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摘 要：野生型 ?H8I8 蛋白可溶性与稳定性较低一直是困扰研发人员的难题。分析其氨基酸序列发现含有 ! 个游

离巯基，其中第 D$、4/、2#2 位半胱氨酸游离巯基可能直接影响其可溶性、稳定性及活性。对天然 ?H8I8 进行定点突

变，一组将 JG,D$、JG,4/ 同时突变，另一组将 JG,D$、JG,4/ 与 JG,2#2 进行联合突变，均改为丝氨酸密码子，然后克隆

入原核表达载体 K;530C，进行表达，结果发现两种突变蛋白的可溶性大幅度增加，稳定性明显上升，其中三点突变

的效果更为显著，但蛋白质的活性明显下降。可以认为 D$、4/ 与 2#2 位半胱氨酸的游离巯基同时参与了天然 ?H8I8
多聚体的形成，是导致野生型 ?H8I8 可溶性与稳定性较低的主要原因，JG,2#2 还与维持 ?H8I8 的活性直接有关。
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目前，重组人碱性成纤维细胞生长因子（M*<9@

H9,=C F=HN&H’9,- +N&O-? F9C-&N，?H8I8）的生产主要依靠

大肠杆菌表达系统，但是，可溶性与稳定性较低：一

是 ?H8I8 在溶液中很不稳定，静置后极易形成二聚

体、三聚体甚至是多聚体，严重时出现明显的絮状沉

淀，极大地影响了蛋白质的活性；其二，原核表达的

?H8I8 可溶性很差，容易在胞内形成包涵体，虽然包

涵体形式有利于蛋白质的纯化，同时也可以防止重

组蛋白在胞内受到蛋白酶的攻击而提高产量，但对

于纯化方法简单方便的 ?H8I8 来说，包涵体的复性

会明显增加生产成本，因此应尽量避免［2］。

分析 ?H8I8 的序列可以发现，一共有 0!，D$，4/
与 2#2 位 ! 个半胱氨酸残基（这里指 277 氨基酸形

式的 ?H8I8），一般认为 ?H8I8 不形成分子内二硫

键。从三维结构与功能上看，JG,D$、JG, 4/ 暴露在

分子的表面且与活性无关，JG,2#2 部分暴露但其对

活性的影响尚不明确，JG,0! 完全包埋在蛋白质大

分子内部并对于维持蛋白质的活性有重要作用［"，0］。

我们推测游离巯基的存在促进了多聚体与包涵体的

形成。本文探讨了 JG,D$、JG,4/ 两点联合突变以及

JG,D$、JG,4/、JG,2#2 三点联合突变两种形式对 ?H83

I8 可溶性、稳定性与活性的影响。

% 材料和方法

%&% 材料

大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）PM7!由本室保存；表

达菌种 QR"2（P;0）K’G,S 购自 .&T9+6@；5! P.) 连接

酶、限制性核酸内切酶购自 59U9V9 公司，高保真

P.) 多聚酶购自 .;Q，引物及全基因合成与测序由

上海博亚公司完成。

%&’ !"#$# 突变子全基因合成

两种联合突变基因全序列合成后，JG, D$、JG,
4/、JG, 2#2 的 密 码 子 5I5 均 改 为 编 码 丝 氨 酸 的

)IJ，该密码子在大肠杆菌中的偏好性较高。同时，

为了进一步提高 ?H8I8 的表达，根据宋照雷等［!］的

报道，我们对基因 7W端 "# 个氨基酸的密码子的摇摆

碱基进行了调整，在不改变其氨基酸序列的前提下

可以明显提高 ?H8I8 的表达量。调整的方式如下：

)5I IJ（J#5）IJ（J#5）II（I#5）)I（J#5）)5
（J#5）)J（J#5）)J（I#5）J5I JJ（)#I）IJ（J
#5）J5I JJI I)（I#)）I)（J#5）II（J#5）II

（J#5）)I（J#5）II（J#5）IJ（J#5）。

%&( 重组子的构建

XJV 引 物 序 列 如 下：正 向 引 物 7W3+,-.,
J)5)5IIJ5IJ5II5)I5)I5)J530W ，划 线 部 分 为

/0%"酶切位点，斜体部分为保护碱基；反向引物7W3
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&’，划线部分为 !"#!酶切位点。以合成的突变基因

为模板进行 (") 反应，产物用 $%&"与 !"#!双酶

切，同时用 $%&"与 !’(*"双酶切表达载体 +,#%
&-，二 者 进 行 连 接 反 应（因 为 ./0$0 内 部 有 一 个

!’(*"酶切位点，因此我们用其同裂酶 !"#!酶切

(") 产物）。转化 1*2#后，抽提质粒酶切鉴定。

!"# $%&’& 诱导表达

重组质粒转导表达菌 3456（1,&）+789:，于对数

早期用 6;;<7=4 >(#$ 诱导，? @ 2. 后收获菌液，离心

后，分别收集菌体与上清，:1:%(!$, 分析，密度扫描

仪定量。

!"( 纯化与稳定性检测

诱导表达的菌液，离心后取上清，经离子柱、肝

素亲合柱纯化后得到纯品。室温放置一天和一周

后，电泳检测多聚体的量。

!") 活性检测

A## 法检测 ./0$0 促进 &#& 细胞的增殖状况。

图 ! *+*,-.’/ 分析 $%&’& 的可溶性表达

0BCD6 :1:%(!$, EFE789B9 <G 9<7H/7I IJ+KI99B<F <G ./0$0
6L#.I HFBFMH-IM FENHKE7 ./0$0 KI-<;/BFEFN E9 E FICENBOI -<FNK<7；5L#.I
N<NE7 FENHKE7 ./0$0 +K<NIBF；&L >F9<7H/7I GKE-NB<F <G FENHKE7 ./0$0；?L:<%
7H/7I GKE-NB<F <G FENHKE7 ./0$0；2L(K<NIBF ;EKPIK；QL:<7H/7I GKE-NB<F <G
5%+<BFN9 ;HNEFN ./0$0；RL >F9<7H/7I GKE-NB<F <G 5%+<BFN9 ;HNEFN ./0$0；

SL#<NE7 +K<NIBF <G 5%+<BFN9 ;HNEFN ./0$0；TLUFBFMH-IM 5%+<BFN9 ;HNEFN
./0$0 KI-<;/BFEFN D

0 结果

0"! 突变子的构建

两种突变子构建的结果经酶切鉴定正确。因为

./0$0 内部 ?VV/+ 左右有一个 !’(*"酶切位点，因

此重组质粒用 $%&"与 !’(*"双酶切后得到一个

约 ?VV/+ 的片段。

0"0 突变对 $%&’& 表达产物可溶性的影响

对比野生型 ./0$0（本所构建，前 5V 个氨基酸

的编码序列作了同样的调整）与 "89RS、"89TQ 两点

突变子的表达发现，前者外源蛋白的表达量占菌体

总蛋白的 52W，后者为 6QW，可溶性表达明显增加，

而前者主要以包涵体形式存在（图 6）。"89RS、"89

TQ、"89 6V6 三点突变子的情况类似（结果未给出）。

0"1 突变对表达产物稳定性的影响

野生型 ./0$0 蛋白室温放置 6M 后，非还原性

:1:%(!$, 检测，发现有大量二聚体、三聚体甚至是多

聚体的形成。"89RS、"89 TQ 两点突变蛋白在室温放置

一周后，只有少量二聚体形成，未见多聚体（图 5）。

"89RS、"89 TQ、"89 6V6 三点突变蛋白室温放置一周后，

二聚体较前者又有明显下降。肉眼观察野生型 ./0%
$0 一周后有明显絮状沉淀，突变子均未见。

图 0 *+*,-.’/ 检测 $%&’& 稳定性

0BCD5 :1:%(!$, EFE789B9 <G ./0$0 9NE/B7BN8
6LXENHKE7 9IYHIF-I ./0$0 +K<NIBF 9N<KIM EN K<<; NI;+IKENHKI G<K 6 ME8；
5L5%+<BFN9 ;HNEFN ./0$0 +K<NIBF 9N<KIM EN K<<; NI;+IKENHKI G<K 6 ZIIP；

&L&%+<BFN9 ;HNEFN ./0$0 +K<NIBF 9N<KIM EN K<<; NI;+IKENHKI G<K 6 ZIIP；

AD(K<NIBF ;EKPIK D

0"# 突变对 $%&’& 活性的影响

用 A## 法检测 ./0$0 突变蛋白促有丝分裂活

性，"89RS、"89 TQ 两点突变蛋白的活性要高于野生

型 ./0$0，而三点突变的活性明显下降（表 6）。因此

我们认为 "89 6V6 具有维持 ./0$0 活性的作用。

表 ! $%/’& 突变蛋白的活性检测

#E/7I 6 3B<E-NBOBN8 E99E8 <G N.I ;HNEFN ./0$0

)*2V =（FC=;4） :+I-BGB- E-NBOBN8=（>U =;C）

AHNEFN ./0$0 6LVR 5 [ 6VQ

5%+<BFN9 ;HNEFN VL2Q 6 [ 6VQ

&%+<BFN9 ;HNEFN SL6V & [ 6V2

)*2V（,GGI-N 1<9ECI），KIGGIKBFC N< N.I YHEFNBN8 <G N.I 9E;+7I Z.B-. -EF +K<%
MH-I 2VW <G N.I ;EJB;E7 IGGI-N9；:+I-BGB- E-NBOBN8，KIGGIKBFC N< N.I BFNIKFENB<F%
E7 HFBN9 <G N.I 9E;+7I -<;+EKIM ZBN. N.I 9NEFMEKM ZBN. N.I 9E;I YHEFNBN8 D

1 讨论

本研 究 所 采 用 的 两 种 突 变 方 式 明 显 增 加 了

./0$0 的稳定性和可溶性，具体表现为：（6）室温静

置突变蛋白一周后只有少量二聚体生成；（5）突变子

在大肠杆菌中的可溶性表达明显增加，包涵体减少。

我们认为这主要与游离巯基的作用有关。在野生型
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的蛋白质中，暴露于分子表面的 !" 与 #$ 两个半胱

氨酸残基上的游离巯基在不同的蛋白质分子之间可

能形成稳固的二硫键，并至少通过两种途径影响蛋

白质的结构：（%）在宿主菌胞内，核糖体上新生 &’()
*( 肽链分子内部过早地形成二硫键，使得多肽结构

不能在整体水平上进行有效的折叠，并以此为基础

导致包涵体的大量形成；（+）纯化后 &’(*( 蛋白在

室温、暴露在稀酸或某些组织液等氧化环境中时，蛋

白分子的游离巯基之间会形成一定数量的二硫键，

导致二聚体、三聚体甚至是多聚体的形成，最终使蛋

白的活性丧失。我们采用联合突变的方式，可以最

大限度地减少游离巯基的不利影响。

,-.!"、,-.#$ 两点突变蛋白的活性较野生型蛋

白增加了一倍，推测是由于这两个氨基酸的游离巯

基暴露在蛋白质分子的表面并形成多聚体，干扰了

&’(*( 与其受体的相互作用，阻碍了其生物活性的

有效发挥。

,-.%/% 是一个特殊的半胱氨酸，它部分暴露在

蛋白分子的表面，同时在空间上与 ,-.#$ 的位置很

近，可以形成分子内和分子间的二硫键，,01120 等［3］

报道，后 者 的 趋 势 明 显 大 于 前 者。本 研 究 发 现，

,-.!"、,-. #$ 两点突变蛋白仍能够形成少量二聚

体，当引入 ,-.%/% 456 的三点突变子却几乎没有二

聚体的产生，充分说明不同蛋白分子的 ,-.%/% 的游

离巯基之间确实有少量二硫键的形成。此外，据报

道，,-.%/% 与 ,-.78 相似对维持蛋白质的活性十分

重要，可能参与了其活性中心的组成，我们的结果也

证实了这点，,-.!"、,-.#$、,-.%/% 三点联合突变的

活性下降。
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