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摘要 以本 室构建的原核表达载体 一 为基础载体
,

合成 。 罗 弓导序列
,

插入该载体多克隆位点上游
,

构

建了分泌型原核表达载体 一 。

将 个外源基 因克隆至 一 ,

个重组质粒在大肠杆菌中均得以高效表达
,

表

达量为 一 。
,

’印迹分析证 实了重组蛋 白在大肠杆菌中表达后可被信号肤酶有效识别
,

切割后的重组 蛋

白具有 良好的免疫学活性
·

对重组表达 菌株的连续传代实验证 实了该表达载体具有 良好的遗传稳定性
,

显 示 了该原

核表达载体在基因工程 中的应用价值
。
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利用大肠杆菌生产多肤类药物具有成本低
·

周

期短且不存在病毒致癌基因污染等优点
,

故大肠杆

菌仍是 目前基因工程中生产多肤类药物的主要工程

菌之一‘
,

礼 多肤类药物生产关键的一环便是选用合

适的表达载体 同时考虑到生物技术的下游工艺
,

还

要求表达的多肤易于纯化
。

其中胞外分泌是简化纯

化工艺流程的重要途径之一
,

目前已建立了多种含

原核基因引导序列的分泌型表达载体
,

如含
、

汉汪〕刀
、 、

日一半乳糖酶和碱性磷酸酶等基

因的引导序列的表达载体
,

但多受到通用性
、

稳定

性等因素的困扰
,

故目前在发酵工程中实际应用的

这类载体并不多伙 随着越来越多的多肤类药物被人

们发现
,

要求人们去建立新的通用性和稳定性俱佳
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的原核表达载体
,

以适应不同类型基因的表达
,

满足

发酵工程的实际需要
。

叮 是大肠杆菌的四种主要的外膜蛋白酶之

一
,

其蛋白前体相对分子质量为
,

在跨膜时被

信号肤酶识别
、

剪切
,

去除其氨基端的 个氨基酸

残基
,

加工成相对分子质量为 的成熟外膜蛋

白酶
,

被分泌至细胞外周腔
,

定位于细胞膜外侧 ,
。

由于该蛋白酶在大肠杆菌中表达量很高
,

且具有分

泌效应
,

故可以利用其信号肤序列来构建分泌型原

核表达载体
。

目前已有商业化的含 犷引导序列的
一 系列表达载体

,

但实践显示该载体在

中表达不够稳定
,

且由于其拷贝数低
、

多克隆位点

少
,

不便于基因克隆实际操作
,

故在基因工程实际生

产中应用
。

近期我们构建了含 增强子的原核表达载体
一 一 其调攀序列中有万个 几 序列和一个
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启动子串联
,

由于其表达效率高
,

已被用于外源基因

的表达
’一 。

本研究在保留了 几增强子的 一 的

基础上
,

在 后引人
。 信号肤编码序列

,

尝试

构建了新的分泌型原核表达载体 一 。

并将两个

不同的外源基因克隆到新载体中
,

对新载体的有效

性
、

分泌效果及遗传稳定性进行了研究
。

材料与方法

材料

大肠杆菌
、

株为本室保存 质粒 一 、

一 和 一 乃 尸。 尸滋
,

,

梅毒螺旋体 由本室构建保存
。

限制性 内切酶和 连接酶购 自日本 公

司 蛋白分子量标准
、

柱式胶回收试剂盒购于上海华舜

生物工程公司 山羊抗人 一 、

显色底物 均购 自华

美生物工程公司
。

及 抗体阳性血清及阴性血清均 由北京万泰生物

药业有限公司提供
。

,

引物设计及 扩增

根据文献报道
,

设计了 条引物用于 引导序列的

扩增
,

热循环数为
,

扩增按 ℃
,

℃
,

℃

巧 进行
。

引物序列如下

毛
、

飞℃ 认
‘

’ 、 ,

目的基 因在大肠杆菌中的表达

表达载体的构建按常规的分子生物学方法操作 飞

表达质粒转化
,

挑单菌落于 培养

基中 ℃过夜培养
,

次 日按 扩种
,

菌液 ,
。

值达

左右时用 诱导
,

在 ℃表达 后收获菌体
。

少量菌

体悬于 样品溶液
,

煮沸 后 离心
,

取

样进行 一 ,

电泳结果用扫描仪在波长 处扫

描分析
。

其余收获的菌体进行超声破碎
,

离心
,

沉淀溶于与上清等体积的 一 中
,

取等量上清和沉

淀溶液进行 一 。

「

重组蛋 白的 印迹分析

含重组蛋 白的全菌裂解液经 一 分离后
,

转移到

硝酸纤维膜上
,

封闭后按常规方法进行检测
。

外周腔重组蛋 白的分 离

渗 透 压 休 克 法 用 的 一

、 、

蔗糖悬浮 培养的菌

体
,

室温下温育 ℃离心收集菌体
,

、
悬浮菌体

,

冰浴缓慢摇动

℃离心收集上清
,

即为含分泌性重组蛋 白的外周腔组分
。

一 分析结果
。

重组菌株的表达稳定性 实验

表达 质粒 一 一 、 一 一 转 化
,

挑单菌落于 培养基中
,

℃培养 后

取样
,

按 稀释
,

再培养 如此重复稀释培养共

次
。

同时取以上 次不同时段的培养液进行稀释
,

涂含抗性的

培养板
,

每板随机挑取 个单菌落
,

对这 个单菌落进

行诱导表达
,

通过 一 分析重组菌株的表达稳定性
。

结果

分泌型表达载体 一 的构建

以 一 为基础载体
,

引人 仰 引导序列
,

构建分泌型表达载体
。

信号肤含 个氨基酸

残基
,

考虑到剪切识别氨基酸序列
,

故在信号肤 端

多加了 个氨基酸残基
。

首先设计了一对引物 和
,

利用 合成 编码 个氨基酸残基的

呷 引导序列
,

产物克隆到 一 载体中
,

再用

将 。哪 前导序列切下
,

克隆到 一

中
,

得到新载体 一 。

采用同样方法
,

用引物

和 得到另一新载体 一 图
。

分泌型表达载体的初步应用

重组表达质粒的构建与表达 为评价这两个

新载体的有效性
,

我们将 的膜蛋白 基因片

段和梅毒螺旋体的膜蛋 白 基因克隆到其中
。

用 消化 一 一 和
,

回收
记
双酶切 目的片段

,

并将纯

化后的片段插人 少
尹

七 消化过的表达质粒
一 和 一 中

,

共得到 个重组表达质粒
一 一 图

、 一 一 和
、

一

、 一 。

肛 序列

钉

启动子 操纵基因 火毛

入几人 引导序列

幻诙 了、 工气 们尸 八
一

中人丁

口刀了 占劝月 刀办定吐 」认 , 专关口
切割位点

〔

图 一 表达载体的克隆表达区
一 在此处相应的核昔酸分别为 和
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的两条活性带
。

该结果进一步证实了用分泌型表达

载体 一 表达的外源蛋白可以获得两种形式
,

且这两种形式的蛋白均有免疫学活性
。

图 叮 一 一 质粒示意图

所有表达质粒转化受体菌
,

用

的 诱导工程菌的表达
, 一

分析各重组蛋白的表达情况
。

结果 一 一

和 一 一 未见 明显表达
,

而 一

和 一 目的产物 和 的

表达量分别占菌体总蛋白的 和 图
。

其

中明显可见 有相对分子质量分别为 和

的两种产物
,

前者与非融合的 理论分子

质量一致
,

表明是剪切掉 信号肤后的 产

物 而后者是带有 信号肤的 融合产物
。

同样
, 一 一 的表达产物亦存在两种大小

分别为 和 的产物
。

用渗透休克法分离大肠杆菌外周腔的重组蛋

白
,

结果仅得到少量的分泌性 和
,

表明

这两种表达的重组蛋白主要存在于胞内
。

对胞内目

的蛋白的存在形式的分析显示
,

可溶性的 和

分别占到总 目的蛋白的 和
,

其余均

为包含体重组蛋白
,

其中剪切形式的目的蛋白主要

为可溶性形式
。

该结果反映了新表达载体 一

可以高效地表达外源蛋白
,

同时又能有效地对外源

蛋白进行剪切
。

用 。柱对胞 内可溶性重组蛋 白

和 进行纯化
,

目的产物的纯度可达

以上 图
。

免疫印迹分析重组蛋 白的 生物 学活性 用
一 高效表达的重组蛋白 和 全菌

裂解液 经 一 分离后
,

电转至硝酸纤

维膜上
,

进行免疫印迹分析
,

结果如图 所示
。

具两条活性带
,

分别位于 和 处
,

前者

为不含 信号肤的胞内 蛋白
,

后者则对应

胞内未经过加工的 信号肤和 的融合蛋

白 同样 亦有大小分别为 和

口

‘
墨缸巍 徽

粉娜麟

图 一 分析大肠杆菌表达 和 重组蛋白

不蛋白质标准 卫 一 卜 对照 一竹一

于 一 一 丘纯化的 墉

蛋白质标准 于 一 一
,

对照 一 一
,

一

下 纯化的 价

连续扩大培养过程 中的质粒表达稳定性检侧

对 批培养液涂板所得的 个单菌落的表达进

行 一 分析
,

结果显示所有 个工程菌 含

重组质粒 一 一 或 一 门于入 各

株 均可以稳定表达 飞具体表现在各工程菌菌株
的表达产量及表达的 中 蛋白条带模式无明
显差异 图略

。

工程菌持续培养 后重组质粒仍

未出现质粒丢失现象
,

提示新载体 一。 具有 良

好的遗传稳定性和表达稳定性
。
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图 重组蛋 白 即 和 的免疫印迹分析

对照 一 卫 一 一 纯化的
一 一 纯化的 对照 一

讨论

我们构建了新型原核表达载体 一 ,

并将
一 应用于多个外源基因的表达

。 一 保留

了基础载体 一 以下特点 ①调控序列中有一

个 序列和一个 启动子串联
,

使 目的基因在
。。 中得到高效

、

稳定的表达 ②多克隆位点

包括 个常用的酶切位点
,

便于外源基因三种形式

阅读框的插人
,

并可根据不同的需要选择进行融合

表达或者非融合表达 ③融合表达蛋白的 端可以

加上 标签
,

可采用鳌合凝胶亲和层析纯化 目的

蛋白
。

和 一 相 比
,

新构建的表达载体 一

还具有以下优点 ① 一 所表达的融合蛋白的

端仅含有 个载体来源的氨基酸残基 一 一

②利用 信号肚可使外源基因产物直接分

泌到 。 外周腔
,

对那些在胞内表达且表达产物

对细菌有毒性的外源基因来说
,

利用新载体可能会

减弱其毒性
、

提高其表达量 ③外周腔蛋白酶活性低

于胞内
,
、

将有助于利于提高重组蛋白的稳定性
。

用 一 构建 的两 个表 达 质粒 一

、 一 一 在大肠杆菌中均得 以高效表

达
,

表达产量在 一 之间
。

目的产物存在两种

大小形式
,

表明信号肤可被大肠杆菌的信号肤酶有

效识别
。

未被剪切的目的产物主要以不溶性形式存

在
,

提示过高的产物量影响了 目的产物的正确折叠

及信号肤酶的作用
。

对重组蛋白 和 进行

免疫印迹分析
,

表明利用 一 表达的两种形式

的重组蛋白具相应的免疫反应性
,

从而进一步验证

了利用 一 表达的外源蛋白具有生物学活性
。

重组菌株的表达稳定性实验证实我们构建的表

达载体适用于发酵工程
,

是一种具有实际应用价值

的基因工程载体
。

两个外源基因在 一 的表达

尝试证实了该载体是一种高效
、

稳定的分泌型表达

载体
,

提示该载体可以被推广应用于基因工程
。

除

此
,

我们还将纯化的重组蛋 白 用于

的血清学诊断
,

发现 对抗 血清产生良好的

特异性和敏感性免疫反应
。

目前我们正在利用该载

体对多个基因进行克隆
、

表达
,

以进一步验证该载体

的通用性
。

最初我们在利用 软件设计 引导序

列引物的时候
,

为了回避引物过高的 值及

扩增时的二聚化现象
,

故在保证其氨基酸编码序列

不变的条件下
,

对下游引物做了两个碱基的改动
。

利

用 和 扩增得到了 。 引导序列 , 将该 目的

片段亚克隆至 一 得到 一 。

但两个外源

基因
、

克隆至 一 后均未见明显表

达
, 一 分析时未见特异性表达条带

。

我们利

用 软件对 引导序列 和天然
。 引导序列的 二级结构进行预测

,

发现前

者的二级结构总能量卜 高于后者的

总能量 卜
。

但同核糖体结合位点

序列相连后
,

前者的二级结构总能量

却低于后者卵总能量 卜
· 。

故此
,

我们推测可能是由于 一 中 干。呷
的稳定结构

,

对 的翻译造成了阻碍
,

从

而影响了融合于其后的外源基因的表达
。

二

级结构可能影响 起始密码子和 在一些研

究中已有报道
一 。

此外
,

我们并不排除密码子嗜性

对 目的基因表达水平产生不利影响之可能性

上的 。 序列非天然的 。呷 序列
,

对其密码

子的改变亦可能影响目的产物的表达水平
。

以上研

究表明
,

表达载体 一 和 一 在核昔酸水

平上的细微差异可 以直接影响外源基因的表达
,

体

现在 翻译水平的调控上或密码子的选择上
。

它提醒人们在从事基因工程时
,

不仅要考虑氨基酸

的编码情况
,

还应注意到核昔酸水平如密码子的应

用
、

二级结构对 目的基因表达的潜在影响
。
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