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外源蛋白在大肠杆菌中的可溶性表达策略
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摘要：长期以来，大肠杆菌一直是表达外源蛋白的首选表达系统．但由于外源蛋白在表达过程中容易被宿主细胞蛋

白酶降解或者形成包涵体，其应用受到了限制．本文综述了在大肠杆菌中表达可溶外源蛋白的策略和进展，以期提高

具有生物活性的外源基因的表达水平．
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1 前言

大肠杆菌具有遗传性状了解透彻、生长快、培养经

济、表达水平高、待选质粒和宿主多等特点，在基因工

程技术领域成为首选的表达系统．但是外源蛋白往往在

获得高水平表达的同时，容易被宿主蛋白酶降解或者形

成包涵体．目前国内外对蛋白质体外复性研究较多，但

其过程往往费时、费力，且不经济，因此，探索外源蛋

白在大肠杆菌中的可溶性表达具有较高的学术价值和

广泛的应用前景．

2宿主与载体的选择

2．1宿主的选择

2．1．1选择有利于外源蛋白可溶性表达的宿主

外源蛋白在大肠杆菌细胞质或细胞周质中表达时，

容易被宿主本身表达的蛋白酶降解．因此，选择蛋白酶

缺失的宿主非常有利于外源蛋白的表达，尤其是外源可

溶蛋白和分泌表达的蛋白．I舭atova等【1】采用不同的大

肠杆菌宿主表达青霉素酰化酶，优化培养基后，发现蛋

白酶缺失的宿主BL21(DE3)表达该活性可溶蛋白优势

明显．Schein等【2】发现缺失lon蛋白酶的大肠杆菌宿主能

显著地提高RNases的可溶分泌表达水平．除此之外，

由于大肠杆菌细胞质环境是还原性的，不利于形成二硫

键，因此，如果能构建促进二硫键形成的宿主，也将有

可能极大地提高可溶蛋白的表达水平【31．

2．1．2外源蛋白与其他辅助蛋白共表达

在强启动子调控下，外源蛋白在大肠杆菌中的表达

水平往往比较高，而宿主自身的折叠辅助蛋白(分子伴

侣与折叠酶)显然无法满足新生肽段正确折叠的要求．

因此，共表达分子伴侣和折叠酶就有可能为外源新生肽

段提供充分的辅助折叠支持，进而增加可溶活性蛋白的

表达量．目前用于共表达以增加外源蛋白可溶性的辅助

蛋白有GroEL甩S和Dn柚oDn酊乇rpE、引发因子

(Trigger factor)、硫氧还蛋白(T11ioredoxin)和折叠酶

(Foldase)等．需要注意的是，应根据外源蛋白的特点有

选择性地共表达分子伴侣和折叠酶．例如在大肠杆菌中

共表达热激蛋白GroEL甩S能增加某些蛋白(oc_l。6一岩藻

糖基转移酶【钔、浸麻芽孢杆菌环式糊精葡聚糖转移酣51、
谷氨酸消旋酶‘61、过氧化物歧化酣71、酪氨酸激酶【81、人

胶原酶原【91)的可溶性，却对其他一些蛋白(人I型干扰素

受体2c亚基的胞外段【10】、噬菌体P22结构蛋白【11】、人

酸性富含胱氨酸分泌型蛋白【12】)无增溶效果．又如

ChEL／ES与人酪氨酸激酶Lck共表达并不能增加后者

的可溶性，而硫氧还蛋白却能显著地促进该外源蛋白在

大肠杆菌中的可溶性表达【”】．除此之外，温度也可能会

对共表达折叠辅助蛋白的效果产生重要的影响．例如

preS2一SLD一半乳糖苷酶与DnaK和DnaJ分子伴侣共表

达，能在30～42℃范围内提高可溶蛋白的表达水平，而

共表达研oEL和GroES分子伴侣却只能在30℃条件下

取得比较好的效果【141．值得一提的是，如果将几种折叠

辅助蛋白分子同时共表达，有可能获得比单独表达某种

折叠辅助蛋白更好的效果．Jiro等【15】将GroEl／ES，Tn【或

DsbBD与谷氨酸消旋酶同时共表达，活性谷氨酸消旋酶

的产量上升了2．2～2．3倍．在某些情况下，共表达那些能

增加蛋白可溶性和促进大肠杆菌生长的蛋白也能起到

良好的效果．例如Kallio掣16】在大肠杆菌中共表达透明
颤菌血红蛋白，发现该蛋白对活性蛋白的表达有明显促

进作用．

2．2载体的选择

2．2．1启动子的选择

目前有许多启动子应用于外源蛋白的表达．选择

启动子可溶性表达外源蛋白，需要从启动子强度、漏表
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达程度、诱导性以及经济因素等各方面加以考虑．如果

外源蛋白分泌表达，蛋白表达速率必须加以优化，以防

止大肠杆菌的转运系统达到饱和状态【171．因此，需要选

择的启动子的强度应尽量与宿主细胞的转运能力保持

一致．如果所表达的外源蛋白对细胞的生长有毒害作

用，应尽量选择高度可抑制性和诱导性启动子，以减少

对宿主细胞的不利影响．另外，还需要从经济和启动子

诱导的操作性角度选择合适的启动子．目前应用相当广

泛的PET系统，调控紧密，能使克隆到T7启动子下游

的外源目的基因在IPTG(或乳糖)诱导下大量表达．但外

源蛋白的过量表达往往形成包涵体，高水平的IIl】刚A
也容易导致核糖体的破坏和细胞死亡，而且T7RNA聚

合酶可能导致质粒和外源基因表达的不稳定[1引．专门

用于外源蛋白低温诱导的温度敏感型启动子冷激蛋白

CspA能在适当低温条件下达到较高的可溶蛋白表达水

平【19】．Csp启动子比较适用于那些易形成包涵体或不稳

定基因产物的外源蛋白的表达．除此之外，阿拉伯糖启

动子、pH启动子、渗透压启动子、溶氧启动子等也日

益为人们所重视，并且有的已经成功应用于大规模生产

过程[1 81．

2．2．2构建融合蛋白

通过增加连接体(Linker)而改变蛋白序列有可能改

善蛋白折叠、提高蛋白的溶解性、增强抗蛋白酶降解性、

增加蛋白产量以及在培养基中分泌表达．而对于那些外

源小分子量蛋白或某些分子量较大蛋白的片段，只能考

虑构建融合蛋白才能顺利表达．大肠杆菌麦芽糖结合蛋

白(MBP)与目的蛋白融合表达，除了易于分离和提高目

的蛋白稳定性外，还常具有在细胞周质分泌表达的优点．

Clement等【20】将重组单链抗体(scFvs)的C末端与MBP

融合后在细胞质内表达，发现融合蛋白的可溶性和稳定

性均比未融合蛋白有了显著的提高．Spallgfort等【2l】将

HIV人T淋巴细胞受体CD4与麦芽糖结合蛋白融合表

达(LB培养基，30℃)，发现融合表达产物可溶，并被转

运到细胞周质．多聚组氨酸(Polyhistidine)与外源蛋白融

合后能通过固定离子亲合层析给外源蛋白的分离纯化

带来极大便利，但组氨酸的数目与融合部位对融合蛋白

的表达水平及其溶解性有显著影响瞄】．硫氧还蛋白

叫∞目dox蛐与许多外源蛋白融合后能促进外源蛋白的
可溶性表达，这种效应在较低温度下尤为显著[231．其他

可供选择的融合蛋白还有钙调蛋白结合蛋白

(Calmodulin-binding peptide)、DsbA和谷胱甘肽一S一转移

酶(GsT)及天然大肠杆菌蛋白N．usA，GrpE，BFR掣24，251．
需要注意的是，温度可能对融合蛋白可溶性表达的效果

有重大影响【26|．另外，以融合蛋白方式表达外源蛋白有

三点需要慎重考虑：首先，融合表达会增加一个切除融

合片断的程序，该程序往往需要昂贵的高特异性的因

子，相应地增加了成本；其次，即使是较高特异性的因

子也往往会对目的蛋白发生作用，造成目的蛋白损失和

杂蛋白增多；最后，即使融合蛋白表达的水平较高，经

过各种分离程序之后，目的蛋白的量可能非常有限．

2．2．3分泌表达

由于大肠杆菌的细胞质是一个还原性环境，外源蛋

白在细胞质内往往难以正确折叠．分泌表达外源蛋白能

简化蛋白纯化工艺，除此之外，由于分泌表达后信号序

列的切除，外源蛋白前端的甲硫氨酸残基不复存在，保

证了外源蛋白N一端的纯正性．然而外源蛋白分泌表达

是一个非常复杂的过程，常常会遇到诸如不完全的跨内

膜转运【18】、转运装置的容量不足【17，271以及蛋白降解等问

题矧．许多因素，包括外源蛋白的大小㈣301、氨基酸组

成㈨及导肽的类型【321都会对蛋白的转运造成影响．为

获得外源蛋白的高效分泌表达，应尽量优化翻译水平，

使其与大肠杆菌的转运装置的容量保持一致．共分泌表

达分子伴侣或向培养基中加入低分子量的添加剂，往往

会提高外源蛋白在细胞周质内分泌表达的水平[33-351．

2．2．4密码子的使用

密码子的使用对外源基因的表达水平有重要的影

响．研究人员已经对蛋白表达过程中稀有密码子替换的

效应进行了深入的研究，但并没有获得一致性的结论．

稀有密码子存在对某些蛋白质的表达具有负面影响[361，

这种负面效应可能缘于某些t鼢叮A相对不足，或者是密

码子一反密码子配对的能量差异．在转录过程中稀有密

码子的位置以及转录的速率都会影响密码子的翻译．虽

然在某些情况下，密码子的优化可以获得更高水平的蛋

白表达，但研究人员发现，基因的表达水平并非总是受

稀有密码子的限制[371，而且tRNA的丰度也未必与密码

子的使用相关联【3引．值得注意的是，在某些基因中使用

稀有密码子能显著降低肽链的延伸速率，从而有利于新

生肽段的正确折叠，提高外源活性蛋白的表达【39】．然

而，对于特定外源蛋白的表达，一个密码子优化的程序

可能是有益的，因为经过优化的基因序列往往能提高

mRNA二级结构的稳定性．

3培养条件与诱导方法的选择

3．1降低培养温度

最适合大肠杆菌生长的温度在37—39℃之间，在此

温度下表达外源蛋白极易生成包涵体．低温培养条件下

表达外源蛋白能有效地增加可溶蛋白的比例．表1表明

不同外源蛋白在大肠杆菌中低温表达时，可溶蛋白表达

水平将明显提高．由表可见，降低培养温度能增加不同
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来源的外源蛋白可溶性．但培养温度也有一个下限，一

般为8～10℃，因为在此温度以下，大肠杆菌将停止生

长，蛋白也基本上停止表达．定点突变可能会对表达可

溶蛋白的温度选择有重要影响．Main舶id等【47】发现人丙
糖磷酸异构酶37℃下能在大肠杆菌中可溶表达，而丙

糖磷酸异构酶的两个突变体Metl4G1n和A喀98G1n却在

37℃下形成没有活性的包涵体，在28℃下才获得可溶

表达．在某些情况下，不同的培养温度都能表达可溶性

蛋白，但是降低培养温度具有3个优势：首先，低温下

培养基中的氧气溶解性更高，高密度培养时，能有效防

止菌体厌氧生长，防止对菌体生长和外源蛋白表达有抑

制作用的乙酸的生成；其次，低温培养时，抗生素的半

衰期更长，质粒稳定性也可能会相应增加；最后，降低

培养温度能降低可溶蛋白降解速率，提高可溶蛋白的稳

定性．

表1温度对外源蛋白在大肠杆菌中可溶-I生表达的影响

Table 1 E腩ct oftemperature on the soluble expression ofheterologous proteins in E cD疗
Pmtein Promoter 1bmperatIlre(℃) Effbct

RiciIlAchainl斗u1 PI 37 or42 Soluble at 37℃：碰喧rega把d at42℃

Ybast．0【．glucosid船e⋯1 t∞ 22 or 37 5．fold incre船e in∞tivity at 22℃

H啪锄interfer伽--“1廿p 30 or 37 16．5．fold less ins01uble at 30℃

Hum孤i11t盯fbron．0【l“1 T7 30 or 37 2．5～3．0．f01d more s01uble at 30℃

Murine protein～仅哗1 廿p 30 or 37 50％soluble砒30℃；insoluble at 37℃

G10shedobinI"’ T7 1 5～40Ⅳ【omsoluble 8t 10wer temDe船tures

D-c盯b锄ovl嬲e一1 T7．talc 25 or 37 4．5．fold increase in activity at 25℃

Isopenicillin．N．synm勰e【∞1 T7 25 or 37 10％，29％more s01uble at 25℃

D．锄ino∞id oxid嬲el珥01 T7 15．28 or 37 More s01uble atl5 and 28℃

降低培养温度能提高外源蛋白可溶性的原因目前

还没有满意的解释．不少研究人员认为，低温能降低蛋

白质合成的速率，改变多肽折叠的动力学，从而导致正

确折叠的蛋白增加【4引。但是，蛋白表达速率与蛋白可溶

性之间并不存在必然的联系．Schein等【42】通过改变SD

序列与起始密码子ATG之间的距离来改变Mx蛋白合

成的速率，发现该蛋白在37℃都会形成包涵体，而底

物不足导致蛋白合成速率下降时，并不能获得外源蛋白

可溶性表达量的增加【491．低温培养更有利于可溶性蛋

白表达的另一个原因可能是外源蛋白在低温下表达时，

蛋白区室化效率更蒯21，也可能在较低温度下，与蛋白

折叠和蛋白聚合相关的蛋白的表达更有利于菌体形成

稳定的可溶性蛋白【50]．

3．2培养基的组成

培养基的组成对可溶外源蛋白的表达有显著影响．

由于复合培养基成分复杂，在发酵过程中很难准确分析

哪些成分对菌体细胞生长和蛋白表达有重要影响，所以

一般推荐使用合成培养基．但合成培养基往往又存在菌

体生长较慢和菌体浓度较低的问题，因此研究人员为此

做了许多卓有成效的工作【511．一般来讲，在表达外源蛋

白时，要尽量避免由于营养物质缺乏导致的菌体生长抑

制的情况发生．外源蛋白的表达显著地受葡萄糖浓度的

影响，虽然葡萄糖比较适合作为菌体生长的碳源，但在

诱导表达时期，需尽量保持低水平的葡萄糖．以甘油代

替葡萄糖作为表达外源蛋白的碳源是解除葡萄糖效应

的有效途径之一【521．在诱导时期，流加营养物质也有可

能显著提高可溶蛋白的表达量【53，541．

在某些情况下，向培养基中添加蛋白抑制剂也能提

高可溶蛋白量．PalVa等【55】在培养基中添加蛋白酶抑制

剂，对生产来自枯草杆菌的干扰素非常有效．Slabaugh

等【56]将核苷酸还原酶抑制剂羟基脲添加到培养基中，发

现核苷酸还原酶亚基wRl量明显上升．如果外源蛋白

在细胞周质表达，向培养基中添加适当浓度的某些非代

谢性糖类(比如蔗糖)也可能有利于可溶蛋白的表达．当

外源蛋白在细胞质表达时，非代谢性糖类由于细胞膜的

阻碍不能扩散到细胞质中，但这些糖类的存在会增加培

养基的渗透压，进而导致细胞质内渗透压防护剂(比如

甘氨酰一三甲铵乙内酯)的积累，这种渗透压保护剂与周

质中的非代谢性糖类一样，能抑制细胞质中外源蛋白的

聚合，从而提高可溶蛋白的表达水平【5 71．外源蛋白二硫

键的形成是一个酶依赖性反应过程，向培养基中添加适

量的金属离子，可能提高这些酶类的活性，因此也有可

能增加可溶蛋白的表达量[431．某些外源蛋白的活性和

稳定性与某些金属离子密切相关，因此向培养基中添加

外源蛋白所需金属离子也可能提高蛋白的可溶性和稳

定性【58]．

另外，良好的通气能有效降低培养基中对菌体表达

蛋白有重要影响的CO：和乙酸的浓度，也有可能获得高

产量的活性蛋白【591．在蛋白表达过程中，培养基的pH

值也会对可溶蛋白的表达产生重要影响，需要根据菌体

和目的蛋白的特点选择合适的pH值．

3．3诱导条件

在大肠杆菌中表达可溶性外源蛋白时，诱导时机和

诱导剂的用量必须严格控制．在摇瓶培养时，普遍认为
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在低菌体浓度下诱导比较合适，因为在低菌浓度下菌体

处于对数生长期，生长活跃，有利于表达可溶性蛋白．然

而，如果能保证合理的补料与充分的通气，在较高菌浓

度下诱导也同样可能获得可溶蛋白的高效表达．工业上

往往采用高菌浓度补料诱导制备大量可溶蛋白，比如纤

维原细胞生长因子—．皂角苷融合蛋白的生产就是采用

补料方法达到彳600=85的高菌浓度后，在30℃下用口TG

诱导表达，分离纯化后1彳600单位可溶性丝毒素达到了

2．2 mg／L【删．也可考虑在高菌浓度下低温诱导采用冷激

启动子高效表达可溶性蛋白．诱导剂种类及其浓度都会

对外源蛋白表达产生重要影响，应根据所采用的表达系

统(比如启动子的强弱)和外源蛋白的特点优化选择f4 8，52】

在某些情况下，诱导剂的流加能显著提高可溶蛋白的表

达水平【461．sar私wat掣61]以乳糖流加诱导的方式表达重

组人白细胞介素_2，发现乳糖流加诱导的可溶重组人白

细胞介素一2的表达水平(9．3 g／L)显著高于一次性乳糖流

加诱导的表达水平(5．4 g／L)．

4通过改变蛋白结构增加可溶性

自从包涵体被发现以来，其形成原因一直是研究人

员探讨的焦点，实现外源蛋白的可溶性表达也依赖于对

该问题的解答．降低培养温度并不能促进所有外源蛋白

的可溶性表达，人们也无法解释42℃时某些外源蛋白

完全可溶的情况，而对这些蛋白进行定点突变却能在所

有温度下获得可溶性表达．值得注意的是，虽然定点突

变可能增加外源蛋白的可溶性，但不能简单地将这种效

应归因于蛋白疏水性和某些特定氨基酸含量的改变．这

种可溶蛋白的增加也可能是突变后外源蛋白对蛋白降

解的稳定性的增加或者与分子伴侣相互作用增强的次

级效应所致【62]．Murby掣63】在大肠杆菌中表达人呼吸道
合胞病毒主要糖蛋白的101个氨基酸片段时，将该片断

的若干个苯丙氨酸残基进行了突变，发现病毒糖蛋白片

段的溶解性和对蛋白酶的稳定性有了显著的提高，而且

突变后的蛋白片段与原蛋白片段具有相同的抗原性和

二级结构．定点突变还可能改变温度对蛋白可溶性的效

应．需要引起注意的是，虽然可以通过突变导致蛋白降

解的位点来提高外源蛋白对蛋白酶的稳定性，但是这种

突变可能会对蛋白活性造成极大影响【641．目前，研究人

员已经开始根据已知蛋白的结构和活性特征，利用计算

机有针对性地对蛋白突变进行设计，大大地提高了获得

具有高活性和高稳定性蛋白的效率和可能性【6 5，66】．

5 结论与展望

外源蛋白在大肠杆菌中的可溶性表达是一个系统

工程，其中包含许多环节，环环相扣，任何一个环节的

瓶颈都会对可溶蛋白的表达效率产生不良影响．因此，

需要在研究过程中积累经验，并及时汲取相关领域研究

的最新进展，找出制约可溶蛋白表达的关键因素，以期

做到“对症下药”和“有的放矢”．

在过去的几十年里，人们对蛋白质体内折叠过程、

包涵体形成机理的研究日益深入，基因工程手段也日臻

成熟，使大量表达外源活性蛋白成为可能，各种生物活

性蛋白需求的迅猛增长也促进了研究方法和技术手段

的进步．毫无疑问，随着蛋白质折叠调节机制、蛋白质

体内复性机理等方面的探索和经验积累，在大肠杆菌中

可溶性表达外源蛋白的技术将会越来越成熟，成本也将

逐渐降低，并最终造福整个人类社会．
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Strategies for Expression of Soluble Heterologous Proteins in上强c局P，fc办砌cD如

ZHUHong-yu， LI Qi柚g

Qmmme《Biochem{cnl Engineer讯g，Dep甜概em莳Chemicnl E碍衲e甜锄g．墨inghn universi劬Beij讯g io0084．Chin由

Abstract：西如盯地^胁cD矗has lor玛been tlle primary expression system for t}le synthesis of heterologous pmteins，but itS utility is
limited because maIly heterologous proteins are eitller prone to be degraded by t}le cellular proteases or to accumulate in i11soluble fornl，

卯ically嬲incluSion bodies．This paper reviews recent adVances in the s仃ategies for expression soluble heterologous proteins in
点3c抛，f如妇co疗so雒to improve the recove呵yield ofheterologous gene products in a biologically active fo姗．

Key words：heterologous protein；soluble expression；E叠c厅盯fc五胁cD，f
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