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【摘要】目的  在大肠杆菌中重组表达并纯化得到高产量、高纯度的鸢尾素

（Irisin）重组蛋白，为后续 Irisin 的功能研究奠定基础。方法  对 Irisin 基因 CDS 序

列密码子优化后进行基因合成，通过一步克隆连接法构建重组质粒 pET-30a-Irisin，

将其转化到大肠杆菌表达感受态细胞 Rosetta（DE3）中。以终浓度为 0.5 mM 的 IPTG

在 15 ℃、100  rpm 诱导表达 30 h。诱导表达结束后收集菌体，超声波破碎细菌细胞，

离心取上清，用 Ni-IDA 琼脂糖纯化树脂进行纯化。结果  成功构建得到重组质粒

pET- 30a-Irisin，重组表达菌株经低温、低浓度 IPTG 诱导，经 Ni-IDA 琼脂糖纯化树

脂纯化得到产量为 105  mg·L-1 的高纯度 Irisin 重组表达产物。结论  密码子和诱导条

件优化可促进 Irisin 重组蛋白在大肠杆菌中的可溶性表达，为研究其对不同肿瘤细胞

的影响及机制奠定坚实基础。 
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【Abstract】Objective  To obtain high-yield and high-purity recombinant Irisin 
protein by recombinant expression and purification in Escherichia coli, and to lay a 
foundation for the subsequent study of Irisin function. Methods  The CDS sequence of the 
Irisin gene was codon optimized for gene synthesis, and the recombinant plasmid pET-30a-
Irisin was constructed by a one-step cloning and ligation method, and was transformed into 
Escherichia coli expression receptor cells Rosetta (DE3). The expression was induced by 
IPTG at a final concentration of 0.5 mM for 30 h at 15 °C and 100 rpm. The bacteria were 
collected at the end of induced expression, and the bacterial cells were broken by ultrasonic 
waves, the supernatant was obtained by centrifugation and purified by Ni-IDA agarose 
purification resin. Results  The recombinant plasmid pET-30a-Irisin was successfully 
constructed, and the recombinant expression strain was induced by low temperature and low 
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concentration of IPTG, and the recombinant expression product of high-purity Irisin with 
a yield of 105 mg/L was obtained by purification with Ni-IDA agarose purification resin. 
Conclusion  The optimization of codon and induction can promote the soluble expression of 
Irisin recombinant protein in Escherichia coli, which lays a solid foundation for the study of 
its effects and mechanism on different tumor cells.

【Keywords】Irisin; Escherichia coli; Recombinant expression; Purification

鸢 尾 素（Irisin） 是 Boström 等 于 2012 年 发

现的一种新型肌肉因子，由含 Ⅲ 型纤连蛋白结

构域蛋白 5（fibronectin type Ⅲ domain-containing 

protein 5，FNDC5）水解产生 [1]。Irisin 广泛分布

于人体内，主要参与白色脂肪组织的褐变、改善

胰岛素抵抗、改善认知功能、调节骨代谢等 [2]。

Irisin 与多种肿瘤的发生发展密切相关，能够通过

多种信号通路促进或抑制肿瘤细胞增殖和迁移。

朱英雪的研究发现，Irisin 可促进卵巢癌细胞增

殖 [3]，也有研究证明其在胆管癌、胰腺癌中发挥

抑制作用 [4-5]，因此可以作为一种有效的生物标

志物来诊断多种类型的肿瘤 [6-7]。然而，Irisin 在

肿瘤发展过程中的分子机制尚未明确。何赛等在

大肠杆菌表达系统中进行了 Irisin 的重组表达，

重组蛋白产量约为 2 mg·L-1, 并通过 Ni-IDA 琼

脂糖纯化树脂得到了纯度较高的重组蛋白 [8]，但

产量过低不利于研究其在肿瘤发展过程中的分子

机制。本研究通过对 Irisin 基因进行密码子优化，

采用同源重组的方法在大肠杆菌表达感受态细胞

Rosetta（DE3）中重组表达并纯化得到高产量、

高纯度的 Irisin，以期为后续研究 Irisin 对不同肿

瘤细胞的影响及作用机制奠定基础。

1  资料与方法

1.1  实验菌株、质粒及主要试剂药品
大肠杆菌化学感受态细胞 DH5α、核酸染料

GelRed、蛋白质 Marker、DNA 聚合酶均购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司，DNA 胶回收

试剂盒、质粒提取试剂盒购自天根生化科技（北

京）有限公司，限制性内切酶、DNA marker 购

自赛默飞世尔科技公司，一抗、二抗均购自爱博

泰克生物科技有限公司，Ni-IDA 琼脂糖纯化树

脂及实验中使用的其他生化试剂均购自生工生物

（上海）股份有限公司，大肠杆菌表达感受态细

胞 Rosetta （DE3）、表达质粒 pET-30a 均为本

实验室保藏。

1.2  重组表达载体的构建
根 据 GenBank 中 Ir is in 基 因 CDS 序 列

（NM_001171940.2），依照大肠杆菌密码子的偏

好性，在不改变氨基酸序列的前提下，利用密码

子优化软件 GeneOptimizer 对 Irisin 基因进行密码

子优化后发送至北京擎科生物科技有限公司进行

基因合成。用两侧带有 pET-30a 质粒 EcoRV 位

点重组 linker 的引物 Irisin F ACGACAAGGCCATG

GCTGATGACTCTCCTTCCGCTCCTGTT 和 Irisin R 

AGCTCGAATTCGGATCCGATTTCCTTCATAGTAA

CTTCATCCTT 进行聚合酶链式反应（polymerase 

chain reaction，PCR）扩增，得到 Irisin 基因片段。

通过同源重组连接法将胶回收的 Irisin 基因片段

连接到 pET-30a 质粒的 EcoRV 酶切位点，将连

接产物通过化学转化法转化到大肠杆菌的 DH5α
菌株中，菌液复苏后涂布于含有 50 μg·mL-1 卡

那霉素的 LA 平板进行筛选，挑取单菌落进行菌

落 PCR 验证，获得 DH5α-pET30a-Irisin 重组菌株。

以 S.TAG 引 物 CGAACGCCAGCACATGGACA 和

T7 TER 引物 TGCTAGTTATTGCTCAGCGG 作为引

物对进行 PCR 验证，pET-30a 空载做阴性对照模

板，按照 DNA 聚合酶 2×Taq Master Mix（Dye  Plus）

的使用说明书配置 PCR 反应体系，前后引物各

1  μL，2×Tag Master Mix 10 μL，ddH2O 7  μL，体

系中不加入模板，在 EP 管中均匀混合，以每管

19  μL 分装到 PCR 管中。在细菌超净台中用无菌

牙签挑取 LA 转化平板上的单菌落，在新的 LA 平

板上点种并做好标记，然后将带菌的牙签在 PCR

管反应液中涮动混合，阴性对照以 pET-30a 空载

质粒作为模板，将 PCR 管放入设定好程序的 PCR

仪中进行扩增，点种的 LA 平板放入 37 ℃的细菌

培养箱过夜培养。待 PCR 反应结束，取出样品，

以 1 kb DNA Ladder Marker 作为标准进行琼脂糖

凝胶电泳，根据 Marker 初步判断重组转化子验证

条带大小是否正确。挑取菌落 PCR 验证正确的转

化子接种到含 5 mL LB 培养基的指形瓶中，37 ℃，
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200 rpm 摇床培养 12 h，提取质粒，送至北京擎

科生物科技有限公司进行测序分析，测序正确的

重组质粒命名 pET-30a-Irisin。

1.3  重组蛋白的诱导表达
将测序正确的重组质粒 pET-30a-Irisin 通过

CaCl2 化学转化法转化到 Rosetta（DE3）大肠杆菌

表达感受态中，在含有 25 μg·mL-1 卡那霉素和

34  μg·mL-1 氯霉素的 LA 平板上，37 ℃培养箱过夜。

挑取大肠杆菌重组转化子接种到装 5 mL LB 培养基

的指形瓶中，37 ℃，200 rpm 摇床培养 12 h 后获得

种子液，将其以 1% 的接种量接入含有 200  mL  LB

培 养 基 的 锥 形 瓶 中，200 rpm、37 ℃ 摇 床 培 养

2~3  h，待 OD600 值达到 0.4~0.6，在冰水混合物中

预冷 30  min，加入终浓度为 0.5 mM 的 IPTG，15 ℃、

100 rpm，摇床培养 30 h。

1.4  重组蛋白的纯化
诱导结束后，4 ℃，4 000 rpm，离心 10 min，

收集菌体，加入 25 mL 细胞裂解液，涡旋使菌体

重悬，在冰水浴中超声 30 min 破碎细胞。4 ℃，

12  000 rpm，离心 10 min，收集上清液。将上清

液与平衡后的 Ni-IDA 琼脂糖纯化树脂填料充分

混 合， 依 次 向 吸 附 柱 中 加 入 浓 度 为 80、100、

250  mM 的咪唑缓冲液，每次加入 2 mL，让液体自

然流下，分别收集洗脱液。使用 BCA 蛋白质浓度

测定试剂盒测定浓度，加入终浓度 2 mM 的 PMSF

混匀后 4 ℃保存。

1.5  重组蛋白的分析
通过 SDS-PAGE 凝胶电泳和 Western-Blot 对

重组蛋白进行分析。制备 SDS-PAGE 凝胶，分离

胶浓度为 12%，浓缩胶浓度为 5%。取 20 μg 蛋白

样品与 5×Loading buffer 混合均匀，100 ℃金属浴

煮 10 min，12 000 rpm 离心 1 min 后，取上清液

进行电泳，分析重组蛋白的表达和纯化情况。通

过 Western-Blot 进一步验证重组蛋白，取蛋白样

品进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，随后转膜以及封闭。

一抗 4 ℃冰箱摇床过夜，次日加入二抗在室温摇

床孵育 1 h，最后显影分析 Irisin 在大肠杆菌中的

表达情况。

2  结果

2.1  Irisin基因CDS序列密码子优化及大肠
杆菌重组表达载体的构建

Irisin 基因 CDS 序列密码子优化前后对比见

图 1，密码子中标注红色的碱基为优化后的碱基。

经 EcoRV 单 酶 切 后 的 pET-30a 质 粒 和 胶 回 收

的 Irisin 目的基因进行琼脂糖凝胶电泳，结果见

图 2，泳道 1 为 EcoRV 单酶切后的 pET-30a 质粒，

大小介于 5 000~6 000 bp，与 pET-30a 理论大小

5 422 bp 相符合；泳道 2 为胶回收后的 Irisin 目的

基因，大小介于 250~500 bp，与 Irisin 基因片段

的理论大小 376 bp 相符合。

2.2  重组转化子菌落PCR验证和测序 
在含有卡那霉素的 LA 平板上挑选重组转化子

单菌落进行菌落 PCR 验证，见图 3，泳道 1 为以

pET-30a 作为模板的阴性对照，条带大小略低于

250 bp，与理论大小 225 bp 相符合；泳道 2~4 分

别为不同重组转化子作为模板的 PCR 产物条带，

条带大小约为 500 bp，与理论大小 624 bp 相符。

部分测序结果见图 4，表明 Irisin 基因已连接到

pET-30a 质粒 EcoRV 酶切位点，且无碱基突变发生。

2.3  重组蛋白的表达和纯化分析
对大肠杆菌重组蛋白表达产物进行 SDS-

图1  Irisin基因CDS序列密码子优化前后对比

Figure 1. Comparison of Irisin gene CDS sequence before and after codon optimization 
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图2  重组质粒构建

Figure 2. Construction of recombinant plasmid
注：M. 1 kb DNA marker；1. EcoRV单酶切后的pET-30a载体；
2. Irisin基因片段。

图3  重组转化子的菌落PCR验证

Figure 3. Colony PCR validation of 

recombinant transformants
注：M. 1 kb DNA marker；1. pET-30a空载为模板的阴性对照
PCR产物；2～4. 不同重组转化子单菌落为模板的PCR产物。

图4  pET-30a-Irisin部分测序峰图

Figure 4. Partial sequencing peaks of pET-30a-Irisin

PAGE 分析，如图 5 所示，泳道 1 为未加 IPTG

诱导的重组表达菌株裂解液上清，泳道 2 为

经终浓度 0.5 mM IPTG 诱导的重组表达菌株裂

解液上清，泳道 3 为 250 mM 咪唑缓冲液洗脱

的 Irisin 重 组 蛋 白。 相 较 于 泳 道 1， 泳 道 2 在

10~15 kDa 有明显增粗的蛋白条带，初步表明

Irisin 重组蛋白已表达。对纯化产物进行 SDS-

PAGE 分 析，250 mM 咪 唑 缓 冲 液 洗 脱 的 Irisin

重组蛋白呈现单一条带（如泳道 3），且与理论

大小（约为 13 kDa）相符，表明经 Ni-IDA 琼脂

糖纯化树脂纯化后可获得高纯度的 Irisin 重组蛋

白，产量达 105 mg/L。

M      1      2 M     1     2     3    4

6 000 bp
5 000 bp

500 bp

250 bp

750 bp

500 bp

250 bp
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期转化，促进细胞增殖 [14]。Alshanqiti 等的研究发现，

Irisin对前列腺癌细胞增殖具有显著的抑制作用 [15]。

相似的结果在肺癌中也有相关报道，FNDC5/Irisin

能够抑制肺癌细胞的增殖和侵袭，并通过磷脂酰肌

醇 3 激 酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K） /

蛋白激酶 B（protein kinase B，AKT）/Snail 通路抑

制上皮间质转化和减少肺癌细胞的侵袭 [16]，也有

研究证明其对乳腺癌具有抑制作用 [17]。上述研究表

明 Irisin 与肿瘤的发生发展密切相关，有望成为诊

断肿瘤的辅助生物标记物。然而，目前 Irisin 对不

同肿瘤细胞的作用机制尚未明确。

何赛等首次实现了 Irisin 基因在大肠杆菌表达

系统中的重组表达，但可溶性 Irisin 重组表达产物

的产量仅有 2 mg·L-1，产量太低不利于进行后续

机制研究 [8]。本研究通过对 Irisin 基因进行密码子

优化，将使用频率低的密码子优化为使用频率高的

密码子，以提高蛋白质的翻译效率，进而提高重组

蛋白的表达量。在较高的诱导温度下，大肠杆菌易

形成包涵体，降低诱导温度可使热休克蛋白酶的表

达下降，从而增加重组蛋白的稳定性和溶解度 [18-19]。

因此，本研究用冰水混合物将 OD600 值达到 0.4~0.6

的培养物预冷 30 min，再加 0.5 mM IPTG，15 ℃进

行诱导，以增加可溶性蛋白的产量。

本研究通过对 Irisin 基因进行密码子优化并

采用一步克隆连接法，构建得到重组质粒 pET-

30a-Irisin，将其转入大肠杆菌表达感受态细胞

Rosetta（DE3），经 0.5 mM IPTG，15 ℃诱导后，

获得产量为 105 mg·L-1 的高纯度重组表达产物，

为后续研究 Irisin 对不同肿瘤细胞的影响及作用

机制奠定基础。
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Figure 5. SDS-PAGE analysis of 
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图6  重组蛋白的Western-Blot分析

Figure 6. Western-Blot analysis of 

recombinant proteins
注：M. 蛋白相对分子质量标准；1. 经IPTG诱导后的重组表达菌
株裂解液上清。

M           1 

70 KDa

15 KDa

10 KDa

2.4  重组蛋白的Western-Blot鉴定
为 进 一 步 对 Irisin 重 组 蛋 白 进 行 验 证， 取

经 IPTG 诱导后的重组表达菌株裂解液上清进行

Western-Blot 鉴定（泳道 1），显影后从图 6 中可

见杂交条带与理论大小条带 13 KDa 相符，证明

Irisin 在大肠杆菌中表达成功。
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