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摘 要 为了在毕赤酵母中表达鼠羧肽酶原 \（</’3,/?’]0<2<:46,92 \，</’DE\）蛋白，以 1@MED1 法从 =H 鼠胰腺细胞中克隆了

E*(!F. 基因，将其插入 <EUDN 载体，EOS#$$$ 介导转入毕赤酵母 S=##J 细胞，在甲醇的诱导下，实现了 </’DE\ 在毕赤酵母中的

成功表达。通过发酵条件的优化，使用 \TSX（<G;[$）培养基，添加 $[J^的酪蛋白水解物，于 !L_，在起始 GH;$$ 达 #$[$ 时，每

隔 #!A 补加 $[J^的甲醇，重组酵母 S=##JM</’DE\ 表达的产物量可达到最高（J$$>8‘W），表达时间可达 #!$A，表达的目的蛋白占

总蛋白的 NI^以上。通过纯化条件的优化，采用两步疏水层析，可使目的蛋白的纯度达 N;^以上，蛋白得率达 "L^，重组

</’DE\ 活化后所得 DE\ 的比活力可达 ##$.‘>8（DE\ 标准品为 #L$.‘>8）。相对分子量测定表明重组蛋白的分子量与理论值极

相近，*M端氨基酸测序进一步表明 </’DE\ 基因在毕赤酵母中得到了正确的表达和翻译后加工修饰。
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羧肽酶 6（+#&3"P0%’%!(<#-’ 6，456）是一类水解

蛋白或多肽底物 4O端 Q0- 或 L&@ 的金属蛋白酶［B］。

羧肽酶 6 由胰腺细胞分泌，起初以含信号肽及前肽

的前羧肽酶原 6（%&’%&"+#&3"P0%’%!(<#-’ 6）形式存在，

在转运至内质网的过程中被信号肽酶切除掉信号肽

而形成无活性的羧肽酶原 6（%&"+#&3"P0%’%!(<#-’ 6，

%&"456），羧肽酶原 6 在小肠经胰蛋白酶特异水解剪

切前肽后而被活化［K］。成熟的鼠羧肽酶 6 含 =CR 个

氨基酸，其前体中的信号肽和前肽分别由 B= 个氨基

酸及 7G 个氨基酸组成［=］。每摩尔羧肽酶 6 中含一

个锌原子，它是羧肽酶 6 发挥功能活性所必须的。

当前，羧肽酶 6 已广泛应用于蛋白质、多肽的

末端修饰［S］，急性胰腺炎及胰腺植皮排斥的血清标

记［G］，尤其在胰岛素原活化为胰岛素的过程中，羧肽

酶 6 是不可缺少的双酶（胰蛋白酶及羧肽酶 6）之

一［8］。456 活性的高低及其稳定性是影响胰岛素原

活化得率的重要因素。到目前为止，商业途径获得

的羧肽酶 6 主要从猪胰脏中提取，使得产品价格昂

贵，同时也不可避免地混杂有其它蛋白酶，如胰蛋白

酶，胰凝乳蛋白酶。

除了从胰腺组织中直接提取外，羧肽酶 6 也可

通过重组工程途径获得。T#!")［R］和 U’)!,&#［>］等曾

在毕赤（!"#$"% &%’()*"’）酵母中分别表达了人血浆羧

肽酶原 6 和猪胰腺羧肽酶原 6，但表达量较低。目

前，国内外有关鼠 456 重 组 表 达 的 研 究 较 少，仅

V#&!2#)［7］、Q(［BC］等研究了鼠 456 在大肠杆菌中的原

核表达，但其在真核系统中的表达还未见报道。本

实验实现了鼠羧肽酶原 6 全长蛋白在毕赤酵母表

达系统中的成功表达，产物性质稳定，表达量高达

GCC2@DQ；重组蛋白的氨基酸序列测序及活性测定结

果表明鼠 %&"456 基因在毕赤酵母中实现了正确地

表达及后修饰加工过程，这些结果为规模化生产羧

肽酶 6 奠定了基础。

) 材料与方法

)*) 材料

EJ 鼠购自军事医学科学院实验动物中心。质

粒 %5W47，大肠杆菌菌株 JVG!，毕赤酵母菌株 ! .
&%’()*"’ XEBBG 均为本实验室保存。总 YNL 提取试

剂盒及 LFU 第一链 +JNL 合成试剂盒为上海生工

公司产品；JNL 回收试剂盒为 Z. 6("@’)’ 公司产品；

质粒快速提取试剂盒为 5&"2’@# 公司产品。

JNL 聚合酶，/S 连接酶及其它限制性内切酶均

为 /#[#Y# 公司产品；酵母抽提物及蛋白胨为 \P(<
公司产品，]N6 为 J(1+" 公司产品，456 标准品及

6("!() 为 E(@2# 公司产品；其它试剂均为国产分析

纯。

)*+ 方法

常规分子生物学操作参照《分子克隆实验指南》

进行。

)*+*) EJ 鼠胰腺总 YNL 提取及 +JNL 合成：取 EJ
鼠新鲜胰脏，剪碎后液氮速冻，提取操作按上海生工

公司 ^NWZOBC 柱式总 YNL 抽提试剂盒指南进行；第

一 +JNL 链的合 成 按 上 海 生 工 公 司 LFU 第 一 链

+JNL 合成试剂盒操作指南进行。扩增目的基因

时，以合成的 +JNL 为模板，用上游引物 Y456B（G_
44X4/4XLXLLLLXL4L/X4//44XLXXLX4L4 =_，含

+$) " 位 点 ） 和 下 游 引 物 Y456K （ G_
4XXLL//4//LL/L/LXL/X//4/4XXL4L/LL// =_，
含 ,#)Y"位点）扩增 &*)-!. 基因。反应条件为：

7G‘ G2()；7S‘ =C-；GG‘ SC-；RK‘ K2()，=C 个循环；

RK‘延伸 BC2()。

)*+*+ 重组表达载体的构建与鉴定：将以玻璃奶回

收的 54Y 扩增目的片段经 +$)"和 ,#)Y" 双酶切

后与经相同的酶双酶切的 %5W47 穿梭载体在 BK‘过

夜连接，连接产物转化大肠杆菌 JVG!，提取阳性转

化子的重组质粒，进行双酶切及质粒 54Y 鉴定，鉴

定条件与原条件相同，同时送上海博亚公司进行

JNL 测序。

)*+*, 酵母细胞的转化、筛选与鉴定：按 W)A(!&"@’)
公司操作手册，以 5TXBCCC 法将经 /%#"线性化后

的 %5W47O%&"456 重组质粒转入毕赤酵母 XEBBG 中，

转化产物涂布选择性 FF 平板，=C‘培养 = a S<。毕

赤酵母 XEBBG 为 V(- 缺陷型菌 株，只 有 重 组 质 粒
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!"#$%&!’($") 整合入其基因组中，表达 *+, 后，菌种

才能在不含 *+, 的选择性平板 -- 或 -. 上生长而

起筛选作用。通常，以 !"#!线性化的重组质粒转

化 /0112 后的重组子为 -345 型，即甲醇利用型。筛

选时，挑选出既能在 -- 平板生长，又能在 -. 平板

上生长的重组子，便为 -345 型。鉴定时，以 -345 型

重组子为模板，用原引物按原条件进行 "$6 反应，

来确定 /0112 酵母重组子基因组中是否含有外源目

的基因。

!"#"$ 重组酵母的诱导表达与分析：挑取重组酵母

单菌落于 7". 培养基中活化后，接种于 )-/7 培养

基中，89:，88;’<=+> 培养至 $%?;; 达 1@; 左右，开始

以每 8AB 一次的速度加入终体积为 ;@2C的甲醇进

行诱导，培养 ?;B 后，取上清作 0.0&"D/E 电泳分

析，筛选出表达量高的菌株。

!"#"% 表达条件的优化：选取表达量最高的一株

/0112&!’($")，分别从甲醇诱导浓度、起始诱导菌密

度、最 适 表 达 时 间、添 加 酪 蛋 白 水 解 物 及 "-0F
（!BG>HI=G4BHI,3I!B(>HI JI3(’+KG，苯甲基磺酰氟，一种

蛋白酶抑制剂）的浓度 2 个方面进行表达条件的优

化。

!"#"& 表达产物的纯化：

（1）重组 !’($") 蛋白的纯化：

将培养菌液离心后，进行 !BG>HI ,G!BL’(,G FF 疏

水层析或 .EDE F F 离子交换层析。疏水层析时，平

衡液 D 为 8; ==(I<M N’+,&*$I，含 1 =(I<M（O*A）8 0PA，

!* Q@;，洗脱液 ) 为 8; ==(I<M N’+,&*$I，!* Q@;；离

子交换层析时，平衡液 $ 为 8; ==(I<M N’+,&*$I，!*
9@;，洗脱液 . 为 8; ==(I<M N’+,&*$I，含 ;@2 =(I<M
OL$I，!* 9@;。

（8）纯化后 !’($") 的活化：

以双缩脲法测定纯化后 !’($") 的浓度，计算出

!’($") 的质量。活化时以 1 R8;;（4’H!,+>：!’($")）的

质量比加入胰蛋白酶，在 SQ:反应 8B 后，以终浓度

为 ;@1==(I<M 的 "-0F 终止反应。

（S）活化产物 $") 的纯化：

活化后的 $") 也进行 !BG>HI ,G!BL’(,G FF 疏水

层析或 .EDE FF 离子交换层析。各步纯化后的样

品进行 0.0&"D/E 电泳，样品纯度分析用 /G>G/G>+3,
凝胶成像系统进行。

!"#"’ 重组 $") 的相对分子质量测定及 O 端氨基

酸测序：纯化后的重组 $") 经 0G!BL’T’HI 0&1;; *6
脱盐，收集峰尖，样品送中国医学科学院实验中心进

行相对分子质量测定及 O 端氨基酸测序。

!"#"( 重 组 $") 的 活 性 鉴 定：$") 活 力 测 定 以

1==(I<M O&马脲酰精氨酸（*+!!3’HI&M&D’U，)/D）为底

物，在 82==(I<M N’+,（含 ;@1=(I<M OL$I，!*Q@?2）溶液

中，常温条件下检测 $") 与 O&马脲酰精氨酸的反应

产物在波长 82A>= 处单位时间内的吸收值变化［11］。

每隔 S;, 读数 1 次，2=+> 内吸收值的增值应呈线性，

否则酶液应稀释后再测。

# 结果

#"! )*+,-. 基因的克隆

6OD 模板的完整性是获得全长 T.OD 及 "$6 扩

增成功的基础。将所提的总 6OD 作甲醛变性琼脂

糖电泳，结果如图 1&L 所示，可见有清晰的 89, 及 19,
’6OD 条带，二者之比约 8 R1，表明 6OD 基本没降解。

紫外分光光度计测定 &8?;：&89; V 1@9，表明其纯度符

合逆转录要求。

图 1 总 6OD 甲醛变性电泳及 !’($") 基因的琼脂糖电泳

F+UW1 F(’=LIKGBHKG KG>L43’L4GK LUL’(,G GIGT4’(!B(’G,+,
L>LIH,+, (J 4(4LI 6OD L>K >(’=LI GIGT4’(!B(’G,+, (J !’($") UG>G
-W .OD -L’XG’；1：N(4LI 6OD (J 0. ’L4 !L>T’GL,；8：D=!I+J+TL4+(>

!’(K3T4+(> (J ’()*+, UG>GW

T.OD 合成时，以总 6OD 为模板，在禽类成髓纤

维病毒逆转录酶（D-Y&6N）催化下，采用热启动法进

行。逆转录前先将 6OD 于 Q;:加热变性 2=+>，然

后冰 浴，逆 转 录 反 应 在 SQ: 条 件 下 进 行 1B。以

T.OD 为 模 板，用 6$")1Z6$")8 引 物 进 行 "$6 扩

增，得到一条 18;;[! 左右的条带（图 1&[）。扩增所

用的上游引物 6$")1 和下游引物 6$")8 分别引入

了 -.)!和 /#)6!的酶切位点，可使 "$6 扩增片段

插入到 !"#$% 穿梭载体的相应酶切位点中，并保证

!’($") 片段插入到表达载体阅读框内的正确性。

#"# 表达载体的构建与鉴定

!’($") 基 因 的 "$6 扩 增 片 段 经 -.) ! 和

/#)6!双酶切，与经相同的酶双酶切后的表达载体

!"#$% 进行连接，转化大肠杆菌 .*2"，重组质粒命名

为 !"#$%&!’($")，重组质粒 !"#$%&!’($") 的构建过

S?王德解等：鼠羧肽酶原 ) 在毕赤酵母中的表达、纯化与鉴定



程如图 ! 所示。鉴定时，提取重组质粒以相应的引

物及条件进行 "#$ 鉴定，同时用 !"#!和 $%#$!双

酶切鉴定，"#$ 扩增出了约为 %!&&’( 的片段，双酶

切时 切 出 了 约 为 %!&&’( 的 &’#()* 基 因 片 段 和

)&&&’( 左右的载体片段（图 *），结果与预期所能得

到的 片 段 大 小 相 符。 测 序 结 果 与 预 期 的 序 列

（+,-./-0 号：123 &%!4**）一致，未发现有碱基突

变，鉴定结果说明了表达载体构建的正确性。

图 ! 表达载体 ("5#67(89#". 的构建示意图

:;<=! #9->?8@A?;9- ;BB@>?8/?;9- 9C ("5#7(89#". ,D(8,>>;9- E,A?98

图 * 重组质粒的双酶切及 "#$ 鉴定

:;<=* F;<,>?;9- /-G "#$ AH/8/A?,8;I/?;9- 9C ("5#67(89#".
2：F1J 2/80,8 FK%4&&& /-G FK!&&&； %： G;<,>?,G (89G@A?> ’L

$%#$!M!"#!；!："#$ (89G@A?> 9C (89#". <,-,=

!"# 重组酵母的诱导表达及表达条件优化

按 %N!N* 所 述 方 法 转 化 酵 母 细 胞，转 化 子 以

"#$ 法鉴定，琼脂糖凝胶电泳结果表明 6&O的转化

子为阳性转化子。从 2F 平板上挑取转化重组子 )
株，根据 5-E;?89<,- 公司提供的 ) = &+,-#’., 酵母表达

操作指南，在 .2+P 培养基中于 !)Q，!!&8MR;- 培养

至 /0S&& 达 %N& 左 右，开 始 每 隔 !TH 补 加 &N4O
（1 M1）甲醇诱导目的蛋白表达，诱导表达 S&H 后，离

心取上清作 UFU7"J+V 还原电泳，考马斯亮蓝 +7!4&
染色，选取表达量最高的一株重组子进行表达条件

的优化。

在优化表达条件时，分别从甲醇诱导浓度、添加

酪蛋白水解物及 "2U:（一种蛋白酶抑制剂）的浓度、

最适表达时间、起始诱导菌密度 4 个方面进行。结

果显示：每 %!H 添加 &N4O 的甲醇诱导时表达量最

高，每 !TH 添加 %N&O时次之，每 %!H 添加 %N&O时随

后，每 !TH 添加 &N4O的甲醇诱导时表达量最低（图

T /）；在培养基中添加 &N4O的酪蛋白水解物时，可

促进目的蛋白的表达，增至 %N&O时，无明显差异，

添加量达 !N&O时，表达量反而降低（图 T ’）；在培

养基 中 添 加 *R2 的 "2U: 时 无 明 显 差 异，添 加

%RR9BMK 或 4RR9BMK 时表达量反而下降（图 T A）；在

诱导 *SH 后开始有表达带，且随着诱导时间的延长，

表达量呈逐渐增加的趋势，且目的蛋白很少降解，诱

导可持续 %!&H（图 T G）；随着起始菌密度的增加，表

达量有增加的趋势，但当起始菌密度达 !& /0S&& 时，

表达量反而下降，这可能是引起培养基中溶氧量及

营养供应的限制所致（图 T ,）。

图 T 不同条件下重组酵母表达 (89#". 的 UFU7"J+V 分析

:;<=T UFU7"J+V /-/BL>;> 9C ,D(8,>>;9- >@(,8-/?/-? 9C
+U%%47(89#". @-G,8 G;CC,8,-? A9-G;?;9->

/ W A：VD(8,>>;9- >@(,8-/?/-?> X;?H G;CC,8,-? A9-A,-?8/?;9- 9C R,?H/-9B，

A/>/R;-9 /A;G /-G "2U:；G：VD(8,>>;9- >@(,8-/?/-?> X;?H G;CC,8,-?

;-G@A, ?;R,；,：VD(8,>>;9- >@(,8-/?/-?> X;?H G;CC,8,-? ;-G@A, ;-;?;/B

/0S&&

!"$ 表达产物的纯化及优化

重组酵母 +U%%47(89#". 诱导后的表达产物按

前述方法进行纯化。凝胶薄层扫描分析结果显示，

表达上清中的 (89#". 占总蛋白的 6TO，经活化及 !
步层析后的 #". 样品纯度可达 6SO以上。表达产

物各纯化步骤样品的 UFU7"J+V 结果见图 4。在纯

化过程中我们发现，随着纯化步骤的增加，蛋白得率

也相应降低。通过分析各步骤的蛋白得率，结合

TS (".23,3 4#5’2+6 #7 *.#-3%"2#6#89 生物工程学报 !&&Y，Z9BN!*，19N%



!"!#$%&’ 电泳结果，在优化纯化步骤时省去了两步

使蛋白损失极大的离子交换层析，而保留了第一步

的疏水层析，因为上清中的色素较易被疏水层析而

不是离子交换去除，优化后的蛋白得率由 ()*+提

高到 ,-+，提高了近 . 倍（结果见表 /）。因为羧肽

酶原 0 无活性，须经胰蛋白酶切割前肽后才显示羧

肽酶 0 活性，所以没有用总酶活来衡量纯化效果，

而是用蛋白得率衡量。

图 1 重组蛋白各步纯化样品的 !"!#$%&’ 电泳图谱

23451 !"!#$%&’ 67689:3: ;< =>;?$01@ 67A ?$01@
6<BC> C6DE :BC= =F>3<3D6B3;7

G：H;I J;8CDF86> =>;BC37 J6>KC>；/：’L=>C::3;7 :F=C>76B67B ;< =>;?$0；

M：NCD;JO3767B =>;?$0 6<BC> =EC798 :C=E6>;:C 22；,：NCD;JO3767B

=>;?$0 6<BC> "’%’ :C=E6>;:C 22；.：NCD;JO3767B ?$0 6<BC> 6DB3P6BCA

O9 B>9=:37； 1： NCD;JO3767B ?$0 6<BC> =EC798 :C=E6>;:C 22； @：

NCD;JO3767B ?$0 6<BC> "’%’ :C=E6>;:C 225

!"# 重组 $%& 的相对分子质量测定及 ’ 端氨基酸

测序

经测定，重组 ?$0 的相对分子质量为 ,1)/K"，

与理论值（,1)MK"）相差 Q)M-+。R 端氨基酸测序显

示重组 ?$0 R#端的 . 个氨基酸为 %!&S，与理论值

完全相符。

!"( 重组 $%& 的活性鉴定

测定时以时间（ !）为横坐标，"M1. 为纵坐标作

图，在直线部分任选一个时间间隔（ !）与相应的光吸

收值变化（!"M1.），按如下公式计算 ?$0 的活力单位

和比活力。

酶的活力单位（F）T !"M1.

! U Q)/M

酶比活力单位（FVJ4）T!"M1. U /QQQ
! U!U Q)/M

Q)/M 为光密度值每增加 Q)/M 定义为 / 个 0&%
活力单位，/QQQ 为 ?$0 的"4 数转换成 J4 数的转换

值，!为测定时所用 ?$0 量（"4）。一个酶活力单位

（F）定 义 为 在 M1JJ;8VH W>3:（ 含 Q)/J;8VH R6?8，
=S*)@1）溶液中，M1X条件下，每分钟催化 /"J;8VH
S3==F>98#H#%>4 底物引起反应物在 M1.7J 处吸收值

增加 Q)/M 的酶量。经测定，?$0 标准品的比活力为

/-QFVJ4，重组 ?$0 的比活力为 //QFVJ4。重组 ?$0
及 ?$0 标准品的活力测定曲线见图 @。

表 ) 重组 *+,$%& 和 $%& 的纯化

-./01 ) %2+3435.63,7 ,4 +15,8/37.76 *+,$%& .79 $%&
$F>3<3D6B3;7 :BC= W;B68 =>;BC37（J4） W;B68 6DB3P3B9（F） !=CD3<3D 6DB3P3B9（FVJ4） $>;BC37 93C8A（+）

?F8BF>C :F=C>76B67B ,.Q Y Y /QQ
$EC798 !C=E6>;:C 22 /.@ Y Y .,

%DB3P6B3;7 /.@ @1*Q .1 .,
$EC798 !C=E6>;:C 22 /,Q /.,QQ //Q ,-

图 @ ?$0 活力测定曲线

2345@ WEC 6DB3P3B9 ACBC>J376B3;7 DF>PC ;<
>CD;JO3767B ?$01@ 67A :B67A6>A ?$0

: 讨论

毕赤酵母系统是一个近年来发展很快的优秀真

核表达系统，它具有：（/）培养方法成熟、廉价；（M）表

达量高；（,）表达的内源蛋白含量少，产物易于纯化；

（.）对表达的产物可进行加工折叠和修饰等特点，已

有数百种蛋白在毕赤酵母中成功表达，且数量在不

断增加［/M，/,］。

提高外源蛋白在毕赤酵母中的表达量一直是众

多研究者的关注点。&F6>76 等［/.］发现，按照每 M.E
添加 Q)1+（# V#）甲醇的添加量，甲醇将在 /QE 之内

耗完，剩下的 /.E 菌体都处于甲醇饥饿状态，影响目

的蛋白的表达。我们的实验结果也证实每 M.E 添加

Q)1+的甲醇时表达量最低，而以每 /ME 添加 Q)1+
的甲醇诱导时表达量最高。根据 Z7P3B>;4C7 公司提

供的 $ 5 %&’!()*’ 酵母表达操作指南，GFB[ 型酵母重

组子诱导起始菌密度在 /)Q +, 即可，但一般来说，

1@王德解等：鼠羧肽酶原 0 在毕赤酵母中的表达、纯化与鉴定



高的生物量可相应地增加总的蛋白表达量。在通过

比较诱导起始菌密度（!"!""）分别为 #$"，%$"，#" 及

&" 的 ’ 组培养菌液在 ’()，!") 和 *&) 时目的蛋白的

表达量差异后发现，随着起始菌密度的增加，表达量

也相应增加。毕赤酵母有 + 种主要的蛋白水解酶，

即蛋白酶 ,、- 及羧肽酶 .。在表达过程中，由于少

量细胞破裂，有部分蛋白酶释放到培养基中，导致表

达产物不稳定或被降解。根据文献［#%］的报道，在

培养基中添加 #$"/的酪蛋白水解物或添加终浓度

为 +001234 的 5678 时，可明显提高目的蛋白的表达

量。本实验显示，当培养基中酪蛋白水解物的添加

量为 "$%/ 时，表 达 量 高 于 对 照 组，而 非 #$"/。

5678 是一种蛋白水解酶抑制剂，本实验发现在培养

基中添加 5678 并未提高目的蛋白的表达。这可能

是因为表达的羧肽酶原 - 很稳定，即使在诱导 #&")
后降解也很轻微的结果。

能从成千上万种蛋白质混合物中纯化出一种蛋

白质的原因是不同蛋白质在他们的许多物理和化学

性质上有着极大的不同。这些性质是由于蛋白质的

氨基酸数目和序列不同造成的［#!］。巴斯德毕赤酵

母能够对表达产物进行正确的翻译后加工，我们采

用分泌型表达，这就省去了对表达产物进行复性处

理等步骤，给下游纯化带来了极大的方便。羧肽酶

源 - 无活性，必须经过胰蛋白酶的特异切割后才能

显示其固有的催化活性，因此从表达上清到得到

95-纯品的过程也是对 :;195- 及 95- 两种蛋白进

行纯化的过程，这样就相应地增加了纯化步骤，降低

了蛋白的得率。实验时，我们按照文献［( < #"］报道

的方法对 :;195- 及 95- 均进行了疏水层析和阴离

子交换层析两步处理，最后得到的重组 95- 的纯度

大于 =%/，但蛋白得率仅有 =$*/。于是我们在优

化纯化步骤时省去了两步使蛋白损失极大的离子交

换层析，而保留了其中的疏水层析，最后使蛋白得率

提高了近 ’ 倍（由 =$*/升到 +(/）。

总之，本实验以毕赤酵母为表达系统，利用醇氧

化酶 #（,>?#，@2A1)12 1BCD@EF#）强启动子成功地表达

了目的蛋白羧肽酶原 -，并在!G因子信号肽的引导

和 HI?& 的切割作用下分泌到胞外，表达的重组蛋

白不易降解。通过诱导培养条件的优化，得到了一

个较优的表达条件，该条件下重组蛋白的表达量高

达 %"" 0J34。经过两步纯化，重组蛋白的得率达到

+(/，纯度高达 =!/，其比活力为 ##"K30J（95- 标准

品为 #("K30J）。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ # ］ ,LC2FE 8?，MFND;F22 OP 9@;Q1BR:F:SCD@EF -P TN：-@;;FSS , O，
U;@V2CNJE W X，Y1FEENF; O 8P Z@NDQ11[ 1\ 5;1SF12RSCA IN]R0FEP
7@N XCFJ1：,A@DF0CA 5;FEE，#==(，::P#+++ ^ #++%$

［ & ］ 5FD;1 -5，71NC@ 76，9122 6，#$ %& P ZK0@N 5;1A@;Q1BR:F:SCD@EF
-：_);FFGDC0FNEC1N@2 7S;KASK;F @ND T0:2CA@SC1NE \1; _);10QCNG
@ASCL@S@Q2F 8CQ;CN12RECE TN)CQCS1;（_,8T）P ’()*+%& (, -(&#.)&%*
/0(&(12，&""&，’()（+）：%+* ^ %’*$

［ + ］ 92@KEF; I，‘@;DF22 7O，9;@C[ 97，#$ %& P 7S;KASK;@2 A)@;@ASF;C]@SC1N
1\ S)F ;@S A@;Q1BR:F:SCD@EF ,# @ND - JFNFEP 910:@;@SCLF @N@2RECE 1\
S)F ;@S A@;Q1BR:F:SCD@EF JFNF \@0C2RP ’()*+%& (, /0(&(10.%&
34#506$*2，#=((，(*’（++）：#*(+* ^ #*(’%$

［ ’ ］ 7[CDJF2 U,，I;D1E I‘P 9F22K;@; A@;Q1BR:F:SCD@EFEP 755)+(&(10.%&
8#90#:6，#==(，)*)（#）：#&= ^ #’#$

［ % ］ 7@F] O，6@;SCNF] O，_;CJ1 9，#$ %& P , A10:@;@SCLF ESKDR 1\ S)F
@ASCL@SC1N :F:SCDF 1\ A@;Q1BR:F:SCD@EF - @ND S;R:ECN1JFN @E F@;2R
:;FDCAS1;E 1\ S)F EFLF;CSR 1\ @AKSF :@NA;F@SCSCEP ;%+.*#%6，&""’；(+

（#）：= ^ #’$
［ ! ］ 9)FN Oa，b)@NJ Z_，ZK 6Z，#$ %& P 5;1DKASC1N 1\ )K0@N CNEK2CN

CN @N < P .(0& ERESF0 VCS) 6FG4REG)K0@N :;1CNEK2CN @E S)F FB:;FEEFD
:;FAK;E1; P =>>&0#? /0(.4#506$*2 %+? /0($#.4+(&(12，#==%，,,（#）：%
^ =P

［ * ］ I@S1N X4，6@221R -I，_E@C 75， #$ %& P TE12@SC1N，012FAK2@;
A21NCNJ，@ND :@;SC@2 A)@;@ASF;C]@SC1N 1\ @ N1LF2 A@;Q1BR:F:SCD@EF -
\;10 )K0@N :2@E0P ’()*+%& (, /0(&(10.%& 34#506$*2，#==#，(**

（+&）：&#(++ ^ &#(+($
［ ( ］ MFNSK;@ 7，MC22FJ@E M，7SF;NF; O，#$ %& P 6@::CNJ S)F :;1G;FJC1N 1\

A@;Q1BR:F:SCD@EF - QR :;1SFCN FNJCNFF;CNJP ’()*+%& (, /0(&(10.%&
34#506$*2，#===，(-.（&(）：#==&% ^ #==++$

［ = ］ Z@;S0@N O， 8K2J@ W， 6FNDF21LCSA) 7， #$ %& P 5;1DKASC1N 1\
IN]R0@SCA@22R ,ASCLF UFA10QCN@NS 9@;Q1BR:F:SCD@EF -P c7,：

%=’(!!(，#=== ^ "= ^ "*$
［#"］ 4C 7?，b)@NJ .O，‘1NJ .，#$ %& P 921NCNJ @ND IB:;FEEC1N 1\ @ WFV

U@S 5;1A@;Q1BR:F:SCD@EF - ‘FNF CN IP A12C @ND 5K;C\CA@SC1N 1\
UFA10QCN@SC1N 9@;Q1BR:F:SCD@EF -P ;*($#0+ %+? ;#>$0?# @#$$#*6，
&""+，)/（!）：%(# ^ %="P

［##］ 812[ OI，5CF] H,，‘2@DNF; O,， #$ %& P 9@;Q1BR:F:SCD@EF -P
’()*+%& (, /0(&(10.%& 34#506$*2，#=!"，(’,（(）：&&*& ^ &&**P

［#&］ 9;FJJ 6O，9F;FJ)CN1 O4，7)C O.， #$ %& P UFA10QCN@NS 5;1SFCN
IB:;FEEC1N CN 5CA)C@ :@ES1;CEP -(&.)&%* /0($#.4+(&(12，&"""，)*

（&）：&+ ^ %&P
［#+］ XCNJ .8（丁云菲），4CK .（刘勇），X@C 9-（戴长柏）P ,DL@NAFE

CN ;0.40% >%6$(*0E FB:;FEEC1N ERESF0P 340+#6# /)&&#$0+ (, @0,#
A.0#+.#6，&""+，),（#）：&! ^ +#$

［#’］ ‘K@;N@ 66，91SF Z9，,0@ND1;1N I,，#$ %& P INJCNFF;CNJ \@AS1;
? \KEC1NE \1; FB:;FEEC1N CN ;0.40% >%6$(*06 P =++%&6 (, $4# B#: C(*D
=.%?#52 (, A.0#+.#6，#==!，)（#&）：+=* ^ ’"" P

［#%］ Y11 OZ，4CK ..，WFLC22F X6， #$ %& P ‘FNF 1:SC0C]@SC1N CE
NFAFEE@;R S1 FB:;FEE @ QCL@2FNS @NSCG)K0@N @NSCG_ AF22 C00KN1S1BCN
CN ;0.40% >%6$(*06 P ;*($#0+ <E>*#660(+ %+? ;)*0,0.%$0(+，&""&，(,

（&）：&*" ^ &(&P
［#!］ 6@;E)@[ XU，H@D1N@J@ UU，-K;JFEE UU， #$ %& P 7S;@SFJCFE \1;

5;1SFCN 5K;C\CA@SC1N @ND 9)@;@ASF;C]@SC1N： , 4@Q1;@S1;R 91K;EF
6@NK@2 P 921D 7:;CNJ Z@;Q1; 4@Q1;@S1;R 5;FEE，#==!，::P# ^ ’$

!! 340+#6# ’()*+%& (, /0($#.4+(&(12 生物工程学报 &""*，M12$&+，W1$#




