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摘  要 : 血管内皮生长因子 (Vascular endothelial growth factor，VEGF165) 是一种高度特异性的促血管内皮细

胞生长因子，高纯度的 VEGF165 对于抗肿瘤药物和生物标志物研发检测试剂必不可少。目前关于 VEGF165

的异源表达方法，纯化步骤多且产物纯度不高。以毕赤酵母表达系统为基础，构建人血管内皮生长因子 

(VEGF165) 多拷贝的表达载体。按照酵母密码子偏好性优化人血管内皮生长因子基因  (vegf165) 的密码子，

在毕赤酵母 BBPB 表达载体基础上，用 Biobrick 生物积块的方法，构建以 Pgap 为启动子的五拷贝 rhVEGF165

表达载体，同时添加组氨酸标签。利用 His 标签和 VEGF165 自身的肝素结合结构域，仅用两步亲和层析纯化

得到纯度高于 98%的 rhVEGF165 蛋白。rhVEGF165 纯化后浓度为 0.45 mg/mL，且具有生物学活性。该异源表

达策略简化了 rhVEGF165 的纯化步骤，rhVEGF165 具有天然 VEGF165 的生物学活性，且纯度达到目前文献报

道的最高水平。 

关键词 : 人血管内皮生长因子，vegf165，高效表达，多拷贝，毕赤酵母  

 

 

·生物技术与方法·



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

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

4084 

Production of high-purity recombinant human vascular 
endothelial growth factor (rhVEGF165) by Pichia pastoris 

Weijie Zhou1,2, Fengmei Wu1,2, Dongsheng Yao1,2, and Chunfang Xie2,3 

1 Institute of Biomedicine, Jinan University, Guangzhou 510632, Guangdong, China  

2 National Engineering Research Center of Genetic Medicine, Jinan University, Guangzhou 510632, Guangdong, China 

3 Department of Bioengineering, Jinan University, Guangzhou 510632, Guangdong, China 

Abstract:  Vascular endothelial growth factor (VEGF165) is a highly specific vascular endothelial growth factor that can be 

used to treat many cardiovascular diseases. The development of anti-tumor drugs and disease detection reagents requires 

highly pure VEGF165 (at least 95% purity). To date, the methods for heterologous expression and purification of VEGF165 

require multiple purification steps, but the product purity remains to be low. In this study, we optimized the codons of the 

human VEGF165 gene (vegf165) according to the yeast codon preference. Based on the Pichia pastoris BBPB vector, we used 

the Biobrick method to construct a five-copy rhVEGF165 recombinant expression vector using Pgap as the promoter. In 

addition, a histidine tag was added to the vector. Facilitated by the His tag and the heparin-binding domain of VEGF165, we 

were able to obtain highly pure rhVEGF165 (purity > 98%) protein using two-step affinity chromatography. The purified 

rhVEGF165 was biologically active, and reached a concentration of 0.45 mg/mL. The new design of the expression vector 

enables production of active and highly pure rhVEGF165 ) in a simplified purification process, the purity of the biologically 

active natural VEGF165 reached the highest reported to date. 

Keywords:  human vascular endothelial growth factor, vegf165, efficient expression, multiple copies, Pichia pastoris 

血管内皮生长因子 (Vascular endothelial growth 

factor，VEGF)，又称血管通透因子  (Vascular 

permeability factor，VPF)，是一种高度特异性的

促血管内皮细胞生长因子，具有促进血管通透性

增加、细胞外基质变性、肿瘤生长、类风湿性关

节炎和新生血管性眼疾的能力[1-3]。在促血管生成

作用方面，VEGF 的 6 种异构体中，以 VEGF165

的活性最高和含量最多，并且 VEGF165 对肿瘤生

长的影响最为重要[4]；VEGF165 作为血管生成的

直接效应分子，在血管系统的发育和分化中起至

关重要的作用，VEGF165 已被用于冠心病防治的

实验研究，它可促进小冠状血管侧支循环的建立，

恢复心肌血流供应，延缓梗塞面积扩大，促进缺

血心肌的功能恢复[5]。高纯度的 VEGF165 是研发抗

肿瘤药物和生物标志物检测试剂等研究的基础[6-7]。

因此，一个简便、成本低廉、能获得高纯度以及

有活性的 VEGF165 的表达系统则尤为重要。 

天然 VEGF165 蛋白分子含有 16 对二硫键[8]，

在异源表达系统中容易发生二硫键错配，并且二

硫键错配的杂质蛋白很难去除，进而影响蛋白活

性和降低正确结构蛋白的纯度，不利于制备工艺

的放大[9]，所以利用体外异源表达系统获得活性

高、纯度高且结构正确的蛋白具有一定的挑战性。

因其糖基化不影响其生物学功能，只影响其表达

分泌的功能，所以其重组基因可以通过真核表达

系统以及原核表达系统进行异源表达。根据过往

报道，VEGF165 可以在酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae[10]、毕赤酵母 Pichia pastoris[11]、大肠

杆菌 Escherichia coli[12]、昆虫细胞[13]和哺乳动物

细胞[14]等多种异源蛋白表达系统中进行表达。但

是以上表达系统均有各自的缺点：酿酒酵母表达

系统表达水平低、分泌效率低、不易进行高密度

发酵；甲醇诱导毕赤酵母表达系统筛选高拷贝重

组菌株的工作量大、诱导培养周期长、单交换整

合转化子在高密度发酵时不稳定；大肠杆菌表 

达系统易形成包涵体，在复性过程中极易发生二

硫键错配，大大降低了蛋白活性和正确结构蛋白

的纯度、回收率低；昆虫细胞表达系统获取表达
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产物的操作步骤繁杂、成本较高；哺乳动物细胞

表达系统表达量很低、培养成本高、操作技术要

求高。 

与传统的筛选高拷贝重组菌株的方法不同，

本研究利用实验室已经构建的毕赤酵母 BBPB 

Biobrick 生物积块组装以 Pgap 为启动子的多拷贝

rhVEGF165 重组毕赤酵母；且在每一个表达盒构

建策略上将 VEGF165 自身的信号肽替换成酵母

α-因子信号肽，让 rhVEGF165 成熟肽分泌到培养

上清中，同时在远离 VEGF165 功能区的 C 末端

添加了 6 个组氨酸标签，利用 His 标签和 VEGF165

的肝素结合域 (VEGF165第111–165位氨基酸) [15-16]，

只需通过两步特异性的亲和层析纯化即可获得高

纯度的 rhVEGF165 蛋白。 

1  材料与方法 

1.1  质粒和菌株 

毕赤酵母 GS115 由本实验室保存；大肠杆菌

DH5α 感受态细胞，购自广州鼎国生物技术公司；

Paox-Pgap-BBPB 质粒、Taox-PgHT-BBPB 质粒和

Taox-Pgap-BBPB 质 粒 由 本 实 验 室 构 建 ；

ss1-VEGF165-pGH 质粒由上海捷瑞生物工程有限

公司合成；HUVEC 细胞株由暨南大学细胞系邝

志和研究员提供。 

1.2  主要试剂和培养基 

限制性核酸内切酶  (EcoRⅠ-HF、XbaⅠ、 

SpeⅠ -HF、PstⅠ -HF)、核酸连接酶  (T4 DNA 

ligase)、糖苷内切酶 (Endo H)、琼脂糖凝胶回收

试剂盒等均购自 NEB 公司；质粒小提试剂盒购自

TIANGEN 公司；Western blotting 检测试剂盒购自

江苏凯基生物技术有限公司；CCK-8 检测试剂盒

购自 Beyotime/碧云天；ELISA Kit for Vascular 

Endothelial Growth Factor 165 (VEGF165)购自

Uscn 公司；Quick Start Bradford 蛋白测定试剂盒

购自 Bio-Rad 公司；SDS-PAGE 凝胶配置试剂盒

购自生工生物工程 (上海) 股份有限公司。 

LB 液体培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，蛋白

胨 10.0，氯化钠 10.0。LB 固体培养基中加琼脂粉

15.0 g。 

MD 固体培养基(g/L)：丙三醇 10.0，无氨基

酵母氮源 13.4，生物素 0.4 mg/L，琼脂粉 15.0。

YPG 液体培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，大豆蛋

白胨 20.0，丙三醇 10.0。 

1.3  仪器与器材 

ECM399 电转仪，BTX 公司；Sigma 4K-15

高速冷冻离心机，BECKMAN 公司；Mini 蛋白质

电泳仪、Western blotting 电泳仪，Bio-Rad 公司；

AKTA pure 纯化仪，GE Healthcare 公司。 

1.4  目的基因的获取 

从 NCBI 核酸数据库中查找 VEGF165 的核酸

序列 (GenBank 登录号：AF486837.1) 和氨基酸

序列 (GenBank 登录号：AAM03108.1)，去除其

本身信号肽基因序列 (前 78 bp)，在目的基因前

加上信号肽序列 ss1 基因序列；在目的基因末   

尾添加组氨酸标签。使用本实验室的克隆载体来

构建多拷贝目的基因表达盒，故在信号肽基因前

和目的基因后的 5′端和 3′端分别添加 EcoRⅠ、

Xba Ⅰ和 Spe Ⅰ、PstⅠ限制性核酸内切酶酶切位

点。序列由上海捷瑞生物工程有限公司进行全基

因合成。 

1.5  单拷贝目的基因表达盒的构建 

克 隆 载 体 Taox-PgHT-BBPB ( 简 写 为

TH-BBPB)、Paox-Pgap-BBPB (简写为 PP-BBPB) 

和 Taox-Pgap-BBPB ( 简 写 为 TP-BBPB)  

(TH-BBPB、PP-BBPB、TP-BBPB 为本实验室前

期构建) 上均含有 EcoRⅠ、XbaⅠ、SpeⅠ、PstⅠ

这 4 个限制性核酸内切酶位点。XbaⅠ和 SpeⅠ是

一对同尾酶，同尾酶产生相同的粘性末端，两个

粘性末端连接后，原来的酶切位点将消失[17]。 

用 EcoRⅠ和 SpeⅠ双酶切全基因合成的质粒

ss1-vegf165-Pgh (简写为 sV-pGH)，同时用 EcoRⅠ

和 XbaⅠ双酶切 TH-BBPB 载体，T4 DNA 连接酶

连接回收后的目的片段，连接产物 sV-TH-BBPB
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转化 DH5α 感受态细胞，通过氨苄 (1 mg/mL) 抗

性筛选阳性克隆；用 EcoRⅠ和 XbaⅠ酶切鉴定阳

性克隆并切胶回收目的载体。EcoRⅠ和 SpeⅠ双

酶切 PP-BBPB 质粒，切胶回收 PP 片段，与胶回

收后的目的载体进行连接，转化 DH5α 感受态细

胞。筛选阳性克隆，双酶切鉴定，获得重组单拷

贝目的基因酵母表达盒质粒 PP-sV-TH-BBPB。 

1.5.1  二至五拷贝目的基因酵母表达盒的构建 

用 PstⅠ和 XbaⅠ双酶切 sV-Pgh，切胶回收

sV 片段，与经 PstⅠ和 SpeⅠ双酶切胶回收后的

PP-BBPB 载体片段通过 T4 DNA 连接酶进行连

接，获得 PP-sV-BBPB。 

用 EcoRⅠ和 XbaⅠ双酶切 sV-TH-BBPB 质

粒，与经 EcoRⅠ和 SpeⅠ双酶切切胶回收后的

TP-BBPB 片段通过 T4 DNA 连接酶连接获得

TP-sV-TH-BBPB。 

用 PstⅠ和 XbaⅠ双酶切 sV-pGH 质粒，与经

PstⅠ和 SpeⅠ双酶切切胶回收后的TP-BBPB片段

通过 T4 DNA 连接酶连接获得 TP-sV-TH-BBPB。 

用 EcoRⅠ和 SpeⅠ双酶切 PP-sV-BBPB，与

经 EcoRⅠ 和 XbaⅠ 双 酶 切 胶 回 收 后 的

TP-sV-TH-BBPB 载体片段通过 T4 DNA 连接酶进

行连接，获得 PP-sV-TP-sV-TH-BBPB 两拷贝目的

基因质粒。 

通 过 不 同 的 双 酶 切 组 合 对 TH-BBPB 、

PP-BBPB、TP-BBPB、sV-pGH 进行酶切、连接成

PP-sV、TP-sV、TP-sV-TH 的载体片段，从而构建

出 PP-sV-TP-sV-TP-sV-TH-BBPB、PP-sV-TP-sV- 

TP-sV-TP-sV-TH-BBPB、PP-sV-TP-sV-TP-sV-TP- 

sV-TP-sV-TH-BBPB (三、四、五拷贝目的基因酵

母表达盒)。 

1.5.2  重组质粒电击转化毕赤酵母 GS115以及重组

子的筛选 

重组质粒经 XbaⅠ和 SpeⅠ线性化后，1%琼

脂糖凝胶电泳检测后切胶回收目的片段，并将目

的片段电击转入毕赤酵母 GS115 感受态细胞中，

涂布于 MD 固体培养基平板，置于 28 ℃恒温培

养箱中培养，待长出单菌落，挑取单克隆于 5 mL 

YPG 液体培养基中，于 28 ℃、200 r/min 振荡培

养 72 h，12 000 r/min 离心 1min 收集上清，

SDS-PAGE 法检测培养上清，再进行银染分析筛

选阳性单克隆。 

1.5.3  蛋白质印迹法进一步鉴定重组子 

取 20 μL 银染结果符合预期的重组子单克隆

菌液进行离心，取上清液进行 SDS-PAGE。并基

于蛋白质 C 端的组氨酸标签，利用一抗(小鼠抗

His 标签抗体)和二抗(HRP 标记的羊抗小鼠抗体)

进行 Western blotting 实验加以验证。 

1.6  重组菌的扩大培养 

重组菌接入 2 L 的 YPD 培养基 (使用磷酸 

钾溶液调节改良 pH 至 6.0)，在 30 ℃条件下置于

220 r/min 摇床中培养 3 d。 

1.7  亲和层析 

重组菌的发酵上清液经硫酸铵沉淀处理后依

次进行 Ni Sepharose 6 Fast Flow 镍柱亲和层析、

HiTrap Heparin 肝素亲和层析，得到重组人

VEGF165 蛋白 (rhVEGF165) 进行 SDS-PAGE 检

验，用 Image-Pro Plus 软件对 SDS-PAGE 图进行

灰度扫描分析，计算目的蛋白的纯度。 

1.7.1  目的蛋白液浓缩和缓冲液置换 

用截留分子量为 3 kDa 或 10 kDa 的 Amicon 

Ultra-15 超滤管浓缩肝素亲和层析洗脱收集的目

的蛋白液，将蛋白液置于超滤管上层内槽，离心

去除多余的纯化缓冲液。然后用后续实验所需的

缓冲液置换原洗脱缓冲液，反复置换 3 次并浓缩

至 2.5 mL。用 0.22 μm 滤头过滤后，将浓缩蛋白

液置于 4 ℃保存。 

1.7.2  考马斯亮蓝染色法测蛋白浓度 

采用 Quick Start Bradford 蛋白测定试剂盒制

备蛋白标准曲线和测定样品蛋白浓度。以不同浓

度的标准蛋白 (BSA) 和染液，在 595 nm 处的吸

光值制作蛋白浓度标准曲线，用于计算目的蛋白

的浓度。 
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1.8  VEGF165 蛋白的生物学活性检测 

1.8.1  糖蛋白分子鉴定 

糖苷内切酶 H (Endo H) 是一种重组糖苷酶，

能够对 N-糖蛋白中的高甘露糖和某些杂合型寡

聚糖的壳二糖核心结构进行切割[18]，可用其验证

重组表达的 VEGF165 蛋白是否发生糖基化。

rhVEGF165 经过 Endo H 酶切后进行 SDS-PAGE

分析，再用 Western blotting 实验进一步验证 Endo H

酶切前后的蛋白条带是否为目的蛋白。 

1.8.2  VEGF165 对人脐静脉内皮细胞  (HUVEC) 

的促增殖活性检测 

CCK-8 (Cell Counting Kit-8) 试剂盒是应用

于细胞增殖和细胞毒性的快速、高灵敏度检测的

试剂盒。VEGF165 在体外可促进血管内皮细胞的生

长和增殖，故可通过 CCK-8 试剂盒测定 rhVEGF165

对人脐静脉内皮细胞 (HUVEC) 的促增殖作用[19]。 

选择处于对数生长期的 HUVEC 细胞，以  

10 000 个细胞/mL 接种至 96 孔板，每个孔加入

100 μL 的细胞悬液；细胞悬液继续培养 2 h；向

加有细胞的孔内分别加入梯度浓度的纯化浓缩后

的 rhVEGF165，每个浓度各重复 9 组，对照组为

纯细胞培养液；每个孔加入新鲜完全培养基补足

总体积至 190 μL，再每孔加入 10 μL 的 CCK-8 溶

液，轻轻晃动 96 孔板，酶标仪检测 450 nm 波长

的吸光度值，作为原始的 A450 吸光值；将 96 孔板

置于细胞培养箱内继续培养 8 h 后再用酶标仪检

测 450 nm 波长处的吸光度值。 

2  结果与分析 

2.1  目的基因的获取 

将携带目的基因的甘油菌用平板划线法分离

单克隆：将甘油菌液用接种环划线于 LB 平板上

分离获取单克隆，单克隆于 5 mL LB 试管培养基

培养过夜，提取质粒。双酶切 sV-pGH 质粒，1%

琼脂糖凝胶电泳鉴定结果如图 1 所示，sV-pGH 质

粒经 EcoRⅠ和 SpeⅠ酶切后得到两条带，分别是

载体 pGH 和目的片段 sV，sV 大小为 800 bp，pGH

大小为 2 907 bp，核酸电泳结果显示酶切产物片

段大小符合预期。 

2.2  多拷贝目的基因酵母表达盒的构建 

2.2.1  PP-sV-TH-BBPB 重组表达盒的构建 

连接产物 sV-TH-BBPB克隆载体经EcoRⅠ和

PstⅠ酶切后验证得到条带是 BBPB 载体和 sV-TH

片段；如图 2 所示，连接产物 PP-sV-TH-BBPB 双

酶切鉴定成功，获得重组单拷贝目的基因酵母表

达盒质粒 PP-sV-TH-BBPB。 

2.2.2  二至五拷贝目的基因酵母表达盒的构建 

Biobrick 构建表达盒，转化后挑取单克隆，

其质粒经 EcoRⅠ和 PstⅠ酶切后电泳显示有两条

带，核酸电泳结果 (图 3) 显示酶切产物片段大小

符合预期，说明二至五拷贝克隆载体构建成功。 
 

 
 

图 1  sV-pGH 质粒双酶切鉴定 
Fig. 1  Double enzyme digest products of the sV-pGH 
plasmid (Lanes 1–5). Lane M: 12K standard nucleic acid. 
 

 
 

图 2  PP-sV-TH-BBPB 双酶切鉴定 
Fig. 2  Double enzyme digest products of the 
PP-sV-TH-BBPB (Lanes 1–3). Lane M: 12K standard 
nucleic acid. 
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2.3  多拷贝目的基因片段电转毕赤酵母

GS115 菌株以及重组菌的筛选 

线性化的多拷贝目的基因片段电转染毕赤酵

母 GS115(his4)感受态细胞，涂布于 MD 平板，挑

取单克隆进行试管培养。重组菌培养上清经

SDS-PAGE 检测，对凝胶进行银染处理后的部分

银染结果如图 4 所示。 

图 4 中带有红色数字的泳道均为阳性单克

隆，其中箭头所指的条带为 rhVEGF165。单拷贝目

的基因酵母表达盒 1 和 3 的培养上清液在 20 kDa

和 25 kDa 之间较空白对照多表达出目的蛋白条带，

但是表达量很低，为纳克级。其中五拷贝目的基因

酵母表达盒的单克隆 2 和 3 的培养上清液在 20 kDa

和 25 kDa 之间较空白对照多表达出目的蛋白条

带。经筛选获得多拷贝目的重组菌株，且目的蛋

白表达量随基因拷贝数的增加而升高。 

2.4  目的蛋白的纯化 

2.4.1  镍柱亲和层析 

镍 柱 亲 和 层 析 收 集 的 各 洗 脱 液 经

SDS-PAGE 鉴定结果如图 5 所示，洗脱峰 2 和 3

均含有目的蛋白条带，洗脱峰 2 收集液含有少量

杂带，洗脱峰 3收集液除了目的条带基本无杂带。

说明镍柱亲和层析能高效分离纯化目的蛋白和

去除杂蛋白。经 Image-Pro Plus软件对 SDS-PAGE

图进行灰度扫描分析，计算出目的蛋白纯度为

96.02%。 

 

 

 
 

 
图 3  重组质粒双酶切产物核酸电泳鉴定图 
Fig. 3  Double enzyme digest products of the recombinant products (in lanes labeled with different numbers). Lane M: 
12K standard nucleic acid. Yeast expression cassette with different copies of the target gene: (A) two copies, (B) three 
copies, (C) four copies, and (D) five copies. 
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图 4  SDS-PAGE 凝胶银染结果图 
Fig. 4  The silver staining results of SDS-PAGE. Lane: the culture supernatant of the selected monoclonal recombinant; 
lane GS115: the blank control; lane M: the standard protein; the arrow indicates the target protein band. Yeast expression 
cassette with different copies of the target gene: (A) single copy, (B) two copies, (C) three copies, (D) four copies, and 
(E) five copies. 

 
2.4.2  肝素亲和层析 

肝素亲和层析收集的洗脱液使用浓缩离心管浓

缩脱盐后，经 SDS-PAGE 鉴定结果如图 6 所示，洗脱

峰 1收集液 (泳道 3) (线性梯度洗脱时NaCl浓度约为

0.5 mol/L) 和洗脱峰2收集液 (泳道4) (线性梯度洗脱

时 NaCl 浓度为 0.6–0.8 mol/L) 均含大量目的蛋白，

说明肝素亲和层析能高效纯化和高选择性富集目的

蛋白，经 Image-Pro Plus 软件对 SDS-PAGE 图进行灰

度扫描分析，计算出目的蛋白纯度为 98.63%。 

2.4.3  浓缩目的蛋白液浓度测定 

采用 Quick Start Bradford 蛋白测定试剂盒制 

得的蛋白质浓度标准曲线为 y=0.847 8x+0.026 9 

(R²=0.999 3)。将测得的 A595 值代入标准曲线方程中

计算出浓缩蛋白液rhVEGF165的浓度为0.45 mg/mL。

表 1 总结了 rhVEGF165 的纯化。 

2.5  VEGF165 蛋白的生物学活性检测 

2.5.1  糖蛋白分子鉴定结果 

将目的蛋白氨基酸序列于在线 N-糖基化位点

预测网站 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)

上预测，发现目的蛋白氨基酸序列在第 101–103 位

处有一个 N-糖基化位点 (Asn-Ile-Thr)。 
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图 5  镍柱纯化洗脱峰收集液 SDS-PAGE 检测结果 
Fig. 5  The SDS-PAGE of the eluent of nickel column 
purification. Lane M: the standard protein; the collection 
solution of eluate peak 1 (lane 1), eluate peak 3 (lane 2); 
eluate peak 2 (lane 3); lane 4: sample solution before 
purification; the protein band in the blue frame is the 
target protein band. 
 

 

纯 化 浓 缩 蛋 白 液 经 Endo H 酶 切 后 的

SDS-PAGE 检测结果如图 7A 所示，目的蛋白经

Endo H 酶切后目的蛋白分子量较大的条带的分

子量减小了 2–3 kDa，说明目的蛋白在毕赤酵母

GS115 中分泌表达时大部分发生了 N-糖基化修

饰 ， 且 糖 基 化 位 点 只 有 一 个 ， 与 文 献 报 道   

和在线 N-糖基化位点预测结果一致。而分子量

较小的条带分子量保持不变，说明未发生糖基

化。 

Western blotting验证 Endo H酶切前后的产物

的结果如图 7B 所示，发现目的蛋白液经 Endo H

酶切后两条带的分子量均减小了 2–3 kDa，说明

目的蛋白的两条带在毕赤酵母 GS115 分泌表达过

程中均发生了糖基化。 

 
 

 
 
 
图 6  肝素亲和层析洗脱峰收集液 SDS-PAGE 检测结果 
Fig. 6  The SDS-PAGE of the eluent of heparin affinity 
chromatography. Lane M: the standard protein; lane 1 
and 2: the collection solution of nickel column 
purification elution peak 2 and 3; lane 3 and 4: the 
collection solution of heparin affinity chromatography 
elution peak 1 and 2, the protein band in the blue frame is 
the target protein band. 

 
 

表 1  rhVEGF165 的纯化 
Table 1  Purification of rhVEGF165 

Purification steps Protein volume (mL) Protein purity (%) Total protein (mg) Recovery rate (%) Purified fold

Medium supernatant 2 000 – 119.42 100 1 

Ammonium sulfate 
precipitation 

130 – 94.06 78.76 15.38 

Nickel column 
purification 

55 96.02 2.13 1.78 36.36 

Heparin affinity 
chromatography 

45 98.63 2.05 1.71 44.44 

Ultrafiltration 4 98.63 1.81 1.52 500 
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图 7  Endo H 酶切前后目的蛋白的 SDS-PAGE 鉴定图与 Western blotting 鉴定图 
Fig. 7  The SDS-PAGE and Western blotting of target protein before and after cut with Endo H. (A) The SDS-PAGE 
identification. Lane 1: the purified and concentrated rhVEGF165 protein solution; lane 2: rhVEGF165 protein solution 
cut with Endo H; lane M: the standard protein; the protein band indicated by the arrow is Endo H. (B) The Western 
blotting identification Lane 1: the purified and concentrated rhVEGF165 protein solution; lane 2: rhVEGF165 protein 
solution cut with Endo H. 
 

2.5.2  重组 VEGF165 蛋白对 HUVEC 细胞的促增

殖活性 

将梯度浓度的 rhVEGF165 蛋白 (0、1、5、

10、15、20、25 μg/mL) 作用于 HUVEC 细胞 8 h，

随后通过 CCK-8 试剂盒检测细胞增殖情况。

HUVEC 细胞的 A450 吸光值在相同的培养条件  

下会随着 VEGF165 蛋白浓度的增加而增加 (图

8)，即 rhVEGF165 促进细胞增殖作用以剂量依赖性

方式显著增加，这与其他文献所测得 rhVEGF165

的活性结果一致 (表 2)。说明由毕赤酵母 GS115

重组表达的 VEGF165 蛋白具有天然生物学活性， 

 
 

图 8  不同浓度VEGF165对HUVEC细胞的促增殖作用 
Fig. 8  The effect of different concentration of 
VEGF165 on HUVEC cells proliferation. * indicates the 
significant difference between the experimental groups 
(*P <0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.000 1). 
The error bars indicated standard deviation. 

且经纯化浓缩等一系列处理后对 HUVEC 细胞仍

然具有很强的促增殖作用。 

3  讨论 

VEGF 是一种血管内皮细胞特异性有丝分裂

原，能够促进内皮细胞分裂增殖，加强血管的通

透性、促进新血管以及骨组织的生成 [21-23]；以

VEGF165 为治疗靶标研制开发抗肿瘤药物和生

物标志物研发检测试剂成为研究热点，高纯度的

VEGF165 则成为各种研究的基础。为提供一个能

够快速简便得到高纯度有活性 VEGF165 的方法，

本文通过上游设计构建目的基因表达盒，利用毕

赤酵母表达系统进行异源表达。 

本研究在选择表达系统时克服了大肠杆菌原

核表达系统以及昆虫细胞、酿酒酵母和哺乳动物

细胞等真核表达系统的缺点与不足 (表 3) ；同时

利用 BBPB 载体通过“Biobirck”法构建多拷贝

VEGF165 基因，实现了提高 rhVEGF165 表达量

的目的，表达盒构建策略能明确知道基因的拷贝

数和目的蛋白表达量与其基因拷贝数的相关性，

避免了 G418 压力筛选的不确定性，减少了 G418

压力筛选高拷贝菌株的工作量，克服了毕赤酵母

筛选高拷贝菌株的难点。筛选获得的重组菌株

GV5-18 表达的目的蛋白量相对较高。 
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表 2  检测 rhVEGF165 活性的方法以及结果汇总 
Table 2  Summary of methods for detecting the effect rhVEGF165 on promoting cell proliferation 

Expression system Cell proliferation assay 
Whether the proliferation effect of 

rhVEGF165 is significantly increased in a 
dose-dependent manner 

References

E. coli MTT assay Yes [12] 

E. coli 10% alamarBlue Yes [20] 

Saccharomyces cerevisiae WST-1 cell proliferation assay system 
(TaKaRa) 

Yes [10] 

Insect cell CellTiter 96  
Non-radioactive cell proliferation 
assay (Promega) procedure 

Yes [13] 

Pichia pastoris MTT assay Yes [11] 

Pichia pastoris Cell Counting Kit-8 Yes This paper 

 
表 3  VEGF165 在不同的异源表达系统下表达纯化的优缺点 
Table 3  Summary of the advantages and disadvantages of VEGF165 expression and purification using different 
heterologous expression systems 

Expression 
system 

Advantages and disadvantages References

E. coli Advantages: large-scale expression of rhVEGF165, low cost and short cycle 
Disadvantages: cumbersome purification, easy to produce inclusion bodies, the refolding 
process of inclusion bodies is extremely prone to mismatches of disulfide bonds, too much 
protein affects the activity and purity 

[12] 

Mammalian 
cell 

Advantages: rhVEGF165 expressed in mammalian cells has a natural conformation, and the 
glycosylation sequence is the same as the natural one 
Disadvantages: low expression level, high training cost, and high technical requirements for 
operation 

[24] 
[25] 
[14] 

Insect cell Advantages: high expression level, correct protein folding and glycosylation modification 
Disadvantages: sometimes the glycosylation sequence is different from the natural one, and 
the purification steps are complicated and costly 

[13] 

Saccharomyces 
cerevisiae 

Disadvantages: low expression level, low purity, difficulty in high-density fermentation, 
easy loss of plasmids, unstable subculture cells, low secretion efficiency, and prone to 
hyperglycosylation 

[10] 

Pichia pastoris Advantages: high expression level of multi-copy recombinant strains, low culture cost, 
correct protein folding and glycosylation modification 
Disadvantages: the workload of screening multi-copy recombinant strains is large, and the 
single exchange integrated transformants are unstable during high-density fermentation 

[11] 

 
本研究通过上游设计目的基因表达元件以改

良目的蛋白下游纯化工艺：1) 将 VEGF165 自身

的信号肽替换成毕赤酵母 α-因子信号肽实现了目

的蛋白的高效分泌表达，并在 VEGF165 序列的 C

端添加 His 标签，通过 His 标签和 VEGF165 肝素

结合结构域，采用镍柱与肝素亲和层析进行蛋白

纯化，线性梯度洗脱的分离纯化策略实现了目的蛋

白高效分离和浓缩的效应，表达产物仅经两步亲和

层析后获得了纯度达到 98.63%的 rhVEGF165 蛋

白 (表 4)。2) 选择 Pgap 启动子进行表达，免去

了菌液培养时需添加甲醇的步骤，与文献报道的

甲醇毕赤酵母诱导表达相比，简化了培养过程，

缩短了培养时间，表达的蛋白符合医用要求，稳

定性更佳，分泌表达过程中目的蛋白降解率低。

但是缺点为重组菌株目的蛋白表达量会较低，后

期可以通过改造 Pgap 调控因子、构建和筛选更高 
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表 4  VEGF165 在不同的纯化策略的纯化结果 
Table 4  Summary of the purification of VEGF165 from fermentation supernatant using different purification 
strategies 

Expression 
system 

Purification steps 
Purity of 

rhVEGF165 after 
purification 

Purified fold
Summary of purification 

strategies 
References

E. coli 1.Nickel–nitrilotriacetic acid  
resin column 

97% – Using his tag, one-step 
purification obtains 
rhVEGF165 with 97% purity. 

[12] 

Mammalian 
cell (Sf21)  

1.Heparin affinity 
2.30 kDa cut-off membrane for 
ultrafiltration 
3.Ion exchange chromatography 
4.FPLC 

95.85% 119.75 The purity of rhVEGF165 
obtained by the three-step 
purification procedure is only 
95.85%. Too many purification 
steps will reduce the yield of 
the target protein. 

[23] 

Pichia  
pastoris 
(GS115) 

1.Sephadex G-25  
2.Heparin Sepharose FF 
3.Sephacryl S-100 

95% – Using methanol-induced 
protein expression, 95% purity 
rhVEGF165 was obtained 
through three chromatographic 
separation and purification. 
Too many purification steps 
would reduce the protein yield.

[11] 

Pichia  
pastoris 
(GS115) 

1.Nickel column purification 
2.Heparin affinity 
chromatography 
3.Ultrafiltration 

98.63% 500 Using non-methanol to induce 
Pichia pastoris expression, 
through upstream design 
optimization purification 
strategy, two-step purification 
to obtain 98.63% purity 
rhVEGF165. 

this paper 

–: not reported in the article. 
 

拷贝数的重组菌株、使用发酵罐大规模培养等方

法 继 续 提 高 其 表 达 量 。 考 马 斯 亮 蓝 法 测 得

rhVEGF165 蛋白浓度达到 0.45 mg/mL，带 His 标

签的 rhVEGF165 能够促进 HUVEC 细胞的增殖，

证明具有天然 VEGF165 的生物学活性。 

本研究的纯化策略结合了非甲醇诱导的毕赤

酵母表达系统，不仅能够减少粗酶液杂蛋白的含

量，还简化了 rhVEGF165 的纯化步骤来减少纯化

过程所带来的蛋白损失，是目前文献报道的最高纯

度 (表 4)，高纯度且有活性的 VEGF165 能进一步

为探索研发关于 VEGF165 的药物研究奠定基础。 
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