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摘  要：内毒素是常见外致热原，内毒素超标会导致脓毒血症、感染性休克甚至死亡等严重后果，

因此其检测在医疗、制药和食品领域至关重要。鲎试剂检测法的广泛应用导致鲎数量急剧下降，且

该方法存在批间差异和难以定量等限制。重组 C 因子检测法批次间稳定、灵敏度高且可定量，可代

替鲎试剂，但高成本和复杂操作限制了该方法的推广。为简化制备重组 C 因子的步骤，同时降低重

组 C 因子的生产成本，本研究利用高产抗凋亡载体 qBac-IIIG、优选信号肽和优化密码子的策略，使

用杆状病毒蛋白表达系统制备重组 C 因子，分泌至细胞培养上清液中的重组 C 因子无需纯化，可直

接用细胞培养上清液检测内毒素。表达重组 C 因子的 1 L 发酵体系中发酵液的内毒素检测灵敏度可达

到 0.05 EU/mL，每 L 发酵液可以支持 50 万个检测反应。本研究提高了重组 C 因子的产量和活性，节

省了蛋白纯化步骤，降低了生产成本，为重组 C 因子内毒素检测法的推广应用奠定基础。 
关键词：内毒素检测；重组 C 因子；杆状病毒表达载体；中华鲎 
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Abstract: Endotoxins are common exogenous pyrogens. Excessive endotoxins in medical devices 
and injections can lead to serious consequences such as sepsis, septic shock, and even death. 
Therefore, endotoxin detection plays a crucial role in medical, pharmaceutical, and food sectors. 
The wide application of Limulus amebocyte lysate (LAL) has led to a sharp decline in the number 
of horseshoe crabs. Moreover, the LAL assay has limitations such as interbatch variations and 
difficulty in quantification. The recombinant factor C (rFC) assay is stable between batches, highly 
sensitive, and capable of quantitation, and thus it can be used as an alternative for the LAL assay. 
However, the high cost and complex procedures involved in producing recombinant factor C have 
limited the widespread application of this method. In order to simplify the preparation and reduce 
the production cost of recombinant factor C, this study focuses on the production of recombinant 
factor C based on the baculovirus expression system. Multiple measures such as a high-yield and 
anti-apoptotic vector qBac-IIIG, the optimal signal peptide, and the optimized codon were used to 
reach the goal of endotoxin detection with cell supernatant. This method simplifies the steps of 
protein purification. The sensitivity of the supernatant reached 0.05 EU/mL in a 1-L fermentation 
system, and 500 000 detecting reactions can be supported per liter of fermentation broth. This study 
increases the yield and activity of recombinant factor C, simplifies the procedures of protein 
purification, and reduces the cost, laying a foundation for the promotion and application of 
recombinant factor C in endotoxin detection. 
Keywords: endotoxin detection; recombinant factor C; baculovirus expression system; Tachypleus 
tridentatus 

 
内毒素是革兰氏阴性菌细胞壁外膜的组成

成分，能维持细菌细胞的结构完整性并保护其

免受外界化学物质攻击。19 世纪末在热灭活的

霍乱弧菌中发现了这种热稳定的毒素[1]，命名

为内毒素。1935 年首次从革兰氏阴性菌中分离

出内毒素，因其由脂类和多糖组成，又称“脂多

糖”[2-3]。在细胞分裂、外膜囊泡脱落或细菌细

胞死亡等过程中释放大量内毒素，进入血液后
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引发促炎免疫反应，导致脓毒血症甚至死亡[4]。

因此，内毒素的检测在医疗、制药和食品相关

行业至关重要。 
内毒素的检测方法主要有家兔检测法、鲎

试剂(Limulus amebocyte lysate, LAL)检测法和

重组 C 因子(recombinant factor C, rFC)检测法。

家兔热源检测法因周期长、个体差异和无法定

量等原因限制了其应用[5-6]。20 世纪 60 年代，

研究人员根据鲎血淋巴裂解物遇内毒素后会发

生凝固的现象，发明了鲎试剂检测法[7-8]。1977 年，

美 国食 品 药 品监 督 管 理局 (Food and Drug 
Administration, FDA)批准了基于 LAL 的内毒素

检测方法[9]，然而鲎试剂检测法仍存在一些局

限性，如鲎血作为鲎试剂的天然原料会有批次

间差异，β-1,3-葡聚糖等干扰因素会增强或抑制

该反应活性和特异性[10-12]。生物制药行业的快

速发展推动了内毒素检测需求，鲎血过度采集

导致野生鲎数量急剧下降，中华鲎和圆尾鲎于

2021 年被列为国家二级保护动物[13]，开发鲎试

剂检测法的替代方案刻不容缓。 
C 因子是鲎试剂级联反应中的第 1 个内毒

素结合因子，经内毒素活化后的 C 因子能够与

底物发生反应，从而产生与内毒素浓度成比例

的荧光信号，因此重组 C 因子检测法可以用来

检测内毒素，替代依赖鲎血的鲎试剂检测法[14]。

基于重组 C 因子的内毒素检测法具有以下优

势：特异性强(单步反应避免假阳性)、重复性好

(异源表达的蛋白纯度高、批次稳定[15])、可定

量检测(通过荧光值计算内毒素含量)、安全性高

(无动物源成分)。然而重组 C 因子的生产成本

居高不下，复杂的制备工艺会带来内毒素污染

的风险，所以亟需借助基因工程等生物技术来

解决重组 C 因子检测法的发展困境，开发出可

替代传统鲎试剂内毒素检测法的更优方案。 
本研究利用杆状病毒表达系统制备重组 C

因子，通过优选杆状病毒表达载体、优选高效信

号肽和优化密码子等策略，高效表达具有天然活

性的重组 C 因子。分泌至培养基中的重组 C 因

子易于收集，省去了蛋白纯化步骤，降低引入内

毒素的风险，大幅简化生产工艺从而降低生产成

本。本研究旨在优化重组 C 因子的表达，解决

当前困境，缓解鲎的生存压力，保障内毒素检测

试剂供给，助力医疗制药等行业的发展。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  载体、菌株和细胞 

质粒 pQB3a、pQB4t 和杆状病毒表达载体

qBac-I、qBac-IIIG 购自陕西杆粒生物科技有限

公司。草地贪夜蛾 Sf9 细胞系由本实验室保存。

大肠杆菌 Mach1-T1 克隆菌株购自上海唯地生

物技术有限公司。 

1.1.2  主要试剂 
本研究所用 PCR 引物(表 1)由北京擎科生

物科技股份有限公司合成。基因由南京金斯瑞

生物科技有限公司合成。2×Phanta Flash Master 
Mix 和 ClonExpress Ultra One Step Cloning Kit
购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。限制

性内切酶 Xba I、Bgl II、BspE I 和 Nco I 均购自

纽英伦生物技术(北京)有限公司。SanPrep 柱式

质粒 DNA 小量抽提试剂盒和 SanPrep 柱式

DNA 胶回收试剂盒购自生工生物工程(上海)股
份有限公司。Anti His-Tag Mouse Monoclonal 
Antibody 和 Goat Anti-Mouse IgG, HRP Conjugated
购自康为世纪生物科技有限公司。FuGENE HD
转染试剂购自普洛麦格(北京)生物技术有限公

司。昆虫细胞培养基 IB905 购自浙江壹生科生

物技术有限公司。 

1.1.3  主要仪器 
PCR核酸扩增仪(Bio-Rad公司，T100 Thermal 
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Cycler)，低温冷冻离心机(Eppendorf 公司)，细

菌培养箱(上海精宏实验设备有限公司)，昆虫细

胞培养箱(上海精宏实验设备有限公司)，摇床

(SUKUN 公司)，半干转膜仪(北京六一生物科技

有限公司)，化学发光成像仪(Tanon 公司)，酶

标仪(Molecular Devices 公司)。 

1.2  方法  
1.2.1  构建重组质粒 

以中华鲎(Tachypleus tridentatus) C 因子序

列(GenBank 登录号：D90271)为参考序列，委

托南京金斯瑞生物科技有限公司基因合成。以

合成的基因为模板，设计并合成带有 pQB3a 载

体同源臂的上游引物 pQB3a-rFC-His-F 和下游

引物 pQB3a-rFC-His-R，通过 PCR 扩增得到有

同源臂的 rFC 片段。PCR 产物用 1％琼脂糖凝

胶电泳检测，切胶回收目的片段。使用限制性

内切酶 BspE I 和 Nco I 双酶切质粒 pQB3a，酶

切产物切胶回收线性化载体。切胶回收的 PCR
产物和线性化载体同源重组，重组产物转化至

大肠杆菌 Mach1-T1 感受态中涂板培养过夜，

随机挑取单菌落，使用引物 ORF603-Seq 和

rFC-TR 进行 PCR 鉴定。PCR 鉴定阳性的菌小

量抽提质粒，质粒送至北京擎科生物科技股份有

限公司进一步测序确认，测序正确的质粒命名为

pQB3a-rFC-His。 
Fib 信号肽片段用 pQB3a-Fib-F 和 pQB3a- 

Fib-R2 引物以 pQB3a-Fib-R1 为模板 PCR 扩增

获得。GP64 信号肽片段扩增步骤同上，PCR 引

物分别为 pQB3a-GP64-F 和 pQB3a-GP64-R2，
模板为 pQB3a-GP64-R1。PCR 产物用 1%琼脂

糖凝胶电泳检测，切胶回收目的片段。用限制

性内切酶 Xba I 和 Bgl II 对质粒 pQB3a-rFC-His 
 
表 1  本研究所用引物  
Table 1  Primers used in this study  
Primer name Primer sequence (5′→3′) 

pQB3a-rFC-His-F AAACCTATAAATATCTAGATAAAAAACCGCCACCATGGTCTTAGCGTCGTTTTTGGTGT 

pQB3a-rFC-His-R ATGGTGATGGTGATGGTGGTGTCCGGAAATGAACTGCCTAATCCAT 

ORF603-Seq TGTCTGCGAGCAGTTGTTTG 

rFC-TR GTTGAACACATAGCCTGG 

pQB3a-Fib-F AAACCTATAAATATCTAGATAAAAAACCGCCACCATGGTCTTAGCGTCGTTTTTGGTGT 

pQB3a-Fib-R1 GTATAAGCGACATACTGCAGAGCGCAGCACAAGATCACAAAGGTTTTGACTCTCATGGT 

pQB3a-Fib-R2 TCGTTTCATCACACAAGCCCAGATCTACTCCTCTTGCATTTGTATAAGCGACATACTGC 

pQB3a-GP64-F AATAAAAAAACCTATAAATATCTAGATAAAAAACCGCCACCATGGTAAGCGCTATTGT 

pQB3a-GP64-R1 AGGCAGAATGCGCCGCCGCCGCCAAAAGCACATATAAAACAATAGCGCTTACCATGGT 

pQB3a-GP64-R2 TCGTTTCATCACACAAGCCCAGATCTACTCCTCTCGCAAAGGCAGAATGCGCCGCCGC 

rFC-F CTAAAAAACCGCCACCATGGTCTTAGCGTCGTTTTTG 

rFC-R GTGGTGTCCGGAGAATTCAAATGAACTGCCTAATCC 

optDL-F CTAAAAAACCGCCACCATGGTGCTGGCTAGCTTCC 

optDL-R GTGGTGTCCGGAGAATTCAAATGAACTGTCTGATCCAAG 

4t-F GAATTCTCCGGACACCAC 

4t-R CCATGGTGGCGGTTTTTTAG 

QPCR-gp41-F CGTAGTGGTAGTAATCGCCGC 

QPCR-gp41-R AGTCGAGTCGCGTCGCTTT  
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进行酶切，酶切产物切胶回收线性化载体。随

后与前述信号肽编码序列同源重组、转化、PCR
鉴定、质粒提取和测序。测序正确的质粒命名为

pQB3a-SPFib-rFC-His 和 pQB3a-SPGP64-rFC-His。 
以 pQB3a-rFC-His 为模板，rFC-F 和 rFC-R

为上下游引物，通过 PCR 扩增得到 rFC 片段；

以合成的 rFC-opt 和 rFC-optDL 为模板，rFC-F、
rFC-R 和 optDL-F、optDL-R 为上下游引物，通

过 PCR 扩增得到密码子优化的 rFC 片段

rFC-opt 和 rFC-optDL。载体以 pQB4t 为模板，

4t-F 和 4t-R 为引物进行 PCR 扩增。PCR 产物

用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，切胶回收目的片

段。随后进行同源重组、转化、PCR 鉴定、质

粒 提 取 和 测 序 。 测 序 正 确 的 质 粒 命 名 为

pQB4t-rFC、pQB4t-rFCopt 和 pQB4t-rFCoptDL。 

1.2.2  包装重组杆状病毒 
将 Sf9 细胞以汇合度 60%的密度均匀铺入

12 孔板。1.5 mL 离心管中加入 50 μL 无菌水、

150 ng 重组质粒和 5 ng qBac-I 或 qBac-IIIG。另

一离心管中加入 50 μL 无菌水和 3 μL 转染试

剂。混匀后，将稀释的转染试剂加入含 DNA 的

离心管中，混合后静置 20 min，随后加入铺好

细胞的细胞培养板中。28 ℃培养 4–6 d，细胞

有明显病变后收集细胞培养上清液，得到 P0 代

重组杆状病毒。 

1.2.3  重组杆状病毒的增殖与滴度检测 
将 Sf9 细胞以汇合度 70%的密度均匀铺入

12 孔板。以感染复数(multiplicity of infection, 
MOI)为 0.05 的病毒量感染细胞，28 ℃培养   
4–5 d，细胞有明显病变后收集细胞培养上清

液，得到 P1 代重组杆状病毒。P1 代重组杆状

病毒和已知滴度的标准样品(4×108 PFU/mL)以
10 倍梯度稀释至 104。以稀释后的病毒为模板

进行实时定量 PCR 检测。20 μL 实时定量 PCR
体系：0.4 μL上游引物QPCR-gp41-F (10 μmol/L)，

0.4 μL 下游引物 QPCR-gp41-R (10 μmol/L)，   
5 μL 病毒液，10 μL 2×SYBR qPCR Mix，4.2 μL
水。反应程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性   
10 s，60 ℃退火与延伸 30 s，40 个循环；熔解

曲线 95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。各稀

释度下标准样品滴度的对数为横坐标，对应的

Ct 值为纵坐标，由标准曲线计算出对应的直线

方程，将待测病毒的 Ct 值代入方程中，即可计

算出 P1 代重组杆状病毒的病毒滴度。 

1.2.4  蛋白表达和检测 
贴壁细胞蛋白表达是将 Sf9 细胞以汇合度

90%的密度均匀铺入 12 孔板，以 MOI=5 的病

毒量感染细胞，28 ℃培养 4–5 d。悬浮细胞蛋

白表达是在发酵罐中加入 1 L 细胞悬液，细胞

总量为 1×109。发酵罐转速设置为 100 r/min，
罐温设置为 28 ℃，溶氧(dissolved oxygen, DO)
设置为 60%，病毒按 1:100 的体积加入发酵罐

中，培养 3 d。 
收集细胞培养上清液后，用 PBS 重悬细胞，

分别取 80 μL 样品与 20 μL 5×SDS 蛋白上样缓

冲液混合。样品在金属浴中 100 ℃加热 10 min
后进行蛋白表达检测。根据 SDS-PAGE 说明书

制备 8%的分离胶和 4%的浓缩胶，加入样品后

以先 80 V 30 min 后 100 V 90 min 的条件电泳。

使用半干转膜仪进行转膜，以 60 mA 恒流转膜  
75 min。封闭时将硝酸纤维素 (polyvinylidene 
fluoride, PVDF)膜浸于 5%的脱脂奶粉中，水平

摇床室温封闭 2 h。TBST 洗后加入一抗(Anti 
His-Tag Mouse Monoclonal Antibody)，4 ℃孵育

过夜。TBST 洗后加入二抗(Goat Anti-Mouse 
IgG, HRP Conjugated)，水平摇床室温孵育 2 h。
TBST 洗后加入显色液，PVDF 膜置于化学发光

成像仪中曝光，检测蛋白表达。 

1.2.5  重组 C 因子活性检测 
用 2 mL 无内毒素水溶解 10 EU 内毒素标准
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品，得到 5 EU/mL 的内毒素标准品溶液。随后

依次 10 倍梯度稀释得到 0.5、0.05、0.005 EU/mL
的内毒素标准品溶液，在无内毒素酶标板中每

孔加入 100 μL 内毒素标准品溶液。在无内毒素

离心管中以 5:4:1 加入荧光底物溶液、缓冲液

和 rFC 酶溶液，混匀后加入已加内毒素标准品

的酶标板中。酶标仪温度设置为 37 ℃，激发

波长 380 nm，发射波长 440 nm。读取 0 h 的数

值，37 ℃孵育 1 h 后再次记录数值[16]。以 1 h
的数值减去 0 h 数值，差值记为 ΔRFU (relative 
fluorescence unit)。 

2  结果与分析 
2.1  杆状病毒表达载体抗凋亡策略对

rFC 表达量的影响  
2.1.1  重组质粒与重组杆状病毒的制备 

载体 pQB3a 通过限制性内切酶 BspE I 和

Nco I 酶切进行线性化，切胶回收获得纯化后的

线性化载体。PCR 扩增的 rFC 片段、菌落 PCR
鉴定和质粒抽提结果如图 1A 所示。对重组质

粒 进 一 步 测 序 鉴 定 ， 结 果 显 示 重 组 质 粒

pQB3a-rFC-His 序列正确。 

 
图1  杆状病毒表达载体对rFC表达量的影响   A：重组质粒的构建。M：DNA marker；泳道1：载体pQB3a
双酶切；泳道 2：rFC PCR 产物；泳道 3–6：pQB3a-rFC-His 的菌落PCR 鉴定；泳道 7：pQB3a-rFC-His重组质

粒。B：重组杆状病毒的制备。dpt：转染后天数；dpi：感染后天数。C：rFC蛋白表达检测。S：上清；P：沉

淀。图中箭头所指示的位置为目标蛋白的条带位置，黑色箭头为 rFC 全长，灰色箭头为 rFC 轻链。 
Figure 1  Effect of baculovirus expression vector on rFC expression. A: Identification of recombinant 
expression vector pQB3a-rFC-His. M: DNA marker; Lane 1: BspE I and Nco I double digestion of pQB3a; 
Lane 2: PCR product of rFC; Lane 3–6: Identification of pQB3a-rFC-His by colony-PCR; Lane 7: 
Recombinant plasmid pQB3a-rFC-His. B: Preparation of recombinant baculovirus vAcBacI/rFC and 
vAcBacIIIG/rFC. dpt: Days post transfection; dpi: Days post infection. C: Western blotting analysis of rFC 
expression. S: Supernatant; P: Pellet. The black arrow is the full length of rFC and the gray arrow is the light chain. 
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重组质粒 pQB3a-rFC-His 分别与 qBac-I 和

qBac-IIIG 共转染 Sf9 细胞，在 Sf9 细胞内同源

重组制备重组杆状病毒 vAcBacI/rFC-His 和

vAcBacIIIG/rFC-His，转染 5 d 后细胞病变情况

如图 1B 所示。细胞整体变圆，部分细胞变大。

两组细胞对比可见 qBac-IIIG 具有明显的抗凋

亡效果。qBac-IIIG 载体骨架上含有绿色荧光蛋

白(green flucrescence protein, GFP)基因，因此

可以在荧光显微镜下通过 GFP 荧光观察病毒感

染情况。为获得滴度更高的 P1 代重组杆状病毒

用于后续实验，用 P0 代重组杆状病毒 vAcBacI/ 

rFC-His 和 vAcBacIIIG/rFC-His 感染 Sf9 细胞，

感染 5 d 后细胞病变情况如图 1B 所示。实时定

量 PCR 检测 P1 代重组杆状病毒 vAcBacI/ 

rFC-His和 vAcBacIIIG/rFC-His的病毒滴度分别

为 2.4×108 PFU/mL 和 3.0×108 PFU/mL。 

2.1.2  蛋白表达检测 
P1 代重组杆状病毒 vAcBacI/rFC-His 和

vAcBacIIIG/rFC-His 以 MOI=5 感染 Sf9 细胞，5 d

后收集细胞培养上清液和细胞样品，检测分泌

至胞外和胞内 rFC 的蛋白表达量。Western 

blotting 结果可见，主要有 2 条特异性条带   

(图 1C)。重组 C 因子以单链(123 kDa)和双链   

(80 kDa 的重链和 43 kDa 的轻链)这 2 种形式存

在[17]，推测 2 条带分别是重组 C 因子的轻链和

单链全长形式。Western blotting 结果显示，

vAcBacIIIG/ rFC-His 组的分泌和胞内样品中

rFC 的蛋白表达量均高于 vAcBacI/rFC-His 组中

rFC 的蛋白表达量，说明杆状病毒表达载体的

抗凋亡策略可以提高 rFC 的蛋白表达量。除此

之外，病毒感染细胞后细胞裂解会释放蛋白酶，

降解培养基上清中的 rFC，有激活 rFC 活性的

潜在风险，而 qBac-IIIG 杆状病毒表达载体具有

抗细胞凋亡的特性[18]，更适合 rFC 的表达。 

2.2  不同信号肽对 rFC分泌效率的影响 
2.2.1  不同信号肽的重组质粒与重组杆状

病毒的制备 
PCR 扩增获得 Fib 信号肽片段 SPFib (139 bp)

和 GP64 信号肽片段 SPGP64 (135 bp)。线性化载

体 pQB3a-rFC-His 与信号肽片段通过同源重组

获得质粒 pQB3a-SPFib-rFC-His 和 pQB3a-SPGP64- 
rFC-His。PCR 扩增的信号肽片段、菌落 PCR
鉴定和质粒抽提结果如图 2A 所示。对重组质

粒进一步测序鉴定，结果显示重组质粒 pQB3a- 
SPFib-rFC-His 和 pQB3a-SPGP64-rFC-His 序列正确。 

重组质粒 pQB3a-rFC-His、pQB3a-SPFib-rFC- 

His 和 pQB3a-SPGP64-rFC-His 分别与 qBac-IIIG

共转染 Sf9 细胞，在 Sf9 细胞内同源重组制备重

组杆状病毒 vAcBacIIIG/rFC-His、vAcBacIIIG/ 

SPFib-rFC-His 和 vAcBacIIIG/SPGP64-rFC-His。

用 P0 代重组杆状病毒感染 Sf9 细胞收获 P1 代

重组杆状病毒。极限稀释法检测 P1 代重组杆

状病毒 vAcBacIIIG/rFC-His、vAcBacIIIG/SPFib- 

rFC-His 和 vAcBacIIIG/SPGP64-rFC-His 的病毒滴

度分别为 3.9×108 PFU/mL、2.1×108 PFU/mL 和

2.5×108 PFU/mL。 

2.2.2  不同信号肽的重组 C 因子蛋白表达

检测 
P1 代重组杆状病毒 vAcBacIIIG/rFC-His、

vAcBacIIIG/SPFib-rFC-His 和 vAcBacIIIG/SPGP64- 
rFC-His 以 MOI=5 感染 Sf9 细胞，感染 5 d 后收

集细胞培养上清液和细胞样品，检测分泌和胞

内 rFC 的蛋白表达量。Western blotting 结果显

示，rFC 原生信号肽的分泌效率高于 GP64 和

Fib 信号肽，约为 GP64 信号肽的 1.2 倍、Fib
信号肽的 1.5 倍(图 2B)。此外，无论是使用 rFC
的原生信号肽还是杆状病毒表达系统中常用的

GP64 和 Fib 信号肽，均有较多 rFC 蛋白未能分

泌至细胞培养上清液。 
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图 2  信号肽对 rFC 分泌效率的影响   A：重组质粒的构建。M：DNA marker；泳道 1：Fib 信号肽

PCR 产物；泳道 2：GP64 信号肽 PCR 产物；泳道 3：载体 pQB3a-rFC-His 双酶切；泳道 4–7：
pQB3a-SPFib-rFC-His 和 pQB3a-SPGP64-rFC-His 的菌落 PCR 鉴定；泳道 8–9：pQB3a-SPFib-rFC-His 和

pQB3a-SPGP64-rFC-His 重组质粒。B：rFC 蛋白表达检测。S：上清；P：沉淀。图中箭头所指示的位置

为目标蛋白的条带位置，黑色箭头为 rFC 全长，灰色箭头为 rFC 轻链。 
Figure 2  Effect of baculovirus expression vector on rFC expression. A: Identification of recombinant expression 
vector pQB3a-SPFib-rFC-His and pQB3a-SPGP64-rFC-His. M: DNA Marker; Lane 1: PCR product of Fib; Lane 2: 
PCR product of GP64; Lane 3: Xba I and Bgl II double digestion of pQB3a-rFC-His; Lane 4–7: Identification of 
pQB3a-SPFib-rFC-His and pQB3a-SPGP64-rFC-His by colony-PCR; Lane 8–9: Recombinant plasmid 
pQB3a-SPFib-rFC-His and pQB3a-SPGP64-rFC-His. B: Western blottting analysis of rFC expression. S: 
Supernatant; P: Pellet. The black arrow is the full length of rFC and the gray arrow is the light chain. 
 

2.3  密码子优化对 rFC 酶活的影响 
2.3.1  不同密码子的重组质粒与重组杆状

病毒的制备 
对 rFC 的序列进行密码子优化，rFCopt 的

优化策略是将信号肽以外编码区的 6 个稀有密

码子(ctt, cta, cgt, cga, cgg, ggg)替换成次优密码

子。 rFCoptDL 是用草地贪夜蛾 (Spodoptera 
frugiperda, Sf)基因组编码数据，用深度学习的

方法训练模型，然后对 FC 进行优化获得的序

列[19]。委托南京金斯瑞生物科技有限公司基因

合成，构建野生型和密码子优化的重组质粒

pQB4t-rFC、pQB4t-rFCopt 和 pQB4t-rFCoptDL。

重组质粒分别与 qBac-IIIG 共转染 Sf9 细胞，制

备重组杆状病毒 vAcBacIIIG/rFC、vAcBacIIIG/ 
rFCopt 和 vAcBacIIIG/rFCoptDL。用 P0 代重组

杆状病毒感染 Sf9 细胞，感染 5 d 后收集 P1 代

病毒。极限稀释法检测 P1 代重组杆状病毒

vAcBacIIIG/rFC、vAcBacIIIG/rFCopt 和 vAcBacIIIG/ 

rFCoptDL 的病毒滴度分别为 3.9×108 PFU/mL、

3.9×108 PFU/mL 和 5×108 PFU/mL。 

2.3.2  不同密码子的重组 C 因子活性检测 
对野生型和密码子优化的 rFC 进行酶活检

测，通过与内毒素标准品反应的荧光差值，检

测 rFC 的酶活水平，优选活性更高的 C 因子编

码序列。用表达 EGFP 的重组杆状病毒作为阴

性对照(Control)，检测结果表明 rFCopt 的活性

优于野生型和 rFCoptDL (图 3A)。 
为了测定每个检测反应 rFC 的用量，每个

检测反应分别加 2、1、0.5 μL rFCopt 的细胞培

养上清液。结果表明 2 μL 和 1 μL 反应前后荧

光差值显著，可以用于内毒素检测，0.5 μL 样

品荧光差值小，不能进行内毒素检测(图 3B)。 
为检测悬浮培养 Sf9 细胞的培养上清液中

rFC 的酶活，用 2 L 发酵罐悬浮培养 1 L 的 Sf9
细胞，重组杆状病毒 vAcBacIIIG/rFCopt 感染  
3 d 后取发酵液进行酶活检测，以商业化试剂盒
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中的 rFC 酶溶液为对照。用 2 μL 的 rFCopt 发
酵液检测 0.5、0.05、0.005 EU/mL 的内毒素标

准品。结果表明，所有实验组的信号值都高于

商业化试剂盒。0.5、0.05 EU/mL 样品的荧光差

值显著，0.005 EU/mL 的荧光差值较小，说明 2 μL
的 rFCopt 发酵液检测内毒素的灵敏度至少为

0.05 EU/mL (图 3C)。以内毒素浓度和荧光差值

的对数为横纵坐标，绘制标准曲线，标准曲线

的 R2 大于 0.98，表明线性关系良好(图 3D)。发

酵液在–20 ℃保存 6 个月后检测其 rFC 酶活，

结果显示酶活稍有降低，但内毒素检测灵敏度

仍可达到 0.05 EU/mL (图 3E)。 
 

 
图 3  重组 C 因子活性检测   A：不同密码子的 rFC 活性检测。B：不同用量的 rFC 活性检测。C：发

酵液中 rFC 的灵敏度检测。D：rFC 内毒素检测标准曲线。E：rFC 冷冻保存 6 个月后的活性检测。 
Figure 3  Recombinant factor C activity assay. A: rFC activity detection of different codons. B: rFC activity 
detection of different dosages. C: Sensitivity detection of rFC in fermentation broth. D: Standard curve of 
endotoxin detection. E: rFC activity detection after frozen for 6 months. 
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3  讨论 
重组 C 因子已在不同的表达系统中成功表

达，包括：毕赤酵母表达系统[20]、哺乳动物细

胞表达系统[21-22]和杆状病毒昆虫表达系统。毕

赤酵母表达系统经济、快速，且具有较高的表

达量，但其外源蛋白分泌能力不足，并且甲醇

作为诱导物可能影响产物的安全性。哺乳动物

细胞表达系统具有完整的翻译后修饰功能，但

该方法需要通过转染获得 rFC 重组蛋白，成本

相对较高，且相对于其他表达系统，蛋白表达

量较低。柯文锋等[23]在哺乳动物细胞 Expi293F
中表达 rFC，纯化后的蛋白在不外加内毒素的

情况下，仍与荧光底物反应，作者推测是表达

过程和纯化过程引入的内毒素使得 rFC 全部被

提前激活。杆状病毒表达系统能够完成部分翻

译后修饰，表达量相对较高，且成本较低、易

于操作。早在 2001 年研究人员就尝试用昆虫细

胞表达系统表达 C 因子[24]，国内也有研究组用

昆虫细胞[16]或蚕蛹[25]表达 C 因子，这些尝试都

取得了不同程度的成功。然而，如何降低生产

成本依旧是重组 C 因子应用领域亟待解决的问

题。本研究中分泌至细胞培养上清液的 rFC 酶

活足以支持内毒素检测反应，无需进行蛋白纯

化，因此也避免了操作过程中引入内毒素。 
本研究基于杆状病毒表达系统，从杆状病

毒表达载体、信号肽和密码子这 3 方面进行了

一系列的优化，以达到用细胞培养上清液即可

检测内毒素的目的。通过重组杆状病毒感染贴

壁 Sf9 细胞和悬浮 Sf9 细胞表达重组 C 因子，

用细胞培养上清液直接检测内毒素，灵敏度可

达到 0.05 EU/mL。首先选用抗凋亡杆状病毒表

达载体 qBac-IIIG 表达重组 C 因子。相比于野

生型的杆状病毒表达载体 qBac-I，qBac-IIIG 可

以显著提高重组蛋白的蛋白表达量。qBac-IIIG

杆状病毒表达载体具有抗细胞凋亡的特性，减

少细胞裂解后释放的蛋白酶对 rFC 和检测底物

的降解，降低检测时的本底信号。其次是优选

分泌效率高的信号肽。由于本研究的目的是用

细胞培养上清液直接检测内毒素，因此对重组

C 因子的分泌效率有较高的要求。通过对 rFC
原生信号肽、GP64 信号肽和蚕丝蛋白重链信号

肽的分泌效率进行平行比较，rFC 信号肽的分

泌效率略高于其他信号肽。表明 C 因子原生信

号肽适合 C 因子在昆虫细胞中分泌。最后是通

过密码子优化提高重组 C 因子的表达量和检测

内毒素的灵敏度。蛋白密码子的优化通常能够

提高表达量，但高频密码子的引入通常也会导

致蛋白可溶性的降低和三维结构的破坏，所以

密码子优化策略的选择应持审慎的态度，应实

现在维持蛋白质活性的前提下进行表达量的提

升。核糖体在 mRNA 上移动需要特定的“节奏”
以保证多肽链能正确折叠成不同的结构。本研

究在对稀有密码子进行替换时，没有选择最优

密码子，而选用了次优密码子，就是考虑尽可

能保持原有的翻译“节奏”。事实上，优化后确

实具有比较好的活性。通过深度学习优化的序

列(rFCoptDL)几乎对整个序列进行了重编码，

结果蛋白表达量/活性明显低于野生型，说明密

码子优化需要合理的策略。通过优选的 rFCopt
序列，用 2 μL 上清液直接检测内毒素，灵敏度

可达到 0.05 EU/mL。以此估算每 L 发酵液可以

支持 50 万个检测反应。如果后续增加蛋白纯化

的步骤，可以进一步提升灵敏度。 
如今对于各类无菌产品的内毒素检测需求

不断增加，内毒素检测的市场需求持续上升。

本研究从杆状病毒表达载体、信号肽和密码子

这 3 个方面进行了优化，优选了杆状病毒表达

载体、信号肽和密码子。可以直接用细胞培养

上清液检测内毒素，省去了蛋白纯化的步骤，
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降低了引入内毒素的风险，大大降低了内毒素

检测的成本。本研究制备重组 C 因子的方法易

操作、灵敏度高且成本低，具有工业化应用的

前景。 

4  结论 
基于杆状病毒表达系统表达重组 C 因子，

利用杆状病毒表达载体 qBac-IIIG 高产抗凋亡

特性、优选信号肽和优化密码子，达到了用细

胞培养上清液检测内毒素的目的，节省了蛋白

纯化的步骤。用发酵罐 1 L 发酵体系时，发酵

液的内毒素检测灵敏度可达到 0.05 EU/mL，每 L
发酵液可以支持 50 万个检测反应，在–20 ℃保

存 6 个月不影响其检测灵敏度。 
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