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摘  要 : 为在毕赤酵母中表达纤维连接蛋白 C 端肝素结合域 (Fibronectin C-terminal heparin-binding domain 

FNCHBD) 多肽并研究其功能，通过 PCR 技术扩增 FNCHBD 目的基因，将目的基因与 T 载体连接，经测序正

确后，插入 pAo815SM 酵母表达载体增加基因拷贝数，然后酶切克隆入酵母表达载 pPIC9K；将重组质粒 Sal I 

酶切线性化后转化毕赤酵母菌株，筛选工程菌，经甲醇诱导表达，用 SDS-PAGE 检测发酵上清液，表明有重

组蛋白 FNCHBD 多肽的高表达，表达产物通过离心、超滤、离子交换层析纯化，纯化产物通过 SDS-PAGE、

Western blotting 印迹、质谱及肝素亲和层沉析对表达产物进行鉴定。结果表明利用酵母工程菌成功表达和纯化

了 FNCHBD 多肽，多肽的分子量接近 32 kDa，纯化产物的纯度可达 95％以上，能被 FN 多克隆抗体特异识别

且具有多肽肝素结合活性，为后续结构及功能的研究奠定基础。 

关键词 : 纤维连接蛋白，肝素结合域，毕赤酵母，表达纯化   
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Expression, purification and identification for fibronectin  
C-terminal heparin-binding domain polypeptide  
in Pichia pastoris  

Xiaofang Chen1, Xianling Chen1, Qilian Zou2, Yong Wu1, and Yuanzhong Chen1 

1 Fujian Institute of Hematology, Affiliated Union Hosptal, Fujian Medical University, Fuzhou 350001, Fujian, China 
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Abstract:  To express and identify fibronectin C-terminal heparin-binding domain (FNCH BD) polypeptides in Pichia 
pastoris expression system and study its function, the fragment of FNCHBD was amplified by PCR and inserted into 
pGEM-T vector. After sequenced, the fragment was inserted into pAo815SM vector, and then cloned into the expression 
vector pPIC9k. The recombinant plasmid was linerarized with restrict enzyme Sal I and transferred into the yeast host cell 
KM71 and GS115. The positive yeast clone was screened by G418 resistant, and the target protein was induced to express 
in the medium containing 0.5% methano1. The culture supernatant was collected and then was purified with membrane 
ultrafiltration and ion exchange chromatography. The purified product was analyzed with mass spectrogram, SDS-PAGE, 
Western blotting and heparin affinity chromatography. The results showed that the target protein was around 32 kDa and the 
purity of the product was above 95%. FNCHBD could be specifically recognized by fibronectin polyclonal antibody. These 
results suggest that FNCHBD could be expressed and purified successfully in Pichia pastoris, which provides a good 
strategy to further studies. 

Keywords:  fibronectin, heparin-binding domain, Pichia pastoris, expression and purification 

纤维连接蛋白 (Fibronectin，FN) 是一个多

功能的糖蛋白，参与多种细胞的黏附、扩展、迁

移、分化、增殖及存活[1-3]，因此它在胚胎发育[4]、

组织修复[5]、基质聚集[6]、肿瘤转移[7-8]、抗感

染[9]、出血及血栓[10]、肌肉再生[11]等方面都发挥

了重要作用。FN 是由两个相同单体通过二硫键

连接组成的二聚体，每个单体由 3 种类型 (Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ型) 的结构域重复不同次数构成。FN 的

结构中含有各种生物大分子的结合位点，包括成

纤维细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、细菌、胶原、

肝素等，因此形成了多种功能结构域，其中包含

2 个肝素结合域[12-13]，一个位于 FN 的 N 端，由

第 1~5 五个Ⅰ型的同源结构组成，与肝素的结合

力较弱，另一个位于 FN 的 C 端，由第 12~14 三

个Ⅲ型的同源结构组成，与肝素的结合力较强[12]。

血浆 FN 在抑制肿瘤迁移、抗感染及损伤修复等

方面的作用已经得到了广泛的肯定。但从血浆分

离 FN 存在着血浆资源的浪费及可能传播血源性

传染病的问题，同时由于 FN 分子量大，表达全

长 FN 分子又存在技术上的难题，因此表达 FN

的功能区多肽并研究其功能是较为可行的方法。

我们前期研究已合成了 FN N 端的肝素结合域多

肽，动物实验研究表明其具有抗小鼠败血症及大

鼠 DIC 的作用[14-15]。目前国际上对 FN C 端的

肝素结合域的生物学功能有了较深入的研究，

如促进细胞粘附[16-17]、促进血管内皮生长因子的

活性[18]、促进血管的生成[19]、调节细胞的凋亡[20]、

抗感染[21]等；但表达 FN C 端的肝素结合域多肽
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目前国内外还未见报道。FN C 端的肝素结合域

含 272 个氨基酸 (Tyr1720-Gly1991)，编码该多

肽的 DNA 序列从 5 428 bp~6 244 bp，长 816 bp，

本实验成功地通过酵母表达系统表达 FN C 端的

肝素结合域多肽并进行鉴定，为进一步研究结构

及功能奠定基础。  

1  材料与方法 

1.1  材料  
FN cDNA、大肠杆菌 DH5α 由本实验室保

存，pGEM-T TA 克隆试剂盒、酵母表达系统 (包

括 表 达 载 体 及 酵 母 菌 株 及 培 养 基 ) 购 自

Invitrogen 公司，pAo815SM 载体由厦门特宝公

司提供，PrimeSTART HS DNA 聚合酶、pfu DNA

聚合酶购自 TaKaRa 公司；pUC8、pUC18 DNA 

Marker、EcoRⅠ、BamHⅠ、XhoⅠ内切酶、T4 

DNA 连接酶为 Promega 公司产品；低分子量标

准蛋白质 Marker LMW 购自 GE 公司；质粒 DNA

提取试剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒购自 Qiagen

公司，兔抗人 FN 多克隆抗体、羊抗兔 IgG 购自

Sigma 公司产品；1 mL 的肝素亲和层析预装柱

HiTrap Heparin HP 购自 GE 公司；其他试剂为国

产或进口分析纯产品。 

1.2  目的基因的 PCR 扩增和 pGEM-T- 
FNCHBD 载体的构建 

以本实验室所保存的 FNcDNA 为模板，设计

特异性引物 (M1、M2，↓箭头表示酶切位点，下

划线表示 KEX2 信号肽水解位点)，具体序列见表

1，通过 PCR 扩增 FNCHBD 基因片段，PCR 扩增

产物长 855 bp。PCR 扩增产物胶回收后经末端加

A，连接至 pGEM-T 载体上，连接产物转染大肠

杆菌 DH5α感受态细胞，通过氨苄青霉素抗性和蓝

白筛选挑白色克隆进行扩增，提取质粒进行 PCR

和 XhoⅠ、EcoRⅠ双酶切鉴定后进行 DNA 测序。 

表 1  引物 DNA 序列 
Table 1  DNA sequence of primers 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Restriction enzyme 

M1 ATGCTC↓TCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGGCACCAACTGAC Xho I 

M2 ACGTAG↓AATTCTTC GTCTGTCTTTTTCCTTCC EcoR I 

 

1.3  重组 pAo815SM-FNCHBD 质粒的构建 
为增加目的基因的拷贝数，将测序正确的重

组 pGEM-T-FNCHBD 质粒由 XhoⅠ和 EcoRⅠ双

酶切后回收目的 DNA，然后克隆入用同样酶切

处 理 的 pAo815SM 载 体 上 ， 构 建 质 粒

pAo815SM-FNCHBD，转化大肠杆菌 DH5α 感受

态细胞中，转化菌涂布于含 100 μg/mL 氨苄青霉

素 (Amp) 的低盐 LB 固体培养基平板上。挑选

单个菌斑扩增，提取质粒酶切鉴定。 

1.4  重组 pPIC9K-FNCHBD 表达载体的构建 
将鉴定正确的重组 pAo815SM-FNCHBD

质粒由 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切后胶回收目的

基因，然后克隆到用同样酶切的 pPIC9K 载体

上，重组 pPIC9K-FNCHBD 载体转化大肠杆菌

DH5α 感受态细胞。挑单菌斑扩增，提质粒酶

切鉴定。 
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1.5  FNCHBD 多肽在酵母细胞中的表达 
1.5.1  FNCHBD多肽在酵母细胞GS115中的表达 

SalⅠ酶切线性化重组 pPIC9K-FNCHBD 质

粒 (pPIC9K-FNCHBD/SalⅠ)。线性化质粒转染

GS115，转染的 GS115 细胞涂布 RDB 平板上，

28 ℃培养 96 h，收取 RDB 平板上的菌落，涂于

浓度分别为 1~4 g/L 的 G418-YPD 平板上，挑取

4 g/L G418-YPD 平板上的菌落分别接种至 5 mL 

YPD 液体培养基中，28 ℃、250 r/min 振摇 24 h

后转接于装有 30 mL 含 0.25％甲醇的 BMGY 培

养基，28 ℃、250 r/min 振荡培养，每 12 h 添加

甲醇至浓度为 0.25％，48 h 后发酵液经 4 ℃、离

心 30 min (10 000 r/min)，留取上清，进行

SDS-PAGE 电泳。 

1.5.2  FNCHBD 多肽在酵母细胞 KM71 中的表达 

线性化质粒转染 KM71 酵母细胞 ,转染的

KM71细胞涂布于 RDB 平板上，28 ℃培养 120 h，

收取RDB平板上的菌落，涂于浓度分别为1~4 g/L

的 G418-YPD 平板上，挑取 4 g/L G418-YPD 平板

上的菌落分别接种至 5 mL YPD 液体培养基中，

28 ℃、250 r/min 振摇 24 h 后转接于装有含 0.25％

甲醇的 30 mL BMGY 培养基，28 ℃、250 r/min

振荡培养，每 12 h 添加甲醇至浓度为 0.25％，

诱导表达 72 h 后发酵液经 4 ℃、10 000 r/min 离

心 30 min，留取上清，进行 SDS-PAGE 电泳。 

1.6  FNCHBD 多肽的纯化  
挑选表达较好的 KM71-FNCHBD 菌株接种

于 300 mL BMGY 培养基扩大发酵，诱导表达条

件同上，72 h 后发酵液经 4 ℃、10 000 r/min 离

心 30 min，收集上清，上清用 10 kDa、容积为

300 mL 的中空纤维膜超滤浓缩后至 1/10 体积后

用 5 L 10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0) 的缓冲液置

换，然再过用 50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0) 预平

衡过的 CM Sepharose FF 离子交换柱纯化，用

50 mmol/L Tris HCl、350 mmol/L NaCl 的洗脱液 

(pH 8.0) 洗脱，监测 UV280 的波形，收集含目

的蛋白的洗脱液经 SDS-PAGE 电泳检测，初步纯

化的样品进一步经Sephacryl S-100HR分离纯化，

纯化产物 SDS-PAGE 电泳检测产物的纯度。 

1.7  FNCHBD 的鉴定和活性分析 
1.7.1  通过质谱分析测定多肽的分子量 

将纯化的 FNCHBD 多肽产物经质谱仪测定

多肽的分子量及纯度。 

1.7.2  Western blotting 方法鉴定多肽的抗原性  

按 Western blotting 常规方法制胶，将过

HiTrap Heparin HP 柱子的样品经 SDS-PAGE 电

泳后，350 mA 稳流 1 h 转移到硝酸纤维膜上，用

封闭液 (5％的封闭蛋白的 0.01 mol/L，pH 7.4 

PBS，0.05％Tween20) 室温作用 1.5 h 后加一抗 

(兔抗人 FN 多克隆抗体 1∶500) 4 ℃包被过夜，

TBS 漂洗 3 次，每次 5 min，加二抗 (羊抗兔 lgG 

1∶5 000)，室温摇 1.5 h 后 TBS 漂洗 3 次，加 AB

工作液 (1∶1) 后 X 光片爆光 5 min，显影，定影。 

1.7.3  FNCHBD 多肽的肝素亲和活性鉴定 

将 FNCHBD 的 酵 母 发 酵 液 上 清 过 用

10 mmol/L 的 PBS (pH 7.0) 预平衡后 1 mL 的

HiTrap Heparin HP 柱子，用 10 mmol/L 的 PBS、

500 mmol/L 的 NaCl (pH 7.0) 洗脱，监测 UV280

的波形，收集活性峰，小量处理样品进行

SDS-PAGE 分析。 

2  结果 

2.1  FNCHBD多肽基因的克隆和T载体的构建 
以本实验室保存的 FNcDNA 为模板进行 
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PCR 扩增，2％琼脂糖凝胶电泳检测，可见

FNCHBD 多肽基因的扩增产物在 700 bp 的上方

有特异性条带，片段大小与预计的 855 bp 相符 

(图 1)。回收的 PCR 产物与 T 载体连接，重组质

粒经 XhoⅠ和 EcoRⅠ双酶切鉴定正确后，经测

序表明插入的 FNCHBD 多肽基因与基因库中的

完全相符。 

 
图 1  FNCHBD 基因的 PCR 扩增 
Fig.1  PCR product of FNCHBD. M: DNA marker; 1: 
FNCHBD. 

2.2  酵母表达载体的构建 

XhoⅠ和 EcoRⅠ双酶切 pGEM-T-FNCHBD

载体，酶切目的片段，回收后与 pAo815SM 连接，

转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑选平板上的

抗性菌落，提取质粒进行 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶

切鉴定，构建的 pAo815SM-FNCHBD 载体经

EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切，酶切目的片段与

pPIC9K 酵母表达载体连接，连接产物转化大肠

杆菌 DH5α感受态细胞，挑选平板上的抗性菌落，

扩增后提取质粒进行 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切

鉴定，所切下的片段与预期结果相符 (图 2)，说

明成功构建 pPIC9K-FNCHBD 表达载体。 

2.3  FNCHBD 多肽在酵母细胞中的表达 

将 4 g/L G418-YPD 平板上的挑选的 GS115 

 

图 2  重组质粒 pPIC9K-FNCHBD 的酶切鉴定 
Fig.2  Identification of recombinant plasmid pPIC9K- 
FNCHBD by enzyme digestion. M: pUC18 DNA marker; 
1−3: pPIC9K-FNCHBD digested with EcoR Ⅰ and 

BamHⅠ. 
 
和 KM71 酵母细胞，经上述诱导表达后，发

酵液均经 4 ℃离心后取上清进行 SDS-PAGE 电

泳，可见 KM71 菌株在 30 kDa 的上方出现明显

的条带，与预计结果相符，且表达的杂蛋白的本

底较低 (图 3)，因此选用阳性的 KM71 菌株作为

扩大规模发酵的表达菌株。  

2.4  FNCHBD 多肽的纯化 
阳性 KM71 菌株的发酵上清经过超滤使蛋

白得到浓缩，同时去掉一些小分子的杂蛋白，然

后通过 CM 柱进一步富集目的蛋白，使蛋白得到

初步纯化，最后通过 S100 柱分离出目的蛋白从

而得到较纯的蛋白，SDS-PAGE 电泳可见到大小

约 32 kDa 的目的多肽条带 (图 4)。 

2.5  FNCHBD 鉴定和活性分析 
将纯化后的 FNCHB 多肽通过质谱分析，确

定其分子量为 31.051 kDa，与用 PROSIS 软件分

析的理论预计值相符 (图 5)，证明所得到的多肽

为目的蛋白，纯化后样品的纯度＞95％，为今后

的结构和功能研究奠定基础。Western blotting 法

显示在与 SDS-PAGE 的 FNCHBD 条带相应的位

置出现清晰的条带 (图 6)，表明 FNCHBD 多肽可 
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图 3  表达产物 FNCHBD 多肽的 SDS-PAGE 分析 
Fig.3  SDS-PAGE analysis of the expressed FNCHBD. M: low molecular protein marker LMW; 1−10: supernatant 
liquid of GSll5/pPIC9K-FNCHBD; a−g: supernatant liquid of KM71/pPIC9K-FNCHBD. 

 

 
图 4  FNCHBD 多肽纯化过程的 SDS-PAGE 分析 
Fig.4  SDS-PAGE analysis of samples collected at 
different stages of FNCHBD purification. M: Low 
molecular protein marker (LMW); 1, 2: fraction eluted 
from Sephacryl S-100HR; 3: fraction eluted from CM 
Sepharose FF; 4: dialyzed supematant of 
KM71/pPlC9K-FNCHBD. 

 
与 FN 的多克隆抗体结合，具有免疫原性，同时

也进一步证明了所表达纯化的多肽是目的多肽。

FNCHBD 少量发酵上清过 1 mL 的 HiTrap 

Heparin HP 柱子，洗脱时监测 UV280 的波形 

(图 7)，出峰时收集的样品行 SDS-PAGE 电泳可

目的蛋白条带 (图 8)。表明通过 FNCBHD 多肽具

有肝素结合活性，能够通过肝素亲和层析纯化。 

 
图 5  纯化的 FNCHBD 多肽的质谱图 
Fig. 5  MS of recombinant FNCHBD. 

 
图 6  纯化的FNCHBD多肽的SDS-PAGE和Western 
blotting 分析 
Fig. 6  SDS-PAGE and Western blotting analysis of 
purified FNCHBD. M: low molecular protein marker 
(LMW); 1: SDS-PAGE analysis of purifed FNCHBD; 
2: Western blotting analysis of purified FNCHBD. 
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图 7  FNCHBD 发酵液上清的肝素亲和层析图 
Fig. 7  Diagram of heparin affinity chromatography of supernatant liquid of KM71/pPIC9K-FNCHBD. 

 

 

图 8  肝素亲和层析产物的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 8  SDS-PAGE analysis of fraction eluted from 
HiTrap Heparin HP. M: low molecular protein marker 
(LMW); 1: fraction eluted from HiTrap Heparin HP. 

3  讨论 

酵母是一种低等真核生物，既具有类似原核

生物的生长特性，又具有一般真核生物的分子和

细胞生物学特性。酵母作为基因工程的表达系

统，无细菌细胞壁的热原问题，也不必考虑动物

细胞中可能含有原癌基因及病毒 DNA 等影响，

其中毕赤酵母因具备良好的发酵与分泌性能尤

其引人注目。毕赤酵母作为甲醇营养型酵母，该

表达系统使用的乙醇氧化酶基因 (AOXl) 启动

子为强诱导启动子，在 AOXl 启动子控制下的外

源基因表达水平高且便于调控，重组株可按需要

在诱导前高密度生长，加入甲醇诱导后能高水平

表达，表达外源蛋白基因遗传稳定，具有糖基化、

酰基化、蛋白磷酸化等翻译后修饰加工功能，使

生产的蛋白具有天然的高级结构及生物学活性；

发酵工艺成熟，易放大，产物易纯化，所用发酵

培养基十分廉价，一般碳源为甘油或葡萄糖及甲

醇，其余为无机盐，成本远低于昆虫和哺乳动物

表达系统。因此，将外源基因整合于毕赤酵母染

色体上，蛋白表达含量高、表达产物生物学活性

好、背景蛋白质少、操作简便及易于工业化生

产[22-23]。近年来毕赤酵母表达系统应用的范围越

来越广泛，人们已经用毕赤酵母表达体系成功表

达了 500 多种蛋白[24]，包括疫苗、激素、干扰素、

抗菌肽、酶、膜受体蛋白、细菌毒素及其衍生物

等。因此本文尝试用该系统进行 FN C 端肝素

结合域  (FNCHBD) 多肽的表达研究并取得了

成功。 

在本研究中，我们将 FNCHBD 基因插入 T

载体上通过转化大肠杆菌抽提质粒，使目的基因

进一步扩增及易于酶切获得粘性末端，然后通过
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pAo815SM 中间载体增加目的基因的拷贝数，最

后将目的基因插入 pPIC9K 酵母表达载体

α-factor 信号肽的下游，构建成 FNCHBD 基因的

重组酵母表达载体 pPIC9K-FNCHBD，转化酵母

细胞 GS115 和 KM71，获得阳性重组菌株。由于

pPIC9K 质粒所带 Kanamycin 抗性基因在酵母中

表现为抗 G418 的抗性，利用这一点可以用来筛

选多拷贝的菌株，因此本实验通过将初步筛选的

阳性酵母菌株再涂布于浓度分别为 1~4 g/L 的

G418-YPD 平板上，在 4 g/L 的 G418-YPD 平板

上筛选出高拷贝数的菌株。由于目的基因插入到

α-factor 信号肽的下游，因此在甲醇的诱导下，

目的基因表达产物分泌于酵母培养上清液中，由

于在目的基因中引入的 KEX2 蛋白酶的酶切点，

减少了额外氨基酸的加入。表达产物通过

SDS-PAGE 检测发现其分子量与 prosis 软件分析

的预计值相符，且 KM71 阳性菌株中目的蛋白的

表达量较高且背景蛋白较少，因此选用 KM71 阳

性菌株作为我们下一步实验的菌株。经扩大规模

发酵后，发酵液离心后所得的上清经过超虑使蛋

白得到浓缩，同时去掉一些小分子的杂蛋白，然

后通过 CM 离子交换柱进一步富集目的蛋白，使

目的蛋白得到初步纯化，最后通过 S100 离子交

换柱分离出目的蛋白从而得到较纯的蛋白，通过

SDS-PAGE 及质谱显示，所纯化蛋白的分子量约

为 32 kDa，且纯化蛋白的纯度达 95％以上，最

后通过 Western blotting 法和肝素亲和层析法证

明纯化的目的多肽具有免疫原性和肝素结合活

性，以上充分表明了我们成功地在酵母表达系统

中表达和纯化了 FNCHBD 多肽，且表达的多肽

具有抗原结合和肝素结合活性，这为后续

FNCHBD 的结构和功能实验奠定了基础。 
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