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猪瘟病毒 E2蛋白AöD 抗原域在
毕赤酵母中的表达

Ξ

徐学清,曹瑞兵,蔡梅红,任雪枫,周　斌,陈溥言
(南京农业大学 农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室,江苏 南京 210095)

　　[摘　要 ]　对含猪瘟病毒 E2蛋白A öD 抗原区基因插入的重组酵母菌株进行诱导表达,通过对诱导时间、重

组酵母菌株、菌体密度、培养液 pH、甲醇剂量等培养条件与表达产量关系的分析,对重组蛋白的表达条件进行了优

化。优化后的条件为: 28～ 30 ℃, 225 röm in 振荡培养至BM GY 中菌体OD 600值为 3. 0～ 3. 5时,将菌体转入相当于

4倍体积BM GY, pH 为 6. 0的BMM Y 培养基中培养 72 h,每 24 h 加入甲醇至终浓度为总体积的 0. 5%～ 1. 0%。

在此优化条件下,重组蛋白的表达量可达 275. 38 ΛgömL ,比较温度对重组蛋白降解率的影响后发现,培养物上清

液应保存于- 20 ℃。
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　　由猪瘟病毒引起的猪瘟是一种急热、致死性疾

病,具有高度接触传染性,流行广泛,且发病率、死亡

率高,危害极大[1 ]。该病毒的囊膜糖蛋白 E2是其主

要保护性抗原, 能够单独诱导有效的免疫保护反

应[2 ] ,其 2个相对独立的抗原结构单位B öC 抗原区

和A öD 抗原区,一直都是研究防制猪瘟的检测抗原

和亚单位疫苗的重点对象。苏小运等[3 ]曾用原核表

达系统来表达A öD 抗原区基因, 以期获得 EL ISA

检测试剂盒的包被抗原。在笔者的研究中,选用的是

酵母 (P. p astoris)表达系统,巴斯德毕赤酵母是一种

单细胞真核生物,近年来其基因工程菌已被广泛应

用于外源蛋白的商业化生产。与其他表达系统相比,

尽管该系统具有高表达、高稳定、高分泌的优点,但

仍有一些蛋白表达量相对较低, 如 Β2cryp togein 表

达量级仅为 1～ 5 m göL [4 ]; 有些甚至不能表达, 如

H IV 表面糖蛋白[5 ]; 而且还存在分泌表达产物的不

均一、信号肽加工不完全、表达产物内部降解等现

象[6 ]。这些现象的发生,一方面是由于外源基因本身

的特性引起的,如基因密码子组成、5′非翻译区 (5′2
U TR )核苷酸的序列和长度等; 另一方面,表达条件

的选择也有十分重要的影响。综合考虑外源基因在

巴斯德毕赤酵母中高效表达的各种影响因素后,

本研究在实验室现有条件下,研究了所得到的表达

E2蛋白高拷贝重组酵母菌株的最适表达条件,以期

为 E2蛋白的大规模发酵表达和应用提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌　株　含猪瘟病毒 E2蛋白A öD 抗原区
基因插入的重组酵母菌株,自行构建获得;不含任何

插入的X233菌株由本实验室保存。

1. 1. 2　试　剂　酵母用蛋白胨、酵母氮碱 (YNB 无

氨基酸)、D 2山梨糖醇、生物素和抗生素 ZeocinTM均

购自 Invit rogen 公司; SD S (十二烷基磺酸钠)、D T T

(二硫疏糖醇)、T ris 碱、过硫酸铵、丙烯酰胺、蛋白

质分子量M arker、考马斯亮兰R 250 和甘氨酸均购

自上海生物工程有限公司; 其他化学试剂均为国产

分析纯。用于酵母培养表达的 YPD (Yeast Ex tract

Pep tone D ex tro se M edium )、YPD S (Yeast Ex tract

Pep tone D ex tro se so rb ito l M edium )、BM GY

(Buffered Glycero l2comp lex M edium ) 及 BMM Y

(Buffered M ethano l2comp lex M edium ) 均按 Easy

selectTM
p ich ia exp ression k it方法配制。
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1. 2　方　法

1. 2. 1　不同诱导时间对 E2 蛋白表达的影响　挑

取筛选的含有高拷贝目的基因的重组酵母菌, 按

Easy selectTM
p ich ia exp ression k it方法培养,每 24

h 取 1. 5 mL 样品, 并补加甲醇至终体积分数为

0. 5%。将 24, 48, 72和 96 h 的表达产物离心,取上

清进行 SD S2PA GE 电泳。

1. 2. 2　不同重组酵母菌株的诱导表达　选高拷贝

菌株和低拷贝菌株分别接种于装有 20 mL BM GY

培养基的 250 mL 锥形瓶中, 28～ 30 ℃, 250～ 280

röm in 摇床培养过夜 (18～ 24 h)。当OD 600≈ 3. 0～

3. 5,酵母处于对数生长期时,室温 4 000 röm in 离心

4 m in 收集菌体,再用 80 mL 的BMM Y 重悬菌体于

同一锥形瓶中, 28～ 30 ℃摇床培养,每隔 24 h 补加

甲醇使其终体积分数为 0. 5%。72 h 后 4 ℃离心,取

上清液用 pH 为 7. 4 的 PBS 流水透析 72 h, 用

RNA öDNA Calcu la to r 测其浓度, 并进行 SD S2
PA GE 电泳和薄层扫描。

1. 2. 3　不同菌体密度的诱导表达对 E2 蛋白表达

的影响　高拷贝菌株在 BM GY 中培养菌体至

OD 600≈ 3～ 3. 5 时, 离心后分别用相当于锥形瓶

1ö5, 1ö2, 1, 4和 10倍体积的BMM Y 重悬菌体进行

诱导表达, 72 h 后离心、透析取上清液进行 SD S2
PA GE 电泳和薄层扫描。

1. 2. 4　不同 pH 培养液对 E2蛋白表达的影响　分

别配制 pH 为 6. 0, 6. 5, 7. 0 和 8. 0 的BMM Y 培养

基。取 5个 100 mL 的锥形瓶,分别加入 20 mL 不同

pH 的BMM Y 和等量在BM GY 中培养 24 h 的高拷

贝重组菌, 72 h 后离心、透析, 取上清进行 SD S2
PA GE 电泳。

1. 2. 5　不同剂量甲醇对 E2 蛋白表达的影响　分

别配制含体积分数 0. 5% , 1. 0% , 1. 5%和 2. 0%甲

醇的BMM Y 培养基。取 5个 100 mL 锥形瓶,分别

加入 20 mL 含不同甲醇剂量的BMM Y 和等量在

BM GY 中培养 24 h 的高拷贝重组菌,每 24 h 补加

甲醇使终体积分数分别为 0. 5% , 1. 0% , 1. 5%和

2. 0% ,培养 72 h 后离心、透析,取上清液进行 SD S2
PA GE 电泳。

1. 2. 6　保存条件的优化　将在最优化条件下诱导

的酵母培养物上清液离心、透析后,收集上清液,用

RNA öDNA Calcu la to r 测浓度后分装到 1. 5 mL 的

灭菌离心管中,然后取 3管分别于 4 ℃,室温, - 20

℃储存, 10 d 后各取 20 ΛL 测浓度后进行 SD S2
PA GE 电泳。

2　结果与分析
2. 1　不同诱导时间下 E2蛋白的表达情况

　　不同诱导时间表达产物的电泳结果见图 1。从

肉眼来看,诱导不同时间后目的蛋白的表达量有一

定变化,诱导 24 h 几乎看不到蛋白条带,即重组子

表达蛋白的量较低; 诱导 48 h 后表达蛋白量上升,

电泳带可见,但不及 72 h 和 96 h 条带明显; 而诱导

72 h 后非常清晰且量较大,但诱导 96 h 和 72 h 无

明显区别。

图 1　重组酵母菌在不同诱导时间分泌表达 E2蛋白的情况

1. 蛋白质分子量标准; 2. 96 h; 3. 72 h; 4. 48 h; 5. 24 h

F ig. 1　Secreted exp ression of E2 p ro tein by

recom binan t yeast in differen t t im e

1. P ro tein MW m arker; 2. 96 h; 3. 72 h; 4. 48 h; 5. 24 h

　

图 2　不同重组酵母菌株分泌表达 E2蛋白的情况

1. X33; 2. 低拷贝菌株; 3. 高拷贝菌株; 4. 蛋白质分子量标准

F ig. 2　Secreted exp ression of E2 p ro tein by

differen t recom binan t yeast stra ins

1. X33; 2. L ow 2cop ied yeast strain;

3. H igh2cop ied yeast strain; 4. P ro tein MW m arker
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2. 2　不同重组酵母菌株对 E2 蛋白诱导表达的影

响

电泳和RNA öDNA Calcu la to r测量结果 (图 2)

表明,酵母所含外源基因拷贝数越高, E2 蛋白表达

量就越高, 低拷贝菌株诱导产物的表达量为 70. 5

ΛgömL ,明显低于高拷贝菌株的 168. 45 ΛgömL。

薄层扫描结果也表明,高拷贝菌泳道所表达的

重组蛋白占总蛋白的 65. 8% ,而低拷贝菌所表达的

重组蛋白占总蛋白的 50. 6%。

2. 3　不同菌体密度对诱导表达的影响

试验结果 (图 3)表明,表达蛋白的产量随发酵

密度增大而明显提高,但表达量在发酵密度达一定

值后有所下降, 其中以重悬于 4 倍体积BMM Y 中

(OD 值约 1. 0)的表达量最高。

薄层扫描表明,此种密度下表达的重组蛋白占

总蛋白的 66. 7% ,而其他密度下所表达的重组蛋白

占总蛋白的 44. 7%～ 61. 2% , 即随发酵密度增大,

杂蛋白不断增多,目的蛋白减少。

图 3　不同起始菌体密度对 E2分泌表达的影响

箭头所指为目的蛋白条带

1. 10倍稀释; 2. 4倍稀释; 3. 不稀释; 4. 2倍浓缩;

5. 蛋白质分子量标准; 6. 5倍浓缩

F ig. 3　 Influence of the in it ia l yeast concen tra t ion on

the secreted exp ression of E2 p ro tein

1. T en tim es dilu tion; 2. Four tim es dilu tion;

3. N o dilu tion; 4. Concen tration of two tim es;

5. P ro tein MW m arker; 6. Concen tration of four tim es

图 4　培养液 pH 对 E2蛋白分泌表达的影响

1. 蛋白质分子量标准; 2. pH = 6. 0; 3. pH = 6. 5;

4. pH = 7. 0; 5. pH = 8. 0

F ig. 4　 Influence of pH of the cu ltu re on the

secreted exp ression of E2 p ro tein

1. P ro tein MW m arker; 2. pH = 6. 0; 3. pH = 6. 5;

4. pH = 7. 0; 5. pH = 8. 0

　

　

2. 4　不同 pH 培养液对 E2蛋白诱导表达的影响

从不同 pH 值培养液诱导表达的电泳结果 (图

4)可以看出,在所有 pH 培养液中几乎无杂带产生,

但表达目的蛋白的量却有差别,在 pH 为 6. 0～ 8. 0

时,目的蛋白的表达量逐渐降低,到 pH 为 8. 0时几

乎无目的蛋白诱导产生, 故 pH 为 6. 0 是最佳 pH

值。

2. 5　不同剂量甲醇对 E2蛋白诱导表达的影响

利用不同剂量甲醇诱导所得表达产物的电泳结

果 (图 5)表明,甲醇终体积分数为 0. 5%时,诱导蛋

白的表达量最高。

随着甲醇终体积分数由低到高,表达蛋白量逐

渐降低,但终体积分数为 1. 0%与 0. 5%时,二者之

间无明显差异。

2. 6　不同保存温度对 E2蛋白降解的影响

从电泳结果 (图 6)来看,不同储存条件对猪瘟

病毒 E2蛋白降解的影响很大。在最优化条件下,重

组蛋白的表达量达 275. 38 ΛgömL。

10 d 后, 室温下储存蛋白的浓度下降了

92. 64% ; 4 ℃保存的的降解速度稍慢, 下降了

42. 31% ; 而在- 20 ℃条件下几乎不降解。因此,重

组蛋白应保存于- 20 ℃。
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图 5　不同剂量甲醇诱导后表达

产物的 SD S2PA GE 结果

1. 分子量蛋白质标准; 2. 0. 5% ; 3. 1. 0% ; 4. 1. 5% ; 5. 2. 0%

F ig. 5　T he SD S2PA GE resu lts of exp ression p roducts

induced w ith differen t do ses of m ethano l

1. MW p ro tein m arker; 2. 0. 5% ; 3. 1. 0% ; 4. 1. 5% ; 5. 2. 0%

图 6　表达产物在不同温度下

保存的 SD S2PA GE 结果

1. 分子量蛋白质标准; 2. - 20 ℃; 3. 4 ℃; 4. 室温

F ig. 6　T he SD S2PA GE resu lts of exp ression p roducts

conserved in differen t temperatu re

1. P ro tein MW m arker; 2. - 20 ℃; 3. 4 ℃; 4. RT

3　讨　论

影响外源基因表达的因素很多,为了将不良影

响因素降至最低,以便提高 E2蛋白的表达量。本研

究对影响诱导表达的以下几个因素进行了优化。

3. 1　诱导表达时间

通常情况下,随发酵时间增加,蛋白浓度和产物

活性均会相应增加; 但是,当发酵超过一定时间后,

才会出现蛋白浓度、产物活性降低的情况。其原因可

能在于: (1)当发酵产物浓度超过一定值后,发生产

物抑制,导致细胞增长速度降低,蛋白浓度下降,产

物活性降低; (2)发酵产物可能对细胞具有一定的毒

性, 当蛋白浓度增加到一定程度时, 将导致细胞死

亡; (3)随发酵时间增加,宿主细胞的蛋白水解酶浓

度也会随之增加,使分泌的重组蛋白发生降解,使产

物的得率降低。不同诱导时间蛋白表达的测定结果

显示, 24 h 时表达量非常低, 48 h 时已经上升, 72 h

和 96 h 时达峰值,二者在电泳带上没有明显区别。

由此可得出结论: 在发酵罐中大量表达 E2蛋白时,

可以考虑诱导至 72 h 即可,没必要诱导 96 h。这样

可缩短表达时间,节约成本,提高产量。

3. 2　重组酵母菌株外源基因的拷贝数

尽管在大多数情况下,外源基因的拷贝数加大,

表达量上升,但也有个别例外。如在小牛溶菌酶表达

过程中,当拷贝数从 1个增至 3个时,其分泌水平反

而下降[7 ]。因此,有必要确定A öD 区基因拷贝数与
表达量的关系,本研究表明,高拷贝数的 E2蛋白表

达量更大。

3. 3　诱导表达的起始菌体密度

理论上,诱导表达时菌体密度越大则表达量也

越大,但考虑到过高菌体密度会限制培养基中氧和

营养物质的供给,导致杂蛋白表达量增加,并可能对

外源蛋白的溶解性、稳定性等产生影响。因此,诱导

前过高的细胞密度不能使酵母菌处于表达外源蛋白

的最佳对数生长期,故应针对不同的目的蛋白确定

其在 2种培养基中的具体菌体密度[8 ]。本试验中,当

用相当于 4 倍体积 BM GY 的 BMM Y, 稀释已在

BM GY 中生长至OD 600= 3. 0～ 3. 5 的酵母菌,并使

诱导表达开始时的OD 值接近于 1. 0 时,其目的蛋

白的表达量最高。

3. 4　培养液的 pH

尽管巴斯德毕赤酵母能在较大的 pH 范围 (pH

= 3～ 8)内生长,不同的pH 值,特别是酸性pH 对细

胞的增长速度影响很小,有时甚至没有影响,但在酸

性 pH 下,细胞分泌蛋白质水解酶的活性大多丧失

或降低,从而保护了目的蛋白。但如果目的蛋白并不

耐酸,较低的 pH 值则会使其失活或降解,因此 pH

值成为影响蛋白表达的另一个重要因素。本试验分

别选取不同 pH 的BMM Y 培养基, 其表达结果表

明,在 pH 为 6. 0～ 6. 5的培养基中, E2蛋白表达量

较高,而在pH = 8. 0时表达量低。因此,可断定最适

的 pH 条件是 pH = 6. 0～ 6. 5。

3. 5　诱导剂的甲醇体积分数

在转化前将酵母重组表达质粒切酶线性化,使
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质粒与酵母基因组发生单交换整合,而单交换整合

时AOX1 完整存在, 并无缺失影响, 故为甲醇利用

正常[9 ]。一般而言,加大甲醇量则重组蛋白的表达量

会上升; 但也有研究[10 ]表明,甲醇体积分数过高,对

目的蛋白的表达有抑制作用,因此应通过试验确定

最佳诱导剂的甲醇体积分数。本研究结果显示,甲醇
诱导其的最适终体积分数为 0. 5%～ 1. 0% ,此时表
达量最高,其次为 1. 0%。
因此,本研究最终确定目的蛋白的诱导表达条
件为: 28～ 30 ℃, 225 röm in 振荡培养至BM GY 中
菌体的OD 600为 3. 0～ 3. 5,将菌体转入相当于 4 倍
体积的BM GY, 且 pH 为 6. 0 的BMM Y 培养基中

培养 72 h,每 24 h 加入甲醇使终体积分数达 0. 5%

～ 1. 0% ,收获上清液。
此外,笔者在试验中偶然发现,酵母表达上清液

的保存时间与温度的关系,但仍不明白上清液中目

的蛋白易在室温下降解的具体原因,但基于BMM Y

培养基的 pH 值改变会影响重组蛋白的表达量、pH

8. 0 BMM Y 培养基中重组蛋白几乎不被表达、对重

组蛋白透析 48 h 时所用 PBS 的 pH 为 7. 4、酵母表

达上清液中含有蛋白水解酶及温度与酶活性的关

系,作者推测蛋白易在室温下降解可能是所含蛋白

水解酶所致,但具体原因还需进一步研究。
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Secret ion exp ression cond it ion s op t im iza t ion of E2 p ro te in A öD

an t igen ic dom ain of hog cho lera viru s in P ich ia p astoris

XU Xue-q ing, CAO Rui-bing, CA IM e i-hong, REN Xue-feng, ZHOU B in , CHEN Pu-yan
(K ey L ab of A n im al D iag nostic and Imm unology ,M inistry of A g ricu ltu re,N anj ing A g ricu ltu ra l U niversity ,N anj ing , J iang su 210095, Ch ina)

Abstract: W e induced the acqu ired recom b inan t P ich ia p astoris st ra in s w ith the gene encoding A öD
an tigen ic dom ain of hog cho lera viru s E2 p ro tein and op t im ized exp ression condit ion by studying the

rela t ion s bew een exp ression yield and grow th condit ion s w ith differen t induct ion s t im e, recom b inan t st ra in,

st ra in den sity, pH value and m ethano l do se of m edium , respect ively. T he op t im al condit ion s of the

recom b inan t p ro tein exp ression w ere: 28- 30 ℃, 225 röm in, in BMM Y m edium of pH 6. 0 w h ich w as 4

t im es vo lum e of BM GY w ith OD 600 being 3. 0- 3. 5,w as incubated 72 h and m ethano l w as added to keep its

concen tra t ion up to 0. 5% betw een 24 h. A fter induct ion under op t im al condit ion s, the yield of recom b inan t

p ro tein cou ld be added up to 275. 38 ΛgömL. A fter comparing the effects of d ifferen t convervat ion

temperatu re on lysis of recom b inan t p ro tein, it w as found that the supernatan t shou ld be con served in - 20

℃ and these job s had p rovided a good basis fo r large2scaled ferm en t and app lica t ion of recom b inan t

p ro tein.

Key words: P ich ia p astoris; A öD an tigen ic dom ain; exp ression condit ion s; op t im at ion
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