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重组融合人血清白蛋白-人白介素-2 C125A 突变体
在毕赤酵母中的表达

金光泽1 , 　段作营1 , 　张莲芬2 , 　金坚2 , 　李华钟＊1

(1.江南大学 工业生物技术教育部重点实验室;2.江南大学 医药学院 ,江苏 无锡 214122)

摘　要:构建编码人血清白蛋白-人白介素-2 C125A 的重组表达质粒 ,在 P ichia pastoris GS115

中表达 ,获得具有较高 IL-2活性的融合蛋白。设计并合成符合 P.pastoris密码子偏好 ,且含有

C125A 突变的 IL-2编码基因 IL-2m ,通过酶切连接方法将其与人血清白蛋白(HSA)的编码基因

连接为融合蛋白 HSA-I L2m 的编码基因。克隆到表达质粒 pPIC9K 中 , 电击转化 P.pastoris

GS115感受态细胞 ,获得重组 P.pastoris GS115/pPHIm 基因工程菌。摇瓶发酵获得分泌表达产

物。结果:Western blo t鉴定结果显示该融合蛋白与 IL-2 、HSA 的抗体都能发生免疫反应。经脱

盐 、冻干制备的粗蛋白的 IL-2生物学活性为 1.51×106 IU/mg 。结论:在 P.pastoris GS115中成

功表达了具有人白介素-2生物学活性的 HSA-IL2m 融合蛋白 。
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Expression of the Fusion Protein Human Serum Album/Mutant Human
Interleukin 2C125A in Pichia pastoris

JIN Guang-ze1 , 　DUAN Zu-ying1 , 　ZHANG Lian-fen2 , 　JIN Jian2 , 　LI Hua-zhong ＊1

(1.Key Labo rato ry o f I ndust rial Bio technolo gy , Ministry of Education , Wuxi 214122 , China;2.School of Medicine

and Pha rmaceutics , Jiangnan Unive rsity , Wux i 214122 , China)

Abstract:The aim of this study w as to obtain the fusion pro tein HSA-I L2m w ith high I L2

bio activi ty , for this , the recombinant plasmid encoding HSA-IL2C125A was constructed and

expressed in P ichia pastoris GS115.The DN A fragment encoding mutant IL-2 of C125A was

design and synthesized based on codon usage bias of P.pastoris.The fragment w as spliced w ith

Human Serum A lbum encoding gene and then the fusion gene w as cloned into pPIC9K to

const ruct the expression plasmid pPHIm by rest rict ive digestion and ligation.Recombinant yeast

of P.pastoris GS115/pPHIm was obtained w ith pPHIm linearization and elect ropo ration.The

excreting product w as obtained under shake flask cul ture.Results:Western-blo t show ed the

fusion protein reactive po sitively w ith the antibody of IL-2 and HSA , respectively .The crude

fusion protein prepared by desalting and freeze-dry ing show ed IL-2 bio activi ty of 5.0 10
5
IU/mg.

T he results demonst rated that the fusion protein of HSA-IL2m w ith IL-2 bioactivity w as



successfully expressed in P.pastoris GS115.

Key words:mutant Human interleukin-2 , Human serum album , Pichia pastoris , fusion pro tein

　　白细胞介素-2(Interleukin-2 , IL-2),又称 T 细

胞生长因子 ,1976年由 Morgan等首先在外周血淋

巴细胞中发现[ 1] ,是辅助 T 细胞分泌的淋巴因子 ,

在免疫系统中发挥着重要的作用。它是中国第一

个基因工程生产的蛋白质药物[ 2] ,临床上可用于恶

性肿瘤治疗 、感染性疾病的治疗 、镇痛等[ 3] 。由于

IL-2在人体内的半衰期很短 ,临床多采用高剂量频

繁给药 ,这不仅增加患者的经济负担更有可能产生

不良副作用[ 4] 。为了克服上述缺点 ,作者利用人血

清白蛋白融合技术(albumin fusion technolo gy)构

建了编码人血清白蛋白(Human Serum Albumin ,

HSA)和 IL-2 的融合基因 ,通过分泌型表达载体

pPIC9K ,将该融合基因整合到巴斯德毕赤酵母染色

体中 ,在分泌信号肽的作用下分泌表达融合蛋白

HSA-IL2 ,以增加其半衰期 。同时 ,为了能够大量

生产具有较高的 IL-2 活性的融合蛋白 ,对 IL-2 分

子的编码序列进行了改造 。I L-2的成熟分子由 133

个氨基酸残基组成 ,它剪切掉了 IL-2 N-端 20个氨

基酸残基的信号肽 ,翻译后加工的过程还包括在 58

位和 105位半胱氨酸(Cys)之间形成二硫键 ,正确

的二硫键对于 IL-2活性的保持是必需的
[ 5]
,而肽链

中第三个 Cys位点的存在极有可能造成二硫键的

错配产生无活性异构体和多聚体。根据毕赤酵母

密码子使用频率 ,替换天然 IL-2编码序列中的低频

密码子 ,并设计合成了第 125位游离 Cys点突变为

Ala 的突变型人白介素-2(mutant Interleukin-2 ,

IL2m)的编码基因 。再通过表达条件优化 ,得到较

高的融合蛋白产量及生物学活性。

1　材　料

1.1　质粒 、菌株和细胞株

大肠杆菌 Escherichia coli XL1-Blue 和含有

HSA 编码基因的质粒 pBlue/HSA 为作者所在实

验室保存 ,毕赤酵母 Pichia pastoris GS115和酵母

分泌型表达质粒 pPIC9K 购自 Invi t ro gen 公司 ,

IL2m 的编码基因委托上海生工生物工程有限公司

合成 。

1.2　酶和其他试剂

Plasmid Mini Ki t 、Gel Ex traction Kit(OME-

GA BIO-TEK),限制性内切酶 、T4 DNA Ligase 、

Taq DNA Po lymerase 、PCR试剂:Takara宝生物公

司产品;Interleukin-2 Antibody(sc-34799):Santa

公司产品;Donkey anti-Goat/HRP(KC-GT-035):

上海康成生物有限公司产品;HSA兔抗人多克隆抗

体:作者所在实验室制备;Goat anti-Rabbit IgG/

HRP(bse-0295G):北京博奥森公司产品;脲微量白

蛋白测定试剂盒:上海名典生物公司产品;其余试

剂均为分析纯试剂 。

1.3　培养基

大肠杆菌 LB培养基(g/L):胰蛋白胨 10 ,酵母

粉 5 ,N aCl 10 ,pH 7.2;固体 LB培养基添加质量分

数 1.5%的琼脂;

酵母培养基 YPD 、MD 、BMGY 、BMMY 、YPD

按照文献
[ 6]
方法配制 。

2　方法

2.1　融合蛋白基因的克隆

2.1.1　IL2m 基因的设计与合成 　参照 GenBank

中天然 I L-2 编码基因序列 ,根据 ht tp://www .ka-

zusa.or.jp/codon/数据库提供的 Pichia pasto ris密

码子信息 ,保留天然 IL-2编码基因中的高频及次高

频密码子 ,用高频密码子替换剩余的所有低频密码

子 ,并突变天然 IL-2第 125 位 Cys为 Ala 。设计如

下序列:
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　　其中 S1为设计合成序列 ,S2是天然 IL-2的编

码序列。S1的 5' 端序列 GCCTTAGGCT TA 为人

血清白蛋白的编码基因 3'末端的序列 ,下划线部分

为限制性内切酶位点 , TAA 是终止密码 ,两者之间

的 396个碱基为 IL2m 的编码序列。全部序列长

423 bp ,交由上海生工生物工程公司合成并克隆到

载体 pUC57中 。

2.1.2　HSA-IL2m融合蛋白的表达基因的构建　

质粒 pBlue/HSA 经 Eco81I 、NotI 双酶切 ,回收含

有 HSA 序列的载体片段 。质粒 pUC57-IL2m 经

Eco81I 、Not I 双酶切 ,回收 IL2m 片断 ,连接两片段

后 ,转化 E.coli XL1-Blue ,根据 Amp抗性挑选转化

子。提取质粒 ,酶切验证 ,得到含有人血清白蛋白-

人白介素 2C125A(HSA-I L2m)的序列的重组质粒

pBHIm 。

2.1.3　表达载体的构建　质粒 pPIC9k 和 pBHIm

经 EcoRI 、NotI 双酶切 ,回收两片断 ,连接后 ,转化

E.coliXL1-Blue , 根据 Amp 抗 性挑选 转化 子

pPHIm 。提取质粒 ,酶切验证 ,并送上海生工生物

技术有限公司测序。

2.2　融合蛋白表达与鉴定

2.2.1　酵母细胞转化 　质粒 pPHIm 经 SalI 酶

切 ,回收线性化片断 ,电击转化 P.pastoris GS115。

感受态细胞的制备方法及酵母转化方法同参考文

献[ 7] 。

2.2.2　重组克隆筛选及产物表达　将电击转化的

酵母细胞以合适的稀释度涂布含有 1 mol/L 山梨

醇的 MD平板 , 30℃培养至菌落出现 。初筛:挑取

长出的转化子 200个 ,接种到含 5 mL BMGY 培养

基的试管中 , 30℃, 200 r/min培养 36 h。置于 4℃

冰箱中待菌体自然沉降 ,无菌条件下弃上清 ,加入 1

mL BMMY 培养基 , 30 ℃, 200 r/min诱导培养 72

h ,其间每隔 24 h 补加体积分数 1%甲醇 。5 000 r/

min , 5 m in离心收集上清 ,用脲微量白蛋白测定试

剂盒测定上清液中目标蛋白的量 ,选取高表达量菌

株 ,于 YPD斜面 4 ℃保藏 。复筛:挑取上述初筛的

菌至 5 mL BMGY 培养基的 50 mL 三角瓶中 , 30

℃,200 r/min 培养 24 h ,以体积分数 1%接种量转

接到装有 100 mL BMGY培养基的 500 mL 三角瓶

中 ,30 ℃,200 r/min培养 30 h左右 ,离心收集菌体

于装有 25 mL BMMY培养基的 250 mL 三角瓶中

培养 ,30 ℃,200 r/min 诱导 72 h ,其间每隔 24 h补

加体积分数1%甲醇。5 000 r/min , 5 min离心收集

发酵上清液。结合脲微量白蛋白测定试剂盒和

SDS-PAGE 电泳 ,挑选表达量最高菌株 ,于 YPD斜

面 4 ℃保藏。

2.2.3　重组子诱导表达产物的分析与 Western

blot验证　取保存的发酵上清液 , 经 SDS-PAGE

后 ,电转移蛋白至硝酸纤维素膜上 ,用含 50 g/ L 脱

脂奶粉的 1×TBS缓冲液(10 mmol/L Tris-HCl ,15

mmol/ L NaCl ,pH7.5)4 ℃封闭过夜 ,用 TBS 清洗

后分别用兔抗人 HSA 或山羊抗人 IL-2的抗体(1:

100)室温孵育 2 h ,用 TBS 清洗后分别加入辣根过

氧化物酶标记的山羊抗兔二抗(1:500)或驴抗山羊

二抗(1:500)室温孵育 1 h ,用 TBS 清洗后用 DAB

试剂显色 。

2.2.4　活性测定　根据中国药 2005年第三部中

关于 IL-2 的生物活性的检测方法 , 即 CTLL-2/

MT T 法[ 8] , 对融合蛋白的生物学活性进行检测。

文中没有说明的其他分子生物学的实验方法 ,均参

照文献[ 9]进行 。

2.2.5　融合蛋白的摇瓶发酵诱导条件初步优化　

菌体培养及诱导的方法同 2.2.2 中复筛时所用的

两步法。采用单因素实验 ,根据优化需要进行相关

调整 ,研究初始 pH 、甲醇加量 、转速 、诱导相与生长

相培养基体积比等 4个主要条件对 HSA-IL2m 表

达量的影响。

3　结果与讨论

3.1　融合蛋白基因的构建

质粒 pBlue/HSA 经 Eco81I 、Not I 双酶切 ,回

收约 4.7 kb 的片断;质粒 pUC57-IL2m 经 Eco81I、

NotI双酶切 ,回收 0.4 kb 的片断。利用这两个片

断双酶切所形成的粘性末端 ,连接后转化 E.coli

XL1-Blue感受态细胞 ,通过 Amp抗性挑选阳性转

化子 ,提取质粒后进行酶切验证 ,结果如图 1所示 ,

重组质粒 pBHIm 经 EcoRI 单酶切得到 5.1 kb 的

片断 ,比质粒 pBlue/HSA 双酶切的回收产物多出

了约 0.4 kb;经 EcoRI 和 NotI 双酶切得到长度约

2.2 kb的片断和 2.9 kb的载体片断 ,而 HSA的编

码序列为 1.8 kb ,证明成功构建了 HSA-IL2m 的编

码基因。

3.2　表达载体 pPHIm的构建

重组质粒 pPHIm 物理图谱如图 2(a)所示。融

合基因插入表达载体 pPIC9K 的 EcoRI和 No tI 位

点之间 ,在序列上位于 AOX1启动子和α交配因子

的下游且与 α交配因子的开放阅读框相同 。构建

的重组质粒 pPHIm 的酶切鉴定见图 2(b),重组质

粒 pPIHm 经 EcoRI单酶切得到一条长约 11.4 kb
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的产物 ,经 EcoRI和 No tI 双酶切得到长约 2.2 kb

的插入片断和长约 9.3 kb的载体片断 ,表明融合基

因已经成功插入到载体 pPIC9k 中。质粒测序结果

显示 ,全部序列没有发生突变 ,与预期一致。

　　1.Gel ext ract ion of IL2m;2.Gel ex t raction of pBlue/

H SA;3.Digestion of pBHIm wi th Eco RI;4.Doub le diges-

ti on of pBHIm wi th E coRI/NotI;M.λDNA/HindⅢ M ark er

图 1　重组质粒 pBHIm的酶切分析

Fig.1　Restriction analysis of the recombinant plasmid

pBHIm

3.3　阳性转化子的筛选及诱导产物的 Western

blot鉴定

质粒 pPHIm 经 Sal I酶切 ,回收线性化片断 ,电

击转化 P.pastoris GS115感受态细胞。涂布 MD

平板 ,30℃培养 4 d后共长出了约 400个转化子 ,挑

选其中 200个菌落进行初筛 ,选其中表达量较高的

10株重组菌进行复筛验证 ,得到一株产量最高的重

组菌 P .pastoris GS115/pPHIm ,诱导 3 d后上清液

的 SDS-PAGE 分析和 Western blot 结果如图 3

所示 。

　　1.Digest ion of pPIC9K w ith EcoRI;2.Digest ion of

pPH Im w ith Eco RI;3.Doub le diges tion of pPH Im wi th E co-

RI/NotI;M .λDNA/ HindⅢ Marker

图 2　重组质粒 pPHIm 的物理图谱(A)和酶切分析

(B)

Fig.2　Physical map(A)and restriction analysis(B)of

the recombinant plasmid pPHIm

　　研究发现 ,表达的蛋白质的相对分子质量约为

82 000 ,与理论计算 HSA-IL2m 的相对分子质量相

符 ,且这一位置的蛋白与 IL-2 、HSA 的抗体都能发

生免疫反应 , 进一步证实酵母经诱导表达 HSA-

IL2m 。但 70 000和 45 000这两处的降解条带又都

可以与 HSA的抗体发生免疫反应 ,认为是融合蛋

白降解所产生的条带。经白蛋白测定试剂盒测得

其中白蛋白融合蛋白的量约为 60.2 mg/L(以

HSA-IL2m 计)。

3.4　诱导产物的活性测定

发酵液经脱盐处理后 ,冻干保存。取 0.1 mg

冻干粉用 2 mL PBS 复溶后 ,离心取上清 ,测得其中

融合蛋白的量约为 300 μg/mL。采用 IL-2依赖细

胞株 CTLL-2以标准品 IL-2为对照 ,对上清液中的

融合蛋白的生物学活性进行了测定。标准品的活

性为 2×10
5
IU/mL , 用 RPM I1640 稀释到浓度为

200 IU/mL 。测定结果表明 ,上清液中的融合蛋白

可以有效的刺激 CTLL-2细胞增殖。以标准品的

最高浓度 OD570值为 100%,计算标准品 、样品梯度

百分率。将百分率换算为概率单位 ,以概率单位为

纵坐标 ,以稀释度 X 的对数为横坐标 ,绘制直线回

归图(图 4),通过计算得出融合蛋白粗蛋白的比活

性为 1.51×10
6
IU/mg 。
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　　M.Protein marker;1.Fusion p rotein HSA-IL2m ;2.

Protein ex pres sed b y P.pastoris GS115/ pPIC9k;3.HSA -

IL2m / IL2 antibody , 4.H SA-IL2m /HSA antibody

图 3　融合蛋白 HSA-IL2m 的 SDS-PAGE分析(A)和

Western Blot分析(B)

Fig.3　SDS-PAGE(A)and Western Blot(B)of the fu-

sion protein HSA-IL2m

图 4　数据转换与线性回归的概率单位分析

Fig.4　Probit unit analysis of transformation and linear

regression of data

3.5　融合蛋白的摇瓶诱导条件初步优化

3.5.1　初始 pH 对表达量的影响 　配制 BMMY

培养基时 ,将初始 pH 值分别调至 5.0 、5.5 、6.0 、

6.5 ,种子液培养 36 h 后 , 经离心 , 用相同体积的

BMMY液体培养基重悬菌体 , 200 r/min , 30℃培

养 ,每隔 24 h 补加体积分数 1%甲醇 , 72 h 后将发

酵液离心并取上清 ,测定其中融合蛋白的含量。结

果如图5(a)所示 ,该菌表达 HSA-I L2m 的最适初始

pH 都在6左右 ,由于诱导培养基中含有 0.1 mo l/L

的磷酸钾缓冲液 ,测得的发酵液 pH 也基本在初始

pH 附近 ,因此可基本确定该菌的最适 pH 在 6.0附

近 ,这与 Invit rogen公司的介绍相符。

3.5.2　甲醇体积分数对表达量的影响　配制 BM-

MY培养基时 ,将初始 pH 调至 6 ,二级种子培养 36

h后 ,用相同体积的 BMMY 液体培养基重悬菌体 ,

200 r/min , 30℃培养 ,每隔 24 h 按体积分数补加

1%,2%, 3%, 4%甲醇 , 72 h 后将发酵液离心并取

上清 ,测定其中融合蛋白的含量。结果如图 5(b)所

示 ,甲醇添加量为 3%时 HSA-IL2m 的表达量最

高。

3.5.3　转速对表达量的影响　配制 BMMY 培养

基时 ,将初始 pH 调至 6 ,二级种子培养 36 h 后 ,用

相同体积的 BMMY 液体培养基重悬菌体 ,分别采

用旋转式摇床 150 、200 、250 r/min , 往复式摇床

100 、200 r/min ,30 ℃培养 ,每隔 24 h 按体积补加甲

醇 3%, 72 h 后将发酵液离心并取上清 ,测定其中

HSA-IL2m 的含量。结果如图 5(c)所示 ,100(W)、

200(W)为往复式摇床转速),在装液量体积 10%条

件下 ,随转速上升 ,表达量呈上升趋势 。相同转速

下往复式摇床的溶氧要高于旋转式摇床 ,说明毕赤

酵母在诱导期间对溶氧的需求量非常大 ,由于摇床

转速的限制 ,确定最适的摇床转速为往复式 200 r/

min 。

3.5.4　诱导相与生长相培养基体积比对表达量的

影响　配制 BMMY 培养基时 ,将初始 pH 调至 6 ,

二级种子培养 36 h 后 ,用 1∶1 、1∶0.5 、1∶0.3倍

体积的 BMMY液体培养基重悬菌体 ,分别采用往

复式摇床 200 r/min , 30 ℃培养 ,每隔 24 h 按体积

补加甲醇 3%,72 h 后将发酵液离心并取上清 ,测定

其中 HSA-IL2m 的含量 。结果如图 5(d)所示 ,该

菌在 1:0.5 这个浓缩倍数下 ,表达量较高 ,在有充

分的溶氧和合理的培养基的组分的情况下 ,随着细

胞密度的增加 ,目的蛋白的表达量会逐渐增加。由

于本文研究的是在摇床条件下表达目的蛋白 ,当细

胞密度达到一定值的时候 ,溶氧就成了限制菌体代

谢和目的蛋白表达的重要因素 ,所以研究细胞密度

对融合蛋白表达量的影响是有必要的。
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图 5　诱导条件对 HSA-IL2m产量的影响

Fig.5　Ef fect of inducing conditions on HSA-IL2m yield

3.5.5　初步优化的诱导条件下目的蛋白的表达　

配制 BMMY培养基时 ,将初始 pH 调至 6 ,二级种

子培养 36 h后 ,用 1:0.5倍体积的 BMMY液体培

养基重悬菌体 ,采用往复式摇床 200 r/min ,30℃培

养 ,每隔 24 h补加 3%甲醇 ,诱导 5 d ,其间每隔 24

h 取样保存 。结果如图 8 所示 , 从发酵液 SDS-

PAGE电泳来看 , 82 000 处的条带随时间逐渐变

深 ,诱导 3 d以后该条带基本不再变化 ,因此确定摇

瓶诱导持续时间为 3 d。取 3 d 的样品 , 测其中

HSA-IL2m 的质量浓度为 144 mg/L。

　　M.Protein marker;1～ 5.Product of 1～ 5d

图 6　优化诱导条件下 P.pastoris GS115/ pPHIm表达

产物的 SDS-PAGE分析

Fig.6 　SDS-PAGE of expressed product of P.pastoris

GS115/pPHIm under the optimized inducing

condition

　　实验得到的表达产物相对分子质量与 HSA-

IL2m 的理论预测值相符 ,Western blot发现表达产

物拥有 HSA 和 IL2m , CT LL-2/MTT 法提示表达

产物具有 I L-2生物学活性 ,说明本研究的表达产物

是 HSA-I L2m 。

根据密码子的偏爱性 ,宿主细胞能够以不同的

速度合成所需要的蛋白质 ,需要量少的蛋白质基因

由于其中有些密码子对应的 tRNA 含量少 ,因而合

成较少 ,反之亦然 ,宿主以此来控制该蛋白质的合

成速度 ,这符合基因表达调控的规律 。因此按照密

码子偏好 ,对外源基因编码基因进行定向改造可以

有效提高外源蛋白的表达量[ 10] 。

HSA是含有 585个氨基酸残基的单链无糖基

化的球形蛋白质 ,相对分子质量65 000 ,它是人血浆

中含量最高的蛋白质。HSA 本身就是许多内源因

子和外源药物的载体 ,药物蛋白和 HSA 结合后 ,可

以减少其药物利用度同时增加在体内的半衰期
[ 11]
。

大多数治疗用的蛋白和多肽半衰期一般较短 ,而

HSA有将近长达 19 d的血清半衰期 ,并且 HSA 的

基因在毕赤酵母中可以高效分泌表达
[ 12]
,摇瓶发酵

表达量可达 390 mg/L ,上罐发酵表达量可以达到 4

g/L ,摇瓶发酵上清液杂质含量较少 ,纯化方便 ,将

药物基因与 HSA的基因融合 ,在毕赤酵母中表达 ,
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获得融合蛋白 ,延长蛋白质药物的半衰期。

4　结　语

将 IL2m 的编码基因直接融合于 HSA 的编码

序列的 C端 ,中间没有加入任何连接肽 。突变型融

合蛋白在毕赤酵母中得到了分泌表达 ,有轻微降

解。所表达的 HSA-IL2m 可以有效刺激 CT LL-2

细胞的增殖 ,表现较高的生物学活性。
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