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　　摘　要：目的　构建重组人Ｃ反应蛋白（ｒｈＣＲＰ）甲醇酵母分泌表达菌株，表达、纯化ｒｈＣＲＰ并鉴定其免疫反应性。方法　将

人工设计合成的ｒｈＣＲＰ基因克隆到甲醇酵母表达载体ｐＰＩＣＺαＡ上，经ＳａｃⅠ线性化得到重组质粒ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ后转化至甲

醇酵母Ｘ３３中，利用甲醇诱导进行分泌表达，并用组氨酸标签进行亲和层析纯化ｒｈＣＲＰ。采用ＳＤＳＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检

测表达、纯化的目的蛋白，通过间接酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）鉴定其免疫反应性和稳定性。结果　成功构建人ＣＲＰ的重组甲

醇酵母表达载体ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ，重组酵母菌株成功诱导分泌表达２３×１０
３ 的ｒｈＣＲＰ；一步纯化即得纯度为９０．４２％的目的蛋

白，间接ＥＬＩＳＡ法检测表明，纯化产物ｒｈＣＲＰ具有特异的免疫反应性和一定的稳定性。结论　利用甲醇酵母表达系统，成功获

得了较高纯度的具有免疫反应性的ｒｈＣＲＰ，为下一步制备抗人ＣＲＰ抗体及自主研发人ＣＲＰ检测试剂提供重要的实验基础。
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　　Ｃ反应蛋白（Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）是目前发现的重要

急性时相反应蛋白之一。其作为灵敏的炎症指标、良好的心血

管疾病发病诊断及其发病风险预测指标，对于许多疾病的筛

查、监测以及疗效评估具有重要价值［１３］。目前商品化的ＣＲＰ

及其检测试剂多依赖进口，价格昂贵，阻碍了其临床研究与应

用［４］。因此，本研究旨在探索利用真核甲醇酵母表达系统分泌

表达并制备具有免疫反应性的重组人Ｃ反应蛋白（ｒｅｃｏｍｂｉ

ｎａｎｔｈｕｍａｎＣｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｈＣＲＰ），为进一步的ｒｈＣＲＰ基

础研究及ＣＲＰ检测试剂的自主研制提供重要的实验材料和实

验基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂　限制性核酸内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自

大连ＴａＫａＲａ公司；Ｚｅｏｃｉｎ抗生素、ＨｉｓＴｒａｐＨＰ纯化柱、羊抗

鼠ＩｇＧＨＲＰ抗体均为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；抗 ＨｉｓＴａｇＨＲＰ

单克隆抗体、小鼠抗人ＣＲＰ单克隆抗体、３，３′，５，５′四甲基联

苯胺（ＴＭＢ）显色液均购自Ｓｉｇｍａ公司，其它试剂为进口或国

产分析纯。

１．１．２　菌株和载体　毕赤酵母Ｘ３３、表达载体ｐＰＩＣＺαＡ均

为本实验室保存，大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＪＭ１０９购自大连ＴａＫａＲａ

公司。

１．２　方法

１．２．１　重组质粒ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ的构建　参照ＧｅｎＢａｎｋ中

检索到的编码人ＣＲＰ的基因序列及表达载体的多克隆位点的

特点，设计ｒｈＣＲＰ基因并委托 ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司进行人工合成

后，经ＸｈｏⅠ、ＸｂａⅠ双酶切并插入到载体ｐＰＩＣＺαＡ中后转化

至Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９；通过含Ｚｅｏｃｉｎ（２５μｇ／ｍＬ）的ＬＳＬＢ平板筛

选阳性克隆，接种并提取重组质粒ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ，然后进行

双酶切鉴定及测序鉴定。

１．２．２　重组质粒的酵母转化及筛选　将ＳａｃⅠ线性化的

ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ及空载体ｐＰＩＣＺαＡ各１０μｇ，分别加入到８０

μＬ新制备的酵母感受态细胞中，通过电转化的方式，将它们分

别转化入酵母Ｘ３３中，于含Ｚｅｏｃｉｎ（１００μｇ／ｍＬ）的 ＹＰＤＳ平

板上、３０℃温箱中培养２～３ｄ并将长出的单个菌落于含Ｚｅｏ

ｃｉｎ（１００μｇ／ｍＬ）的新鲜ＹＰＤＳ平板上再次筛选。

１．２．３　重组蛋白的诱导表达、纯化及鉴定　将筛出的７个单

克隆及阴性对照分别接种到含１０ｍＬＢＭＧＹ培养基的５０ｍＬ

离心管中开始表达，方法参照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供的酵母表达

０９３３ 重庆医学２０１３年１０月第４２卷第２８期
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手册；经浓度为０．５％的甲醇诱导表达１２０ｈ后，收集样品并取

上清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定分析。然后，进行摇瓶发酵。

表达１２０ｈ并收集全部上清后经０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液透

析，用 ＨｉｓＴｒａｐＨＰ柱纯化ｒｈＣＲＰ。采用ＳＤＳＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ及ＧｅｌＤｏｃＴＭＥＺ凝胶成像系统检测分析表达纯化

产物。

１．２．４　重组蛋白的免疫反应性及稳定性鉴定　纯化蛋白通过

间接酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测其免疫反应性。将纯化

的ｒｈＣＲＰ稀释到适当浓度后，各取１００μＬ稀释液包被酶标

板，同时做空白对照；采用１∶６０００稀释的鼠抗人ＣＲＰ单克

隆抗体作一抗，１∶５０００稀释的羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ抗体作二抗；

用ＴＭＢ显色后测定其吸光度值。将纯化的ｒｈＣＲＰ样品保存

于４℃冰箱４、８周后，分别重复上述的间接ＥＬＩＳＡ检测。每次

检测各重复３次，取平均值进行比较分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析，

计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　 重 组 质 粒 ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ 的 构 建 　 重 组 质 粒

ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ经ＸｈｏⅠ、ＸｂａⅠ双酶切鉴定，可见约为６８１

ｂｐ的目的条带和３４９１ｂｐ的载体条带，片段大小与预期一致，

见图１；其测序结果经 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ、Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ软件分析显示

与设计的基因序列完全一致，表明重组表达载体构建正确。见

图１。

　　１：ＤＮＡＫＢＬａｄｄｅｒ；２：ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ／ＸｂａⅠ＋ＸｈｏⅠ双酶切

产物。

图１　　重组质粒ｐＰＩＣＺαＡ／ｒｈＣＲＰ的酶切鉴定

２．２　重组蛋白的诱导表达　筛选的７个单克隆酵母菌株，经

０．５％的甲醇诱导表达１２０ｈ后，取培养液上清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ分析，结果显示，其中３个单克隆在相对分子质质量约

２３×１０３ 处出现明显特异性条带，且大小与预期结果一致，而

空载体酵母株未显现出目的条带，见图２。

２．３　重组蛋白的分离纯化及鉴定　纯化的蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ

检测分析显示，在相对分子质量为２３×１０３ 处成功分离出单一

的蛋白条带，相对分子质量符合预期大小且蛋白的洗脱峰集中

在２～７管的３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液中，见图３；纯化蛋白经

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测证实为目的蛋白，见图４；经ＧｅｌＤｏｃＴＭ

ＥＺ凝胶成像系统检测分析表明，一步纯化即获得纯度达

９０．４２％的ｒｈＣＲＰ。

　　１：标准蛋白；２：空载体酵母株经甲醇诱导表达１２０ｈ的菌液上清；

３～９：分别为１～７号单克隆菌经甲醇诱导表达１２０ｈ的菌液上清。

图２　　目的蛋白ｒｈＣＲＰ的诱导表达

　　１：标准蛋白；２～１０：分别为３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱的第１～９管蛋

白样品。

图３　　纯化重组蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

　　１：标准蛋白；２：纯化的ｒｈＣＲＰ。

图４　　纯化重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析

图５　　重组蛋白的免疫反应性及稳定性鉴定分析

２．４　重组蛋白的免疫反应性及稳定性鉴定　经间接ＥＬＩＳＡ

法将新制备的及于４℃保存４、８周后的ｒｈＣＲＰ样品进行其免

疫反应性和稳定性的鉴定。结果显示，其吸光度Ａ４５０平均值分
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别为０．９６２１、０．９５８８和０．９５８９，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见图５。

３　讨　　论

传统获得人ＣＲＰ的方法主要是从患者血清或腹水中直接

分离纯化得到。由于人血清或腹水成分复杂，故纯化时难度

大、操作复杂，而且材料来源困难，产量低［４５］。随着生命科学

的不断发展，通过基因重组技术生产医用蛋白是当今生物及医

学研究的热点。目前，国内外利用基因工程的方法获得重组人

ＣＲＰ的研究已有报道
［６９］，但都存在一定的弊端，本实验在前

人研究的基础之上，进一步探究更经济、更高效的制备ｒｈＣＲＰ

的途径。

本研究选用了近年来发展非常迅速的一个真核表达系统

甲醇酵母表达系统，其表达外源蛋白具有众多优势［１０］。酵母

为简单的单细胞真核生物，既具有原核细胞的生长快，可进行

细胞高密度培养的特点，又具有类似真核细胞的翻译后加工修

饰功能［１１］；既避免了大肠杆菌细胞［８］表达ｒｈＣＲＰ时易形成包

涵体、纯化复杂等问题，又比哺乳动物细胞［７］和昆虫细胞［６］生

产ｒｈＣＲＰ的成本低；而且该系统可分泌表达目的蛋白，易于目

的蛋白的分离纯化［１０１１］。

本研究利用真核甲醇酵母表达系统，成功构建了ｒｈＣＲＰ

的毕赤甲醇酵母表达菌株，在强启动子 ＡＯＸ１的调控下，成功

分泌表达了ｒｈＣＲＰ；经一步分离纯化即分离出纯度较高的ｒｈ

ＣＲＰ，并经间接ＥＬＩＳＡ检测证实其具有良好的免疫反应性和

稳定性，为下一步ｒｈＣＲＰ的优化表达研究、抗人ＣＲＰ抗体制

备以及人ＣＲＰ检测试剂的自主研发，提供了重要的实验基础。
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