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还原酶缺陷型大肠杆菌对重组蛋白溶解性的影响
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摘 要 探讨大肠杆菌细胞质氧化还原环境对重组蛋白溶解性的影响。选择含有 ! 对二硫键的牛碱性成纤维细

胞生长因子（A/8B8）作为简单蛋白的模式分子，选择含有 $ 对二硫键的人抗 CA=3D 单链抗体（CA=E8,）作为复杂蛋

白的模式分子，分别构建表达质粒并转化普通宿主菌和还原酶缺陷型宿主菌 3 * 0(,# F0<D9.<（G;&），比较表达产物

的溶解性和纯化产物的活性。结果发现，A/8B8 在普通宿主菌中大部分形成包涵体，在 F0<D9.<（G;&）中为可溶性表

达，但表达量降低。两种工程菌的表达产物经离子交换和肝素亲和层析两步纯化后，H66 法测定活性，发现来自还

原酶缺陷型宿主菌的 A/8B8 活性高于普通宿主菌表达产物，二者的 ;G4% 分别是 !I# ?DJ.K 和 $I$ ?DJ.K；CA=E8, 在

两种宿主菌中均形成包涵体，包涵体以 # .()JK 盐酸胍缓冲液溶解后，镍离子螯合亲和层析纯化并透析复性，间接

;KLM3 测定抗原结合活性，发现二者活性无明显差异，但在 F0<D9.<（G;&）菌体破碎后的的上清中可检测到 CA=E8, 活

性，纯化后产量为 ! N $ .DJK，而在普通宿主菌破碎后的上清中检测不到 CA=E8, 活性。上述结果说明，改变宿主菌

细胞质氧化还原环境对于含有 ! N $ 对二硫键的重组蛋白的可溶性表达具有明显促进作用。
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到目前为止，大肠杆菌仍是重组蛋白表达的首选

表达系统。经过近 $% 年的发展，大肠杆菌表达系统的

主要改进方向之一是提高重组蛋白在宿主细胞质中的

溶解性［!］，这可通过两条途径实现：其一，通过 G+3 重

组技术，使目的蛋白与分子伴侣或折叠酶形成融合分

子，P;6&$、P;655 即是这一类表达载体的代表［$］；其二，

利用遗传学技术，改变大肠杆菌细胞质的氧化还原环

境，即突变其中的还原酶系，这一途径的效果如何还知

之甚少。为了探讨细胞质环境对不同类型外源蛋白表

达的影响，我们选择前期研究获得的牛碱性成纤维细

胞生长因子（A(,<?- /9=<E 8</0(/)9=@ B0(Q@R 89E@(0，A/81
B8）和人源抗 CA=3D 单链抗体（RS.9? 9?@<1CA=3D =<?D)-1
ER9<? 8,，CA=E8,）作为含有一对二硫键的简单蛋白和含

有多对二硫键的复杂蛋白的模式分子，将其分别转入

普通大肠杆菌和还原酶系缺陷型大肠杆菌 F0<D9.<
（G;&）中表达，比较表达产物的溶解性，为其它同类重

组蛋白的表达提供借鉴。

A/8B8 是一种具有多种生物活性的非糖基化单

链多肽，其开放阅读框编码长 !44 个氨基酸残基的

多肽分子，分子中含有 5 个半胱氨酸，其中，T&5 和

T!%!形成二硫键，而 T72和 T"#游离存在。多项研究表

明，重组 A/8B8 在大肠杆菌中高表达时，容易部分

形成包涵体。定点突变 T72 和 T"# 后，可以一定程度

上克服这一问题，但需要改变基因结构，并且突变后

的蛋 白 分 子 活 性 降 低，不 利 于 该 蛋 白 的 药 用 开

发［&，5］。CA=E8,［4］是一株人源重组小分子抗体，分

子中也含有 5 个半胱氨酸，但均参与二硫键形成。

由于单链抗体分子中的二硫键为构象和活性所必

须，不能通过定点突变减少蛋白在折叠过程中形成

错配中间体的可能性和数量，并且，单链抗体本身是

一种人工设计的分子，折叠过程中的不确定因素更

多，所以 CA=E8, 比 A/8B8 更难在大肠杆菌细胞质

中获得可溶性表达。

! 材料和方法

!"! 实验材料

!"!"! 菌株和质粒：质粒 PU+1A/8B8 以 P;6&E 衍生



质粒 !"#$%&［’］为载体而构建，含有 !"#$# 编码序

列；质粒 !()*+,-./0 源自 !()*12，携有 %!&’#( 编码

序列，这 两 种 质 粒 均 为 )*+ 抗 性 质 粒。宿 主 菌

, 3 ’-./ ,4&5（6)7）购自 #809:;< 公司，基因型为 # =

0*+1 2&3 4!（ 5! = ，6! = ）3’* 78.!（6)7），, 3 ’-./
>?@:9A@（6)7）购自 #809:;< 公司，基因型为!858 =

.9:B’$B ! .8’;B1 !+2-) <(:== +2-> 858?57$ 78.,
78.@ 5&+A #C［ .8’ =（ .8’=B ）+5-］7-5D&& " 1C52（ 1’> ）

D5E!"F8C（6)7），, 3 ’-./ E5D［!F)G］购自 (HIJ)#
公司，表型为：#9K& ，LM?& ，F@N& ，OP@= ，K9.= ，I?9Q ，

J9KQ ，EMK = ，/= ，F;.I= ，R0?Q ，48<Q 。

!"!"# 主要试剂：质粒提取试剂盒购自上海华舜生

物工程公司；诱导剂 HGOJ 购自 G?8A;:9 公司；层析基

质 ,@8 F;SB2 购自 ,@8*F9T 公司，+;!9?@< +U!;? 6 购

自 V?8<K9W 公司，+@-*O?9!OE 镍离子螯合柱、LG*-;!P*
9?8-; X4*1, 购自 GP9?A9.@9 公司；EOO 购自 L@:A9 公

司；重组 +,-I: 购自中山生物工程公司；兔抗 +,*
-./0 由本室自制；其它化学试剂为进口或国产分析

纯试剂。

!"# 实验方法

!"#"! 工程菌构建：质粒提取及转化大肠杆菌均参

照文献［B］进行。

!"#"# ,W/J/ 的表达：工程菌 ,4［!"#*,W/J/］新鲜

培养物 单 菌 落 接 种 &A4 含 抗 生 素 的 4, 培 养 基，

7BY、&&2?ZA@< 振荡培养过夜；第 & 天按 5：522 比例

转入 &22A4 含相同抗生素的 & [ \O 培养基中，振荡

培养 1P 至 0?’22 为 5]2，加 入 HGOJ 至 终 浓 度 为

5AA8KZ4，诱导 1P 后离心收集菌体，超声破碎，收集

沉淀和上清，供表达分析或小量纯化用。工程菌

>?@:9A@［!"#*,W/J/］以相同条件培养，并诱导目的蛋

白表达。

!"#"$ ,W/J/ 的纯化［%］：含 ,W/J/ 的组分上样 ,@8
F;SB2，缓 冲 液 洗 去 未 交 换 的 蛋 白，用 含 2]’A8KZ4
#9XK 的 G,L 洗脱目的蛋白；然后上样 +;!9?@< +U!;?
6，用含 2]’A8KZ4 #9XK 的 G,L 洗脱未结合的蛋白，收

集含 5]&A8KZ4 #9XK 的缓冲液洗脱组份，得到 ,W/J/
重组产物。凝胶光密度扫描结果表明，重组 ,W/J/
纯度大于 $’^。

!"#"% ,W/J/ 的活性测定：EOO 法，参照文献［$］进行。

!"#"& +,-./0 的表达：工程菌 E5D［!()*+,-./0］单

菌落接种 DA4 含 522A:Z4 IA!，&D A:Z4 V9<9 的 4,
培养基中，7BY振荡培养过夜；第 & 天按 5 _ 522 比例

转入 &22 A4 含相同抗生素的 & [ \O 培养基中，振荡

培养 1P 至 0?’22 为 5]2，加入 HGOJ 至终浓度为 5

AA8KZ4，诱导 ’ P 后离心收集菌体［52］。工程菌 >?@:9*
A@［!()*+,-./0］接种于含 522 A:Z4 IA! 的培养基

中，相同条件培养，并诱导目的蛋白表达。

!"#"’ +,-./0 的纯化［52，55］：诱导后的菌体超声破

碎，离心收集沉淀，溶解于含 ’A8KZ4 J‘+XK 的变性

缓冲液中，上样 +@-*O?9!OE镍离子螯合柱，收集目的

峰，然后使用优化的透析工艺，分步透析复性。位于

上清中的 +,-./0 先以 LG*-;!P9?8-; X4*1, 柱初步纯

化，然后以 +@-*O?9!OE镍离子螯合柱精制。

!"#"( +,-./0 的活性测定：间接 )4HLI 法［5&］。包

被有 +,-I: 的酶标板加入 +,-./0 样品，以兔抗 +,*
-./0 作为第一抗体，+FG 标记的羊抗兔 H:J 作为第

二抗体，OE, 显色，酶标仪 1D2 <AZ’72 <A 波长测定

吸光度。

# 结果

#"! 工程菌构建

质粒 !"#*,W/J/ 转化 , 3 ’-./ ,4&5（6)7）后，得

工程菌 ,4［!"#*,W/J/］，转化 , 3 ’-./ >?@:9A@（6)7）

后，得工程菌 >?@:9A@［!"#*,W/J/］。/@: 3 5 是质粒

!"#*,W/J/ 的结构示意图，目的基因位于 OB 噬菌体

启动子的下游，HGOJ 诱导宿主菌含有的溶源噬菌

体（6)7）上的 OBF#I 聚合酶表达，从而启动 ,W/J/
的转录和翻译，表达分子量为 &2a6 的 ,W/J/ 融合

蛋白；质粒 !()*+,-./0 转化 , 3 ’-./ E5D［!F)G］后，

得工程菌 E5D［!()*+,-./0］，转化 , 3 ’-./ >?@:9A@
（6)7）后，得工程菌 >?@:9A@［!()*+,-./0］。/@: 3 &

是质粒 !()*+,-./0 的结构示意图，目的基因由 OD
噬菌体启动子控制，在启动子下游含有 A8’0 序列，

所以目的基因也受 HGOJ 诱导表达。另外，在 +,*
-./0 的 # 末端含有 ’ [ +@- 标签，可以应用 HEIX 纯

化目的蛋白。

图 5 表达质粒 !"#*,W/J/ 结构

/@:3 5 LM?‘.M‘?; 8N MP; ;S!?;--@8< !K9-A@T !"#*,W/J/

#"# )*+,+ 在两种宿主菌中的表达

分别诱导两种 ,W/J/ 工程菌，超声破碎后分别

取上 清 和 沉 淀 进 行 L6L*GIJ) 分 析。/@: 3 7 是
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图 ! 表达质粒 "#$%&’()*+ 结构

*,-. ! /012)0213 45 063 37"13((,48 "9:(;,< "#$%&’()*+

"=>%’?*@*在 ! . "#$% ’A!B（C$D）中表达后的蛋白图

谱，其中，A:83! 是诱导后菌体破碎的上清，A:83D 是

菌体 破 碎 后 的 沉 淀，从 图 中 可 以 看 出，’?*@* 在

! . "#$% ’A!B（C$D）中主要以包涵体形式存在，凝胶

光密度扫描结合蛋白定量分析结果表明，EFG目的

蛋白以包涵体形式存在；"=>%’?*@* 转化至氧化还

原缺陷型大肠杆菌 H1,-:;,（C$D）后，表达产物为可

溶蛋白，*,- . I 是含有 ’?*@* 表达质粒的 ! . "#$%
H1,-:;,（C$D）菌体破碎后不同组份的 /C/%JK@$ 图

谱，其中 A:83! 是菌体破碎后的上清，A:83D 是菌体

破碎后的沉淀，可见目标蛋白位于上清中，含量占可

溶性蛋白的 BBLEG。

图 D ’?*@* 在 ! . "#$% ’A!B（C$D）中的表达性质

*,-.D M6:1:)031 45 ’?*@* ,8 ! . "#$% ’A!B（C$D）

BLN493)29:1 O3,-60 (0:8<:1<；!L /2"318:0:80 45 063 ?:)031,: 9P(:03；DL

J39930 45 063 ?:)031,: 9P(:03

!"# $%&’& 的纯化与活性测定

分别破碎两种 ’?*@* 工程菌，超声破碎后，离

心收集上清，上清液经过阳离子交换和肝素亲和层

析两步纯化后，都可以得到纯度超过 QEG的目的蛋

白。NRR 法活性测定结果表明，二者均有促有丝分

裂活性，*,- . F 是活性测定曲线，经计算，来自 H1,-:%
;,（C$D）的 ’?*@* 的 $CFS 是 BLE8-T;A，来 自 ’A!B

（C$D）的 ’?*@* 的 $CFS 是 !L! 8-T;A，活性略低于

H1,-:;,（C$D）表达产物。但在实验中发现，H1,-:;,
（C$D）中 ’?*@* 的表达量明显较低，不同菌落的表

达量在 FG U BSG之间，而 ’A!B（C$D）表达 ’?*@*
的表达量在 BFG U !DG之间，二者差异明显（/C/%
JK@$ 原始结果未显示）。

图 I ’?*@* 在 ! . "#$% H1,-:;,（C$D）中的表达性质

*,-. I M6:1:)031 45 ’?*@* ,8 ! . "#$% H1,-:;,（C$D）

BLN493)29:1 O3,-60 (0:8<:1<；!L /2"318:0:80 45 063 ?:)031,: 9P(:03；

DL J39930 45 063 ?:)031,: 9P(:03

图 F 两种来源 ’?*@* 的生物活性测定结果

*,-. F ’,4:)0,+,0P 45 ’?*@* "14<2)3< 514;
0O4 (01:,8( 45 ! . "#$%

图 E &’()*+ 在 ! . "#$% NBF［"V$JI］中的表达性质

*,-. E M6:1:)031 45 &’()*+ ,8 ! . "#$% NBF［"V$JI］

BLN493)29:1 O3,-60 (0:8<:1<；!L /2"318:0:80 45 063 ?:)031,: 9P(:03；DL

J39930 45 063 ?:)031,: 9P(:03

!"( )$*+&, 在两种宿主菌中的表达

工程菌 NBF［"#$%&’()*+］经诱导培养后，表达

WWE 生 物 工 程 学 报 BQ 卷



大量重组蛋白，但以包涵体形式存在。!"# $ % 是

&’(［)*+,-./0!1］诱导后菌体的上清和沉淀的 232,
456+ 分析结果，可见目的蛋白 -./0!1（7893）位于

沉淀中。工程菌 :;"#<="［)*+,-./0!1］以相同条件

培养并诱导，收集菌体后超声破碎，232,456+ 分析

目的蛋白性质，结果发现，-./0!1 在 ! $ "#$% :;"#<="
（3+>）中仍然以包涵体形式存在。!"# $ ? 中 @<AB7

是菌体破碎后的上清，@<AB> 是菌体破碎后的沉淀，

可以看出 -./0!1 位于沉淀中，但在上清的相应位置

也有增粗的蛋白带，含量占可溶性总蛋白的 CD?E，

为了确定该条带性质，对上清进行活性测定。

图 ? -./0!1 在 ! $ "#$% :;"#<="（3+>）中的表达性质

!"#$ ? FG<;<0HB; IJ -./0!1 "A ! $ "#$% :;"#<="（3+>）

’D4BKKBH IJ HGB L<0HB;"< KM/<HB；7D 2N)B;A<H<AH IJ HGB L<0HB;"< KM/<HB；>D

&IKB0NK<; OB"#GH /H<AP<;P

!"# $%&’() 的纯化与活性测定

收集两种工程菌破碎后的组分，上清调整蛋白

浓度，使 其 一 致，然 后 直 接 测 定 活 性。发 现 &’(
［)*+,-./0!1］的 上 清 中 检 测 不 到 -./0!1 活 性

（&C(QR%>Q S QDQ(，与 阴 性 对 照 相 当），而 在 :;"#<="
［)*+,-./0!1］菌体破碎后的上清中可检测到较弱的

-./0!1 活性（&C(QR%>Q S QD7’）。!"# $ 8 中空心柱是等

量菌体可溶性总蛋白的活性测定结果，可见二者差

异明显。对 :;"#<="［)*+,-./0!1］上清中的 -./0!1
进行纯化，产量为 ’ T 7=#R@。

将两种菌体破碎后的沉淀溶解于变性缓冲液

中，纯化并透析复性后，调整蛋白浓度一致，测定活

性，结果也示于 !"# $ 8 中（实心柱），可以看出，两种

工程菌表达的 -./0!1 包涵体经复性后，均有抗原结

合活性，二者相比较，活性无明显差异。

* 讨 论

在大肠杆菌细胞质中，至少有 ( 种蛋白质可以

图 8 两种 -./0!1 的抗原结合活性

!"#$ 8 ."I<0H"1"HM IJ ;B0I=L"A<AH -./0!1/ );IPN0BP

J;I= HOI /H;<"A/ IJ ! $ "#$%
-./0!1’，-./0!1 );IPN0BP J;I= &’(［)*+,-./0!1］

-./0!17，-./0!1 );IPN0BP J;I= :;"#<="［)*+,-./0!1］

将瞬时形成的二硫键还原［’>］。这 ( 种蛋白质分别

是 HG"I;BPIU"A/’、7 和 #KNH<;BPIU"A/’、7、>，这两类蛋白

质又需要硫氧还蛋白还原酶和谷胱甘肽还原酶使其

保持在还原状态，因此，通过遗传工程手段全部或部

分突变这些“破坏”二硫键的蛋白后，可在一定程度

上促进外源蛋白在胞质中的正确折叠。

! $ "#$% :;"#<="（3+>）是一种硫氧还蛋白还原酶

基因（VG"I;BPIU"A ;BPN0H</B，’()*）和谷胱甘肽还原酶

基因（6KNH<HG"IAB ;BPN0H</B，+#(）均被插入失活的新型

宿主菌，该宿主菌细胞质中的氧化还原电势较高，有

利于外源重组蛋白在细胞质中形成正确空间构象。

有研究表明，一些结构复杂的酶蛋白在这种氧化还

原缺陷型宿主菌中也可部分形成正确构象［’C］。本

文的 研 究 结 果 发 现，)WX,.L!6! 在 ! $ "#$% .@7’
（3+>）中 表 达 时，产 物 大 部 分 形 成 包 涵 体，但 在

! $ "#$% :;"#<="（3+>）中可获得可溶性表达；而结构

复杂的单链抗体在氧化还原缺陷型宿主菌中的表达

产物主要以包涵体的形式存在，另有少量蛋白可以

正确折叠，以活性形式存在于细胞质中，但其表达量

极低，只相当于包涵体表达量的 >E T %E（包涵体

复性后，产量可达 >Q T >(=#R@［’Q］），说明改变细胞质

氧化还原环境可克服一些简单蛋白高表达过程中形

成的包涵体，但对于含有多对二硫键的复杂蛋白，只

能获得部分正确折叠的蛋白，仍无法实现可溶性高

效表达的目标。

蛋白质的折叠是一个复杂的生化过程，涉及到

多种蛋白和辅助因子的参与，克服一种影响因素可

能促进某些重组蛋白的折叠，但无法设计一种适用

于所有重组蛋白的“万能”表达系统。因此，在需要
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高表达一种新的复杂蛋白时，常常要通过“!"#$%&$’(&
)""*"”来选择合适的表达系统，并结合宿主菌遗传特

性的改造和培养条件的优化来进行。

本文应用 ! + "#$% ,"#-$.#（/01）表达 23454 时，

获得可溶性目的蛋白，但表达量下降，由此而产生的

问题是：23454 的可溶性表达是否因目的蛋白的表

达量下降而引起？更进一步，表达量的下降是否因

为细 胞 质 氧 化 还 原 环 境 的 改 变 而 致？ 对 于 26
［789&23454］来说，曾尝试改变诱导条件来降低目的

蛋白表达量，但仍无法改变目的蛋白形成包涵体这

一特性。至于表达量下降与还原酶缺陷之间的关

系，从本文结果看，似乎二者之间存在一定联系，进

一步结论有待更多实验结果证实。

本文所表达的 :2;<4= 是一株重组人源小分子

抗体。重组抗体适合在高等哺乳动物细胞表达系统

中表达，但其大规模培养技术在国内进展缓慢，如何

高效廉价生产重组抗体是制约抗体工程发展的最后

一道瓶颈。本株 :2;<4= 曾在多种大肠杆菌表达系

统中表达，但均形成包涵体。本文的研究在可溶性

表达方面有所突破，如果能结合其它影响因素，比

如：优化工程菌的培养条件［>?］，或者利用低表达的

兼容质粒，适当提高宿主菌胞质中分子伴侣和@或折

叠酶的含量，都有可能进一步提高大肠杆菌胞质中

活性分子的比例，AB"*C$D$ 等就利用 /;3E 促进了

F954 在大肠杆菌周质腔中的可溶性表达［>G］。如果

这些方案能获得预期结果，则对重组抗体和其它药

用蛋白的工程化意义重大。
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