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重组牙鲆生长激素基因片断在

毕赤酵母中的表达

邢福国 1 , 2，张培军 2，谭训刚 2，刘 阳 1

(1.中国农业科学院农产品加工研究所，北京      100094；2.中国科学院海洋研究所，山东 青岛      266071)

摘   要：为了开发一种有效的重组牙鲆生长激素(r-fGH)的方法，利用 PCR 的方法从牙鲆 cDNA 文库中克隆得到了

牙鲆生长激素(fgh)的 cDNA 片断。接着将这个 fgh 片断克隆到整合型质粒 pAO815，它可以在甲醇诱导启动子的调

控下表达外源蛋白。利用这种包含一个 fgh插入片段的克隆来构建含有 2个和 3个头尾顺序排列的 fgh表达框的表达

质粒。利用氯化锂转化的方法将所构建的质粒转化到毕赤酵母 GS115，然后进行筛选、培养和 0.5% 甲醇诱导表

达，最后得到重组表达的牙鲆生长激素。
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Abstract ：In order to develop an efficient method for recombinant flounder growth hormone (r-fGH) production，a cDNA

fragment coding for the flounder growth hormone (fgh) was amplified by PCR. Then fgh gene was cloned into the integrative plasmid

pAO815 under the control of a methanol-inducible promoter. Clones containing a single fgh insert were used to construct cassettes

bearing 2 and 3 copies of fgh tandem. The constructed plasmid was then transformed into Pichia pastoris cell line GS115 by lithium

chloride transformation method. The transformants were screened, cultured and induced by 0.5% methanol. By these steps, the

recombinant flounder growth hormone gene is expressed in Pichia pastoris.
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1948 年，Pickford 和 Thompson 发现哺乳动物脑下

垂体分泌的生长激素可以促进鱼类的生长[1-6]。 从此之

后，人们对于生长激素在鱼类养殖业中的应用给予了越

来越多的关注。大量的鱼类生长激素及其相关基因已经

被分离和克隆得到[7]。人们已经建立了一些重组 DNA 技

术用来生产鱼类生长激素[8-10]。但是重组牙鲆生长激素

在酵母中的表达还没有研究。

日本牙鲆(Paralichthys olivaceus)，最大可以达到

1m 长、10kg 重，是亚洲沿海地区最重要的养殖鱼类之

一。 牙鲆生长激素的 cDNA 序列在 1988 年被公布[11]，

1998 年 Jeh 和他的同事开发了一种利用大肠杆菌有效生

产重组牙鲆生长激素的方法 [ 1 2 ]。然而，利用重组毕赤

酵母系统的最新 DNA 技术似乎是大规模生产鱼类生长激

素的最好选择，因为毕赤酵母具有许多优点，包括：

高产率、小规模发酵，外源基因重组到染色体以及可

以达到几百毫克每升的产率[13-14]。本实验将研究重组牙

鲆生长激素(r-fGH)在毕赤酵母中的表达。

1 材料与方法

1.1 菌株和培养基

毕赤酵母 GS115 购自 Invitrogen 公司，作为蛋白质

表达菌株；大肠杆菌购自 Invitrogen 公司，用于构建所
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有的 fGH 表达质粒的宿主菌。

平面生长培养基为 YPD琼脂培养基(每 100ml含：酵

母粉 1 g、蛋白胨 2 g、葡萄糖 2 g、和琼脂 1 . 3 g )；液

体生长培养基为 MGY 培养基（每 100ml 含：含有硫酸

铵不含氨基酸的酵母氮源 1.34g、生物素 0.04mg、甘油

1ml)； 诱导 r-fGH 表达的培养基为 MM 培养基 (每 100ml
含：含有硫酸铵不含氨基酸的酵母氮源 1.34g、生物素

0.04g、甲醇 0.5ml)。
所有的大肠杆菌细胞都生长在添加了 100μg/ml 氨苄

青霉素的 L B 培养基中。

1.2 PCR 法分离扩增DNA
牙鲆被饲养在中国科学院海洋研究所，并控制饲养

环境(光照 14h，黑暗 10h ；温度为 15 ± 1℃； 海水；通

气)[15]。从牙鲆脑下垂体分离总 RNA，以此总 RNA 作为

模板并利用 Marthon-cDNA kit(Clontech, USA)来合成

cDNA。根据 fGH 的 cDNA 序列合成两条引物 fGHPF(5′-
GGAATTCATGCAGCCAATCACAGAGAACCAG-3′)和
fGHPR(5′-GGAATTCCTACAGGGTGCAGTTAGCTTC-3′)。为了

便于后面的质粒构建，在这两条引物的 5 ' 末端添加了

EcoRI 酶切位点。利用所合成的引物进行 PCR 反应从所

合成的 cDNA 中扩增目的 DNA 片段。所得到的 PCR 产

物通过电泳、胶回收，然后以平末端的形式连接到载

体 pBluecript SK 中 (BSSK-fgh)并测序。

1.3 pAO815 1x-fgh 质粒的构建

大肠杆菌 / 酵母双效载体 pAO815 被用来构建含有单

个和多个拷贝的牙鲆生长激素(fgh)的表达载体，其外源

基因的表达受到甲醇诱导启动子 AOX1(图 1)的调控。因

为在每条引物的末端都引入了一个 EcoRI 识别位点，所

以通过 EcoRI 酶切消化 BSSK-fgh 就可以得到 522bp 的 fgh
片断。接着把这个片断克隆到 pAO815 的单克隆位点位

于 PAOX 和 3′AOX（TT）之间的 EcoRI 位点[16]。转

化大肠杆菌，并用氨苄青霉素来筛选阳性克隆，然后测

序选择插入 pAO815 的 fgh 为正向的克隆。这样这个质粒

(E. coli/pAO815 1x-fgh)就可以作为 fgh 表达框(5'AOX-fgh-
3'AOX-TT3')的来源用于构建后面的表达质粒。

1.4 pAO815 2x-fgh 和 pAO815 3x-fgh 质粒的构建

利用 BglII 和 BamHI 酶切质粒 pAO815 1x-fgh 并进

行电泳分离和胶回收就可以得到完整的 fgh 表达框(图 2)。
将完整的表达框回收后进行连接反应并进行 B g l I I 和

BamHI 双酶切，将此多聚体与 BamHI 酶切和 CIP 去磷

酸化的单拷贝 pAO815 表达载体连接，转化 DH5 α菌，

经酶切鉴定筛选出 2 拷贝和 3 拷贝的质粒 pAO815 2x-fgh
和 pAO815 3x-fgh[17]。

1.5 表达质粒转化酵母宿主菌

制备酵母菌 GS115 感受态细胞并将质粒 pAO815 3x-
fgh 用 StuI 切成线性，取 10 μ g 线性化表达载体加入到

0.1ml 酵母感受态细胞中，30℃温浴 30min 后加入 0.7ml
40% 的 PEG-3350。然后用 0.1ml 无菌水重悬菌体，并将

重悬液涂布于 MD 板上，置 30℃培养 2～3d，观察转化

子的生长。将转化子及 Mut+ 与 Muts 阳性对照分别点到

相应位置的 MD 板和 MM 板，30℃培养 2～3d，观察

转化子在 MD 板和 MM 板上的生长情况，选择在 MD 板

上正常生长而在 MM 板上生长较慢的菌落进行进一步的

诱导表达。

图1   具有甲醇启动子AOX1的整合型克隆载体pAO815

Fig.1    Integrative pAO815 cloning vector with  methanol
promoter (AOX1)
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图2  含有1x、2x、3x-fgh 的载体的表达框示意图

Fig.2    Diagram of  fgh expression cassettes contained in  1x, 2x,
and 3x-fgh expression vectors
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2 结果与分析

2.1 多拷贝 fgh 的克隆

凝胶电泳分离 PCR 产物，接着连接到平末端载体

BSSK 上(BSSK-fgh)用于测序，测序结果显示 PCR 产物

就是牙鲆生长激素基因(fgh)。BglII 和 BamHI 双酶切鉴

定重组 pAO815 3x-fgh，结果显示切出三条带：5.4kb (含
有三串联拷贝的 fgh 表达框)、2.4 和 4.0(图 3)。然而，

BglII 和 BamHI 双酶切 pAO815，结果显示切出三条带:
1.28 (不含 fgh 的单个表达框)、2.4 和 4.0kb (图 3)。EcoRI
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酶切 p A O 8 1 5  3 x - f g h，结果显示切三条带：7 . 7 k b
(pAO815)、1.28kb (不含 fgh)的表达框和 522bp (fgh) (图
3 )。这些结果表明表达质粒 pAO815 3x-fgh 在一个载体

上含有三个串联拷贝 fgh 表达框(图 2 )。

1.λ DNA/HindIII 分子量标准；2.用 BglII 和 BamHI 酶切质粒 pAO815
3.用 BglII 和 BamHI 酶切质粒 pAO815 3x-fgh；4.用 EcoRI 酶切质粒

pAO815 3x-fgh。

图3    多拷贝质粒pAO815 3x-fgh 的限制性内切酶酶切分析

Fig. 3     Restriction endonuclease analysis of multicopy of
pAO815 3x-fgh with BglIIand BamHI
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2.2 重组蛋白的表达

      毕赤酵母系统的一个优点就是，外源基因整合到酵

母的基因组从而使之在复制的过程中不易丢失，能够稳

定遗传。含有三拷贝 fgh 表达框的毕赤酵母在 25ml MGY
培养基中 30℃培养到 OD600=2～6 (接近 16～18h)。离心

收集菌体，然后用 MM 培养基重悬菌体到 OD600=1.0(大

1.甲醇诱导 GS115/pAO815 3x-fgh 的表达；2.不用甲醇诱导 GS115
pAO815 3x-fgh 的表达；3.重组干扰素(分子量为 20kD)。

图 4   重组牙鲆生长激素的SDS-PAGE分析

Fig.4    SDS-PAGE analysis of r-fGH expression using plasmid
pAO815 3x-fgh
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约 100～200ml)，添加终浓度为 0.5% 的甲醇诱导 fGH 的

表达，每 24h 添加一次保持诱导。在 96 h 收集培养物

并用 SDS-PAGE 分析重组牙鲆生长激素(r-fGH)的表达(图
4)。牙鲆生长激素基因最初被克隆到大肠杆菌中进行表

达，为了提高得率并减小发酵规模，转向毕赤酵母系

统，并且毕赤酵母系统具有一些优点：整合到基因组，

从而不易丢失；重组真核蛋白能够正确折叠和进行翻译

后的正确修饰；较高的得率。

取 1.2ml 在 MM 培养基中 30℃培养了 96h 的菌液离

心，然后加入 50μl 破碎溶液(pH7.4；50mmol/L 磷酸钠，

1mmol/L PMSF；1mmol/L EDTA；5% 甘油)进行溶解，

煮沸 10min后取10μl溶液用15%的SDS-PAGE进行分析，

结果见图 4 。

3 结  论

综上所述，通过扩增得到了牙鲆生长激素基因(fgh)
并将其克隆到整合型质粒 pAO815。接着，构建了含有

三拷贝串联表达框的质粒 pAO815 3x-fgh 并利用氯化锂

转化法将其转化到毕赤酵母 GS115。然后利用甲醇诱导

表达得到了重组牙鲆生长激素 r-fGH。这些结果表明本

实验所描述的方法能够在真核生物毕赤酵母 GS115 中高

效表达牙鲆生长激素，这为以后重组牙鲆生长激素在鱼

类水产养殖中应用打下了坚实的基础。因为生长激素能

够促进鱼类的生长，所以重组牙鲆生长激素的应用可以

促进我国牙鲆水产养殖业的发展，为人们提供更多的鱼

肉供应，丰富人们的食品来源并改善人们的饮食结构。
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