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摘 　要 　为了延长 IFNα2b 在血浆中的半衰期 , 构建了编码 HSA 和 hIFNα2b 的融合基因并在毕赤酵母中获得高效表达 , 工程

菌经 5L 发酵罐培养后获得的含融合蛋白的培养液经超滤浓缩、蓝色葡聚糖凝胶层析、疏水柱层析以及阴离子柱层析 , 融合

蛋白的纯度达到 95 %以上。该融合蛋白能与干扰素抗体和人血清白蛋白抗体结合 , 并表现出与重组干扰素α2b 相似的抗病

毒活性。以猕猴为动物模型 , 分别从静脉和皮下单剂量给药 , 给药浓度为 90μgΠkg 时 , 在 336h 后血浆中仍可检测到融合蛋

白。其静脉注射的血浆半衰期为 101h , 皮下注射的半衰期为 6812h。皮下注射的生物利用度为 6719 %。IFNα2b 与 HSA 融合

后 , 明显的延长了血浆半衰期 , 显现了其良好的临床应用前景。
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Abstract　To reduce the serum clearance of interferonα2b , a chimeric gene encoding an human serum albumin ( HSA) -

human interferonα2b ( IFNα2b) fusion protein was overexpressed in Pichia pastoris . After fermentation in a 5L bioreactor , the

fusion protein , capable of cross- reacting with anti- IFNαand anti- HSA antibody , was purified from the culture of the recombinant

yeast by ultrafiltration , blue Sepharose affinity , phenyl hydrophobic interaction and Q ion exchange chromatography. Its IFNα2b

moiety exhibits antiviral activity similar to that of recombinant human IFNα2b. In Cynomolgus monkeys model , The fusion protein

was detectable in plasma , even 336h after a single does of 90μgΠkg injection intravenously or subcutaneously. The elimination

phase half-life of the fusion protein was 101h after intravenous injection and 6812h after subcutaneous injection. Its Subcutaneous

bioavailability was 6719 %. The enhanced pharmacokinetics of interferonα2b fused to human serum albumin suggest its

promissing application in clinic medicine.

Key words 　 IFNα2b , HSA , fusion protein , half-life , Pichia pastoris

　　作为抗病毒和免疫调节类药物 , 许多重组的天 然结构的 I 型 IFNα ( IFNα, 包括 IFNα2a , IFNα2b ,
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IFNα1b 等) 以及重组的非天然结构的 I 型干扰素
( IFN-con) 已广泛用于临床 , 并能有效的治疗多种
人类病毒性疾病和肿瘤[1 ,2 ] 。IFNα能有效抑制乙型
和丙型肝炎病毒的复制和降低患者血浆转氨酶[3 ] 。
然而 , 作为一个小分子蛋白 , IFNα从血浆中清除
的速度较快 , 其清除相半衰期为注射后的 3～8h ,

24h 后在血浆中就已检测不到 IFNα的存在 , 这对治
疗是极为不利的[4 ] 。IFN 用于肝炎治疗时 , 通常为
每天一次或每周二次注射 , 但是在大部分治疗时间
内 , 患者体内 IFN 浓度是低于有效浓度的 , 而另一
方面 , 在给药后 , 血药浓度达到峰值时 , 其药物浓
度又是远高于有效浓度 , 这就会产生明显的副反
应[5 ] 。为了增加 IFNα在体内的半衰期 , 现在广泛
采用的是 PEG修饰法 , 目前已有 40kD 左右 PEG修
饰的 IFNα2a ( Pegasas

Ò
, Roche ) [6 ,7 ] 和 12kD 左右

PEG 修 饰 的 IFNα2b ( PEG- Intron , Schering-

Plough) [8-10 ]应用于临床。这两类产品均可明显延长
IFNα在体内的半衰期。众所周知 PEG修饰在蛋白
分子的赖氨酸残基上 , IFNα含有 10～11 个赖氨酸 ,

因此 PEG修饰可以形成不同的异构体。这种众多
异构体混合物造成不同的生理反应[11 ] 。虽然 , 利
用定点基因突变的方法引入一个半胱氨酸 (Q5C) ,

并在此半胱氨酸上进行 PEG修饰 , 从而可以实现
单价定位修饰[12 ] 。但是 , 这种突变的 IFNα的免疫
原性需要进一步进行人体评价。

人血清白蛋白 ( Human serum albumin , HSA)

是人体血清中的主要成分 , 对维持体内渗透压和血
浆体积起着至关重要的作用。人血清白蛋白是分子
量为 6615kD 的非糖基化蛋白 , 肾清除率非常低 ,

体内半衰期为 14～20d。它也是体内因子和药物转
运的天然载体。因此 , 人血清白蛋白可望作为提高
小分子蛋白在血液中的半衰期的载体。Yeh 等发
现 , 克鲁维氏酵母表达的 HSA-CD4 融合蛋白在以
家兔为动物模型的实验中半衰期比单独的 CD4 延
长了 140 倍[14 ] 。而克鲁维氏酵母表达的 HSA- IFNα
的融合蛋白 (albuferon) 在猕猴体内的半衰期比单
独的 IFNα延长了大约 18 倍[15 ,16 ] 。

本项研究在毕赤酵母中高效表达了含 GGGGS

连接肽的 HSAΠIFNα2b 融合蛋白 , 经纯化后 , 对此
融合蛋白的理化性质及药代特性进行了研究。

1 　材料和方法
111 　材料
11111 　质粒和菌株 : p GEM- T 载体 , 购自 Promega

公司 ; pHIL-D2 毕赤酵母表达载体 , 购自 Invitrogen

公司 ; E. coli DH5α, 本室保存 ; Pichia pastoris

GS115 , 购自 Invitrogen 公司
11112 　培养基和添加剂 : 细菌培养基酵母抽提物 ,
胰蛋白胨为 Oxoid 公司产品 , 细胞培养基为 DMEM

低糖培养基 , 购自 GIBCO 公司 ; 胎牛血清为
Hyclone 产品 ; 无氨基酸酵母氮源为 GIBCO 公司产
品。
11113 　多克隆抗体 : 兔抗人 HSA 抗体购自 Clontech

公司 , 羊抗人 IFNα抗体为美国 Peprotech 公司产品 ,
辣根过氧化酶标记的羊抗兔抗体、辣根过氧化酶标
记的兔抗羊抗体购自北京欣经科公司。
112 　方法

11211 　表达载体的构建 : 从人胎肝 cDNA 文库

(Clonetech Co. ) 中得到 HSA 的全长 cDNA , 采用的

两 条 引 物 分 别 为 : 5′-

GCTTCGAAACCATGAAGTGGGTAA CCTTTATTTCCCT-

3′ 和 5′ TAGGATCCACCACCACCAA

GGCCTAAGGCAGCTTGACTTGC3′; 从 PHA 致敏的人

淋巴细胞总 RNA 中用 RT- PCR 的方法得到 IFNα2b

的成熟肽序列 , 采用的两条引物分别为 : 5′

ATGGATCCTGTGATCTGCCTCAAACCCACAG 3′和 5′

ATGAATTCTTAGGGCTGGGCA AGGTGGCG3′。然后 ,

将 HSA 和 IFNα2b 基因分别克隆到 p GE- T 载体

( Invitrogen Co. ) 和 pUC19 中并进行序列测定。确证

后将基因分别利用 NS PVΠEcoRⅠ和 BamHⅠΠEcoRⅠ从

载 体 上 切 下 来。HSA 的 终 止 子 被 铰 链 肽

GlyGlyGlyGlySer 替代 , 再与 IFNα2b 基因相连。为了

将 HSA 与 IFN 以融合蛋白形式从毕赤酵母分泌表

达 , 我们选择 pHIL-D2 质粒 (简称 pD2) 作为载

体。在该载体 AOX启动子下游 Nsp Ⅴ与 EcoR Ⅰ位

点间插入 HSAΠIFN 基因 , 因 pD2 载体上有两个 Nsp

Ⅴ位点 , 为了方便操作 , pD2 载体用 Cla Ⅰ酶切掉

His4 和 3′AOX , 自身连接后命名为 pD3 载体。

HSAΠIFN 融合基因基因被克隆到 pD3 载体的 Nsp Ⅴ与

EcoRⅠ位点间 , 形成了 pD3- HSAΠIFN。用 Sca ⅠΠ
EcoR Ⅰ双酶切将包含有 His4 和 3′AOX 基因的 DNA

片段从 pD2 载体上切下后插入到 pD3- HSAΠIFN 上同

样位置 , 即获得包含有融合蛋白基因的表达载体

pD2- HSAΠIFN (见图 1) 。

11212 　质粒转化 : 提取 pD2- HSAΠIFN 质粒约 10μg ,

用 Not Ⅰ线性化后转化酵母菌 GS115。在 30 ℃培养

4～7d 后 , 挑取 His
+ 克隆接种于 25mL 的 BMGY培

养基中 , 以 250rΠmin 的速度在 30 ℃摇床中振荡培

养 24h , 然后加入 015 %的甲醇开始诱导 , 每 12h

诱导一次共诱导 72h。用 SDS- PAGE 分析每个克隆

是否有融合蛋白的表达 , 并且用 Wish 细胞检测培

养物中 IFNα的抗病毒活性。

11213 　工程酵母发酵 : 工程酵母接种 100mL YPD

培养基 , 摇床 30 ℃, 250rΠmin 培养 24h。接种至装
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图 1 　pHI-D2- HSAΠIFN 载体的构建

Fig. 1 　Construction of pHI-D2- HSAΠIFN

有 215L 基础培养基的 5L 发酵罐 (B. Braun Corp .

Germany) , 接种前用氨水将培养基 pH调至 518。发

酵过程控制温度为 30 ℃, 溶氧始终大于 20 %饱和

度 , pH 值不高于 610。培养至甘油耗尽后 , 以

40mLΠh速度开始流加补料培养基继续培养 , 至密度

OD600值约为 120 时 , 以 20mLΠh 的速度流加诱导培

养基开始诱导表达 , 共诱导 96h。离心收集培养上

清液用做融合蛋白的分析。

11214 　表达产物的纯化 : 将 5L 罐发酵培养物经

10000rΠmin 离心后 , 收取离心上清液 , 调到合适的

pH值后 , 使用 MILLIPORE 超滤系统对发酵液进行

超滤 , 使体积浓缩到 1Π10～1Π20。超滤后离心去除

不溶物。使用亲合柱 BLUE-Sepharose 进行粗纯化。

在中性 pH 值下上样 , 样品使用 2molΠL NaCl 洗脱 ;

Blue Sepharose 柱洗脱峰加硫酸胺至 018molΠL 后在

中性 pH下过 phenyl- sepharose 柱 , 使用 20mmolΠL PB

洗脱 , 收集约 013molΠL 硫酸胺的洗脱峰 , 稀释后

在中性 pH环境过 SOURCE Q 柱 , 使用 0～015molΠL
NaCl 梯度洗脱目标峰。使用 Sepharose G25 柱对精

纯化样品脱盐。样品保存于 10mmolΠL PB 中。

11215 　表达产物的免疫印迹分析 : 取工程菌和对

照菌 (只带有 pHIL-D2 空载体) 的培养上清液 ,

2μg 纯化后的融合蛋白 , 2μg HSA 做 SDS- PAGE 后

转移到 NC 膜上 , 封闭后与 HSA 抗体 (1∶1000) 、
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人 IFNα抗体 (1∶1000) 反应 , 室温振荡结合 2h ,

再与酶标二抗反应 115h , 最后用 OPD 显色。

11216 　IFN 活性测定 : 根据 Rubinstein
[17 ] 的 IFNα测

活方法 , 将对数生长期的 wish 细胞弃去培养液 ,

用 PBS洗 2 遍后胰酶消化 , 收集细胞 , 用含 10 %

血清的 DMEM 将细胞稀释至 (215～315) ×10
5 个Π

mL , 加入 96 孔板中 , 每孔 100μL , 于 37 ℃二氧化

碳培养箱中培养 4～6h。在另一 96 孔板中倍比稀释

IFN 标准品及融合蛋白样品 , 每孔 100μL , 将样品

溶液按顺序加入到 wish 细胞的培养板中 , 37 ℃二

氧化碳培养箱中继续培养 18～24h 后弃去培养液 ,

每孔加入 100μL 病毒溶液继续培养 24h。显微镜下

观察 IFN 标准孔中 50 %细胞出现病变点时 , 弃去

培养液 , 每孔加入 50μL 染色液 , 室温放置 30min

后弃去染色液 , 用流水小心冲洗后吸干残留水分每

孔加入 100μL 脱色液 , 室温放置 3～5min , 570nm

测吸光值。

11217 　药物动力学试验 : 分别从皮下和静脉给猕

猴单剂量注射 HSAΠIFNα2b , 注射剂量为 90μgΠkg。

选取不同的时间点抽取猕猴的血液样品放入 EDTA

抗凝管中 , 离心后用 IFNα ELISA kits ( Clontech.

co) 测定血浆中融合蛋白的量。

2 　结果和讨论

211 　结果

21111 　融合蛋白在毕赤酵母中的表达 : 从人胎肝
总 RNA 库中扩增出 hsa 全长 cDNA。在扩增中 , 基
因 3′端终止子被一段编码连接肽 GlyGlyGlyGlySer 的
基因替代。从人淋巴细胞中克隆到 IFNa2b 的成熟
肽 cDNA , 融合到 rhHSA 基因的 3′端。融合基因被
整合到 pHIL-D2 载体的 AOX 启动子下游 , 获得的
克隆用限制酶分析鉴定 , 结构正确 (图 2) 。融合
基因序列分析与设计一致。构建正确的表达载体转
化到毕赤酵母 GS115 中 , 挑选 His

+ 阳性克隆进行
表达筛选。培养上清进行 SDS- PAGE 电泳分析 , 筛
选到一株表达株 , 命名为 GS115- HSAΠIFN (图 3) 。
21112 　HSAΠIFN 制备 : 工程酵母的发酵培养主要经

过三个步骤。第一阶段 , 菌体在 BF 基础培养基中

生长 , 培养基的 pH值和溶氧通过流加氨水和增加

搅拌速度来控制。24h 后培养基中的碳源 (甘油)

耗尽 , 菌密度达到 60 OD , 进入第二阶段。开始以

恒定速度流加甘油和微量盐 , 5～6h 后菌体量可以

达到 120 OD。第三阶段 , 停止补加甘油 , 开始流加

甲醇诱导融合蛋白的表达。如图 4 所示 , 随着诱导

时间的增加融合蛋白的表达量也随之增加。最高表

图 2 　pHIL-D2- HSAΠIFN 质粒的鉴定
Fig. 2 　Identification of pHIL-D2- HSAΠIFN Plasmid

The plasmid was digested with EcoR Ⅰ (Lane 1) , Nsp Ⅴ (Lane 2) ,

Nsp ⅤΠEcoR Ⅰ (Lane 3) , Nsp ⅤΠBamHⅠ (Lane 4) , Nsp ⅤΠBamH

ⅠΠEcoR Ⅰ (Lane 5) , BamHⅠΠEcoR Ⅰ (Lane 6) , Not Ⅰ (Lane 8)

and separated by electrophoresis on 1 % agarose , molecular weight marker

was loaded in lane7 , ifnα2 b , hsa and hsaΠifn2 b fragment were marked

with arrows.

图 3 　HSAΠIFNα2b 在 P. pastoris GS115 中的表达

Fig. 3 　Expression of HSAΠIFNα2b in P. pastoris GS115

1 : molecular weight marker ; 2 : positive transforment ; 3 : negative

transforment ; 4 : control ( GS115 transfected with pHIL-D2 vector)

达出现在诱导后 48～72h。随诱导时间的延长杂蛋

白的量也有明显增加 , 这可能是由于诱导后期 , 有

部分酵母溶菌引起的。因而以诱导 60～72h 最佳。

用 HSA 蛋白浓度标准品为外标 , 在同一胶上电泳 ,

根据染色程度判定融合蛋白的表达水平大于 50mgΠ
L。

发酵液中的融合蛋白的纯化经过超滤、蓝色葡

聚糖的亲和层析、疏水层析和阴离子交换层析四个

步骤处理后 , 获得纯化蛋白 (图 5) 。纯化后样品
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经过凝胶 HPLC 和反相 HPLC 的鉴定 , 样品纯度可

达 95 %以上。

图 4 　HSAΠIFNα2b 的 5L 发酵培养

Fig. 4 　HSAΠIFNα2b production in fermentor

Lane1 is molecular weight marker ; Lane2-8 aliquots of 10μL 2culture

supernatant obtained at 0 , 12 , 24 , 48 , 60 , 72 , 96h after induction were

subjected to SDS- PAGE.

图 5 　HSAΠIFNα2b 的纯化

Fig. 5 　Purification of HSAΠIFNα2b

1 : Molecular weight marker ; 2 : ultrafilter ; 3 : blue- sepherose affinity ;

4 : hydrophobic interaction chromatography ; 5 : source Q ion exchange.

21113 　抗病毒活性和免疫原性 : 融合蛋白表现出

明显的 IFN 抗病毒活性 , 其抗病毒活性与剂量有

关 , 为典型的“S”型。以 IFNα2b 国家标准品为对

照品 , 其 IFNα2b 活性大约为 2 ×106 uΠmg (图 6) 。

融合蛋白还用 IFNα2b 和 HSA 特异性抗体进行了鉴

定 , 免疫印迹结果显示表达产物与 HSA 抗体、IFNα

抗体均能发生特异性结合 , 进一步证实表达产物为

HSAΠIFNα的融合蛋白 (图 7) 。

21114 　药代动力学 : 猕猴静脉或皮下注射 90μgΠkg

HSAΠIFNα2b 融合蛋白后的血浆浓度变化如图 8 所

示。静脉与皮下注射药物浓度 —时间曲线下的总面

积 ( AUC0-336h ) 分别为 1872110 ( ng ·h ) ΠmL 和

1271814 (ng·h) ΠmL。皮下注射的生物利用率为

图 6 　HSAΠIFNα2b 的抗病毒活性

Fig. 6 　Anti-virus activity of HSAΠIFNα2b

图 7 　免疫学鉴定

Fig. 7 　Identification of the fusion protein with anti- HSA

and anti- IFNα2b antibody

1 : Medium of GS115 (pHIL-D2- HSAΠIFN) ; 2 : purified HSAΠIFNα2b ;

3 : HSA ; 4 : medium of GS115 ( pHIL-D2 ) ; 5 : molecular weight

marker. The membrane was probed with anti-human IFNαantibody (left

panel) and anti- HSA (right panel) .

6719 %。皮下注射融合蛋白的吸收率缓慢 , 48h 后

浓度到达峰值。静脉和皮下注射融合蛋白的半衰期

分别为 6812 和 101h , 清除率分别为 417mLΠ (hΠkg)

和615mLΠ (hΠkg) 。

图 8 　HSAΠIFNα2b 在猕猴中的药代动力学

Fig. 8 　Phamacokinetics of HSAΠIFNα2b in Cynomolgus monkey
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3 　讨论

本研究在毕赤酵母中高效表达了 HSAΠIFNα2b

融合蛋白 , 该融合蛋白具有 IFNα的抗病毒活性。

其在猕猴血浆中的半衰期达 101h , 约为普通

IFNα2b 的 20 倍 , PEG化干扰素的 115～2 倍[19 ]
, 注

射后 335h 仍可检测到 IFN。这种长效干扰素有望代

替常规干扰素用于乙型、丙型肝炎及肿瘤等的治

疗。其注射频率可以从常规干扰素的每天一次或每

周 2 次减少到每二周一次。对于疗程长达 6～12 个

月的病毒性肝炎等的治疗 , 这种注射频率的大幅度

减少 , 将极大地方便患者。同时长效干扰素所提供

的较为稳定的血药浓度也将提高疗效 , 降低副作

用。

表达 HSAΠIFNα2b 的 融 合 基 因 包 括 HSA、

GGGGS、hIFNα2b 成熟肽的编码基因 , 其中 HSA 基

因包括了其信号肽和前肽 , 用于在毕赤酵母中引导

整个融合蛋白的分泌。实验表明 , 该信号肽可使融

合蛋白高效分泌至培养基中 (图 3、4) 。蛋白 N-端

序列分析表明 , 该信号肽能被完整切除 , 获得正确

的 N-端序列 (数据未列) 。

HSA-CD4
[14 ]和 albuferon

[15 ]是利用克鲁维酵母表

达系统 , 表达盒位于酵母质粒上 , 稳定性较差。本

研究采用毕赤酵母表达系统 , 表达盒整合于酵母染

色体上 , 提高了菌株的稳定性。毕赤酵母为甲醇利

用型酵母 , 适于高密度发酵 , 已经用于约 400 种蛋

白的表达[18 ] 。在强启动子 AOX 控制下 , 诱导前几

乎没有目的蛋白的表达 (图 4 , 0h) 。避免了在培养

阶段目的蛋白渗漏表达对宿主菌的毒性问题。

为了减少 HSA 融合对 IFN 活性的影响 , 我们

已在 HSA 与 IFNα之间加入了一个柔性的连接肽

( GGGGS) , 结构模拟显示 HSA 与 IFNα为两个独立

的结构域。纯化后的 HSAΠIFNα2b 融合蛋白比活性

为 2 ×106 uΠmg , 同 IFNα2b 相比 , 其相同克分子的

比活性降低了约 10 倍 , 这种活性的降低可能与

HSA 融合后的位阻作用有关 , 这与文献报道的结果

相似 , albuferon 和 PEG化的 IFN 活性分别下降了 20

倍[15 ]和 4～14 倍[6 ] 。

HSA 融合明显延长了 IFN 的体内半衰期 , 但其

机理还有待进一步研究。研究表明 , 动物注射

IFNα后 , IFNα主要是以原型和分解产物的形式从

尿中排泄[20 ] 。提示 IFNα的体内代谢主要是通过肾

小球的滤过作用完成的。这可能是由于 IFNα分子

量仅 1914kD , 其分子半径较小 , 易通过肾小球基

底膜上的小孔。但与许多小分子化学药物可被肾小

管重吸收不同 , IFNα不具有脂溶性 , 因而几乎完

全不能被肾小管重吸收 , 只能以原药形式排泄。同

时由于肾小管中具有丰富的蛋白酶 D , 因而原形

IFN 也可在肾小管中被降解后以降解产物形式从尿

中排出。HSA 融合后增大了蛋白的分子半径 , 使其

不宜被肾小球滤过 , 从而降低了原药从尿中排泄的

速度。这可能是 HSA 融合延长 IFN 体内半衰期的

主要原因。这种原药从肾排泄的减少不仅可延长药

物的半衰期 , 而且可能降低干扰素治疗时的肾毒

性。HSA 具有蛋白保护剂的作用 , HSA 融合后是

否还具有减少 IFN 在血浆中的降解的作用还有待进

一步研究。
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