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重组人源甲胎蛋白在毕赤酵母中的高效表达及纯化
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　　【摘要】　目的　从毕赤酵母ＧＳ１１５蛋白表达体系入手，实现人源甲胎蛋白（ＡＦＰ）的重组克隆、异源高效表达、

蛋白纯化并得到具有临床免疫原性的高纯度ＡＦＰ。方法　通过聚合酶链反应（ＰＣＲ）从重组质粒ｐＲｅｃｅｉｖｅｒＡＦＰ扩

增到目的基因片段，构建酵母重组表达质ｐＰＩＣＺαＡＡＦＰ，经测序比对与ＧｅｎＢａｎｋ公开的ＡＦＰ序列一致。将重组质

粒ｐＰＩＣＺαＡＡＦＰ转入毕赤酵母ＧＳ１１５，通过甲醇诱导表达目的蛋白 ＡＦＰ。收集蛋白后用硫酸铵分级沉淀法对

ＡＦＰ进行纯化，高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）检测纯度，在临床医院通过电化学发光法对其蛋白含量定值。结果　研究

发现ＡＦＰ在酵母ＧＳ１１５中经甲醇诱导表达主要分泌到胞外培养基上清，免疫印迹试验能够检测到ＡＦＰ蛋白条带，

经硫酸铵分级沉淀，８７％ ＡＦＰ目的蛋白存在于５５％ 硫酸铵沉淀集份，ＨＰＬＣ检测其纯度为９８．８４４％，电化学发光

法检测其水平为３４７３ｎｇ／ｍＬ。最后与临床肝癌患者血清标本比对，蛋白的相对分子质量大小一致，表明其糖基化

水平与临床标本相当。结论　通过毕赤酵母甲醇诱导表达系统可以制备高纯度的、具有生物活性的、可用于肿瘤临

床检测的ＡＦＰ标准物质及其可以溯源的校准品、质控品和相关诊断试剂。

【关键词】　甲胎蛋白；　毕赤酵母；　蛋白表达；　蛋白纯化
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　　人源甲胎蛋白（ＡＦＰ）是一种肿瘤相关的单链糖蛋白，其糖

链部分具有癌胚性变化的特征。ＡＦＰ为胎儿时期肝脏合成的

一种胚胎蛋白，出生１周后表达消失，以后完全被清蛋白所替

代［１３］。健康人不表达 ＡＦＰ，当患肝细胞癌、卵黄囊和胚胎样

肿瘤及部分肝外肿瘤时机体可重新合成 ＡＦＰ，因此临床上

ＡＦＰ被当成一种肝癌及生殖细胞肿瘤的经典血清标志物来使

用，且对良恶性肿瘤的诊断、肿瘤治疗的疗效监测及肿瘤预后

都具有重要临床意义［４５］。本文从真核（毕赤酵母ＧＳ１１５）蛋白

表达体系入手，研究人源 ＡＦＰ的重组克隆、异源高效表达、蛋

白纯化及临床活性分析，为研制 ＡＦＰ标准物质及其可溯源校
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准品、质控品和体外诊断试剂奠定基础。

１　材料与方法

１．１　质粒、菌种和培养基　质粒ｐＲｅｃｅｉｖｅｒＡＦＰ由复能基因

合成。质粒ｐＰＩＣＺαＡ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）和

ＧＳ１１５均为本实验室保存。ＬＢ培养基：胰蛋白胨１％，酵母提

取物０．５％，氯化钠１％，ｐＨ７．０，固体培养基加２％琼脂。

ＢＭＧＹ培养基：１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲液（ｐＨ６．０）１０％，１０×酵

母无氨基氮源（ＹＮＢ）１０％，１０×甘油１０％，酵母提取物１％，

蛋白胨２％，５００×生物素０．０２％。ＢＭＭＹ培养基：１ｍｏｌ／Ｌ磷

酸钾缓冲液（ｐＨ６．０）１０％，１０×ＹＮＢ１０％，１０×甲醇１０％，酵

母提取物１％，蛋白胨２％，５００×生物素０．０２％。

１．２　肝癌血清标本　选择３例临床肝癌患者血清标本，标为

１、２、３号。１号标本为女患者的血清，年龄５０岁，ＡＦＰ为

２８１６６１．００ｎｇ／ｍＬ，治疗期给予的抗病毒药物为阿德福韦酯；２

号标本为男患者的血清，年龄２８岁，ＡＦＰ为８０２００．４５ｎｇ／

ｍＬ，治疗期间未给予抗病毒药物治疗；３号标本为女患者的血

清，年龄４４岁，ＡＦＰ为２０１３．１８ｎｇ／ｍＬ，治疗期给予的抗病毒

药物为阿德福韦酯。３例患者的肝癌类型均为巨块型。

１．３　仪器与试剂　限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购自大连

宝生物公司；ＤＮＡ胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自北京天

根公司；增强化学发光法（ＥＣＬ）免疫印迹试验（ＷＢ）检测试剂

盒购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；抗 Ｈｉｓ兔多抗与抗 ＡＦＰ鼠单抗购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；抗兔与抗鼠二抗均购自ＧＥＨｅａｌｔｈ

ｃａｒｅ。

１．４　构建重组人源 ＡＦＰ酵母表达载体　以质粒ｐＲｅｃｅｉｖｅｒ

ＡＦＰ为模板，上游引物ＣＧＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＧＧ

ＴＧＧＡＡＴＣＡＡＴ（含ＥｃｏＲⅠ酶切识别位点），下游引物ＣＴＡ

ＧＴＣＴＡＧＡＡＡＣＴＣＣＣＡＡＡＧＣＡＧＣＡＣＧＡＧ（含ＸｂａⅠ

酶切识别位点），聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增带双酶切识别位点

的ａｆｐ目的基因片段，再将毕赤酵母表达载体ｐＰＩＣＺαＡ和ａｆｐ

ＰＣＲ扩增基因片段同时用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ双酶切后经 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶连接，得到重组表达质粒ｐＰＩＣＺαＡＡＦＰ。测序结

果与ＧｅｎｅＢａｎｋ公布的ＡＦＰ序列完全一致。

１．５　重组蛋白的诱导表达　重组质粒ｐＰＩＣＺαＡＡＦＰ经电转

化法（ＢｉｏＲａｄ电转仪）转入毕赤酵母 ＧＳ１１５。选取经ＰＣＲ鉴

定为阳性单克隆的４株重组菌株即 ＵＮＴＡＦＰ１、ＵＮＴＡＦＰ

４、ＵＮＴＡＦＰ５和ＵＮＴＡＦＰ６，接种于１５ｍＬＢＭＧＹ培养基

中，３０℃振荡培养至 ＯＤ６００达到２～６，２５００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，弃上清液，用２０ｍＬＢＭＭＹ培养基重悬细胞，３０℃振荡

培养甲醇（０．５％）诱导蛋白表达。诱导开始后每隔２４ｈ取样，

标本经８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，将上清液和细胞沉淀分离并放

置在４℃下。同时，补加无菌的１００％甲醇至终浓度为０．５％

以维持诱导。

１．６　ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）及 ＷＢ　将经过处理

后的蛋白进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，电泳完毕后１块胶考马斯亮

蓝染色，蛋白条带通过全自动凝胶成像系统进行扫描分析。另

１块胶电转移到硝酸纤维素膜上，５％ 脱脂牛奶室温封闭１ｈ，

抗ＡＦＰ鼠单克隆一抗４ ℃孵育过夜，磷酸盐吐温缓冲液

（ＰＢＳＴ）冲洗后加抗鼠二抗室温孵育１ｈ，通过ＥＣＬ用 Ｑｕａｎｔ

ＬＡＳ４０００ｍｉｎｉ进行曝光成像
［７］。将 ＡＦＰ 高表达菌株即

ＵＮＴＡＦＰ４接于２Ｌ的摇瓶中进行诱导表达。每间隔２４ｈ

取样并补加甲醇，持续诱导表达４ｄ，将样本处理后进行 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ检测分析及蛋白量测定。将第４天的发酵液离心后收

集上清液，硫酸铵分级沉淀纯化蛋白，ＨＰＬＣ分析其纯度、

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和电化学发光法分别检测其免疫反应性和水平。

１．７　重组蛋白ＡＦＰ的纯化及测定

１．７．１　重组蛋白ＡＦＰ的纯化　毕赤酵母ＧＳ１１５分泌表达的

ＡＦＰ不带 Ｈｉｓ标签，用硫酸铵分级沉淀（３０％、５５％、７５％）进

行纯化。

１．７．２　ＡＦＰ蛋白纯度水平测定　纯化的 ＡＦＰ纯度用安捷伦

１２００ＨＰＬＣ仪测定。蛋白水平定值由嘉兴市第一医院罗氏

Ｅ６０１电化学发光免疫分析仪分析测定，试剂为罗氏原装进口。

２　结　　果

２．１　重组人源ＡＦＰ在毕赤酵母ＧＳ１１５中的高表达株筛选　

甲醇诱导目的蛋白ＡＦＰ在ＧＳ１１５中表达，筛选 ＵＮＴＡＦＰ（即

不带 Ｈｉｓ和ｃｍｙｃ标签的 ＡＦＰ）的高表达株。挑取４株经

ＰＣＲ鉴定为阳性克隆菌株，即 ＵＮＴＡＦＰ１、ＵＮＴＡＦＰ４、

ＵＮＴＡＦＰ５和ＵＮＴＡＦＰ６分别用１５ｍＬＢＭＭＹ培养基进

行小量摇瓶诱导表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＦＰ表达情况，并用

电化学发光法检测ＡＦＰ水平。在７０×１０３ 附近有特异性蛋白

条带，而ｐＰＩＣＺαＡ／ＧＳ１１５阴性对照在此位置没有条带。进一

步对重组表达的ＡＦＰ进行定量检测，ＡＦＰ在 ＵＮＴＡＦＰ１中

水平为３１６．７ｎｇ／ｍＬ；在 ＵＮＴＡＦＰ４中为４０２．１ｎｇ／ｍＬ；在

ＵＮＴＡＦＰ５中为３３４．６ｎｇ／ｍＬ；在 ＵＮＴＡＦＰ６中为２５９．７

ｎｇ／ｍＬ。其中ＵＮＴＡＦＰ４的表达量相对最高，因此选此菌株

进行后续的蛋白表达纯化。

２．２　重组人源ＵＮＴＡＦＰ４在毕赤酵母ＧＳ１１５中的大摇瓶表

达及纯化　结果ＡＦＰ能在酵母ＧＳ１１５中稳定表达，发酵第４

天ＡＦＰ 的特异性条带最亮，检 测 其 ＡＦＰ 水 平 为 １０２．９

ｎｇ／ｍＬ。

２．３　ＨＰＬＣ分析经硫酸铵沉淀后的 ＡＦＰ　ＨＰＬＣ图谱上出

现两个峰，出现时间分别是２．０７８、２．７５２ｍｉｎ，峰面积分别是

３４９２３．９和４０８．５，ＡＦＰ的峰面积占总峰面积的９８．８４４％，即

经５５％硫酸铵沉淀后的ＡＦＰ纯度为９８．８４４％。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测到ＡＦＰ特异性免疫反应条带。电化学发光法检测 ＡＦＰ

含量分别是３４７３ｎｇ／ｍＬ（５５％硫酸铵集份）和７６．７ｎｇ／ｍＬ

（７５％硫酸铵集份）。据此计算，５５％硫酸铵集份含有８７％的

ＡＦＰ蛋白。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析经硫酸铵沉淀后的ＡＦＰ　将５５％硫酸

铵沉淀后收集的ＡＦＰ与临床肝癌血清标本进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

比对分析，结果发现制备的 ＡＦＰ与临床肝癌血清标本的分子

大小相当，表明二者糖基化水平相近。

３　讨　　论

目前，肝癌检查主要包括血清 ＡＦＰ和肝脏影像学检

查［６８］。检测ＡＦＰ是当前诊断肝癌最简便、灵敏、快捷的方法，

在临床上被认为是肝癌的经典肿瘤标记物，因而被当作诊断肝

癌的金标准［９］。

最近研究表明，ＡＦＰ有其复杂的生物学功能。文献［６］报

道发现ＡＦＰ与肿瘤细胞的恶性生长、转移和侵袭密切相关，并

且认为ＡＦＰ是肝癌细胞耐药的关键性细胞因子，研究结果显

示ＡＦＰ具有潜在的抗凋亡诱导作用的生物学性质。最新的一

项研究中发现ＡＦＰ具有抑制抑癌基因的生物学功能，导致肝

癌细胞耐受全反式维Ａ酸诱导的凋亡。

在此研究中，作者前期也研究了 ＡＦＰ在大肠杆菌ＢＬ２１

（ＤＥ３）中的表达，与刘继洪
［４］发现 ＡＦＰ在大肠杆菌中能表达

的结果相符。但在研究重组 ＡＦＰ表达的过程中，重组人源
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ＡＦＰ在ＢＬ２１（ＤＥ３）中的表达主要存在于包涵体中，必须通过

变、复性才能获得有免疫原性的目的蛋白，且经纯化得到的

ＡＦＰ水平只有３６０．２ｎｇ／ｍＬ，因此结果没有在本文中列出。

此外，原核表达获得的ＡＦＰ与人源ＡＦＰ相比相对分子质量较

小，分析其原因可能与其无糖基化和蛋白折叠的差异有关。相

较于此，在ＧＳ１１５中表达的ＡＦＰ均能分泌到胞外易于目的蛋

白的收集，且经硫酸铵的初步纯化后纯度就可达９０％以上，活

力是ＢＬ２１（ＤＥ３）中表达的ＡＦＰ的１０倍之多。此外，将ＧＳ１１５

中表达纯化后获得的ＡＦＰ与临床肝癌血清标本进行相对分子

质量的比较，发现在ＧＳ１１５中异源表达的人源 ＡＦＰ相对分子

质量与肝癌血清标本相近，其糖基化水平可能相近，但确切的

结论还需要进一步的研究论证。

目前，ＡＦＰ主要是从啮齿类动物胚胎和人胚胎血清中提

取获得，通过此方法获得的ＡＦＰ量少，而通过酵母表达和纯化

可获得大量的且具有免疫原性的高纯度ＡＦＰ。当前临床ＡＦＰ

检测上，仍然呈现外国诊断试剂盒独当一面的趋势，国内相应

的体外诊断试剂盒和校准品、质控品还相对空白。本研究可为

将来制备体外诊断试剂盒、可溯源的ＡＦＰ校准品、质控品以及

更多ＡＦＰ新功能的进一步研究奠定基础。
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本研究中５１例ＩＦＥ阳性 ＭＭ患者ＩｇＧ型最常见，与文献

［９１０］报道相符，有 ２４ 例，占 ４７．０６％；ＩｇＡ 型 １５ 例，占

２９．４１％；轻链型１１例，占２１．５７％，其中游离轻链κ型７例，占

１３．７３％；游离轻链λ型４例，占７．８４％，而ＩｇＭ型λ只有１例，

占１．９６％。各型别的κ∶λ比例不同，ＩｇＧ中κ∶λ为１∶１．４，

ＩｇＡ型中κ∶λ为１．５∶１，轻链型中κ∶λ为１．７５∶１。在１６例

ＩＦＥ阳性的非 ＭＭ患者中ＩｇＭ４例，占２５．００％；ＩｇＧ３例，占

１８．７５％；ＩｇＡ ４ 例，占 ２５．００％；游 离 轻 链 λ 型 ５ 例，占

３１．２５％。４例ＩｇＭ 为巨球蛋白血症或淋巴系统瘤。在 ＭＭ

患者中，ＩｇＭ型所占比例很小，因此，当ＩＦＥ检测结果出现ＩｇＭ

时，要特别注意 ＭＭ与其他浆细胞病如巨球蛋白血症和淋巴

系统瘤的鉴别，减少误诊率。

综上所述，ＩＦＥ是一种特异性、灵敏度及准确度很高的能

快速分离及鉴别单克隆 Ｍ蛋白的方法。在 ＭＭ 的鉴别诊断、

指导治疗、疗效监测、预后判断都有重要的临床意义。随着

ＭＭ发病率的提高，临床表现的多样化，ＩＦＥ已成为诊断 ＭＭ

必不可少的实验室常规检查项目，为临床医生的诊断、治疗提

供可靠的依据。另外，还应加强多学科、多领域的合作研究，寻

找新的快速准确诊断 ＭＭ的方法，进一步提高对 ＭＭ 的诊断

正确率。
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［６］ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＭｙｅｌｏｍａＷｏｒｋｉｎｇＧｒｏｕｐ．Ｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｔｈｅ

ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｇａｍｍｏｐａｔｈｉｅｓ，ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅ

ｌｏｍａａｎｄｒｅｌａｔｅｄｄｉｓｏｒｄｅｒｓ：ａｒｅｐｏｒｔｏｆｔｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＭｙｅｌｏｍａＷｏｒｋｉｎｇＧｒｏｕｐ［Ｊ］．ＢｒＪＨａｅｍａｔｏｌ，２００３，１２１

（５）：７４９７５７．

［７］ 孟秀琴，艾工文．１８例多发性骨髓瘤临床分析［Ｊ］．临床血

液学杂志，２００５，１８（１）：４０４１．

［８］ 卢娉霞，陈莺，张敬喜．免疫固定电泳在多发性骨髓瘤免

疫分型中的应用［Ｊ］．实验与检验医学，２００９，２７（３）：２６７

２６８．

［９］ 乔永红，保方，陈莲英，等．免疫固定电泳技术在多发性骨

髓瘤３１例中的诊断价值［Ｊ］．交通医学，２０１１，２４（５）：４７７

４７８．

［１０］刘玉梅，黄琳淋，赵有利，等．２９６例血清免疫固定电泳检

测结果分析［Ｊ］．微循环学杂志，２０１２，２２（２）：４５４６．

（收稿日期：２０１４０２１０　　修回日期：２０１４０４１２）
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