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中华大蟾蜍 EDF-1 重组蛋白的原核表达、纯化及抗 
血清的制备

刘怡君  贾宇坤  王玲芳  刘虹杏  杨仙玉
（浙江农林大学动物科技学院，临安  311300）

摘 要 ： 通过实验获得中华大蟾蜍（Bufo gargarizans）内皮分化相关因子 -1（Endothelial differentiation related factor-1，EDF-

1）重组蛋白及高效价抗血清。在前期研究工作中已克隆中华大蟾蜍 EDF-1 的开放阅读框（Open reading frame，ORF）（GenBank 登

录号 K F769459），但因密码子的偏好性使中华大蟾蜍原有密码子在原核细胞中发生识别困难，重组蛋白原核表达未能成功。本文

对中华大蟾蜍的 EDF-1 的 ORF 进行密码子优化，委托公司合成并插入原核表达载体，构建重组质粒 pET-28b-EDF-1-Bufo。将重组

质粒转入大肠杆菌（E. coli）感受态细胞 BL21（DE3），使用 IPTG 诱导重组蛋白表达，钴胶纯化重组蛋白，纯化的重组蛋白免疫

小鼠制备鼠抗重组中华大蟾蜍 EDF-1 的抗血清，然后通过 Western-blot 和 ELISA 检测抗血清的特异性及其效价。重组中华大蟾蜍

EDF-1 得到良好表达，抗血清特异性良好，效价为 1∶8 000。为进一步研究 EDF-1 的生物学功能奠定基础，同时为研发抑制内皮

细胞分化相关的抗肿瘤药物提供重要参考。

关键词 ： 中华大蟾蜍 ；内皮分化相关因子 -1 ；重组蛋白表达 ；密码子优化

DOI ：10.13560/j.cnki.biotech.bull.1985.2018-0291

Prokaryotic Expression，Purification and Antiserum Preparation of 
Recombinant EDF-1 of Bufo gargarizans

LIU Yi-jun JIA Yu-kun WANG Ling-fang LIU Hong-xing YANG Xian-yu
（College of Animal Science and Technology，Zhejiang Agriculture and Forestry University，Lin’an  311300）

Abstract: This study aims to acquire the recombinant protein of endothelial differentiation related factor-1（EDF-1）of Bufo gargarizans 
and high-titer antiserum. The open reading frame（ORF）of EDF-1 of B. gargarizans has been cloned（GenBank accession number ：K 

F769459）in previous studies. However，the recombinant protein using original ORF was not expressed in prokaryotic system due to the codon 

bias that might make the codons of B. gargarizans difficult to be recognized in prokaryotic cells. The codon of EDF-1 ORF of B. gargarizans 

was optimized，synthesized chemically，and inserted into prokaryotic expression vector，thus the recombinant plasmid pET-28b-EDF-1-

Bufo for prokaryotic expression was constructed. The recombinant plasmid was transformed into Escherichia coli competent cells BL21（DE3）. 

The expression of recombinant EDF-1 of B. gargarizans was induced by IPTG，and the EDF-1 was purified with cobalt agarose. Then mice 

were immunized with the purified recombinant protein to prepare the antiserum against EDF-1. The specificity and titer of the antiserum was 

determined by Western blot and ELISA，respectively. As results，the recombinant EDF-1 of B. gargarizans was well expressed and the 

antiserum was highly specific，and the titer of the antiserum against recombinant EDF-1 of B. gargarizans was 1∶8 000. These results lay a 

foundation for the further study of biological function of EDF-1 and provide important reference for development of antitumor drugs for inhibiting 

endothelia cell differentiation.
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内皮分化相关因子 -1（Endothelial differentiation 
related factor-1，EDF-1）最早是在 HIV-1-Tat 处理的

人类内皮细胞中分离的，具有抑制血管内皮细胞分

化的作用［1-2］，而肿瘤的生长和演进需要形成新血

管来提供营养物质，抑制肿瘤新血管的形成可以控

制肿瘤的生长。

以蟾蜍（Bufo）为基源的蟾皮、蟾酥和蟾衣等，

作为传统中药，具有解毒、抗菌、增强免疫力以及

抗肿瘤等多种药理作用［3-5］，广泛应用于多种疾病

的临床治疗，包括肿瘤的治疗［6-9］。由干蟾皮制成

的水溶性注射液——华蟾素，具有良好的抗肿瘤效

果，且已有实验表明，其抗肿瘤的有效成分是多肽

类物质［10-13］。

作者所在团队多年来从事蟾蜍皮肤相关功能性

蛋白的基因克隆研究，以分析蟾蜍皮肤中含有的多

肽类有效成分［13-17］。为能更好地挖掘蟾蜍皮肤的

药用价值和新药开发潜能，作者尝试将中华大蟾蜍

（B. gargarizans）EDF-1 开 放 阅 读 框（Open reading 
frame，ORF）［17］亚克隆至原核表达载体诱导其重组

蛋白的表达，但是未能成功。因此本研究对中华大

蟾蜍 EDF-1 的 ORF 进行了密码子优化，并委托公司

合成和构建原核表达重组质粒。本文将报告通过密

码子优化构建中华大蟾蜍 EDF-1 原核表达载体的方

法，重组蛋白的诱导表达及纯化以及制备鼠抗重组

中华大蟾蜍 EDF-1 的抗血清等的实验结果，为后续

研发抑制内皮细胞分化的相关制剂提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 ICR 小鼠和鼠饲料购于浙江省实

验动物中心，小鼠为 40 日龄健康的雌鼠。

1.1.2 实验材料 大肠杆菌（E. coli）感受态细胞

BL21（DE3）、PVDF 膜、Protein Maker、异丙基 -β-D-
硫 代 半 乳 糖 苷（IPTG）、 卡 那 霉 素（Kanamysin，

Kan）、小鼠抗 His-tag 抗体和辣根过氧化酶标记山羊

抗小鼠抗体购自碧云天生物技术研究所 ；X-tractor

和 BeyoGoldTM His-tag Purification Resin（ 钴 胶 ） 购

自 Clontech 公司 ；基因合成委托苏州金维智生物科

技有限公司 ；弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购于

Sigma 公司。

1.2 方法

1.2.1 重组表达载体的构建 在前期工作中构建的

原核表达载体不能在宿主大肠杆菌顺利表达，考虑

可能因密码子的偏好性，真核细胞的密码子在原

核细胞中存在识别困难。通过 E. coli Codon Usage 
Analysis 2.1 软件进行密码子的偏好性分析。根据上

述结果，对方琦璐等［17］克隆的中华大蟾蜍 EDF-1
（GenBank 登录号 K F769459）的 ORF 委托公司进

行密码子优化，化学合成，并连接到原核表达载体

pET-28b，构建密码子优化后的重组质粒 pET-28b-
EDF-1-Bufo。

1.2.2 重组蛋白的诱导表达 将重组质粒 pET-28b-
EDF-1-Bufo 转化至感受态细胞 BL21（DE3）中，涂

布于 LB 固体培养基（含 50 mg/L Kan），37℃倒置培

养 12-15 h。次日，取一单菌落接种于 l mL LB 培养

液（含 50 mg/L Kan），37℃恒温振荡培养 12-15 h。

将过夜培养的菌液按 l % 的体积接种于 LB 培养液（含

50 mg/L Kan），在 37℃恒温震荡培养至 OD600 值 0.7-

1.0 时，加入 IPTG 使其终浓度分别为 0、0.001、0.01、

0.1、1 mmol/L，并在 30℃和 37℃分别进行重组蛋白

的诱导表达。每隔 1 h 收集一次菌液，通过离心收

集菌体，加入 1×SDS-PAGE 上样缓冲液裂解菌体并

进行聚丙烯酰氨凝胶电泳（SDS-PAGE）以探索重组

蛋白诱导表达的最佳条件。使用 His-tag 单克隆抗体

进行 Western-blot 以确定过量表达蛋白为目的蛋白。

1.2.3 可溶性检测及纯化 按上述最佳条件，对重

组中华大蟾蜍 EDF-1 进行大量诱导表达。在收集的

0.5 mL 培养的菌体中加入 40 μL X-tractor、0.05 μL 
DNase Ⅰ和 0.5 μL 12 mg/mL 溶菌酶使菌体彻底裂解，

然后 16 100×g 离心 20 min，将分离的上清和沉淀

分别进行 SDS-PAGE。根据可溶性检测结果，收集

上清，按照钴胶使用说明，取 2 mL 钴胶（含 1 mL

储存液）加入纯化柱内，用平衡液（pH 8.0）置换

储存液后，加入上清使其与钴胶混合 1 h，然后用 2 
mmol/L 咪唑溶液（pH 8.0）洗涤 5 次，150 mmol/L

咪唑溶液（pH 8.0）洗脱，纯化的重组蛋白作为制

备抗血清的抗原。

1.2.4 小鼠抗重组中华大蟾蜍 EDF-1 抗血清的制备

及其特异性和效价检测 将纯化的重组中华大蟾蜍
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EDF-1（蛋白浓度约 1.5 μg/L）35 mL 与弗氏完全佐

剂 1∶1 混匀，在小鼠皮下多点注射 ；两周后再与弗

氏不完全佐剂 1∶1 混匀皮下注射，该步骤每周重复

一次，共免疫 4 次。最后一次免疫一周后心脏采血，

1 500×g 离心 30 min，上清即小鼠抗重组中华大蟾

蜍 EDF-1 抗血清。抗血清的特异性通过 Western-blot

进行检测。效价检测使用间接 ELISA，以纯化的重

组中华大蟾蜍 EDF-1（2 μg/mL）为抗原，以小鼠抗

重组中华大蟾蜍 EDF-1 抗血清为一抗，抗血清从最

低稀释倍数 1∶1000 连续 2 倍比稀释。显色后，进

行 OD450 检测，若抗血清与阴性对照的比值（P/N）

≥ 2.1，即判定为有效效价。

2 结果

2.1 重组质粒pET-28b-EDF-1-Bufo的获得 

根 据 E. coli Codon Usage Analysis 2.1 软 件 分 析

结果（图 1）显示中华大蟾蜍 EDF-1 有 16% 密码子

在大肠杆菌中使用频率小于 10%，存在识别困难的

问题。委托公司优化中华大蟾蜍 EDF-1 ORF 的密码

子并合成（图 2），连接至原核表达载体，最终构建

pET-28b-EDF-1-Bufo 重组质粒。

10% 10%

100

50

0

100

50

0

Codonfreq %

EDF-1
Codon

Codonfreq %

EDF-1
Condon

图 1 中华大蟾蜍 EDF-1 序列与大肠杆菌密码子偏好性分析

2.2 重组中华大蟾蜍EDF-1诱导表达条件的优化

将重组质粒转入 E. coli BL21（DE3）后，使用

不同的 IPTG 浓度、时间和温度诱导重组中华大蟾蜍

EDF-1 的表达。SDS-PAGE 结果（图 3）显示，除对

照组和 IPTG 浓度为 0.001 mmol/L 的样品外，其他样

品均在 20 kD 附近出现明显过量表达的蛋白，与预

测的分子量 19.662 kD 非常接近，并且随诱导时间

的延长和 IPTG 浓度的增加表达量增加。为减少重组

蛋白进入包涵体以及恒温振荡器的使用方便，选取

37℃（实验室常用）、0.01 mmol/L IPTG 和诱导 3 h
作为最佳表达条件。

2.3 可溶性检测

可 溶 性 检 测（ 图 4） 表 明， 重 组 中 华 大 蟾 蜍 

EDF-1 蛋白主要分布于上清中，小部分分布于包涵

体中。

2.4 重组目的蛋白的免疫印迹检测

为确定过量表达重组蛋白是目的蛋白，使用

His-tag 抗体作为一抗实施 Western-blot 检测。结果（图

5，泳道 2 和 4）显示，IPTG 诱导的样品在分子量

20 kD 附近出现明显的信号，与 SDS-PAGE 结果吻合，

表明该蛋白确实为目的蛋白。
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2.5 小鼠抗EDF-1-Bufo抗血清的特异性及其效价

检测

Western-blot 检测结果（图 6）显示，小鼠抗重

组中华大蟾蜍 EDF-1 的抗血清特异性良好。检测

OD450 结果（表 1）显示，抗血清稀释倍数达到 1∶ 
8 000 时，P/N 值为 3.1，大于 2.1，稀释倍数达到 1∶ 
16 000 时，P/N 值为 2.01，小于 2.1，故该抗血清效

价为 1∶8 000。
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阴影 ：优化后的碱基

图 2 中华大蟾蜍 EDF-1 优化前和优化后 ORF 碱基序列
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A、B 分别为 30℃和 37℃ 条件下重组质粒 pET-28b-EDF-Bufo 诱导表达的样

品 ；M ：标准蛋白 ；1-5、6-10、11-15 和 16-20 分别为 IPTG 诱导 1、2、3

和 4 h 的样品 ；1-5 分别为 0、0.001、0.01、0.1 和 1 mmol/L IPTG 浓度诱导

的样品 ；6-10、11-15 和 16-20 以此类推

图 3 重组中华大蟾蜍 EDF-1 在不同温度、IPTG 浓度、时
间条件下的诱导表达
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M ：标准蛋白 ；1 ：未诱导的全菌；2 ：IPTG 诱导后的全菌 ；3 ：诱导菌体裂

解后上清 ；4 ：诱导菌体裂解后沉淀

图 4 重组中华大蟾蜍 EDF-1 可溶性检测
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M ：标准蛋白 ；1，2 ：SDS-PAGE ；3，4 ：Western-blot ；1，3 ：未用 IPTG 诱

导的样品 ；2，4 ：IPTG 诱导 3 h 的样品

图 5 重组中华大蟾蜍 EDF-1 的 Western-blot 检测
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表 1 EDF-1-Bufo ELISA 检测效价结果

Dilution OD450 P/N +/-

1 ：1 000 1.45 11.19 +

1 ：2 000 0.89 7.20 +

1 ：4 000 0.58 4.67 +

1 ：8 000 0.38 3.10 +

1 ：16 000 0.25 2.02 -

1 ：32 000 0.18 1.46 -

Negative control 0.12

    + ：有效稀释 ；- ：无效稀释

3 讨论

内皮细胞是位于血管内表面的单层扁平上皮细

胞，组成血管的内壁。因此，无内皮细胞的分化，

就没有新血管的形成。临床与动物实验证明，肿瘤

的生长及演进也需要通过生成新血管为其提供所需

营养［18］。没有新生血管的营养供应，肿瘤在直径或

厚度达到 1-2 mm 后将不再增大，因此抑制肿瘤血

管生成的研究是当前的研究热点之一［19-20］。

EDF-1 具有抑制内皮细胞分化的作用，能够阻

断新血管生成。EDF-1 不仅在人类的内皮细胞中分

离得到［1］，在小鼠、壁虎中也克隆到该蛋白编码

的基因［2］。研究发现，血管的形成和血管完整性

与一氧化氮（NO）在组织中的浓度息息相关，而

EDF-1 可以通过与细胞质中的钙调素结合，降低一

氧化氮合成酶的活性，从而减少 NO 的含量［21-24］。

又 有 研 究 发 现，EDF-1 与 家 蚕（Bombyx mori） 的

MBF-1（Multiprotein Bridging Factor-1） 和 盘 基 网 柄

菌（Dictyostelium discoideum）早期发育相关的 H7 高

度同源，因此有人提出，EDF-1 可能是转录激活因子，

通过结合通用转录因子 TBP（TATA Binding Protein）

调节基因的表达，进而参与内皮细胞分化的抑制，

但此观点有待进一步验证［1，25-26］。

4 结论

本研究首次优化中华大蟾蜍 EDF-1 ORF 的密

码子，构建其原核表达载体，明确重组中华大蟾蜍

EDF-1 原核表达的最佳条件，获得特异性和效价优

良的小鼠抗中华大蟾蜍重组 EDF-1 的抗血清，为今

后对 EDF-1 生理功能等进一步研究奠定了良好基础。

在中华大蟾蜍皮肤中 EDF-1 的发现揭示蟾蜍皮

肤相关药物中，EDF-1 很可能是其中的多肽类有效

成分之一。
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