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大肠杆菌可溶性表达人碱性成纤维细胞生长因子的研究

孙晋华 洪 岸" 张 玲 孙奋勇 宋照雷
（暨南大学生物工程研究所 广州 72$0"#）

摘 要：包涵体的形成与外源基因在大肠杆菌中的表达量高度相关，在适当的范围内，降低

?F8G8在表达宿主 HI#2（J;"）K(L-M中的表达，成为实现高可溶性表达的关键。在不改变氨基
酸序列的条件下，对 ?F8G8高表达菌株突变重组子起始密码 *5G下游前 "个密码子的摇摆
碱基进行随机回复突变，共有 C种组合，合成引物 NOP扩增后，克隆至表达载体 K;53"B，将重
组子转导 HI#2（J;"）K(L-M后，QN5G诱导表达，发现其中 2株有较高可溶性和活性的菌株。可
见部分降低外源蛋白的表达量可以避免与减少包涵体的形成。
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人碱性成纤维细胞生长因子（S+<9@ F9-=B T=FU’F(9-. ,U’V.? T9B.’U，?F8G8）是一种有丝
分裂源，对于中胚层与外胚层起源的细胞有广泛的促增殖作用，参与多种病理生理活动，

因而临床上极具应用价值。?F8G8分子量小且无糖基化问题，适于原核表达，为目前国际
上生产重组 ?F8G8蛋白的主要手段。但是，根据文献，国内尚无非融合表达量超过 2$W
的情况［2］，本所以前的工作也证明原始的 ?F8G8序列直接构建到原核表达系统中，表达很
低。分析原因，主要是 ?F8G8的翻译起始区（5U9@-(9.=’@ Q@=.=9.=’@ P6,=’@，5QP）GO含量高，
大肠杆菌的偏好密码子稀少的缘故，本实验室在此方面取得了一定的突破，建立了一套有

效的方法，获得高效表达的菌株［2］（本文定义为 2 号）。但毫无例外的是，在高表达的同
时，包涵体的存在成为又一大障碍。虽然 ?F8G8 蛋白具有肝素亲合域，能够通过肝素亲
合层析方便地解决纯化问题，因此包涵体的存在，增加了纯化和复性的工艺，从而降低了

产量，增加了生产成本。

包涵体的形成与外源基因在大肠杆菌中的过量表达密切相关，不仅是原核生物，酵母

或是高等动物细胞也是如此，甚至是内源性蛋白在过高表达的情况下也会发生此现象［#］。

因此在适当范围降低外源蛋白的表达量，将是一种非常实用的手段。我所宋照雷等［2］曾

对 ?F8G8的 5QP区起始密码子开始前 "7个核苷酸进行了分析，并按照降低 GO含量与增
加密码子偏好性的原则，对部分核苷酸进行了突变，从 "#种突变方式中筛选出 2$条自由
能绝对值最小的序列为引物，克隆到表达载体上，最后得到 2号与 !号两株高表达菌。本
文以 2号重组子为基础，进行部分回复突变，期望能部分升高自由能，降低表达量，减少包
涵体的形成。



! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 主要试剂：!"#!!、!$%"、&’(!、)*+ "#$多聚酶、%& "#$ ’()*+,均购自 #-.公
司；质粒纯化、/01纯化与切胶回收试剂盒购自 2(*),3公司；4/%5与 6%%购自上海生工生
物技术有限公司；引物合成由上海博亚公司完成。

!"!"# 菌种和质粒：表达质粒 7-%89:与宿主菌大肠杆菌 "!;#和 .<=>（"-9）均购自 #?8
@*),3，携带 ABC5C基因的质粒 7D08ABC5C与 大肠杆菌 "!;#由本所保存。
!"# 引物合成

>号重组子起始密码子后 9= 个核苷酸序列如下：50% 50% 55% $5% $%% $%% $0%
0%5 005 50% 0%。我们选取 $%5下游前 9个密码子的摇摆碱基（上标号标出）为回复突
变的位点，这样三碱基、二碱基、单碱基突变，共产生 E种方式，分别设计引物，上游引物通
用序列如下：;F8,-.., 0$%$%5 50#> 50#= 55#9 $5% $%% $%% $0% 0%5 00589F，斜体部分
为保护碱基，下划线部分为 &’(!酶切位点。不同突变方式的自由能由 "#$G4G H =I;软
件计算给出。下游引物序列：;F8,-/. $5$%0% %%$ %0$ 50% 0%% $50 $5$ 0$% %55
$$589F，斜体部分为保护碱基，下划线部分为 !$%"酶切位点（因 ABC5C基因内部有一
!"#!!位点，所以选择其同尾酶 !$%"为克隆位点）。
!"$ 重组子构建及表达

E条上游引物配合共同的下游引物，分别以 7D08ABC5C为模板进行 /01扩增（J&K
&L(3，;MK 9N+，E=K 9N+，J&K 9N+，;MK 9N+，E=K 9N+，循环 9N次；J&K 9N+，;MK 9N+，
E=K >NL(3。）。以 &’(!与 !$%"消化 /01 产物，并用 &’(!与 !"#!!消化质粒载体
7-%89:，将二者连接后转化 "!;#，提取质粒筛选阳性重组子。
!"% 重组子的诱导表达及可溶性分析
重组子转化表达菌 .<=>（"-9）7’O+G，;NNL< <.培养至 01 值为 NI9左右时，>LL?P<

4/%5诱导表达，超声破碎后，G"G8/$5-检测上清与沉淀。
!"& 重组蛋白的纯化与活性检测
纯化分别用离子交换与肝素亲合层析。测活采用 6%%法［9］对 9%9进行。

# 结果

#"! ’()区域结构分析
对 E种突变序列的 %41区域（$%5上下游89;到 Q 9;）进行结构稳定性分析，表 >给出

了不同序列的自由能值。其中 RL9与 RL&的自由能绝对值最低。

表 ! !号高表达突变子 *’+下游 $个位点突变方式及 ’()区域自由能值
%*B’, > %A, LST*T,U +TO’,+ ?V TA, TAR,, 3S:’,?T(U,+ U?W3+TR,*L $%5 ?V #?X > R,:?LB(3*3T *3U TA

!
!!!

, %41 VR,, ,3,R)O

YRU,R
6ST*T,U B*+,+（TA, TA(RU +(T,）

> = 9
CR,, ,3,R)O（5?）

P（Z:*’PL?’）
YRU,R

6ST*T,U B*+,+（TA, TA(RU +(T,）
> = 9

CR,, ,3,R)O（5?）

P（Z:*’PL?’!! ）

!!RL> % 0 5 [ >JIE RL\ % 0 % [ >EIN

!!RL= 0 % 5 [ >EIN RLE 0 0 5 [ ==I=

!!RL9 0 % % [ >&I9 #?X> % % % [ >>IM

!!RL& % % 5 [ >&I; YR()(3*’ ABC5C 5 5 0 [ >JIM
RL; 0 0 % [ >JI;
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!"! 重组子的酶切鉴定
!"#扩增产物克隆至 $%&’()后，用 !"#!与 $%&*!酶切鉴定，酶切产物大小应为

+,,-$左右（.-/0/基因 +,1碱基处有一 $%&*!酶切位点），如图 2所示。
!"# 诱导表达及纯化

34(、+号菌株中 .-/0/有表达，其余几乎没有表达。对比 2号菌株与 34(号发现，2
号菌株表达量占总蛋白的 (,5，但未见可溶性成分，34(号约占 2,5左右，可溶性成份明
显增多（图 6）。34(突变重组子表达产物纯化后经 787’!90%验证为电泳纯（图 (）。

图 $ 重组质粒 %&’(#)(*+,-,的酶切鉴定
/:;<2 &.= 3=>?3:)?:@A BABCD>:> @E 3=)@4-:ABA?

$CB4>4:F $%&’()’.-/0/
G2 <"8H9I’()F # 4B3J=3；G6 <$K2L+8H9I’%# #
4B3J=3；2 < $%&’() M=)?@3；6 BAF ( < #=)@4-:ABA?> 34(
BAF 34+ F:;=>?=F -D !"#!BAF $%&*! <

图 ! 重组 *+,-,的 ./#和 012$可溶性表达
和包涵体表达比较

/:;<6 "@4$B3:>@A @E >@CN-:C:?D @E 34( BAF H@<2 $3@?=:A
G< !3@?=:A 4B3J=3； 2OP< 34(OH@< 2，NA:AFN)=F； 6OL<
34(OH@< 2，?@?BC .-/0/ $3@?=:A；(O1< 34(OH@< 2，:A>@CN-C=
.-/0/；+OQ< 34(OH@<2，>@CN-C= E3B)?:@A<

!"3 活性检测
G&&法检测突变子 34(活性比标准品高（图 +）。

图 # 通过 454(67-&检测 ./#可溶性 *+,-,的纯度
/:;<( 9ABCD>:> @E $N3:?D @E >@CN-C= .-/0/ -D 787’!90%

图 3 ./#重组蛋白的生物活性曲线
/:;<+ R:@B>>BD @E 34( 3=)@4-:ABA? $3@?=:A
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! 讨论
解决包涵体的实验手段有多种，最常用的为分泌表达和融合表达。分泌表达是将外

源蛋白分泌到细菌的周质腔中，周质腔的环境有利于氧化反应，能够促进蛋白质的折叠，

而且纯化方便，但并不能完全避免包涵体；同时转运到周质的信号肽蛋白种类比较少，在

技术上对大多数蛋白也难以实现［!］。疏水性较强的蛋白容易形成包涵体，若将某些亲水

性蛋白（如谷胱甘肽巯基转移酶和麦芽糖结合蛋白）与其融合表达，则能增加水溶性，但形

成的是融合蛋白，融合蛋白切割和对重组蛋白稳定性的难题，又限制了融合蛋白的应用范

围［"］。共表达分子伴侣是目前兴起的一种方法，但其结果尚难预料［#］。

外源基因在大肠杆菌中的过量表达，是包涵体形成的主要原因。我们的策略是把外

源基因表达降低到一个最佳的范围有利于增加可溶性成分，减少包涵体的成分。影响外

源基因的表达有两个重要的因素：翻译起始区（$%&）的二级结构和密码子。根据这一特
点，我们针对原先高表达的 ’号重组子进行部分回复突变，目的是为了提高 $%&区域的稳
定性以降低 ()*+*的合成效率。我们仅选择了 ,$+下游 -个密码子的摇摆碱基作为回
复突变的对象，而没有大范围的变动，是为了对自由能的变化进行精调控，避免因为自由

能的剧烈变化而失去表达，结果与预期的相同，当自由能绝对值变得很高时，重组子便失

去表达的可能，进一步说明 $%&区域对翻译起始效率的决定作用。
外源蛋白的过量表达和包涵体之间的关系，./01(2)03等［4］用动力学模型描述了这一

关系，认为原核表达系统中可溶性蛋白的产量是翻译后蛋白质折叠与堆积之间竞争关系

的函数，它与蛋白质的合成速率成反比，因此某些利于大肠杆菌合成蛋白质的因素，如适

宜的温度，强有力的启动子均会增加包涵体的形成。有人选用较难代谢的脱氧葡萄糖作

为发酵时的碳源，以降低大肠杆菌的代谢水平，能提高可溶蛋白的表达水平［4］。经过回复

突变 35-与 678’相比，提高 $%&区域的稳定性以降低 ()*+*的合成效率，重组蛋白表达
量降低，但可溶性成分明显增加，纯化后的 ()*+*活性也比标准品的高。因此，实验也进
一步验证了 ./01(2)03等人的动力学模型。
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