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融合蛋白 AnxB1ScuPA表达质粒的构建及诱导条件优化
贺 艳，颜宏利，陆一鸣，张 毅，杨湘越，孙树汉*

（第二军医大学基础医学部医学遗传学教研室，上海200433）
［摘要］ 目的：在大肠杆菌中高效表达融合基因 AnxB1ScuPA。方法：利用 PCR 技术扩增 AnxB1ScuPA 的融合基因，克隆至
原核表达载体 pET-28a；转化几种不同的宿主菌（ 感受态细菌 BL21、Rosetta、BL21-RIL ） ，利用 IPT G（ 终浓度为0．5mmol／L ）
诱导蛋白表达，并对表达条件进行优化，根据凝胶扫描定量结果确定合适的宿主菌和诱导表达条件。结果：AnxB1ScuPA 在具
有稀有密码子 tRNA 的宿主菌 BL21-RIL 表达量较其他宿主菌为高。在菌液生长至 D600＝0．8时，加入诱导剂 IPT G 至终浓度
0．4mmol／L，诱导0．5h 后加入利福平至终浓度150μg／ml，可使蛋白 AnxB1ScuPA 的表达量提高至菌体总蛋白的36％。 结

论：通过选择具有稀有密码子 tRNA 的宿主菌 BL21-RIL 和优化诱导条件，使 AnxB1ScuPA 在大肠杆菌中得到高效表达。
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Construction of AnxB1ScuPA expression vector and optimization of inducing conditions
HE Yan，YAN Hong-Li，LU Yi-M ing，ZHANG Yi，YANG Xiang-Yue，SUN Shu-Han* （ Department of M edical Genetics，
College of Basic M edical Sciences，Second M ilitary M edical U niversity，Shanghai200433，China）
［ ABSTRACT］  Objective： T o clone and highly express fusion gene AnxB1ScuPA in E．coli．Methods： T he gene of
AnxB1ScuPA w as amplified by PCR and the product w as inserted into plasmid pET28a．T he recombinant plasmid pET28a-
AnxB1ScuPA w as transformed into3different competent E．coli strains：BL21，Rosetta and BL21-RIL．Recombinant protein
AnxB1ScuPA w as induced by IPT G．Several conditions，such as IPT G and rifampicin concentration w ere optimized．Results：
T he protein AnxB1ScuPA obtained high expression in E．coli Bl21-RIL，which carried gene for the rare codon tRNA．When
the cells grew into D600＝0．8，IPT G w as added to the final concentration of0．4mmol／L．After0．5h inducement，rifampicin
w as added to the final concentration of 150μg／ml．Under the above condition，the expression of AnxB1ScuPA could be as
high as36％ of the total bacterial proteins．Conclusion： By selecting the E．coli strain and optimizing the inducing conditions，
the recombinant protein AnxB1ScuPA can be highly expressed in E．coli．
［KEY WORDS］ annexin subfamily；single-chain urokinase-type plasminogen activator；rare codon；expression；rifampicin
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 AnxB1是我室首次克隆到的一个新的膜联蛋
白亚家族成员［1］，具有较强的抗凝血功能和血栓靶
向性［2］。低相对分子质量单链尿激酶（ ScuPA32k）由
尿激酶原的第144～411位氨基酸残基组成，含有尿
激酶原的酶活性中心，具有同尿激酶原相似的溶栓
效果，但对血栓的亲和力比尿激酶原差［3］。我们利用
基因重组技术，得到了 AnxB1和 ScuPA32k 的融合
基因，并在 GST 表达系统中得到了高效表达［4］。 为
获得不含 GST 的蛋白 AnxB1ScuPA，本研究首先
将编码 AnxB1ScuPA 的基因插入 pET28a 载体，利
用 IPTG 进行诱导表达。但是，由于 ScuPA32k 基因
中含有一些大肠杆菌的稀有密码子［5］，如编码精氨
酸的 AGG／AGA、编码亮氨酸的 CUA、编码异亮氨
酸的 AUA 等，导致 AnxB1ScuPA 融合蛋白的表达
量不高。 为此，我们将含有 AnxB1ScuPA 融合基因
的重组质粒转入能够表达稀有密码子的宿主菌，最

终使 AnxB1ScuPA 融合蛋白得以高效表达，为进一
步纯化和生物活性研究打下了基础。

1 材料和方法

1．1 材料 质粒 pET28a 和大肠杆菌 T op10由本
室保存；含膜联蛋白 AnxB1和低相对分子质量单链
尿激酶融合基因的质粒 pGEX5T-anxB1scuPA 由
本室构建并保存［4］；大肠杆菌 BL21（ DE3） （ 以下简
称 BL21） 、RosettaTM （ DE3） pLysS（以下简称 Roset-
ta ） 购自 Novagen 公司；菌株 BL21-CodonPlusTM-
RIL （以下简称 BL21-RIL ） 由北京大学茹炳根教授
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惠赠；各种限制性内切酶、T4 DNA 连接酶购自
T aKaRa 公司；Pfu 高保真 DNA 聚合酶购自上海申
能博彩公司；胶回收试剂盒为上海华舜公司产品；
IPTG、氯霉素为 Sigma 公司产品；利福平购自长海
医院药房。 蛋白凝胶扫描定量采用美国 Alpha公司
的 ChemilmagerTM5500凝胶成像系统。
1．2 引物 利用 DNA tools 软件进行设计，上游
引物 P1：5′-TGG AAT TCA TGG CCT ACT GTC
GCT CCC-3′，与 AnxB1基因的 N 端序列一致，引
入 EcoRⅠ酶切位点；下游引物 P2：5′-T TG TCG A
CG CAG AGG GCC AGG CC-3′，与低相对分子质
量单链尿激酶的 C 末端序列互补，引入 SalⅠ酶切
位点。 引物均由上海基康生物公司合成。
1．3 质粒 pET28a-anxB1scuPA 的构建 以质粒
pGEX5T-anxB1scuPA 为模板，常规 PCR 反应扩增
AnxB1scuPA 融合基因。 反应体系50μl，引物 P1、
P2各25pmol、4种 dNTP 各0．2mmol／L、Pf u 高
保真 DNA 聚合酶3U 。 扩增条件：94℃预变性5
min；94℃45s、55℃45s、72℃90s，共25个循环；
循环结束后延伸10min。

PCR 产物利用1％琼脂糖凝胶电泳分离，胶回
收目的 DNA。 回收产物经 EcoR Ⅰ／SalⅠ双酶切，
与同样用 EcoRⅠ／SalⅠ双酶切的 pET-28a 载体连
接。连接产物转化感受态细菌 T op10，以上操作参见
文献［6］。
1．4 宿主菌对 AnxB1ScuPA 基因表达的影响 将
重组质粒 pET28a-anxB1scuPA 分别转化感受态细
菌 BL21、Rosetta、BL21-RIL，得到重组大肠杆菌
BL21（ pET28a-anxB1scuPA ） 、 Rosetta （ pET28a-
anxB1scuPA ） 、BL21-RIL （ pET28a-anxB1scuPA ） 。
每个重组菌均挑取3个单克隆于 LB 培养液（含卡
那霉素50μg／ml） 中培养过夜，然后按1∶10的比
例转接到3ml 培养液中，37℃培养至 D600为0．6～
0．8，加入终浓度为0．5mmol／L 的 IPTG 诱导表达
3h，冰浴冷却菌液，取样测 D600 （ 一般应为1．6～
2．0） 。取100μl菌液离心，加10μl T E 缓冲液和10
μl 上样缓冲液悬浮沉淀，煮沸5min 后进行10％
SDS-PAGE 电泳，考马斯亮蓝染色后凝胶扫描鉴定
表达结果。
1．5 诱导表达条件的优化 挑取重组大肠杆菌
BL21-RIL （ pET28a-anxB1scuPA ） 单克隆于5ml
LB 培养液（含卡那霉素50μg／ml） 中培养过夜，按

照1∶20的比例转接到25支3ml培养液中37℃培
养。 分别就诱导时菌液的浓度、诱导剂 IPTG 的量、
诱导时间、是否添加氯霉素和利福平等条件进行优
化，根据 SDS-PAGE 凝胶扫描的结果，选择表达量
最大的诱导条件作为最优条件。

2 结 果

2．1 原核表达质粒 pET28a-anxB1scuPA 的鉴
定 PCR产物经 EcoRⅠ／SalⅠ双酶切后，克隆至
pET28a载体。 挑取阳性克隆扩增培养，抽提质粒后
利用 EcoRⅠ／SalⅠ酶切，结果在1．9kb 和5．4kb
的 位 置 各 切 出 一 条 带，分 别 与 融 合 基 因
AnxB1ScuPA （1845bp）和 pET28a载体（5369bp）
的实际大小相符。 对酶切鉴定正确的质粒委托上海
申友生物技术公司进行测序，没有发现突变，构建的
重组质粒命名为 pET28a-anxB1scuPA。
2．2 宿主菌对表达的影响 将上述阳性重组表达
质粒转化大肠杆菌 BL212、Rosetta、BL21-RIL，按
照1．3所提供的诱导条件进行表达，结果见图1。在
相同的诱导条件下，3种宿主菌中均能在相对分子
质 量 为 64000 处 出 现 1 条 新 的 条 带，与
AnxB1ScuPA 的理论相对分子质量相符，说明
AnxB1ScuPA 在3种宿主菌中均能得到表达。 但是
表 达量存在明显差异，其中 BL21（ pET28a-
anxB1scuPA ） 诱 导 后 表 达 条 带 最 弱，Rosetta
（ pET28a-anxB1scuPA ） 稍强，BL21-RIL （ pET28a-
anxB1scuPA）的表达量最大。

图 1 AnxB1ScuPA在不同宿主菌中的表达
Fig 1 Expression of AnxB1ScuPA

in different E．coli strains
M ： Protein marker；1，3，5： T otal bacterial samples of BL21
（ pET28a-anxB1scuPA ） ，Rosetta （ pET28a-anxB1scuPA ） ，BL21-
RIL （ pET28a-anxB1scuPA ） before induction；2，4，6： T otal unin-
duced bacterial samples of BL21（ pET28a-anxB1scuPA ） ，Rosetta
（ pET28a-anxB1scuPA ） ，BL21-RIL （ pET28a-anxB1scuPA ） after in-
duction
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2．3 诱导表达条件的优化  IPTG 浓度为0．6
mmol／L，在菌液的D600分别为0．2、0．4、0．6、0．8、
1．0、1．2时进行诱导，结果发现菌液 D600＝0．8时诱
导表达量最大。 在菌液 D600＝0．8时，分别加入
IPTG 至终浓度0．2、0．4、0．6、0．8、1．0mmol／L，
结果发现 IPTG 浓度在0．4mmol／L 时达到最大表
达，表达量可占菌体总蛋白的22％（图2） 。

图 2 不同 IPTG浓度对 AnxB1ScuPA 表达的影响
Fig 2 Expression of AnxB1ScuPA under

different IPTG concentrations
1： T otal bacterial samples of BL21-RIL （ pET28a-anxB1scuPA ） be-
fore induced；2-6： T otal bacterial samples of BL21-RIL （ pET28a-
anxB1scuPA ） after induced by0．2，0．4，0．6，0．8，1．0mmol／L
IPTG；M ： Protein marker

2．4 利福平对 AnxB1ScuPA 表达的影响 诱导时
的菌液 D600＝0．8，IPTG 浓度为0．4mmol／L，利福
平均在诱导0．5h 后加入，终浓度为0～250μg／ml。
结果发现，加利福平可以明显提高表达量，终浓度为
150μg／ml 时可以获得最大程度的表达，凝胶扫描
的结果显示，此时重组蛋白 AnxB1ScuPA 的表达量
占菌体总蛋白的36％。

3 讨 论

许多真核基因常常很难在大肠杆菌中获得高效

表达，其原因之一是真核基因中含有许多大肠杆菌
的稀有密码子。 尿激酶原基因中含有很多大肠杆菌
的稀有密码子，如精氨酸密码子（ AGG、AGA） 和异
亮氨酸密码子（ AUA ） ，因此在原核表达系统中表达
量一直很低，一般不超过菌体总蛋白的10％。 本研
究构建的质粒 pET28a-anxB1scuPA 转入 BL21宿
主菌，诱导后表达条带不明显。 BL21-Codon-
PlusTM-RIL 菌株由于整合了编码 tRNAs （ 精氨
酸、异亮氨酸、亮氨酸）的基因，增加了大肠杆菌识别
稀有密码子的能力，有效克服了蛋白翻译中稀有密

码子的限制。 实验结果表明，利用 BL21-Codon-
PlusTM-RIL 菌株作为宿主菌表达 AnxB1ScuPA，
表达量可以明显得到提高。

外源基因在大肠杆菌中的表达受多种因素影

响，因此对不同的基因必须对诱导条件进行优化，才
能获得最大程度的表达。 BL21-RIL 菌株具有氯霉
素抗性。有研究认为，氯霉素抗性的质粒加入利福平
可以增加质粒的拷贝数，从而增加蛋白的表达量。因
此，我们对表达诱导的条件分别进行了优化，最终选
择的诱导表达条件为：在菌液 D600为0．8时加入
IPTG 终浓度为0．4mmol／L 进行诱导，诱导0．5h
后加利福平至终浓度为150μg／ml，诱导表达4h 后
收菌。至此，我们通过宿主菌的选择和诱导条件的优
化，使融合蛋白 AnxB1ScuPA 的表达量提高到菌体
总蛋白的30％以上，为进一步纯化和生物活性研究
奠定了基础。
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