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摘  要 : 利用 Gateway 克隆技术构建重组抗瘤肽 AIK 的原核表达体系，建立表达及纯化重组 AIK 的最优条件，

为深入研究和利用 AIK 奠定基础。首先，设计含 AttB 重组位点的引物，通过重叠 PCR 技术扩增出

AttB-TEV-FLAG-AIK 序列，利用 BP 重组反应将目的序列 TEV-FLAG-AIK 克隆到供体载体 pDONR223 中，构

建入门载体，再通过 LR 重组反应，将目的序列转移到目的载体 pDEST15 中，构建 GST-AIK 融合蛋白原核表

达质粒。随后，在 BL21 (DE3) 工程菌中优化诱导融合蛋白表达的条件。以谷胱甘肽磁珠纯化 GST-AIK 融合

蛋白，再以 rTEV 酶切除 GST，获得 FLAG-AIK 重组蛋白。最后以 MTS 法检测 FLAG-AIK 对白血病细胞 HL-60

的细胞毒性。菌液 PCR 验证和测序分析表明成功构建了重组抗瘤肽 AIK 的入门质粒和原核表达质粒。在 BL21 

(DE3) 工程菌中实现了 GST-AIK 融合蛋白的高效可溶性表达。并测得在 37 ℃下以 0.1 mmol/L IPTG 诱导工程

菌 (OD600=1.0) 4 h，重组蛋白表达量占菌体总蛋白的 30% 以上。经 GST 亲和层析、rTEV 酶切除 GST 标签及

二次 GST 亲和层析获得纯度高于 95%的 FLAG-AIK 蛋白。MTS 法测得所制备的 FLAG-AIK 蛋白抑瘤活性与

化学合成的 AIK 相当。总之，本课题应用 Gateway 克隆系统成功构建了抗瘤肽 AIK 的原核表达质粒，实现了

GST-AIK 融合蛋白的高效可溶性表达，经亲和层析获得了有生物活性的重组 AIK 多肽，为后续深入研究和大

规模制备奠定了基础。 

关键词 : 阳离子多肽，位点特异性重组，GST 融合蛋白，诱导表达，亲和层析，抑瘤活性  
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Expression, purification of recombinant cationic peptide AIK 
in Escherichia coli and its antitumor activity 

Fangfang Fan, Huiying Sun, Hui Xu, Jiawei Liu, Haiyuan Zhang, Yilan Li, Xuelian Ning, 
Yue Sun, Jing Bai, Songbin Fu, and Chunshui Zhou 

Laboratory of Medical Genetics, Harbin Medical University, Harbin 150081, Heilongjiang, China 

Abstract:  AIK is a novel cationic peptide with potential antitumor activity. In order to construct the AIK expression 
vector by Gateway technology, and establish an optimal expression and purification method for recombinant AIK, a set of 
primers containing AttB sites were designed and used to create the AttB-TEV-FLAG-AIK fusion gene by overlapping PCR. 
The resulting fusion gene was cloned into the donor vector pDONR223 by attB and attP mediated recombination (BP 
reaction), then, transferred into the destination vector pDEST15 by attL and attR mediated recombination (LR reaction). All 
the cloning was verified by both colony PCR and DNA sequencing. The BL21 E. coli transformed by the GST-AIK 
expression plasmid was used to express the GST-AIK fusion protein with IPTG induction and the induction conditions were 
optimized. GST-AIK fusion protein was purified by glutathione magnetic beads, followed by rTEV cleavage to remove 
GST tag and MTS assay to test the growth inhibition activity of the recombinant AIK on human leukemia HL-60 cells. We 
found that a high level of soluble expression of GST-AIK protein (more than 30% out of the total bacterial proteins) was 
achieved upon 0.1 mmol/L ITPG induction for 4 h at 37 °C in the transformed BL21 E. coli with starting OD600 at 1.0. 
Through GST affinity purification and rTEV cleavage, the purity of the resulting recombinant AIK was greater than 95%. 
And the MTS assays on HL-60 cells confirmed that the recombinant AIK retains an antitumor activity at a level similar to 
the chemically synthesized AIK. Taken together, we have established a method for expression and purification of 
recombinant AIK with a potent activity against tumor cells, which will be beneficial for the large-scale production and 
application of recombinant AIK in the future. 

Keywords:  cationic peptide, site-specific recombination, GST fusion protein, inducible expression, affinity purification, 
antitumor activity 

伴随生物技术的迅猛发展，当前的药物不再

局限于传统的小分子化合物，多肽类生物药物在

疾病治疗领域扮演的角色越来越重要。目前全世

界获批上市的多肽类药物已经超过 50 种，目前

主要用于治疗癌症、心血管疾病、免疫代谢类疾

病等。多肽类抗肿瘤药物由于分子量小 (一般小

于 50个氨基酸)、活性高、易于穿透吸收、免疫

原性低、结构简单易于进行改造，对多药抗性的

细胞系具有良好的抑制活性[1-4]，在癌症的治疗

领域越来越受到重视，而且筛选新型高活性抗瘤

肽也成为肿瘤药物研发的热点之一[5-6]。 

AIK 是本课题组在筛选具有抗瘤活性的人

工合成多肽过程中发现的一种能高效杀伤肿瘤

细胞的多肽。AIK由 25个氨基酸残基构成，其

中含有 7个赖氨酸和 10个精氨酸，是一种典型

的阳离子多肽[7]。本实验室前期研究证明 AIK

在体外对各种肿瘤细胞，特别是肺巨细胞癌细

胞、白血病细胞、宫颈癌细胞，具有较强的抑

制作用。而动物实验表明，AIK 能显著抑制肝

癌 H22 细胞小鼠皮下移植瘤的生长，且无明显

不良反应。同时，AIK 相对分子质量小，空间

结构简单，易于进行结构改造，在肿瘤的靶向
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性药物研发上将具有重要的应用价值。 

多肽可以通过化学合成，但是化学合成过

程复杂，耗费高昂，将严重限制其作为药物在

临床的使用。生物工程技术的迅猛发展，为多

肽类药物的大规模制备提供了技术条件[8-9]。本

课题组利用 Gateway 克隆系统构建了 AIK 的原

核表达质粒，在大肠杆菌 BL21 (DE3) 中诱导表

达 AIK 融合蛋白，优化了诱导表达条件并分离

纯化出具有生物活性的重组 AIK 多肽。总之，

本研究建立了一种简易、经济的生物工程方法

来大规模制备重组 AIK，为后续 AIK 的功能研

究和肿瘤治疗应用奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
质 粒 pDONR223 和 pDEST15 购 自

Invitrogen公司。TOP10菌株为本室保存菌种。

BL21 (DE3) 菌株由哈尔滨医科大学刘兴汉教

授惠赠。dNTPS、Taq DNA 聚合酶、Pyrobest 高

保真DNA聚合酶购自TaKaRa公司。Gateway BP 

CLONASE Enzyme Mix及Gateway LR CLONASE 

Enzyme Mix购自 Invitrogen公司。LB营养琼脂

培养基及 LB 肉汤培养基购自北京奥博星生物

技术有限责任公司。DNA 片段纯化回收试剂盒 

(QIAquick Gel Extraction Kit) 购自 QIAGEN公

司。质粒提取试剂盒购自北京全式金生物科技

有限公司。琼脂糖凝胶购自 GENE TECH 公司 

(上海 )。异丙基 -β-D-1-硫代半乳糖吡喃糖苷 

(IPTG) 购自 Sigma-Aldrich公司。2 kb DNA分

子量标准购自 New England Biolabs公司。蛋白

分子量标准及 rTEV 蛋白酶购自海基生物科技

有限公司。氨苄青霉素及壮观霉素购自 Roche

公司。N-三 (羟甲基) 甲基甘氨酸 TRICINE及

Pierce Glutathione Magnetic Beads购自 Thermo

公司。MTS 检测试剂盒 (CellTiter96® Aqueous 

One Solution Reagent) 购自 Promega公司。引物

序列合成和 DNA 测序由英潍捷基 (上海) 贸易

有限公司完成。 

1.2  方法 
1.2.1  位点特异性重组引物的设计与合成 

根据抗肿瘤多肽 AIK 编码序列，设计并合

成 TEV-FLAG-AIK序列。根据 Gateway克隆系

统引物设计原则，设计并合成含 AttB序列的引

物。表 1所示为引物序列和模板序列。 

1.2.2  目的基因片段的获取 

以上述合成的 TEV-FLAG-AIK 为模板，

AttB1AIK-F和AttB2AIK-R为引物进行 PCR扩增 

(具体 PCR 反应过程如图 1B 所示)。PCR 扩增产

物经 3%琼脂糖凝胶电泳检测，使用 DNA胶回收

试剂盒回收目的片段 AttB-TEV-FLAG-AIK。 

 
表 1  重叠 PCR 引物序列 
Table 1  Primer sequence of overlap PCR 

Primer name Primer sequence (5ʹ–3ʹ) 
AttB1AIK-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAGAAAACTTGTATTTCCAGGGCCATGA

TTACAAGGATGACGACGATAAG 
AttB2AIK-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTACTTCTTCTTTTTGCGTCGTCTTCTCC

TCTGCAT 
TEV-FLAG-AIK GATTACAAGGATGACGACGATAAGTCCATGATGAAGAAGAAGGCCCTGTGGAGGAGA

AGGCGCAGGATGCAGAGGAGAAGACGACGC  
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图 1  AttB-TEV-FLAG-AIK 序列及重叠 PCR 法合成示意图 
Fig. 1  The sequence of AttB-TEV-FLAG-AIK and its creation by overlapping PCR. (A) Shown is the full sequence 
of AttB-TEV-FALG-AIK. rTEV recognition site in red, FLAG in yellow and AIK in green. (B) Depicted is the steps 
for creating recombinant AIK gene. Blocks in different color stand for the indicated genes, and the small blocks in 
pink stand for newly synthesized genes. 
 
1.2.3  AIK入门质粒的构建与鉴定 

将回收的目的片段与供体质粒 pDONR223

按照试剂盒说明书进行 BP重组反应 (图 2A)，

反应条件如下：AttB-TEV-FLAG-AIK (10 µL)，

PDONR223 (2 µL)，TE缓冲液 (pH 8.0) (4 µL)，

BP clonase mix (4 µL)。25 ℃反应 12 h。BP反应

产物转化感受态 Top 10，经壮观霉素抗性筛选，

挑取单克隆菌落进行培养，菌液 PCR鉴定并送

Invitrogen公司测序。经测序验证后，将阳性质

粒命名为 pDONR223-AIK。 

1.2.4  GST-AIK表达质粒的构建与鉴定 

将入门质粒 pDONR223-AIK 与目的质粒

pDEST15 按照试剂盒说明书进行 LR 重组反应 

(图 2A)，反应条件如下：pDONR223-AIK (4 µL)，

pDEST15 (2 µL)，TE缓冲液 (pH 8.0) (10 µL)，

LR clonase mix (4 µL)。25 ℃反应 12 h。LR反

应产物转化感受态 Top10 (在热休克并冰浴后采

用无抗生素 LB培养基在 30 ℃、220 r/min振荡

培养 2 h)。经氨苄青霉素抗性筛选 (设置细菌培

养箱温度为 30 ℃)，挑取单克隆菌落进行培养，

菌液 PCR 鉴定并送 Invitrogen 公司测序。经测

序验证后，将阳性质粒命名为 pDEST15-AIK。 

1.2.5  IPTG诱导工程菌表达GST-AIK融合蛋白 

将重组表达质粒 pDEST15-AIK转化至感受

态 E. coli BL21 (DE3)。次日从平板上随机挑取

单菌落，接种于 5 mL含氨苄青霉素 100 µg/mL

的 LB液体培养基中，37 ℃、220 r/min振荡培

养 15 h。将菌液以 1∶100的比例转接至 30 mL

含氨苄青霉素 100 µg/mL的 LB液体培养基中，

37 ℃、220 r/min振荡培养至 OD600为 0.6时，
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取 2 mL菌液作为诱导前对照，剩余菌液中加入

终浓度为 0.5 mmol/L的 IPTG，37 ℃、220 r/min

继续振荡培养。以此时为 0 h，并于 2、4、6、8 h

分别取出 2 mL 菌液。将各个时刻取出的菌液

10 000 r/min 离心 1 min，收集菌体，加入    

200 µL PBS重悬后，冰浴超声裂解细菌 (超声

功率 200 W，1 min/次，共 3次)。超声后 4 ℃、

12 000 r/min离心 20 min，收集上清并加入 50 µL 

5×SDS-PAGE上样缓冲液，收集沉淀加入 200 µL 

PBS重悬后加入 50 µL 5×SDS-PAGE上样缓冲

液。取样进行 SDS-PAGE 及考马斯亮蓝染色，

用灰度扫描  (Li-COR) 分析目的蛋白表达情

况。 

1.2.6  融合蛋白诱导表达条件的优化 

将 pDEST15-AIK/BL21 (DE3) 接种于 80 mL

含氨苄青霉素的 LB液体培养基中，37 ℃、220 r/min

振荡培养，当 OD600达 0.6时，将菌液分为 4份

并分别加入 IPTG 至终浓度为 0.1、0.3、0.5、    

0.7 mmol/L，继续培养。4 h后分别取菌液 2 mL，

收集菌体，超声裂菌，取上清进行检测。同样的，

将 pDEST15-AIK/BL21 (DE3) 接种于 100 mL含

氨苄青霉素的 LB液体培养基中，37 ℃、220 r/min

振荡培养，当 OD600达 0.4时，取 20 mL菌液并

加入 IPTG至终浓度为 0.1 mmol/L，继续培养 4 h。

在 OD600值分别为 0.6、0.8、1.0 时，采取相同

措施。 

1.2.7  GST-AIK 融合蛋白的亲和层析 

将 pDEST15-AIK/BL21 (DE3) 按照优化的

诱导表达条件扩大培养至 1 L，收集菌体。加入

15 mL PBS 重悬菌体，冰浴超声裂菌。4 ℃、    

12 000 r/min离心 20 min，收集上清液。上清液中

加入 500 µL谷胱甘肽磁珠，4 ℃摇转 6 h。磁力架

吸附磁珠，弃掉液体，用含 0.5% Triton-X-100的

结合/洗脱缓冲液洗磁珠 3次。 

1.2.8  GST-AIK 融合蛋白的 rTEV 酶切及其

产物纯化 

将上述磁珠与 20×rTEV缓冲液 (187.5 µL)，

0.1 mol/L DTT (37.5 µL)，rTEV protease (45 µL)，

ddH2O (3.75 mL) 混合，4 ℃过夜酶切。酶切完

成后，磁力架吸附磁珠，去除 GST 标签。收集

液体并移入经预处理的 Sep-Pak C18 反向离子

交换柱 (Waters) 纯化脱盐，40%乙腈洗脱，并冷

冻干燥 (Thermo 公司)，进行 Trince-SDS-PAGE 

(加尿素 )[10]，考马斯亮蓝染色，灰度扫描 

(Li-COR) 分析 FLAG-AIK的纯度。 

1.2.9  重组 AIK活性的鉴定 

采用 MTS 法测定 AIK 对白血病 HL-60 细

胞的抗肿瘤活性，具体实施方法参见试剂盒说

明书。设空白对照组 (只加培养基)、细胞对照

组 (只加细胞和培养基，不加 AIK) 以及 2个实

验组。其中一个实验组加入化学合成 AIK，浓

度为 200 µg/mL。另一个实验组加入相同浓度重

组 AIK。细胞培养箱内培养 24 h后测定孔内光

密度 (OD)值，肿瘤细胞生长抑制率 (%)= (1–

实验组平均 OD值/对照组平均 OD值)×100%。

数据表示为 x s± ， t 检验判定差异显著性，

P<0.05表示差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  AIK入门载体与 GST-AIK原核表达载体

的构建及鉴定 
利用重叠 PCR反应，我们合成了片段长度

为 187 bp 的 AttB-TEV-FLAG-AIK 融合基因 

(图 1A)。对 BP重组反应得到的单克隆菌株采用

引物 AttB1AIK-F 和 AttB2AIK-R 进行 PCR 验

证，PCR产物电泳条带位于 100–250 bp之间，
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与预期产物分子量大小相符 (图 2B)。同时，对

LR 重组反应产物得到的单克隆菌株采用

pDEST15的通用测序引物 PGEX5和 T7Ter进行

PCR验证，PCR产物电泳条带位于 250–500 bp

之间，也与预期产物分子量大小相符 (图 2C)。

将 PCR 产物电泳呈阳性的质粒送测序，测序结

果表明重组质粒碱基序列正确，表明 GST-AIK

原核表达载体 pDEST15-AIK已成功构建。 

2.2  GST-AIK 融合蛋白的原核表达 
GST 蛋白的分子量是 26 kDa，AttB-TEV- 

FLAG-AIK序列对应 54个氨基酸残基，编码的

蛋白分子量约为 6.95 kDa，所以 GST-AIK融合

蛋白的理论分子量约为 33 kDa。0.5 mmol/L 

IPTG诱导工程菌 pDEST15-AIK/BL21 (DE3)，在

25–35 kDa之间出现一条明显的条带，该条带所

示的蛋白分子量与理论值相符，而未加 IPTG诱

导时无相应条带 (图 3A)，提示成功地表达了

GST-AIK 融合蛋白。对菌体超声破碎后的上清

和沉淀分别进行 SDS-PAGE 分析，发现

GST-AIK融合蛋白主要存在于上清中 (图 3A)，

提示重组蛋白 GST-AIK在 BL21 (DE3) 中为可

溶性表达。 

2.3  GST-AIK 诱导表达条件的优化 
对起始密度OD600为 0.6时的工程菌 pDEST15- 

AIK/BL21(DE3) 以 0.5 mmol/L IPTG诱导不同

时间，进行 SDS-PAGE 检测，发现在 2–8 h 之

间重组蛋白的表达量无明显增加 (图 3B)。以不

同浓度 IPTG诱导工程菌 4 h，发现以 0.1 mmol/L 

IPTG 所诱导表达的融合蛋白表达量与高浓度诱导

组无明显差别 (图 3C)。这一结果表明 0.1 mmol/L 

IPTG已经能够很好地诱导重组蛋白的表达。同

样，对不同起始密度工程菌以 0.1 mmol/LIPTG 
 

 
 
图 2  Gateway 克隆技术构建重组 AIK 入门及表达质粒及其菌落 PCR 鉴定 
Fig. 2  Construction and characterization of entry and expression vectors of recombinant AIK by Gateway 
technology. (A) A diagram for generating AIK entry and expression vectors by BP and LR reactions. (B) Verification 
of AIK entry clones by colony PCR. Lane 1–3: candidate clones; lane 4: positive control (TEV-FLAG-AIK fragment 
as the PCR template). (C) Verification of GST-AIK expression clones by colony PCR. Lane 1–3: candidate clones; 
lane 4: positive control (empty pDEST15 as the PCR template). 
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图 3  重组 GST-AIK 蛋白在工程菌中诱导表达条件的优化 
Fig. 3  Optimization of induction conditions for inducible expression of GST-AIK. (A) Soluble expression of 
GST-AIK in E. coli BL21 (DE3). IPTG induced bacteria were lysed, supernant and precipitate of each sample were 
resolved on 15% SDS-PAGE and stained with commassie blue. (B) The effects of induction time on the expression of 
GST-AIK. (C) The effects of IPTG concentrations on the expression of GST-AIK. (D) The effects of starting bacterial 
density on the expression of GST-AIK. 
 
诱导 4 h后，进行 SDS-PAGE检测，发现在 OD600

值为 1.0时开始诱导，融合蛋白表达量与其他组

相比明显增多，凝胶灰度扫描显示重组蛋白可

占菌体总蛋白的 30%以上 (图 3D)，提示在 IPTG

诱导浓度及诱导时间固定的情况下，工程菌的

诱导起始密度对重组 GST-AIK蛋白的表达量影

响最大。 

2.4  GST-AIK 融合蛋白的亲和层析、rTEV
酶切及重组 AIK 的纯化 

对 谷 胱 甘 肽 磁 珠 纯 化 的 产 物 进 行

Trince-SDS-PAGE分析，发现磁珠亲和层析后在

35 kDa附近出现一条清晰的条带，且无明显杂

蛋白条带 (图 4)。这表明磁珠亲和层析方法纯

化效果理想，GST-AIK 融合蛋白被富集纯化。

rTEV酶切后，在 25 kDa附近与 10–15 kDa之间

分别出现一条清晰的蛋白条带，且无其他杂带

出现 (图 4)。这一结果表明，rTEV酶切成功切

除 GST 蛋白标签，且酶切效率较高。向 rTEV

酶切后的混合物中，加入新的谷胱甘肽磁珠，

以彻底去除 GST 蛋白残留，对所剩液体进行

SDS-PAGE检测，发现只在 10–15 kDa之间出现

一条清晰的条带 (图 4)，表明成功去除 GST 蛋

白标签，获得了高纯度的 FLAG-AIK重组蛋白，

凝胶灰度扫描提示其纯度大于 95%。 

2.5  重组 AIK 的生物活性测定 
将 化 学 合 成 AIK 与 纯 化 后 的 重 组

FLAG-AIK分别以 200 µg/mL处理 HL-60细胞

24 h后，MTS结果显示化学合成 AIK组与重组

FALG-AIK 组 的 细 胞 生 长 抑 制 率 分 别 为

(62.33±4.75)%和 (54.45±7.65)%，两处理组之间

的差异无统计学意义 P>0.05 (图 5)，说明纯化

的重组 AIK基本保留了它原有的抗瘤活性。 
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图 4  Tricine SDS-PAGE 检测不同纯化阶段产物 
Fig. 4  Detection of affinity purified recombinant AIK 
and its cleavage products on tricine SDS-PAGE. 1: 
purified GST-TEV-Flag-AIK; 2: cleaved products by 
rTEV; 3: carryover; 4: blank lane; 5: purified 
Flag-AIK. 

 

 
 

图 5  纯化的重组 AIK 具有抗肿瘤活性 
Fig. 5  Recombinant AIK exhibits an antitumor 
activity. HL-60 cells were treated with 200 µg/mL 
recombinant AIK for 24 h, cell growth inhibition was 
determined by MTS assay. Synthesized AIK was used 
as positive control. 
 

3  讨论 

目前，国内外研发的小分子抗瘤肽主要来

源于天然产物  (如来源于哺乳动物细胞的

LTX-302[11]、来源于植物的 Cr-ACP1[12]、来源

于海洋生物的 Kahalalide F[13]) 和人工多肽 (如

来 源 于 肽 库 的 TMTP1[14] 和 化 学 合 成 的

TZT-1027[15])。从制备上看，抗瘤肽主要通过从

动植物体内直接提取纯化、化学合成和基因工

程大规模制备。化学合成过程复杂，消耗高昂，

不利于大规模制备。而基因工程技术不仅可以

大量获得从天然来源中难以得到的生物活性

肽，也可以加工改造现有多肽的结构，提高其

生物活性。除此之外，基因工程技术的蛋白表

达量高，技术成熟，方法简便、经济，是目前

重组蛋白大规模生产的主要手段。 

重组蛋白表达的第一步工作是克隆目的多

肽基因。Gateway 克隆系统[16]是一种基于 λ 噬

菌体位点特异性重组特性的克隆方法，不需要

使用限制性内切酶和连接酶，仅由 BP 反应及

LR反应两部分即可完成任一基因的克隆和表达

载体的构建。该系统最大的特点是能够一次性

将人类基因表达文库从一种表达系统穿梭到另

一表达系统中，为以蛋白表达为基础的高通量

筛选提供有效方法[17-20]。利用该系统我们成功

构建了 GST-AIK融合蛋白的原核表达质粒。该

质粒的成功构建不仅为重组 AIK 在大肠杆菌中

的表达奠定了基础，而且能继续通过 Gateway

克隆系统实现 AIK 基因在各种原核或真核表达

载体间的转移，为 AIK 的功能研究提供了便利

条件。 

由于 AIK 仅含有 25 个氨基酸，我们采用

GST 融合蛋白的形式表达，既有利于后续的分

离纯化，又可以防止小分子肽 AIK 被宿主菌体

内的蛋白酶降解，保护了表达蛋白的生物活性。

以往研究表明，工程菌的诱导温度、诱导时间、

IPTG诱导浓度及工程菌的诱导起始密度均可影

响重组蛋白的产量及在菌体中的存在形式。因

此，优化融合蛋白的表达条件十分必要。为了

避免包涵体的形成，影响后续的纯化及重组蛋

白的生物活性，多数重组蛋白诱导表达都是在
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较低温度下进行的[21-22]。本研究发现，在 37 ℃

下对工程菌进行诱导，重组蛋白 GST-AIK主要

以可溶形式存在，因此在接下来的诱导过程中

诱导温度均采用 37 ℃。有些重组蛋白如人源

RNase L，在大肠杆菌中诱导表达时，会对宿主

菌产生毒性，抑制大肠杆菌的生长繁殖[23-24]。我

们发现 IPTG诱导工程菌 2 h与 8 h时的 GST-AIK

表达量没有明显差别，这一现象可能是由于重组

蛋白 GST-AIK的过度表达对宿主菌产生毒性。因

此，后续试验中均采用较短时间 (4 h) 诱导重组

蛋白 GST-AIK 的表达。我们又比较了 IPTG 浓

度对诱导蛋白表达量的影响，发现在所检测的

IPTG 浓度范围内，GST-AIK的表达量没有明显

增加。因此，0.1 mmol/L IPTG已经能够很好地

诱导重组蛋白的表达。同时，较低的 IPTG诱导

浓度也节省了重组蛋白生产过程中的经济成

本。最终，我们发现工程菌的诱导时机是影响

重组蛋白表达量的最重要因素。当工程菌起始

密度达到 1.0 (OD600) 时加入 0.1 mmol/L IPTG

诱导 4 h，即可使融合蛋白的产量占菌体总蛋白

的 30%以上，而且，表达的融合蛋白 90%以上

是以可溶形式存在(图 3D)。 

原核表达系统的一个缺点就是容易污染宿

主蛋白，而这些宿主蛋白是对人或动物有害的

内毒素，因此原核表达系统对重组蛋白的纯化

技术要求比较高。大量研究证实，亲和层析技

术是分离纯化重组蛋白质的最佳方法。如果将

一些亲和性标签构建到重组融合蛋白中，能便

于用亲和层析来纯化重组蛋白。因此，本课题

设计的融合蛋白由三部分组成：GST标签蛋白、

FLAG 标签多肽及紧跟其后的 AIK 多肽，在两

个标签之间还包含一个 TEV蛋白酶的酶切位点 

(图 1)。首先，在大肠杆菌 BL21 内表达融合蛋

白 GST-AIK，菌体裂解后上清液中的融合蛋白

GST-AIK将通过谷胱甘肽-S-转移酶 (GST)与谷

胱甘肽  (GSH) 磁珠表面偶联的谷胱甘肽特异

性结合，进行第一次亲和层析。将磁珠上的非

特异性结合蛋白洗脱后，加入 rTEV蛋白酶，含

有 TEV蛋白酶酶切位点的融合蛋白就能被特异

性剪切和洗脱下来。最后将含有重组 AIK 混合

物的洗脱液利用谷胱甘肽磁珠再次进行亲和层

析，以去除 GST和 GST-AIK。经过两步亲和层

析，最大限度地去除了非特异性结合蛋白。 

然而，在对纯化的重组 AIK 进行凝胶电泳

检测的过程中，我们发现其凝胶表观分子量在

10–15 kDa之间 (图 4)，大于其理论分子量 (约

3.5 kDa)。在 SDS-PAGE中，大部分蛋白的凝胶

表观分子量与其理论分子量是相符的，但是也

经常会出现两者有一定差别的现象。这一现象

通常与该蛋白的氨基酸组成、构象或者翻译后

修饰 (如磷酸化、泛素化、糖基化) 等有关。有

报道[25]称 His-tag中因连续的 6个组氨酸而带有

较强的正电荷，会改变蛋白在 SDS-PAGE 中的

泳动行为，降低蛋白的泳动速率，最终导致凝

胶表观分子量的变大。据此推测，重组 AIK 在

凝胶电泳中出现在大于其理论分子量的位置是

因为 AIK中的 7个赖氨酸和 10个精氨酸均带有

较强的正电荷。 

纯化的重组蛋白是否能保留其应有的生物

活性是基因工程大规模生产时必须要考虑的因

素。MTS实验表明以 200 µg/mL重组 AIK处理

白血病细胞 HL-60，24 h 后其细胞抑制率与相

同浓度化学合成 AIK 相当 (图 5)，说明我们从

大肠杆菌中纯化的重组 AIK 保持了它应有的生
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物活性。 

总之，本研究通过 Gateway 克隆技术建立

了抗瘤肽 AIK 的原核表达系统，优化了表达条

件，建立了一种简易、经济的生物工程方法来

大规模制备重组 AIK，为 AIK 的后续功能研究

和肿瘤治疗应用奠定了基础。 
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