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摘  要 : 为提高重组人心房利钠肽 (Atrial natriuretic peptide，ANP) 的表达量，将 3 个 ANP 通过赖氨酸 

(Lysine，K) 串联，并构建相对应的重组表达载体 pET28a(+)/ANP3。转染大肠杆菌进行诱导表达，目的蛋白约

占菌体总蛋白的 60%。经过包涵体变复性，赖氨酸酶 (Lys-C) 和羧肽酶 (CPB) 水解，以及一系列层析纯化，

每升培养液可获得约 16 mg 的 ANP 蛋白。最终，纯化后的 ANP 经 UPLC 及 Tricine SDS-PAGE 鉴定，纯度大

于 90%，LC-MS 鉴定显示其分子量为 3 080 Da，且为二硫键正确形成的 ANP 单体，通过 ELISA 试剂盒检测，

其具有和参比品一致活性。本研究为 ANP 的大规模制备打下了基础。同时，所采用的串联表达技术也为其他

多肽类药物的重组表达提供了新的思路。 

关键词 : 心房利钠肽，串联表达，多肽纯化  
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Prokaryotic expression, purification and identification of 
recombinant human atrial natriuretic peptide 
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Abstract:  In order to improve the expression of recombinant human atrial natriuretic peptide (ANP), a new plasmid 

(pET28a(+)/ANP3) containing 3 tandem ANP genes with lysine codon as the interval linker, was constructed. Target gene 

was transformed into Escherichia coli BL21 (DE3) and induced by IPTG, about 60% of the total-cell-protein was the target 

protein, His6-ANP3. After denaturation and refolding, it was digested by Endoproteinase Lys-C and Carboxypeptidase B 

(CPB) and then purified by a series of purification processes, about 16 mg purified ANP monomer could be obtained from 

one liter bacteria broth of shaking culture. Ultimately, the purity of protein was above 90% determined by UPLC and 

Tricine SDS-PAGE, its molecular weight was 3 080 Da according to LC-MS identification and it was proved to be 

equivalent to the reference product by ELISA. The use of tandem gene expression can provide a new possible model for the 

expression of other peptide drugs. 

Keywords:  atrial natriuretic peptide, tandem expression, peptides purification 

 

人心房利钠肽  (ANP) 是由人心房肌细胞

分泌的一种小肽激素，由 28 个氨基酸组成，其

中的 17 个氨基酸通过一对二硫键连接形成闭合

环，而氨基端和羧基端分别有 6个和 5个氨基酸

组成的短链 (图 1)。研究表明，ANP 具有舒张

血管、降低血压、增加血管通透性以及利钠、利

尿等作用[1]，并能对抗肾素-血管紧张-醛固酮系

统，在调节心血管系统[2-4]和盐水代谢平衡中也

发挥着重要的作用[5-6]。目前，重组人心房利钠

肽[7]，主要用于心力衰竭的治疗[8-10]。 

作为多肽类药物，ANP 因分子量较小，目

前主要采用化学合成的方法和重组表达进行大

规模制备。然而，基因重组表达技术的发展，尤

其是串联表达技术开发为多肽的制备提供了另

一种选择方案[5-8]。为提高 ANP的表达量，降低

重组表达成本，本研究采用 3 个 ANP 基因进行

串联表达的模式，首次在大肠杆菌中重组表达融

合蛋白 His6-K-ANP-K-ANP-K-ANP(His6-ANP3)，

其中在 ANP 与融合标签以及 ANP 之间均加入

赖氨酸 K。串联融合蛋白在经过变复性，Lys-C 

(Endoproteinase Lys-C) 和 CPB (Carboxypeptidase 

B) 酶切后，经过层析纯化，可得到正确形成二

硫键内肽环的单体 ANP。经 Tricine-SDS-PAGE[15]

和 HPLC 鉴定，蛋白纯度大于 90%，LC-MS 结

果显示目的蛋白为单体 ANP 且无明显氧化及脱

氨基修饰。 
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图 1  ANP 的氨基酸序列和结构图[1] 

Fig. 1  Amino acid sequence and structure of atrial 
natriuretic peptide(ANP) [1]. 

 

1  材料与方法 

1.1  材料   

1.1.1  质粒及菌株  

大肠杆菌 TG1、 BL21 (DE3) 及质 粒 

pET28a(+)为本实验室保存，pGEM-T vector购自

Promega公司。 

1.1.2  基因合成及引物设计  

由 Invitrogen公司全基因合成含 3个通过赖

氨酸 K 连接的串联 ANP 基因序列 (每个片段  

84 bp)，即 pMD18-T/ANP3，并设计引物：正向

引物(5′–3′) CATATGGACGACGACGACAAGTCT 

(含 DDDDK，以利于复性后蛋白标签的酶切去

除)，限制性酶切位点是 NdeⅠ；反向引物为(5′–3′) 

AAGCTTCTATCATTAGTAGCGAAAGGAGTTA

CAGC，限制性酶切位点是 Hind Ⅲ。 

1.1.3  主要试剂   

限制性内切酶、DNA Marker 2000、λ-Hind III 

digest DNA Marker购自 TaKaRa公司。T4 DNA 

连接酶、Go-Taq Green Master Mix购自 Promega

公 司 。 ANP 标 准 品 购 自 Chinese Peptide 

Company。蛋白 Marker 购自 Thermo Scientific

公司。琼脂糖购自 Amresco公司。胰蛋白胨、酵

母提取物购自 Oxoid公司。色谱级乙腈、质谱级

甲酸购自 Sigma 公司。色谱级三氟乙酸购自

TEDIA 公司。 Ni2+层析填料购自美国 GE 

Healthcare 公司。Nuvia S 层析填料购自美国

Bio-Rad 公司。 ACQUITY UPLC BEH C18 

Column (1.7 µm，2.1 mm×100 mm)、ACQUITY 

UPLC BEH300 C4 (1.7 μm，2.1 mm×50 mm) 均购

自美国Waters公司。Human ANP (h-ANP) ELISA 

Kit (检测范围：20−480 pg/mL) 购自上海酶研生

物技术有限公司。其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

超纯水，Milli-Q系统：Millipore公司产品；

AKTA Purifier纯化仪：GE公司；串联四级杆飞

行时间质谱仪 Xevo G2-S QTof：Waters公司；超

高效液相色谱层析系统，Acquity UPLC H-Class 

Bio系统：Waters公司；多功能酶标仪，SpectraMax 

M5，Molecular Devices。 

1.3  方法 

1.3.1  pET28a(+)/ANP3 原核表达载体的构建

和鉴定 

以全基因合成的 pMD18-T/ANP3克隆质粒为

模板，PCR扩增获得含有限制性内切酶 Nde Ⅰ和

Hind Ⅲ酶切位点的目的基因片段。2%琼脂糖凝胶

电泳后，切胶纯化回收目的 DNA片段，并将回收

片段与载体 pGEM-T-Vector 连接，转化 TG1感受

态细胞，利用质粒 DNA抽提试剂盒提取质粒后酶

切鉴定，并测序鉴定；再用 Nde Ⅰ和 Hind Ⅲ从

测序正确的 T载体上切下目的片段，2%琼脂糖凝

胶电泳，胶回收目的片段，与经过同样酶切的表

达载体 pET28a(+) 连接，转化 TG1，然后挑克隆，

提取质粒，再进行酶切鉴定，选一个鉴定正确的
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质粒，再转化表达菌株 BL21 (DE3)，最后鉴定并

保存正确的种子菌株。 

1.3.2  ANP3重组蛋白的诱导表达及条件优化 

将菌液 pET28a(+)/ANP3 BL21 (DE3) 接种于

5 mL LB培养基中 37 ℃振荡过夜，按 1∶50体积

比扩大培养，在 OD600值达到 0.6−1.0后，分别加

入不同终浓度的 IPTG，在 25 ℃、37 ℃进行诱导

表达 4 h，取样处理，进行 15% SDS-PAGE电泳分

析，确定最佳诱导表达条件。 

1.3.3  ANP3重组蛋白包涵体变性、复性、纯化

及鉴定   

根据最佳优化条件培养菌体，离心收集菌

体，并用 1×PBS 缓冲液充分悬浮，于冰上超声

破碎菌体 (超声 2 s，间隙 6 s，360 W 功率，    

30 min)，离心 (9 000 r/min，30 min) 弃上清，

获得包涵体。包涵体变性处理 (变性液：8 mol/L

尿素+20 mmol/L Tris，pH 8.0)：包涵体称重，溶

解，离心，经 0.45 μm滤膜过滤。初步纯化：首

先用 Ni+亲和色谱柱纯化 (平衡液：20 mmol/L 

PB +500 mmol/L 氯化钠 +20 mmol/L 咪唑 +    

8 mol/L尿素，pH 7.4；洗脱液：20 mmol/L PB+ 

500 mmol/L 氯化钠+500 mmol/L 咪唑+8 mol/L 

尿素，pH 7.4)，UV280波长检测，收集洗脱峰；

然后使用 Sephadex G25脱盐柱将所得主峰置换

至 Tris尿素缓冲液中 (20 mmol/L Tris+8 mol/L 

尿素，pH 7.5)，UV280波长检测。复性处理 (复

性液：100 mmol/L醋酸+0.2%聚山梨酯 80，pH 3.0，

4 ℃提前预冷)：按照一定的体积比例 (1∶25) 进

行稀释复性，4 ℃放置过夜。调节复性液 pH，

利用蛋白酶 Lys-C进行酶切，然后采用阳离子交

换 Nuvia S进行纯化，UV215波长检测，获得 ANP

单体蛋白以及末端含 K的 ANP蛋白；再将末端

含赖氨酸 K 的 ANP 洗脱峰调节 pH 至中性，利

用羧肽酶 CPB 进行酶切，再次采用阳离子交换

柱 NuviaS 纯化，UV215 波长检测，获得单体蛋

白 ANP。最后，利用 12% Tricine-SDS-PAGE、

UPLC-C18 反相检测柱以及 LC-MS 分析和鉴定

各纯化阶段的蛋白。 

1.3.4  UPLC-C18反相检测 

以标准品作为参照，用 ACQUITY UPLC 

BEH C18 Column (1.7 µm，2.1 mm×100 mm) 色

谱柱以超纯水-0.1%甲酸为流动相 A，乙腈-0.1%

甲酸为流动相 B，15%−90% B液进行 15 min梯

度洗脱，流速 0.4 mL/min，上样量 10 μL，检测

波长设置为 214 nm及 280 nm。 

1.3.5  质谱分析目的蛋白ANP以及含K的ANP

片段 

将末端含赖氨酸 K 的 ANP 洗脱峰 

(Nu-E4)，即酶切前以及 CPB酶切后的样品置换

缓冲液至碳酸氢铵 (50 mmol/L，pH 7.8) 中，

通过 UPLC-ESI-Q-TOF 技术对其进行质量分

析。用 ACQUITY UPLC BEH300 C4 (1.7 μm，    

2.1 mm×50 mm) 反相柱，以 10%乙腈-1% 甲酸

为流动相 A，乙腈为流动相 C，10%−30% 流动

相 C 进行 10 min梯度洗脱，流速 0.3 mL/min，

上样量为 2 μL。 

1.3.6  ELISA分析检测  

首先将ANP参比品 (960 pg/mL)以 2倍比进

行稀释，即：960、480、240、120、60、30 pg/mL。

再将纯化获得的样品 ANP 利用样品稀释液稀释

至 960 pg/mL，然后再以 2倍比进行稀释样品。

分别以 50 μL/孔体积加样，同时设置空白孔； 

37 ℃温育 30 min；用洗涤液重复洗板 5次，拍

干；加酶：每孔加入酶标试剂 50 μL，空白孔除

外；37 ℃再温育 30 min；洗板；显色 10 min；

终止反应；450 nm波长测定。 
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2  结果与分析 

2.1  重组质粒 pET28a(+)/ANP3 构建 

以 pMD18-T/ANP3 克隆质粒为模板，PCR

扩增含 ANP3的目的片段，产物经 2%琼脂糖凝

胶电泳检测，在约 250 bp处可见扩增产物，大

小与预期相符。然后与 pET28a(+)载体连接，用

NdeⅠ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定，结果表明重组原

核表达载体 pET28a(+)/ANP3构建成功 (图 2)。 

2.2  重组 ANP3 的诱导表达及纯化 

pET28a(+)/ANP3/BL21 菌液在扩大培养后

OD600为 0.6−1.0，经 0.025 mmol/L IPTG诱导培

养，15% SDS-PAGE结果显示在分子量约 14 kDa

诱导出目的蛋白 (图 3，箭头指示位置)，与理论

值相符，并确定最佳诱导条件为：0.025 mmol/L

的 IPTG，温度 37 ℃，时间 4 h。通过摇瓶培养，

将重组蛋白依次经过变复性酶切及进一步层析

纯化，可获得约 3 kDa的目的蛋白，其纯度可达

到 90%以上 (图 4)，最终每升摇瓶菌液可获得约

16 mg 目的蛋白。后期我们可尝试使用 10 μm 

C18制备填料进行纯化，缓冲液及梯度条件同分

析条件，可以将蛋白纯度进一步提高。 
 

 
 
 

图 2  重组原核表达质粒 pET28a(+)/ANP3 的构建 

Fig. 2  Construction of pET28a(+)/ANP3 recombinant 
prokaryotic expression plasmid. (A) 1: PCR products of 
ANP3; 2: DL2000 DNA marker. (B) 1: λ-Hind III digest DNA 
marker; 2: digestion identification of pET28a(+)/ANP3 with 

Nde I 和 Hind III; 3: DL2000 DNA marker. 

2.3  UPLC-C18 反相检测目的蛋白 

包涵体复性液调节 pH至 6.5，以质量比 1∶50

加入蛋白酶 Lys-C，4 ℃酶切 2 h后，0.45 μm滤膜

过滤，即为组分[1]上样液 sample，然后进行第一次

阳离子交换柱Nuvia S纯化，分别收集洗脱峰，第一

个峰为[2]杂质峰 (Nu-E1)，第二个峰为[3]杂质峰 

(Nu-E2)，第三个为目的峰[4] ANP单体 (Nu-E3)，第

四个峰为目的峰[5]末端含K的ANP片段 (Nu-E4)，

以浓度为 0.1 mg/mL的ANP标准品[6]作为参照，利

用反相UPLC-C18进行检测 (图 4C；图 5A、B)。 

2.4  质谱分析目的蛋白 ANP 以及含 K 的

ANP 片段 

2.4.1  ANP二硫键内肽环的鉴定 

对于末端含赖氨酸 K的 ANP片段(Nu-E4)，

调节 pH至中性 (pH 7.65)，按酶与蛋白 1∶800的 

 
 

图 3  诱导温度及时间对重组蛋白 ANP3表达量的影响 

Fig. 3  Effect of inducing temperature and time on the 
expression of ANP3; 1: pET28a(+)/ANP3/BL21(DE3) 
noninduced; 2: supernatant of pET28a(+)/ANP3/BL21 (DE3) 

induced by 25 ℃, 2 h; 3: inclusion body of pET28a 

(+)/ANP3/BL21(DE3) induced by 25 ℃, 2 h; 4: supernatant 

of pET28a(+)/ANP3/BL21(DE3) induced by 37 ℃, 2 h; 5: 

inclusion body of pET28a(+)/ANP3/BL21 (DE3) induced by 

37 ℃, 2 h; 6: unstained protein ladder; 7: supernatant of 

pET28a(+)/ANP3/BL21(DE3) induced by 25 ℃, 4 h; 8: 

inclusion body of pET28a(+) /ANP3/BL21(DE3) induced by 

25 ℃, 4 h; 9: supernatant of pET28a(+)/ANP3/BL21(DE3) 

induced by 37 ℃, 4 h; 10: inclusion body of pET28a(+)/ 

ANP3/BL21(DE3) induced by 37 ℃, 4 h.  
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质量比，室温酶切反应 2 h，样品处理后，利用

LC-ESI-TOF 质谱检测，结果如下：图 6A显示

酶切反应后可获得质荷比为 3 079.469 2的 ANP

单体，与标准品 ANP 大小一致；图 6B 表明还

原后的目的蛋白分子量比未还原的目的蛋白大

2 Da，与理论分子量一致，说明目的蛋白 ANP

单体中存在完整的二硫键，即初步判断纯化获

得的 ANP单体具有较为完整的环状结构。 
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图 4  重组蛋白 ANP3 纯化图及 12% Tricine-SDS-PAGE 分析 

Fig. 4  Purification chromatogram and 12% Tricine-SDS-PAGE analysis. (A-D) Chromatogram of Ni2+ column, 
Sephadex G25, the 1st Nuvia S column, the 2nd Nuvia S column respectively. (E)1: pET28a(+)/ANP3/BL21(DE3) 
noninduced; 2: bacterium of induced pET28a(+)/ANP3/BL21(DE3); 3: supernatant of induced pET28a(+)/ANP3/ 
BL21(DE3); 4: inclusion body of induced pET28a(+)/ANP3/BL21(DE3); 5: denatured solution of the inclusion body; 
6–7: flowthrough of Ni2+ column (Ni-FT), elution of Ni2+ column(Ni-E); 8: loading buffer control; 9: unstained 
protein ladder. (F) 1: elution of Sephadex G25 (G25-E); 2–3: elution 4 and elution 3 of the 1st Nuvia S column 
(Nu-E4/E3) after Lys-C digestion; 4: elution from the 2nd Nuvia S column (Nu-3E) after CPB digestion; 5: pageRuler 
prestained protein ladder. 
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图 5  UPLC-C18 检测蛋白酶 LysC 酶切重组蛋白 ANP3 色谱图 

Fig. 5  UPLC-C18 chromatogram of recombinant protein ANP3 after LysC digestion. (A-B): ANP standard sample 
eluted around 5.27 min, ANP fractions contained K(Nu-E4) eluted at around 4.72 min, ANP monomer(Nu-E3) eluted 
at around 5.27 min.  

 
2.4.2  CPB非特异性酶切鉴定 

经常规 CPB 酶切条件酶切后，通过质谱计

算，发现 CPB 也存在非特异性酶切，酶切位置

分别位于 ANP 序列 C 端的 CNSF|RY 与

CNS|FRY处，对应质荷比分别为 2 760.306 2和

2 613.229 2 (图 6B)。故为了提高目的蛋白的得

率，需要对 CPB 酶切条件进行优化，从而减少

非特异性酶切。 

2.4.3  CPB酶切条件优化后的 UPLC-C18检测 

通过减少酶切时间或酶用量，CPB 与目的

蛋白以 1∶2 000质量比，室温，酶切 2 h反应后，

非特异性酶切显著降低 (图 7A)，0.45 μm 滤膜

进行过滤，即为组分[3]上样液 sample，其中[2] 

为 CPB 酶切前的样品，然后再利用第二次阳离 
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图 6  含 K 的 ANP(Nu-E4)及 CPB 酶切后的质谱鉴定图 (TIC) 

Fig. 6  MS spectrum of ANP containing K (Nu-E4) and Nu-E4 digested by CPB. (A) Comparative spectrum of ANP 
standard substance and Nu-E4 digested by CPB. (B) Comparative spectrum of digested Nu-E4 nonreduced(up) and 
reduced by DTT(down).   



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  September 25, 2016  Vol.32  No.9 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1282 

 
 

图 7  UPLC-C18 检测蛋白酶 CPB 酶切含 K 的 ANP 色谱图 

Fig. 7  UPLC-C18 chromatogram of ANP fractions contained K after CPB digestion. (A) ANP fractions contained K 
after CPB digestion. (B) ANP standard sample and ANP monomer (Nu-3E) eluted at around 5.30 min. 

 

子交换柱 Nuvia S纯化，首先组份[4]为过柱流出

液 FT (Flow through)，再分别收集洗脱峰，第一

个峰为[5]杂质峰 (Nu-1E)，第二个峰为[6]杂质

峰  (Nu-2E)，第三个为目的峰 [7] ANP 单体 

(Nu-3E)，以[1]标准品 ANP (0.1 mg/mL) 作为参

照，利用反相 UPLC-C18进行检测 (图 4D；图 7A、

B)。结果显示：以 CPB与 Nu-E4按 1 2 000∶ 质

量比进行酶切反应的条件适中，收集到的目的峰

为 Nu-3E。 

3  ELISA 检测 

通过 450 nm 波长依序测量各孔的吸光度 

(OD值)，4参数回归拟合作图 (图 8)。结果显示

本研究表达纯化的ANP单体蛋白与ANP参比品

具有相似的活性。从另一方面证明了所表达的

ANP与参比品具有一致的抗原识别表位。 
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图 8  ELISA 检测目的蛋白 ANP 

Fig. 8  ELISA assay of ANP. Cycle: ANP reference 
product; square: ANP sample. 
 

4  讨论 

心房利钠肽 (ANP) 是目前用于心力衰竭治

疗的一种多肽类药物，其对于防止高血压、心肾

等相关疾病的治疗方面 [16-21]以及抗肿瘤的作    

用[14, 22]方面具备良好的应用前景。由于直接重组

表达小肽药物的表达量低、稳定性差及容易降解

等性质，ANP 及其他多肽的制备目前仍以体外多

肽合成为主。本研究采用多拷贝基因串联表达的

方式进行 ANP 制备。在目的基因与融合标签 

(His6-tag) 间以及各拷贝基因之间均有赖氨酸 (K)

作为 linker，即可以被限制性 Lys-C酶切。而 CPB

的使用，则可以进一步水解去除 ANP羧基端残留

的 K。新构建的表达载体 His6-ANP3在大肠杆菌中

可实现高效表达，并产生大量包涵体。同时，可

以使用 His 标签进行初步的纯化，在包涵体的变

性及复性条件优化后，ANP的得率明显提升，但

对于表达量占菌体约 60%的包涵体进行复性纯

化，后续仍有较大的提升空间。我们在前期的探

索性研究阶段也尝试过串联 1个、2个及 3个ANP

在 pET22b(+) 中进行表达，但是经过诱导后，包

涵体含量为 3 个串联的最多，1 个及 2 个串联表

达量比较低；随后换成 pET28a(+) 后，3 个串联

的表达量得到了进一步提高，考虑到这种情况，

我们在最终表达质粒的选择上使用了 3个串联表

达。因此，在表达量方面也许存在更进一步的优

化空间。 

在本研究中，还发现 CPB在酶切末端含赖氨

酸 K的 ANP片段时存在非特异酶切，且这一现象

可在优化酶切条件后得以改善，同时非特异性酶

切的片段可以经过优化后续纯化予以去除。同时，

在使用 CPB时需要严格控制酶切比例及时间，减

少由于非特异酶切带来的蛋白损失。 

此外，UPLC及质谱技术的应用，可实现对

小分子药物序列及结构进行快速准确的初步鉴

定。ANP 中由两个半胱氨酸所形成的环状结构

以及羧基端的氨基酸残基对于维持其生物活性

起到至关重要的作用[23]，因此十分有必要采用

质谱技术进行精确的分子量鉴定，以此来确定

ANP 结构及序列的正确性，同时也可以对蛋白

的降解、氧化及脱氨基予以鉴定。在后续的研究

中，我们将对得到的 ANP 单体进行大鼠体内降

压、利尿、体外舒张血管等相关的实验[13, 24-26]，

并在纯化工艺及鉴定方法上进一步优化，以用于

大规模生产。 
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