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摘要：【目的】用大肠杆菌高效表达牛樟芝免疫调节蛋白(Antrodia camphorata immunomodulatory 

protein，ACA)。【方法】借助DNAworks3.2.4设计引物合成大肠杆菌密码子偏好性的ACA基因，构建于

pET-32a和pGEX-4t-2，转化大肠杆菌，测序后分别命名为pET-32a-ACA/BL21和pGEX-4t-2-ACA/BL21；

探索密码子偏好性、载体、培养基种类和诱导条件对ACA表达的影响并使用响应面法优化蛋白表达。

纯化重组ACA (recombinant ACA，rACA)并干预小鼠巨噬细胞RAW264.7，通过测定rACA对巨噬细胞

增殖能力、吞噬能力、细胞形态及产NO、肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor-α，TNFα)、白介素1 

(interleukin-1β，IL-1)等细胞因子能力的影响来评估rACA的活性。【结果】pET-32a-ACA/BL21更适合

ACA表达；在优化的SOB (酵母粉8.92 g/L)中培养pET-32a-ACA/BL21，添加0.42 mmol/L IPTG 25 °C诱

导7 h时rACA以可溶性表达为主，产量达187.122 μg/mL，是目前大肠杆菌表达真菌免疫调节蛋白的最

高报道。纯化的rACA能显著促进小鼠巨噬细胞增殖、提高细胞的吞噬活性和改变细胞形态，显著诱

导巨噬细胞分泌NO、TNF-和IL-1。【结论】rACA的高效可溶性表达及类似天然ACA的活性使它可

以替代天然ACA作为制药行业的食品添加剂或者免疫调节剂，甚至可以用于药物研究。 
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牛樟芝(Antrodia cinnamomea)，又名樟芝，

是多孔菌科、台芝属的一种珍稀药用真菌[1]，具

有抗肿瘤[2]、抗癌[3–9]、护肝[10–11]、抗氧化[12]、降

血脂[13]、消炎[14–16]和治疗腹泻[17]等功效，其抗肿

瘤和免疫调节功效已成为研究热点 [18]。牛樟芝 

是台湾特有的地道药材，被称为“森林中的红宝
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石”[19]，拥有丰富的次级代谢产物，目前对其产

物的研究多集中在多糖和萜类物质[1]，关于蛋白

质的研究相对较少。牛樟芝免疫调节蛋白

(Antrodia cinnamomea immunomodulatory protein，

ACA)是一种从牛樟芝中分离出的小分子蛋白质，

和真菌免疫调节蛋白 (fungal immunomodulatory 

protein，FIP)同源，能增强巨噬细胞的吞噬活性，

诱导巨噬细胞产生 NO、肿瘤坏死因子 α (tumor 

necrosis factor α，TNF-α)和白介素 1β (interleukin 

1β，IL-1β)，促进巨噬细胞的 M1 极化和分化[20]。

ACA 诱导巨噬细胞所分泌的细胞因子可直接用

于杀灭肿瘤细胞；M1 型巨噬细胞具有很强的肿

瘤杀伤能力和抗原递呈能力，在肿瘤免疫治疗中

发挥着重要作用[21]，因此 ACA 是一种重要的免

疫调节剂，临床应用潜力巨大。 

天然牛樟芝中免疫调节蛋白含量低[20]，直接

从牛樟芝提取 ACA 费时费力、效率低、成本高，

限制了研究工作的进行；更为遗憾的是天然牛樟

芝寄主专一，仅生于中国台湾树龄百年以上的牛

樟树(Cinnamomea kanehirai)腐朽树干[22]，生长极

其缓慢，人工培养困难。有效生产方法的缺乏使

得 ACA 相关的药理学研究仍然很少，在临床上

的应用也亟待开发，这就需要有一个合适的表达

系统低成本、高水平表达 ACA。ACA 上的糖基

对巨噬细胞活性影响不大[20]，生物信息学分析显

示 ACA 与南方灵芝免疫调节蛋白(Ganoderma 

australe contigcl3717)相似，相比其它 FIPs 翻译

后修饰较少[23] ，更适合使用原核细胞进行表达。

真核基因在原核细胞的成功表达受多种因素的

影响，目前使用大肠杆菌高效表达可溶性 rACA

尚未见报道。 

使用大肠杆菌表达蛋白时基因表达水平与

密码子偏好性密切相关，密码子的优化可以解决

表达量低和形成包含体等问题[24]。本实验根据报

道的 ACA (登录号 AAT11911.1)氨基酸序列，借

助 DNAworks 3.2.4 在线软件设计基因拼接引物，

合成大肠杆菌密码子偏好性 ACA，构建于不同原

核表达载体转化大肠杆菌，通过选择密码子偏好

性、载体、培养基种类、诱导温度、诱导时间、

IPTG 浓度并借助响应面法进一步优化蛋白表达

等措施实现了 ACA 在大肠杆菌中的高效可溶性

表达；使用多种手段对纯化后 rACA 进行了生物

活性验证。大肠杆菌表达 ACA 具有周期短、成

本低和效率高的特点，为 ACA 的产业化生产、

药理研究及临床应用奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、细胞和菌株：质粒 pET-32a 为本实

验室保存，pGEX-4t-2 由中山大学李刚博士惠赠；

小鼠巨噬细胞 RAW264.7 购于广州细胞库；大肠

杆菌 DH5和 BL21(DE3) plys 为本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器：质粒提取试剂盒、琼脂

糖凝胶 DNA 回收试剂盒购自 Omega 公司；限制

性内切酶、高保真 Primstar 酶购自 TaKaRa 公司；

Ni-IDA 琼脂糖磁珠购于英芮诚生化公司；胎牛血

清购自 Gibco 公司；酵母粉、蛋白胨购自 oxiford

公司，总一氧化氮检测试剂盒购自上海碧云天生

物技术有限公司；小鼠 TNF-和 1L-1β ELISA 试

剂盒购自上海邦奕；超滤膜购自 Minipore 公司；

Bradford 蛋白浓度测定试剂盒、中性红、小牛血

清蛋白 (bovine serum albumin，BSA)、噻唑蓝

(MTT)、脂多糖 (lipopolysaccharide， LPS)购自

Sigma 公司；胰蛋白酶-EDTA 消化液、双抗(Pen，
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Strep)购自索莱宝公司； DMEM 培养基购自

HyClone 公司；其他试剂进口分析纯。PCR 仪购

自 Eppendorf 公司；NanoDrop 2000 微量紫外分

光光度计、相差倒置显微镜、多功能酶标仪和二

氧化碳细胞培养箱购自 Thermo Scientific 公司；

电泳仪和凝胶成像系统购自 Bio-Rad 公司。 

1.2  ACA 表达载体的构建及表达条件的优化 

借助 DNAworks 3.2.4 软件设计大肠杆菌密码

子偏好性 ACA 基因拼装引物，两端加上 BamH I

和 Xho I 位点，使用实验室构建的基因合成及定

点突变平台进行基因合成[25]，连接至 pMD18-T 载

体测序。将测序正确的 ACA 用 BamH I 和 Xho I 双

酶切后连接至用同样的酶处理过的 pET-32a 和

pGEX-4t-2，电击转化大肠杆菌 BL21(DE3) plys，

测 序 后 分 别 命 名 为 pET-32a-ACA/BL21 和

pGEX-4t-2-ACA/BL21。两种载体表达出的蛋白

根据标签分别标记为 His-rACA 和 GST-rACA。

为了验证密码子偏好性的影响，使用类似的方法

合成了 ACA 的全长 cDNA 序列，连接在 pET-32a

转化大肠杆菌，作为对照。蛋白表达条件优化参

考前期工作[26]，IPTG 浓度设置为 0–1.4 mmol/L，

分别在 20、25、30、37 °C 下 200 r/min 诱导 3、

5、7、9、11 h，超声波破碎细胞离心取上清，检

测蛋白浓度。 

1.3  目标蛋白浓度检测 

以 BSA 为标准蛋白，使用 Bradford 蛋白浓

度测定试剂盒检测上清总蛋白浓度；目标蛋白含

量使用 Bio-Rad 凝胶成像系统扫描分析、计算。 

1.4  培养基种类对 ACA 表达的影响 

分别使用 LB、SOB、2YT 和 TB 四种常用培

养基培养工程菌，添加 IPTG 0.6 mmol/L，25 °C

下诱导 pET-32a-ACA/BL21 表达蛋白，测目标蛋

白浓度。 

1.5  SOB 培养基诱导条件的优化 

1.5.1  PB设计：采用PB两水平法对影响His-rACA

表达的 SOB 培养基中 5 种成分及 IPTG 浓度共   

6 个因素进行考察，筛选主要影响因素。PB 试验

因素和水平见表 1，设计方案见表 2，每个实验   

3 个重复。使用“Design expert 8.0”软件进行数据

分析。 

1.5.2  最陡爬坡试验：对 PB 试验筛选出的影响

His-rACA 产量的主要因素进行最陡爬坡试验，根

据因素的效应和实际结果设置步长，进一步优化

实验，影响较小的因素使用“–1”水平。 

1.5.3  CCD 试验设计：根据中心组合设计原理，

以最陡爬坡试验得到的最佳值为中心点，对影响

His-rACA 表达的主要因素进行响应面分析设计，

确定蛋白的最适表达条件。实验设计、数据分析

和模型构建使用“Design expert 8.0”软件进行。 

 
表 1.  PB 试验中与重组樟芝免疫调节蛋白产量相关

的因素及水平 

Table 1.  Factors and levels related to rACA protein 
production in PB experiment 

Experiment 
No. 

Factors 
Levels 

–1 1 

A Tryptone/(g/L) 20 40 

B Yeast extract/(g/L) 5 10 

C NaCl/(g/L) 0.5 0.75 

D KCl/(mmol/L) 2.5 3.75 

E MgCl2/(mmol/L) 10 15 

F IPTG/(mmol/L) 0.4 0.8 

G G –1 1 

H H –1 1 

J J –1 1 

K K –1 1 

L L –1 1 
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表 2.  PB 试验的设计与结果 

Table 2.  PB design and their results 

Experiment 
No. 

Factors and levels Yield of 
His-rACA/(μg/mL)A B C D E F G H J K L 

1 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 144.716±0.250 

2 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 133.108±0.160 

3 1 –1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 130.386±0.250 

4 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 116.872±0.260 

5 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 1 1 122.246±0.230 

6 1 –1 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 94.658±0.180 

7 –1 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 1 –1 105.986±0.190 

8 –1 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 101.352±0.140 

9 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 1 113.418±0.270 

10 1 1 –1 1 1 1 –1 –1 –1 1 –1 108.432±0.140 

11 1 1 –1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 1 132.276±0.250 

12 –1 –1 –1 1 –1 1 1 –1 1 1 1 100.364±0.160 

These tests were all conducted for 3 times, average values and variance were calculated based on tested data. 
 

1.5.4  拟合度实验：主要影响因素采用软件推荐

最适值，其他因素使用“–1”低水平，每个实验    

3 个重复，分析预测值和真实值之间的拟合程度。 

1.6  蛋白的纯化、检测及浓度测定 

His-rACA 和 His-tag 蛋白纯化参照英芮诚公

司的 Ni-IDA 琼脂糖磁珠使用说明书进行。

SDS-PAGE 电泳检测蛋白纯度，使用超滤膜通过

多次浓缩稀释将缓冲液更换为 DMEM 培养基。使

用 NanoDrop 2000 微量紫外分光光度计测定纯化

His-rACA 和 His-tag 的蛋白浓度 [εACA=2.0190×  

104 L/(mol·cm)，εHis-tag=3.3960×104 L/(mol·cm)]。 

1.7  小鼠巨噬细胞培养 

小鼠巨噬细胞 RAW264.7 使用添加了双抗

(100 U/mL 青霉素 G、100 mg/mL 链霉素)和 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基，5%二氧化碳、37 °C

培养。 

1.8  rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 增殖的  

影响 

细胞活性检测采用 MTT 法[27]。将对数生长

期 RAW264.7 细胞按照大约 2.5×105 cell/mL 的密

度接种于 96 孔板中，100 μL/孔，置于 CO2 培养

箱 37 °C 培养至 80%细胞贴壁，移去旧培养基，

设置空白对照组(DMEM 培养液)、阳性对照组  

(1 μg/mL LPS)组、rACA 组(10、25、50、100、

200 μg/mL)和 His-tag 组 (10、25、50、100、      

200 μg/mL)处理细胞，24 h 后弃上清，每孔加入

MTT (5 mg/mL 溶于 PBS)工作液 30 μL，继续培

养 4 h 后弃去 MTT，每孔加入 DMSO 200 μL 溶

解结晶染料，摇床避光振荡 15 min，酶标仪   

570 nm 处测定吸光度值，计算细胞活力，每个实

验重复 3 次。 
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1.9  rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 形态的 

影响 

rACA 组和 His-tag 组处理选 25 和 100 μg/mL

两个浓度，细胞培养和处理方法参考 1.8，每组

设置 3 个复孔，24 h 后用相差倒置显微镜放大  

200 倍拍照进行形态观察。 

1.10  rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 吞噬活

性的影响 

采用中性红法[28]检测细胞吞噬活性：细胞培

养和处理参照方法 1.8，24 h 后弃上清，用 PBS

洗两次，加入 100 μL 0.1%的中性红溶液，CO2

培养箱孵育 30 min，用 150 μL PBS 洗 2 次，再

加入细胞裂解液 ( 冰醋酸∶无水乙醇 =1 1∶ )   

100 μL，水平摇床振荡 30 min，540 nm 测吸光值，

计算吞噬能力，每个实验 3 个重复。  

1.11  NO 释放量 

取对数生长期的巨噬细胞 RAW264.7，按

2.5×105 cell/mL 浓度接种于 96 孔板，每孔加   

100 μL 细胞悬液，置于二氧化碳培养箱内 37 °C

培养，待 80%以上细胞贴壁后，移去完全培养液

并用 PBS 清洗 3 次。设空白对照组(DMEM 培养

基)、阳性对照组(1 μg/mL LPS 溶液)、rACA 组(1、

2、3、5、10、15、20、25、30 μg/mL)和 His-tag

组(1、2、3、5、10、15、20、25、30 μg/mL)各

200 μL，每组设 6 个复孔，培养 24 h 后收集上清

液，按照一氧化氮试剂盒的说明书测定细胞一氧

化氮释放量。 

1.12  肿瘤坏死因子 TNF-产生实验 

细胞培养和处理参考方法 1.11，培养 24 h 后

收集上清液，使用小鼠 TNF- ELISA 试剂盒检测

TNF-浓度。 

1.13  IL-1产生实验 

细胞培养和处理参考方法 1.11，培养 24 h 后

收集上清液，使用小鼠 IL-1 ELISA 试剂盒检测

IL-1浓度。 

1.14  数据处理 

使用 GraphPad Prism6 软件进行数据处理与分

析，数据用平均值±标准差(mean±SD)表示，采用 t

检验进行统计学分析，以 P<0.05 为差异有统计学

意义(*)，P<0.001 为极显著(**)，P<0.0001 (***)。 

2  结果和分析 

2.1  密码子偏好性和载体对 ACA 表达的影响 

以 LB 为培养基、pET-32a 为载体产 His-rACA

最适条件为：待大肠杆菌生长至 OD600≈0.6 时添

加 0.6 mmol/L IPTG 在 25–30 °C 诱导 7 h，此时

蛋白以可溶性表达为主。从 SDS-PAGE 结果可以

看出无论是 25 °C 还是 30 °C 诱导蛋白表达，密码

子优化后得到的 His-rACA 量都远大于优化前  

(图 1-A)，所以后续工作选用密码子优化后的 ACA

基因表达蛋白。不同表达载体表达 rACA 能力不

同。使用 pGEX-4t-2 表达可溶性 GST-rACA 的最

适条件为：添加 0.4 mmol/L IPTG 在 30 °C 诱导  

7 h。分别在产 His-rACA 和产 GST-rACA 最适条

件下同时诱导 pET-32a-ACA/BL21 和 pGEX-4t-2- 

ACA/BL21，His-rACA 产量均高于 GST-rACA  

(图 1-B)，后续工作使用 pET32a-ACA/BL21 进行

rACA 的表达。 

2.2  培养基种类对 rACA 表达的影响 

LB、TB、SOB 和 2YT 4 种常用培养基都能

够用于表达 His-rACA，四者的产蛋白能力依次

为：SOB>TB>LB>2YT (图 2)。培养基中酵母粉的
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品质和含量对蛋白诱导表达有较大影响[29]，不同

培养基表达同一蛋白时最适 IPTG 浓度可能会有

所不同，为得到更高的蛋白表达量使用响应面法

对 SOB 培养基产 His-rACA 条件进一步进行优化。 

2.3  使用 SOB 表达蛋白条件优化 

2.3.1  PB 试验结果：使用优化前的 SOB 培养基

诱导表达 rACA 的产量为 137.37 g/mL，采用 PB

试验中 12 种条件下诱导 His-rACA 表达量为

94.658±0.18–144.716±0.25 g/mL，使用软件进行

分析和建模，结果见表 3。从表中可以看出所构

建模型显著(P<0.05)；6 个和蛋白表达相关的因素

中有 2 个因素(酵母粉和 IPTG 浓度)对 His-rACA

表达影响显著。选酵母粉和 IPTG 浓度作为影响

蛋白表达的主因素进行最陡爬坡设计。 

 

 
 

图 1.  密码子偏好性(A)和载体(B)对 rACA 表达的影响 

Figure 1.  Effects of codon bias (A) and vectors (B) on the expression of rACA. M: standard protein molecular 
mass markers (sites in kilodaltons are indicated on the left). 
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图 2.  培养基种类对 His-rACA 表达的影响 

Figure 2.  The effect of mediums on the expression of His-rACA. A: SDS-PAGE analysis of rACA expression 
with different medium. M: standard protein molecular mass markers (sites in kilodaltons are indicated on the left); 
B: yield of His-rACA; Data points are the average of triplicate measurements, error bars represent ±1 SD. 

 

表 3.  PB 设计试验结果的方差分析表 

Table 3.  ANOVA table for PB design 

Factors Sum of squares Degress of ferrdom Mean squares F-Value P-value  Significance 

Model 540.32 5 108.06 4.85 0.0403 Significant 

A-tryptone 8.96 1 8.96 0.4 0.5493  

B-yeast extract 134.83 1 134.83 6.05 0.0491  

C-NaCl 80.8 1 80.8 3.63 0.1056  

D-KCl 27.22 1 27.22 1.22 0.3114  

F-IPTG 288.51 1 288.51 12.95 0.0114  

Residual 133.7 6 22.28    

Cor total 674.02 11     

 

2.3.2  最陡爬坡试验结果：酵母粉和 IPTG 的

步长分别设置为 1 g/L 和 0.1 mmol/L，最陡爬坡

的试验设计和结果见表 4。最陡爬坡试验中试

验 5 的蛋白产量最高(179.45±0.21 g/mL)，所

以以该试验对应的酵母粉含量 (9 g/L)和 IPTG

浓度 (0.4 mmol/L)为中心点进行后续的响应面

试验设计。 

表 4.  最陡爬坡试验的设计与结果 

Table 4.  The steepest ascent experimental design and 
corresponding results 
Experiment 
No. 

Yeast 
extract/(g/L)

IPTG/ 
(mmol/L) 

Yield of 
His-rACA/(μg/mL)

1 5 0.8 129.96±0.37 
2 6 0.7 152.20±0.30 
3 7 0.6 169.04±0.35 
4 8 0.5 177.85±0.44 
5 9 0.4 179.45±0.21 
6 10 0.3 170.13±0.31 
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2.3.3  中心组合设计及响应面分析结果：用

Design Expert 8.0 软件对中心组合试验结果(表 5)

进行二次多元回归拟合，得到 His-rACA 产量 Y

与 2 因素 X1 (酵母粉)和 X2 (IPTG 浓度)之间的二

次 回 归 方 程 ： Y=186.11–3.29Χ1+8.46Χ2–6Χ1Χ2– 

27.25Χ1
2–26.34Χ2

2，回归方程中各变量对响应值

影响的显著性由 F 检验来判定。从方差分析表 

(表 6)中的 P 值可以看出 X1、X1
2、X2

2 和 X1X2 对

响应值影响显著，在 His-rACA 表达中 IPTG 浓度

对响应值影响最大，且酵母粉含量和 IPTG 浓度

之间交互作用显著。 

本实验所选用模型效果极显著(P<0.0001)，

R2=0.9849，说明方程能解释 98.49%的实验所得

His-rACA 产量变化，拟合度良好(lack of fit 不显

著 )。因此可以使用该模型替代真实试验点对

His-rACA 表达量进行分析、预测，寻找 His-rACA

表达的最适条件。 

利用软件 Design expert 8.0 还可以得到酵母

粉和 IPTG 浓度两个因素和它们的响应值之间的

等高线(图 3-A)和响应面图(图 3-B)。根据 3D 响 

表 5.  中心组合试验设计及试验结果 

Table 5.  Experimental design and central composite 
design data 

Experiment 
No. 

Factor level Yield of 
His-rACA/ 
(μg/mL) 

X1: Yeast 
extract/(g/L) 

X2: 
IPTG/(mmol/L) 

1 0 (9) 0(0.4) 185.61±0.16

2 0 0 189.97±0.32

3 0 1.414 (0.54) 146.79±0.17

4 0 0 187.12±0.23

5 0 0 182.89±0.25

6 0 –1.414 (0.26) 124.63±0.18

7 1.414 (10.41) 0 133.60±0.22

8 –1 (8) 1 (0.5) 151.68±0.18

9 1 (10) 1 126.96±0.24

10 –1 –1 (0.3) 121.53±0.26

11 –1.414 (7.59) 0 134.20±0.22

12 0 0 184.98±0.33

13 1 –1 120.80±0.29

 

应面图可以看出 X1 和 X2 存在极点值，通过软件

可以计算出最大响应值对应的酵母粉用量和

IPTG 浓度分别为 8.92 g/L 和 0.42 mmol/L。此时

预测 His-rACA 产量为 186.961 μg/mL。 

 

表 6.  响应面法所建二项式模型的方差分析表 

Table 6.  ANOVA table for response surface quadratic mode 

Factors Sum of df Mean F-value P-value Significance 

Model 9643.20 5 1928.64 91.07 < 0.0001 Significant 

Χ1-Yeast extract 86.54 1 86.54 4.09 0.0829  

Χ2-IPTG 572.26 1 572.26 27.02 0.0013  

Χ1Χ2 143.94 1 143.94 6.80 0.0351  

Χ1
2 5165.05 1 5165.05 243.89 <0.0001  

Χ2
2 4827.65 1 4827.65 227.96 <0.0001  

Residual 148.24 7 21.18    

Lack of fit 120.44 3 40.15 5.78 0.0617 Not significant 

Pure error 27.80 4 6.95    

Cor total 9791.44 12     

R2=0.9849. 
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图 3.  响应面(X1，X2)等高线(A)和三维分析图(B) 

Figure 3.  Contour pattern (A) and three-dimensional surface pattern (B) derived using response surface 
methodology (Χ1, Χ2). 
 

2.3.4  拟合度：摇瓶实验结果显示，3 个平行的

His-rACA 表达量接近，平均产 His-rACA 量为

187.122 μg/mL，和预测值拟合度良好。 

2.4  蛋白纯化及浓度测定 

使用 Ni-IDA 磁珠纯化 rACA 和 His-tag 后都得

到单一条带，rACA 大小约为 41 kDa (图 4-A)，和

软件推测值加上 Trx 标签和 6×His 标签之和相符；

His-tag 大小约 25 kDa (图 4-B)。使用超滤法更换缓

冲液浓缩后测得 rACA 蛋白浓度为 380 g/mL；

His-tag 的浓度为 850 g/mL。 

2.5  rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 增殖和细

胞形态的影响 

200 g/mL 以内的 rACA 对小鼠巨噬细胞

RAW264.7 没有毒性，并且能明显促进小鼠巨噬

细胞 RAW264.7 增殖(P<0.0001)，其中 25 g/mL

的 rACA 对巨噬细胞的增殖活性最强(137.9%)，

略低于 LPS (142.9%)；His-tag 对细胞增殖几乎没

有影响(图 5)。显微观察发现使用 rACA 和 LPS

处理小鼠巨噬细胞 RAW264.7 相似，处理后 rACA 

 
 

图 4.  纯化后重组 ACA (A)和 His-tag (B)的 SDS- 

PAGE 分析 

Figure 4.  SDS-PAGE analysis of purified recombinant 
ACA (A) and His-tag (B). M: standard protein 
molecular mass markers (sizes in kilodaltons are 
indicated on the left); rACA: recombinant ACA 
purified by Ni-IDA enriching beads; His-tag: His-tag 
purified by Ni-IDA enriching beads. 

 

组细胞数量比对照组明显增多，印证了 rACA 可

以促进细胞增殖；细胞形态也发生了明显改变：

出现膨大、变形和双核现象，甚至伸出明显的伪

足，在形态上有发生极化的特征；经 His-tag 处

理后的细胞形态和对照相比没有明显变化(图 6)。 
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图 5.  rACA 和 His-tag 对 RAW264.7 细胞增殖的影响 

Figure 5.  Effects of rACA and His-tag on the RAW264.7 cell proliferation. Data points are the average of 
triplicate measurements, error bars represent ±1 SD; ***: P<0.0001. 
 

 
 

图 6.  细胞形态变化 

Figure 6.  The change of cell morphology. A: control; B: 

macrophages treated with 25 g/mL rACA; C: macrophages 

treated with 100 g/mL rACA; D: morphology treated with 

LPS; E: macrophages treated with 25 g/mL His-tag; F: 

macrophages treated with 100 g/mL His-tag; a: swollen 

cell; b: binuclear cell; c: cell with pesudopod. 

2.6  rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 吞噬活性

的影响 

各浓度(10–200 g/mL)的 rACA 均能显著增强

小鼠巨噬细胞 RAW264.7 的吞噬活性(P<0.0001)，

且吞噬活性都高于阳性对照 LPS，分别是空白组的

3.96、4.17、4.12、4.30、4.39 和 4.27 倍；His-tag

对巨噬细胞吞噬活性影响不明显(图 7)。综合图 5

细胞增殖结果可以看出吞噬活性的增强不完全是

由细胞增殖引起，rACA 对巨噬细胞具有激活作用。 
 

 
 

图 7.  rACA 和 His-tag 对 RAW264.7 细胞吞噬活性

的影响 

Figure 7.  Effects of rACA and His-tag on the 
phagocytic activity of RAW264.7 cell. Data points are 
the average of triplicate measurements, error bars 
represent ±1 SD; ***: P<0.0001. 
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2.7  rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 释放 NO

的影响 

1–20 g/mL 的 rACA 能够显著刺激巨噬细胞

RAW264.7 产生 NO (P<0.001)，且产 NO 能力具

有剂量依赖性。1 g/mL 的 rACA 产 NO 能力和  

1 g/mL LPS 相当，在不高于 10 g/mL 时随着

rACA 浓度增加产 NO 能力增强，超过 10 g/mL 后

产 NO 能力下降，超过 20 g/mL 刺激巨噬细胞产

NO 能力和空白对照相比差异不显著；1–30 g/mL

的 His-tag刺激巨噬细胞产 NO能力和空白对照相

比没有显著差异(图 8)。 

2.8  rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 分泌

TNF-的影响 

不同浓度(1–30 g/mL)的 rACA 能够极显著

地刺激巨噬细胞 RAW264.7 产生肿瘤坏死因子

TNF-的产生(P<0.0001)，15 g/mL 的 rACA 刺激

能力最强(42.729 ng/L)，是空白对照(13.125 ng/L)

的 3.26 倍，超过 15 g/mL 时刺激能力逐渐下降， 

 

 
 

图 8.  rACA 和 His-tag 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7

释放 NO 的影响 

Figure 8.  Effects of rACA and His-tag on the NO 
releasing in RAW264.7. Data points are the average 
of triplicate measurements, error bars represent ±1 SD; 
**: P<0.001; ***: P<0.0001. 

 

但仍保持较高的 TNF-分泌水平；1–30 g/mL 的

His-tag 均不能明显刺激巨噬细胞 RAW264.7 产生

TNF- (图 9)。 

2.9  rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 分泌

IL-的影响 

低浓度(1–3 g/mL)的 rACA 对小鼠巨噬细胞

RAW264.7 分泌 IL-影响不显著，5–20 g/mL 时

对巨噬细胞的刺激极显著(P<0.0001)，10 g/mL

时刺激能力最强，随着 rACA 浓度提高刺激能力

下降，但仍能显著刺激 IL-1的产生，和对照相

比具有统计学意义 (P<0.05)； 1–30 g/mL 的

His-tag 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7 分泌 IL-影响

均不显著(图 10)。 

3  讨论 

产业化生产 ACA 是进行药理研究和临床应

用的基础，也是满足人们日益增长的医疗和健康

需求的必由之路。根据生物信息学分析结果选择 

 

 
 

图 9.  rACA 和 His-tag 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7

分泌 TNF的影响 

Figure 9.  Effects of rACA and His-tag on the 

secretion of TNF secreting in RAW264.7. Data 

points are the average of triplicate measurements, 
error bars represent ±1 SD; ***: P<0.0001. 
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图 10.  rACA 和 His-tag 对小鼠巨噬细胞 RAW264.7

分泌 IL-1的影响 

Figure 10.  Effects of rACA and His-tag on the 

secretion of IL-1 secreting in RAW264.7. Data points 

are the average of triplicate measurements, error bars 
represent ±1 SD; *: P<0.05; ***: P<0.0001. 

 

大肠杆菌表达 ACA，大肠杆菌表达真核基因时稀

有密码子会导致产量下降，甚至表达终止，密码

子优化可以有效提高外源蛋白在大肠杆菌中的

表达[30]，本实验也验证了这一结论。不同载体表

达蛋白的能力不同，早期实验发现 pET-28a 表达

蛋白时容易产生包含体，本实验选择了 pET-32a

和 pGEX-4t-2 两种载体对大肠杆菌密码子偏好性

的含信号肽全长 ACA 进行了表达纯化，发现

pGEX-4t-2 表达 rACA 效率低，细胞破碎过程中

重组蛋白 GST 标签容易断裂、纯化困难；孔祥辉

使用 pGEX-4t-2 在大肠杆菌中表达金针菇免疫调

节蛋白时也遇到了同样的问题[31]。不同培养基产

蛋白能力不同，培养基中酵母粉含量及 IPTG 浓

度对 rACA 的表达有显著影响，且二者交互作用

显著。通过选择大肠杆菌偏好性密码子、合适的

表达载体、培养基种类，调整 IPTG 浓度、诱导温

度、诱导时间和利用响应面优化等多种手段大大

提高了 rACA 的表达效率，使 rACA 在大肠杆菌

中以可溶性表达为主，产量可高达 187.12 g/mL，

比 LB 培养基诱导(120.29 g/mL)提高 55.56%，

比优化前的 SOB (137.37 g/mL)提高 36.22%，是

目前大肠杆菌表达 FIPs 量的最高报道，先前报道

的 FIPs 家 族 中 的 松 杉 灵 芝 免 疫 调 节 蛋 白

(FIP-gts)、金针菇免疫调节蛋白(FIP-fve)和赤芝免

疫调节蛋白(FIP-glu)在 E. coli 中的表达量分别为

20 mg/L、30 mg/L 和 36.67 mg/L[32–34]，远低于本

实验的结果。 

FIPs 是近年来从一些高等担子菌子实体中

提取的一类小分子蛋白质，具有多种免疫药理活

性，它的研究在治疗过敏、移植排斥反应和肿瘤

等疾病方面具有重大的意义。体外免疫实验显示

His-rACA 对小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 无毒并且

能促进其增殖、增强 RAW264.7 细胞的吞噬活性、

改变细胞形态、刺激巨噬细胞产生 NO、TNF-

和 1L-1β等细胞因子，对小鼠巨噬细胞 RAW264.7

具有激活作用，单独的 His-tag 则不具有以上活

性。说明 His-rACA 和天然 ACA 具有相似的活性，

是一种免疫刺激剂，能够提高机体的免疫反应。

使用带有 His 标签的重组蛋白进行活性研究省去

了标签切割及二次纯化的步骤，简化了流程、提

高了效率、降低了成本。包括 FIP-fve、灵芝免疫

调节蛋白(r LZ-8)、草菇免疫调节蛋白(FIP-vvo)

和赤球丛赤壳免疫调节蛋白(FIP-Nha)等在内的

大多数 FIPs 具有血细胞凝集活性，能促进淋巴细

胞增殖，并且明显增加多种细胞因子分泌，具有

抗过敏、抗肿瘤等活性[31,35–38]。rACA 不具有血

细胞凝聚活性[22]，仅与 FIPs 家族中云芝免疫调节

蛋白(FIP-TVC)具有相似活性 [39]，而与毛蚶蛋白

组分 III[26]、人参蛋白[40]等其它来源的蛋白活性

相似，说明 ACA 和 FIPs 家族蛋白差别比较大，

王莹等在对南方灵芝免疫调节蛋白 cl3717 进行

生物信息学分析时也从序列、结构和翻译后修饰
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等多个角度揭示了 ACA 同 cl3717 在亲缘关系上

更近，而与其他 FIPs 亲缘关系较远[21]，说明 ACA

是不同于其他 FIPs 的一种新型免疫调节蛋白。 

利用发酵工程生产食用菌的有效成分，以及

利用生物工程菌生产特殊的药用成分如多肽类

药物，将是我国今后生物医药的一个重要发展方

向。本实验构建了牛樟芝免疫调节蛋白表达的工

程菌，通过筛选培养基、调整诱导条件以及响应

面优化的方法实现了 rACA 的高效可溶性表达，

所得蛋白具有和天然蛋白类似的活性，可以替代

天然 ACA 作为食品添加剂或者免疫调节剂用于

制药行业甚至是进行药物研究。为有效利用食用

级资源、探索生产提高人体免疫力的新型免疫蛋

白药物提供了基础，为 ACA 的产业化生产奠定

了基础，并为将来开展药理学研究和临床应用提

供了可能性。 
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Overexpression and activity analysis of Antrodia camphorata 
immunomodulatory protein 
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Abstract: [Objective] The aim of our study is to express Antrodia camphorata immunomodulatory protein (ACA) 

in Escherichia coli efficiently. [Methods] We synthesized ACA gene with E. coli codon bias using DNAWorks 

3.2.4 program to design and optimize primers. Then, we sequenced the PCR products, inserted the correct gene into 

expression vector pET-32a and pGEX-4t-2, transformed them into E. coli and named them pET-32a-ACA/BL21 

and pGEX-4t-2-ACA/BL21 respectively after sequencing. We investigated the effects of codon bias, vectors, 

mediums and the induction conditions on the expression of recombinant ACA (rACA), and further optimized the 

protein expression using response surface methodology (RSM) subsequently. To evaluate the bioactivity of rACA, 

we determined the proliferation of RAW264.7 cells, analyzed the phagocytosis of macrophages, observed the cell 

morphology, detected the secretion of cytokine such as nitric oxide (NO), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and 

interleukin-1β (IL-1β) after treated RAW264.7 cells with purified rACA. [Results] pET-32a-ACA/BL21 was 

more suitable for the expression of ACA. The rACA was expressed mainly in soluble form with a yield of 

187.122 μg/mL, when the pET-32a-ACA/BL21 was cultured in optimized SOB medium (8.92 g/L yeast extract) 

and induced with 0.42 mmol/L IPTG at 25 °C for 7 h. This was the highest expression report for fungal 

immunomodulatory protein in E. coli so far. Moreover, the purified rACA promoted the proliferation of RAW264.7, 

enhanced the phagocytosis activity, changed the cell morphology as well as induced NO, TNF- and IL-1β 

production within murine macrophages. [Conclusion] The highly soluble expression, and the very similar 

biological activities to native ACA make it a good candidate of native ACA for potential application as a food 

supplement or immunomodulatory agent in pharmaceuticals and even medical studies. 

Keywords: Antrodia camphorata immunomodulatory protein, codon bias, prokaryotic expression, response surface 

methodology, immunomodulatory 
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