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原核蛋白可溶性表达策略及实验方案

可溶性表达策略

大肠杆菌根据表达部位的不同可将蛋白表达的形式分为 3 种：第 1 种为胞外分泌，即目的蛋白被分泌到培养基中。

这种方式表达的蛋白容易纯化，不易降解，但通常只有少量的蛋白质可以分泌到细胞外；第 2 种为周质空间表达，

这种方式表达的蛋白存在于周质间隙中，外周质的氧化环境有利于蛋白质的正确折叠，在向外周质转移的过程中，

信号肽在细胞内剪切，更有可能产生目的蛋白的天然 N 末端；第 3 种为胞内表达，这种表达易形成无活性的包涵

体，需要经过繁琐的变性、复性过程才能得到有活性的蛋白。

因为多数蛋白不能够进行分泌表达，且表达量较少，所以分泌蛋白表达方法很少被使用；现阶段实验科研中常用的

方法是融合型蛋白表达，包括蛋白上清表达和包涵体复性，以上俩种方法均可获得大量的可溶性蛋白。有关通过蛋

白复性获得可溶性蛋白请参见《包涵体蛋白复性的方法操作》，这里主要从条件优化的角度讨论第一种方法。

降低重组蛋白合成的速率

可溶性蛋白的产率取决于蛋白的合成速率，蛋白的折叠速率，以及聚集的速率。高水平表达时，肽链聚集的速率一

旦超过折叠速率，就会形成包涵体。因此，降低重组蛋白合成的速率有利于提高重组蛋白的可溶性表达。常用的方

法有培养温度的优化、挑选合适的启动子、诱导剂和诱导条件的优化等。

密码子优化

密码子的使用对外源基因的表达水平有重要的影响。密码子优化就是根据表达系统对密码子的偏好性进行优化筛

选。经过优化的基因序列往往能提高 mRNA 二级结构的稳定性，有利于新生肽段的正确折叠，提高外源活性蛋白

的表达。值得注意的是，稀有密码子存在通常会对蛋白表达产生负面影响，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，但在某些基因中使用稀有密码子则能显著降低肽链的延伸速率。

启动子的选择需要从启动子强度、漏表达程度、诱导性及经济因素等方面考虑。在胞内表达中，常采用 T7、PL 等

强启动子，表达水平可达菌体总蛋白的 70%。若重组蛋白多以包涵体形式存在，可采用强度较弱的 lac 等启动子以

达到一个与表达能力相匹配的翻译速率。

表达温度的选择
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大肠杆菌的最适生长温度在 37～39℃之间，但此温度下极易生成包涵体蛋白，降低可溶性蛋白的表达，而低温培

养条件下表达外源蛋白能有效地增加可溶蛋白的比例。

由表可知：不同的外源蛋白低温表达时，可溶性蛋白的表达水平有明显提高。但培养温度有一定下限（8～10℃），

在此温度以下，蛋白基本上停止表达。降低培养温度有利于重组蛋白合成速率的降低，因为蛋白质的合成较慢，新

合成的蛋白质会有更充分的时间折叠，增加蛋白的正确折叠率的同时降低重组蛋白的降解速率。

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。一般情况下，蛋白表达采用合成培养基，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。外源蛋白的表达显著地受葡萄糖浓度的影响，在诱导表达时期，需尽量保

持低水平的葡萄糖，可以用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。在诱导时

期，流加营养物质也有可能显著提高可溶蛋白表达。考虑以下几点也可以提高可溶性蛋白的表达量：

向培养基中添加蛋白抑制剂也能提高可溶蛋白量；

1. 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，

因此也能增加可溶蛋白的表达量；

2. 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；

3. 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 CO2 和乙酸的浓度，也有可能获得高产量的活

性蛋白；

4. 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。

诱导条件优化
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诱导时间和诱导剂的用量也是控制可溶性外源蛋白表达的重要因素。

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。摇瓶培养时，应选用低菌体浓度诱导，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。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。

与分子伴侣或折叠酶共表达

分子伴侣的功能主要是通过阻止或校正不合理的疏水结合来帮助肽链形成正确的三维结构。

大肠杆菌的分子伴侣是由 2 个类型的蛋白质构成的，分别是 Hsp60 蛋白和 Hsp10 蛋白，二者都包含疏水区域，这

些区域可与未折叠或错误折叠的多肽链结合，经过一个依赖 ATP 的过程帮助蛋白正确折叠。将几种分子伴侣同时

表达,有可能获得比单独使用更好的效果。需要注意的是，共表达分子伴侣应根据重组蛋白自身的特点进行选择。还

有一个需要考虑的是培养温度，温度可能会对共表达分子伴侣的效果产生重要的影响。

案例介绍——可溶性蛋白条件优化

一、目的蛋白是否表达

1. 挑取一单菌落接种于含氨苄(Amp，终浓度为 100g/mL)的 3mL 液体 LB 培养基中 37℃，250rpm 培养过夜；

2. 将过夜培养菌液以 1：100 转接于含上述抗生素的 100mL 液体 LB 中，37℃，250rpm，3.5h（大量培养至

OD600＝0.6 左右）；

3. 取出 1 mL 菌液为未诱导的电泳对照，剩余培养液加入诱导物 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L，继续振荡培养 4h；

4. 以未诱导菌液与 IPTG 诱导后菌液作对比，SDS-PAGE 检测。结果如下：

由图可知，目的蛋白经 IPTG 诱导后明显表达，分子量约为 35kd。

1：pET-32aA3 未诱导

2：pET-32aA3 未诱导

3：pET-32aA3 诱导后

4：pET-32aA3 诱导后
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二、表达的情况，是可溶还是沉淀

1. 将上述的 37℃诱导菌液离心（4℃，12000g，5min），弃上清（LB 培养液），沉淀重悬于 0.9% NaCl 溶液

洗菌；

2. 将重悬于 0.9% NaCl 的菌体溶液离心（4℃，12000g，5min），弃

上清（0.9% NaCl 洗菌液），得菌体，称菌体重量，重悬于 8mL PBS（pH 7.0）

缓冲液，缓冲液用量根据 50~100mg/mL 的菌液终浓度；

3. 超声破菌：冰浴条件下，超声波破碎大肠杆菌，超声设置如下功率：

400W， 工作：15s， 间隔：45s， 全程时间：30min（30 次左右）以

菌液由白变透明，且不粘稠为依据；

4. 将超声波破碎的菌液离心（4℃，12000g，15min），分别收集上清和沉淀，各取 1mL，加入 1mL 2×上样

缓冲液，沸水浴 10min，SDS-PAGE 检测。

由上图可知，目标蛋白在上清也有表达，即存在可溶性的表达，但是量很少，大部分也包涵体的形式存在（沉淀中），

而包涵体的存在也证明了蛋白表达量很高，上清可溶蛋白的可操作性等因素都优于对包涵体蛋白的分离纯化，所以

可通过探索可溶表达条件，最终来加大上清蛋白的含量，以利于下一步实验的进行。

三、探索可溶表达条件

影响包涵体形成的因素有很多，如诱导温度，诱导时间，IPTG 诱导表达浓度，摇床转速等等，所以设定在低 IPTG

浓度下（0.1 mmol/L），在不同温度，诱导时间下的表达对照：

 37℃ 250rpm 5h

 30℃ 180rpm 10h

 23℃ 90rpm 30h

过程：挑取一单菌落接种于含氨苄(Amp，终浓度为 100g/mL)的 3mL 液体 LB 培养基中 37℃，250rpm 培养过

夜。将过夜培养菌液以 1：100 转接于含上述抗生素的 50mL+50mL+60mL 液体 LB 中，37℃，250rpm，3.5h

（大量培养至 OD600＝0.6 左右）。从 60mL 培养液中取 10mL 作为未诱导对照，标记 3 个 50mL LB 培养菌液：

 37℃ 250rpm 5h

 30℃ 180rpm 10h

1：pET-32aA3 诱导上清

2：pET-32aA3 诱导沉淀
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 23℃ 90rpm 30h

都分 5 次取样：

 37℃ 每一小时取样一次（取 10mL）编号为：371、372、373、374、375

 30℃ 每二小时取样一次（取 10mL）编号为：301、302、303、304、305

 37℃ 每五小时取样一次（取 10mL）编号为：231、232、233、234、235

诱导培养结束后，将上述样品分别破菌离心，得上清与沉淀，加 2× 上样缓冲液，沸水浴 10min，SDS-PAGE 检

测。

通过实验测定，选取不同温度下的最优可溶表达做比较（234,303,373），结果如下：

最终经过比对，确定 23℃条件下，明显的提高了上清目的蛋白的含量，并且存在可溶表达平衡。20 个小时后，蛋

白表达将以包涵体的形式存在，即不论如何改变条件，可溶表达已经达到极限。所以无需探索更低温度等条件。

1： 234 上清

2： 234 沉淀

3： 303 上清

4： 303 沉淀

5： 373 上清

6： 373 沉淀
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