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卤虫泌壳腺特异表达蛋白 SGEG1 的原核表达 
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摘要：研究将卤虫泌壳腺特异表达基因 1（shell gland-specifically expresses gene 1，SGEG1）的成熟肽序列克

隆到带有 6×His 标签的原核表达载体 pET-28α(+)中，构建含 pET-28α(+)-SGEG1 的重组质粒，转化至大肠杆菌

Escherichia coli BL21（DE3）中，诱导表达重组蛋白。通过对诱导的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）浓度、

诱导时间和蛋白电泳检测方式的优化，确定最佳表达条件和蛋白电泳检测方法。本研究成功构建了

pET-28α(+)-SGEG1 重组载体，实现了分子量约为 10 ku 的小分子重组 SGEG1 蛋白的高效表达，其融合蛋白主

要以包涵体形式存在，为开展 SGEG1 蛋白的体外制备奠定了基础。 
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Abstract: In this study, the SGEG1 (shell gland-specifically expresses gene 1) sequence of deduced 
mature peptide was cloned into the prokaryotic expression vector pET-28α(+) with 6×His tag. A 
recombinant plasmid containing pET-28α(+)-SGEG1 was constructed and transformed into Escherichia 
coli BL21 (DE3). The fusion expression of recombinant SGEG1 (rSGEG1) protein was induced. By 
optimizing the induced IPTG concentration, induction time and the protein electrophoresis detection 
method, the optimal expression conditions and protein electrophoresis detection method were determined. 
The successfully constructed recombinant pET-28α(+)-SGEG1 with a molecular weight of about 10 ku 
was highly expressed, and the fusion protein mainly existed in the form of inclusion body, which 
supported a foundation for the preparation of SGEG1 protein in vitro. 
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0  引言 
卤虫也称盐水丰年虫或丰年虾，属于节肢动物门，是一种在休眠状态下能度过极端恶劣环境的小型

海洋动物。卤虫有两种生殖方式，即卵胎生和卵生。卵胎生是指子代自母体内产出时已孵化为无节幼体，
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而卵生则指子代以卵的方式自母体内产出[1]。当外界环境条件较差时，卵生途径的卤虫产生休眠卵，其

可在长期缺氧、脱水、极端温度和 γ-射线等条件下，依然保持很高的活力和孵化率[1~3]。卤虫休眠卵孵化

后的无节幼体是鱼、虾、蟹等水产养殖过程中广为使用的活体饵料，具有重要的经济价值。 
卤虫休眠卵外层为复杂的非细胞卵壳，与其细胞内部的 p26、Artemin 等因子一起形成特有的抗逆机

制[2~7]。SGEG 是仅存在于卵生途径卤虫的卵囊泌壳腺分泌型细胞上的特异性表达基因，其编码的蛋白是

卤虫休眠卵壳蛋白的重要组成部分，参与休眠卵对极端环境的抗逆机制[8~9]。SGEG1 基因是卤虫 SGEG
基因家族的成员之一，其 cDNA 全长 450 bp，具有 345 bp 开放阅读框，推演的多肽由 33 个氨基酸信号

肽和 81 个氨基酸成熟肽组成[10~11]，其对卤虫卵壳高度有序的组装及参与保护休眠胚胎免受各种极端环

境的胁迫有重要意义。 
本研究将卤虫 SGEG1 基因成熟肽序列克隆到带有 6×His 标签的原核表达载体 pET-28α(+)中，进行蛋

白诱导和体外表达，优化 SGEG1 重组蛋白最佳诱导条件和电泳检测方式，以实现目的蛋白的高效表达

和体外制备。 

1  材料与方法 
1.1  材料与仪器 

Taq DNA 聚合酶、DNA 分子量标准、蛋白分子量标准、卡那霉素、蛋白胨、酵母粉、40%丙烯酰

胺-甲叉丙烯酰胺溶液（体积比为 29:1）、尿素、IPTG、蛋白电泳缓冲液、DNA 胶回收试剂盒、PCR 产

物回收试剂盒、质粒 DNA 小量抽提试剂盒等购自生工生物工程（上海）股份有限公司。T4 DNA 连接酶、

NcoⅠ和 XhoⅠ购自 TaKaRa 公司。pET-28α(+)质粒、E. coli DH5α和 E. coli BL21（DE3）菌种为实验室

保存。凝胶成像系统购自杭州宝诚生物技术有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  pET-28α(+)-SGEG1 原核表达载体的构建  

根据 GenBank 中 SGEG1 基因 cDNA 序列（基因序列号为 EU683079.1）及原核表达载体 pET-28α(+)
的 多 克 隆 位 点 序 列 ， 设 计 带 有 酶 切 位 点 的 PCR 扩 增 引 物 ： 上 游 引 物 SGEG1-F ：

5'-CATGCCATGGGGAAGAAGAAGGAAAAGATTACGGA-3'（下划线处为 NcoⅠ酶切位点）；下游引物

SGEG1-R：5'-CCGCTCGAGCAGGTCTCTCCCCTGGTCTT-3' （下划线处为 XhoⅠ酶切位点），扩增 SGEG1
成熟肽序列。同时，在下游引物紧邻终止密码子的 3' 端引入编码 6 个组氨酸的核酸序列，表达由 91 个

氨基酸组成的重组蛋白。 
尕海孤雌卤虫（Artemia parthenogenetica）用于 RNA 的提取和 cDNA 的合成。利用 PCR 方法，扩

增 SGEG1 的成熟肽序列。PCR 反应条件：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸

1 min，35 个循环；72℃延伸 10 min. PCR 产物用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测分析，并用 PCR 产物试剂盒

纯化备用。 
SGEG1 纯化产物和 pET-28α(+)载体分别用 NcoⅠ和 XhoⅠ双酶切，酶切产物纯化后经 T4 DNA 连

接酶 16℃连接过夜，转化至 E. coli DH5α 中，挑选阳性克隆进行测序，确定目的片段序列及读码框的正

确性。 

1.2.2  重组 SGEG1 蛋白的诱导表达 

将含有 pET-28α(+)-SGEG1 重组质粒的 E. coli BL21（DE3）接种于含卡那霉素（终浓度为 30 μg/mL）
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的 LB 液体培养基中，37℃ 200 r/min 培养过夜，随后按 1:50 的比例（体积比）扩大培养至 OD600=0.4～0.6，
加入 IPTG 诱导表达目的蛋白。诱导表达后的菌液，4℃ 5 000 r/min 离心 10 min，收集菌体沉淀。在溶

菌酶的作用下，37℃作用 30 min；随后转至液氮中 30 s，37℃水浴 2 min 反复冻融 6 次，加入 Triton X-100
（终浓度为 2%）室温间隔震荡 30 min，彻底破碎菌体。离心分别收集上清和沉淀，十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）检测目的蛋白的表达和存在

形式。 

1.2.3  确定蛋白诱导的最佳 IPTG 浓度 

将表达菌的菌液培养至 OD600=0.4～0.6 时，等量分装至 4 瓶，分别加 IPTG 至终浓度为 0，0.4，0.8，
1.0 mmol/L，37℃诱导培养 4 h，4℃ 5 000 r/min 离心 10 min，收集菌体沉淀，用 SDS-PAGE 分析，确定

最佳诱导浓度。 

1.2.4  确定蛋白表达的最佳诱导时间 

将表达菌的菌液培养至 OD600=0.4～0.6 时，等量分装至 3 瓶，加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG，37℃
诱导培养，分别在诱导的 0，2，4 h 取菌液进行 SDS-PAGE 检测，确定最佳诱导时间。 

1.2.5  确定蛋白的最优电泳条件 

重组表达的 SGEG1 蛋白为小分子多肽，分别利用 4 种不同的蛋白电泳方式，优化目的蛋白的分离

效果。将样品分别置于 15% SDS-PAGE（5%浓缩胶、15%分离胶）、15% SDS-PAGE（含 6 mol/L 尿素）、

16% Tricine SDS-PAGE（6%浓缩胶、16%分离胶）和 16% Tricine SDS-PAGE（含 6 mol/L 尿素）体系中

进行蛋白分离。其中，15% SDS-PAGE 采用恒流 15 mA，2 h 电泳。Tricine SDS-PAGE 缓冲液则采用阳

极和阴极电泳缓冲体系，先恒压 30 V，30 min 电泳，待样品进入分离胶后电压升为恒压 200 V，电泳 2 h. 
电泳结束后，考马斯亮蓝 R-250 染色，脱色，凝胶成像系统拍照观察。 

2  实验与分析 
2.1  pET-28α(+)-SGEG1 原核表达载体的构建 

卤虫 SGEG1 多肽由信号肽和成熟肽两部分组成，将卤虫 SGEG1 的成熟肽基因序列克隆到带有 6×His
标签的原核表达载体 pET-28α(+)中进行蛋白表达（如图 1a 所示）。 

首先，以卤虫 cDNA 为模板，利用 PCR 扩增 SGEG1 成熟肽片段，在约 270 bp 处得到一条单一的特

异性条带（如图 1b 条带 1 所示）。随后，利用 pET-28α(+)质粒，将 SGEG1 成熟肽序列定向插入，构建

重组表达载体 pET-28α(+)-SGEG1，并转化至 E. coli 中。利用 PCR 方法，进行转化子的鉴定，结果表明

成功扩增到转化子中的目的基因（如图 1b 条带 2 所示）。此转化子质粒 DNA 测序后，证实其与预期基

因序列相符，表明成功构建重组表达载体。 
体外重组表达的 SGEG1 多肽含成熟肽和组氨酸标签两部分，组成一个由 91 个氨基酸组成的小分子

多肽，推演的蛋白分子量为 10.537 ku，等电点为 5.69（如图 1c 所示）. 

2.2  重组 SGEG1 蛋白的诱导表达与检测 

重组 pET-28α(+)-SGEG1 质粒转化至 E. coli BL21（DE3）中，利用 IPTG 对其进行诱导，收集产物

进行 SDS-PAGE 检测。结果显示，与未经 IPTG 诱导的菌体相比，经 IPTG 诱导后的菌体在约 10 ku 处出

现一条明显条带，与预期 SGEG1 重组蛋白大小一致，表明构建的 pET-28α(+)-SGEG1 重组质粒已成功在
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大肠杆菌中表达。同时，对重组蛋白的可溶性分析结果显示，在大肠杆菌破菌后的菌体沉淀中同样存在

一条约 10 ku 大小的蛋白条带，说明 SGEG1 重组蛋白主要以包涵体的形式存在（如图 2 所示）。 

 
注：图 b 中，M—DNA 分子量标准，下同；1—SGEG1 基因 PCR 产物；2—pET-28α(+)-SGEG1 转化子的 PCR 产物 

图 1  SGEG1 重组蛋白的原核表达载体构建 
Fig. 1  Construction of prokaryotic expression vector of rSGEG1 protein 

a—SGEG1 重组蛋白的原核表达策略；b—SGEG1 基因的 PCR 产物检测：c—SGEG1 重组蛋白氨基酸序列 
a-Prokaryotic expression strategy of rSGEG1 protein; b-Detection of PCR products of SGEG1 gene; c-Amino acid sequence of 

rSGEG1 protein 
 

2.3  SGEG1 重组蛋白的表达条件优化 

2.3.1  最佳诱导浓度的确定 

分别以浓度为 0，0.4，0.8，1.0 mmol/L 的 IPTG 进行

诱导表达并检测分析。蛋白电泳结果表明，IPTG 浓度为

0.4 mmol/L 时，SGEG1 的表达量较低，随着 IPTG 浓度的

逐渐升高，SGEG1 蛋白的表达量呈现上升趋势（如图 3

所示）。因此，选择终浓度为 1.0 mmol/L 的 IPTG 进行诱

导表达。 

2.3.2  最佳诱导时间的确定  

将含有 pET-28α(+)-SGEG1 的 E. coli BL21（DE3）表

达菌培养至对数生长期，以终浓度为 1.0 mmol/L 的 IPTG

分别诱导 0，2，4 h 后电泳检测。结果表明，随着 IPTG 诱导时间的增加，SGEG1 重组蛋白的表达量逐

渐增加（如图 4 所示）。因此，SGEG1 重组蛋白最优表达条件为 1.0 mmol/L IPTG 诱导 4 h. 

 
图 2  SGEG1 重组蛋白的诱导表达和可溶性分析 
Fig. 2  Induced expression and soluble analysis of 

rSGEG1 protein 
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综上所述，SGEG1 重组蛋白的最优表达条件为：菌液浓度 OD600=0.4～0.6 时进行诱导，IPTG 终浓

度为 1.0 mmol/L，37℃诱导 4 h. 

2.4  重组 SGEG1 蛋白的电泳条件优化 

重组表达的 SGEG1 蛋白分子量为 10.537 ku，属于小分子肽，常用的蛋白电泳较难实现预期的分离

效果。在本研究中，分别采用 15% SDS-PAGE、15% SDS-PAGE（含尿素）、16% Tricine-SDS-PAGE 和

16% Tricine-SDS-PAGE（含尿素）4 种方法对菌体蛋白进行分离，如图 5 所示。通过对比蛋白电泳结果，

挑选最适合分离 SGEG1 蛋白的电泳和检测方法。 

 
图 5  4 种蛋白电泳分离效果的比较 

Fig. 5  Comparison of separation effects of four kinds of protein electrophoresis 
 

由图 5 可见，15% SDS-PAGE 电泳方法可以很好地分离 20 ku 以上的蛋白条带，条带边界清晰，效

果理想；20 ku 以下的条带则呈模糊团状聚集，小分子条带的分离效果不理想。而 15% SDS-PAGE（含尿

素）电泳条带呈现跑偏情况，且蛋白区条带弥散，未能很好地分离蛋白。因此，15% SDS-PAGE 的电泳

方式不适用于重组 SGEG1 蛋白的分离和检测。 
另一方面，利用 Tricine 代替甘氨酸，借助两性离子缓冲液，进行 16% Tricine-SDS-PAGE. 电泳结果

表明，该方法能有效分离样品中不同分子量大小的蛋白且条带清晰，分离效果较 15% SDS-PAGE 方法有

明显改善。在此基础上，利用 16% Tricine-SDS-PAGE（含尿素）方法，可以很好地分离不同片段大小的

 
图 3  不同 IPTG 诱导浓度对重组蛋白表达量的影响 
Fig. 3  Effect of different concentration of IPTG on the 

expression of recombinant protein 

 
图 4  不同诱导时间对重组蛋白表达量的影响 
Fig. 4  Effect of different induction time on the 

expression of recombinant protein 
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蛋白，且在小分子蛋白区域的条带边界清晰，对小分子肽分离效果最佳。而且，在相同的电泳时间条件

下，含尿素的凝胶分离速度更快，分离效果更好，可以很好地解决 16% Tricine-SDS-PAGE 过程中产热高

和电泳速度较缓的问题。 
综上所述，重组 SGEG1 蛋白最优的电泳分离和目的蛋白检测方法是 16% Tricine-SDS-PAGE（含尿

素），其可以高效、便捷地分离菌体蛋白且可以获得条带清晰的目的蛋白条带。 

3  讨论与结论 
卤虫泌壳腺特异表达蛋白 SGEG1 是休眠卵壳蛋白的重要组成部分，在卤虫卵壳形成过程中发挥着

重要的功能，参与卤虫在极端环境中的抗逆休眠机制。SGEG1 基因由刘玉磊等[8~9]等发现，推测与卤虫

休眠卵壳形成相关。代莉等[10~11]利用 RNAi 技术研究发现，由沉默 SGEG1 基因的母体卤虫产出的休眠

卵前皮质层消失、皮质层厚度仅为正常休眠卵的一半，推测 SGEG1 分散性表达于前皮质层和皮质层，

参与卤虫休眠卵卵壳的构建。 
本研究以卤虫 cDNA 为模版，选用 pET 原核表达载体，借助 NcoⅠ和 XhoⅠ限制性内切酶，成功构

建了高效表达卤虫 SGEG1 多肽的 pET-28α(+)-SGEG1 原核表达载体。同时，通过 E. coli BL21（DE3）菌

株的诱导表达，获得 SGEG1 重组蛋白，并证明其主要以包涵体的形式存在，为高效获取 SGEG1 重组蛋

白提供了基础资料，为后期纯化及相关功能研究奠定了基础。 
同时，为高效表达 SGEG1 重组蛋白，对原核表达诱导条件进行了优化。IPTG 诱导剂价格较为昂贵，

且对细菌存在一定毒性。延长诱导时间可以使蛋白表达量升高，但也可能使蛋白降解和菌体老化，反作

用于蛋白表达量。本实验通过对 SGEG1 重组蛋白诱导的 IPTG 浓度和诱导时间进行探索，确定了 SGEG1
重组蛋白最优表达条件为菌液浓度在 OD600=0.4～0.6 时进行诱导，IPTG 终浓度为 1.0 mmol/L，37℃诱导 4 h. 

SDS-PAGE 常用于分离蛋白质，普通的 Tris-甘氨酸-SDS-PAGE 多用于分离分子量在 10～200 ku 的

蛋白质，当分离分子量小于 10 ku 的小分子肽时，其效果欠佳。本研究中推演的 SGEG1 重组蛋白分子量

为 10.537 ku，常用的 SDS-PAGE 并不是很适用。而 Tricine-SDS-PAGE 常用于分离分子量为 1～10 ku 的

小分子肽类，Tricine 以阳离子形式存在，可以作为拖尾离子，使小分子多肽能够在浓缩胶中形成尽可能

窄的带[12~15]。同时，在蛋白电泳中加入尿素能够明显改善小分子肽的分离效果，提高分辨率[16]。通过对

常规的 SDS-PAGE 和 Tricine-SDS-PAGE 电泳进行改进，在电泳的分离胶中加入尿素，可以改变胶的孔

径，有效压缩小分子多肽，减弱拖尾现象[16]。在本研究中，通过对 4 种蛋白电泳方法的比较，可为小分

子肽的高效分离提供良好的技术支持。 
卤虫 SGEG1 重组表达蛋白的成功制备为进一步研究卤虫休眠卵卵壳蛋白的功能以及卤虫的滞育、

抗逆机理打下基础，为开发隔离紫外线、耐腐蚀、耐高温的新型生物材料提供了新思路。 
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