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摘要:采用高密度发酵法在 5.5 L 发酵罐中对 pPIC9-pEGF/GSI15 重组毕赤酵母 Pichia pastoris 菌株进行发酵，在培养

至酵母菌体密度(D，翩 om)约 150 时，以甲醇诱导目的蛋白表达，48 h 后菌体密度达 315 ，目的蛋白表达产量约 3∞ mglL

发酵上清液经 0.45μm 和截留相对分子质量 30000 的超滤膜、亲和层析、透析后目的产物的纯度达 90% 以上.鉴

定结果表明:纯化的表达产物 pEGF 对 BALB/c 3T3细胞具有显著的增殖作用.
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Expression ,Pur i:fication and Bioactivity Analysis of Porcine Epidermal Growth 

Factor in Recombinant Pichia pastoris by High-Density Fermentation 

JIAO Xiao-jun , HUANG Xian-hui , LIU Shuai-shu缸， TAN Qing-tian 

(Guangdong Provincial Key Laboratory of Veterinary Pharamaceutics Development Safety Evaluation , College of 

Veterinary Medicine , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: The recombinant Pichia pαstoris strain infected with pPIC9-pEGF/GS115 for expression of 

strain porcine epidermal growth factor was high cell density cultured in a 5. 5 L fermentor. Following pre­

fermentation and reaching D600 nm density to 150 , the yeast cells were induced by addition of methanol , 

which elevated cell density D刷 nm to 315. As the result , the medium concentration of secreted pEGF 

reached 300 mglL. The pEGF fermentation product was purified to 90% by ultrafiltration , His-tag affinity 

column chromatography and dialysis. In vitro biological activity test results showed that the expressed 

pEGF fusion protein could enhance significantly the proliferation of BALB/c 3T3 cells. The above results 

demonstrated successful preparation of biologically active pEGF by the P. pαstoris eukaryotic expression 

system. 

Key words: porcine epidermal growth factor; Pichia pastoris; high density culture; purification; bioactivity 

表皮生长因子(Epidermal growth factor , EGF) 是

一种在多种动物中存在的具有丝裂原性的含有 53

个氨基酸的多肤，其具有多种生物学功能:能够激发

细胞分裂J曾殖与分化，促进离子交换、物质转运、糖

代谢和细胞外基质的合成，增强细胞和上皮组织蛋

白质和 DNA 的合成等.猪表皮生长因子 (pEGF) 作

收稿日期 :2010-03-26

为 EGF 家族的一员，与人、牛、鼠等动物的 EGF 的结

构极其相似.有研究表明 pEGF 是卵巢和子宫局部重

要的调节因子，对猪的繁殖性能具有一定的影响[1]

McGlone 等 [2]研究表明大肠杆菌表达的重组 pEGF

可提高窝产仔数 20.79%. 对于初生的仔猪和早期断

奶仔猪，乳源性的表皮生长因子的供应突然中断，使
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仔猪的胃肠黠膜难以适应饲料，而引发断奶应激，进 时，按体积分数 1%接种至 200 mL BMGY 培养基中，

而引起腹泻，免疫力下降，导致断奶仔猪生长停滞或 28.5 "c , 250 r/min 振摇培养 14 - 18 h 至 D600 nm 为

死亡，给养猪生产带来较大经济损失[3] 有研究发 2 -6 ，再按体积分数 10% 接种于发酵罐内已灭菌的

现，在母猪娃振早期子宫内膜不仅含有 pEGF，而且 2. 7 L 基础盐培养基中，用氨水调 pH 至 5.0 ，加入

有 pEGFR 的 mRNA 的表达[时].pEGF 能够刺激仔猪 4 mUL PTMl 微量元素，30 "c进行发酵.根据摇瓶[3]

胃肠道表皮和内皮细胞的生长发育、诱导小肠消化 及前期发酵条件优化试验的结果，确定发酵罐发酵的

酶的表达以及影响小肠的免疫应答l叫.国外已有研 参数为:恪氧注20% , pH5. 0 ，通气量 4νmm. 在基础

究表明，EGF 对动物的被毛生长起到抑制作用，并皇 盐培养基中培养 18 -22 h 后开始按照 24 mU(h . L) 

剂量依赖性，而且还与给药方式有关[叫.由于 EGF 补加 50% 甘油(含 12 mUL PTMl ) ，甘油补加 3.5 h 

对毛发生长具有抑制作用，而且用药后，毛囊恢复生 后停止，饥饿培养 0.5 h 进行甲醇(含 12 mLlL 

长所需要的时间比其他脱毛剂短[叫，所以 EGF 在畜 PTMl )诱导，梯度流加甲醇 [3 、6 和 9 mU(h . L) 均

牧业及羊毛生产工业上有一定的应用前景. 流加 2 h , 15 mU (h . L) 流加 64 h]. 从诱导开始按

目前国外对 pEGF 的结构、功能和作用机制等方 发酵液体积计算，每隔 24 h 加人 10 glL 的灭菌醋蛋

面做了较深人的研究，国内有该基因在大肠杆菌[ 12] 白水解物(CAA) .从诱导开始每 6 h 采样 1 次，进行

和毕赤酵母 Pichia pastoris 中的摇瓶表达及纯化的报 D刷 nm测定及 Tricine-SDS-PAGE 分析.诱导 72h 后

道[3] 本研究是在完成含 pEGF 基因重组表达载体的 停止甲醇流加，用氨水调节 pH 到 7.8 ，放罐下机，将

毕赤酵母菌株 pPIC9-pEGF/GSI15 摇瓶表达的基础

上，进一步试验 pPIC9-pEGF/GS115 的高密度发酵表

达、纯化工艺和方法，并对产物的生物活性进行了鉴

定分析.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 载体、菌株和细胞株 含 pEGF 基因重组表

达载体菌株 pPIC9-pEGF/GSI15 ，由广东省兽药研制

与安全评价实验室构建;BALB/c 3口细胞购自中国

科学院上海生命科学院细胞资源中心.

1. 1. 2 培养基、主要试剂和仪器设备 酵母培养采

用 MD 、YPD 、BMGY/BMMY 培养基，发酵用基础盐培

养基及 PTMl 的配方详见 Invitrogen 公司实验于册;

DMEM 基础培养基、胎牛血清、青链霉素、谷胶酷胶

均为 GBICO 公司产品.人表皮生长因子( Human 

发酵液移至灭菌棕色瓶， 4 "c , 8 000 r/min 离心 10

mln ，转移发酵上清液至新的灭菌棕色瓶中，4 "c保存

备用.

1.2.2 目的蛋白 pEGF 的纯化 超滤:将离心后的

发酵上清液用蔡氏滤器过滤，滤膜孔径为 O. 8μm. 所

得滤液在超滤系统先后用 0.45μm 和截留相对分子

质量 30000 的超滤膜进行超滤.分别收集以下超滤后

的截留液和透过液:超滤前上清液且 45μm 超滤膜截

留液、0.45μm 超滤膜透过液、截留相对分子质量

30 ∞o超滤膜截留液和透过液，进行 Tricine-SDS­

PAGE 分析超滤效果.

Ni-NTA 亲和层析:按照 NO\吨en 公司的 Ni-NTA

His . Band@ Resins 的使用说明制备亲和层析柱.制

备好层析柱后，以流速每小时小于lO x 柱床体积的

速度将预处理好的发酵上清液流过层析柱.分段收

集洗脱液装于灭菌离心管中，每管装液 50 mL，并取

EGF ， hEGF) 为 Invitrogen 公司产品. Cell Counting Kit- 样进行 Tricine-SDS-PAGE 分析.

8 (CCK-8) 为 Dojindo Molecular Technologies 公司产 透析:通过 Tricine-SDS-PAGE 分析，将含 pEGF

品; Ni-NTA His . Band@ Resins 为 Novagen 公司产 的洗脱液移人截留相对分子质量 3000 的透析袋中，

品;截留相对分子质量 3000 的透析袋为广州美津公 在 1 L 的 10 mmoVL PBS 透析液中透析 24 h. 将透析

司产品 ;BIOFLO 3000 型 5.5 L 发酵罐(美国 NBS 公 后的蛋白液冻干，同时从每个透析袋取样进行

司) ;0.45μm 超滤膜、截留相对分子质量 30000 超 Tricine-SDS-PAGE 分析

滤膜( MILLIPORE 公司) ，核酸-蛋白测定仪 (Ep- 1. 2. 3 表达产物的生物学活性鉴定 BALB/c 3T3 

pendorl Biophotometer) . 细胞用含体积分数为 10% 小牛血清的 DMEM 培养

1. 2 方法 基(完全培养液)传代培养，用完全培养基稀释至 5

1. 2. 1 目的蛋白 pEGF 的诱导表达 从 MD 平板挑 X 104 mL -1 ，以每孔 100μL 加入到 96 孔细胞培养板

取基因工程酵母菌单菌落接种于 5 mL YPD 培养基 中， 37 "c培养 24 h ，用含体积分数为 0.5%小牛血清

中，28.5 "c摇床培养 14-18h ，直到 D6∞ nm 为 2 - 6 的 DMEM 培养基(维持培养液)饥饿培养 12 h ，加入
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系列用维持培养液稀释的含纯化的 pEGF 样品和

hEGF 标准品的培养基(hEGF 对照组) ，同时维持培

养液作空白对照，每个浓度水平做 5 个重复 ;37 "c继

续培养 48 h ，换成含体积分数为lO%CCK毛的基础

培养基，继续孵育1. 5 h，然后用酶标仪测定 D响 nm'

检测数据用 Excel2000 软件进行 t 检验.

2 结果

2.1 目的蛋白 pEGF 的诱导表达

酵母菌株高密度发酵诱导前，一般需要增殖 20

h ，酵母菌密度 D刷 nm为 150 左右;经 48 h 甲醇诱导，

D6∞ nm可达 320 左右.发酵过程酵母菌密度 D酬 nm 的

变化如图 l 所示.加人甲醇诱导后，培养液上清中

pEGF 的表达变化情况见图 2 ，从图 2 可以看到，目的

蛋白 pEGF 表达量在诱导 48 h 后达到高峰，诱导 72

h 后 pEGF 表达量增加不多.纯化后经核酸-蛋白测

定仪测定，pEGF 的产量约为 300 mglL. 
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图 1 发酵过程中酵母菌的生长曲线

Fig. 1 The growth curve of Pichia pωtor fermentation 

2345678M9 

留相对分子质量 30000 的超滤膜超滤后，透过液元

臭味，颜色清澈，浅绿色，过层析柱时元杂质堆积，不

影响流速.发酵上清液超滤前、后进行 Tricine-SDS­

PAGE 分析(图 3) ，从图 3 可以看出， 0.45μm 超滤

膜能阻止部分 pEGF 透过(泳道 2 、4) ;截留相对分子

质量 30000 的超滤膜能使大部分透过(泳道 6 、 8) , 

且截留液中元目的蛋白 pEGF.

2 345M6 789 
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M:蛋臼质相对分子质量标准;1: 超滤前发酵上清液 ;2 、4:0.45μm

超滤截留液 ;3 、5 :0. 45μm 超滤透过液;6 、 8 :为截留相对分子质量

30000超滤膜透过液 ;7 ，9:为截留相对分子质量 30000 超泼、截留液.

图 3 表达上清液超滤过程采样电泳图

Fig.3 SDS-PAGE ana1ysis of the products purified by ul甘afiltration

截留相对分子质量30000 超滤膜透过液过 Ni-盯A

亲和层析柱后，分段收集洗脱液进行 Tricine-SDS­

PAGE( 图 4) .从图 4 可以看出，通过 Ni-NTA 亲和柱

的透过液中没有观察到目的条带(泳道 3) ;pEGF 主

要集中在第 1 -2 管洗脱液中(泳道4 、5) ，含量很高;

在第 4 -6 管洗脱液中有少量 pEGF(泳道 8 ，9) . 
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M:蛋白质相对分子质量标准 ;1 -9:分别为甲醇诱导后 6 、 18 、30 、36 、

42 、48 、60 、72 、Oh 的表达上清.

图 2 发酵过程中 pEGF 表达量的变化

Fig.2 SDS平AGE ana1ysis of pEGF expression changes of the 

fermentation 

2.2 表达产物的纯化

将发酵上清液经过 O. 8μm 滤膜、0.45μm 和截

M 23456789 
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咽'咽，
14400 暴警6000 

M:蛋白质相对分子质量标准 ;1 ，2:为 Ni-NTA 亲和层析前的表达上清

液 ;3:为透过 Ni-NTA 亲和层析的表达上清;4 -9: 为第 2 -7 离心管

接收的分段洗脱液.

图 4 Ni-NTA 亲和层析采样电泳图

Fig.4 SDS-PAGE analysis of the produts purified by Ni-NTA 

affinity chroma-tography 
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将亲和层析洗脱液移人截留相对分子质量 3 ∞o 诱导时，甲醇体积分数不宜太高，一般在8 h内逐步加

透析袋中透析后进行 TricÍne-SDS-PAGE 分析(图 5) , 大甲醇的体积分数.最好在 48 h 后停止诱导，本研究

从图 5 可见截留相对分子质量 3000 的透析袋能阻 结果表明诱导 60 h 后，菌体密度已经很高，不利于酵

止 pEGF 穿过透析袋，去除杂蛋白，透析效果较好. 母菌的继续生长，反而会产生大量的死菌，菌体破

M 2345678 裂，菌体蛋白释放出来，一方面增加了杂蛋白，给纯
200000 

97400 

55400 
36500 

25100 

14400 

6000 

镰 /PEGF

S障'幡」

M:蛋白质相对分子质量标准 ;1: 为透析液采样;2 -8:分别为各段洗

脱液透析采样.

图 5 透析采样电泳图

Fig.5 SDS-PAGE analysis of the products purified by dialysis 

2.3 表达产物的生物学活性鉴定

发酵上清液经超滤、 NÍ-NTA 亲和层析及透析

后，获得的 pEGF 进行 BALB/c 小鼠 3T3细胞的增殖

试验(图的.由图 6 可知，质量浓度< 100 ng/mL 的

hEGF 和 pEGF 对细胞有良好的增殖作用.其中 100

ng/mL 的 pEGF 对 BALB/c 3T3细胞增殖作用最明

显.pEGF 及 hEGF 各浓度的 D450 nm值与空白组比较

差异显著(P <0.05) ;pEGF 和 hEGF 在相同质量浓

度下的 D4S0 nm值差异不显著(P >0. 05). 
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图 6 纯化产物 pEGF 对 BALB/c 3口的生物活'性

Fig.6 Bioactivity of purified pEGF on Balb/c 31'3 cells 

3 讨论

毕赤酵母表达系统已成功表达多种外源蛋白

质，如人血清白蛋白、肿瘤坏死因子和人白细胞介素

2，且它们的表达量都达到克级水平[口因此 pEGF

的表达量有待于提高.鉴于我们采用 Mut+ 型高表达

克隆，因此，诱导时控制甲醇终体积分数为 1%. 开始

化带来困难，另一方面杂蛋白中的蛋白酶容易降解

目的蛋白.

在纯化过程中，尝试了多种方法.目的蛋白

pEGF 存在于培养液上清中，而且相对分子质量较

小，因此将培养液上清浓缩是纯化过程中最为关键

的一步.我们采用超滤浓缩的方法，可以去除小分子

的杂蛋白，再经过亲和层析和透析，最终产品的纯度

达到 90% 以上.纯化路线简单、有效，而且可以线性

放大，用于产业化.

高密度发酵纯化的 pEGF 以 10 、 100 ng/mL的质

量浓度培养细胞 ， t 检验后，发现10 ng/mL促进细胞

增殖的效应与对照组差异不显著，只有 100 ng/mL 

的质量浓度才有显著差异性(P<0.05). 而摇瓶发酵

纯化得出来的 pEGF 在 1 ng/mL 以上质量浓度能极

显著地促进 BALB/c 3T3细胞增殖[3] 分析高密度发

酵纯化的 pEGF 活性降低的原因可能有以下 2 个方

面:高密度发酵过程中大量的酵母自溶后产生的蛋

白酶作用于 pEGF，降解部分 pEGF;整个纯化过程较

长，而且是在室温进行的，容易引起 pEGF 变性.解决

pEGF 活性降低的方法有待后续试验探索:注意在发

酵过程中监控 pEGF 活性，放罐后快速纯化、保持环

境低温、加人蛋白质稳定剂等.
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