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摘 要 大肠杆菌高密度发酵表达肠激酶轻链融合蛋白 Q@0;E1GRS，主要以包涵体形式存在。包涵体经 T/’(US尿素和 #V"W

C14.’> OE:##洗涤，以 $/’(US盐酸胍、:##//’(US QCC溶解，在胱氨酸存在下，以脉冲加样方式复性。融合蛋白复性在 $//’(US胱
氨酸存在下、脉冲加量 #V#F/AU/S和复性终蛋白浓度 #VF/AU/S为最佳复性方案。复性的融合蛋白加 !//’(US ?8?S! 后快速自

切。经 KQ;E+,-B81’@,及 XE+,-B81’@, 纯化，1GRS 纯度可达 %"W以上，可高效酶切重组瑞特普酶融合蛋白 C1YE1Z;。实现了大规

模生产 1GRS，每升发酵液经复性及纯化后，可得 1GRS $#/AUS以上，使以融合蛋白表达 1Z;等药用蛋白成为现实。
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以融合蛋白形式表达蛋白质或多肽是基因工程

研究中一种重要的手段。将要表达的目的蛋白连接

在宿主可以稳定表达的蛋白融合头（‘=@4’> .8A）Fa
端，由后者提供稳定表达所需的信号，表达出的融合

蛋白含有融合头。为使表达的蛋白具有完全正常的

功能，如作为药物使用等，须将融合头切去［:］。早期

较多采用化学裂解法去除融合头，但化学裂解位点

一般不专一，另外裂解的化学试剂有可能对目的蛋



白产生不必要的修饰，因此化学裂解法逐渐为酶法

所取代［!］。

基因工程融合蛋白融合头与目的蛋白之间的连

接肽一般都含有特异性蛋白酶识别位点的序列，常

用的特异性蛋白酶有 "# 因子、凝血酶和肠激酶。
肠激酶（$%&’()*+%#,’，$-）识别的序列为（.,/）0123,，
具有较高的专一性，酶切反应的条件比较温和，一定

浓度的蛋白质变性剂如尿素等对酶活性影响不大，

在较广的范围内如 /4056 7 856、0 7 069条件下亦
能有效地酶切融合蛋白，此外 $-酶切位点在识别
序列的 :1末端，可以得到完整的蛋白。因此在基因
工程制药领域 $-成为融合蛋白表达时下游纯化的
首选工具酶之一。

从牛和猪十二指肠纯化的 $-是二硫键相连的
异源二聚体。化学修饰分析表明 $-分子中组成丝
氨酸蛋白酶活性中心的 ;’(、4+,和 .,/等都位于轻
链，2+<=&和 >)%,#等［?］将牛 $-部分还原，分离的轻
链具有 $- 的酶活性与底物专一性。:)@@+%,1A#B+’
等［0］首先以 C,D.1连接序列1($-2 融合蛋白的形式

在 ! 5 "#$% 中表达 $-2，纯化后的融合蛋白自切得到

的 $-2 具有完整的 $-酶活性，但收率很低。毕赤
酵母（ & 5 ’()*#+%) ）也可分泌表达 !,-，表达量比

! 5 "#$% 高，但经纯化也仅可得 E5?F<G2发酵液［6］。
商品的 $- 酶价格较高，难以应用于生产药用

蛋白质。本研究表明构建了的 ($-2 融合蛋白在

! 5 "#$% 表达系统中，虽然表达载体 /$H?8D（ I）G$-2

是一个分泌型表达载体，低温发酵时有可溶性的融

合蛋白产生，但可溶部分比例很低，融合蛋白主要以

包涵体形式存在。因此需要对 ($-2 融合蛋白包涵

体进行复性纯化研究，以获得大量的 $-2，使以融合

蛋白形式生产药用蛋白成为可能。

! 材料和方法

!"! 工程菌株
大肠杆菌菌株 J2!K（C$?）G/$H?8D（ I）G$-2，本

实验室保存。

!"# $%#!（&’(）)*’+(,-（ .）)/’0菌的发酵及表达
取 L MN9保存的甘油种子，于含 6N!<GF2卡那

霉素的 KNF2 2J培养基中，?N9和 K6N(GF+%培养过
夜作为一级种子。将一级种子转接于含 6N!<GF2卡
那霉素的 6NNF2 2J培养基中，?O9和 !6N(GF+%培养
至 ./ENN达到 K5N 7 !5N作为二级种子。将二级种子
转接于 M2基础培养基中，控制发酵温度为 ?69，空

气通量 KN2GF+%，罐压 N5NKPQ#，以自动调节转速控
制溶解氧 ?NR，以 !F)@G2氨水调节 /4E5N 7 O5N。当
/4开始升高，流加补料培养基，控制 /4E5N 7 O5N。
当 ./ENN大于 !N时，加入 SQHT（S%#@B)公司产品）至

N56FF)@G2，继续培养 0=，停止发酵。菌液在 0NNN
(GF+%下离心 !NF+%，收集菌体备用。
!"( 包涵体复性
取湿菌体，加入破菌液（6NFF)@G2 H(+,14:@，

/4M5N，!FF)@G2 $CH.），冰浴，超声 6F+%G次，共 0
次。KN NNN(GF+% 下离心 K6F+%，取沉淀。以洗涤液
（6NFF)@G2 H(+,14:@，/4M5N，!FF)@G2 $CH.，N56R
H(+&)% "1KNN，0F)@G2 尿素）洗涤，离心，KN NNN(GF+%，
K6F+%，取沉淀。重复洗涤 K次。
取上述包涵体，加缓冲液 .（EF)@G2 TUF14:@，

!NFF)@G2 H(+,14:@，/4M56，KNNFF)@G2 CHH），室温搅
拌 ? =。MNNN(GF+%，KNF+%，取上清。以 !F)@G2 4:@调
/4?5N，对冷水（09）充分透析。分别加相应试剂，
配制成含 MF)@G2 V(’#，6NFF)@G2 H(+,14:@，/4M56，
6FF)@G2 胱氨酸的溶液，!69，! =。!F)@G2 4:@ 调
/4?5N，对冷水（09）充分透析。
取上述衍生透析液，按每次增加 N5N?F<GF2的

量，以脉冲方式加至缓冲液 J（N5OF)@G2 精氨酸，
6FF)@G2半胱氨酸，KF)@G2 H(+,14:@，/4M5E）中，间隔
?NF+%，共 KN 次，复性溶液的最终蛋白质浓度为
N5?F<GF2。KN9放置 !N = 以上。以分子量截留值
?N*C的膜超滤浓缩，并对缓冲液 :（!NFF)@G2 H(+,1
4:@，/4O50）充分透析。加入 :#:@! 至 !FF)@G2，

KN9放置 K6F+%。离心，取上清备用。
!"1 层析纯化

SC.1;’/=#(),’（.F’(,=#F Q=#(F#B+#），以 K56 床
体积的 N5KF)@G2 W+;X0 溶液洗涤，以蒸馏水洗涤 6
个床体积，以含 !NFF)@G2 咪唑的缓冲液 :平衡柱备
用。将上述复性溶液加咪唑至 !NFF)@G2过柱，并以
含 !NFF)@G2 咪唑的缓冲液 : 洗涤，收集 0!MN!N5K
的流出液。

Y1;’/=#(),’（.F’(,=#F Q=#(F#B+#）以缓冲液 :
平衡柱，并将上述 SC.1;’/=#(),’ 层析收集液过柱，
以缓冲液 : 洗涤至流出液 0!MN"N5N6。以含 N56

F)@G2 W#:@的缓冲液 :洗脱，收集 0!MN!N5K的流出
液。

!"2 /’0% 酶解 +/34/56
将 H(Z1(Q.（本实验室制备）的浓度调整为

K5NF<，对酶切缓冲液（N5KF)@G2精氨酸，N5!R H[’’%

!KM 12%34)4 5#6+3($ #7 8%#*4"23#$#9: 生物工程学报 !NNE，\)@5!!，W)56



!"，!"##$%&’ ()*+,-*+，.- /0"）充分透析，按 123,
24*5 267’ 8 /"" 59（! &!）加入 267’，9":放置 9;<。

!"# 蛋白质浓度测定
以 =2)>?$2>法测定蛋白浓度，=@*为标准品。

!"$ %&%’()*+
参照 ’)A##%B的方法进行，浓缩胶浓度为 /C，

分离胶浓度为 9!0/C，以考马斯亮蓝 D,!/"染色显
示蛋白条带。

, 结果
,"! 融合蛋白 &-.)’/+01 的表达

融合蛋白表达的关键在于细菌比生长速率的控

制，较慢的生长速率会有较高的表达。当比生长速

率大于 "0/<E 9时，表达量较低（图 9）。将比生长速
率控制在 "0! F "0G<E 9，可以得到高密度发酵及高表

达。H41I的浓度在一定范围内对表达量的影响不
大，较高的 H41I浓度对细菌有一定毒性，表现为诱
导后菌体生长减慢，高密度发酵时 H41I的最适加量
为 "0/ F 9##$%&’。H41I 诱导后，G"#BJ 即有融合蛋
白产生，但诱导后 G<到 /<，融合蛋白的表达量变化
不大（图 !）。

图 9 重组菌在不同比生长速率下的融合
蛋白 KLM*,267’ 产量

NBOP9 6??AQR $? R<A O2$SR< 2)RA $J R<A
TBA%> $? ?ULB$J .2$RABJ

图 ! H41I诱导时间对 KLM*,267’ 产量的影响

NBOP! 6??AQR $? R<A BJ>UQA> RB#A $? H41I $J R<A
TBA%> $? R<A ?ULB$J .2$RABJ

,", 胱氨酸衍生对复性的影响
经破菌及洗涤后，包涵体蛋白中 KLM*,267’ 的

纯度为 /"C以上（图 G），可直接用于复性。

图 G KLM*,267’ 包涵体洗涤

NBOPG V)L<BJO BJQ%ULB$J M$>T $? KLM*,267’

W：.2$RABJ #)2XA2；’)JA 9：.A%%ARA $? %TL)RAL；!，G：LU.A2J)R)JR $?

S)L<BJO；Y：.2AQB.BR)RA $? S)L<BJO；)22$S：?ULB$J .2$RABJ，//XKP

各取包涵体溶解、透析好的等份溶液，分别加相

应试剂，配制成含 Z#$%&’尿素，/"##$%&’ 12BL，.-Z0;
的溶液，其中胱氨酸的浓度分别为 "、G、; 及
[##$%&’，!/:，!<。脉冲稀释复性及加入 +)+%! 后，
直接取样，加至含 123,24*的酶切缓冲液中，9":放
置 9;<。123,24* 是 24* 的重组融合蛋白，分子量
/\XK，24*置于连接序列的 67酶切位点（*L.）Y ,’TL
之后，67酶切 123,24*可释放 G[0;XK的 24*和 9ZXK
的融合头，因此，可以 123,24*酶切的效果评价 267’

复性的效率。结果胱氨酸浓度越高的复性液，酶切

效率也越高，而不加胱氨酸处理，则酶切效率最低

（图 Y *）。若酶切反应后样品中 123,24*残留的量
以 @K@,4*I6胶密度扫描的面积百分比 " B 表示，""

和 "G 分别表示不加和加 G##$%&’胱氨酸复性的酶
切反应后样品中的 123,24* 含量，余类推。以（9,
" B）&（9,""）表示相对复性效率，则加胱氨酸浓度至

[##$%&’时，相对复性效率可达 9Z0Y倍；当胱氨酸浓
度为 ;##$%&’以上时，相对复性率大致相同（图 Y=）。

图 Y 胱氨酸浓度对复性的影响
NBOPY 1<A A??AQR $? R<A QTLRBJA Q$JQAJR2)RB$J $J R<A 2A?$%>BJO
*：)J)%TLBL $? @K@,4*I6P W：#$%AQU%)2 #)2XA2；9：Q$JR2$%；!：SBR<$UR

QTLRBJA；G：G ##$%&’；Y：; ##$%&’；/：[ ##$%&’P =：Q)QU%)RBJO R<A

2A%)RB]A 2A?$%>BJO A??BQBAJQT M)LA> $J R<A )2A) $? >B??A2AJRB)% LQ)JJBJO

Q)%$2B#AR2TP
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!"# 脉冲每次加量对复性的影响
经变性透析后的溶液，分别按每次增加

!"!!#$%&$’、!"!($%&$’、!"!)$%&$’、!"!*$%&$’、
!"!+$%&$’及 !"(,$%&$’的量，加入复性缓冲液中，
复性液蛋白终浓度为 !")*$%&$’。(!-放置 ,!.。
复性结束及加入 /0/1, 后，直接取样，加至含 2345367
的酶切缓冲液中，(!-放置 (*.以上。结果每次加
量越小，酶切 2345367的效果越好（图 # 7）。同上述
,",评价胱氨酸浓度对复性的影响类似，以每次增
加 !"(,$%&$’的复性溶液作为基准，计算相对复性
效率。当每次加量为 !"!!#$%&$’时，复性效率可增
加 8!9（图 # :）。

图 # 脉冲每次加量对复性效率的影响
;<%=# 2.> >??>@A B? CD1E> 0FF<A<BG BG A.> 3>?B1F<G%

>??<@<>G@H 0A !")* $%&$’ >GF C3BA><G
7：IJI567KL 0G01HE<E= M：C3BA><G $03N>3；(：@BGA3B1；,：!"(,$%&$’；

)：!"!+$%&$’；O：!"!*$%&$’；#：!"!)$%&$’；*：!"!($%&$’；8：

!"!!#$%&$’= :：@0@D10A<G% A.> 3>10A<P> 3>?B1F<G% >??<@<>G@H Q0E>F BG A.>

03>0 B? F<??>3>GA<01 E@0GG<G% @01B3<$>A3H=

以脉冲加量为 !"!)$%&$’，分别测试复性溶液
蛋白终浓度分别为 !"($%&$’、!",$%&$’、!")$%&$’、
!"O$%&$’和 !"#$%&$’时的复性效率。随复性溶液
蛋白终浓度的升高，单位复性蛋白浓度的复性效率

降低，但考虑到有效利用复性液，因此选择复性溶液

蛋白终浓度为 !")$%&$’（图 *）。

图 * 复性液蛋白终浓度对复性效率的影响
;<%=* 2.> >??>@A B? >GF C3BA><G BG A.>

3>10A<P> 3>?B1F<G% >??<@<>G@H

!"$ %&’( 的分离纯化

复性自切后，融合蛋白裂解为 )#NJ的 3LR’ 及

融合头，自切比较完全。融合头带有 S<E* 序列，在

TJ75I>C.03BE>上亲和吸附较强，而在 ,!$$B1&’ 咪唑
条件下，TJ75I>C.03BE>不能吸附 3LR’，因此 3LR’ 在

上样流出液中。 TJ75I>C.03BE> 以 !"O$B1&’ 咪唑处
理，收集液 IJI567KL 检测，无明显 3LR’。U5
I>C.03BE>层析，既可浓缩 3LR’，又有进一步纯化作

用，!"#$B1&’ V0/1 洗脱收集液中，3LR’的纯度大于

+#9，适于从融合蛋白制备药用蛋白（图 8）。

图 8 TJ75I>C.03BE>和 U5I>C.03BE>层析纯化
;<%=8 6D3<?<@0A<BG QH TJ75I>C.03BE> 0GF

U5I>C.03BE> @.3B$0AB%30C.H
M：C3BA><G $03N>3 = (：0DAB5@1>0P>F B? 3>?B1F>F C3BA><G；,：>1D0A> B?

TJ75I>C.03BE> QH !"O$B1&’ <$$<F0WB1>； )： Q3>0NA.3BD%. B? TJ75

I>C.03BE>；O：>1D0A> B? U5I>C.03BE> QH !"#$B1&’ V0/’；033BX：3LR’，

)#NJ=

!") %&’( 酶解 *%+,%-.
纯化获得的 3LR’ 专一性裂解融合蛋白 2345

367，酶切效率 Y#9以上，释放 )+"* NJ处的单链 367
（图 Y）。

图 Y 3LR’酶切 2345367

;<%=Y /1>0P0%> B? 2345367 QH 3LR’

M：C3BA><G $03N>3；(：@BGA3B1；,：0?A>3 @1>0P<G%；033BX： E@ 367，

)+"*NJ=

# 讨论
构建 JEQ753LR’ 融合蛋白在 ! " "#$% 中表达

LR’，目的是获得可溶的、具有生物活性的 3L2’ 蛋

O(Y &’%()*) +#,-(.$ #/ 0%#1)"’(#$#23 生物工程学报 ,!!*，ZB1",,，VB"#



白。我们的研究表明，!"#表达时，几乎无可溶形式
的融合蛋白产生。以 $% 培养基 &’’($ !"#培养至
!")’’为 ’*+ 左右时，将温度降低至 !’#，加 ,-./
’*+((012$ 诱导 3&4，收集菌体，超声波破菌，
3’ ’’’52(67离心 3’(67，上清液中融合蛋白的比例很
低，主要的融合蛋白在沉淀中，这与文献的报道一

致［8］。因此，只收集并纯化可溶形式的融合蛋白无

实际意义。

牛 9:$ 含有 ;个 <=>，因此 ?>@AB59:$ 融合蛋白

容易形成包涵体，而且包涵体也难以溶解。我们在

实验中发现，使用 C(012$尿素、3’’((012$ ?..，仍有
较多的包涵体不能溶解。使用 )(012$ 盐酸胍、
3’’((012$ ?.. 可溶解大部分 ?>@AB59:$ 包涵体。

将溶解的包涵体溶液调 DE!*’后对冷水透析，一是
低 DE 下BFE 及BFBFB比较稳定，另一方面透析除去
?..，可使下一步操作受到的干扰较小。融合蛋白
复性时先以胱氨酸处理，可使复性收率提高至少 3’
倍以上，这可能是胱氨酸的处理减少了错配的二硫

键［)］，融合蛋白正确折叠的几率增加。以 /FF/ 代
替胱氨酸，复性的收率稍高，但考虑到 /FF/价格要
贵几十倍，因此复性时还是以胱氨酸为最佳。

脉冲稀释复性是 ?>@AB59:$ 包涵体蛋白复性的

最佳方式，倍比稀释或连续流加等方式复性，复性的

效率要低很多。考虑到该融合蛋白中含有 E6>) 序
列，尝试过利用金属螯和层析在柱上复性，结果也不

成功。比较 DE;*’、;*)及 C*!三个条件下的复性情
况，DE;*)复性要好。脉冲每次加量越小，则复性效
率越高，但复性加样的时间更长，实际无法控制，因

此选择脉冲每次加量为 ’*’!(G2($。另外，复性溶
液蛋白终浓度为 ’*!(G2($，是综合考虑单位蛋白浓
度的复性效率及复性缓冲液的有效利用的最佳方

式。本研究按此方式复性，每升发酵液（发酵终止时

菌液 !")’’为 !’左右时）经纯化可得纯度 C+H以上
的 59:$ 达 )’(G以上。
包涵体蛋白的纯度对融合蛋白复性的影响较

大，包涵体蛋白纯度 !+H 时，按脉冲每次加量
’*’!(G2($、复性溶液蛋白终浓度’*!(G2($进行，相
对复性效率只达包涵体较好洗涤（纯度 +’H以上）
的 8’H。本研究以 8(012$的尿素和 ’*+H .56I07 JB
3’’洗涤包涵体，融合蛋白有一定的损失，可能是洗
涤液溶解了部分包涵体蛋白，但降低尿素和 .56I07

JB3’’的浓度，洗涤效果不好。此外，融合蛋白的连
接序列部分含有 E6>) 序列，因此金属螯合层析进行
包涵体蛋白的纯化也是一种选择，但这将明显延长

生产时间，增加生产成本。

我们也尝试以 .5KB9:$ 融合的方式表达 9:$，以

$%培养基小试时表达量可达 !’H以上，但表达的融
合蛋白主要是以包涵体形式存在。这种方式的融合

蛋白，按本研究所述的方法进行体外复性，复性收率

很低。可能 ?>@A 作为二硫键异构酶，对融合蛋白
?>@AB59:$ 的正确折叠有一定的促进作用。

.5KB5-A是硫氧还蛋白（.4605LM0K67，.5K）与 5-A
的融合蛋白，两者之间的连接序列中含有 9:的酶
切识别位点［"］，因此选择 .5KB5-A 作为底物，检测
59:$的生物活性。本研究经复性并纯化后得到的

59:$，在酶解 .5KB5-A时有较高的活性，按蛋白浓度
计算，3(G的 59:$ 可裂解 +’’(G的 .5KB5-A，酶切效
率 ;+H以上，并且在酶切过程中，单链 5-A 并不会
降解为双链 5-A，因此完全满足以融合蛋白 .5KB5-A
制备药用 5-A的需要。
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