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摘  要 : 为提高人乳头瘤病毒 (HPV) 16 型治疗性融合蛋白疫苗 HPV16 L2E7 在大肠杆菌中的表达量，根据大

肠杆菌偏爱密码子，对 HPV16 l2e7 基因进行密码子优化，优化后的基因分别插入到 pGEX-5X-1、pQE30 和

pET41a 表 达 载 体 中 ， 转 化 JM109 、 JM109 (DE3) 和 BL21 (DE3) 表 达 菌 ， 筛 选 出 高 表 达 菌 株

pET41a-HPV16sl2e7/BL21 (DE3)，目的蛋白从占全菌蛋白的 10%以下提高到约 28%，优化接种量、IPTG 浓度、

诱导温度和诱导时间，获得最佳表达条件；通过 15 L 发酵罐发酵，SP Sepharose Fast Flow、Q Sepharose Fast Flow

和 Superdex 200 pg 纯化及复性 HPV16 L2E7 融合蛋白，制备的融合蛋白纯度可达 95%以上，经 SDS-PAGE、

Western blotting 鉴定证实，制备的 HPV16 L2E7 蛋白加 CpG 佐剂对小鼠移植瘤生长具有明显的抑制作用，有

75% (6/8) 的小鼠不成瘤，为后续的疫苗产业化奠定基础。 
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Optimized expression, preparation of human papillomavirus 
16 L2E7 fusion protein and its inhibitory effect on tumor 
growth in mice 
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Abstract:  HPV16 L2E7 is a fusion protein used for therapeutical vaccine targeting HPV virus. To increase its expression 
in Escherichia coli, we optimized the codon usage of HPV16 l2e7 gene based on its codon usage bias. The optimized gene 
of HPV16 sl2e7 was cloned into three different vectors: pGEX-5X-1, pQE30, ET41a, and expressed in JM109, JM109 
(DE3) and BL21 (DE3) lines separately. A high expression line was selected with pET41a vector in BL21 (DE3) cells. 
After optimization of the growth condition, including inoculation amount, IPTG concentration, induction time and 
temperature, the expression level of HPV16 L2E7 was increased from less than 10% to about 28% of total protein. HPV16 
L2E7 protein was then purified from 15 L culture by means of SP Sepharose Fast Flow, Q Sepharose Fast Flow and 
Superdex 200 pg. After renaturing, HPV16 L2E7 protein with ≥95% purity was achieved, which was confirmed via 
SDS-PAGE gel and Western blotting. The combined use of purified HPV16 L2E7 and CpG helper has shown clear 
inhibition of tumor growth in mice injected with tumor cells, with six out of eight mice shown no sign of tumor. This study 
lays a solid foundation for a new pipeline of large-scale vaccine production. 

Keywords:  human papillomavirus 16, optimized expression, fermentation, purification, uterine cervica cancer, vaccines 

根据世界卫生组织统计，宫颈癌是当前造

成妇女癌症死亡的主要因素之一，严重威胁妇

女健康[1-3]。分子流行病调查结果证实，生殖道

的高危型人乳头瘤病毒 (Human papillomavirus，

HPV) 感染与宫颈癌有着十分密切的关系，高危

型 HPV的慢性、持续性感染被认为是宫颈癌及

其癌前病变的主要原因，HPV16、18 型是最常

见的型别，其中约 55%的宫颈癌与 HPV16型感

染相关[2,4-5]。目前对宫颈癌的治疗主要采用放化

疗和手术治疗，副作用大、复发率较高且花费

较大。采用特异性的免疫方法即疫苗接种的办

法预防和治疗 HPV的感染是有效预防宫颈癌的

重要手段之一。目前预防性疫苗研究已取得较

大进展，在美国等发达国家已经上市使用，但

其仅用于没有感染过 HPV的人群[6-7]，针对已有

的 HPV持续性感染和宫颈癌及癌前病变患者，

尚未有十分有效的免疫治疗方法用于临床，因

此，研制高效、廉价的而且具备治疗作用的 HPV

疫苗迫在眉睫。 

由于 HPV在体外难于培养及其致癌性，完

整的病毒颗粒不大可能发展为疫苗，只能研制

基因工程疫苗。病毒的次要衣壳蛋白 L2同时具

有中和抗体表位和细胞毒性 T 淋巴细胞 

(Cytotoxin T lymphocyte，CTL) 表位，肿瘤相



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  April 25, 2015  Vol.31  No.4 

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

568 

关抗原 E7是诱导和维持癌细胞恶性表型所必需

的蛋白，L2 与 E7 融合后免疫机体能产生体液

免疫和细胞免疫[8-9]。本课题组选择 HPV16 型

L2 蛋白融合已去除转化活性的 E7 蛋白作为治

疗性疫苗的靶抗原，通过密码子优化、表达载

体及菌株的筛选，利用基因工程技术获得了 1

株高效表达 HPV16 L2E7融合蛋白的工程菌株；

然后通过优化表达菌的培养诱导条件，摸索高

密度发酵工艺、层析纯化和复性工艺，制备了

纯度≥95%的 HPV16 L2E7融合蛋白，复性后的

蛋白在初步的动物实验中显示了显著的肿瘤抑

制作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒、菌株 

质粒 pET41a、pGEX-5X-1、pQE30和大肠

埃希杆菌 Escherichia coli JM109、JM109 (DE3)、

BL21 (DE3)由浙江大学医学生物技术实验室馈

赠。pET30a-l2e7质粒由中国疾病预防控制中心

病毒病预防控制所应急技术中心提供，含 HPV16 

L2 完整的编码区序列及经修饰的完整 E7 编码区  

序列。 

1.1.2  主要试剂 

限制性内切酶、 T4 DNA 连接酶购自

TaKaRa公司，Ex Taq酶购自 Invitrogen公司。

DNA marker购自天为时代公司。羊抗鼠 IgG辣

根过氧化物酶标记物购自美国 Sigma 公司。

HPV16型 L2单抗和 E7单抗均由中国疾病预防

控制中心病毒病预防控制所应急技术中心馈

赠。胰蛋白胨和酵母提取物购自 OXOID公司。

SP Sepharose Fast Flow、Q Sepharose Fast Flow

和 Superdex 200 pg均购自 GE Healthcare公司。 

1.1.3  实验动物 

C57BL/6(H-2b)小鼠，雌性，6−8 周龄，购

自中国医学科学院实验动物繁育中心。 

1.2  方法 
1.2.1  目的基因的设计与合成 

以 pET30a-l2e7 质粒中 l2e7 基因为模板，

在保持编码的产物蛋白氨基酸序列不变的前提

下，结合大肠杆菌优势密码子及 mRNA 的二级

结构分析，利用基因密码子简并性原则，设计

出适合在大肠杆菌中表达 HPV16 L2E7 融合蛋

白的核苷酸序列，命名为 HPV16sl2e7。设计好

的基因序列交予上海生工生物工程技术服务有

限公司合成并插入 pGEM-T Easy载体中，命名

为 pGEM-T-HPV16sl2e7。 

1.2.2  重组表达载体的构建 

根据载体序列分别设计 3 套引物，引物中

加入 EcoRⅠ和 XhoⅠ酶切位点序列，采用 PCR

方 法 从 pGEM-T-HPV16sl2e7 扩 增 出

HPV16sl2e7片段。PCR产物和载体 pGEX-5X-1、

pQE30、pET41a 分别用核酸内切酶 EcoRⅠ和

XhoⅠ酶切。酶切后的载体和 HPV16sl2e7基因片

段用 T4 DNA 连接酶连接。连接后的产物分别

转化感受态 JM109、 JM109 (DE3) 和 BL21 

(DE3)：pGEX-HPV16sl2e7、pQE30-HPV16sl2e7

转化 JM109，pET41a-HPV16sl2e7 转化 JM109 

(DE3)和 BL21 (DE3)。抗性筛选出来的克隆以

PCR 法验证，验证结果阳性的克隆进行基因测

序验证。 

1.2.3  高表达菌株的筛选 

将 上 述 筛 选 出 的 阳 性 克 隆 菌 株

pGEX-HPV16sl2e7/JM109、pQE30-HPV16sl2e7/ 

JM109、pET41a-HPV16sl2e7/BL21 (DE3)、pET41a- 

HPV16sl2e7/JM109 (DE3)以及对照菌株 pET30a- 



姜云水 等/人乳头瘤病毒 16 型 L2E7 融合蛋白的优化表达、制备及其对肿瘤生长的抑制作用 

cjb@im.ac.cn 

569

HPV16l2e7/BL21 (DE3) 根据载体的抗性分别

接种于含抗生素 Amp 和 Kana (100 μg/mL) 的

LB培养基中，37 ℃、300 r/min振荡培养至 OD600

达 0.6−1.0时，加入 IPTG至终浓度 0.5 mmol/L，

37 ℃诱导表达 3 h。表达菌进行 SDS-PAGE分

析，根据表达量的高低筛选出目的菌株用于后

续研究。 

1.2.4  HPV16 L2E7融合蛋白的表达条件优化 

筛选出的高表达菌株 pET41a-HPV16sl2e7/ 

BL21 (DE3) 分别进行接种量和诱导条件的优

化。表达条件的优化采用摇瓶试验方法，接种

量分别选择 0.5%、2%和 4%，IPTG浓度分别选

择终浓度为 0.1、0.5 和 1.0 mmol/L，诱导温度

选择 30 ℃和 37 ℃，诱导时间分别选择 2、4、6

和 8 h，接种量比较采取每小时取样比浊法检测

菌液 OD600 值；诱导条件比较采用离心收集菌

体，进行 8% SDS-PAGE，并用 Quantity One软

件分析蛋白表达量的百分比。高密度发酵条件

以摇瓶摸索的结果为基础进一步优化。 

1.2.5  HPV16 L2E7融合蛋白的发酵 

高 表 达 菌 株 pET41a-HPV16sl2e7/BL21 

(DE3) 经 LB 摇床培养至 OD600达 0.8−1.0 时，

以 5%的接种比例接种至含 TB培养基的 15 L发

酵罐中 (德国 B.BRAUN，Biostat C plus) 中，

发酵温度 37 ℃，搅拌速度 300−700 r/min，pH

维持在 7.0左右，溶氧保持在 20%以上，期间恒

定流加补料 A (酵母粉 100 g/L，柠檬酸 5 g/L，

氯化镁 5 g/L，氯化钙 2 g/L)，定时取样监测菌

体密度，当 OD600达 25左右时，降温至 30 ℃，

加入 IPTG 至终浓度 1.0 mmol/L 进行诱导，期

间根据发酵液中的葡萄糖浓度、pH值和溶氧反

馈流加补料 B (蛋白胨 150 g/L，酵母粉 100 g/L，

葡萄糖 250 g/L)，诱导 4 h后下罐离心收获。离

心后的菌体–20 ℃保存备用。 

1.2.6  HPV16 L2E7融合蛋白的纯化及柱上复性 

发酵收获的菌体经高压匀浆破碎后，离心

收获包涵体沉淀，包涵体经洗涤后用变性缓冲

液 (20 mmol/L Tris-Cl，8 mol/L尿素，5 mmol/L 

DTT，2 mmol/L EDTA-2Na，pH 8.0) 溶解，离

心收集上清。层析柱 SP Sepharose Fast Flow用

平衡缓冲液 (20 mmol/L Tris-Cl，8 mol/L尿素，

2 mmol/L DTT，pH 8.0) 平衡，离心上清上柱吸附，

用缓冲液 B 冲洗平衡后用缓冲液 C (20 mmol/L 

Tris-Cl，8 mol/L尿素，2 mmol/L DTT，1 mol/L 

NaCl，pH8.0) 梯度洗脱，收集目的蛋白峰。层析

柱 Q Sepharose Fast Flow用缓冲液 D (20 mmol/L 

Tris-Cl，8 mol/L 尿素，10 mmol/L GSH，1 mmol/L 

GSSG，pH 8.0) 平衡，目的蛋白峰收集液稀释

后上柱吸附，用缓冲液 D 冲洗平衡至基线后，

线性梯度缓慢增加缓冲液 E (20 mmol/L Tris-Cl，   

1 mol/L尿素，10 mmol/L GSH，1 mmol/L GSSG， 

pH 8.0) 浓度至 100%，最后用缓冲液 F (20 mmol/L 

Tris-Cl，1 mol/L尿素，10 mmol/L GSH，1 mmol/L 

GSSG，1 mol/L NaCl，pH 8.0) 线性梯度洗脱，

收集目的蛋白峰。复性后的目的蛋白在层析柱

Superdex 200 pg上进一步纯化及替换缓冲液，

复性后的蛋白最终替换至缓冲液 G (20 mmol/L 

Tris-Cl，0.1 mol/L精氨酸，pH 7.5) 中保存。最

终纯化产物进行 SDS-PAGE、Western blotting、

N端测序等鉴定。 

1.2.7  HPV16 L2E7融合蛋白的肿瘤生长抑制实验 

实验分为 PBS对照组、HPV16 L2E7+CpG

组 (CpG 10 μg/只，HPV16 L2E7分别为 30 μg/

只、60 μg/只、90 μg/只)，每组 8 只小鼠，将

1.2×104个 TC-1肿瘤细胞于C57BL／6小鼠腹股

沟皮下注射，第二天经肌肉分别注射 PBS 和不
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同剂量的HPV16 L2E7蛋白+CpG佐剂，100 μL/只，

两周后相同剂量蛋白加强免疫，每周观察肿瘤

生长情况。 

2  结果 

2.1  密码子优化、表达载体的构建及高表达菌

株的筛选 
密码子优化后的大小为 1 713 bp的全基因

片段插入 pGEM-T Easy 质粒中，获得质粒

pGEM-T-HPV16sl2e7，HPV16sl2e7 密码子优化

序列经测序与设计的理论序列完全相符。以质

粒 pGEM-T-HPV16sl2e7为模板进行 PCR扩增，

引物端添加 EcoRⅠ和 XhoⅠ内切酶位点，获得  

1 731 bp的 PCR产物，经 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶

切后插入表达载体 pGEX-5X-1、pQE30、pET41a

中，成功构建 HPV16 L2E7 的原核表达载体

pGEX-HPV16sl2e7、pQE30-HPV16sl2e7、pET41a- 

HPV16sl2e7，构建好的表达载体分别转化感受

态 JM109、JM109 (DE3) 和 BL21 (DE3) 筛选得

到表达菌 pGEX-HPV16sl2e7/JM109、 pQE30- 

HPV16sl2e7/JM109、pET41a-HPV16sl2e7/JM109 

(DE3)、pET41a-HPV16sl2e7/BL21 (DE3)。表达

菌经 PCR 法验证，扩增出与理论值相符的约  

1.7 kb的产物片段 (图 1)，表达载体经测序证明

目的基因插入正确，序列未发生碱基突变。 

IPTG诱导表达结果 (图 2) 显示，与基因密

码子优化前的对照菌株 pET30a-HPV16l2e7/BL21 

(DE3)相比，菌株 pET41a-HPV16sl2e7/BL21 

(DE3) 目的蛋白的表达量得到了明显提高，目

的蛋白从占全菌蛋白的 10%以下提高到约 28%，

因此确定 pET41a-HPV16sl2e7/BL21 (DE3) 作

为最优菌株用于后续的蛋白制备研究。 

 
 
图 1  不同表达菌株的 PCR 鉴定 
Fig. 1  Identification of different expression strains by PCR. 
M: DNA marker; 1: PCR product of pGEX-HPV16sl2e7/ 
JM109; 2: PCR product of pQE30-HPV16sl2e7/JM109; 3: 
PCR product of pET41a-HPV16sl2e7/JM109 (DE3); 4: PCR 
product of pET41a- HPV16sl2e7/BL21 (DE3); 5: PCR 
product of pET30a-HPV16l2e7/BL21 (DE3). 
 

2.2  HPV16 L2E7 融合蛋白的表达条件优化

与发酵 
前期研究表明本菌株繁殖 30 代 (10−15 h)

内质粒保有率≥95%，因此整个发酵周期控制在

10−15 h 内。不同接种量 OD600 检测结果显示

2%、4%和 6%的接种量培养 4 h 内均已进入对

数生长期，而 0.5%的接种量进入对数生长期的

时间明显推迟 (图 3)；不同 IPTG浓度不同时间

诱导结果显示 0.5和 1.0 mmol/L的 IPTG浓度诱

导的目的蛋白表达量明显高于 0.1 mmol/L，诱导

2 h和 4 h，目的蛋白表达百分比保持稳定，6 h后开

始下降 (图 4)；30 ℃和 37 ℃诱导，目的蛋白的表
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达量未见明显差异 (图 5)。高密度发酵条件以摇

瓶摸索的结果为基础进行优化，接种量以 5%和

10%进行发酵实验，10%接种量获得的菌体总量

比 5%高，但是目的蛋白的相对表达量低于 5%，

而且发酵后期细菌增长过快造成补料添加速度

跟不上，因此选择 5%的接种量；诱导则采用  

1.0 mmol/L IPTG浓度 37 ℃诱导 4 h。15 L发酵

罐的发酵工艺为：摇瓶活化的菌种当 OD600 达

0.8−1.0时，以 5%的接种量接种，37 ℃培养约  

5 h左右，OD600达到 25以上，降温至 30 ℃，

加入 IPTG进行诱导，诱导 4 h后下罐收获发酵

液约 10 L，离心后收获菌体湿重约 800 g。 

2.3  HPV16 L2E7 融合蛋白的纯化及复性 
HPV16 L2E7 在大肠杆菌内主要以不溶的

包涵体形式存在，发酵产物经高压匀浆破碎离 
 

 
 
图 2  不同表达菌株表达量的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 2  Expression level of expression strains by 
SDS-PAGE analysis. M: protein marker; 1: pQE30- 
HPV16sl2e7/JM109 induced; 2: pQE30-HPV16sl2e7/ 
JM109 non-induced; 3: pGEX-HPV16sl2e7/JM109 
induced; 4: pGEX-HPV16sl2e7/JM109 non-induced; 5: 
pET41a-HPV16sl2e7/JM109 (DE3) induced; 6: pET41a- 
HPV16sl2e7/JM109 (DE3) non-induced; 7: pET41a- 
HPV16sl2e7/BL21 (DE3) induced; 8: pET41a- 
HPV16sl2e7/BL21 (DE3) non-induced; 9: pET30a- 
HPV16l2e7/BL21 (DE3) induced; 10: pET30a- 
HPV16l2e7/BL21 (DE3) non-induced. 

 
 

图 3  接种量对重组表达菌株 pET41a-HPV16sl2e7/ 
BL21 (DE3) 生长的影响 
Fig. 3  Effect of inoculation volume on the growth of 
the recombinant expression strain pET41a-HPV16sl2e7/ 
BL21 (DE3). 
 

 
 

图 4  IPTG 浓度和诱导时间对 HPV16 L2E7 融合蛋

白表达量的影响 
Fig. 4  Effect of IPTG concentration and induction 
time on the expression of HPV16 L2E7 fusion protein. 
 

 
 

图 5  诱导温度和诱导时间对 HPV16 L2E7 融合蛋

白表达量的影响 
Fig. 5  Effect of induction temperature and induction 
time on the expression of HPV16 L2E7 fusion protein. 
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心后获得包涵体、包涵体经洗涤去除大量杂蛋白 

(图 6A)、8 mol/L 尿素变性溶解后经 SP Sepharose 

Fast Flow初步纯化，Q Sepharose Fast Flow柱上

复性，Superdex 200 pg精细纯化后获得纯度≥

95%目的蛋白的纯化产物  (图 6B)。纯化产物

Western blotting结果显示，在相对分子量约 97 kDa

处可见与 L2和 E7的抗体反应带 (图 6C)。纯化

产物 SDS-PAGE割胶纯化后的蛋白质 N端测序

结果显示与理论序列相符。 

2.4  HPV16 L2E7 融合蛋白对肿瘤生长的抑

制作用 
PBS对照组在接种肿瘤细胞后 28 d内全部

成瘤，抑瘤率 (0/8，0%)，HPV16 L2E7+CpG 30 μg

组有 2 只小鼠不成瘤，抑瘤率 (2/8，25%)，

HPV16 L2E7+CpG 60 μg和 90 μg组有 6只小鼠

不成瘤，抑瘤率 (6/8，75%) (图 7)。与 PBS对 
 

 
 

 
 
图 6  HPV16sL2E7 融合蛋白的纯化和鉴定 
Fig. 6  Purification and analysis of HPV16 L2E7 fusion protein. (A) SDS-PAGE analysis of HPV16 L2E7 protein in 
E. coli cell lysate and inclusion body. M: protein marker; 1: precipitation from E. coli cell lysate; 2: supernanant from 
E. coli cell lysate; 3: supernanant from inclusion body washing; 4: precipitation from inclusion body washing. (B) 
SDS-PAGE analysis of purified HPV16 L2E7 fusion protein. M: protein marker; 1: purified HPV16 L2E7 fusion 
protein. (C) Western blotting analysis of purified HPV16 L2E7 fusion protein. M: protein marker; 1: HPV16 L2E7 
protein reaction by McAb L2; 2,4: negative control; 3: HPV16 L2E7 protein reaction by McAb E7. 
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图 7  HPV16 L2E7 蛋白对 TC-1 肿瘤生长的抑制效果 
Fig. 7  In vivo inhibition experiments of HPV16 L2E7 
protein against the growth of TC-1 tumor. 
 
照组相比，HPV16 L2E7+CpG 30 μg组的抑瘤率

虽有不同，但差异无统计学意义  (P=0.13)，

HPV16 L2E7+CpG 60 μg和 90 μg组则差异性极

显著 (P＜0.01)，而 HPV16 L2E7+CpG 30 μg组

和 60 μg、90 μg组则差异显著 (0.05＞P＞0.01)。 

3  讨论 

治疗性疫苗的作用机制主要是诱发强的

CTL反应，从而识别并杀伤被病毒感染的细胞。

HPV 治疗性疫苗的靶抗原主要为衣壳蛋白和早

期与肿瘤相关的蛋白。主要衣壳蛋白 L1和次要

衣壳蛋白 L2中含有中和抗原表位和 CTL表位，

其与肿瘤相关抗原 E6 或 E7 融合后能刺激机体

产生体液免疫和细胞免疫[8]，E6、E7 基因在癌

前病变和宫颈癌中是持续表达的，它们通过失

活 PRb和 P53抑癌蛋白，破坏细胞周期调控，从

而导致上皮细胞的恶性转化[10-12]，L1 或 L2 融

合去除转化活性的 E6 和或 E7 蛋白可作为治疗

性疫苗的靶抗原[13-15]。相对于型特异性的 L1基

因，L2 全长或 L2 N 端高度保守序列能诱发产

生广泛交叉保护作用的中和抗体[16-19]；E7序列

较 E6 更为保守，而且更容易获得高水平的表  

达[20]，因此选择 L2和 E7蛋白作为 HPV16治疗

性疫苗的靶抗原。 

大肠杆菌由于其遗传背景清楚、成本低廉、

生产率高、操作简单成为克隆和表达外源基因

的首选[21-22]，但是由于种属特异性等原因，外

源蛋白在大肠杆菌中表达往往存在表达量低、

表达产物活性低或者以无活性的包涵体形式存

在，给后续的纯化和复性带来了极大的挑战[23]。

经过几十年的发展，大量商用的表达载体及配

套菌株可供选择，为了获得高表达的具有活性

的目的蛋白用于后续的研究以及产业化，需要

考虑多方面的因素，包括密码子的偏好性、表

达载体和表达宿主菌的筛选、表达条件的优化  

等 [22,24]。合作单位前期构建了表达系统

pET30a-HPV16l2e7/BL21(DE3)，表达的蛋白经

动物实验证明了具有抗肿瘤移植的作用[25]。但

是表达量偏低，难以满足产业化的要求，因此，

本研究首先进行了密码子优化，用大肠杆菌的

偏爱密码子替换了原始密码子，从基因层面上

提高了密码子的适应性。表达载体及菌株的选

择也是影响蛋白表达的因素之一，优化后的基

因分别选用 3 个不同体系的表达载体和相应的

菌株来进行表达量的筛选，筛选的结果显示：

与基因密码子优化前的原始菌株 pET30a- 

HPV16l2e7/BL21 (DE3) 相比，菌株 pET41a- 

HPV16sl2e7/BL21 (DE3) 目的蛋白的表达量得

到了明显的提高。 

获 得 高 表 达 菌 株 pET41a-HPV16sl2e7/ 

BL21 (DE3) 后，本实验在摇瓶上选择接种量、

IPTG浓度、诱导温度和诱导时间几个参数进行

了优化，为后续的高密度发酵提供了初步依据。

接种量的大小直接影响发酵周期，采用稍大的
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接种量可以缩短菌体生长的迟滞期，明显缩短

发酵时间，但太大的接种量会因为带入过多的

代谢废物，反而影响菌体的生长。从图 3 结果

可以看出，除了 0.5%的接种量，2%、4%和 6%

的接种量菌体的生长速度差不多，培养 4 h内均

已进入对数生长期，因此在发酵罐上进一步摸

索 5%和 10%的接种量，以期通过提高接种量在

一定的时间内获得更高的菌体密度，最终提高

产物的比生产率 (单位体积单位时间内产物的

产量)，但是发现过高的菌体密度造成了目的蛋

白相对表达量的降低，同时增大了发酵体系的

负担，因此选择 5%的接种量。IPTG 为异丙   

基-β-D-硫代半乳糖苷，是一种十分有效的乳糖

操纵子的诱导剂，可与阻遏物结合促进基因的

表达。以 IPTG作为诱导剂，其作用是与阻遏物

结合，起解阻遏作用。因此当所加入的 IPTG量

足以封闭所有阻遏物位点时，即为理论上的最佳

浓度。IPTG浓度过高时，对菌体具有一定的毒性

作用，影响细胞的繁殖和生长。对于带普通 T7

启动子载体，终浓度为 0.4 mmol/L的 IPTG可以

实现完全诱导，而带有 T7 lac 启动子的载体则

需要终浓度为 1 mmol/L的 IPTG才能完全诱导。

pET-41a为带有 T7 lac启动子的载体，理论上需

要 1 mmol/L的 IPTG才能完全诱导。摇瓶实验结

果表明 0.5和 1.0 mmol/L的 IPTG浓度诱导的目的

蛋白表达量明显高于 0.1 mmol/L，综合考虑发酵

培养时的菌体密度较高，所以选择终浓度为   

1 mmol/L 的 IPTG 进行诱导，诱导时间则根据

实验结果定为 4 h。 

HPV16 L2E7 蛋白是以不溶的包涵体形式

表达的，表达的蛋白因为错误折叠、二硫键错

配等原因需要变性溶解后复性获得活性蛋白，

尽管 37 ℃和 30 ℃诱导的总表达量无明显差异，

但是 30 ℃诱导表达的蛋白从包涵体纯度、变性

容易程度以及复性率上高于 37 ℃诱导表达的蛋

白，这可能是由于 37 ℃诱导蛋白表达速率过高，

造成蛋白错误折叠率高有关，低温诱导有利于

提高蛋白的折叠率从而提高蛋白的可溶性及活

性。后期进行的 25 ℃、30 ℃和 37 ℃诱导表达

结果表明，30 ℃和 37 ℃诱导表达的蛋白还是以

包涵体为主，25 ℃诱导表达的蛋白则呈现胶体

状，需要长时间的离心才能分离，蛋白的可溶

性和纯度明显提高，但是 25 ℃诱导在得率上降

低明显，而且诱导时间大大延长，不利于后期

产业化的工艺。大肠杆菌表达的变性蛋白的复

性方法有透析复性、稀释复性和层析柱上复性

等[26-27]，近年来层析柱上复性由于效率高且兼

具纯化作用而成为研究热点 [28]，本实验通过   

Q Sepharose Fast Flow 阴离子交换层析柱上复

性的方法，获得了可溶的具有免疫活性的目的

蛋白，但是复性率偏低，未复性的蛋白在柱上

沉淀吸附，今后将进一步优化复性条件以提高

复性得率。 

本实验制备的蛋白在小鼠荷瘤模型上显示

出特异性的抑制肿瘤作用且具有剂量效应，与

PBS对照组和 HPV16 L2E7+CpG 30 μg组相比，

HPV16 L2E7+CpG 60 μg以上即具有显著的抑

瘤效果，但是最终还是有 25%的小鼠诱发肿瘤，

说明单独免疫一定剂量的融合蛋白疫苗诱发的

免疫反应有限，今后进一步加大剂量以及与病

毒载体疫苗等其他类型的疫苗联合免疫将有助

于提高免疫效果。 
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