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GST-EGF融合蛋白在大肠杆菌中的表达与纯化
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摘　要　将小鼠 EGF基因克隆至谷胱甘肽 S-转移酶 ( GS T) 融合表达载体 p GEX-2T , 转化

大肠杆菌 DH5α, 获得高效表达 , 融合蛋白 GST-m EGF经 Sephar ose 4B-GSH亲和层析柱纯化

和凝血酶消化获得有免疫活性的 mEGF, 表明 GST融合基因表达系统不仅能提高表达产物的

稳定性也有利于产物的纯化 .
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表皮生长因子 ( EGF) 是高等动物体内的一种多肽调节因子 , 由 53个氨基酸残基组

成 [1 ] , 能促进表皮、内皮细胞等多种细胞的生长 , 增强 DNA、 蛋白质的合成
[2, 3 ] . 临床上可

用以治疗皮肤创伤、 烧伤、 角膜损伤及消化性溃疡等 . 人和小鼠的 EGF有 39个氨基酸相

同 , 2个二硫键的位置也一样 , 有交叉免疫反应 , 竞争同一受体结合位点 ,具有相同的生物

活性 [ 4] . 由于其相对分子质量小 , 表达蛋白往往不稳定 , 采用谷胱甘肽 S-转移酶 ( Glu-

tathione S-transferase, GST)融合基因表达系统不仅可以提高表达产物的稳定性也有利于

产物的纯化 . 本文报道应用 pGEX-2T表达系统实现小鼠 EGF ( mEGF)基因在大肠杆菌中

的融合表达及表达产物的纯化 .

1　材料与方法　

( 1) 菌株与质粒: 大肠杆菌 DH5α及 C600为本室保存 , 质粒 pBluescriptⅡ SK及

pGEX-2T分别购自 Clontech及 Pha rmacia公司 , 质粒 pBluescriptⅡ SK-EGF含 mEGF

cDNA, 为本室构建 .

(2)主要试剂: 限制酶 EcoRⅠ , Bam HⅠ , BclⅠ , SmaⅠ ; T4 DN A连接酶 , Klenow

酶分别购自 GIBCO-BRL及 Promega公司 . IPTG低熔点琼脂糖、 凝血酶及 mEGF抗体为

Sigma公司产品 . Sepha ro se 4B-谷胱甘肽层析柱为 Pha rmacia公司产品 .

( 3)质粒 DNA的检测、 纯化、 酶切反应、 酶切片段的回收和连接
[5 ]
.

( 4)大肠杆菌转化和重组体筛选 [5 ] .

( 5) mEGF-GST融合蛋白在大肠杆菌中的表达: 接种大肠杆菌 DH5α单菌落于 5 mL
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LB中 , 37℃振荡培养过夜 , 次日以 1%接种量转种于新鲜 LB中 , 培养至 A值约为 0. 5,加

入 IPTG至终浓度为 1 mmol /L进行诱导表达 ,继续培养 4 h,取 1 m L离心 , 收集菌体 ,悬

浮于 40μL双蒸水中 , 加入等体积的 2×上样液 , 混匀后于 100℃加热 5 min, 取 20μL走

SDS-PAGE电泳 .

( 6)表达产物的纯化: 菌体经 pH7. 8的磷酸缓冲液 ( PB)洗涤后用含d= 1%的 Tri ton

X-100的 PB缓冲液悬浮 , 超声波破碎细胞 , 12 000 r /min离心 , 上清置 4℃冰箱做直接亲

和层析 , 粗包涵体 (沉淀 ) 经纯化、 裂解、 复性后与细胞裂解上清一起 , 经 Sepha rose 4B-

GSH亲和层析 , 获得 GST-EGF融合蛋白 . 融合蛋白经凝血酶消化得 EGF.

( 7)免疫印迹法检测表达产物: 电泳胶的转膜按 Sambrook的方法
[5 ] ,免疫印迹的检测

采用 Amersham公司的 ECL
TM免疫印迹分析系统 , 方法按 ECL

TM免疫印迹手册进行 .

2　结果与讨论

2. 1　含 GST-mEGF融合基因的重组质粒的构建

重组质粒的构建如图 1所示 , 用 Bam HⅠ , EcoRⅠ双酶切质粒 pBluescript-EGF5, 用

低熔点琼脂糖电泳回收含 m EGF编码区的 Bam HⅠ -EcoRⅠ小片段 , 与经 Bam HⅠ 、 EcoR

Ⅰ 酶切的 pGEX-2T混合、 连接 . 连接产物转化 E. coli C600, 筛选 Amp
r转化子 , 经质粒检

测和 Bam HⅠ 、 EcoRⅠ 双酶切电泳分析获得含 mEGF基因的表达质粒 , 命名为 pGEX-2T-

EGF. 从图 1可见插入的 mEGF基因片段的读码框与上游 GST的读码框相符 , DN A序列

分析结果也证明 m EGF基因与 GST基因连接处的 DNA序列是正确的 .

图 1　含 GST-m EGF基因的表达载体的构建

Fig. 1　 Construction of expression vector ha rbo ring the GST-m EGF gene
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2. 2　 GST-mEGF融合基因在大肠杆菌中的表达

从大肠杆菌 C600( pGEX-2T-EGF)中提取质粒转化大肠杆菌 DH5α,获得的 DH5α

( pGEX-2 T-EGF)按材料与方法 ( 5)中的方法表达 mEGF基因 ,用 SDS-PAGE进行分析 .电

泳结果显示 ,含 pGEX-2T-EGF的 DH5α经 IPTG诱导后出现 1条新的相对分子质量为 3. 2

× 10
4
的蛋白带 ,不经诱导的不出现相对分子质量为 3. 2× 10

4
的带 ,而仅含载体 pGEX-2T

的 DH5α有 1条相对分子质量为 2. 6× 104的浓带 ,此结果与理论推导大小一致 (图 2a) .

为估计基因的表达水平用 Ultro-Scan X L激光扫描仪对电泳凝胶进行激光扫描 , 根据

扫描结果测算出表达的融合蛋白占菌体总蛋白的 21% , 经测定单位体积菌体蛋白总量后折

算出 GST-mEGF融合蛋白的表达量为 115 mg /L.

SDS-PAGE凝胶转硝酸纤维素膜后用 ECL
TM免疫印迹分析试剂盒检测 , 结果如图 2b,

只有经 IPTG诱导的 DH5α( pGEX-2T-EGF)样品才能与 mEGF抗体产生阳性反应 , 不经

诱导和只含 pGEX-2T载体的样品均无反应 .以上结果说明 GST-mEGF融合蛋白已在大肠

杆菌获得高效表达 , 表达产物具有 mEGF的免疫活性 .

图 2　 GST-m EGF在大肠杆菌中的表达

Fig. 2　 Expression GST-mEGF in E . coil

( a) SDS-PAGE电泳 ; ( b)免疫印迹法分析 . 1相对分子质量对照 ; 2 DH5α( pGEX-2T-EGF) , 不诱导 ;

3 DH5α ( pGEX-2T-EGF) , 诱导 ; 4 DH5α ( p GEX-2 T) , 诱导

2. 3　表达产物的纯化和凝血酶消化

将 DH5α( pGEX-2T-EGF)培养于 500 mL LB中经 IPTG诱导表达后用超声波破碎菌

体 , 包涵体纯化、裂解、复性后与细胞裂解上清液一起上 Sepharose 4B-GSH亲和层析柱纯

化 , 层析柱用 5×体积的 5 mmol /L的 GSH洗脱 . 图 3a的电泳显示纯化情况 . 经过复性的

GST- mEGF经 Sepha ro se 4B-GSH柱层析后在电泳图上显示单一的带 . 纯化的 GST-

m EGF在室温下用凝血酶消化 18 h可获得相对分子质量约 6× 10
3
的 mEGF (图 3b) . 重组

的 mEGF与抗 mEGF呈阳性反应 , 表明它具有免疫活性 .

大肠杆菌的表达产物主要是不溶性的包涵体 ,纯化比较困难 ,采用 GST-mEGF融合基

因表达系统 ,不仅能克服 EGF相对分子质量小不够稳定的问题 ,也有利于产物的纯化 . GS T

-EGF融合蛋白复性后经 GST-GSH亲和层析柱层析后在电泳上出现单一的带 , 纯度在

95%以上 , 包涵体经裂解、 复性和亲和层析后回收率在 18%以上 , 以上结果说明 , 采用

pGEX-2T融合基因系统不仅可以高效表达重组的 mEGF而且可通过亲和层析快速有效的

纯化融合蛋白 , 获得电泳纯的 mEGF. 对小分子的多肽类产物 , GS T融合基因表达系统是
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一种值得推广的表达系统 .

图 3　 GST-m EGF纯化及凝血酶消化产物的凝胶电泳分析

Fig. 3　 SDS-PAGE ana ly sis of GST-m EGF purification and thombin dig ested produc t

( a ) SDS (d= 12% ) 凝胶电泳 . 1裂解液 ; 2 GST-m EGF包涵体 ; 3纯化包涵体 ; 4复性产物 ; 5

Sepharo se 4B-GSH亲和层析产物 ; 6相对分子质量对照 . ( b) m EGF的 SDS (d= 15% )凝胶电泳 . 1相

对分子质量对照 ; 2纯化后的 GST-m EGF; 3凝血酶消化产物
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Expression of GST-EGF Fusion Protein inE . coli and Its Purification

Li Wenqing
 　 Xu Bainian　 Zhu Jian　Luo Jinx ian

Abstract　 Epidermal g row th facto r ( EGF) enhances the g row th of v arious cell types and

has wide clinical applica tions. EGF gene has been expressed in E. coli but i t s expressed

product is usually unstable because of i t s low-mo lecula r weight. In this study , mouse EGF

gene was cloned into GST gene fusion vector pGEX-2T. The resultant plasmid pGEX-2T-

EGF was used to t ransform E. col i DH5α, where the GST-EGF fusion pro tein w as ex-

pressed ef ficient ly. Af ter puri fica tion wi th Sepharose 4B-GSH af fini ty co lumn and diges-

tion wi th thrombin, immunoactiv e mEGF was obtained, indicating tha t the GST fusion

gene system is not only able to increase the gene product stability but also helpful to prod-

uct puri fica tion.

Keywords　 GST-EGF, gene expression, E. coil
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