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摘要      作为信号转导和转录激活子(STAT)蛋白家族的成员之一, 信号转导和转录激活因

子3(STAT3)在细胞分化、免疫等众多过程都发挥着重要的作用。该研究在克隆获得日本七鳃鳗

STAT3全长的基础上, 对其氨基酸序列与其他物种来源的STAT3氨基酸序列进行了同源性比对, 将
日本七鳃鳗STAT3命名为L-STAT3。对L-STAT3基因分别进行了原核和真核表达, 其中原核表达呈

包涵体形式存在。根据毕赤酵母密码子偏好性将L-STAT3核苷酸序列进行了密码子优化, 实现了

L-STAT3在毕赤酵母中的分泌型表达。进一步在转录和蛋白质水平检测了L-STAT3基因在七鳃鳗

不同组织中的表达情况。该研究构建了适用于日本七鳃鳗功能基因表达的毕赤酵母表达系统, 为
后续验证基因功能奠定了基础。对于七鳃鳗L-STAT3基因表达模式的分析可为研究七鳃鳗适应性

免疫系统发育和调控的过程提供理论基础。
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Abstract       As a member of the STAT (signal transduction and transcriptional activator) protein family, 
STAT3 plays important roles in many physiological processes, including cell differentiation and immunity. In this 
study, the full-length of STAT3 was cloned from Lampetra japonica and its amino acid sequence was homologous 
with those of other species, and then was named as L-STAT3. The prokaryotic expression and eukaryotic expres-
sion of L-STAT3 gene were performed respectively, while expression of L-STAT3 gene in E. coli was in the form of 
inclusion body. The nucleotide sequence of L-STAT3 was optimized according to the codon preference of Komaga-
taella phaffii and the secretion expression of L-STAT3 could be achieved. The expression of L-STAT3 gene in dif-
ferent tissues of L. japonica was further examined at transcription and protein levels. These attempts provided tech-
nical support for obtaining important functional proteins of lamprey and laid a foundation for further verification of 
lamprey protein functions. In addition, the analysis of the expression pattern of L-STAT3 can provide a theoretical 
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basis for studying the adaptive immune process of lamprey.
Keywords        Lampetra japonica; L-STAT3; expression analysis in vitro and in vivo

作为无颌类脊椎动物的现存代表, 七鳃鳗自3.6
亿年前(更陶纪)出现以来, 其外观几乎没有发生变化, 
是名副其实的“活化石”[1]。在进化地位上, 七鳃鳗是

联系无脊椎动物和脊椎动物间的重要阶元。作为最

原始的无颌类脊椎动物, 七鳃鳗被认为是研究适应

性免疫系统发育和进化的模式生物[2]。七鳃鳗具备

与高等脊椎动物平行进化的适应性免疫系统[3-4]。在

分子、细胞及组织水平上, 对于七鳃鳗适应性免疫

系统发育研究目前还处于探索阶段[5], 七鳃鳗基因

组重复序列多且GC含量高, 相近物种基因组序列相

似度低, 使得大多数商业化抗体无法识别七鳃鳗来

源的功能蛋白质, 需要自行制备抗体以满足基因功

能研究。现有制备多克隆抗体的思路一般是利用原

核表达系统表达特定蛋白, 免疫动物提取血清并纯

化抗体, 但是原核表达系统具备自身的劣势, 如外源

蛋白大多呈包涵体的形式表达, 纯化获得蛋白不具

备活性, 或者根本无法获得表达蛋白, 特别是对于七

鳃鳗这一特殊物种的蛋白质表达。基于上述问题, 
亟待构建及优化基于七鳃鳗功能基因的真核表达系

统。巴斯德毕赤酵母表达系统具备遗传操作简单及

适合高密度发酵等优点, 且具备原核表达系统没有

的翻译后修饰的能力。此外, 毕赤酵母生产成本低、

蛋白质表达量高等特点使得毕赤酵母已经成为非常

成功的外源蛋白表达系统[6]。

信号转导和转录激活因子3(signal transducer and 
activator of transcription 3, STAT3)是信号转导和转录激

活子(STAT)蛋白家族的成员之一, 在细胞分化、免疫

等众多生理过程都发挥着极其重要的作用[7]。STAT
属于胞浆蛋白质家族, 可被不同的细胞因子受体激

活, 活化后转入细胞核执行信号转导和转录调控的

功能[8]。在前期研究中, 我们利用七鳃鳗肠道共生

细菌希瓦氏菌作为抗原免疫七鳃鳗, 在蛋白水平上

检测了免疫后七鳃鳗外周血白细胞总蛋白质组表达

的变化, 其中STAT3为差异表达显著的蛋白质之一。

在此基础上, 本研究以日本七鳃鳗白细胞cDNA为

模板克隆获得了STAT3的全长序列, 并将其命名为

L-STAT3。L-STAT3基因的氨基酸序列与其他脊椎动

物亲缘关系较远, 但具备保守的功能域。体外过表

达分析显示, L-STAT3基因在大肠杆菌呈包涵体形式

表达, 而在真核表达宿主毕赤酵母可分泌表达。L-
STAT3基因在日本七鳃鳗各个组织均有表达, 且在

各个组织中能够通过差异表达响应肠道希瓦氏菌

的免疫。综上, 七鳃鳗功能基因表达毕赤酵母表达

系统的构建可为获得活性蛋白质提供技术保障, L-
STAT3分子应答肠道希瓦氏菌的表达模式分析可为

研究七鳃鳗适应性免疫系统发育和调控的过程提供

理论基础。

1   材料与方法
1.1   材料与培养基

1.1.1   材料      日本七鳃鳗(Lampetra japonica)采自

黑龙江省松花江流域同江地区, 经一段时间的饲养

后, 选择体表完整及健康的七鳃鳗用于后续实验。

巴斯德毕赤酵母菌株利用YPD培养基培养并

保存。用于表达外源蛋白的表达载体和基因分别

为:  pPICZαA和L-STAT3全长cDNA序列。

1.1.2   培养基      (1)YPD(又称YEPD)培养基包括:  
1%酵母粉、2%胰蛋白胨、2%葡萄糖。固体培养基

额外添加2%琼脂粉制成固体平板。

(2)BMGY/BMMY培养基基础配方包括: 2%蛋

白胨、1%酵母粉、100 mmol pH6.0磷酸盐缓冲液。

1.2   日本七鳃鳗全长基因的克隆、同源性比对及

进化分析

分离获得日本七鳃鳗外周血白细胞 , 提取外周

血白细胞mRNA, 反转录获得cDNA。利用RACE技
术克隆获得日本七鳃鳗L-STAT3基因全长序列, 利用

在线网站ProtParam(http://web.expasy.org/protparam/)
预测了L-STAT3氨基酸序列的理化性质 ; 运用在线

网站SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/)对L-
STAT3蛋白的功能结构域进行了预测; 将该基因与

其他物种来源的STAT3进行了同源性比对, 并利用

BioEdit软件将L-STAT3氨基酸序列及其具有代表性

的鼠、人、斑马鱼、山羊、多育若花鱂、褐家鼠、

猪、黄牛、鸡、犬、大西洋鲑及加拿大底鳉的氨基

酸序列进行多重序列比对分析; 为了进一步分析L-
STAT3系统发育情况, 并了解该蛋白的进化史, 将上

述下载的序列通过MEGA 7.0软件进行了系统发育

分析。
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1.3   L-STAT3的原核表达

以日本七鳃鳗白细胞 cDNA为模板 , 用带有相

应酶切位点的引物进行 PCR扩增引入限制性酶切

位点, 其中引物序列如下: L-STAT3-F为5ʹ-CCG CTC 
GAG ATG GCG CAG TGG AAC AAG C-3ʹ, L-STAT3-
R为5ʹ-CCC AAG CTT TCA GAG GGT CGA TGT 
GGG A-3ʹ。将L-STAT3基因连接pCold I载体, 获得融

合表达载体L-STAT3-pCold I, 转化E. coli Rosetta表
达菌株, 对测序正确的菌株保菌进行后续研究。将

转化菌株接种于含有Amp抗性的液体培养基中活化, 
接种至5 mL LB培养基中, 37 °C、180 r/min培养至

D600值为0.5。取1 mL菌液用做不加IPTG的阴性对照, 
然后按照1000 1׃的比例加入IPTG, 进行诱导表达。

分别选取16 °C和28 °C进行诱导, 将诱导后的菌液超

声波破碎后4 °C、12 000 r/min离心25 min, 分别取上

清、沉淀, 制备蛋白质样品进行SDS-PAGE检测。

1.4   L-STAT3毕赤酵母真核表达

1.4.1   L-STAT3氨基酸序列的优化及连接pPICZαA
载体      重组蛋白质的表达受密码子利用的影响较

大[9-10], 特别是对于基因组GC含量高的物种, 因此需

要针对毕赤酵母密码子偏好性对L-STAT3的核苷酸

序列进行优化, 使得L-STAT3基因能够在毕赤酵母中

获得更好的表达。将优化后的序列合成并进一步连

接pPICZαA表达载体, 并将融合载体命名为L-STAT3-
pPICZαA。pPICZαA载体是毕赤酵母蛋白表达载体, 含
有一个C-端多肽, 融合了c-Myc和c-His标签, 可用于

重组蛋白质的验证和纯化。此外, 该载体包含AOX1
启动子, 该启动子为甲醇诱导型启动子, 外源蛋白的

表达受到甲醇的严格调控。

1.4.2   L-STAT3毕赤酵母表达体系的优化      利用

电转化的方法 [11-12]将L-STAT3-pPICZαA及pPICZαA
空载体分别转化到毕赤酵母GS115菌株, 筛选阳性

菌株, 提取转化菌株的基因组DNA, 利用PCR扩增L-
STAT3基因序列验证转化成功与否。

配制YPD培养基用于菌株的活化及扩繁, 配制

BMGY培养基用于外源蛋白质的表达。分别将融合

蛋白菌株 (转化L-STAT3-pPICZαA的毕赤酵母GS115
菌株)、空载体菌株(转化pPICZαA载体的毕赤酵母

GS115菌株)和野生型菌株(毕赤酵母GS115菌株)在
YPD培养基中培养, 待D600达到0.4~0.6后离心收集菌

体, 将菌体转入BMGY培养基继续培养, 在培养0 h、
24 h、48 h、72 h、96 h、120 h及144 h时往培养基集

中添加过滤后的甲醇, 终浓度为1%。并在上述时间

点分别取培养基上清, 利用SDS-PAGE检测重组蛋白

的诱导表达情况, 并分析L-STAT3表达的最佳时间点。

1.5   毕赤酵母表达L-STAT3的鉴定

将纯化后的L-STAT3蛋白交由北京勤邦生物

技术有限公司制备多克隆抗体。分析上述各个时

间点L-STAT3的表达情况, 利用WB(Western blot)技
术鉴定蛋白质是否成功表达。将SDS-PAGE凝胶转

化PVDF膜, 封闭膜, 一抗分别选择了L-STAT3多克

隆抗体(稀释比例1700׃)和c-Myc标签抗体(稀释比例

为辣根过氧化物酶标(000 5׃稀释比例1)二抗 ,(500׃1

记 的IgG(Goat Anti-Rabbit IgG/HRP, D110058-0100, 
生工生物工程(上海)股份有限公司)。二抗能与一抗

特异性结合并用于信号放大, 并进行底物显色验证

蛋白质表达情况。

1.6   L-STAT3基因的表达模式分析

对体外分离获得的希瓦氏菌进行摇菌培养, 将菌

液离心去除培养基, 用0.9%氯化钠溶液重悬菌体, 制备

107个/mL的菌悬液。实验组6尾分别腹腔注射107个希

瓦氏菌, 对照组6尾分别腹腔注射1 mL生理盐水。免

疫一周后, 再用同样的方法免疫。经过两周免疫刺激

后, 无菌条件下解剖七鳃鳗获得各个组织保存备用。

分别提取日本七鳃鳗不同组织的总RNA, 利用

反转录试剂盒将mRNA反转录成cDNA。运用qPCR
试剂盒(RR820A, TaKaRa), 以七鳃鳗的类淋巴细胞、

心脏、肝脏、肠、肾脏、鳃、髓、肌肉、性腺的

cDNA为模板, qPCR反应检测L-STAT3在各组织中的

表达情况。此外, 利用制备的L-STAT3多克隆抗体, 
将L-STAT3重组蛋白和来源于七鳃鳗肌肉和白细胞

的天然蛋白分别进行了WB检测, 其中步骤如下: 利
用BCA Protein Assay Kit分别对L-STAT3重组蛋白

和天然蛋白进行了浓度测定, 将L-STAT3重组蛋白

和天然蛋白进行SDS-PAGE检测; 将带有蛋白质样

品的凝胶与PVDF膜结合, 95 V恒压转膜70 min, 使
蛋白样品转移到PVDF膜上; 配制5%封闭液37 °C、
100 r/min封闭2 h; 使用制备的L-STAT3多克隆抗体

作为一抗(稀释比例1700׃), 二抗(稀释比例1000 5׃)为
辣根过氧化物酶标记的IgG, 最后进行ECL显色。

2   结果
2.1   日本七鳃鳗L-STAT3基因全长的克隆及表达

利用RACE技术扩增获得了日本七鳃鳗L-STAT3
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编码基因的全长, 利用琼脂糖凝胶电泳检测扩增序

列, 并回收该序列连接pMD19T-simple vector, 转化

大肠杆菌感受态细胞, 挑取阳性克隆测序。氨基酸

同源性比对分析显示, L-STAT3与其他物种STAT3
同源性高。因此, 将L-STAT3划分为STAT家族蛋白

质。我们将L-STAT3基因ORF区核苷酸序列提交到

了Genbank, 其登录号为: MT655994。
预测了L-STAT3氨基酸序列的理化性质, 该基

因ORF区包含2 124个碱基, 编码708个氨基酸, 分子

量为89 050.73 kDa, 总原子数为12 526, 氨基酸分子

式为C3982H6259N1067O1188S30, pI值为6.01, 脂肪系数为

87.40, 总平均亲水系数(GRAVY)为–0.472, 不稳定

系数(II)为51.57, 综上信息, L-STAT3为疏水性且不

稳定蛋白质。此外, 该蛋白质含有1个位于2至122
位氨基酸处的STAT_int保守结构域, 以及位于596至
680氨基酸处的SH2保守结构域, 还有3个复合螺旋

区, 分别位于137至173位、211至242位及283至307
位氨基酸。将L-STAT3氨基酸序列与其他物种来源

的STAT3序列进行了比对, 其比对结果如图1所示。

结果显示, L-STAT3分子氨基酸序列特别是功能域

序列与其他物种同源性较高, 表明L-STAT3在进化

过程中是比较保守的。系统发育分析结果显示, L-
STAT3氨基酸序列在进化与其他脊椎动物亲缘关系

较远(图1)。
2.2   L-STAT3的原核表达

分别尝试了不同诱导温度、不同诱导时间以

及不同诱导剂浓度对L-STAT3表达的影响, 结果发

现 , 诱导剂 IPTG比例为 C、24 h条件° 16 ,000 1׃1

下L-STAT3表达量较好, 但是L-STAT3主要在沉淀

中表达, 在上清中几乎没有表达(图2)。摸索了各

种条件的复性, 均没有获得L-STAT3的可溶性表

达。

2.3   L-STAT3的真核表达

根据巴斯德毕赤酵母偏爱密码子对日本七鳃

鳗L-STAT3基因的核苷酸序列在不改变编码氨基

酸序列的前提下进行了优化, 使得该基因更适于

在毕赤酵母中进行表达(图2)。将优化后的序列连

接pPICZαA载体, 其中载体连接的酶切验证图谱见

图 3A。将重组载体 (L-STAT3-pPICZαA)和空载体

(pPICZαA)分别转化毕赤酵母GS115菌株, 待长出菌

落后提取待选阳性克隆的基因组DNA, PCR扩增L-
STAT3基因序列, 检测是否转化成功, 其中毕赤酵母

转化阳性克隆检测见图3B。将验证正确的阳性克隆

保菌备用。

将上述验证正确的阳性菌株利用YPD培养基

活化后, 将菌株置于BMGY培养基利用甲醇诱导进

比例尺(0.05)表示遗传距离。Lj: 日本七鳃鳗; Mm: 小鼠; Dr: 斑马鱼; Ch: 山羊; Pp: 多育若花鳉; Rn: 褐家鼠; Ss :野猪; Bt: 牛; Gg: 鸡; Cl: 家犬; 
Oc: 家兔; Fh: 底鳉; Hs: 人。

Scale bar (0.05) indicates genetic distance. Lj: Lampetra japonica; Mm: Mus musculus; Dr: Danio rerio; Ch: Capra hircus; Pp: Poeciliopsis prolifica; 
Rn: Rattus norvegicus; Ss: Sus scrofa; Bt: Bos taurus; Gg: Gallus gallus; Cl: Canis lupus familiaris; Oc: Oryctolagus cuniculus; Fh: Fundulus 
heteroclitus; Hs: Homo sapiens.

图1   L-STAT3的系统发育分析

Fig.1   Phylogenetic analysis of L-STAT3
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行L-STAT3基因的体外表达。由于pPICZαA包含用

于蛋白分泌的信号肽序列, 因此, 通过检测诱导培养

基上清蛋白的表达情况并结合目标蛋白质和标签蛋

白质的WB检测即可鉴定蛋白是否成功表达。优化

了L-STAT3的毕赤酵母表达体系, 其中最佳培养条

件为: 在诱导表达体系里边添加甲醇的终浓度为1%, 
诱导120 h后L-STAT3表达量最高。与空载体、野生

菌及未优化密码子L-STAT3表达相比, 整合了重组载

体的毕赤酵母菌株在培养基上清中检测到了目标蛋

白质的表达, 且大小与预测蛋白质的分子量一致。其

中L-STAT3密码子未优化前, 在培养基上清及酵母菌

细胞总蛋白中均没有检测到L-STAT3的表达(图4A), 
而密码子优化后分别检测了诱导0 h、24 h、48 h、72 h、
96 h、120 h及144 h培养基上清液, 其中在第24 h就
检测到了蛋白质的表达, 且随着诱导时间的增加, 蛋
白表达量逐渐增加, 在第120 h表达量最高(图4B)。

A: 大肠杆菌野生菌株诱导前后蛋白质表达检测。M: 蛋白质分子量marker; 1: 空白对照克隆未诱导全样; 2: 空白对照克隆诱导全样; B: 转化

pCold I-L-STAT3重组大肠杆菌诱导前后蛋白质表达检测。M: 蛋白质分子量marker; 1: 阳性克隆未诱导上清; 2: 阳性克隆未诱导沉淀; 3: 阳性

克隆诱导上清; 4: 阳性克隆诱导沉淀。 
A: protein expression of wild type E. coli strain. M: protein marker; 1: total protein of the un-induced wild strain; 2: total protein of the induced wild 
strain; B: protein expression of pCold I-L-STAT3 recombinant E. coli before and after induction. M: protein marker; 1: supernatant of un-induced posi-
tive clone; 2: precipitation of un-induced positive clone; 3: supernatant of induced positive clone; 4: precipitation of induced positive clone.

图2   pCold I-L-STAT3重组蛋白在大肠杆菌的表达

Fig.2   pCold I-L-STAT3 expression using E. coli as the host
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A: L-STAT3真核表达载体的构建。M: DNA分子量marker; 1: L-STAT3-pPICZαA双酶切验证; B: 转化酵母的验证。M: DNA分子量marker; 1: 转
化酵母菌株L-STAT3扩增检测。

A: construction of L-STAT3 eukaryotic expression vector; M: DNA marker; 1: double digestion verification of L-STAT3-pPICZαA; B: verification of 
transformed yeast. M: DNA marker; 1: L-STAT3 amplification from transformed yeast.

图3   L-STAT3毕赤酵母真核表达载体构建及转化酵母菌的验证

Fig.3   Construction of L-STAT3 eukaryotic expression vector and verification of transformed yeast
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为了证实培养基上清蛋白是否为目标蛋白质, 利用

Myc标签抗体和L-STAT3多克隆抗体对培养基上清

蛋白质抗原进行了WB验证, 在目标大小的位置都检

测到了清晰的Myc标签蛋白和L-STAT3目的蛋白的

条带, WB结果进一步证实了上清蛋白即为目的蛋白

质(图4C)。将甲醇诱导物进行了WB检测, 也杂交获

得了目的条带(图4D)。
2.4   L-STAT3基因的体内表达分析

利用qPCR分析了日本七鳃鳗L-STAT3基因在不

同组织转录水平上的表达, 结果显示, L-STAT3基因

在七鳃鳗不同组织均有表达, 且在心脏、肠及口腔

腺中表达量较高, 在其他组织相对较低。经希瓦氏

菌免疫后, L-STAT3基因在肠、口腔腺及白细胞中的

表达量降低(图5A)。在蛋白质水平上, 利用制备的多

克隆抗体检测了L-STAT3七鳃鳗组织中的表达。结

果显示, 制备的抗体可以识别七鳃鳗天然蛋白质(图
5B), 且条带位置相对应的蛋白质分子量大小正确。

3   讨论
七鳃鳗作为研究生物起源与进化的“活化石”, 具

备与高等脊椎动物平行进化的适应性免疫系统, 因此

被认为是研究适应性免疫系统起源的模式生物[5]。七

鳃鳗肠道共生细菌组成较简单, 希瓦氏菌为非优势

菌群之一[13]。在前期研究中, 我们将七鳃鳗肠道来

源的希瓦氏菌(Shewanella sp.)进行了体外分离, 利用

希瓦氏菌作为抗原免疫七鳃鳗能够使得七鳃鳗外周

血白细胞VLRA、VLRB和VLRC在转录水平表达上

调, 因此推测希瓦氏菌参与了七鳃鳗适应性免疫调

控这一过程。进一步将希瓦氏菌调控七鳃鳗外周血

白细胞的差异蛋白质组进行了鉴定, 从中获得了其

中一个差异表达显著的蛋白质STAT3(结果未正式

发表)。本研究将该蛋白质编码基因全长进行了克隆, 
并进行了后续分析。生物信息学分析显示, L-STAT3
不属于膜蛋白和分泌蛋白, 但含有STAT保守结构域

和SH2功能结构域。STAT3的SH2结构域与受体上

A: 密码子优化前L-STAT3毕赤酵母甲醇诱导表达检测。M: 蛋白质分子量marker; 1: L-STAT3重组酵母1%甲醇诱导96 h培养基上清; 2、3: L-
STAT3重组酵母1%甲醇诱导96 h酵母细胞总蛋白; B: 密码子优化后L-STAT3毕赤酵母甲醇诱导表达检测。M: 蛋白质分子量marker; 1~7: L-
STAT3重组酵母1%甲醇诱导0 h、24 h、48 h、72 h、96 h、120 h及144 h后表达产物检测; 8、9: 野生酵母菌株及转化空载体酵母菌株1%甲醇

诱导表达产物检测; C: L-STAT3和Myc标签WB杂交鉴定。1: 蛋白质分子量Marker; 2~7: L-STAT3和Myc标签蛋白质的WB检测; D: L-STAT3重
组蛋白的WB验证; 1: L-STAT3重组酵母1%甲醇诱导96 h表达产物WB检测; 2: L-STAT3重组酵母1%甲醇诱导120 h表达产物WB检测。

A: L-STAT3 expression in K. phaffii before codon optimization. M: protein marker; 1: medium supernatant of L-STAT3 expression after inducing by 1% 
methanol for 96 h; 2,3: total yeast cell protein of L-STAT3 expression after inducing by 1% methanol for 96 h; B: L-STAT3 expression in K. phaffii after 
codon optimization. M: protein marker; 1-7: L-STAT3 expression after inducing by 1% methanol for 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 144 h; 8,9: wild 
type strain after inducing by 1% methanol for 120 h and 144 h; C: L-STAT3 was expressed by fusing with Myc tag proteins. Therefore, the verification 
of L-STAT3 expression can be done through blotting L-STAT3 protein and Myc tag protein. 1: protein marker; 2-7: L-STAT3 expression after inducing 
by 1% methanol; D: WB verification of recombinant L-STAT3; 1: WB verification of L-STAT3 expression after inducing by 1% methanol for 96 h; 2: 
WB verification of L-STAT3 expression after inducing by 1% methanol for 120 h.

图4   pPICZαA-L-STAT3重组型毕赤酵母诱导表达及WB验证

Fig.4   Induced expression of pPICZαA-L-STAT3 using Komagataella phaffii as the host and WB verification
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的磷酸化酪氨酸残基结合, 在JAK激酶作用下发生

磷酸化, 进而启动一系列的信号转导过程[14]。七鳃

鳗L-STAT3氨基酸序列同源性比对显示, 该蛋白与

其他物种来源STAT3的功能域存在同源性, 说明L-
STAT3在进化过程中是比较保守的。利用系统发育

分析了L-STAT3与其他物种STAT3的关系 , L-STAT3
与其他脊椎动物亲缘关系较远。

七鳃鳗功能基因GC含量高[15], 相近物种基因

组同源性低, 现有商业化抗体不能特异识别来源于

七鳃鳗的蛋白质。本研究分别将L-STAT3进行了原

核表达和真核表达, 由于L-STAT3分子量较大且存

在翻译后修饰, 利用大肠杆菌作为宿主表达出来的

蛋白质呈包涵体形式。与原核表达系统相比, 真核

表达系统具备诸多优点, 其中一个重要的方面就是

表达蛋白质能够分泌到胞外, 形成正确折叠构象的

活性蛋白质[16]。在所有真核表达系统中, 毕赤酵母

表达系统自身蛋白表达量低、表达外源蛋白产量

高、操作简单、产业化造价低及能够将外源蛋白

分泌到胞外等诸多优点, 被列为优良的真核表达宿

主[17]。因此, 基于毕赤酵母为宿主的七鳃鳗功能基

因真核表达系统的构建可为深入探究七鳃鳗基因的

功能及分子机制提供了有效的工具。目前为止, 已
利用毕赤酵母表达系统成功表达了多种有价值的外

源蛋白[18-20], 但是还未有相关报道将七鳃鳗的功能

蛋白置于毕赤酵母中进行表达。基于七鳃鳗基因组

特殊的特点, 本研究在构建毕赤酵母表达载体之前

先将七鳃鳗功能基因进行了偏爱密码子优化, 使得

外源基因更适合在毕赤酵母中进行表达。我们对优

化前后的表达效果分别进行了检测, 结果显示, 密码

子未优化前不管是细胞内还是细胞外都没能检测到

L-STAT3基因的表达, 而优化后则成功使得L-STAT3
基因呈现分泌表达。因此, 针对特殊物种, 对稀有密

码子根据物种的偏好性进行优化可有效提高蛋白质

的表达量[21-23]。

本研究成功利用毕赤酵母表达系统诱导表达

了来源于七鳃鳗的功能蛋白质, 该系统的构建为七

鳃鳗功能蛋白质的分离纯化提供了技术支撑, 并为

深入分析来源于七鳃鳗重要蛋白质的功能提供了研

究基础。分别在转录水平和蛋白质水平上检测了L-
STAT3分子在七鳃鳗体内的表达情况, 该分析可为

深入探究L-STAT3分子参与的七鳃鳗适应性免疫系

统调控过程提供理论基础。
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