｎｄｅｍａｎｎ于１９５７年首次发
现［１］。Ｌａｍｐ等于１９６３年纯化了这种细胞因子，并证明其为
蛋白质［２］。干扰素具有一定的特异性，只有同种的生物细胞

产生的干扰素才能起到保护作用，对异种生物细胞则无作

用［３］。根据细胞来源、生化特性及生物学活性可将其分为两

大类：Ⅰ类、Ⅱ类［４］。鸡α－干扰素（ＣｈＩＦＮ－α）全基因为５８２
个碱基，编码１９３个氨基酸，包含３１个氨基酸的信号肽、１６２
个氨基酸的成熟蛋白［５］。ＣｈＩＦＮ－α属于Ⅰ类干扰素，是禽类
主要干扰素，具有抑制病毒复制、加强 ＮＫ细胞杀伤力的能
力［６］。本试验根据酵母密码子偏爱性合成 ＣｈＩＦＮ－α成熟

肽的基因序列，克隆至毕赤酵母分泌表达型载体 ｐＰＩＣ９Ｋ
中，构建重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α，电转化至毕赤酵母 ＧＳ１１５，筛
选并鉴定其甲醇利用型，优化其表达条件，以期获得表达量

多、抗病毒活性高的重组蛋白，旨在为干扰素应用研究提供

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
ＣｈＩＦＮ－α序列合成由生工生物工程上海（股份）有限公

司完成；毕赤酵母 ＧＳ１１５由笔者所在实验室保存；限制性内
切酶、连接酶、ＰｒｅａｔａｉｎｅｄＰｒｏｔｅｉｎ分子量 ｍａｒｋｅｒ均购自
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＷｉｚａｒｄＤＮＡＣｌｅａｎ－ｕｐＳｙｓｔｅｍ均购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、培养基等均购
自北京康为世纪生物科技有限公司。

１．２　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α的构建
根据酵母密码子偏爱性合成ＣｈＩＦＮ－α成熟肽的基因序

列，在其末端加入设计好的酶切位点，经过酶切、连接将

ＣｈＩＦＮ－α的基因序列克隆至毕赤酵母分泌表达型载体
ｐＰＩＣ９Ｋ中，转化至大肠杆菌 ＤＨ５α中进行扩增，提取质粒进
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行酶切鉴定。

１．３　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α的转化及筛选
制备毕赤酵母感受态，－７０℃保存。将鉴定正确的重组

质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α大量制备并纯化，经 ＳａｌⅠ 酶切线性并纯化
后电转化至毕赤酵母ＧＳ１１５感受态中，将转化菌涂布于不含
组氨酸的 ＭＤ琼脂平板上，３０℃孵育 ３ｄ。用含不同浓度
Ｇ４１８的ＹＰＤ平板筛选高拷贝转化子。用 ＭＤ、ＭＭ平板鉴定
其甲醇利用型，通常在 ＭＤ平板上生长快且 ＭＭ平板上生长
缓慢或不生长的为Ｍｕｔｓ，生长速度一样的为Ｍｕｔ＋。
１．４　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α的表达及抗病毒试验

挑取生长于ＹＰＤ平板上的单菌落，接种于ＢＭＧＹ培养基
中培养２４ｈ左右，至Ｄ６００ｎｍ值为２～６，３０００ｇ离心３ｍｉｎ，收
集菌体沉淀，悬浮于含甲醇的ＢＭＭＹ液体培养基中，至Ｄ６００ｎｍ
值约为１，３０℃２３０ｒ／ｍｉｎ进行诱导表达，每隔２４ｈ补加甲醇
至终浓度为０．５％，９６ｈ后收获培养液，３０００ｇ离心５ｍｉｎ，收
集上清。在鸡胚成纤维细胞－水疱性口炎病毒（ＣＥＦ－ＶＳＶ）
系统中检测重组 ＣｈＩＦＮ－α的抗病毒活性，在生长正常的
ＣＥＦ中，分别加入重组的 ＣｈＩＦＮ－α、病毒和重组 ＣｈＩＦＮ－α、
病毒，培养约３６ｈ，观察细胞的生长情况。
１．５　ＣｈＩＦＮ－α成熟肽表达条件的优化

挑取生长于ＹＰＤ平板上的高拷贝重组菌的单菌落，接种
于ＢＭＧＹ培养基中培养至 Ｄ６００ｎｍ值为 ２～６，３０００ｇ离心
３ｍｉｎ，收集菌体沉淀，悬浮于含０．５％甲醇的 ＢＭＭＹ培养基
中，至Ｄ６００ｎｍ值约为１，分别从第１天起每隔１ｄ取发酵液上清
进行抗病毒试验。挑取高拷贝重组菌单菌落，同上进行诱导

表达，诱导温度分别设定为２０、２２、２４、２６、２８、３０℃，取诱导后
７２ｈ培养上清测其抗病毒活性。挑取高拷贝重组菌单菌落，
同上进行诱导表达，甲醇质量分数分别设置为０．５、１．０、１．５、
２．０、２．５％，取诱导后７２ｈ培养上清测其抗病毒活性。在培
养基中加入酸水解酪蛋白作为竞争性底物，酸水解酪蛋白的

质量分数分别设置为１％、２％、３％，诱导表达方法同上。

２　结果与分析

２．１　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α的构建
将连接有 ＣｈＩＦＮ－α基因的 ｐＰＩＣ９Ｋ转化至大肠杆菌

ＤＨ５α中，挑去阳性菌落进行扩增，提取质粒，用 ＥｃｏＲⅠ、
ＳｎａｌＢⅠ进行双酶切，显示结果正确（图１）。

２．２　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α的转化及筛选
将重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α电转化至毕赤酵母ＧＳ１１５感受态

细胞中，将 ＭＤ琼脂平板上的阳性克隆用含不同质量浓度
Ｇ４１８的ＹＰＤ平板筛选高拷贝转化子，获得４株抗４ｍｇ／ｍＬ
Ｇ４１８的高拷贝转化子及５株抗３ｍｇ／ｍＬＧ４１８的高拷贝转化
子。用ＭＤ、ＭＭ平板鉴定其甲醇利用型，结果显示均为Ｍｕｔ＋。
２．３　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α的表达及细胞毒性试验

接毒约 ３６ｈ后，正常生长的 ＧＥＦｓ基本未出现病变
（图２－１），加入了重组 ＣｈＩＦＮ－α的正常生长的 ＣＥＦｓ情况
更加良好（图 ２－２），加入了病毒和重组 ＣｈＩＦＮ－α的细胞
（图２－３）与只加病毒组细胞（图２－４）相比，细胞残缺程度
明显较轻。４ｍｇ／ｍＬＧ４１８抗性的重组酵母菌株的表达水平

—６７２— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期



与３ｍｇ／ｍＬＧ４１８抗性重组酵母菌株相当，不存在拷贝数依
赖性。

２．４　ＣｈＩＦＮ－α成熟肽表达条件的优化
诱导２４ｈ所得的抗病毒效果不明显，１～３ｄ重组蛋白的

活性增强，３ｄ后活性有所下降（图３）。不同温度诱导 ３ｄ
后，２８℃摇瓶发酵培养时，重组蛋白的活性最高（图４）。不
同甲醇质量分数时，０．５％甲醇诱导表达的重组蛋白活性最高
（图５）。在培养基中加入酸水解酪蛋白作为竞争性底物时，
当酪蛋白质量分数为２％时，重组蛋白活性最强（图６）。

　　综上所述，重组蛋白ＣｈＩＦＮ－α最佳诱导表达条件为：在
含２％酸水解酪蛋白、经０．５％甲醇２８℃诱导表达３ｄ后，重
组蛋白表达量最多，抗病毒活性最高。

３　结论与讨论

我国养禽业规模及总量均居世界首位［７］，但禽病仍然阻

碍养禽业发展，给养禽业带来了巨大的经济损失。一些禽病

的治疗及预防缺乏有效手段。因此，寻求安全、高效的治疗制

剂和预防制剂迫在眉睫。干扰素是多功能的糖蛋白，与免疫

球蛋白不同，它不具有免疫球蛋白的抗体特异性，但其具备广

谱的抗病毒活性及强大的免疫调节作用［８－１０］，对防治禽病具

有重要意义。由于天然的干扰素在机体内表达量甚微，无法

满足临床需要，因此人们利用基因工程技术来研究开发高效

生产干扰素，用于防治病毒性疾病［１１］。本研究利用毕赤酵母

表达体系表达制备了ＣｈＩＦＮ－α，构建了毕赤酵母分泌型表达
载体ｐＰＩＣ９Ｋ－α，获得了高拷贝重组酵母菌株，对重组酵母菌
进行诱导，使重组蛋白获得了较高水平表达，且具有良好的抗

病毒活性，解决了原核表达系统抗菌肽生产过程中普遍存在

的表达量低、活性低、成本高等问题，为禽病防治奠定了良好

的基础。
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