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摘 要：通过52567483凝胶电泳确定了目的重组阿片肽存在于包涵体中，系统研究了影响大肠

杆菌表达的重组阿片肽包涵体溶解的因素，确定了重组阿片肽包涵体制备溶解的最佳工艺条件，

即菌体超声破碎9:;<，间隔时间#=，破碎效果最好；包涵体洗涤温度为0>，尿素洗涤液的浓度为

!:&’／?，洗涤时间1!.@，.:&’／?的尿素溶液对包涵体进行溶解，蛋白质质量浓度约为#$$

"A／:?，其效果最佳(
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近年来，人们发现许多小分子肽类具有特殊的

生理功能，阿片肽类在生物活性肽中占有重要的地

位，其生物活性表现在如下方面：镇痛，抗腹泻，促

进小肠运动，促进摄食，调节垂体激素的分泌，调节

免疫系统，降低血压，调节心血管系统功能等(阿片

肽应用于动物生产，可降低幼龄动物的腹泻率，促

进动物摄食且具有镇静并调节睡眠功能，最终促进

动物的生长［"］(

自!$世纪1$年代分子克隆技术问世以来，利

用大肠杆菌表达外源基因已成为医药生产的一项

重要技术［!］(利用分子克隆技术可以很方便地得到

一些从自然界难以得到甚至不能纯化的蛋白质［-］(
目前表达的重组蛋白质已达0$$$多种，其中用大

肠杆菌表达的占+$Z以上(但是，在实践过程中，许

多外源基因在大肠杆菌中表达时，往往不能自发折

叠形成有一定空间结构的蛋白质，而是常常在细胞
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内聚集，以一种不溶性的形式即包涵体（!"#$%&!’"
(’)*）存 在 于 胞 浆 中［+］,-...年，吴 蕾 等 探 索 了

/01234包涵体溶解的工艺条件，并对其进行了优

化，取得了较好的溶解效果，从而为/01234后期的

纯化工艺奠定了基础［4］,但到目前为止，还没有利

用567重组技术表达阿片肽的成功报道,
作者所在实验室通过设计叠加阿片肽基因，将

不同的活性阿片肽基因连在一起，克隆到大肠杆菌3
酵母穿梭质粒载体8819:;上，构建成重组阿片肽

大肠杆菌工程菌，对阿片肽（相对分子质量<4...
左右）进行了表达,作者通过=5=387>?凝胶电泳

确定了阿片肽形成于包涵体中，另外，由于包涵体

溶解的质量直接影响到后续的阿片肽的纯化，作者

又研究了重组阿片肽包涵体制备及溶解的工艺条

件，并对其进行了优化，取得了较好的溶解效果，为

进一步纯化阿片肽奠定了基础,

! 材料与方法

!"! 材料

!,!,! 菌株< 重组阿片肽工程菌：大肠杆菌97>
<@@，江南大学食品学院动物科学实验室构建,
!,!,# 培养基 2A培养基,
!,!,$ 试剂 尿素购自上海化学试剂公司，8A=
缓冲液中的试剂购自上海化学试剂采购供应站,
!,!,% 仪器 B9C3+..型超声波细胞粉碎仪，美

国=’"!#D")EDFG/!D$公司产品；H23:.<型旋涡混

合器，江苏海门其林医用仪器厂产品；I--型分光光

度计，上海第三分析仪器厂产品；8J=3-9型精密酸

度计，上海医用仪器厂产品；>23<4>3!型离心机，

上海安亭科学仪器厂产品；523@型低速大容量离

心机，上海安亭科学仪器厂产品,
!"# 方法

!,#,! 工程菌的培养及诱导表达< 将工程菌的单

菌落接种于@K2的2A培养液中，摇瓶条件为<L.
/／K!"，M.N，过夜,按<O（体积分数）的接种量接种

于新鲜的2A培养液中，M.N培养至P54..Q.,4"
.,I，迅速升温至+-N，诱导表达@0,
!,#,# 菌体破碎< 将发酵所得到的菌体经8A=缓

冲液清洗后，用少量的8A=缓冲液将其悬浮，分别

取-.K2的待测菌液于+个小烧杯中，用<@-R的

超声功率，在不同的破碎间隔时间超声@K!"，每次

分别间隔-，+，4，L，:&进行破碎,然后以<-...
/／K!"离心@K!"，测其经破碎后的上清溶液P5@:@
值，并通过考马斯亮蓝法测定杂蛋白质质量浓度,

!,#,$ 包涵体的制备< 工程菌发酵终止后，发酵液

在@.../／K!"、+N下离心<.K!"，收集菌块，然后

用8A=洗涤菌体M次，并用-.K28A=将其重悬,
在冰浴条件下超声破菌@K!"，每次间歇@&，将已超

声的菌液以<-.../／K!"离心-.K!"，取沉淀，用

8A=洗涤沉淀数次，直至上清液P5-L.小于.,.@，然

后以<-.../／K!"离心<.K!"，其沉淀即为包涵体,
!,#,% 包涵体的洗涤 尿素溶液具有溶解膜蛋白

质的能力,因此，在提取产物之前，将回收的包涵体

分别用不同浓度的尿素溶液（<，-，M，+K’$／2）洗涤

包涵体，以除去部分杂蛋白质，有利于包涵体的后

期纯化,取-.K2浓度为<，-，M，+K’$／2的尿素溶

液，在+N和常温条件下对包涵体进行洗涤，洗涤

时间为-，+，4，L，<.，<-0，测定不同时间包涵体洗

涤液中的杂蛋白质质量浓度,
!,#,& 包涵体的溶解< 用+,@，@，4，I，LK’$／2不

同浓度的尿素溶液对纯化的包涵体溶解L0，然后

以<-.../／K!"离心M.K!"，测定上清液中蛋白质

的质量浓度,
!,#,’ 蛋白质含量测定< 考马斯亮蓝>-@.染色

法，见参考文献［I］,
!,#,( =5=387>?凝 胶 电 泳 检 测 目 的 肽< 运 用

=5=387>?凝胶电泳，方法见参考文献［L］，分别对

菌体破碎后的上清液、包涵体洗涤液和包涵体溶解

液进行电泳，定位目的肽,

# 结果与讨论

#"! 菌体破碎条件的选择

图<为超声条件下不同时间间隔对菌体破碎

的影响,

图! 超声波条件下不同时间间隔对菌体破碎的影响

)*+"! ,--./01-2*--.3.40560.3450*140*7.142*8*40.+359
0*141-!"#$%&/.66:;<6035814*/
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在一定的超声强度下，冰浴中超声破菌!"#$%
从图&可以看出，随着间隔时间的延长，上清液杂

蛋白质含量逐渐增加，在间隔’(时，蛋白质含量最

大，其破碎效果最好%超过’(时，蛋白质含量又下

降%这是由于在冰浴的条件下超声破碎，细胞溶胀

作用而导致细胞壁破碎，合适的破碎强度及间隙时

间操作，可避免超声波破碎过程中产热而引起蛋白

质的降解%
!"! #$#%&’()凝胶电泳结果

从图)可以看出，菌体破碎上清液和包涵体洗

涤液中没有目的肽，而在包涵体溶解液中有目的肽

（相对分子质量为&’***左右），说明了外源阿片肽

基因在大肠杆菌中得到了表达，并且形成了不溶性

的包涵体，阿片肽存在于形成的包涵体中%

&%菌体破碎后离心上清液；)%包涵体洗涤液；+%标准蛋白质

相对分子质量（&’***）；,%包涵体溶解液

图! #$#%&’()电泳目的肽定位图

*+,"! -./01+.2.3104,51/06.7.489+2:;#$#%&’()

!"< 包涵体的洗涤效果

用低浓度的尿素溶液（&，)，+，,"-.／/）洗涤包

涵体除去杂蛋白质，分别在,0和常温条件下进行

洗涤，洗涤时间分别为)，,，’，1，&*，&)2%同时对

,0和常温条件下的洗涤效果进行了比较，结果见

图+和图,%

图< =>条件下尿素溶液洗涤时间对包涵体的影响

*+,"< )335/1.3?069+2,1+75.2+2/@A6+.2:.B;:;A450
6.@A1+.201=>

图= 常温下尿素溶液洗涤时间对包涵体的影响

*+,"= )335/1.3?069+2,1+75.2+2/@A6+.2:.B;:;A450
6.@A1+.2012.470@15785401A45

在溶解包涵体之前用浓度小于,"-.／/的尿

素溶液洗涤包涵体，可以去除大量的杂蛋白质、核

酸等杂质［!］%张耀东等（&331）对基因重组45""56
干扰素包涵体进行清洗，结果表明，)"-.／/的尿素

溶液能较多洗去杂蛋白质而又使45""56干扰素损

失最少，并且洗涤1!32后杂蛋白质达到饱和［3］%
从图+、图,中可以看出：同一温度下，同一洗涤时

间，以)%*"-.／/的尿素溶液能较多地洗去杂蛋白

质，洗涤7!12后杂蛋白质达到饱和，杂蛋白质质

量浓度可达&%,"8／"/左右%
从图!可以看出：刚开始时，在常温条件下，尿

素溶液对包涵体的洗涤效果较好，但在72左右、

,0条件下，洗涤效果接近于常温条件%12后，,0
时洗涤效果略好于常温条件，同时考虑到低温条件

下有利于肽的稳定，所以选择,0作为包涵体的洗

涤温度%

图C 不同温度下尿素溶液对包涵体洗涤的影响

*+,"C )335/1.315785401A45.2?069+2,.3+2/@A6+.2
:.B;:;A450

!"= 尿素浓度对包涵体溶解的影响

从图’可以看出，随着尿素浓度的增加，包涵

体溶解度也增大，上清液蛋白质质量浓度也相应增

大%尿素浓度达到1"-.／/时，蛋白质质量浓度达到

1)’ 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第)&卷

万方数据



饱和，约为!""!#／$%，取得较好的溶解效果&

图! 不同浓度尿素溶液对包涵体溶解的影响

"#$%! &’’()*+’,-(.)+/)(/*-.*#+/+/0+1,2#1#3.*#+/+’
#/)1,0#+/2+45

6 结 论

’）对诱导发酵后的菌液进行破碎，结果表明，

在一定的超声功率下，超声($)*，间隔!+，破碎效

果较好&
,）通过-.-/0123凝胶电泳，确定阿片肽在

大肠杆菌中得到了表达，并且存在于包涵体中&
4）影响包涵体洗涤的因素研究表明，,$56／%

的尿素溶液洗涤效果最好，洗涤时间为7"89，洗

涤温度为:;，杂蛋白质质量浓度可达’&:$#／$%
左右&
:）研究了不同浓度的尿素溶液对包涵体溶解

的特性，结果表明，8$56／%的尿素溶液有较好的溶

解效果，蛋白质质量浓度约为!""!#／$%&
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