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摘 要 中试规模纯化重组人核苷二磷酸激酶 9（7?*;J_H9）。菌体高压匀浆，然后微滤去除菌体碎片，超滤浓缩，所得样品上
样 ;P9PH@/:?,7’@/ N,@5 N(’A，收集目的峰，上样 R16,07’E ‘(C/ "O9 M/:?,7’@/ R\H=‘，含 9>J的缓冲液洗脱目的蛋白，超滤精制。结
果表明，L%##D菌体经过 !次匀浆后，所得匀浆液中含 *;J_ =$a8D，经过微滤超滤处理后，可回收目的蛋白 !$a"D。再经过两步
柱层析及超滤精制后，最终可得纯度为 Q8a"b的目的蛋白 L$a!D，总回收率为 "8a!b，每 L## D湿菌体的蛋白产率为 LaL%D。比
较每个步骤的回收率，发现精制 c亲和层析 c离子交换层析 c样品前处理过程。与前期报道发酵工艺联用，7?*;J_H9的纯化
产量达到 %L#<Dd\。工艺简便、得率高的 7?*;J_H9纯化工艺的建立为 *;J_的应用开发提供了物质基础；另外，本文结果也提
示，对于非分泌型重组蛋白来说，影响目的蛋白回收的最主要因素可能不是柱层析，而是样品前处理过程。
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核苷二磷酸激酶（)-2.%+,"0% 0"/$+,/$*#% C")*,%，
5678）是一种多功能蛋白，具有维持细胞内 5D7浓
度，调节细胞增殖、分化、发育和凋亡等多种生物学

功能［<］。在基础研究领域，研究 5678的多能性及
其调控机制对于阐明细胞增殖和分化、肿瘤发生、发

展和转移［E F G］，甚至个体发育，都有重要意义。在应

用开发领域，利用 5678的磷酸转移酶活性，可以开
发抗病毒增敏药物（$##/：??!!!A /*,#%-’ A &’?’%2$%’2$%?
H:H?H:HE==G?H%*29%)A $#(.）。除此之外，5678 还
可以作为抗癌药物增效剂［I］、白血病标志物［;］，或者

开发为新药靶［J］。

重组蛋白的高效制备是决定一种候选蛋白能否

最终作为药物进入临床的关键因素之一。虽然以

KLM为代表的哺乳动物细胞表达系统是技术发展
的主流，但 ! A "#$% 系统仍是重组蛋白的首选。近年
来对 ! A "#$% 系统的研究热点主要是两方面：（<）改
造表达系统，以简化下游纯化工艺或有利于蛋白在

宿主中的折叠，B)#%")自剪切系统［N］和一些分子伴侣
表达系统［O］是这方面的典范；（E）提高包涵体的复性
效率和规模［P］。对于可溶性蛋白下游纯化工艺的优

化报道反而很少，这可能与大肠杆菌中较难获得胞

质可溶性表达，而周质空间可溶性表达的蛋白难以

产业化有关。截止 E==J年 I月，我国 QR6:批准上
临床的 <I;种重组蛋白药物中，能够在 ! A "#$% 中获
得胞质可溶表达的屈指可数，8SR9E、1RSR等是这类
蛋白的代表，我室过去也有制备这一类蛋白的研究

报道［<=］，在中试规模，纯化后产量一般在 G= T J=
(>?@，很难超过 <==(>?@。
在前期工作中，我们已经构建了能高效表达人

56789:的工程菌 ! A "#$% 6L;!［/UV9)(EGL<］［<<］，
并完成了 ;=@ 规模高密度培养，菌体产量为
（EEE=W== X <JPWN<）>?批，蛋白表达量为（EEW== X
=WIE）Y［<E］。在此，我们报道 ’$56789:的中试规模
高效纯化工艺，这是决定 ’$56789: 的各项应用开
发能否顺利进行的先决条件之一。

) 材料和方法
)*) 材料
)*)*) 菌株和质粒：表达质粒 /UV95(EGL<由本室

侯宇等构建并保存，/UV95(EGL<转化 ! A "#$% 6L;!
得工程菌 6L［/UV95(EG］。
)*)*+ 主要试剂：层析基质 6Z:Z9,%/$*’+,% R*,#
R.+!和 Q%/$*0%[ S9<== 购自 :(%’,$*( U"+,2"%)2% 公
司；K"1*2’+) U.-% GS: Q%/$*’+,% K@9IU购自 \".."/+’%
公司；:>*’+,%、S.42")%、D"’, U*,%、Q6Q、丙烯酰胺、59
5]9亚甲基双丙烯酰胺等均购自 7’+(%>*公司；考马
斯亮蓝 S9E;=、H9E;= 等染料购自华美生物工程公
司；低分子量蛋白标准（PNWI，JJWE，IGW=，G<W=，E=W<，
<IWIC6）购自上海丽珠东风生物技术公司；其余试剂
为国产或进口分析纯。

)*)*, 缓冲液：U-&&%’ :：E= ((+.?@ D’",9LK.、<
((+.?@ Z6D:、E ((+.?@ \>K.E、< ((+.?@ 6DD，/LNW;；
U-&&%’ U：含 =W=; (+.?@ 5*K.的 1-&&%’ :；U-&&%’ K：含
=W< (+.?@ 5*K.的 1-&&%’:；U-&&%’ 6：含 <W;((+.?@ :D7
的 1-&&%’ K。
)*)*- 主要仪器：高压匀浆机购自 Q*’#+’",；微滤器
为 7%.."2+) "系统（=W<J#( 膜包两块）；超滤器为
\")",%##%系统（G=C6膜包一块）；凝胶图像分析系统
为 U"+9H*0 7ZKG==。
)*+ 方法
)*+*) ;=@补料分批培养［<G］：摇瓶培养一级种子，
<=Y比例接种 N@发酵罐制备二级种子，再以 <=Y
接种量转入 ;=@ 发酵培养基中，自动控制温度为
GE （̂增菌阶段）或 IE （̂目的蛋白诱导表达阶段），
转速与溶氧偶联（!J;=’?(")）以控制溶氧水平；通风
量自 < T G33(；5*ML和 LK.调节 /L为 NW= T NWE，并
在需要时补加碳源和?或氮源、糖蜜。
)*+*+ 菌体破碎：发酵菌体用 DZ 缓冲液以 < _ O
（& _ ’）比例重悬，I^、P;=7*压力下匀浆，每匀浆一
次后取 <#@菌液，在载玻片上涂成直径为 ;=((的
圆圈，革兰氏染色，<=== ‘镜检，每视野内完整菌体
不超过 <=个即为匀浆终点。
)*+*, 微滤：微滤器装配 =WG(E 膜包后，分别用

=WE(+.?@ 5*ML"纯水"DZ缓冲液清洗、平衡，对菌
体破碎液进行微滤，微滤过程中补加 DZ至菌液体
积为原体积的 ;倍，收集滤出液。
)*+*- 超滤：微滤滤出液上超滤器浓缩，超滤器装
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配 !"#$% 膜包，同样方法去热原处理，将入口与回收

口放在一起，弃滤过液，至体积为原体积的 &’&!，此
即为供纯化用的菌液上清。

!"#"$ 离子交换层析［&&，&# ( &)］：装置 *+,+ -./012.3
4156 4789层析柱（规格：&&!$$ : #!;$），&$87’< =1>?
@ &$87’< =1A7 去热原!BCDD.E , 平衡，流速 F!$<’
$GH!上样!BCDD.E ,淋洗至基线!BCDD.E B洗脱杂
蛋白!BCDD.E A洗脱目标蛋白，收集于 %")<已除热
原的玻璃瓶中!BCDD.E , @ !")$87’< =1A7 洗脱其它
杂蛋白!!"%$87’< =1>?柱再生，注射用水平衡至中
性!%!I乙醇保存。
!"#"% 亲和层析［&&，&# ( &)］：离子交换洗脱样品用
#!J*膜包浓缩 F K &!倍后，上样经去热原处理过的
亲和层析柱 AGL1;E8H L7C. #MN,（规格：OP)!$$ :
#!;$），缓冲液 A洗平至基线，换缓冲液 *洗脱目的
蛋白，收集于无热原的玻璃瓶中。!"%$87’< =1>?清
洗层析柱，乙醇保存。

!"#"& 精制：超滤法，装置 Q13G$16. 超滤系统，
!"%$87’< =1>?清洗并循环 R!$GH，注射用水平衡 /?
值至中性，对亲和层析样品进行超滤，分装于已除热

原的样品瓶中。

!"#"’ 用具前处理：所有的玻璃器具均 &F!S干烤
%0以上，%日内使用；所有的塑料用具均用 !"%$87’<
=1>?浸泡过夜，注射用水洗至中性，烘干，%日内使
用；)!< 桶装 T4U 配备三孔桶盖，质控热源检测合
格；所有纯化操作均在洁净程度万级区域进行。

表 ! ()*+,-菌体前处理过程的蛋白回收率
./012 ! *345267 3284923: 4; 5<2 =32532/5>275 4; 3<()*+,- 0/85236/

-1$/7. V8617 /E86.GH’（W’<） X87C$.’< =*YPM, A8HZ ’I =*YPM, [G.72’W =*YPM, E.;8\.E[’I
&56 08$8W.H16. %&")] &% %%"^ )F"^ —

%H2 ?8$8W.H16. %%"^_ &% &^"R R^"] F&"&
L.D8E. &56 $G;E8MDG76E16G8H &F"]R &% %R"& )#"_ _&"F
1D6.E &56 C76E1MDG76E16G8H" _"&R ^")] %#"& &]"! %^"#

‘.5G2C. 8D &56 $G;E8MDG76E16G8H %) R"# &)"^! &]"_ (
,D6.E %H2 $G;E8aC76E1MDG76E16G8H"" _"# )") %% &&"# ]]"_

V8617 %^"# R]")
"2.DGH.2 15 51$/7. 4!&M&；""2.DGH.2 15 51$/7. 4!&M%；
=*YPM, A8HZ 915 8L61GH.2 L[ -*-MY,N+ 1H17[5G5Z =*YPM, [G.72 b 68617 /E86.GH（W’<）: X87C$.（<）: =*YPM, A8HZ（I）Z

!"#"? 蛋白纯度分析：蛋白质样品先参照文献方
法，以 -*-MY,N+ 分离，然后上 BG8M‘12 Y+A#!! 系
统，分析蛋白纯度。

!"#"!@ 蛋白含量测定：BE12D8E2 法［&]］。取 !")W’<
B-, &) K ^)!< 至各测量管中，分别补足 !"&)$87’<
=1A7至 #!!!<，加 BE12D8E2试剂 #$7，室温反应 %$GH，
测 !)_)，绘制标准曲线。测量时，根据蛋白质所在溶

液性质的不同，参照不同标准曲线进行定量计算，同

时在每次测量时，以 B-, 作为质控物校正系统误
差。<89E[法：（&）样品稀释：冻干样品根据标示量稀
释至 &$W’$<，再稀释 %!倍；未知浓度的样品（纯品）
可以有 % 种方法得出其大概浓度范围：先根据
"#%F! ’"#%]!得出大概值，若 "#%F! ’"#%]!#&")，则一
般情况下蛋白浓度 $ b &"R)"#%F! ( !"^R "#%]!，再

稀释至 )!!W’$<；也可查文献得该蛋白质在某一波
长下的吸光系数 %，再读取该波长下的吸收值 !，
蛋白浓度 $ b ! ’%。（%）显色：稀释后样品 &$<，加
碱性铜试剂 )$<，混匀，室温静置 &!$GH，然后加入酚
试剂 !")$<，混匀，室温静置 #!$GH。（#）比色：)!!H$
比色（单波长）比色，平行测定 %次，以蛋白质浓度为
横坐标，光吸收值平均值为纵坐标，绘制标准曲线，

并计算样品蛋白含量。

!"#"!! 酶活性测定：?Y<A法测定纯化过程中样品
的磷酸转移酶活性，参照文献［&&］进行。

# 结果与讨论

#"! 样品前处理
取发酵菌体 &)!!W，重悬于 V+ 缓冲液中，_)!

B1E压力匀浆两次，得 &%< 匀浆液，̂!!! : W 离心
%!$GH，得菌体碎片 ]]W，上清用 Y.77G;8H "系统
（!"&]!$膜包两块）微滤 & 次，同时补加 V+缓冲液
%!<，滤出液以 Q13G$16.系统（#!J*膜包四块）浓缩，
从实验结果（V1L7. &）看，经过 %次匀浆后，总蛋白含
量有所增加，但目的蛋白含量下降，可能与二次匀浆

时温度控制失常有关。经过第 &次微滤和超滤后，目
的蛋白回收率只有 %^"#I。由于 =*YPM,在溶液中
形成六聚体，分子量为 &!% J*，基本不可能透过 #!J*
超滤膜，推测回收率低可能与微滤时补加缓冲液不

足，导致大部分目的蛋白被弃于微滤残渣中有关。

-*-MY,N+分析结果证明了上述推测（4GW Z &），
遂对微滤后的残渣进行第 %次处理，重悬于 F<缓冲
液中，在微滤过程中补加 V+缓冲液 R!<，结果表明，

!&) $&’()*) +,-.(/0 ,1 2’,3)4&(,0,56 生物工程学报 %!!^，X87"%#，=8"#



经过第 !次微滤后，"#$#%（!&$’()#$* + !,,%）的目
的蛋白被弃于微滤残留液中，对这一部分样品进行

处理，以 )倍体积缓冲液进行微滤，目的蛋白回收率
可达 &&$’%，整个样品前处理过程的蛋白回收率为
-&$)%。

图 ! ./.01234分析微滤后菌体残渣
5678 ! ./.01234 9:9;<=6= >?=6@A? BC DE? !=D F6G>BC6;D>9D6B:

!：>?=6@A? BC DE? !=D F6G>B0C6;D>9D6B:；"：HIJ8

!"! 离子交换层析
对 5,!批次超滤液进行纯化，每次上柱 !H 样

品，共 & 个批次上柱完成，经过离子交换层析（ KB:
?LGE9:7? GE>BF9DB7>9ME<，K4N）后，共回收蛋白含量为
（&$"& O "$)!）7(H的目的组分 &$&)H，其中目的蛋白
纯度为（)P$#" O !,$P*）%，总量为 !#$*,7（Q9R;?"）。
567 8 "是 K4N过程的典型洗脱图谱。

表 ! #$%&%样品离子交换层析的蛋白回收量
’()*+ ! ,-./+01 -+2.3+-0+4 .5 6 )(/27+4 .5 89:

S9DGE NB:8 (（7(H） TB;AF?(H 1A>6D<(% U/1V <6?;@(7
K4N,!0!（,$!）! "$! "$, -’$# "$,’
K4N,!0"（,$!） #$’ ,$*) )*$# P$#&
K4N,!0P（,$!） *$, ,$# &#$& P$#-
K4N,!0-（,$!） &$# ,$# )"$- "$#)
K4N,!0)（,$!）
K4N,!0&（,$!）

&$) "$P -,$) &$,)

QBD9; — &$&) W !#$*,
2X?>97?（"! O "） &$"& O "$)! W )P$#" O !,$P* W

!QE? R9DGE UB8 K4N,!0!（,$!）F?9:= DE? ?;AD6B: BC RACC?> Y6DE ,$!FB;(H
U9N; 6: DE? !=D R9DGE BC K4N8

!"; 亲和层析
K4N收集的 U/1V02样品用 P,Z/膜包浓缩 # [

!, 倍，所得样品进行 ’ 批次亲和层析（2CC6:6D<
GE>BF9DB7>9ME<，2N），共收得蛋白浓度为（P$&) O
"$&"）7(H的样品 &$"-H，其中 U/1V02纯度为（#P$&,
O ’$",）%，即：回收目的蛋白 !*$*7，回收率为
’-$&%（原始数据略）。

567 8P 是 U/1V02 亲和层析洗脱图谱，其中 1!
是目的蛋白峰，由于洗脱缓冲液中的 2Q1在 "#,:F

图 " U/1V02离子交换层析洗脱图谱
5678 " 4;AD6B: M>BC6;? BC K4N BC U/1V02

1,：M?9Z BC =9FM;? ;B9@6:7；1!：M?9Z BC 6FMA>6D<；1"：M?9Z BC D9>7?D
M>BD?6:；1P：>?7?:?>9D6B:8

处有吸收，所以基线升高；层析柱经过清洗后，基线

重新归零。567 8 -是部分批次亲和层析收集样品的
./.01234分析原始结果，可见主要杂质的分子量在
"#Z/和 -PZ/ 处，鉴于 U/1V02 在水溶液中形成六
聚体，分子量为 !,,Z/，因此，可用凝胶过滤或者超
滤对其进行最后的精制，由于超滤还具有浓缩作用，

所以在较大规模纯化时，选择超滤作为 U/1V02的
精制步骤。

图 P U/1V02亲和层析洗脱图谱
5678 P 4;AD6B: M>BC6;? BC 2N BC U/1V02

1,： M?9Z BC =9FM;? ;B9@6:7； 1!： M?9Z BC D9>7?D M>BD?6:； 1"：
>?7?:?>9D6B:8
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图 ! 部分批次亲和层析收集样品纯度分析结果
"#$% ! &’(#)* +, -.&/01 2+3342)45 #6 24()7#6 87)294: +, 1;

<：=>?；@ A B：:7CD34: +, 24()7#6 87)294: +, 1;%

!"# 精制及样品后处理
混合各批次 1;收集样品，以 EFGH -7;3 为缓

冲液，超滤浓缩，调整蛋白浓度为 <E$I=，共获得纯度
为 GBFJH的 (9-.&/01 溶液 <KGEC=，其中 -.&/01
总量为 <KF@$。"#$ % L 中 =764 L 是精制后样品的纯
度分析照片（GBFJH），=764 @ 是离子交换柱上样样
品，=764 J 是 MN;E<0<（EF<）批次样品，=764 ! 是
1;E@0O批次样品，目的蛋白纯度为 OKFOH。

图 L 精制样品及其它纯化样品的纯度分析
"#$% L P.P0&1QN 7673*:#: )94 D’(#)* +,
(9-.&/01 D(+5’2) 765 +)94( :7CD34:

<：=>?；@：,(72)#+6 3+7545 +6 MN; 2+3’C6；J：MN;E<0<（EF<）；!：
1;E@0O；L：(9-.&/01 D(+5’2) %

表 $ %&’()*+,纯化过程总结
-./01 $ 2344.%5 67 8&1 93%:7:;.8:6< 67 %&’()*+,

&(+24:: &(+)4#6 2+6% I（$I=） R+3’C4I= &’(#)*IH
S’76)#)* +,
-.&/01I$

T42+U4(*IH
（P)4DI:)4D）

T42+U4(*IH
（P)4DI9+C+$467)45）

V#+72)#U#)*
I（’IC$）

W+C+$467)4 @@FKG <@FEE <KF!E !KFB X X @@E
>#2(+YZ3)(70,#3)4( GF@@ [ EF<< <JFEB @@FLL [ EFKO @KFJ LKF! LKF! JEE

MN; BF@B [ @FLE BFBL LJFO@ [ <EFJK <OFK BOFL JGFJ BOE
1; JFBL [ @FB@ BF@! OJFBE [ GF@E <KFK G!FB JKF@ <EEE

&+3#:9 <EFE <FKG GBFJ <KF@ GKF! JBF@ <@EE

!"= ’()*+,纯化小结
对 -.&/01纯化各步骤的蛋白回收率和比活性

进行小结，结果示于 \7834 J中，可见（<）伴随着样品
纯度的增加，比活性平行升高，纯化前后比活性增加

约 !FL倍，另外，总活性回收率接近 @EEH，这可能与
样品在纯度较低时，杂蛋白干扰活性测定，导致比活

性测定负误差有关；（@）影响目的蛋白最终得率的因
素主要不在柱层析，而在于样品前处理过程。匀浆

后的样品，经过 @次微滤和超滤后，回收率虽然只有
LKF!H，但与我们在小试阶段（@ A <E=规模发酵）所
采用的流程（超声破碎!!]低温离心!EF!L!C滤
膜抽滤）相比［!，<<］，回收率有倍数提高，并且工艺简

化，时间大大缩短。根据我室纯化 -.&/01及其它
蛋白的经验，采用超声破碎这一工艺，最多回收

@EH左右的目的蛋白，大部分蛋白都弃于超声破碎
后的沉淀中。

MN; 和 1; 过程的回收率分别是 BOFLH 和
G!FBH，与小试阶段的回收率大致相当，最终回收率
为 JBF@H，与文献报道的小规模优化纯化工艺的回
收率相当［<J X <L］。在柱层析过程中，离子交换层析对

蛋白纯度和得率的影响较亲和层析大。我们在前期

研究中，发现 >72(+0&(4D .N1N P’DD+() 树脂的纯化
效果要明显优于 .N1N :4D9754^ "7:) "3+_ 树脂，与
.N1N :4D9754^ "7:) "3+_ 相比，>72(+0&(4D .N1N
P’DD+()所得 -.&/01纯度可提高 !GH，蛋白得率可
提高 <KEH（比较含 -.&/01 的主要组份的数据），
.N1N :4D9754^ "7:) "3+_的主要劣势在于目的蛋白
洗脱不彻底［<K］。但因为实验材料限制，在放大生产

时，没有采用 >72(+0&(4D .N1N P’DD+()。如果采用更
优填料，目的蛋白的纯度和回收率有望进一步提高。

采用本文报道的工艺，(9-.&/01的纯化得率为
<F<LH（! I!，-.&/01I_4) 2433）。前文已经报道，
(9-.&/01 经 LE= 高密度培养后，菌体产量为
（@@@EFEE [ <BGFK<）$I87)29［<@］，也就是说，每批次发酵
菌体经纯化后，可得纯度为 GBFJH的重组蛋白
@LFL$，纯化产量为 L<E C$I=，这远远超过目前报道
的绝大多数重组蛋白产量。(9-.&/01能最终得到
高产，一方面与目的蛋白的可溶性表达有关，但更重

要的是与样品前处理过程有关。在柱层析技术日趋
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成熟的今天，样品前处理过程的回收率逐渐成为决

定重组蛋白纯化产量的关键因素。另外，本文所采

用的工艺也比较简便，通过充分应用切向流过滤技

术，对样品进行分级过滤、浓缩，省去了大量的离心

过程，这更有利于工业化应用。

事实上，按照本文所报道纯化工艺，若对样品前

处理条件、!"#洗脱液离子强度和盐浓度、$#缓冲
液中 %&&含量等关键参数精细控制或者进一步优
化，蛋白得率还可以进一步提高。中试规模高效纯

化 ’()%*+,$为核苷二磷酸激酶的大规模生产奠定
了基础，也为其它重组蛋白的 +- 级制备提供了可
供借鉴的经验。
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