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日本鳗鲡黄体生成素在毕氏酵母中的表达
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［摘要］ 日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 的人工繁育技术尚未解决， 其重要原因是饲养条件下鳗鲡性腺

不能发育成熟。 黄体生成素 （ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ） 是促性腺激素的主要成分。 为了解黄体生成素的功

能， 利用毕氏酵母生产具有生物活性的重组日本鳗鲡黄体生成素， 构建了 ＬＨβ 和 ＧＴＨα 亚基 ｃＤＮＡ 串联的

６６９ ｂｐ 的真核表达载体， 通过转化 Ｘ⁃３３ 酵母菌株， 成功表达了日本鳗鲡黄体生成素重组蛋白。 重组蛋白糖

基化后相对分子质量为 ４５ ～ ７５ ｋｕ， 经过 Ｎ⁃糖苷酶 （ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ Ｆ） 去糖基化后蛋白呈现单一条带， 且相

对分子质量与理论大小相符。 在 ０􀆰 ５％ 甲醇诱导下， ９６ ｈ 重组蛋白表达量最高， 纯化后可获得 ３ ～ ４ ｍｇ ／ Ｌ
的蛋白量。
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０　 引言
日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 俗称河鳗， 隶属硬骨鱼纲鳗鲡目鳗鲡科鳗鲡属， 属降河产卵型洄游性

鱼类， 广泛分布于日本北海道至菲律宾之间的西太平洋及相关淡水水域， 是东亚地区重要的食用鱼类。
由于其特殊的繁殖习性， 人工繁育技术尚不成熟， 人工养殖的鳗苗全部依赖于野外捕捞， 而野生资源因

受生存环境破坏的影响几近枯竭［１］ 。 开展人工繁育技术研究是解决苗种资源短缺的根本途径， 但无论是

人工养殖的还是野外捕获的鳗鲡都不能达到性成熟［２］ ， 需要注射外源的性激素。 虽然使用外源促性腺激

素 （ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＧＴＨ）， 如人绒毛膜促性腺激素 （ｈｕｍａｎ ｃｈｏｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｏｔｏｐｈｉｎ， ＨＣＧ） 和鲑鱼

脑垂体提取物， 可以促进鳗鱼的性腺发育［３ － ４］ ， 但是， 由于异源 ＧＴＨ 或其等价物不能完全替代本物种

ＧＴＨ 的必需部分， 所以使用异源 ＧＴＨ 并不能稳定地获得优质的完全成熟的卵子［５］ 。 利用来自日本鳗鲡

的 ＧＴＨ 进行催熟， 可能比其他物种来源的性激素更有效。 日本鳗鲡自身的 ＧＴＨ 含量极低， 难于分离纯

化。 因而， 利用生物技术大量生产日本鳗鲡重组促性腺激素 （ＧＴＨ） 蛋白， 并用于日本鳗鲡的人工催熟

和催产， 对于日本鳗鲡人工繁殖深入研究具有重要的意义。
多数硬骨鱼类的生殖过程是在下丘脑、 脑垂体、 性腺组成的神经与内分泌系统 （也称下丘脑—

垂体—性腺轴 （ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ⁃ｐｉｔｕｉｔａｒｙ⁃ｇｏｎａｄａｌ ａｘｉｓ， ＨＰＧ 轴） 的整体控制下进行的［６］ 。 ＧＴＨ 是 ＨＰＧ 轴

中的关键作用因子， 具有调控性腺发育、 成熟和排精排卵的功能。 研究表明： 日本鳗鲡卵泡刺激素

（ＦＳＨ） 能诱导未成熟雄性鳗鲡分泌雄激素促进精巢发育［７ － ８］ ， 黄体生成素 （ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｉｎｅ， ＬＨ）
能促进卵母细胞发育成熟［９］ 。 ＬＨ 是由异源二聚体 ＧＴＨα 和 ＬＨβ 两个亚基组成的糖蛋白激素， 亚基的

分离会影响异源二聚体蛋白的生物活性［１０］ 。 为了研究鱼类 ＬＨ 的功能， 通过表达重组蛋白是有效的

方法。 已有多种表达系统用于表达鱼类黄体生成素的重组蛋白［７，１１ － １２］ 。 酵母表达系统操作技术简单，
成本不高， 能进行许多真核蛋白翻译后的修饰， 而且有望获得适合表达蛋白的结构和高产重组蛋

白［１３ － １４］ 。 因此， 本研究拟构建毕氏酵母表达载体， 在毕氏酵母甲基营养菌株 Ｘ⁃３３ 中表达日本鳗鲡

ＬＨ 重组蛋白， 为后续的功能研究奠定基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 主要药品与试剂

毕氏酵母 Ｘ⁃３３ 菌株购自爱科博生物公司； ｐＰＩＣＺ（α） Ａ 购自南京金斯瑞公司； 通用型 ＲＮＡ 提取

试剂盒购自爱科瑞生物公司； 质粒提取试剂盒、 液体回收试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司； ＥｃｏＲⅠ、 ＳａｌⅠ、
ＳａｃⅠ等内切酶购自 ＮＥＢ 公司； Ｈｉｓ⁃Ｔａｇ、 羊抗鼠辣根过氧化物酶标记的二抗购自 ＡＢｃｌｏｎｅ 公司； 镍柱

亲和层析填料 （Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ６ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ） 购自 Ｃｙｔｉｖａ 公司； ＰＶＤＦ 膜、 “Ｑｕｉｃｋ Ｓｔａｒｔ” Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白测

定试剂 （Ｑｕｉｃｋ Ｓｔａｒｔ Ｂｒａｄｆｏｒｄ １ × Ｄｙｅ Ｒｅａｇｅｎｔ） 购自 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司。 ＰＣＲ 引物合成和 ＤＮＡ 测序由上

海生物工程有限公司完成。 ２５ μｇ ／ ｍＬ Ｚｅｏｃｉｎ 低盐 ＬＢ 液体 ／ 固体培养基、 ＹＰＤ 液体 ／ 固体培养基、 ＹＰ⁃
ＤＳ 固体培养基、 ＭＧＹ 培养基、 ＭＭ 培养基的配方见 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司酵母表达手册中的说明。
１􀆰 ２　 鳗鲡垂体 ｃＤＮＡ 的制备

鳗鲡垂体组织采集于人工养殖 ２ 年左右的日本鳗鲡， 体重 （７００ ± １０） ｇ， 全长 （７０ ± １） ｃｍ， 体

质健康无伤病。 使用通用型 ＲＮＡ 提取试剂盒， 按照说明书提取鳗鲡垂体 ＲＮＡ。 将提取的垂体 ＲＮＡ，
按照 ｃＤＮＡ 合成试剂盒的说明， 制备鳗鲡垂体 ｃＤＮＡ， 样品保存于 － ２０ ℃ 。
１􀆰 ３　 ＬＨβ、 ＧＴＨα 序列的获取

根据 ＮＣＢＩ 数据库中日本鳗鲡 ＧＴＨ⁃α 亚基 （ 登录号： ＡＢ１７５８３４􀆰 １ ）、 ＬＨ⁃β 亚基 （ 登录号：
ＡＢ１７５８３５􀆰 １） 的 ｃＤＮＡ 序列分别设计 ＰＣＲ 引物 ＧＴＨα⁃Ｆ、 ＧＴＨα⁃Ｒ、 ＬＨβ⁃Ｆ、 ＬＨβ⁃Ｒ （见表 １）， 扩增

ＧＴＨα、 ＬＨβ 亚基去除终止密码子的成熟肽区域。 ＬＨβ⁃Ｆ、 ＧＴＨα⁃Ｒ 中分别引入 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ位点与

ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 同源臂序列； ＬＨβ⁃Ｒ 中引入 ＧＴＨα 片段前２０ ｂｐ 序列 （见表１）。 以日本鳗鲡垂体 ｃＤＮＡ 为模

板， 用 ＬＨβ⁃Ｆ、 ＬＨβ⁃Ｒ、 ＧＴＨα⁃Ｆ、 ＧＴＨα⁃Ｒ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增， 分别扩增 ＬＨβ、 ＧＴＨα 亚基， 扩增片

·２·
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段通过切胶纯化回收， 测定浓度后置于 － ２０ ℃保存。

表 １　 本研究所用引物表

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 碱基序列（５􀆳 － ３􀆳） 用途

ＧＴＨα⁃Ｆ ｔａｔｃｃｃａａｃａａｃｇａａａｔｇ ＧＴＨαＯＲＦ 扩增

ＧＴＨα⁃Ｒ ａｔｇａｔｇａｔｇａｔｇａｔｇｇｔｃｇａｃａａａｔｔｔｇｔｇｇｔａｇｔａｇｃａ ＧＴＨαＯＲＦ 扩增

ＬＨβ⁃Ｆ ａｇａｇａｇｇｃｔｇａａｇｃｔｇａａｔｔｃｔｃｔｔｔａｃｔｇｃｔｇｃｃｔｔｇｔｇａｇ ＬＨβＯＲＦ 扩增

ＬＨβ⁃Ｒ ｇｃｃａｔｔｔｃｇｔｔｇｔｔｇｇｇａｔａｃｇｃｇｇｇｇａｇｇｃｔｇｇｃｃｃｇ ＬＨβＯＲＦ 扩增

５􀆳ＡＯＸ１ ｇａｃｔｇｇｔｔｃｃａａｔｔｇａｃａａｇｃ ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 通用引物

３􀆳ＡＯＸ１ ｇｃａａａｔｇｇｃａｔｔｃｔｇａｃａｔｃｃ ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 通用引物

１􀆰 ４　 ＬＨβ、 ＧＴＨα 序列连接

用高保真酶进行重叠 ＰＣＲ， 将 ＬＨβ、 ＧＴＨα 亚基连接。 以纯化的 ＧＴＨα、 ＬＨβ 片段互为模板和引物

进行第一轮 ＰＣＲ； 以第一轮 ＰＣＲ 产物为模板， 以 ＬＨβ⁃Ｆ、 ＧＴＨα⁃Ｒ 为引物进行第二轮 ＰＣＲ， 将第二

轮 ＰＣＲ 产物命名为 ＬＨβα。 切胶回收目的电泳条带 ＤＮＡ （预计 ６６９ ｂｐ）， 测定浓度后置于 － ２０ ℃保存。
１􀆰 ５　 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 表达载体构建

将 ＬＨβα 与 ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 载体连接。 用 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ内切酶对 ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 质粒进行酶切， 切胶回收

ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 骨架片段。 用无缝克隆 （ｉｎｆｕｓｉｏｎ） 的方式将 ＬＨβα 片段和 ｐＰＩＣＺ（α） Ａ 骨架于 ３７ ℃ 连接

３０ ｍｉｎ， 连接产物转化 ＤＨ５ａ 感受态细胞， 涂布于 ２５ μｇ ／ ｍＬ Ｚｅｏｃｉｎ 的低盐 ＬＢ 平板上， 于 ３７ ℃孵育过

夜。 挑选单克隆进行 ＰＣＲ 验证， 并对验证正确的单克隆扩大培养， 质粒提取后使用 ＥｃｏＲⅠ、 Ｓａｌ Ⅰ及

Ｓａｃ Ⅰ、 Ａｆｅ Ⅰ两组酶分别进行酶切验证， 并将质粒送至上海生工生物工程有限公司测序。 将测序正

确的质粒命名为 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ。
１􀆰 ６　 重组日本鳗鲡 ＬＨ（ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ）的表达

１） 转化。 用质粒提取试剂盒大量制备 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（ α） Ａ 质粒。 用 ＳａｃⅠ⁃ＨＦ 内切酶 ３７ ℃ 静置

４ ｈ线性化 ２０ μｇ ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 质粒， 通过琼脂糖凝胶电泳验证质粒的线性化。 液体回收后将纯

化的质粒 （约 １０ μｇ） 电击转化到新制备的毕氏酵母 Ｘ⁃３３ 感受态细胞， 使用 ＭｉｃｒｏＰｕｌｓｅｒ 电穿孔仪

（ＢＩＯ⁃ＲＡＤ） 进行电击 （１５００ Ｖ、 ２５ μＦ、 ２００ Ω、 ４􀆰 ３ ｍｓ）。 电击后的产物涂布于含 ３００ μｇ ／ ｍＬ Ｚｅｏｃｉｎ
的 ＹＰＤＳ 平板上， 于 ２９ ℃培养 ３ ｄ。

２） 重组子筛选。 在含有 Ｚｅｏｃｉｎ 的 ＹＰＤＳ 平板上挑选 ３ 个菌落较大的单克隆， 放入 ＹＰＤ 培养基

中， 于 ２９ ℃培养 １６ ｈ 后取 １ ｍＬ 菌液， 用微波法［１５］提取酵母基因组 ＤＮＡ。 以提取的酵母基因组 ＤＮＡ
为模板， 用酵母的通用引物 （５􀆳ＡＯＸ１、 ３􀆳ＡＯＸ１） 和目的片段的特异引物 （ ＬＨβ⁃Ｆ、 ＧＴＨα⁃Ｒ） 进行

ＰＣＲ 扩增， 并验证 ＬＨβα 目的序列是否成功电转进入酵母 Ｘ⁃３３， 将验证正确的重组子命名为 ＬＨβα⁃
ｐＰＩＣＺ（α）Ａ⁃Ｘ３３。

３） 重组菌的表达发酵。 将含有 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α） Ａ⁃Ｘ３３ 的 ＹＰＤ 菌液按 １％ 体积分数接种到 ＭＧＹ
培养液中， 于 ２９ ℃过夜培养至 ＯＤ６００为 ２ ～ ６， 离心去上清液， 使用 ＭＭ 培养基重悬浮沉淀， 每隔２４ ｈ
加入甲醇至终体积分数为 ０􀆰 ５％ ， 在 ２９ ℃下诱导表达 ４ ｄ， 然后采用蛋白电泳和蛋白杂交检测目的片

段的表达。
４） 重组菌优化表达。 选择表达量高的重组子， 按照前面所述表达发酵方法， 表达发酵 ９６ ｈ， 每

隔 ２４ ｈ 取样， 检测 ＬＨβα 蛋白表达的最优时间。
５） ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测。 用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测上清液中的表达产物。

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶用考马斯亮蓝染色。 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测时， 将 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶、 ＰＶＤＦ 膜、 转膜滤纸置于转

膜仪中， 呈三明治结构， 在 １７ Ｖ 的电压下， 转膜 ２５ ｍｉｎ。 转膜后使用封闭液 （含 ５％ 脱脂奶粉的

·３·
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ＴＢＳＴ 溶液）， 在水平摇床上， 室温封闭 ＰＶＤＦ 膜 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 １５ ｍｉｎ。 以 Ｈｉｓ⁃Ｔａｇ 为一抗， 体积比

为１∶ １０００， ４ ℃摇床孵育过夜； 洗膜 ３０ ｍｉｎ； 二抗用羊抗鼠 ＬｇＧ 作标记， 体积比为 １∶ ５０００， 室温摇床

孵育 １ ｈ； 洗膜 ６０ ｍｉｎ。 最后将 ＰＶＤＦ 膜置于化学发光仪上进行 ＥＣＬ 显色。
６） ＬＨβα 蛋白去糖基化。 将酵母表达的 ＬＨβα 蛋白 ２５ μｇ 浓缩后加入变性缓冲液， １００ ℃ 加热

３ ｍｉｎ， 接着加入 １ ｍＵ Ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ Ｆ 酶 （Ｔａｋａｒａ）， 混合均匀后， 于 ３７ ℃静置 ２０ ｈ， 然后将上述反

应液用于蛋白电泳和蛋白杂交分析。
７） ＬＨβα 蛋白纯化。 用柱层析法纯化目的蛋白。 取表达发酵 ４ ｄ 的酵母发酵液的上清液 １００ ｍＬ，

缓慢加入 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 调整 ｐＨ 值到 ６􀆰 ８， 上清液经过 ０􀆰 ４５ μｍ 的滤膜过滤后， 加入 ＮＩ 柱亲和

填料于 ４ ℃ 过夜结合。 用含 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的洗涤缓存液 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠、 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠、
２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑） ５ ｍＬ 洗去杂蛋白， 用含 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑的洗脱缓冲液 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠、
０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ氯化钠、 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑） ５ ｍＬ 洗脱目的蛋白， 再用 Ｑｕｉｃｋ Ｓｔａｒｔ Ｂｒａｄｆｏｒｄ １ × Ｄｙｅ Ｒｅａｇｅｎｔ
试剂初步检测蛋白洗涤及洗脱效果， 纯化结束后用考马斯亮蓝染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测蛋白纯化效果。

８） ＬＨβα 蛋白质量浓度测定。 用 ＰＢＳ 稀释 ＢＳＡ 标准品 （２ ｍｇ ／ ｍＬ）， 配制成不同浓度的 ＢＳＡ 溶

液。 向不同浓度的 ＢＳＡ 溶液中分别加入 ２００ μＬ Ｑｕｉｃｋ Ｓｔａｒｔ Ｂｒａｄｆｏｒｄ １ × Ｄｙｅ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂， 混合均匀

后， 用酶标仪测定 ５９５ ｎｍ 处吸光度值并绘制标准曲线。 根据待测样品吸光度值从标准曲线上计算出

纯化液中 ＬＨβα 蛋白的质量浓度。 所有实验进行三次重复， 取其平均值。

２　 结果
２􀆰 １　 ＬＨβ、 ＧＴＨα 亚基片段的扩增及序列连接

以日本鳗鲡垂体 ｃＤＮＡ 为模板， 以 ＬＨβ⁃Ｆ、 ＬＨβ⁃Ｒ、 ＧＴＨα⁃Ｆ、 ＧＴＨα⁃Ｒ 为引物进行 ＰＣＲ 扩增

（见图 １ａ）， 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳显示， 扩增片段长度均与预期结果一致。 根据已知序列得产

物 ＬＨβ 片段大小为 ３８９ ｂｐ， ＧＴＨα 片段大小为 ３００ ｂｐ （见图 １ｂ）； 重叠 ＰＣＲ 将 ＬＨβ、 ＧＴＨα 亚基序列

成功连接， 连接后的扩增序列 （ＬＨβα） 长 ６６９ ｂｐ （见图 １ｃ）。

图 1 LHβα 基因片段的 PCR 扩增电泳图
Fig.1 Electropherogram of LHβα gene fragment by PCR amplification

a）重叠 PCR 示意图 b）LHβ、GTHα 亚基的 PCR 扩增 c）LHβ、GTHα 重叠 PCR 扩增

M—DL1000 DNA marker
1—GTHα
2—LHβ
3—LHβα

LHβ: 389 bp

LHβα: 669 bp

CTHα: 300 bp

２􀆰 ２　 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 重组质粒的构建与鉴定

以 ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 为骨架， 用内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ将载体切开， 然后插入 ＬＨβα 基因片段构建重组

载体 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ （见图 ２ａ）。 使用引物 ＬＨβ⁃Ｆ、 ＧＴＨα⁃Ｒ 对提取的 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 质粒进行

ＰＣＲ 验证， 琼脂糖凝胶电泳显示出与目的片段大小一致的片段 （６６９ ｂｐ） （见图 ２ｂ）； 使用 ＥｃｏＲⅠ、
ＳａｌⅠ内切酶对 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 质粒进行酶切验证， 产物经琼脂糖凝胶电泳获得 ３ 条带， 预期大小

分别为 ３４８７、 ４１２、 ２３９ ｂｐ （见图 ２ｃ 泳道 ２）。 使用 ＳａｃⅠ、 ＡｆｅⅠ内切酶对质粒进行酶切验证， 电泳获

得两条预期大小的条带分别为 ２６８９、 １４９９ ｂｐ （见图 ２ｃ 泳道 ３）。 质粒测序结果也表明 ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ
（α）Ａ 构建成功。
２􀆰 ３　 重组子筛选

琼脂糖凝胶电泳所得条带的 ＤＮＡ 片段大小与预期结果一致 （６６９ 和 １１１６ ｂｐ， 见图 ３）， 说明

·４·
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ＬＨβα⁃ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 重组质粒已成功整合至酵母基因组 ＤＮＡ 中。
２􀆰 ４　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测目的蛋白

将发酵 ４ ｄ 的酵母液用于 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 分析。 考马斯亮蓝染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测结

果显示， ｈｉｓ⁃ｔａｇ 标签抗体成功在 ４５ ～ ７５ ｋｕ 区间杂交到蛋白， 且呈现弥散拖尾现象， ３ 号克隆表达量

最高， ２ 号克隆不表达 （见图 ４）。

图 2 LHβα-pPICZ(α)A 质粒图谱和验证结果
Fig.2 Map and validation results of plasmid LHβα-pPICZ(α)A

a） 质粒图谱 b） PCR 产物电泳图 c） 双酶切电泳图

M—DL1000 DNA marker
M_1—DL 5000 marker
1—LHβα
2—EcoRⅠ和 SalⅠ酶切
3—SacⅠ和 AfeⅠ酶切

EcoRⅠ

SalⅠ
AfeⅠ

SacⅠ

SalⅠ

图 3 LHβα-pPICZ(α)A-X33 重组子验证电泳图
Fig.3 Electropherogram of verification of LHβα-

pPICZ(α)A-X33 recombinant

a） LHβα 引物 PCR 扩增 b） 酵母引物 PCR 扩增

图 4 LHβα 蛋白表达验证
Fig.4 Verification of LHβα protein expression

a） SDS-PAGE 电泳分析 b） Western-blot 检测

M—protein marker 1~3—重组子 1~3 号

ku ku

M—protein marker 1~3—重组子 1~3 号

２􀆰 ５　 ＬＨβα 蛋白去糖基化

用 Ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ Ｆ 酶在 ３７ ℃下处理纯化的 ＬＨβα 蛋白 ２０ ｈ。 电泳结果显示： 没有经过 Ｇｌｙｃｏｐｅｐ⁃
ｔｉｄａｓｅ Ｆ 处理的 ＬＨβα 蛋白呈现弥散状态， 杂交后富集在 ４５ ～ ７５ ｋｕ （见图 ５ 泳道 １）； 通过去糖基化，
ＬＨβα 蛋白 Ｎ⁃糖苷键被成功切断， 蛋白弥散拖带的情况明显减少 （见图 ５ 泳道 ２）， 酶切后 ＬＨβα 蛋

白大小与理论大小相符合 （２５􀆰 １４ ｋｕ）， 而且杂交信号大幅度增加。

图 5 LHβα 蛋白去糖基化验证
Fig.5 Verification of de-glycosylated LHβα

a） SDS-PAGE 电泳分析 b） Western-blot 检测

M—protein marker
1—LHβα
2—LHβα 去糖基化

ku ku
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２􀆰 ６　 ＬＨβα 蛋白表达时间优化

选择表达量高的 ３ 号重组酵母菌， 在甲醇终体积分数为 ０􀆰 ５％ 的条件下， 诱导表达 ９６ ｈ， 每隔 ２４ ｈ
取样用于 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测， 结果 （见图 ６） 显示 ＬＨβα 蛋白表达量在诱导 ９６ ｈ 时达到峰值。

图 6 LHβα 蛋白诱导时间优化验证
Fig.6 Optimization verification of protein induction time

a） SDS-PAGE 电泳分析 b） Western-blot 检测

M—protein marker
1—诱导 24 h
2—诱导 48 h
3—诱导 72 h
4—诱导 96 h

ku ku

２􀆰 ７　 ＬＨβα 蛋白纯化

将纯化后的 ＬＨβα 蛋白用于 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 分析。 尽管考马斯亮蓝染色几乎看不到

ＬＨβα 蛋白条带， 但是 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 结果显示， 柱层析法能够从酵母发酵液的上清液中浓缩和纯化到

ＬＨβα 蛋白。 未经纯化的上清液只能检测到少量 ＬＨβα 蛋白 （见图 ７ｂ 泳道 １）， 穿流液 （见图 ７ｂ 泳

道 ２） 和洗涤液 （见图 ７ｂ 泳道 ３） 中没有检测到 ＬＨβα 蛋白， 目的蛋白大部分富集在第三次洗脱液

（见图 ７ｂ 泳道 ５） 中。

图 7 LHβα 蛋白纯化验证
Fig.7 Verification of LHβα protein purification

a） SDS-PAGE 电泳分析 b） Western-blot 检测

M—protein marker
1—96 h 诱导上清液
2—穿流液
3—20 mmol/L 咪唑洗涤液
4、5—500 mmol/L 咪唑洗脱液

ku ku

图 8 蛋白标准品曲线
Fig.8 Protein standard curve

y=0.7748x+0.0145
R2=0.9928

BSA 蛋白质量浓度/(mg·mL-1)
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２􀆰 ８　 ＬＨβα 蛋白质量浓度测定

采用 ＢＳＡ 法对 ＬＨβα 蛋白进行质量浓度测定， 获得

ＬＨβα 蛋白 ５９５ ｎｍ 下的吸光度值， 进而绘制出 ＬＨβα 蛋

白标准曲线 （如图 ８ 所示）， 经过计算， ５ ｍＬ 纯化液中

ＬＨβα 蛋白质量浓度为 ０􀆰 ０８ ｍｇ ／ ｍＬ。 因此， 从 １００ ｍＬ
的培养液中最终获得 ４００ μｇ 纯化的 ＬＨβα 蛋白。

３　 讨论
目前， 酵母表达系统已被广泛应用于重组外源蛋白的生产， 因其不仅操作便利、 生产成本低， 还

具有蛋白质加工、 折叠和翻译后修饰的能力［１６］ 。 另一方面， 穿梭质粒 ｐＰＩＣＺ（α）Ａ、 ｐＰＩＣ９Ｋ 等不仅含

有多个多克隆位点， 便于目的序列的插入， 而且该载体在多克隆位点的上游引入一段来源于酿酒酵母

α 因子的分泌信号序列［１７］ ， 具有强分泌能力， 能将研究的目的蛋白分泌到培养基中， 便于蛋白质收

集及纯化。 毛黎敏等［１８］以 ｐＰＩＣＺ（α）Ａ 为载体， 插入接头序列 （ＧＳ × ３） 连接的花鳗鲡 ＬＨβ 和 ＧＴＨα

·６·
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亚基， 并成功在毕氏酵母 Ｘ３３ 菌株中分泌表达； Ｋａｍｅｉ 等［７］ 使用同时表达策略， 在 ｐＰＩＣ９Ｋ 中插入独

立表达日本鳗鲡 ＦＳＨβ 和 ＧＴＨα 亚基的转录单元， 在毕氏酵母 ＫＭ７１ 菌株中成功表达具有体外生物学

活性的两个亚基的融合蛋白； Ｃｈｅｎ 等［１９］将两个分别表达点带石斑鱼 ＧＴＨα 和 ＦＳＨβ 亚基的 ｐＰＩＣＺ（α）
Ａ 载体共转化酵母 Ｘ３３ 菌株， 成功表达二聚体形式的 ＦＳＨ 蛋白。 可见， 对于结构相对复杂的促性腺激

素蛋白， 通过酵母表达系统能够将其正确表达、 加工与分泌， 这为重组促性腺激素的表达提供了平台。
在本研究中， 使用 Ｈｉｓ 标签抗体， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔ 检测 ＬＨ 重组蛋白的表达。 结果表明： ＬＨ 重

组蛋白成功分泌到酵母培养基中， 在 ４５ ～ ７５ ｋｕ 区间内检测到蛋白， 但是蛋白杂交信号弱， 且呈现弥

散拖尾现象。 经分析发现， ＬＨβ 基因片段和 ＧＴＨα 基因片段中共含有 ３ 个糖基化位点。 鉴于酵母表达

系统具备翻译后修饰的能力， 能够对具有糖基化位点的蛋白进行糖基化修饰， 因此， 推测在表达

ＬＨβα 融合基因片段的过程中， 进行了糖基化修饰过程， 而糖部分的不同构象可以改变与电泳凝胶的

相互作用或与 ＳＤＳ 结合的程度， 最终导致电泳行为不能正确反映相应蛋白的大小［２０］ 。 所以， ＬＨβα
重组蛋白的实际大小不能确定， 条带呈现弥散状态， 大部分蛋白集中在 ４５ ～ ７５ ｋｕ 之间。 在使用 Ｇｌｙｃｏ⁃
ｐｅｐｔｉｄａｓｅ Ｆ 酶对 ＬＨ 蛋白去 Ｎ⁃糖基化处理后， 蛋白呈现单一条带， 且蛋白大小与预期结果 （２５􀆰 １４ ｋｕ）
相符， 这与其他人已经报道的， 糖基化后改变蛋白大小的研究结果［２１ － ２３］ 一致。 有研究［２４］ 表明， ＬＨ
蛋白中 α 和 β 亚基之间的非共价连接对于生物活性是非必须的， 且单链的分泌更类似异源二聚体的

分泌方式。 本实验通过重叠 ＰＣＲ 技术融合日本鳗鲡 ＬＨβ 和 ＧＴＨα 两个亚基为一条单链的形式， 在毕

氏酵母中成功分泌表达 ＬＨ 重组蛋白。 使用镍柱亲和层析填料能够将 ＬＨ 蛋白从酵母表达的上清液中

分离纯化。 本实验中发现， 酵母表达的上清液的 ｐＨ 值在 １ ～ ２ 之间， 不能被镍柱亲和层析填料吸附，
通过调整溶液的 ｐＨ 值到中性 ６􀆰 ８， 蛋白才能被吸附和纯化。 根据纯化的 ＬＨβα 蛋白的初步数据计算，
能够在 １００ ｍＬ 酵母发酵液上清中获得 ０􀆰 ４ ｍｇ ＬＨβ 重组蛋白。 因此， 合理推测， 本研究构建的酵母表

达系统表达 ＬＨ， 蛋白产量为 ３ ～ ４ ｍｇ ／ Ｌ， 该产量与其他人的研究结果［２５ － ２７］接近。 本研究后续实验中

将对表达条件进行优化， 以提高 ＬＨ 蛋白的产量。
综上所述， 本研究使用毕氏酵母表达系统成功表达日本鳗鲡黄体生成素 ＬＨ， 为下一步功能和活

性等方面的研究奠定了基础。
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