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摘 要：研究大肠杆菌表达重组蛇毒锯鳞蝰素（7=B9CD/D9:，7=C）融合蛋白的发酵和纯化工艺。将 7=C 基因插入表达载

体 E2FG#，转化 ! H "#$% GI$#（J71）构建工程菌。对工程菌进行补料分批培养并诱导表达，研究培养基、培养和诱导

时间对工程菌生长和目的蛋白表达的影响，几丁质亲和层析纯化 7=C 融合蛋白，经 J22 裂解后，检测 7=C 活性。发

酵后菌体湿重可达 5’@KI，融合蛋白表达量约占总蛋白的 1’L，重组质粒在 GI$# 宿主菌中传代稳定。亲和层析纯

化后，得到 7=C 单体，得率为 $)8@KI 发酵液。生物学活性分析显示，重组 7=C 能有效抑制血小板的聚集，其活性与

天然 7=C 相似。优化了 7=C 融合基因工程菌的发酵和纯化条件，为规模化生产奠定基础。
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7=C 是一种从蛇毒中提取出来的活性蛋白，由

!& 个氨基酸残基组成，第 $! ( $" 位是 OPJ（N-@4
P304NCE），该序列在许多细胞外基质蛋白分子内广

泛存在，可以被细胞表面的多种整合素（ 9:D+@-9:）受

体分子识别结合，因此，7=C 可以竞争性抑制多种整

合素分子与其配体的结合，从而表现出多方面的作

用。7=C 可选择性抑制活化血小板和纤维蛋白原的

结合，具有抑制血管平滑肌细胞迁移和增生的功能，

在预防和治疗动脉栓塞及动脉硬化性疾病方面有良

好的应用前景［# ( !］。

由于从天然蛇毒中提取 7=C 成本太高，化学合

成方法也较为昂贵，因此限制了 7=C 的大量使用。

7=C 分子量小，单独表达存在一定困难，我们采取融

合表达方式，构建了 7=C 融合表达体系———GI$#K
E2FG#47=C，实现了 7=C 融合蛋白的高效表达。本文

在此研究基础上，对 7=C 工程菌进行高密度发酵培

养，并进行 7=C 的分离纯化和生物学活性研究，为利

用基因工程方法生产 7=C 探索新的工艺流程。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒和菌株：重组质粒 EGQ$$%47=C 由本室

构建并保存，ERS##) 载体由本室保 存，表 达 载 体

E2FG# 购自 T7G 公司，宿主菌 !&"’()%"’%* "#$% GI$#
（J71）、UV#%& 由本室保存；胰蛋白胨、酵母提取物购

自 V+-=W X@/N 公司。

!"!"# 主要试剂和仪器：限制酶、几丁质亲和填料

购自 T7G 公司；2! JTN 连接酶、+*, JTN 聚合酶购

自 2/X/O/ 公司；其它试剂均为国产分析纯。G9>CD/D4
#’I 发酵罐购自 GH G-/.: 公司；电泳图像分析系统

购自 N3EB/ Y::>D+=B 公司；层析工作站购自 ZB/-8/=9/
公司；ZNSX[4! 型血小板聚集仪购自 \+3+:/ 公司。

!"!"$ 培 养 基：IG、[]G、$ ^ _2 及 V& 培 养 基

（N8E#%%!@K8I，E\ 5<!）见文献［’］；补料"：’%%8I
（含酵母提取物 #%%@，V@[]!·5\$] ’@，T/S3 #%@）；补

料#：’%L甘油 !%%8I；补料$：#%L氨水 $%%8I；补

料%：消泡剂 #%8I。

!"# %&’ 扩增 ()* 基因

根据 文 献［!］提 供 的 序 列，设 计 引 物 ’‘4
PP2PS2SN2N2PPNN2PSPNN2SSPP241‘ 和 ’‘42P22
PS2S22SSPSNNP2NSSPPNSS222P241‘，其中分别在

’‘端引入 -.("、1‘端引入 /*0"酶切位点，并加入

相应的保护碱基，以 EGQ$$%47=C 为模板，ZSO 扩增

7=C 基因。反应条件：&!a ’89:；&!a 1%C，’’a 1%C，
5$a #’C，循环 1’ 次；5$a ’89:，$L琼脂糖电泳观察

结果。回收并纯化目的条带，将 ZSO 产物与 ERS##)



载体在 !"#连接，连接产物转化 $%!&’，蓝白斑筛选

阳性克隆并进行 ()* 序列分析。

!"# $%& 重组质粒的构建

用 !"#!和 $%&!酶切 +,-!!./012，回收目的

基因片段，与表达载体 +345! 体外连接，转化 ’ 6
()*+ 578!（(09）。:-; 和序列分析鉴定重组子，取单

个菌落接种于 8<7 75（*<+ !&&"=><7）中，9?#振荡

培养过夜，按 ! @A& 扩种至 A&<7 75（*<+ !&&"=><7）

中，9?#振荡培养至 ,-"&& B &C" D &C.，加入 E:3F（终

浓度为 &C&.<<GH>7）诱导 IJ，取 样 进 行 !8K L(L/
:*F0 分析，经电泳图像分析系统扫描得到目的蛋

白占全部可溶性菌体蛋白的百分含量。选用表达量

最高的单克隆作为发酵用种子。

!"’ 菌体密度和菌体湿重测定

?A8 紫 外 分 光 光 度 计 测 定 "&&M< 处 菌 液 的

,-"&&值；用分析天平称量菌体湿重。

!"( 发酵培养

!A7 发 酵 罐 装 料 !&7，在 E:3F 诱 导 后，每 隔

!&<NM 加入补料!和补料#各 !A D 8&<7，在泡沫较

多时加入补料$，每次 &CA<7，监测 +O 值降低时逐

滴加入补料%。依次分别改变培养基种类、培养时

间、诱导时间以及溶解氧浓度等参数，具体操作按照

发酵罐说明进行。

!") 融合蛋白的纯化

离心收集菌体沉淀，用 30 按 ! @!& 重悬，冰浴超

声破菌，!.&&&= 离心 8A<NM，收集上清，&CIA"< 滤膜

过滤。几丁质亲和填料装柱，用平衡液（8&<<GH>7
3PN2/-H，&CA<GH>7 )Q-H，!<<GH>7 0(3*，+O .C&）平衡

8& 个柱体积（-R）；用平衡液 ! @ !& 稀释超声上清，上

样，收集穿透峰行 L(L/:*F0 分析。上样完毕，用含

!<GH>7 )Q-H 的平衡液至少洗涤 8& 个 -R；再用 9 个

-R 含 9& D A&<<GH>7 (33 的平衡液以 A D .<7><NM 的

流速过柱，此过程在 9&<NM 内完成，用柱帽封口，I#
放置 8& D I&J。次日用平衡液洗柱，分别收集 9 个

-R 的洗脱峰，!.K L(L/:*F0 鉴定。用 F/8A 除去粗

样品中的盐和 (33，得到精样品。纯化产物的鉴定

采用 !.K L(L/:*F0，考马斯亮蓝染色。

!"* $%& 抗血小板聚集实验

健康志愿者静脉采血 8&<7，制备富血小板血浆

（:;:）和贫血小板血浆（:::），用 ::: 调整 :;:，使

血小板数约为 8A& S !&’ >7。取 I&&"7 调整后的 :;:
于测试杯中，分为阴性对照组、测试组和阳性对照

组，分别加入 &C’K )Q-H、纯化 012 和天然 012 各

A&"7。磁珠搅拌 9?#温育 8<NM，每管加 &C8<<GH>7

诱聚剂 *(: A&"7，用比浊法测定血小板聚集率，测

定时间为 A<NM。记录聚集曲线，并计算血小板聚集

抑制率。血小板聚集抑制率 B［（阴性管血小板最大

聚集率 T 测试管血小板最大聚集率）>阴性管血小板

最大聚集率］S !&&K。

+ 结果

+"! 目的基因扩增及 ,-. 序列分析

012 由 I’ 个氨基酸组成，设计的 :-; 预期扩增

产物为包含全编码序列的约 !?&U+ 长的片段（包括

引物所带的酶切位点序列）。电泳结果显示，在 !&&
和 8A&U+ ()* 分子量标准之间，获得了特异性的目

的扩增。测序结果显示，测得 012 的 ()* 序列与已

知的 012 序列一致［I］。

+"+ 重组质粒的鉴定

挑取重组子转化的阳性菌落，快速小量抽提质

粒，:-; 扩增目的基因，! D I 号克隆均在预期位置

出现特异条带，选取 8 号质粒进行 ()* 序列测定。

测序结果表明 012 基因已成功克隆到载体 +345! 的

!"#!>$%&!位点。

+"# 发酵培养基和培养时间选择

使用 8 S V3 培养基发酵，菌体湿重和目的蛋白

表达量都明显优于其它 9 种培养基（表 !），故确定

8 S V3做为发酵用培养基。随后，控制细菌培养时

间，使其菌密度 ,-"&& 分别等于 &C"、!C&、8C&、9C&、

IC&、AC&、"C&、?C&、.C&、’C& 时进行诱导。当 ,-"&& 为

AC& D "C& 时开始诱导，菌体得率和目的蛋白表达量

都较高。

表 ! $%& 工程菌在不同培养基中发酵结果

3QUHW ! XWP<WMYQYNGM PW2ZHY2 G[ 012 UQ1YWPNQH 2YPQNM NM \N[[WPWMY <W\NZ<

%W\NZ< 0]+PW22NGM HW^WH>K _WY ‘WN=JY>（=>7）

75 !8C" 8’C’

La5 !9C9 9&C"

8 S V3 9&C" A&C9

%’ .C’ !AC"

+"’ 诱导时间确定

加入 E:3F 诱导后，每隔 !J 取样，做全菌蛋白

L(L/:*F0 分析。诱导 IJ 后，融合蛋白的表达趋于

稳定，表达量占到菌体总蛋白的 9&K左右，相对分

子量约为 98b(Q（图 !）。

+"( $%& 工程菌的高密度发酵

根据以上优化条件，用 8 S V3 培养基，9?#培养

"J 左右，E:3F 诱导 IJ，控制溶解氧浓度为 "&K D

"’ V*)F 7N/cZM #. %* 6 >/(.% 0+(1)2+)*)3+(% $+4+(%（8&&"）I"（!）



图 ! 不同诱导时间 "#$ 融合蛋白表达的 %&%’()*"
!"#$% &’&()*+, -. /012/33/4 ,53 .63"-7 12-8/"7 98 4"../2/78 "74658"-7

8":/

%; </.-2/ "74658"-7；=;%>；?; =>；@; ?>；A;@>；B;A>；C; B>；

D;)2-8/"7 :92E/2 $

FGH，补加 %GH氨水以保持 1I 恒定。经电泳图像

分析系统分析，目的蛋白表达量占全菌总蛋白的

?AH（图 =），菌体湿重为 CA#JK。

图 + "#$ 工程菌发酵的 %&%’()*" 分析

!"#$= &’&()*+, 979LM3"3 -. ,53 N958/2"9L 3829"7 ./2:/7898"-7

%; )2-8/"7 :92E/2；=; O74658"-7 -. P/58-2 1QR<%；?; *.8/2 "74658"-7；

@; </.-2/ "74658"-7$

+,- 重组质粒的稳定性

参考文献［B］的方法。,53 融合基因工程菌在

无选择压力条件下连续培养 AG 代以上，质粒保持稳

定（表 =）。

表 + "#$ 重组质粒稳定性（氨苄抗性菌落百分数）

Q9NL/ = Q>/ 389N"L"8M -. ,53 2/5-:N"7978 1L93:"4
（1/25/789#/ -. 978"(9:1"5"LL"7 5-L-7M）

S6L862/
8":/J>

)/25/789#/ -. 978"(
9:1"5"LL"7 5-L-7MJH

O74658"-7
8":/J>

)/25/789#/ -. 978"(
9:1"5"LL"7 5-L-7MJH

%= TB % %GG
=@ %GG = TF
?B TF ? TF
@F TF @ %GG
BG %GG A TF
C= TF

+,. 纯化和 &// 切割

超声上清过几丁质亲和柱后，用 ’QQ 将 ,53 单

体从融合蛋白上裂解下来，用平衡液洗脱，收集第 %
到第 ? 个 SU 的洗脱峰，经 %FH &’&()*+, 分析，考

马斯亮蓝染色呈单一条带，,53 单体主要存在于第

一个洗脱峰中（图 ?），得率约 =F:#JK 发酵液。

图 0 "#$ 纯化的 %&%’()*" 分析

!"#$? &’&()*+, 979LM3"3 -. ,53 162"."598"-7

%;V-$ ? /L68"-7 SU； =;V-$ = /L68"-7 SU； ?;V-$ % /L68"-7 SU；

@;)/7/8298"-7 1/9E；A; &9:1L/ N/.-2/ L-94"7#；D$ )2-8/"7 :92E/2 $

+,1 活性检测

通过抑制 *’) 活化的人血小板聚集试验，我们

发现重组 ,53 与天然 ,53 活性相近，重组 ,53 的抑制

聚集率为 C?;B W =;?A（H），天然 ,53 的抑制聚集率

为 CA;% W %;TB（H），二者在统计学上无显著性差异。

0 讨论

,53 是一种小肽，小肽的表达通常比较困难，本

室首先进行了单独表达 ,53 的研究工作，但效果并

不理想，分析其原因可能是由于 ,53 分子量小，表达

产物不稳定，容易被宿主细胞蛋白酶降解，因此表达

量很低。之后采用了将 ,53 基因与蛋白质剪切元件

"78/"7（内 蛋 白 子）融 合，构 建 ,53 原 核 表 达 体 系

<K=%J1QR<%(,53 的方法。该体系实现了外源蛋白的

高效表达，而且在 "78/"7 与 ,53 连接处可实现精确剪

切。当超声上清通过几丁质亲和层析柱后，只有融

合蛋白能够和几丁质结合，再用 ’QQ 裂解后，仅有

,53 蛋白被洗脱下来，而融合蛋白前体 "78/"7 仍结合

于柱上，这样便将融合蛋白的纯化与 ’QQ 裂解结合

在了一起，极大的方便了外源蛋白纯化。国内外研

究者所进行的 ,5>"3898"7 融合蛋白表达的研究中，外

源蛋白的表达量不是很高，而且在纯化时采用溴化

氰切割，工艺比较复杂［@，C］。本文采用的几丁质亲和

层析克服了这些缺点，实现了融合蛋白高效表达和

一步过柱法纯化 ,53 的目的。

工程菌发酵是个很复杂的过程，在发酵过程中，

细菌生长过快，耗氧增多，代谢产物也产生过多，就

会影响细菌的生长和外源蛋白的表达，此时要适当

加入营养（碳源和氮源），并不断加入氧气，但氧分压

也不能过高，否则对细菌生长有抑制作用，一般不超

过 TGH。在进入对数生长期后，随着代谢产物的增

多，溶液 1I 值会下降，当降至 C;G 以下时，需加入氨

水，应特别注意氨水要逐滴加入，以免矫枉过正。根

CT杨利军等：蛇毒锯鳞蝰素融合蛋白的发酵与纯化 $ J微生物学报（=GGB）@B（%）



据作者的经验，每加一滴，!" 值升高 #$#%，因此切不

可流速过快，流量过多。在本研究中并没有出现高

密度发酵在提高收菌量的同时，目的蛋白表达量却

有所下降的情况［&，’］。恰好相反，我们实现了收菌量

和目的蛋白高表达的双赢目标，利用高密度发酵的

方法使菌体收量比摇瓶发酵法提高了 %# 倍。由此

可见，在发酵过程中，工程菌得率的高低与目的蛋白

表达量之间没有直接相关性，只要选择适当培养基，

选择合适的诱导时机和诱导时间，满足菌体生长对

营养和氧气的代谢需求，并控制培养基的 !"，即可

以实现目的蛋白的高表达。

参 考 文 献

［ % ］ ()*+,-)./0120345678/) 9，:)*7)0+678/) ;，<0+.)5/)*7)., =，!" #$ >

;3+?.3?+0@ +*A?)+*B*538 6C *.D)8303)5 C6+ 3D* +*.6E5)3)65 6C!F"G 05H

!I"% )53*E+)58> % &’($ )*!+，%’’’，!"#（IG）：GJ&#’ K GJ&%L$

［ M ］ N*@)80+)6 <O，P0C?+) ;，Q) Q6B*5).6 =， !" #$ > 9BB6-)@)8*H

*.D)8303)5 !+6B63*8 !@03*@*3 0HD*8)65 05H !+63*)5 34+68)5*

!D68!D6+4@03)65> &’(,*’+ &’(-*./ 0,"#，M###，$#%"（M）：MMJ K

MGR$
［ G ］ Q*@@0 <S，;A?)@@0.)63) =，T0+-) =， !" #$ > U.D)8303)5 )5D)-)38

!!%MIVOW 0?36!D68!D6+4@03)65， !0X)@@)5 !D68!D6+4@03)65 05H

!!%MIVOW1!0X)@@)5 )53*+0.3)65 )5 C)-+65*.3)510HD*+*53 B*@056B0

.*@@8> 123 % &’(,*!+，M###，!&"（%R）：I#LJ K I#IL$
［ L ］ T05 YS，=65H+0 Z"，T6?@H SZ，!" #$ > ")ED1@*F*@ *X!+*88)65 )5

1/,*!3’,*’# ,($’ 6C 0 .D*B).0@@4 8453D*8),*H E*5* C6+［[*?1M&］

*.D)8303)5 > 4!5!，%’&’，"%（%）：%I’ K %RR$
［ I ］ 卢圣栋 > 现代分子生物学实验技术 > 第二版 > 北京：中国协

和医科大学出版社，%’’’，JI# K JI%$
［ R ］ 杨 涛，杨利军，牛 勃，等 > 重组人肝细胞生长因子（高效

表达工程菌筛选及发酵工艺研究 > 药物生物技术，M##L，$$
（I）：M’L K M’&$

［ J ］ 李洪超，李雄彪，胡美浩 > 蛇毒锯鳞蝰素基因 [*?%L1[48%I1

T@?%R 的定点突变 > 遗传学报，%’’R，!’（M）：%RG K %R&$
［ & ］ <0/+)H*8 ;=> ;3+03*E)*8 C6+ 0.D)*F)5E D)ED1@*F*@ *X!+*88)65 6C E*5*8

)5 1/,*!3’,*’# ,($’ > 6’,3(7’($(8’,#$ 9!:’!;，%’’R，&(（G）：I%M K

IG&$
［ ’ ］ [** ;\> ")ED .*@@1H*58)34 .?@3?+* 6C U8.D*+).D)0 .6@) > <3!5=/

&’("!,*5($，%’’R，$#（G）：’& K %#I$

)*+,*-./.01- /-2 34+0506/.01- 15 76809./.0- 54901- 3+1.*0- *:3+*99*2 0- !"#$%&’#$’( #)*’

\O:T [)1]?5%，\O:T P06%，="U:T :)?1@)05E%，̂ 9U Z?5%，:9_ N6%!
（% >!-#3"+!5" (? &’(,*!+’/"3. #5= 6($!,2$#3 &’($(8.，@*#5A’ 6!=’,#$ B5’:!3/’".，<#’.2#5 #G###%，)*’5#）

（M )#-’"#$ C5/"’"2"! (? D#!=’#"3’,/，&!’E’58 %###M#，)*’5#）

（G )*’5!/! )!5"!3 ?(3 >’/!#/! )(5"3($ #5= D3!:!5"’(5，&!’E’58 %###I#，)*’5#）

;<9.+/6.：[638 6C 83?H)*8 6C U.D)8303)5（U.8）D0F* !+6F*H )38 7)H* ?8* )5 B054 08!*.38 > "67*F*+，3D* @67 4)*@H 6C U.8
D08 )B!*H*H 3D* +*@03)F* +*8*0+.D*8 6C 3D* !+63*)5 > P6 *830-@)8D 3D* D)ED1@*F*@ *X!+*88)65 8483*B 6C U.8，3D* C*+B*5303)65
05H !?+)C).03)65 !+6.*88 6C U.8 C?8)65 !+63*)5 *X!+*88*H )5 1 > ,($’ 7*+* 6!3)B),*H> PD* U.8 E*5* 708 )53+6H?.*H )536
F*.36+ !P^N% 05H !@0.*H ?5H*+ 3D* .653+6@ 6C D)ED@4 *CC).)*53 PJ !+6B63*+ 8483*B> PD* .@65*H U.8 E*5* 708 *X!+*88*H )5
1 > ,($’ N[M%（QUG）08 86@?-@* C6+B> PD* U.8 !+6H?.3)65 05H -)6B088 0..?B?@03)65 7*+* 6!3)B),*H -4 *X0B)5)5E B*H)?B
.6B!68)3)65，!6)53 6C )5H?.3)65 05H )5H?.3)65 3)B* )5 C*H1-03.D C*+B*5303)65 > N)6B088 0..?B?@03)65 708 E+*03@4 0CC*.3*H
-4 B*H)?B E+0H)*53，+*0.D)5E I#$GE‘[ )5 M a \P B*H)?B> U.8 !+6H?.3)65 708 C6?5H 36 )5.+*08* 36 GIb 6C 3630@ !+63*)5
7)3D JIE‘[ -)6B088 0..?B?@03)65 0C3*+ )5H?.*H C6+ LD> 2?+)C).03)65 6C U.8 C+6B 8?!*+503053 6C 865).03)65 708 H65* ?8)5E
65*183*! .D+6B036E+0!D). !+6.*H?+* 7)3D .D)3)5 0CC)5)34 .D+6B036E+0!D4 05H QPP .@*0F0E*，+*8?@3)5E )5 4)*@H8 6C M&BE‘[
05H c ’#b !?+)34 > PD* -)60.3)F)34 6C !?+)C)*H U.8 708 H*3*+B)5*H 05H 3D* +*8?@3 8D67*H 3D03 !?+)C)*H U.8 .6?@H )5D)-)3
3D* 0EE+*E03)65 6C !@03*@*3 ’5 :’"3( 7)3D 8)B)@0+ -)60.3)F)34 36 7)@H U.8> PD)8 6!3)B),*H B*3D6H )8 +*0H)@4 8.0@*H ?! C6+ 3D*
*X!+*88)65 05H !?+)C).03)65 6C U.8 )5 8?CC).)*53 A?053)3)*8 C6+ C?+3D*+ 83+?.3?+0@ 05H -)6@6E).0@ 83?H)*8 05H 0!!@).03)658 >
=*>?1+29：U.D)8303)5；1 > ,($’；V*+B*5303)65；2?+)C).03)65

V6?5H03)65 )3*B：;D05X) :;V=（M##M%%##）；;D05X) ;SV C6+ Sd=;（M##%I’）；W*4 P*.D56@6E4 S*8*0+.D 05H Q*F*@6!B*53 6C ;D05X)（#LM#GI）

!=6++*8!65H)5E 0?3D6+ > P*@：&R1GI%1L%GIRGJ；V0X：&R1GI%1M#MMIL&；U1B0)@：405E@)]?5BBe%MR$ .6B

d3D*+ 0?3D6+8：(O:T T?61@)05EM，\O:T f)G

S*.*)F*H：& <04 M##I‘O..*!3*H：%# Z?5* M##I‘S*F)8*H：MM ;*!3*B-*+ M##I

&’ \O:T [)1]?5 !" #$ > ‘0,"# 6’,3(7’($(8’,# @’5’,#（M##R）LR（%）




