
!! 卷 " 期
!##"年 $$月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
%&’(!! )&("

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
)&*+,-+. !##"

/+0+1*+2：34.1’ !5，!##"；300+46+2：78’9 !:，!##";

"<&..+=4&>21>? @86A&. ( B+’：5"C!$CD#:E5:55；FC,@1’：A8@>?9-G>+H=8,,16-1&( 0&,；""I9-1&G$"J; 0&,

重组人 !"#$大肠杆菌表达与纯化

%&’()**+,- .-/ 01(+2+3.4+,- ,2 5)3,67+-.-4 816.-
!-4)(9)1:+- $ +- !"#$%&’#$’( #)*’

邱 燕$""，孙九如!，黄阳滨!"，黄智华!，陈霖杰!，刘 勇!，林跃鑫$

KLM N@>$""，OM) 718C/8!，PM3)Q N@>?CR1>!"，PM3)Q SA1CP8@!，<PF) T1>C71+!，TLM N&>?! @>2
TL) N8+CU1>$

$ 福建师范大学生命科学学院，福州 JD###:
! 上海新生源生物医药有限公司，上海 !#$!#J
$ !(,,%1% (- 3#-% 40#%$0%，5)6#+$ 7(*8+, 9$#:%*&#/2，5);"() JD###:，!"#$+

! 4"+$1"+# 7%<&)88#/ .#(="+*8+ !( (，3>? (，4"+$1"+# !#$!#J，!"#$+

摘 要 根据大肠杆菌密码子偏爱性优化并合成人白细胞介素 V 基因，以 4FBJ#@（ W）为载体构建了重组表达质粒 4FBJ#@
（ W）X.ALTCV，将重组质粒转化大肠杆菌 RT!$（YFJ）感受态细胞，诱导表达并超声破菌检测重组蛋白的表达形式。采用 DT发酵
罐培养工程菌，发酵液 @?"##为 #;"时诱导 J;D A收集菌体，检测目的蛋白的表达量。收集的菌体经压榨破菌获得包涵体，通过

包涵体变性、层析、透析复性等方法对 .ALTCV进行纯化。采用人红细胞白血病细胞（BZC$）测定纯化的 .ALTCV的生物活性。测序
表明目的基因已插入载体 4FBJ#@（ W）中，重组蛋白以包涵体形式表达，单位体积重组蛋白的表达量达 !##,?XT发酵液，建立了
对包涵体形式表达的 .ALTCV纯化方法，最终得率为 V#,?XT发酵液，纯度大于 E5[，回收率为 !#[以上。免疫印迹法检测诱导
表达的重组蛋白和纯化的蛋白为 LTCV，)端氨基酸序列测定结果与理论相符，生物活性检测纯化的蛋白比活性达 !;D \ $#"

3MX,?。这为 .ALTCV进一步产业化研究建立了基础。
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白细胞介素 !（ "#$%&’%()"# !，*+,!）是 -./0 年
1234&5在 6细胞培养上清中发现的一种促进 7细
胞增殖的生长因子［-］，-./8年基因克隆成功［0］。*+,
!是由 690细胞产生的特征性细胞因子，主要生物
学功能包括协同激活抗 *:;抗体依赖的 7细胞、介
导 *4 抗原对休眠 7 细胞的诱导作用、促进 *:< 和
*:=的产生、刺激 6细胞系生长或维持它的激活状
态等［0 > !］。由于 *+,! 具有广泛的生物学活性，国外
应用 &9*+,!治疗多种疾病进行了深入的研究，包括
肿瘤［? > @］、缺氧引起的组织损伤［/，.］、自身免疫性疾

病［-A］等，成为人们研究的热点之一。研究表明，糖

基对 *+,!的生物活性似乎没有影响［--］，大肠杆菌表
达的 *+,!生物活性与哺乳动物细胞的表达产物相
当［-0］。大肠杆菌生产重组蛋白具有容易操作、生长

迅速和培养基要求简单等优势，因此重组 *+,!的表
达大多采用大肠杆菌表达系统。国外对 *+,! 在大
肠杆菌中的表达和纯化工作报道相对较少，文献报

道的表达量不高，而且以包涵体形式表达，必须通过

包涵体洗涤、蛋白变性、复性等一系列的步骤来达到

纯化目的，因此最终得率很低［-0 > -?］。采用何种方式

来表达 *+,!，控制表达工艺，提高纯化后目的产物的
得率，是 &9*+,!产业化研究的重点。
本研究采用了 B<6系统表达 *+,!，通过对人 *+,

!基因的优化并选用高效表达载体，获得了高水平
的表达菌株；通过控制发酵条件，达到了较高的

&9*+,!表达率；在此基础上对包涵体形式表达的
&9*+,!的纯化方法进行了大量的摸索和研究，建立
了较佳的纯化路线，得到了高纯度、高得率、高活性

的 &9*+,!蛋白。

! 材料与方法

!"! 材料
表达载体 B<6CA4（ D ）、宿主菌 ! E "#$% 7+0-

（F<C）均购自 G2H4:%#公司；限制性内切酶、6! FGI
连接酶及!FGIJ!"#K " D &%’5 # ;4&)%& 均购自
;7*公司；蛋白质分子量标准购自 LKM;<=I公司；
检测用抗体购自 KNF OPO6<;O公司；7"2Q’2 CAAA ?+
发酵罐购自 G7O公司；层析用凝胶及 IR6I B&"S%蛋
白纯化仪均购自 I;<KO1I;公司。
!"# 方法
!"#"! 人 *+,!核苷酸序列优化与 TFGI的获得：根
据 =%#74#)（G;,AAA?/.）中人 *+,! 的核苷酸序列进
行优化，按照大肠杆菌密码子偏爱性，在不改变氨基

酸序列的前提下，人工合成编码人成熟肽 *+,!基因

序列。*+,!基因的人工合成由上海生工生物工程技
术有限公司完成，合成基因克隆于 BUV?@载体的多
克隆位点，重组质粒命名为 BUV?@J*+,!。
优化的基因序列如下：

T4T 44: $:T :4$ 4$T 4TT T$: T4: :4: 4$T 4$T 444 4T$ $$: 44T
4:T T$$ 4T4 :4: T4: 44: 4T$ T$: $:T 4TT :4: $$: 4TT :$4 4T4
:4T 4$T $$$ :T$ :TT $TT 44: 44T 4T4 4T$ :4: 44: :44 4TT $$T
$:T 4:4 :T$ :T$ 4T$ :$: T$$ T:: T44 $$T $4T 4:T T4T T4$ :4:
44: :4T 4T$ T:T $:T T$: ::$ :T$ 4T$ :T4 T4: T4: $$T T4T 4:4
T4T 44: T4: T$: 4$T 4:4 $$T T$: 444 T:: T$$ :4T 4:4 44T T$$
$:: ::4 T$: :T$ ::T T$$ 44$ $TT $:$ TT$ :$: 44: :44 :TT 44T
T4: 4:$ 4T$ $$: :44 44T $$T $$: :44 4:4 T$4 44: 4T$ 4$T 4$:
4:4 :4: 444 $4$ $T4 444 $:$ 4:$ 4:T $:4 $44
!"#"# 工程菌的构建：设计一对 LVK引物，在目的
基因的 ?W端引入 ()*"位点，CW端引入 !"#K"位点，
便于克隆到 B<6CA4（ D）载体的 ()*"和 !"#K"位
点之间。引物序列如下：

Q2&34&5 B&"S%&： ?W,==II66VVI6I6=VIV
II=6=V=I6I6VIVVV6=V, CW

K%H%&X% B&"S%&：?W,=VV=II66V66I6VI=V6IV6
IVI6666=II6I666V,CW
用 BY(酶对 *+,! 的合成基因进行扩增，LVK产

物经 ()*"和 !"#K"酶切后，克隆到 B<6CA4（ D）载
体的 ()*"和 !"#K"位点之间，构建重组质粒
B<6CA4（ D）J&9*+,!，重组质粒进行 FGI序列测定确
认。将构建正确的表达质粒转化 ! E "#$% 7+0-（F<C）
感受态细胞，从而获得 &9*+,! 的表达工程菌 7+0-
（F<C）JB<6CA4（ D）J&9*+,!。
!"#"$ &9*+,!的表达及表达形式的确定：挑选单克
隆 7+0-（F<C）JB<6CA4（ D）J&9*+,! 于 +7培养基（含
卡那霉素 CA$:JS+），C@Z培养至 +,8AA约为 A[8 时，
添加 *L6=至终浓度 - SS2’J+诱导表达，OFO,LI=<
检测并分析重组蛋白表达量。收集诱导后的菌液离

心，沉淀重悬于破菌缓冲液（0ASS2’J+ 6&"X·V’，
A[-?S2’J+ G4V’，B1/[A），在冰浴下超声破菌，离心，
收集超声上清和超声沉淀，OFO,LI=<检测重组蛋白
的表达形式。

!"#"% &9*+,!的规模发酵及纯化：挑取 7+0-（F<C）J
B<6CA4（ D）J&9*+,!单克隆于 +7培养基（含卡那霉素
CA$:JS+）中培养 -! \ -89，接着按 C]接种量接种于
+7培养基（含卡那霉素 CA$:JS+）培养至 +,8AA为 -
\ C，作为二级种子液。配制改良 ;. 发酵培养基
0[.8+（=’(T2X% -]，P%4X$ %^$&4T$ A[?]，R01LM!

A[?]，R10LM! A[C?]，（G1!）01LM! A[C?]，;:OM!
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!"!#$%，&’&(# !")%），倒入清洁过的发酵罐内，连
罐高压灭菌后，冷却至 *! + ,!-，将制备的二级种
子液按 )"$%接种量接入发酵罐，*.-培养，根据溶
氧值不断调整通气流量和搅拌转速，控制溶氧 ,!%
以上。每小时取样测 !"/!!值。培养至 !"/!!约为

$"!时，在发酵罐中加入 0123至终浓度 )445(67进
行诱导，共诱导 *"$8，诱导后发酵液于 ,#!!964:;，离
心 #!4:;，收集菌体称重。
将发酵后的菌体按 ) <)!重悬于破菌缓冲液，在

冰浴下高压匀浆破菌，离心收集沉淀，分别用含 )%
29:=5; >?)!!和 , 45(67尿素的洗涤缓冲液洗涤沉淀
得到包涵体，按 ) <)!的比例将包涵体在含 /45(67盐
酸胍变性缓冲液（#!445(67 1@，)!445(67 A’&(，
)445(67 BC2D，!")%!?EB，FG.",）中溶解，离心取
上清；将上清先过 3#$?HIF8’JIK 分子筛层析换成
L45(67尿素变性溶液，收集的蛋白峰过 M?HIF8’95NI
O’N= O(5P离子交换层析柱，收集流穿液。流穿液过
H1?HIF8’95NI O’N= O(5P 离子交换层析，以 ! + )45(67
A’&(缓冲液梯度洗脱，分管收集洗脱蛋白峰；H1洗
脱峰用透析方法，将目的蛋白在含 )"!445(67 3HG
和 !")445(67 3HHG复性缓冲液中进行透析，逐渐降
低尿素的浓度使目的蛋白复性；复性上清重新过

H1?HIF8’95NI O’N= O(5P 离子交换层析进行浓缩。
HCH?1D3B检测纯化过程重组蛋白的纯度，75P99Q法
检测蛋白含量。

!"#"$ 9807?,免疫印迹检测：HCH?1D3B检测收获的
菌体和纯化后蛋白，并用鼠抗人 07?, 单克隆抗体
（RSC公司）做免疫印迹法检测，酶标羊抗鼠抗体作
为二抗，CD@显色验证诱导表达的蛋白和纯化后的
目的蛋白是否为 07?,。
!"#"% A端氨基酸序列测定：纯化后的样品送上海
生化与细胞研究所蛋白质组分析研究分析中心，用

BJ4’;化学降解法进行蛋白质 A端序列测定。
!"#"& 生物学活性测定：根据参考文献［)/］关于
07?,生物学活性检测和参考文献［).］重组人粒细胞
巨噬细胞刺激因子生物学活性检定法，以人红细胞

白血病细胞（2O?)）作为检测细胞株，通过 E22比色
法检测纯化的 9807?,。活性标准品为本室自制的一
批活性参照品标定而成，确定参照品的 B&$!（即

$!%最大反应浓度），以 B&$!定义为 ) DT（DT为活

性单位），测得该参照品比活性为 )"! U )!. DT64V。
采用标定好的活性参照品对纯化后的 9807?,进行活
性测定，得到样品和活性参照品的剂量?反应曲线，

从而计算样品的比活性（DT64V）。

# 结果

#"! 表达工程菌的构建和表达
重组质粒 FB2*!’（ W）69807?,经过 #$%"6&’(R"双

酶切后，得到 ,!!XF左右的片段，表明目的基因已插入
载体 FB2*!’（ W）中（见图 )）。表达质粒经上海英骏生
物技术有限公司测序验证，证实序列完全正确。

图 ) 重组表达质粒 FB2*!’（ W）69807?,的酶切鉴定图
O:VY) RIN=9:Z=:5; I;[Q4I J:VIN=:5; ’;’(QN:N 5\

FB2*!’（ W）69807?,
)"FB2*!’（ W）607?, J:VIN=IJ P:=8 #$%" ’;J &’(R"；#"#CAD6&’(R"W

)*+J$ 4’9]I9 Y

重组质粒转化 & Y ’(,* @7#)（CB*），摇瓶培养诱
导表达后的菌体经 HCH?1D3B检测，在 )$]C处有目
的条带出现，与理论分子量相符，表达产物约占菌体

总蛋白的 *$%，分析其超声上清和超声沉淀，目的
蛋白绝大部分在沉淀中，表明目的蛋白是以包涵体

形式表达（见图 #）。

图 # HCH?1D3B检测工程菌的表达和表达形式
O:VY# HCH?1D3B ’;’(QN:N 5\ 9807?, IKF9INN:5; (I^I( ’;J

IKF9INN:5; =QFI :; & Y ’(,*
)：XI\59I 0123 :;J_Z=:5;；#：’\=I9 0123 :;J_Z=:5;；*，$：FI((I= \954 & Y

’(,* ZI(( (QN’=I；,，/：N_FI9;’=’;= \954 & Y ’(,* ZI(( (QN’=I；.：E‘

4’9]I9 Y
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!"! 工程菌的发酵培养和 #$%&’(的纯化
图 !为工程菌发酵培养过程中的生长曲线和重

组蛋白的表达情况，" # !$为菌体生长时间，! # %&’$
为诱导表达阶段，收罐时菌体湿重为 !%&()*，单位体
积重组蛋白的表达量达 (""+*,-发酵液，重组蛋白
约占菌体总蛋白的 !’.。

图 ! 工程菌发酵培养过程的菌体生长和蛋白表达曲线
/0*1! 23456703 *7895$ 3:; 7$<-=> 6?@76AA08:

;B70:* C67+6:53508:

图 > D=E6@$378A6//层析图谱
/0*1> D=E6@$378A6 4$78+358*73@$F

图 ’ EG=E6@$378A6//层析图谱
/0*1’ EG=E6@$378A6 4$78+358*73@$F

图 >、’ 为 D=E6@$378A6 //和 EG=E6@$378A6 //层
析图，图 %、H为包涵体表达 7$<-=>纯化过程电泳图，
显示了各步纯化效果。经 EG=E6@$378A6 //进一步纯
化，7$<-=>蛋白纯度可达 )I.以上。表 J 为纯化过
程各步纯度和回收率分析。

图 % 7$<-=>经 D=E6@$378A6 //层析纯化电泳图
/0*1% GB70C043508: 8C 7$<-=>

J：KL +3M67；( # >：AB@67:353:5 3C567 0:4NBA08: O8;F 93A$0:*；’：0:NBA08:

O8;F 3C567 93A$0:*；%，H：CN89=5$78B*$ C78+ D=E6@$378A6 4$78+358*73@$F1

图 H 7$<-=>经 EG=E6@$378A6 //层析纯化过程电泳图
/0*1 H EG=E6@$378A6 4$78+358*73@$F

J：KL +3M67；(：AB@67:353:5 8C ;03NFA0A；!：CN89=5$78B*$ C78+ EG=//

4$78+358*73@$F；> # )：P3QN *73;06:5 6NB56; C734508:A C78+ EG=E6@$378A6

4$78+358*73@$F1

表 ) #$%&’(的纯化
*+,-. ) /0#1213+4156 52 #.357,16+64 $07+6 %64.#-.0816 (

R853N
@78560:,+*

R37*65
@78560:,+*

GB705F,. S648T67F,.

R853N @78560: JHJ> %"" !’ J""
UC567 93A$0:* )(H ’J" ’’ I’

V6:35B76 AB@67:353:5 %I’ >I" H" I"
W(’ >’I !)" I’ %’

D=E6@$378A6 (%% (>" )" >"
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!"9 #$%&’(免疫印迹检测结果

L6A567: ON85检测显示，分子量 J’MV处的目的蛋
白能与鼠抗人 <-=>抗体结合而被显色，其它菌体蛋
白不被显色，证实诱导表达的蛋白和纯化的蛋白为

<-=>（图 I）。
!"( :端测序结果
纯化的蛋白测得 P端氨基酸序列为 PX(=K=X=

Y=Z=V=<=R=-=D=[=<=<=Y=R=-=P（Z 一般情况下为 Q），
结果与理论序列一致，进一步表明纯化所得到的

J’MV蛋白是 7$<-=>。

’%)邱 燕等：重组人 <-=>大肠杆菌表达与纯化



图 ! 工程菌表达产物和纯化蛋白的 "#$%#&’()*+%%,’-图谱
.,-/! 010(2345 6’7 "#$%#&’()*+%%,’- &#$8*%

3：010(2345；9："#$%#&’ )*+% /

:：;" <6&=#&；>：)6?%#&,6* *@$6%# )#A+&# ,’78?%,+’；B：)6?%#&,6*

*@$6%# 6A%#& ,’78?%,+’；C：D8&,A,#7 &EFG(C /

!"# $%&’()生物学活性测定
采用 H.(:细胞测定纯化的 &EFG(C，其比活性达

>IJ K :LM 3NO<-。

* 讨论
利用大肠杆菌表达人 FG(C的研究主要集中于 >L

世纪 !L年代末和 PL年代初，但表达报道的结果不尽
人意，重组蛋白一般仅占菌体总蛋白的 JQ R
:LQ［:> S :C］，研究者们也曾采用过一些方法以提高大肠
杆菌 &EFG(C 的表达水平，如采用强启动子 %6?，选择
T90与起始密码子 3H4 之间最佳距离，但表达量的
提高并不明显［:C］。黄欣等根据原核翻译起始序列的

局部二级结构自由能，设计了 3N4上下游序列，并在
人 FG(C基因下游插入部分大肠杆菌 G6?U序列以提高
<TV3 的稳定性，&EFG(C 的表达占菌体总蛋白
BLQ［:!］。采用酿酒酵母分泌表达人 FG(C，表达量仅为
LIM R LI!<-OG培养液［:P］。本研究则对 &EFG(C的表达
系统进行了优化：对编码人成熟肽 FG(C的基因序列
（?1V3）进行密码子分析，根据大肠杆菌的密码子使
用频率，使用大肠杆菌偏爱的密码子，同时对序列进

行 TV3结构的预测，全基因合成优化的 FG(C的基因
序列；在载体的选择上，选用了高效表达载体 D5HBL6
（ W），该载体的多克隆位点上游具有 HX*6?强启动子，
经 F2H4诱导后可以在宿主菌中高效表达外源基因。
通过基因的优化和载体的选择使 &EFG(C的表达量大
大地提高，这为后续包涵体的纯化奠定了基础。

纯化 &EFG(C的关键点在于使变性蛋白按正确折
叠方式复性为具有生物学活性的分子。在摸索纯化

工艺过程中发现，采用 M <+*OG 盐酸胍溶解包涵体

后，快速稀释复性，在复性过程中高达 !LQ的 &EFG(C
在沉淀中，目的蛋白的损失较大；而采用透析复性

法，逐渐降低变性剂浓度，只有少量目的蛋白形成沉

淀，大部分存在于透析上清中。不同的 DY、氧化还
原剂（40Y和 400Y等）、蛋白保护剂（蔗糖，吐温 !L
等）对 &EFG(C的正确复性有一定促进作用。其中含
: <<+*OG 40Y、LI: <<+*OG 400Y、JQ蔗糖和 LI:Q吐
温复性缓冲液效果较好，采用该缓冲液，PLQ以上的
目的蛋白可以复性，蛋白损失较小，而且蛋白的生物

活性保持较好。下一步工作将进一步优化纯化条

件，提高 &EFG(C的得率。

致 谢 感谢上海新生源生物医药有限公司对本论

文做出建设性贡献的所有员工，特别感谢杜碧金、蒋

剑、徐晓燕、陈仰权等。
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F^> 中英文摘要
中文摘要应简洁明确，而英文摘要则可比中文摘要详尽

些，内容上不必完全对应。本刊非常重视英文摘要的写作，

具体要求如下：

F^>^! 字数：综述性文章要求不少于 BCC_.7-3，学术性
文章要求 BCC ‘ >CC_.7-3。

F^>^B 内容：综述性文章的文摘主要应对所述的研究
课题或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术

在目前的发展水平、自己的评论及未来展望等。研究报告的

文摘应主要从目的、过程与方法、结果等几方面来写（不用单

列标题书写）。目的主要是说明作者写此文章的目的，或说

明该研究要解决的问题；过程与方法应重点说明作者的主要

工作过程及使用的方法，引用他人的方法勿在文摘中提出；

结果和结论部分，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部

分表述的观点。对于应用性的文章，如果需要也可在文摘中

适当提及实验条件、使用的主要设备和仪器，结论部分应尽

可能提及本结果和结论的应用范围、应用情况或应用前景。

F^>^F 写法：
!）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句

开头。B）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结
论。F）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不
用，如基因、表达⋯⋯

英文摘要完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘

要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请

英文较好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。

> 特别说明
>^! 关于综述
综述类稿件一定要结合自己的工作，应具备文献新，观

点明，有评论，有展望，切忌资料堆砌。

>^B 关于测序类论文
凡涉及测定 ITP、&TP或蛋白质序列的论文，请先通过

计算机网络进入国际基因库 0QH"（欧洲）或 J#)H’)=（美国）
或 IIH/（日本），申请得到国际基因库接受号（P66#335.) T.1）
后再投来。

>^F 关于版权
>^F^! 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。
>^F^B 凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式

的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作

者如有异议，敬请事先声明。

>^F^F 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如
涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

>^F^> 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄
袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。

>^> 审稿程序及提前发表
>^>^! 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的

稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿件，一般在收到来

稿 F个月之内致函说明原因。打印及复印稿不退，请自留底
稿及原图，特殊情况请在来稿时注明。

>^>^B 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量
为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前

发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重

要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊的严格

审查并通过后，可予提前刊出。

N 发表费及稿费
论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的发表费，

并酌付稿酬，寄送样刊及单行本。发表费 BCC元a面，彩版每面
另加 ACC元（发表费如有调整，以本刊所发通知为准）。

V 编辑部地址
（!CCCAC） 北京市海淀区中关村 中国科学院微生物
研究所《生物工程学报》编辑部

电话a传真：（C!C）VBNN>FCF
0M(’54：6[,b 5(1 ’61 6)； 3+_:b6+5)’[.:7)’4 1 )#* 1 6)

DV@邱 燕等：重组人 2"M>大肠杆菌表达与纯化


