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猪表皮生长因子在毕赤酵母中的表达及鉴定 

汪  洋，杨桂香，吴波浪，张万江，黄伟华，彭险峰 

（华南农业大学兽医学院/广东省兽药研制与安全评价重点实验室，广州 510642）  

 

摘要：【目的】猪表皮生长因子（pEGF）具有刺激静止期猪卵母细胞的成熟以及刺激仔猪胃肠上皮细胞成熟的

功能，从而可以提高母猪繁殖率和降低断奶仔猪的应激。因此开发猪表皮生长因子具有重要意义。【方法】用人工

合成的 pEGF 基因为模板，用 PCR 扩增获得 pEGF-6His 片段，将其克隆到载体 pPIC9 构建重组质粒 pPIC9-pEGF 并

电转化毕赤酵母。用斑点杂交法筛选多拷贝整合转化子即基因工程菌，用 Ni-NTA 亲和层析法纯化目的蛋白，纯化

产物用抗 His-tag 的单克隆抗体进行蛋白质免疫印迹、氨基端测序鉴定、体外生物活性检测。【结果】斑点杂交

法筛选中信号越强的转化子，甲醇诱导表达的目的蛋白含量越高。免疫印迹中可以观察到印迹条带。氨基端氨基

酸测序发现纯化的表达产物含有 2条肽链，其 N-端 15 个氨基酸的序列分别与天然的 pEGF 以及 Glu-Ala -pEGF 的

序列相同。体外生物活性检测结果表明，纯化的表达产物对 BALB/c 3T3 细胞具有显著的增殖作用。【结论】本研

究获得了能高效表达具有生物学活性的重组猪表皮生长因子的基因工程菌。 
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（Guangdong Key Laboratory for Veterinary Pharmaceutics Development and Safety Evaluation, College of Veterinary Medicine, 
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Abstract：【Objective】 Porcine epidermal growth factor (pEGF) can stimulate dormant primordial follicle into active follicle 
and stimulate growth of gastrointestinal (GI) tract and repair the GI tract in pigs and it may enhance productivity of sows and reduce 
the stress of early-weaned piglets, so it is necessary to develop recombinant pEGF. 【Method】According to the codon usage 
preference of pichia pastoris, a pEGF gene was synthesized and the PCR was performed to obtain pEGF-6-His fragment using the 
synthetic pEGF gene as template. Then pEGF-6-His fragment was cloned into plasmid pPIC9. The resulting plasmid pPIC9-pEGF 
was linearized and transformed into pichia pastoris by electroporation, multicopy strains were screened out by dot blotting analysis, 
and the target protein in the medium supernatants was purified by His-tag affinity column. The purified protein was analyzed by 
Western bloting using anti-His-tag monoclonal antibody, amino-terminal sequencing, and in vitro bioactivity assay. 【Result】The 
stronger hybridization signal of the transformant in dot bloting, the more obvious target protein band from this transformant was 
observed in Tricine-SDS-PAGE. An immunobloting band was observed in the western bloting analysis, and N-terminal amino-acid 
sequencing showed that purified products contained two peptides. The N-terminal sequence of one peptide was the same as the 
sequence of the natural pEGF, and the other peptide was Glu-Ala-pEGF. Finally, the expressed pEGF fusion protein could 
significantly increase the proliferation of BALB/c 3T3 cells. 【Conclusion】These results indicated that a recombinant strain which 
can effectively and stably produce recombinant porcine epidermal growth factor with high biaoactivity was obtained.  
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0  引言 

【研究意义】由于猪乳中含有 124 μg·L-1 的表皮

生长因子，断奶引起乳源性的表皮生长因子的供应突

然中断，使断奶仔猪的胃肠黏膜难以适应饲料，而引

发断奶应激，采食量、日增重及饲料转化率大幅度降

低，进而引起腹泻，免疫力下降，导致断奶仔猪生长

停滞或死亡，给养猪生产带来较大经济损失。表皮生

长因子是一种在多种动物中存在的丝裂原性的含有

53 个氨基酸的多肽, 有研究表明皮生长因子具有多种

生物学功能，如可刺激表皮和内皮细胞的增殖[1~3]；可

刺激胃肠道的生长以及诱导小肠消化酶的表达[4~8]。此

外，pEGF 具有促进静止期的初级母卵泡变成活化卵

泡，从而加速卵子的排出，因此具有提高哺乳动物的

窝产仔数的功能[9~11]。McGlone 等的研究表明大肠杆

菌表达的重组 pEGF 可提高窝产仔数 20.79%[12]。因此

开发重组用于畜牧生产以及兽医临床用的表皮生长具

有重要的实践意义。【前人研究进展】由于表皮生长

因子具有多种生物学活性，有关重组人表皮生长因子

（rhEGF）和重组小鼠表皮生长因子（rmEGF）在大

肠杆菌[13~17]、短芽孢杆菌[18]、酵母[19~22]的研究已经有

大量的报道。Oka 等早在 1985 用大肠杆菌表达分泌性

rhEGF ，但是培养基上清中 rhEGF 只有 1.026 
mg·L-1[14]。Ebrahmi-Rad 等用大肠杆菌表达 rhEGF 时，

用高效表达系统（M15/pSE），细胞周质中可溶性蛋

白表达量为 120 μg·L-1，而且表达的 rhEGF 对 Balb/c 
3T3 细胞的增殖活性低；而用 BL21/pET32 表达系统

的可溶性表达量只有 20 μg·L-1[17]。Yamagata 等用

Bacillus brevis 分泌表达 rhEGF, 表达量可达 260 
mg·L-1[18]。Clare 等用毕赤酵母来分泌表达 rmEGF，由

于筛选了多拷贝整合转化子，结果高密度发酵的表达

量可达 447mg·L-1[19]。黄秉仁报道用毕赤酵母表达

rhEGF 的产量为 300mg·L-1[20]。【本研究切入点】目前，

对重组 pEGF 表达的报道则很少。Pascall 等报道在

Saccharomyces cerevisiae 表达了少量的 pEGF 的融合

蛋白[21]；2001 年美国专利 6300311B1 报道了用大肠杆

菌表达融合蛋白 6His-pEGF，并用 Ni-凝胶柱从细菌中

纯化表达产物，但是表达产物在 C-端含有 19 个来源

于表达载体的氨基酸[11]；Lee 等用毕赤酵母表达系统

成功表达了 pEGF，而且表达量较高 870 mg·L-1，但是

没有建立纯化表达产物的方法，也没有对表达产物进

行纯化[8]，因此发酵表达的上清需要保存在-80℃。没

有纯化的 pEGF 难以进行下游制剂的研制。本研究为

了获得大量的纯化的能用于兽医临床以及重组pEGF，
因此开展了本项研究。【拟解决的关键问题】本研究

根据毕赤酵母对密码子偏好性，人工合成了 pEGF 基

因，并在其 C-端加上了编码 6 个组氨酸的序列，用毕

赤酵母表达系统进行表达,使研制的基因工程菌不仅

能高效稳定地表达重组表达，而且表达产物的纯化步

骤简单、实用。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

基因工程菌 E.coli DH5α，用于质粒的扩增与转

化，广东省兽药研制与安全评价重点实验室保存。

pPIC9 载体、毕赤酵母 GS115 菌株、GS115/His+MutS 
albumin 菌株，购于 INVITROGEN 公司。 

Qiaprep Spinminiprep 试剂盒及 Qiaquick Gel 
Extraction 试 剂 盒 购 自 Qiagen 公 司 ； 同 位 素

[α-32P]dCTP，购自北京福润生物医学公司；Takara 
Random Primer DNA labeling 试剂盒，购自 TakaRa 公

司；小鼠源性的抗 His-Tag 单克隆抗体及 i-NTA 
His·Band Resins，购自 Novagen 公司。 

Balb/c 3T3 细胞购自中国科学院上海生命科学院

细胞资源中心；DMEM 基础培养基、胎牛血清、青链

霉素、链霉素、胺酰胺购自 GBICO 公司。重组人表

皮生长因子（Recombinant Human EGF，hEGF），英

国 PeproTech House 公 司 。 Cell Counting Kit-8
（CCK-8），Dojindo Molecular Technologies 公司。 
1.2  试验方法 

1.2.1  pPIC9-pEGF 表达载体的构建  根据 pEGF 的

氨基酸序列以及毕赤酵母对密码子的偏好性，人工

合成 pEGF 基因。以合成的 pEGF 基因为模板，设计

一对引物，使上游引物的 5′端含有 XhoⅠ至 SnaBⅠ之

间的序列，下游引物的 5′端含有编码 6 个组氨酸以及

EcoRⅠ位点，进行 PCR 扩增。PCR 产物和 pPIC9 用

XhoⅠ和 EcoRⅠ进行双酶切，酶切产物经琼脂糖凝胶

电泳分离后用Qiaquick Gel Extraction 试剂盒回收210 
bp 的 pEGF 片段和 8 000 bp 的载体条带，然后进行连

接反应。连接产物转化 E.coli DH5α 感受态细胞。用

Qiaprep Spinminiprep 试剂盒提取阳性转化子的质粒，

进行酶切鉴定以及测序鉴定。获得的重组表达载体为

pPIC9-pEGF。 
1.2.2  pPIC9-pEGF 转化毕赤酵母   重组质粒

pPIC9-pEGF 用 BglⅡ酶切线性化后，采用电转化法转

化酵母 GS115 感受态细胞。参照 Pichia Expression kit
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的说明书，在 MD 及 MM 平板上观察各转化子的生长

的快慢以确定转化子的表型。 
1.2.3  斑点杂交筛选多拷贝整合转化子  在 Clare 等[7]

方法的基础上进行一些修改。将已经确定表型的转化

子置于含 100 μl YPD 培养基的 96 孔板中，30℃培养

48 h，取 10 μl 接种含新鲜 YPD 培养基的 96 孔板中，

继续培养 48 h。然后每孔取 50 μl 培养的菌液于 2 ml
离心管中，离心去上清后，用 80 μl 含有酵母裂解酶

（lyticase）的酵母裂解缓冲液重悬细胞沉淀，37 ℃
裂解 4 h，100℃作用 10 min 后，立即将离心管放入冰

中，并加入等体积的 20×SSC，得到裂解液。利用斑

点杂交加样器，将制备的裂解液转移至硝酸纤维素膜

上，变性后 80℃烘烤 2 h，置入杂交管，加入预杂交液

杂交 4 h。用引物（上游引物 AOX primer 5′-GACTGG 
TTCCAATTGACAAG-3′，下游引物 pPSEGF primer 5′- 
CCTAGGGAATTCTCAATGATGA-3′）从 pPIC9-pEGF
上扩增出长度为 535 bp 含有 pEGF 基因的片段。用

Qiaquick Gel Extraction 试剂盒回 PCR 产物，以之为

模板，用 Takara Random Primer DNA labeling 试剂盒

以及[α-32P]dCTP 进行同位素探针标记反应。将标记

的探针加入预杂交的管中，杂交过夜。洗膜后，取出

硝酸纤维素膜压磷板 24 h。将该磷板在 Bio-Rad FX 扫

描仪上扫描，筛选多拷贝转化子。 
1.2.4  pEGF的表达和纯化  挑取斑点杂交筛选出的

多拷贝转化子于 40 ml BMGY 培养中培养 16～18 h，
离心，细胞沉淀加入 10 ml 含 1%Casamino Acid 的
BMMY 培养基中，用 1%甲醇诱导表达，分别在 0、
24、48、72、96、120 h 取 100 μl 上清，参照 Schagger
等[8]的方法进行 Tricine-SDS-PAGE 分析，筛选表达量

高的转化子作为工程菌。 
将工程菌接种 400 ml BMGY 培养基，30℃摇瓶

培养 16～18 h，离心，去上清，细胞接种 100 ml BMMY
培养基，继续摇瓶培养，用 1%甲醇诱导 96 h；诱导

表达的上清用磷酸钾调 pH 值至 7.8。离心去细胞及碎

片，离心上清用过 Ni-NTA 亲和层析柱纯化，洗脱液

按 1 ml 体积分装到 2 ml EP 管。取各 EP 管中的洗脱

液少量，进行 Tricine-SDS-PAGE 分析，将含靶蛋白洗

脱液对 1 L 10 mmol·L-1的磷酸缓冲液透析 24 h，然后

冻干保存。 
1.2.5  表达产物的的鉴定  
1.2.5.1  Western bloting  将 Ni-NTA 亲和层析柱纯

化产物进行 SDS-PAGE 电泳，再经转 PVDF 膜、封闭，

然后用小鼠源性的抗 His-Tag 单克隆抗体（Novagen

公司）以及辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG 进

行免疫印迹反应。 
1.2.5.2  N 端氨基酸测序  取少量冻干的纯化表达

产物，用蒸馏水溶解，加 β-巯基乙醇（终浓度为 5%），

100℃ 反应 10 min，使分子中的二硫键还原。然后将

样品进行 Tricine-SDS-PAGE 电泳以及转 PVDF 膜。

将含有目的条带的 PVDF 膜送上海基康生物技术有限

公司进行 N 端的氨基酸测序，测定 N 端 15 个氨基酸

残基。 
1.2.5.3  融合蛋白活性检测  Balb/c3T3 细胞用含

10%小牛血清的 DMEM 培养基（完全培养基）传代培

养，用完全培养基稀释至 5×104·ml-1，以每孔 100 μl
加入到 96 孔细胞培养板中，37℃培养 24 h，用含 1%
小牛血清的 DMEM 培养基（基础培养基）饥饿培养

12 h，加入系列稀释的含纯化的 pEGF 样品或 hEGF
标准品的培养基（每个浓度水平做 4 个重复），37℃
继续培养 48 h，加 10 μl 的 CCK-8 溶液，37℃作用 2 h
后测定 600 nm 波长的吸收度值（OD）。 
1.2.6  统计分析  融合蛋白活性检测的原始数据用

Excell 2000 软件进行 student T 检验，分别比较 pEGF
空白组以及与 rhEGF 组对细胞的增殖作用的差异。 

2  结果与分析 

2.1  pPIC9-pEGF 表达载体的构建 

以合成的pEGF 基因为模板用上下游引物扩增出

一个约 200 bp 片段，用 XhoⅠ和 EcoRⅠ分别对该 PCR
产物和 pPIC9 载体进行酶切消化，酶切回收的 pEGF
片段与 pPIC9 载体片段进行连接转化，获得的转化子

进行增菌培养，菌液 PCR 扩增的结果可见一条大小约

200 bp 的条带（图 1-A）。提取菌液 PCR 结果为阳性

的菌落的质粒，用 XhoⅠ和 EcoRⅠ双酶切，酶切产物

电泳图中可见一条大小约为 200 bp 的条带（图 1-B）。

这表明 pEGF-6His 片段已成功地克隆到 pPIC9。测序

结果表明 pPIC9-pEGF 载体中插入的 pEGF 基因序列

与合成的序列一致。 
2.2  多拷贝整合转化子的筛选与 pEGF 的诱导 

表达转化子用MD板和MM板确定其对甲醇利用

的快慢，在挑取的 200 个转化子中，有一半是 Mut＋
（利用甲醇快）型转化子。将鉴定为 Mut＋、Mut s
表型的转化子挑出，用斑点杂交法筛选多拷贝整合转

化子,结果如图 2。多拷贝整合转化子是信号较强的转

化子，如 A8、B2、B7、B8、C6、C7。将筛选出的多

拷贝整合转化子，分别用 BGMY 和 BMMY 来扩大培 
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A. 1、2：菌液 PCR 产物电泳图；M：DNA 分子量标准 DL2000；B. 1：
阳性转化子提取的质粒酶切电泳图；M：DNA 分子量标准 DL2000 
A. 1, 2: Agarose gel electrophoresis of PCR products from pPIC9-pEGF 
transformants; M: DL 2000 DNA marker; B. 1: Agarose gel electrophoresis 
of pasmid from positive transformants; M: DL 2000 DNA marker 

 

图 1  琼脂糖电泳图 

Fig. 1  Agarose gel electrophoesis 

 
养和诱导表达 pEGF。表达上清的 Tricine-SDS- PAGE
电泳结果见图 3。从图 3 可以看出，pPIC9 载体转化

子的诱导表达上清中没有观察到明显的目的蛋白条带

（泳道 9）；pPIC9-pEGF 多拷贝转化子的表达上清中，

每个转化子在 6 kD～14.4 kD 之间有明显的蛋白条带

（泳道 1～6），拷贝数越多的转化子，表达上清中靶

蛋白的条带越明显。 
 

 
 
D3、D 4：pPIC9 转化子；D5、D6：未转化的 GS115；D7、D8：pPIC9-pEGF
质粒；其它为 pPIC9-pEGF 转化子 
D3, D4: pPIC9 transformants; D5, D6: Untransformed GS115; D7, D8: 
pPIC9-pEGF plasmid; The other dots were pPIC9-pEGF transformants 

 

图 2  斑点杂交筛选多拷贝转化子 

Fig. 2  Multicopy strains isolated by dot blotting 

 

2.3  表达产物的的纯化与鉴定 
2.3.1  表达产物的的纯化  表达上清过 Ni-NTA 亲

和柱后，靶蛋白主要集中在第 2、3、4 管洗脱液中（图

4）。从图 4 可以看出，表达上清过 Ni-NTA 亲和柱后，

杂蛋白很少。实验室的摇瓶诱导表达产物纯化后的产

量约为 82 mg·L-1。 
2.3.2  Western bloting 分析  工程菌的诱导表达上

清经 Tricine-SDS-PAGE 电泳以及转膜后，用抗 His tag 

 
 
 
1～6：拷贝数不同的 6 个菌株的诱导表达上清；7：GS115/His+ MutS 
albumin 的诱导表达上清；M：蛋白质分子量标准；9：pPIC9 载体转化

子的诱导表达上清 
1-6: Induced supernatants from 6 different multicopy strains; 7: Induced 
supernatant from GS115/His+MutS albumin; M: Protein marker; 9: Induced 
supernatant from pPIC9 transformant 

 

图 3  多拷贝整合转化子的表达上清的 SDS-PAGE 分析 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of expressed supernatants from 

multicopy strains 

 

 
 
1～8：第 1-8 离心管接收的洗脱液；M：为蛋白质分子量标准 
1-8: Aliquots from 1th-8th eluted solutions; M: Protein marker 

 

图 4 表达上清经 Ni-NTA 纯化后 SDS-PAGE 分析 

Fig. 4  SDS-PAGE analysis of the products purified by 

Ni-NTA affinity chromatography 

 

单克隆抗体进行免疫印迹分析（图 5）。在图 5 的 1、
2 泳道中可见印迹条带。 
2.2.3  N 端氨基酸测序  Ni-NTA 亲和柱纯化的表达

产物用 Edman 降解法进行 N 端的氨基酸测序，发现

样品中含有 2 条多肽，其 N 端的 15 氨基酸残基的序

列分别为 NSYSECPPSHDGYCL 和 EANSYSECP 
PSHDGY。 
2.2.4  表达产物的活性检测   纯化的表达产物对 
Balb/c 3T3 细胞的增殖活性（图 6）。从图 6 可见，与 
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1, 2：纯化的表达产物；M：预染蛋白质分子量标准 
1and 2: Purified products; M: Pre-stained protein marker 

 
图 5 Western blotting 分析 

Fig. 5  Western bloting analysis 

 
空白对照相比，本研究表达纯化的 pEGF蛋白对Balb/c 
3T3 细胞具有显著的细胞增殖活性（P＜0.01），与重

组人表皮生长因子对照品的细胞增殖活性相比，无统

计学差异（P＞0.05）。 
 

 

 

图 6  用 CCK-8 测定的纯化表达产物 pEGF-6His 对 Balb/c 

3T3 的生物活性 

Fig. 6  Bioactivity of purified pEGF-6His on Balb/c 3T3 cells 

by using CCK-8 assay 

 

3  讨论 

3.1  pEGF 基因的高效表达 

由于天然的 pEGF 在猪体内为分泌型蛋白，所以

本研究采用分泌型表达载体 pPIC9 来构建重组表达载

体。在pPIC9载体上含有编码Saccharomyces cerevisiae 
α factor 信号肽序列，表达的靶蛋白可以分泌到培养基

中。在分泌表达的过程中，信号肽可由毕赤酵母体内

的蛋白酶 KEX2 及 STE13 切除，其中 Glu-Ala 重复序

列由蛋白酶 STE13 切除。本研究的测序结果表明纯产

物中含有两段肽：一条肽的 N-端 15 个氨基酸为

NSYSECPPSHDGYCL，与天然 pEGF 的序列一致；另

一条肽的 N-端 15 个氨基酸为 EANSYSECPPSHDGY，

说明工程菌在表达 pEGF-6His 时，有部分靶蛋白上的

Glu-Ala 切除不完全。 
本研究得到的基因工程菌在最佳条件下摇瓶诱导

表达上清中的 pEFG 可达 82 mg·L-1。因此，该基因工

程菌是一个能高表达的工程菌，这可能与该基因工程

菌中的 pEGF 基因的密码子是毕赤酵母使用频率最高

的密码子以及基因工程菌是多拷贝整合转化子有关。 
3.2  对表达产物的纯化 

为了便于靶蛋白的纯化，构建表达载体时在pEGF
基因的下游加上了编码 6 个组氨酸标签的 DNA 片段。

因此基因工程菌的诱导表达上清过 Ni-NTA 亲和柱

后，靶蛋白纯度较高（图 4）。而且从表达产物对

BALB/c 3T3 成纤维细胞的增殖作用来看，pEGF 的羧

基端的 6 个组胺酸并没有明显地影响其生物活性。这

与用大肠杆菌表达的 6-His-pEGF 不影响其对卵泡的

激活作用[11]相似。 
3.3  SDS-PAGE 靶蛋白分子量偏大的原因 

当用普通的SDS-PAGE电泳检测多拷贝转化子的

诱导表达上清中的靶蛋白时，没有观察到分子量小于

10 kD 的条带，而采用三羟甲基甘氨酸（Tricine）
-SDS-PAGE 电泳[23]可以观察到在 6～14.4 kD 之间出

现一条明显的蛋白条带（图 3）。但是图 3 中观察到

的靶蛋白分子量明显大于 pEGF-6His 及 Glu-Ala- 
pEGF-6His 的理论值（分别为 6.97 kD，7.17 kD），

而且在 western bloting 中也观察到表达产物分子量非

常接近 11 kD（图 5）。这种现象在其它文献中也有报

道[24,25]。其中唐威华用质谱验证了含有 His-tag 的融合

蛋白质在 SDS-PAGE 中分子量比实际分子量大，而且

根据 SDS-PAGE 的原理，对此现象进行了解释：

SDS-PAGE 利用被分析的蛋白质在加热变性后，与

SDS 成带负电荷的粒子，在电场作用下向阳极运动，

并根据电泳后蛋白质泳动的距离来推算其分子量；而

含有His-tag的融合蛋白质由于含有6个带正电荷的组

氨酸，造成其在 SDS-PAGE 中迁移变慢,从而导致

SDS-PAGE 观察的分子量比理论值大[24]。此外，Lee
等用毕赤酵母表达系统表达的没有 6 个组氨酸标记的

pEGF，在 SDS-PAGE 以及 western blot 分析图片中，

pEGF 的分子量大小与氨基酸序列推断的分子量相一

致[8]。因此本研究 SDS-PAGE 以及 western blot 分析图

片中观察到的靶蛋白分子量偏大的现象很有可能是由 
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6 个组氨酸标记所致。 

4  结论 

4.1  本研究利用在毕赤酵母中使用频率高的密码子

合成了 pEGF 基因。用该基因构建的分泌型表达载体

pPIC9-pEGF 电转化导入毕赤酵母后，通过放射性同位

素随机引物标记法筛选了多拷贝 pPIC9-pEGF 整合的

基因工程菌。 
4.2  对工程菌的表达产物，用 His-tag 亲和层析纯化

方法可使重组 pEGF 的纯度达到 95%以上。 
4.3  本研究获得的基因工程菌所表达的重组 pEGF
具有很高的生物学活性。 
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