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摘   要：仿果蝇眼睛的抗反射纳米涂层是一种具有巨大市场潜力的生物可降解材料，可用于制造各种

需要抗反射性能的光学设备。相较于物理化学法，采用微生物表达视黄素蛋白为在温和条件下制备纳

米涂层提供了新思路。然而，目前抗反射涂层的关键——视黄素蛋白的表达水平较低，难以满足大规

模生产。本研究通过分析筛选果蝇来源视黄素蛋白的最佳表达宿主，优化视黄素蛋白的表达水平，确

定了中国仓鼠卵巢细胞(Chinese hamster ovary, CHO)是视黄素蛋白的高效表达宿主，获得纯化的视黄素

蛋白。同时，探索羊毛脂纳米乳液的制备方法，确定了特定浓度视黄素蛋白及与蜡乳液的比例为

16:4，纳米涂层形成体系 pH 为 7.0，温度为 30 ℃时，纳米涂层的抗反射能力最佳。本研究为人工绿色

可降解抗反射涂层的未来应用奠定基础，提供了蛋白表达优化思路，并通过纳米涂层的成分确定及体

系成分浓度、pH 及温度的优化，增强了人工抗反射纳米涂层的抗反射能力并降低了生产成本。 
关键词：视黄素蛋白；表达优化；纳米涂层；抗反射 

Optimization of retinin expression and the application with 
wax emulsion in nanocoatings 

LIU Yuqing, XIA Yuanyuan, SHEN Wei, YANG Haiquan, CHEN Xianzhong* 

School of Bioengineering, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 
 
Abstract: Anti-reflective nanocoatings that mimic the eyes of fruit flies are biodegradable 

·生物技术与方法· 



 
 

刘宇晴 等/视黄素蛋白的表达优化及其与蜡乳液在纳米涂层中的应用 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4259 

materials with great market potential for a variety of optical devices that require anti-reflective 
properties. Microbial expression of retinin provides a new idea for the preparation of 
nanocoatings under mild conditions compared to physicochemical methods. However, the current 
expression level of retinin, the key to anti-reflective coating, is low and difficult to meet mass 
production. In this study, we analyzed and screened the best expression hosts for 
Drosophila-derived retinin protein, and optimized its expression. Chinese hamster ovary (CHO) 
cells were identified as the efficient expression host of retinin, and purified retinin protein was 
obtained. At the same time, the preparation method of lanolin nanoemulsion was explored, and 
the best anti-reflective ability of the nano-coating was determined when the ratio of specific 
concentration of retinin protein and wax emulsion was 16:4, the pH of the nano-coating formation 
system was 7.0, and the temperature was 30 °C. The enhanced antireflective ability and reduced 
production cost of artificial antireflective nanocoatings by determining the composition of 
nanocoatings and optimizing the concentration, pH and temperature of system components may 
facilitate future application of artificial green degradable antireflective coatings. 
Keywords: retinin; expression optimization; nanocoatings; anti-reflective 

 
近年来，纳米技术已成为改善涂层性能的新

策略。纳米涂层除了拥有传统涂层系统的防护

性能之外，在纳米尺度下还展现出高硬度、紫

外线散射以及均匀分散等特性。同时，纳米涂

层的卓越多功能性，使其成为下一代涂层系统

的更优候选 [1]。目前，纳米涂层的抗反射作用

备受关注。自然界中存在着丰富的抗反射结构，

其中蛾眼、蝇眼、蝉翼和蝴蝶翼等纳米涂层结

构被广泛应用于抗反射涂层中[2]。昆虫角膜表面

的纳米结构在空气和晶状体材料的折射率之间

形成梯度，进而具备抗反射能力[3]。蛾眼的表面

纳米结构在宽角度和一定频率范围内在减小表

面反射方面发挥着重要作用[4]。最近研究表明，

果蝇角膜结构揭示了纳米涂层形态和功能之间

的确切联系，并证实在图灵模式下，视黄素蛋白

和蜡这两个组分分别充当激活剂和抑制剂，在形

成纳米涂层时具有优异的抗反射性能。此外，这

项研究还成功地利用这两种组分，通过自组装能

力构建出具有抗反射性能的人工纳米涂层[5]。 
目前抗反射涂层广泛使用 SiO2、MgF2、

TiO2、Si3N4和 ZrO2等材料。常用的方法有溶胶-凝

胶+旋涂或+浸涂、溅射、直流或射频磁控管以

及电纺[6]。先进的纳米制造方法有电子束光刻、

纳米压印光刻、全息光刻、快速原子束蚀刻、胶

体光刻和反应离子蚀刻等[2]。通常制备纳米涂层

的方法包括苛刻的物理构造(如光刻、蚀刻等)或
使用有毒化学试剂，这些涂层方案仅适用于高电

阻表面材料。然而，大多数生物医学类纳米涂层

需要处理敏感的软物质材料和温和的操作条件。

此外，许多传统的涂层技术相对复杂，需要高技

术的昂贵设备，这些限制严重阻碍了适用于各种

表面类型的具有生物相容性纳米涂层的发展。基

于自组装方法构建视黄素蛋白和蜡乳液的纳米

涂层具有制作方法温和、涂层绿色环保等特点，

为当前工业微纳米结构构建提供了一种生态友

好的替代方法[5]。为了纳米涂层的进一步应用，

其关键成分视黄素蛋白的高效表达与蜡乳液的

制备成为纳米涂层制备的关键性问题。 
透明角膜具有高度有序的结构，可透射光并

作为外部和眼内环境之间的屏障[7]。其中积累了

高比例的分类单元特异性多功能蛋白质[8]，研究

发现视黄素蛋白是果蝇角膜特异性分泌蛋白[9]，
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并且新研究进一步表明视黄素蛋白是果蝇角膜

表面纳米涂层的关键成分[4]，因此增加其异源

表达水平也成为人工纳米涂层构建的挑战。目

前仅有瑞士日内瓦大学的 Vladimir 团队在大肠

杆菌(Escherichia coli)中成功实现了视黄素蛋

白的异源表达[5]，然而缺乏详细数据和进一步

探索。基于此，本研究旨在探究高效表达视黄

素蛋白的方法。 
蜡是最具疏水性的脂质之一，其长链脂肪

醇和烷烃的极性较低，因此已被广泛应用于提

高多种产品的疏水性[10-11]。羊毛脂含有 98%的

酯，由脂肪酸和脂肪醇的混合物组成。羊毛脂

与人体皮肤的化学结构相似，具有出色的抗菌

和保湿特性，在缓解干眼症和预防眼睛感染方

面发挥着重要作用[12]。基于羊毛脂的性质以及

其应用广泛，选择使用羊毛脂制备蜡乳液，并

与视黄素蛋白相互作用以形成纳米涂层。 
相较于微乳液膜，纳米乳液膜在一定的蜡掺入

水平下表现出更高的拉伸强度。并且纳米乳液液滴

具有较小的体积和更大的表面积，从而增加其与基

质的相互作用，并降低膜内聚性的干扰。同时，由

于纳米乳液尺寸减小，使疏水相更好地分散，含纳

米乳液的涂层相对含微乳液的涂层的表面更平滑，

聚集更少，膜网络结构更加有序，使纳米涂层有更

好的机械和防水性能[13]。因此制备纳米级别蜡乳液

成为实现高性能纳米涂层关键所在。 
本研究通过筛选分析果蝇来源的视黄素蛋

白最佳表达宿主，优化了视黄素蛋白的表达水

平，为视黄素蛋白的表达和纯化建立一定的基

础。同时，成功建立了一种有效制备羊毛脂纳米

蜡乳液的方法，为纳米涂层的表征奠定了基础；

此外，进一步通过改变视黄素蛋白与蜡乳液的浓

度比、作用体系 pH 和温度对形成的人工纳米涂层

的抗反射能力进行了探究。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和引物 

本研究中的重组蛋白表达菌株为毕赤酵母

(Pichia pastoris) GS115、大肠杆菌(Escherichia 

coli) Rosetta gami2 (DE3)、昆虫细胞 SF9、哺乳

动物细胞中国仓鼠卵巢细胞 (Chinese hamster 
ovary, CHO)，克隆宿主为大肠杆菌 JM109 和大

肠杆菌 DH10BAC (昆虫阳性克隆筛选)。研究中

使用及构建的表达菌株如表 1 所示，基因克隆和

质粒构建所用引物如表 2 所示。 
 
表 1  基因表达菌株 
Table 1  Strains used for gene expression 
Strain Genotype and related characteristics 
GS115 G1 GS115::RNori 
GS115 G2 GS115::RNori (without α-factor secretion signal) 
Rosetta gami2 R0 Rosetta gami2 with pET28a 
Rosetta gami2 R1 Rosetta gami2 with pET28a-RNopt 
Rosetta gami2 R2 Rosetta gami2 with pET28a-eGFP 
Rosetta gami2 R3 Rosetta gami2 with pET28a-RNopt-eGFP 
Rosetta gami2 R4 Rosetta gami2 with pET28a-SKIK-RNopt-eGFP 
Rosetta gami2 R5 Rosetta gami2 with pET28a-SKIK-RNopt-P2A-eGFP 
SF9 S1 SF9 with Bacmid-RNori 
CHO C1 CHO with pCDNA3.4-RNori-FC 
CHO C2 CHO with pCDNA3.4-RNori-his6-thrombin-FC 
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表 2  本研究所用引物  
Table 2  Primers used in this study 
Primers name Sequences (5′→3′) Restriction sites 
GS115-S-F CCGGAATTCATGAGAGGATCTCACCATCACCATCACCATGCCAGCTTGGAG 

TGGCCC 
EcoR I 

GS115-S-R ATAAGAATGCGGCCGCTTAGTTGCGGATGAGAACCACTCG Not I 
GS115-NS-F CGGGATCCATGAGAGGATCTCACCATCACCATCAC BamH I 
GS115-NS-R CCGGAATTCAATGCGGCCGCGTTGCGGATGAGAACCACTCGG EcoR I 
RNopt-F GCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGGAATTCTTATGGCGTC 

TCTGGAGTGGC 
Xba I 

RNopt-R CCCAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGACGTTA 
CGGATCAGCACAACACG 

Hind Ⅲ 

eGFP-F GCGTGTTGTGCTGATCCGTAACATGGTGAGCAAGGGCGAGGA  
eGFP-R GGTGGTGGTGGTGGTGCTCGACCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG  
RNopt-eGFP-F GTCGAGCACCACCACCACCACCACT  
RNopt-eGFP-R GTTACGGATCAGCACAACACGCGGATCAG  
SKIK-F GGAGGAATTCTTATGTCTAAAATAAAAGCGTCTCTGGAGTGGCCG  
SKIK-R CGGCCACTCCAGAGACGCTTTTATTTTAGACATAAGAATTCCTCC  
SKIK-RNopt-P2A-F GCGTGTTGTGCTGATCCGTAACGGAAGCGGAGCTACTAACTTCAGCCTGCT 

GAAGCAGGCTGGAGACGTGGAGGAGAACCCTGGACCT 
 

SKIK-RNopt-P2A-R GTTACGGATCAGCACAACACGCGGATCAG  
P2A-eGFP-F GCGTGTTGTGCTGATCCGTAACATGGTGAGCAAGGGCGAGGA  
P2A-eGFP-R GGTGGTGGTGGTGGTGCTCGACCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG  
SF9-F CCGGAATTCATGGCGTCTCTGGAGTGGCCGTCCAAC EcoR I 
SF9-R CCCAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAC Hind Ⅲ 
pUC/M13-F CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG  
pUC/M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGG  
LINE-BIV-F CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGC  
LINE-BIV-R GGCCCTCACCCCAGTCAG  
RN-F CCTGACTGGGGTGAGGGCCATGGCGTCTCTGGAGTGG  
RN-R GTTACGGATCAGCACAACACGC  
FC-F GTGTTGTGCTGATCCGTAACGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGC  
FC-R GCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGTTACGGATCAGCACAACACG  
RN-HIS-TH-FC-F CGTGTTGTGCTGATCCGTAACCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGG 

TGCCGCGCGGCAGCGAGTCCAAATATGGTCCCCCA 
 

RN-HIS-TH-FC-R TGGGGGACCATATTTGGACTCGCTGCCGCGCGGCACCAGGCCGCTGCTGTGA
TGATGATGATGATGGTTACGGATCAGCACAACACG 

 

Restriction sites were underlined. 
 
1.1.2  材料和试剂 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取  
物 5，氯化钠 10；阳性克隆筛选培养基：LB 培

养基、卡那霉素 50 µg/L、庆大霉素 10 µg/L、四

环素 7 µg/L、5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷

(5-bromo-4-chloro-3-indole-β-D-galactoside, X-GAL) 
40 µg/L 和异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷(isopropyl 
β-D-thiogalactoside, IPTG) 40 µg/L；2×YT 培养基

(g/L)：胰蛋白胨 9.6，酵母提取物，氯化钠 3；
缓冲甘油复合物培养基(buffered glycerol-complex 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4262 

medium, BMGY)：胰蛋白胨 20 g/L，酵母提取物

10 g/L，磷酸氢二钾 3 g/L，磷酸二氢钾 11.8 g/L，

YNB 13.4 g/L，生物素 4×10─4 g/L，甘油 10%； 
Buffered methanol-complex medium (BMMY)

培养基：胰蛋白胨 20 g/L，酵母提取物 10 g/L，

磷酸氢二钾 3 g/L，磷酸二氢钾 11.8 g/L，Yeast 
nitrogen base (YNB) 13.4 g/L，生物素 4×10─4 g/L，
甲醇 1%。 

卡那霉素、庆大霉素、四环素、X-GAL 和

IPTG 购自北京鼎国生物技术有限责任公司；

DNA 聚合酶 、 限 制性 核 酸 内切 酶 均 购自

TaKaRa 公司；凝血酶购自北京博奥拓达科技

有限公司；昆虫细胞培养基和高效转染试剂购

自北京义翘神州科技股份有限公司；胎牛血清

FBS 购自天杭生物科技股份有限公司；OptiPRO 
SFM 培养基、ExpiFectamineTM CHO 转染试剂盒

购自赛默飞世尔科技中国有限公司；羊毛脂等其

他常规试剂购自国药集团化学试剂有限公司。 
1.1.3  仪器和设备 

酶标仪购自伯腾仪器有限公司；蛋白电泳仪

购自伯乐 Bio-Rad 公司；超声波清洗仪购自南京

禾创科学器材有限公司；超声波细胞破碎仪购自

骋克仪器(上海)有限公司；基质辅助激光解析电

离串联飞行时间质谱仪购自布鲁克·道尔顿公

司；纳米粒度及 ZETA 电位分析仪购自英国马尔

文仪器有限公司；原子力显微镜购自德国布鲁克

科技有限公司；紫外可见近红外分光光度计购自

美国铂金埃尔默公司。 

1.2  方法 
1.2.1  毕赤酵母表达质粒的构建及蛋白的表达 

视黄素蛋白编码基因的 cDNA (DGRC 
RH08687)由苏州金唯智生物科技有限公司合

成，并插入质粒 pUC57 中。以 pUC57-retinin 为

模板设计引物进行 PCR，获得目的基因 RNori，
正向引物包含 his 标签编码序列，将标签添加到

视黄素蛋白的 N 末端。将 PCR 产物亚克隆到大

肠杆菌毕赤酵母穿梭质粒 pPIC9k 的 EcoR Ⅰ和
Not Ⅰ位点，获得含信号肽的 pPIC9k-RNori。以

质粒 pPIC9k-RNori 为模板设计引物进行 PCR，

将 PCR 产物亚克隆到 pPIC9k 的 BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ
位点，获得不含信号肽的 pPIC9k-RNori；用  
Sal Ⅰ限制性内切酶对质粒进行线性化，将所得

线性化质粒电转转化到毕赤酵母 GS115 基因组

上，电转效率约为 50 个转化子/µg 质粒 DNA，

测序验证正确后，获得表达视黄素蛋白编码基

因的毕赤酵母菌株。毕赤酵母 GS115 在 25 mL 
BMGY 培养基中生长 24 h 后，收集菌体在   
100 mL BMMY 培养基中通过每 24 h 添加 1%甲

醇 30 ℃进行诱导重组表达，培养 5 d 后，胞外

分泌表达离心收集上清检测蛋白表达量，胞内

表达离心收集菌体，酸洗玻璃珠破壁，检测蛋

白表达量。 
1.2.2  大肠杆菌表达质粒的构建及蛋白的表达 

视黄素蛋白编码基因的 cDNA 以大肠杆菌

为宿主进行密码子优化后，由苏州金唯智生物科

技有限公司合成，并插入质粒 pUC57 中。以质

粒 pUC57-retinin (opt)为模板设计引物进行

PCR，获得目的基因 RNopt，反向引物包含 his
标签编码序列，将标签添加到视黄素蛋白的 C
末端。将 PCR 产物亚克隆到 pET28a 的 Xho Ⅰ和
Xba Ⅰ位点，将所得质粒转化到大肠杆菌 Rosetta 
gami2 菌株中，转化效率约为 2×106 CFU/μg。测

序验证正确后，获得表达视黄素蛋白编码基因的

大肠杆菌菌株。在 100 mL 2×YT 培养基中，通

过 1 mmol/L IPTG 诱导重组表达，16 ℃诱导表

达 20 h 后离心，用 1×PBS 重悬细胞，进行超声

波破碎，离心收集上清，检测蛋白表达量。 
1.2.3  大肠杆菌的表达蛋白优化 

在载体 pET28a-RNopt 的 C 端融合 eGFP 蛋

白获得指示视黄素蛋白表达量的融合蛋白 RNopt- 
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eGFP，在此基础上设计引物使用全质粒 PCR 的

方法，在 pET28a-RNopt-eGFP 载体开放阅读框

N 端起始密码子后，目的蛋白 N 端第一个氨基

酸 前 ， 插 入 SKIK 短 肽 序 列 [14] ， 构 建

pET28a-SKIK-RNopt-eGFP 载体，同样使用全质

粒 PCR 构建含有 P2A 短肽[15]的 pET28a-SKIK- 

RNopt-P2A-eGFP 载体，转入大肠杆菌 Rosetta 
gami2 菌株中进行表达。使用多功能酶标仪进行

绿色荧光强度的测量。 
1.2.4  昆虫细胞表达质粒的构建及蛋白的表达 

合成在 pUC57 载体上视黄素蛋白编码基因

的 cDNA 通过 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ双酶切将视黄素

蛋白编码基因插入 pfastbacHA 质粒，获得

pfastbacHA-RNori 质粒后，转入 DH10BAC 感

受态，37 ℃避光培养 48 h；蓝白斑筛选阳性克

隆，提取重组质粒，重组穿梭质粒使用通用检

测引物 M13-F 和 M13-R，PCR 鉴定病毒基因组

是否转座成功。将鉴定正确的重组杆粒命名为

Bacmid-RNori。将 SF9 昆虫细胞调整到对数生

长期，细胞计数后按 2×106 个的密度将 SF9 细

胞铺于细胞培养瓶中，加入总体积为 1 mL 不含

血清的 SIM SF 昆虫细胞培养基。加入转染试剂

-DNA 复合物进行转染，转染效率约为 85%。

转染 2 h 后更换为含 10%血清的 SIM SF 昆虫细

胞培养基，培养 3−5 d 后反复冻融收集上清为

第 1 代病毒，用 1 mL P1 代病毒感染 60 mL 昆

虫细胞 SF9，培养 2−3 d 之后，离心收集上清，

得到 P2 代病毒；用 1 mL P2 代病毒感染 60 mL

昆虫细胞 SF9，培养 2−3 d，得到 P3 代病毒。

表达时用 4 mL P3 代病毒感染 60 mL，培养 2−3 d

后收集细胞检测蛋白表达量。 
1.2.5  哺乳动物细胞表达质粒的构建和蛋白的

表达 
在 pCDNA3.4 载体上 N 端信号肽后，FC 标

签前，使用同源重组方法设计引物插入来自

pUC57 载体上视黄素蛋白编码基因的 cDNA，获

得 pCDNA3.4-RNori-FC 载体；然后在目的蛋白

和 FC 融合蛋白之间插入 his 标签和凝血酶酶切

位点，获得 pCDNA3.4-RNori-his6-thrombin-FC
载体，在 CHO 细胞密度为 6×106 cells/mL 进行

转染，转染效率约为 80%。25 mL 转染体系中，

质粒最终浓度为 0.8 μg/mL，1 mL OptiPRO SFM
稀释质粒，0.92 mL OptiPRO SFM 稀释转染试

剂，80 μL ExpiFectamine CHO Reagent，将混合

物进行混合静止 3 min 左右，将混合物加入到培

养瓶中的细胞液中，将摇瓶放置于 37 ℃、8% 
CO2 的培养箱中的摇床上进行培养。18−22 h 后

进行补料，加入 150 μL ExiCHO Ehancer 和 6 mL 
ExpiCHO Feed 之后进行培养。培养 5 d 后收集

上清检测蛋白表达量。 
1.2.6  视黄素蛋白的纯化及鉴定 

(1) 视黄素蛋白的纯化 
选择装有 1 mL的 Ni-NTA μSphere填料的重

力柱进行毕赤酵母、大肠杆菌、昆虫细胞表达视

黄素蛋白的纯化，使用 250 mmol/L 咪唑的洗脱

液收集目的蛋白；选择装有 1 mL 的 Protein A 填

料的重力柱进行哺乳动物细胞表达视黄素蛋白

的纯化，使用 1 mol/L 甘氨酸洗脱液收集目的蛋

白；使用超滤离心管除去其中的高浓度咪唑，得

到的蛋白用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

电泳(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE)分析检测。 

(2) Bradford 法测定蛋白浓度 
以牛血清蛋白作为标准蛋白测定蛋白浓度

标准曲线。具体操作参照试剂盒说明书。 
(3) 基质辅助激光解析电离串联飞行时间

质谱 (matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF 
MS)分析 
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回收 SDS-PAGE 凝胶蛋白质条带于 1.5 mL 
EP 管中，然后对凝胶进行脱色、溶化、消化等预

处理，用 MALDI-TOF MS 仪器分析，鉴定蛋白质。 
1.2.7  羊毛脂纳米乳液的制作 

将 4 g 羊毛脂添加到含有 40 mL 10%十二烷

基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)水溶液的

试管中，并在 80 °C 的温度下在水浴中超声处理

2 h。随后在室温下培养 24 h 后，将富含蜡纳米

滴的上部用 1×PBS 稀释 10 倍，并在室温下进一

步培养 48 h。所得混合物的上部富含大于 500 nm
的蜡滴，丢弃。将下部溶解在 1×PBS 中，使蜡

乳液 OD600=0.5，最后使用超声破碎仪，获得羊

毛脂蜡纳米乳液。 
1.2.8  纳米乳液的性质测量 

使用纳米粒度及 zeta 电位分析仪对每个

羊毛脂蜡乳液样品的粒径、聚合物分散性指数

(polymer disparity index, PDI)、zeta 电位进行  
分析，并通过 10 次测量获取数据，每次测量   
5 次，每次测量之间间隔 1 s。用相同的设备测

量羊毛脂蜡乳液的 zeta 电位，共测量 10 次，

每次测量 5 s，间隔 1 s。所有样品均进行 3 份

重复分析。 
1.2.9  体外纳米涂层的制作和表征 

在玻璃载玻片中心滴加 OD600=0.5 的蜡纳米

乳液后，滴加视黄素蛋白(0.6 mg/mL)，在室温

50%−60%的湿度下逐渐干燥 20 min，使用超纯

水轻缓地对载玻片表面进行清洗，然后再干燥，

重复 2 次。使用原子力显微镜 (atomic force 
microscope, AFM)观察纳米涂层的表面形貌，采

用半接触法对覆盖在玻璃薄片上的人工纳米涂

层进行了测量，扫描尺寸为 1 μm。使用紫外可

见近红外分光光度计对纳米涂层进行抗反射能

力的测定，测量位置用孔径(200 μm×200 μm)确
定，测量波长为 400−750 nm 条件下纳米涂层的

透射率(T%)，测量间隔为 2 nm，所有样品均进

行 3 份重复分析。 

2  结果与分析 
2.1  视黄素蛋白编码基因在毕赤酵母中的表达 

巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)是一种甲 
醇营养型酵母，因其调控严谨、表达强度高、易

于高密度发酵和能进行蛋白后修饰等优点，许多

异源蛋白选择毕赤酵母作为表达宿主[16]。本研

究选用毕赤酵母作为宿主表达果蝇来源的视黄

素蛋白。首先，毕赤酵母中视黄素蛋白编码基因

被分泌表达。如图 1A 所示浓缩后目标条带大小

附近未观察到蛋白表达。为进一步分析视黄素蛋

白在胞外无法表达的原因，去除蛋白表达信号

肽，选择毕赤酵母胞内表达视黄素蛋白，破壁纯

化蛋白后，分析 SDS-PAGE 图谱，如图 1B 所示，

表达出不符合理论蛋白大小(17.8 kDa)的蛋白。

随后，使用 MALDI-TOF MS 进行进一步蛋白质

鉴定(图 1C)，结果显示纯化得到的蛋白不是目

的蛋白，可能是由于毕赤酵母中存在影响蛋白质

纯化结果的内源性组氨酸序列。胞内胞外均没有

观察到视黄素蛋白的表达，从而排除因重组蛋白

的过量产生使内质网折叠和分泌能力过载导致

目的蛋白不能正常分泌的原因。结果表明毕赤酵

母 GS115 不是视黄素蛋白表达的合适宿主，推

测视黄素蛋白编码基因在毕赤酵母中表达水平

较低或者蛋白质降解也可能是导致视黄素蛋白

不能成功表达的原因[17]。 
2.2  视黄素蛋白编码基因在大肠杆菌中的

表达 
由于大肠杆菌培养操作简单、转化和转导效

率高、生长繁殖快、成本低廉，可以快速大量合

成目的蛋白[18]，视黄素蛋白编码基因经密码子

优化后通过 IPTG 诱导表达，如图 2 所示，

SDS-PAGE 结果显示有目的蛋白条带，与理论分

子量(17.8 kDa)一致，这表明视黄素蛋白可以在

大肠杆菌中成功表达。然而，其表达水平较低，

需要进一步优化。 
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图 1  视黄素蛋白编码基因在毕赤酵母中的表达 
Figure 1  The expression of the gene encoding retinin protein in Pichia pastoris. A: Secretory expression of 
retinin in GS115. 1: Marker; 2: Control; 3: Supernatant after concentrating; 4: Marker; 5: Flow-through solution; 
6: 250 mmol/L imidazole eluate. B: Intracellular expression of retinin in GS115. 1: Marker; 2: Whole cells; 3: 
Supernatant; 4: Precipitate; 5: Flow-through solution; 6: 250 mmol/L imidazole eluate. C: MALDI-TOF MS 
analysis. 
 

 
 

图 2  视黄素蛋白编码基因在大肠杆菌中的表达    
Figure 2  The expression of the gene encoding 
retinin protein in Escherichia coli. 1: Marker; 2: 
Whole-cell (blank); 3: Whole-cell (retinin); 4: 
Supernatant (blank); 5: Supernatant (retinin); 6: 
Precipitation (blank); 7: Precipitation (retinin); 8: 
Elution solution (retinin); 9: 250 mmol/L imidazole 
eluate (retinin). 

有 研 究 报 道 ， 在 蛋 白 质 的 N 端 插 入

Ser-Lys-Ile-Lys (SKIK)短肽标签可以显著提高目

的蛋白质表达水平。例如，在大肠杆菌系统中添

加SKIK标签，小鼠单克隆抗体产量增加了30倍[14]。

本研究利用增强型绿色荧光蛋白 (enhanced 
green fluorescent protein, eGFP)编码基因作为报

告基因，探究了 SKIK 短肽对视黄素蛋白表达的

影响，并进一步评估了 C 端融合 P2A 短肽对提

高目的蛋白表达水平的作用。利用视黄素蛋白与

eGFP 分别构建了 3 种不同融合方式的重组质粒

pET28a-RNopt-eGFP、pET28a-SKIK-RNopt-eGFP、
pET28a-SKIK-RNopt-P2A-eGFP (图 3A)，其中
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SKIK-RNopt-P2A-eGFP 融合蛋白的理论分子量

为 48.5 kDa，通过 SDS-PAGE 进行全细胞表达分

析，发现在理论分子量附近有明显条带(图 3B)。
相较于 RNopt-eGFP (理论分子量为 45.9 kDa)和
SKIK-RNopt-eGFP (理论分子量为 46.4 kDa)，其

表达水平显著提升。经荧光检测进一步发现，

SKIK短肽和融合蛋白 P2A短肽均能在一定程度

上提高蛋白表达水平。其中， SKIK-RNopt- 
P2A-eGFP 融合蛋白的荧光强度最高(图 3C)。此

外，在对 SKIK-RNopt-P2A-eGFP 融合蛋白进行

进一步表达时，观察到纯化的融合蛋白样品在加

热处理后可能存在部分聚集现象，导致SDS-PAGE
结果呈现偏大(图 3D)。 

综上，SKIK 短肽和 P2A 短肽的引入可以

进一步提高融合蛋白的表达水平，改造后的荧

光强度是初始的视黄素蛋白与绿色荧光蛋白的

融合蛋白的荧光强度的 4.8 倍。然而，在纯化

过程中出现了融合蛋白断裂以及目的蛋白回收

困难等问题，因此考虑更换宿主来进一步提高

目的蛋白的表达水平。 

 
图 3  视黄素蛋白编码基因在大肠杆菌中的表达优化    
Figure 3  The expression optimization of the gene encoding retinin protein in Escherichia coli. A: Schematic 
of protein expression optimization vectors. B: SDS-PAGE test for protein expression optimization vectors. 1: 
Marker; 2: R0 (pET28a); 3: R2 (pET28a-RNopt); 4: R3 (pET28a-eGFP); 5: R4 (pET28a-RNopt-eGFP); 6: R5 
(pET28a-SKIK-RNopt-eGFP); 7: R6 (pET28a-SKIK-RNopt-P2A-eGFP). C: Comparison of different samples 
on fluorescence intensity from B. D: SDS-PAGE test for R5 protein expression. 1: Marker; 2: Whole-cell; 3: 
Supernatant; 4: Precipitation; 5: Flow-through solution; 6: 250 mmol/L imidazole eluate; 7: Marker; 8: Elution 
solution samples were not cooked. 
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2.3  视黄素蛋白编码基因在昆虫细胞中的

表达 
广泛应用于昆虫细胞中重组蛋白生产的

SF9 杆状病毒表达载体系统[19]，具有所得到的重

组病毒易于筛选，并具备高效表达外源基因以及

翻译后修饰功能等特点。如图 4 所示，相较于大

肠杆菌，昆虫细胞中视黄素蛋白的表达水平进一

步提高，并可以通过镍柱纯化获得较纯的目的蛋

白。但是也有部分目的蛋白以包涵体的形式存在

于沉淀中。根据最终蛋白纯化结果测定，培养    
60 mL 可获取 3 mg 纯化的视黄素蛋白。总体而

言，昆虫细胞表达系统能够成功表达单独的视黄

素蛋白。然而，考虑到包涵体问题以及昆虫表达

系统需要进行病毒反复侵染和长时间培养等因

素，对于实现视黄素蛋白的大规模表达应用仍存

在一定挑战。 

2.4  视黄素蛋白编码基因在哺乳动物细胞

中的表达 
CHO 细胞具有良好的基因组背景特征，并

且在悬浮培养中具有相对较快的生长速度和较 
 

 
 

图 4  视黄素蛋白编码基因在昆虫细胞中的表达   
Figure 4  Expression of the gene encoding retinin 
protein in insect cells. 1: Whole-cell; 2: Supernatant; 
3: Precipitation; 4: Flow-through solution; 5: Marker; 
6: 250 mmol/L imidazole eluate. 

高的蛋白质表达产量，因此它被用作生物制品行

业的主要生产用细胞系[20]。FC 融合蛋白策略是

一种常用的大量表达可溶性蛋白表达方法。FC
融合蛋白保持了功能性蛋白的活性，同时可提高

目的蛋白在哺乳动物中的表达分泌，并提高分子

稳定性。构建含有信号肽和 FC 标签的哺乳动物

细胞表达载体(图 5A)。视黄素蛋白与 FC 标签融

合蛋白的理论分子量为 45.6 kDa，如图 5B 所示，

实际分子量偏大，可能存在哺乳细胞中目的蛋白

和 FC 融合蛋白糖基化的问题。根据最终纯化结

果及浓度测定，25 mL 培养液最终可获得 5 mg
纯化的融合蛋白。视黄素蛋白编码基因在哺乳动

物细胞中表达量显著提高，但由于 FC 标签较大，

可能会对后续功能性纳米涂层的形成产生影响。

为了获得单一的视黄素蛋白，在视黄素蛋白和 FC
标签之间插入凝血酶切割位点，并通过添加凝血

酶将视黄素蛋白与标签切割分离。随后，利用镍

柱纯化技术获得 3.75 mg 纯化的视黄素蛋白，回收

效率为 75% (图 5C)，质谱分析结果进一步确定纯

化的蛋白为视黄素蛋白(图 5D)。综上所述，视黄

素蛋白编码基因成功在 CHO 细胞中大量表达，为

其在纳米涂层领域的广泛应用奠定了坚实基础。 

2.5  纳米羊毛脂蜡乳液的制备 
蜡是纳米涂层的关键成分之一，制备纳米级

别的蜡乳液是纳米涂层制备的关键性问题。使用

SDS 溶解羊毛脂，在 80 ℃下使用超声清洗仪超

声孵育 2 h 后，测量得到乳液粒径为 251.2 nm。

超声破碎仪对其进行后续的纳米乳化，并优化了

超声破碎条件。结果显示，超声破碎功率 20%，

超声 1 h 时，所得到的乳液粒度最小(图 6A)。此

时羊毛脂蜡乳液的粒径为 156.1 nm，PDI 值为

0.156，zeta 电位为–62.2 mV (图 6B)，表明处理后

的乳液已转变为纳米乳液，且乳液粒度分布均

匀、体系稳定。因此确定羊毛脂纳米蜡乳液的制

备条件为超声破碎功率 20%时超声 1 h。 
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图 5  视黄素蛋白编码基因在哺乳动物细胞的表达    
Figure 5  The expression of the gene encoding retinin protein in mammalian cells. A: Schematic view of the 
mammalian expression vector. B: SDS-PAGE test for protein expression in CHO. 1: Marker; 2: Whole-cell; 3: 
Flow-through solution; 4: 1 mol/L glycine eluate; 5: Protein purification concentrate solution. C: SDS-PAGE 
test of retinin after action by thrombin. 1: Marker; 2: Fusion protein of retinin and FC; 3: The protein after 
thrombin enzymatic digestion; 4: Flow-through solution; 5: 250 mmol/L imidazole eluate. D: MALDI-TOF MS 
analysis. 
 

2.6  人工纳米涂层的表征 
视黄素蛋白与蜡乳液之间相互作用形成果

蝇角膜的抗反射纳米涂层[5]。为探究其他蛋白质

以及包含视黄素蛋白的融合蛋白对纳米涂层形

成的影响，选择蜡乳液分别与牛血清蛋白、视黄

素蛋白与 FC 标签的融合蛋白以及单一视黄素蛋

白作用，观察形成纳米涂层的形貌以及抗反射能 

力的表征。如图 7A 所示，当蜡乳液与视黄素蛋

白作用(M3)时形成相对规则的乳头状结构，相对

于蜡乳液与非视黄素蛋白(BSA)作用形成的涂

层(M1)与视黄素蛋白 FC标签融合蛋白形成的涂

层(M2)结构更加突出，表明只有特异性蛋白视黄

素蛋白能够在纳米蜡乳液包裹下正常作用聚集

形成乳头状规则的纳米涂层。而当视黄素蛋白添
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加融合蛋白后，因非特异性蛋白的存在影响视黄

素蛋白与蜡乳液的作用，使视黄素蛋白不能正确

折叠包裹形成乳头状的纳米涂层。进一步测量纳

米涂层抗反射能力时(图 7B)，结果显示，在具

有规则性乳头状结构的情况下，纳米涂层的抗反

射能力更强。结果显示，其中乳头状结构最为规

则的 M3，在 400−750 nm 波长范围内平均透射

率最高为 93.50%。 

 
 

图 6  羊毛脂纳米蜡乳液的制备   
Figure 6  Preparation of lanolin nanoemulsion. A: Comparison of different ultrasound time on nanoemulsion 
size and PDI. B: Comparison of different power on nanoemulsion size and PDI. 
 

 
图 7  纳米涂层的表征    
Figure 7  Characterization of the nanocoatings. A: AFM images of nanocoatings formed on glass for different 
admixtures of nanoemulsion and protein. M1: Nanoemulsion and BSA; M2: Nanoemulsion and fusion proteins 
of retinin and FC; M3: Nanoemulsion and retinin (16:4); Scale bars: 0.25 μm. B: Transmission spectra 
measured for samples from A. 
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结果表明单一视黄素蛋白在蛋白质与蜡乳

液形成抗反射能力的纳米涂层具有特异性。在具

有规则性乳头状结构的情况下，纳米涂层的抗反

射能力更强。 

2.7  蜡乳液和视黄素蛋白比例对纳米涂层

表征的影响 
特异性蛋白(视黄素蛋白)与蜡乳液的作用

是乳头状结构纳米涂层具有强抗反射能力的关

键性因素，纳米涂层形成体系的关键成分浓度

可能对纳米涂层更规则的形成有一定影响，本

文将蜡乳液与视黄素蛋白以不同比例作用时，

虽然都有乳头状规则的形状出现，但是当蜡乳

液与视黄素蛋白为 16:4 的比例(M3)作用，相较

其他浓度比例(M4，M5)排列更为规则，表面形

貌更为明显(图 8A)。如图 8B 所示，进一步验

证涂层的抗反射能力，当纳米蜡乳液与视黄素

蛋白以 16:4 比例(M3)时，纳米涂层的抗反射能

力最强。表明纳米蜡乳液与视黄素蛋白最佳浓

度作用比例为 16:4，并且进一步验证纳米涂层

乳头状排列越规则，涂层的抗反射能力越强。

而 M4 和 M5 可能因为作用浓度关系，视黄素

蛋白不能与蜡乳液恰当反应而全部发生结构的

改变，进而形成的纳米涂层具有脊状结构与乳

头状结构共存的情况，反而降低纳米涂层的抗

反射能力[5]。 
结果表明视黄素蛋白与蜡乳液的体系浓度

影响相互作用后的结构变化，进而对乳头状纳米

涂层形成及纳米涂层抗反射能力的影响，抗反射

涂层中纳米蜡乳液与视黄素蛋白最佳浓度作用

比例为 16:4。 
 

 
 

图 8  蜡乳液与视黄素蛋白比例对纳米涂层表征的影响    
Figure 8  Effect of wax emulsion to retinin ratio on the characterization of nanocoatings. A: AFM images of 
nanocoatings formed on glass for different ratios admixtures of retinin and nanoemulsion. M3: Nanoemulsion 
and retinin (16:4); M4: Nanoemulsion and retinin (18:4); M5: Nanoemulsion and retinin (14:4); Scale bars: 
0.25 μm. B: Transmission spectra measured for samples from A. 
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2.8  蜡乳液和视黄素蛋白作用体系pH对纳

米涂层表征的影响 
蛋白质分子的构象和界面处吸附的蛋白质

层的净电荷都直接受到 pH 变化的影响。当环境

pH 接近蛋白质的等电点时，蛋白质的净电荷最

小，被蛋白质乳化的脂肪球之间的排斥力减小，

导致稳定性变差[21]。因此本文将 pH 作为纳米涂

层表征的优化条件之一，由于视黄素蛋白的等电

点为 5.21，选择 pH 5.0、pH 6.0、pH 7.0 的作用

环境对纳米涂层表征的影响进行进一步探究。如

图 9A 所示 pH 对涂层的形成影响较大，当 pH
为 5.0 (M6)和 6.0 (M7)时，视黄素蛋白不能有效

分散与聚集，纳米涂层不能形成结构明显的纳米

涂层，抗反射能力相比于正常聚集的 M3 有所降

低(图 9B)，因此证明在纳米涂层结构的形成中

体系 pH 的重要作用，同时也确定 pH 7.0 为视黄

素蛋白与蜡乳液形成抗反射纳米涂层的最佳 pH。 

2.9  蜡乳液和视黄素蛋白作用体系温度对

纳米涂层表征的影响 
目前已经有许多工作来研究温度对溶液中两

种溶质之间疏水相互作用的影响，发现随着温度

的升高，可能会增加疏水相互作用的强度[22]。同

时蛋白质与纳米颗粒表面的附着亲和力也强烈

依赖于孵育温度[23]。因此选择蜡乳液与视黄素

蛋白作用体系温度对纳米涂层表征进行进一步

验证，探究生物纳米涂层形成的最佳温度。本文

选择 20 ℃ (M8)、25 ℃ (M3)和 30 ℃ (M9)作为实

验探究温度，如图 10A、10B 所示 30 ℃条件下形 
 

 
 

图 9  蜡乳液与视黄素蛋白作用体系 pH 对纳米涂层表征的影响    
Figure 9  Effect of pH of the wax emulsion and retinin interaction system on the characterization of 
nanocoatings. A: AFM images of nanocoatings formed on glass from a mixture of retinin and nanoemulsion 
with different pH. M3: pH 7.0; M6: pH 5.0; M7: pH 6.0; Scale bar, 0.25 μm. B: Transmission spectra of 
samples measured from A. 
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图 10  蜡乳液与视黄素蛋白作用体系温度对纳米涂层表征的影响   
Figure 10  Effect of temperature of the wax emulsion and retinin interaction system on the characterization of 
nanocoatings. A: AFM images of nanocoatings formed on glass from retinin and nanoemulsion mixtures at 
different ambient temperatures (M3: 25 °C; M8: 20 °C; M9: 30 °C; Scale bar: 0.25 μm). B: Transmission 
spectra of samples measured from A. 
 
成的纳米涂层有相对其他温度更佳的表面形态

和抗反射能力，在 400−750 nm 波长范围内平均

透射率为 93.67%，相对于此前透射率最高的 M3
涂层提高了 0.17%。相对于此前透射率最低的

M4 涂层提高了 1.00%。虽然在 20 ℃也形成纳米

涂层乳头状结构，但是可能由于温度低，蛋白间

的聚集减小，形成与其他温度比较下更小尺寸的

结构，不能有效增加抗反射能力。因此证明在纳

米涂层结构的形成中，体系温度具有重要作用，

同时也确定 30 ℃为视黄素蛋白与蜡乳液形成抗

反射纳米涂层的最佳温度。 

3  讨论与结论 
目前，细菌、酵母[16,24]、昆虫细胞[25]和哺乳

动物细胞系 [19]已经被广泛用于目标蛋白的表

达。本文分别选择毕赤酵母 GS115 菌株、大肠

杆菌 Rosetta gami2 菌株、昆虫细胞 SF9 菌株和

哺乳动物 CHO 细胞表达视黄素蛋白编码基因，

进而确定 CHO 细胞是视黄素蛋白的高效表达宿

主，并成功获得纯化的视黄素蛋白。 
在视黄素蛋白和蜡乳液纳米涂层的制备中，

纳米蜡乳液的制备为涂层表征的优化奠定了基

础。超声破碎功率为 20%，超声 1 h 时，蜡乳液

的粒度最小，形成纳米蜡乳液。在此基础上，对

视黄素蛋白与羊毛脂纳米蜡乳液的纳米涂层的

形成进行了进一步探究，表明视黄素蛋白的结构

影响了乳头状纳米涂层的形成及纳米涂层的抗

反射能力。当纳米蜡乳液与视黄素蛋白以 16:4
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的比例作用时，反应体系为 pH 7.0，温度为 30 ℃
时，纳米涂层的乳头状排列更规则，表面形貌更

明显，抗反射能力更强。 
推测具有强结构规则的纳米涂层需要满足

两个必要条件。首先，合适的反应条件使视黄素

蛋白结构发生变化，增加视黄素蛋白的二级结

构，成为具备聚集成球状结构的前提。其次，蛋

白质与蜡乳液的分子间作用力需要均匀分布，视

黄素蛋白聚集的球状结构被蜡乳液均匀包裹，形

成均匀分布的纳米乳头状结构。为检测纳米涂层

的稳定性，用水冲洗抗反射涂层 27 h，电镜检测

结果显示涂层的结构仍保持完整[5]。本研究构建

的涂层在湿度 50%的常温环境下放置半年后，

结构无较大变化，表明该人工抗反射纳米涂层具

有较强的稳定性。 
综上所述，本研究建立了视黄素蛋白的高效

表达策略，优化了生物相容性抗反射纳米涂层的

制作方法，为绿色可降解抗反射涂层的工业化应

用奠定了坚实基础。 
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