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Ge HH, Wang WY, Zhang GY, et al. Factors and mechanism influencing elastin-like polypeptides self-assembled into 
micron-sized particles. Chin J Biotech, 2014, 30(8): 1274−1282. 

摘  要 : 影响类弹性蛋白多肽 (ELPs) 自组装成微球的因素较多，目前尚缺乏系统研究。以类弹性蛋白多肽

[KV8F]n 为对象，利用动态光散射仪测定了不同条件下其自组装成微球的粒径。结果表明：随着分子量的增加 ELPs

形成的微球粒径也随之增大，粒径的均一度减小；当盐浓度低于 0.4 mol/L 时，盐浓度的增加，微球粒径相应增加，

而盐浓度高于 0.4 mol/L 则呈减少的趋势，但粒径均大于 1.1 μm；而当 ELPs 末端融合木聚糖酶和 1,3-丙二醇氧化还

原酶后，其自组装形成的微球粒径急剧减小，约为游离 ELPs 的 1/10，分别为 151.0 nm 和  174.2 nm。导致这种现

象的原因可能是酶分子和 ELPs 通过静电引力相互作用后，酶分子的空间位阻妨碍了 ELPs 分子的聚集。 

关键词 : 类弹性蛋白多肽，静电引力，空间位阻，自组装，融合蛋白 
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polypeptides self-assembled into micron-sized particles 
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Abstract:  Many factors influence the elastin-like polypeptides (ELPs) self-assembled into micron-sized particles. 
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However, few efforts were made to investigate these factors. Using the ELPs [KV8F]n as the target, we studied 

systematically the factors with the dynamic light scattering. Our results show that the particle size increased and the 

uniform of particles decreased with the increase of the molecular weight. The analysis of size variation in self-assembled 

ELPs in response to changes in salt concentration indicated that the size increased with increasing the salt concentration, 

and the opposite response was observed when the concentration was above 0.4 mol/L. Under these conditions, the particles 

are micron-sized and larger than 1.1 μm. However, when the fusions containing the same ELPs and xylanase or 

1,3-propanediol oxidoreductase, the size of the self-assembled ELPs particles decreased dramatically, which was only about 

1/10 of that of the free ELPs. We proposed that the solvent accessible charged area of the enzymes could interact with the 

ELPs, the sterical hindrance of the enzymes prevent the aggregation of the ELPs. This might be the most important 

parameter in altering the particle size sharply. 

Keywords:  Elastin-like polypeptides, electrostatic interaction, sterical hindrance, self-assemble, fusion protein 

类弹性蛋白多肽 (Elastin-like polypeptides，

ELPs)，由于能智能响应温度，加之良好的生物

相容性和稳定性，是一种良好的生物材料。它

包含数个重复序列 (VPGXG)，其中 X代表除脯

氨酸以外的任一氨基酸 [1]。类弹性蛋白多肽 

(ELPs) 自组装所形成的纳米级或微米级颗粒在

酶分离纯化及固定化、药物包埋及靶向运输等

方面极具应用潜力。研究者利用 ELPs (VPAVG) 

220所形成的颗粒 (其平均粒径为 237.5 nm) 包

封 骨 形 态 发 生 蛋 白  (Bone morphogenetic 

protein)，其包封率高达 94.5%，且 14 d以后所

包封的蛋白仍然保持活性，显示了 ELPs在骨组

织工程领域巨大的潜在用途[2]。最近，研究者发

现，不同类型 ELPs在 37 ℃条件下可形成粒径

均一的颗粒，其直径从 6 nm到 1 602 nm不等[3]，

由于能在适宜温度下形成尺寸合适的颗粒，有

望在体内和体外得到应用；而经特殊设计的

ELPs在 37 ℃和 pH 7时，可自发形成高度均一

的颗粒 (粒径 500 nm左右)，通过在其末端融合

角质化细胞生长因子，用于蛋白类药物的定向

运送，其治疗慢性伤口 (Chronic wounds) 的效

果显著提高[4]。 

然而，ELPs所形成的微米/纳米颗粒尺寸与

多种因素有关，如：残基 X 的类型、多肽链长

度，溶液中盐浓度及所融合的目标蛋白性质等，

目前对此缺乏系统和定量研究，相关报道很少。

而探明影响ELPs自组装成微纳米颗粒的主要因

素，可为精确控制其尺寸以适应不同情况下的

应用提供重要信息，基于此，本文探讨了不同

条件下ELPs自组装成微球粒径的大小及分布情

况，并对其可能的分子机制进行了阐述。 

1  材料与方法 

1.1  不同长度 ELPs 的获取 

本文所使用的 ELPs 为[KV8F]n，其中 n 为

重复数，n分别为 40、60、80、120及 140。这

些不同长度的 ELPs 通过 RDL 法[5](Recursive 

directional ligation，RDL)由 20 个重复的 ELPs

延长得到 (其分子量为 9 kDa)，所得延长后的

ELPs 对应的分子量分别为 18 kDa、27 kDa、   

36 kDa、54 kDa及 63 kDa。木聚糖酶和 1,3-丙

二醇氧化还原酶与ELPs融合基因由本实验室前

期构建，前者有 191 个氨基酸组成，分子量为

20 kDa，其等电点为 8.9；后者由 387个氨基酸



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  August 25, 2014  Vol.30  No.8 

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

1276 

组成，分子量为 41 kDa，等电点为 5.9，通过基

因合成的方法获得这两个酶的基因序列[6-7]。文

中所使用的表达载体为修饰后的 pET-22b (+)，

表达宿主菌 E. coli BL21 (DE3)，二者均为本实

验室保存。所使用的培养基为 TB培养基，37 ℃

下 250 r/min培养至 OD600为 0.8时，加入终浓

度为 1 mmol/L IPTG诱导其表达，诱导时间为  

3 h，之后 4 ℃下离心收集菌体，用冷 PBS缓冲

液重悬菌体，置冰浴中超声破碎。ELPs 纯化采

用 ITC (Inverse transition cycling，可逆相变循环) 

法，其详细操作步骤见文献[8]。 

1.2  ELPs 的定量及相变温度测定 

ELPs 的定量采用紫外分光光度计测定 Trp

在 280 nm处的消光系数，建立标准曲线。通过

测定 ELPs在 280 nm处的消光系数经标准曲线

计算可得。ELPs 相变温度的测定为：在 ELPs

的终浓度为 25 μmol/L的 PBS缓冲液中(pH 6.9)，

利用配备有控温装置的紫外-可见分光光度计，

通过程序升温 (升温速率为 1 /min℃ )，在波长

350 nm处测定溶液的光密度，相变温度的定义

为：在程序升温过程中，溶液吸光度为最大吸

光度一半时所对应的温度[9]。 

1.3  ELPs 粒径及 Zeta 电位的测定 

将不同长度的 ELPs 溶解于 PBS 缓冲液中

(pH 6.9)，使其终浓度为 25 μmol/L，从配置好的

样品中取 1 mL加入样品池，温度升高至所设定

的温度，平衡 2 min后，采用动态光散射 (DLS) 

测定样品粒度，文中粒径大小为样品中所有颗

粒大小平均值，峰宽则是大小分布的标准偏差。

而 Zeta电位则是从上述样品中取 0.5 mL缓缓注

入倒立的弯曲式毛细管样品池中，当样品到达

样品池 U形管低端时 (防止冲入气泡)，将样品

池正立，注满样品，平衡 2 min 后，测量 Zeta

电位。所使用的仪器为英国马尔文公司的

NanoZS Zeta电位仪，样品粒径在中科院城市环

境研究所测定。 

2  结果与分析 

2.1  不同长度ELPs的制备及粒径扫描温度的

选择 

表达宿主菌 E. coli BL21 (DE3)经培养，加

入 IPTG诱导表达后，经细胞破碎及 ITC (Inverse 

transition cycling，可逆相变循环 ) 分离纯化

ELPs 后，所得 ELPs 经电泳后所得图谱如图 1

所示。由图可知，不同长度 ELPs电泳条带清晰

可见，条带较窄，易辨认，由其电泳条带在

SDS-PAGE中位置可推测其分子量与预期一致。

电泳图经 BandScan 软件分析 ELPs 纯度，结果

显示所有 ELPs条带纯度均达 98%以上，符合后

续实验要求。 
 

 
 

图 1  不同长度 ELPs 电泳图 

Fig. 1  SDS-PAGE analysis of different ELPs. M: 
marker; 1: ELPs140; 2: ELPs120; 3: ELPs80; 4: 
ELPs60; 5: ELPs40. 
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在氯化钠终浓度为 0.5 mol/L的 PBS缓冲液

中测定不同长度 ELPs 在升温过程中，其在  

350 nm处吸光值的变化如图 2所示。由图可知，

在很窄的温度范围内 (2–3 ℃)，溶液吸光值急

剧上升，这表明 ELPs在该温度范围内发生了相

变，其溶解度显著降低，且温度下降时，ELPs

又重新溶解在溶液中，即该过程是一个可逆的

过程。而随着 ELPs分子量增大其发生相变的温

度也逐渐下降，这与之前报道吻合[10]。从图中

还可以看出，当温度为 40 ℃时，几乎所有的

ELPs分子均完全发生相变，其吸光值达到最大，

鉴于此，为了保证后续粒径测定时温度的统一

性，故在后续试验过程中选取样品池的温度均

为 40 ℃。 

2.2  不同长度ELPs对所形成微球粒径的影响 

在相同条件下测定了不同长度 ELPs自组装

成微球的粒径大小，结果如表 1 所示。从表中

可以看出，随着 ELPs分子量的增加，其自组装

所形成的微球粒径逐渐增大，其粒径范围在  

1.1 μm至 3.6 μm之间，其中 ELPs60与 ELPs80 
 

 
 

图 2  不同长度 ELPs 相变图 

Fig. 2  The phrase transition of different ELPs. 

表 1  ELPs 长度对粒径大小及均一度的影响 

Table 1  Influence of ELPs on the size and uniform 
of the particle 

ELP length Particle diameter (nm) Peak width (nm)

ELP40 1 109 185.8 

ELP60 2 029 204.2 

ELP80 2 252 467.1 

ELP120 2 547 457.5 

ELP140 3 636 888.3 

 
粒径相差较小，而 ELPs120 和 ELPs140 粒径则

相差较大。而从其粒径分布峰宽则反应了粒径

的均一度，随着 ELPs分子量的增加，其峰宽随

之增大，意味着粒径分布范围更广，粒径的均

一度下降。 

通过测定相变前后溶液的 Zeta 电位，结果

发现在 ELPs 发生相变前溶液的 Zeta 电位一般

都在–11.7 mV左右，而发生相变后其 Zeta电位

一般都在–0.1 mV，此时，相变后的 ELPs分子

易发生聚集从而形成微米级球体，由于分子量

大的 ELPs分子中含有更多的苯丙氨酸 (F)，该

氨基酸中含有共轭的苯环，分子间更容易通过

π-π堆叠相互作用，从而形成较大粒径的颗粒。

而 π-π 堆叠作用则在分子的自组装及定向堆积

过程中发挥着重要作用[11-12]。此外，由于苯丙

氨酸在 ELPs 分子中每 10 个重复出现一次，其

均匀分布在 ELPs 分子中，随着 ELPs 分子量的

增加，其中的苯丙氨酸可在分子内部及分子之

间通过 π-π堆叠相互作用，这就使得 1个或多个

ELPs 分子在相变过程中通过该方式聚集在一

起，聚集的分子越多则最终颗粒粒径越大。分

子量大的ELPs分子通过苯丙氨酸更容易结合数

量不等的其他 ELPs分子，这就导致分子量大的

ELPs分子最终自组装所形成的颗粒粒径分布的
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范围越宽，其均一度也就随之下降。 

2.3  盐浓度对 ELPs 所形成微球粒径的影响 

测定了不同盐浓度下各 ELPs自组装形成微

球的粒径，其中盐包括氯化钠、氯化钾、碳酸

钠和碳酸钾，使用的 ELPs 包括 ELPs40 和

ELPs80。图 3是以氯化钠及 ELPs80为例所得的

实验结果。由图可知，随着盐浓度的增加，粒

径大小呈现先增加后减少的趋势，其粒径大小

在 1.7 μm到 3.0 μm之间，而峰宽也基本呈现先

增后减的趋势，其变化范围在 0.3 μm到 0.7 μm

之间。意味着其均一度先减小而后增加。Hong 

等研究了氯化钠浓度对离子互补型多肽

EAK16-II 自组装成纳米颗粒粒径的影响，结果

发现氯化钠浓度确实会影响纳米颗粒粒径，在

其浓度低于 20 mmol/L 时，增加盐浓度会使其

粒径增加，而高于 20 mmol/L 时，增加盐浓度

则起到相反的结果[13]。而本实验过程中也观察

到类似现象。由于盐浓度的改变主要是改变分

子自组装时静电相互作用从而影响其聚集成微 
 

 
 

图 3  盐浓度对粒径大小及均一度的影响 

Fig. 3  Influence of salt concentration on the size and 
uniform of particles. 

球[14]，而本文所使用的 ELPs中含有碱性氨基酸

——赖氨酸 (K)，它在近中性的 PBS 溶液中会

带正电荷。此外，其他盐浓度对 ELPs粒径的影

响也呈现类似趋势，但不同盐出现拐点的浓度

有差异，但所有情况下粒径大小均大于 1 109 nm，

颗粒均为微米级。 

2.4  外源融合蛋白对ELPs所形成微球粒径的

影响 

在 ELPs[KV8F]20 的 N 端融合上外源蛋白

后，测定了外源蛋白对其形成微球粒径的影响，

结果如图 4所示。由图可知，当 ELPs末端融合

上外源蛋白后，其自组装成微球的粒径急剧减

少，融合有 1,3-丙二醇氧化还原酶 (PDOR) 的

粒径平均大小为 151.0 nm (图 4A)，融合有木聚 

 

 

 

 
 

图 4  融合及未融合 ELPs 粒径大小及分布 

Fig. 4  Particle size and distribution of ELPs with and 
without fusion proteins. (A) Fusion with 1,3-propanediol 
oxidoreductase. (B) Fusion with xylanase. (C) Free ELPs. 
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糖酶的 (图 4B) 的粒径平均大小为 174.2 nm，

而同样游离的 ELPs 所形成的微球平均粒径为 

1 450 nm (图 4C)，约为融合外源蛋白后粒径的

10 倍，但其粒径分布范围较窄，均一度较好。

结合之前结果可以看出，虽然 ELPs的分子量，

盐浓度和盐类型均会影响到微球的粒径，但其

范围均在 1.1 μm至 3.6 μm之间，但融合外源蛋

白后，其粒径剧降，均小于 0.2 μm，与真正意

义上的纳米颗粒粒径小于 0.1 μm更接近。因此，

有望通过调控外界条件，使融合有外源酶蛋白

的 ELPs 分子自组装成纳米级颗粒，形成“纳米

酶”，既能稳定外源融合酶的结构，又克服了微

米级载体存在的传质和催化效率低问题[15-16]，

提供一种全新制备纳米酶的方法。 

ELPs 末端融合外源蛋白分子对其粒径的影

响已有报道，Bessa等[2]发现 ELPs [PGVGV]160

自组装形成的颗粒粒径在 1 600 nm左右，而当

其末端融合不同长度 (从 22 到 176 个氨基酸) 

的天冬氨酸后，颗粒粒径显著下降，粒径最大

约为 250 nm，多数都在 50 nm左右。而 Yoshihiko

等[3]则发现，在 ELPs末端融合角质化细胞生长

因子(KGF)后，ELPs 自组装形成的颗粒粒径未

发生显著变化，融合后粒径仅减少了 20 nm，差

异不明显。但文中均未对该现象作出任何解释。 

此外，融合外源蛋白后导致 ELPs粒径变化

这一现象的原因亦无文献报道。最近，有文献

研究了 ELPs 融合蛋白后其相变温度的变化规

律，通过计算融合蛋白的溶剂可及性表面及氨

基酸的理化性质，经相关性分析表明：蛋白质

溶剂可及性表面的氨基酸电荷是影响ELPs相变

温度变化的最重要因素[17]。鉴于此，我们通过

SWISS-MODEL 以同源建模方法[18]构建了所融

合的 1,3-丙二醇氧化还原酶以及木聚糖酶的 3D 

结构，并从 PDB数据库找到了人角质化细胞生

长因子的结构 (ID号：1QQL)[19]，通过 Accelrys 

discovery studio visualizer计算了各分子表面的

电荷分布，结果如图 5所示。由图中可以看出，

1,3-丙二醇氧化还原酶表面负电荷较多，人角质

化细胞生长因子表面正电荷较多，木聚糖酶分

子表面负电荷略多于正电荷，此外，Bessa等[2]

所融合的蛋白为长度从 22到 176个的聚天冬氨

酸，该氨基酸在中性条件下带负电荷，其分子

表面全部带负电荷。另一方面，在本文及文献[2]

中所使用的 ELPs 分子中均含有带正电荷的

Lys，这样融合外源蛋白后，这些蛋白很容易通

过静电引力和ELPs相互作用并形成相对稳定的

复合结构，由于所融合分子存在较大的空间位

阻  (见图 6A 和 6B，分子的相互作用通过

pyDockWEB建立[20]，PDOR和木聚糖酶与 ELPs

静电引力的能量分别为 –11.198 kcal/mol 和

–2.853 kcal/mol)，当 ELPs自组装成颗粒时，就

严重阻碍了 ELPs分子的聚集，从而导致其所形

成的颗粒急剧减小。此外，通过 VMD[21]计算了

融合前 ELPs、PDOR 和木聚糖酶的溶剂可及性

表面积 (SASA)，其大小分别为 7 959.24 Å2，16 

359.05 Å2和 8 218.65 Å2，而当 ELPs和 PDOR

及木聚糖酶融合后，融合蛋白的溶剂可及性表

面积分别为 23 449.38 Å2及 15 103.30 Å2，相比

未融合时，融合蛋白的 SASA 值分别减少了

868.91 Å2 和 1 074.59 Å2。由此可进一步说明

PDOR及木聚糖酶与 ELPs融合后确实存在较明

显的空间位阻。另一方面，文献[3]中融合蛋白

分子表面虽然也带有较多的正电荷，但其所用

ELPs 分子中无带电氨基酸，融合蛋白和 ELPs

静电相互作用很弱，结合不稳定，当 ELPs发生 
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图 5  几种蛋白分子可及表面电荷分布 

Fig. 5  Solvent accessible charge distribution of the 
proteins. (A) 1,3-propanediol oxidoreductase. (B) 
Xylanase. (C) Keratinocyte growth factor. The dark 
grey means the positive charged residues; the light grey 
means the negative charged residues. 

 

 
图 6  ELPs 与蛋白融合的相互作用 

Fig. 6  The interaction between the ELPs and fusion 
protein. (A) 1,3-propanediol oxidoreductase. (B) 
Xylanase. The fusion proteins are in dark grey, the 
ELPs are in light grey. 
 

自组装时，其不能结合在 ELPs分子表面，故空

间位阻很小，同游离 ELPs相差不大，因此，粒

径减少不明显。总之，由于融合蛋白和 ELPs分

子带相反电荷，分子间容易通过静电引力相互

作用而结合，由于融合蛋白的空间位阻大，阻

碍了更多 ELPs分子的聚集，这可能是导致其粒

径显著下降的重要原因。 

3  讨论 

本文较系统研究了影响 ELPs自组装成微球

的影响因素，结果发现，相比与盐浓度和 ELPs

分子量，ELPs所融合的目标蛋白对其粒径的影

响最大，并提出融合蛋白导致 ELPs自组装成微

球粒径急剧下降的原因是由于其分子表面带电

荷，通过静电引力与 ELPs分子相互结合，由于
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融合蛋白较大的空间位阻而妨碍了ELPs分子的

聚集。为了进一步证实该论断，需选择更多的

融合蛋白，从中找出规律，以期阐明其分子机

制，这将是后续研究的一个重点方向。 

了解影响 ELPs 自组装成微纳米颗粒的因

素，并掌握其中的关键要素，为精确控制颗粒

的粒径提供了便利，并能从分子层面探寻该影

响因素发挥作用的机制；另一方面，若能控制

颗粒粒径在一个合适范围，则能拓宽其应用范

围，如在药物包埋和释放方面[22]，可提高载药

量，延长药物释放时间，在靶向药物控释载体

方面有很好的发展前景 [23]。此外，由于 ELPs

在重组酶分离方面具有的巨大优势[24-25]，若融

合有重组酶的 ELPs能自组装成纳米级颗粒，则

可将其作为固定化酶的纳米载体，实现酶分离、

纯化及固定化同步完成，非常有利于过程集成，

同时也可考虑将其同膜分离技术相结合[26]，以

提高催化效率，相关的研究仍在不断深入进  

行中。 
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