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摘要: 增强型绿色荧光蛋白( EGFP) 是生物领域常用的标记物。在前期成功克隆表达 EGFP 的基础上，本实验建立

了两步分离纯化 EGFP 的色谱方法，并验证其分离纯化效果，检验 EGFP 的活性。首先用金属螯合亲和色谱柱 His-
Trap HP 对 EGFP 的重组菌体破碎上清液进行初步分离，再用葡聚糖凝胶排阻色谱柱 Sephadex G-10 HR 对其进行

脱盐纯化。采用丙烯葡聚糖凝胶排阻色谱柱 Sephacryl S-300 HR 和十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS-
PAGE) 检测分离纯化后的 EGFP 纯度。最后通过荧光分光检测器和非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳( Native-PAGE) 验

证分离纯化后的 EGFP 是否具有荧光活性。结果表明该方法可以简便快速地分离纯化 EGFP，纯度超过 98%，同时

保持了 EGFP 的荧光活性。
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Abstract: Enhanced green fluorescent protein ( EGFP) is a common biological marker． In this research，

on the foundation of successful clone and expression of EGFP，a two-step chromatographic method was es-
tablished to separate and purify EGFP，which includes the use of HisTrap HP immobilized metal affinity
chromatography ( IMAC) and Sephadex G-10 HR size exclusion chromatography in sequence． Sephacryl
S-300 HR size exclusion chromatography and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
( SDS-PAGE) were used to check out the purity of EGFP． At last，it was found that EGFP still had fluo-
rescent activity using fluorescence spectrophotometric detection and Native-PAGE detection． This method
can effectively separate the active EGFP． The purity of the obtained EGFP was more than 98%．
Key words: immobilized metal affinity chromatography ( IMAC) ; gel exclusion chromatography ( GEC) ;

enhanced green fluorescent protein ( EGFP) ; separation; purification

绿色荧光蛋白( green fluorescent protein，GFP)

是常用的生物标记蛋白，最初从发光水母 Aequorea
victoria 中发现。其分子量为 27 kDa，由 238 个氨基

酸组成，在波长 395 nm 紫外光激发下能发出绿色荧

光，具有生物发光性［1］。此外，它还具有灵敏度高、
不需要添加外来底物便能显色、可以利用显微镜直

接对活体细胞进行研究等优点。因此，绿色荧光蛋

白自发现便在生物学标记领域得到广泛应用［2］。
增强型绿色荧光蛋白( enhanced green fuorescent pro-
tein，EGFP) 是绿色荧光蛋白 GFP 的突变体，即将

GFP 的第 64 位的苯丙氨酸置换成亮氨酸，将 65 位

的丝氨酸置换成苏氨酸。突变体 EGFP 的荧光强度

是 GFP 的 35 倍多［2，3］。
目前关于 GFP 和 EGFP 的分离纯化已有大量报

道。Ward 等［4］使用 Sephadex G-75 色谱柱分离得到
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GFP。罗文新等［5］从厦门水域的大型多管水母中，

采用色谱柱 TSK GEL SW3000 分离到新的绿色荧光

蛋白 GFPxm。曲 萍 等［6］ 构 建 了 原 核 表 达 载 体

pGEX4T-1-EGFP，转化大肠杆菌 BL21( DE3) pLysS，

经异丙基硫代-β-D-半乳糖苷诱导表达，用谷胱甘肽

( GST) -Sepharose 4B 色谱分析法纯化含有 GST 标签

的 EGFP 蛋白。
EGFP 的应用范围广泛，但传统的 EGFP 分离纯

化方法较为复杂，收率低，蛋白纯度低，迫切需要一

种较为简便的分离纯化方法。基于此，本实验在成

功构 建 菌 株 E． coli DH5α /pUC18-EGFP 的 基 础

上［7，8］，诱导表达 EGFP，采用金属螯合亲和色谱和

凝胶排阻色谱分离目标蛋白质，获取高纯度 EGFP
并验证了其活性。

1 实验部分

1． 1 设备及材料

冷冻离心机( J-20XP，美国 Beckman) 公司; 紫外

分光光度计( 8453E，美国 Agilent 公司) ; 纯水系统

( Elix 5 + Milli QS，美国 Millipore 公司) ; 冷冻干燥机

( FD-1( -110) ，DGG-9140A，上海森信) ; 高效液相色

谱仪( HPLC 1100，美国 Agilent 公司) ; 低压色谱系

统( AKTA FPLC，瑞典 Amersham 公司) ; 凝胶成像系

统( Gel Doc EQ，美国 Bio-Rad 公司) ; 摇床( Innova
4340，美国 NBS 公司) ; 电泳仪( 165-8001，美国 Bio-
Red 公 司 ) ; 荧 光 分 光 光 度 计 ( LS45，美 国

PerkinElmer 公司) 。
重组菌 E． coli DH5α /pUC18-EGFP 为本实验室

制备; HisTrap HP 金属螯合亲和色谱柱 ( 美国 GE
Healthcare 公司) ; 葡聚糖凝胶排阻色谱柱( Sephadex
G-10 HR，30 mm ×16 mm) 为自装柱; 丙烯葡聚糖凝

胶排阻 色 谱 柱 ( Sephacryl S-300 HR，30 mm × 16
mm) 为自装柱; 主要试剂如酵母提取物、胰蛋白胨、
咪唑等均为国产。
1． 2 EGFP 的表达与提取

将含 pUC18-EGFP 质粒的菌 E． coli DH5α 接种

于新鲜 LB 液体培养基( 蛋白胨 10 g，酵母提取物 5
g，NaCl 5 g，溶解于 1 L 水中，pH 7. 5 ) 中，30 ℃ 摇

床振荡培养 36 ～ 48 h 后取出菌液，以 8 000 r /min
离心 10 min，弃上清液，收集菌体。以适量去离子水

洗涤菌体 3 次，重悬菌体，置于 － 20 ℃冰箱冻存，再

将其置于 0 ℃融化，反复冻融 3 次破碎细胞。将破

碎后的细胞以 8 000 r /min 离心 10 min，取上清液。
另取少量 30 ℃ 培养后的 DH5α /pUC18-EGFP 菌液

置于荧光显微镜下观察。

1． 3 EGFP 的分离纯化

亲和色谱: 本实验中在 EGFP 的 N 端加有 6 个

组氨酸标签，组氨酸与金属镍有很强的亲和作用，因

此通过镍金属亲和色谱柱分离纯化 EGFP。选用

HisTrap HP 色谱柱，连入 HPLC 系统，洗脱缓冲液 A
液为 10 mmol /L 咪唑缓冲液( pH 7. 4) ，B 液为 500
mmol /L 的咪唑缓冲液( pH 7. 4 ) 。用 10 ～ 15 个柱

体积的 A 液平衡 HisTrap HP 柱，至基线平稳。将菌

体破碎上清液过 0. 45 μm 滤膜后，取 1 mL 上样。
用 A 液与 B 液进行洗脱，0 ～ 40 min 内，从 100% A
液线性变化到 100% B 液，流速为 1 mL /min。柱温

为 25 ℃。收集流出组分，经紫外、荧光检测器检测。
紫外检测波长为 280 nm; 荧光检测最大激发波长

( λEx ) 为 489 nm，最大发射波长( λEm ) 为 511 nm。
收集紫外、荧光检测最大洗脱峰组分，置于 － 20 ℃
冰箱内 24 h 后，用冷冻冻干机冻干后保存。

凝胶排阻色谱: 选用 Sephadex G-10 HR( 30 mm
×16 mm) 自装色谱柱，连入 AKTA FPLC 系统。将

HisTrap HP 色谱柱收集的最大洗脱峰溶液过 0. 45
μm 滤 膜，取 1 mL 上 样。流 动 相 为 三 蒸 水 ( pH
7. 0 ) ，流 速 为 1 mL /min［9］，紫 外 检 测 波 长 为 280
nm。收集各组分，置于 － 20 ℃冰箱内 24 h 后，冷冻

冻干机冻干后保存。
1． 4 EGFP 的纯度检测

凝胶排阻色谱［10］: 选用 Sephacryl-S 300 HR( 30
mm ×16 mm) 自装色谱柱，连入 HPLC 系统，流动相

为 0. 15 mol /L NaCl( pH 7. 0) ，流速为 1 mL /min，柱

温为 25 ℃。经紫外、荧光检测器检测，验证分离纯

化的 EGFP 是否为单一峰。紫外检测波长为 280
nm，荧光检测波长为 λEx = 489 nm /λEm = 511 nm。

十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS-
PAGE) ［11］: 分离胶的浓度为 12%，浓缩胶的浓度为

5%。上样样品为: 纯化脱盐后的 EGFP 20 μL，菌体

破碎上清液 20 μL，分子量标准物 10 μL。
1． 5 EGFP 的回收率检测

用 Bradford 法测定重组菌体破碎上清液和每步

分离纯化后的目标蛋白质浓度，以牛血清白蛋白为

标 准 蛋 白 制 作 标 准 曲 线，计 算 每 一 步 的 回 收

率［12，13］。
1． 6 EGFP 的荧光活性测定

荧光分光光度计检测: 采用 LS45 荧光分光光度

计对分离纯化后的 EGFP 进行荧光激发光谱和荧光

发射光谱测定。
非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳( Native-PAGE) 分

析: 采用 Native-PAGE 验证分离纯化的 EGFP 在紫
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外下是否发出荧光，紫外检测波长为 365 nm。

2 结果与讨论

2． 1 EGFP 在大肠杆菌中的表达

在荧光倒置显微镜下观察到菌体呈现较强的绿

色荧光，见图 1。表明 EGFP 在 DH5α /pUC18-EGFP
中表达良好。

图 1 DH5α/pUC18-EGFP 的荧光照片( 400 × )
Fig． 1 Fluorescent photo of DH5α/pUC18-EGFP ( 400 × )

2． 2 EGFP 的分离纯化

2． 2． 1 HisTrap HP 柱分离纯化

随着上样时间的增加，HisTrap HP 柱逐渐变成

绿色。在咪唑浓度达到 30% 即 150 mmol /L 时，绿

色荧光蛋白被洗脱下来。
2． 2． 2 Sephadex G-10 HR 柱分离纯化

将 HisTrap HP 柱分离纯化后的 EGFP 收集后，

在 Sephadex G-10 HR 凝胶色谱柱上进行进一步分

离纯化。从 AKTA FPLC 的脱盐图谱( 图 2) 可以发

现 EGFP 峰与盐峰分离度很好。由于 EGFP 的分子

量大于 NaCl，所以 EGFP 峰在凝胶排阻色谱中先被

洗脱出来，出现在 23 mL 左右; 盐峰后被洗脱出来，

出现在 45 mL 左右。
2． 3 EGFP 的纯度检测

2． 3． 1 凝胶色谱检测

图 3 为 EGFP 的紫外检测和荧光检测结果。从

中可知，分离纯化后的 EGFP 在紫外检测 280 nm 下

有单一峰，出峰时间为 50 min 左右。表明纯化后的

EGFP 为单一蛋白，纯度较高，大于 98%。另外，荧

光检测显示在 50 min 左右时出现单一荧光峰，出峰

时间与紫外检测出峰时间基本一致，说明该荧光峰

为纯化后的 EGFP。纯化后的 EGFP 纯度较高，同时

保持荧光活性。
2． 3． 2 SDS-PAGE 检测

采用 SDS-PAGE 再次验证 EGFP 纯度，见图 4，

从左至右依次为分子量标准物、纯化的 EGFP、重组

图 2 EGFP 在 Sephadex G-10 HR 柱上的凝胶排阻色谱图
Fig． 2 Chromatogram of EGFP on Sephadex

G-10 HR column
a． ultraviolet ( UV) detection at 280 nm; column size: 30 mm ×16

mm; elution buffer: pure water ( pH 7. 0) ; the flow rate of elution so-
lution: 1 mL /min; sample: 1 mL of EGFP with salt． b． conductivity．

图 3 EGFP 在 Sephacryl S-300 HR 柱上的凝胶排阻色谱图
Fig． 3 Chromatograms of EGFP on Sephacryl

S-300 HR column
a． UV detection at 280 nm; column size: 30 mm ×16 mm; elution

buffer: 0. 15 mol /L NaCl ( pH 7. 0) ; the flow rate of elution solution:
1 mL /min; sample: 1 mL of the purified EGFP． b． FLD detection
with λEx = 489 nm /λEm = 511 nm．

菌体破碎上清液。与菌体破碎上清液相比，纯化的

EGFP 为单一条带。分子量约为 31 kDa，稍大于 EG-
FP 的理论分子量，主要是因为表达的 EGFP 带有 6
个组氨酸标签，6 个组氨酸分子量为 0. 84 kDa［14］。
SDS-PAGE 与采用 Sephacryl S-300 HR 柱的凝胶色

谱法验证的纯度结果一致，表明采用本实验所建立

的方法可以很好地分离纯化 EGFP。
2． 4 EGFP 的纯化效率
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图 4 EGFP 的 SDS-PAGE 分析
Fig． 4 SDS-PAGE analysis of EGFP

1． protein molecular marker; 2． purified EGFP; 3． supernatant of
DH5α /pUC18-EGFP broken cells．

经 HisTrap HP 柱纯化后的 EGFP 占破碎菌体上

清液中蛋白质的 26. 7%; 再经 Sephadex G-10 HR 凝

胶色谱柱脱盐，得到的 EGFP 占破碎菌体上清液中

蛋白质的 19. 1%。即目标蛋白质 EGFP 的得率为

19. 1%。
2． 5 EGFP 的活性测定

2． 5． 1 荧光分光光度计检测

采用荧光检测分离纯化后的 EGFP 结果如下:

λEx为 481 nm，λEm 为 513 nm，见图 5。检测结果与

Lauf 等［14］报道 EGFP 的 λEx = 488 nm /λEm = 509 nm
基本一致，说明分离纯化后的 EGFP 仍具有荧光活

性。

图 5 EGFP 的荧光激发与发射光谱
Fig． 5 Excitation and emission spectra of EGFP

λEx = 481 nm /λEm = 513 nm．

2． 5． 2 Native-PAGE 分析

由图 6 可见，分离纯化的 EGFP 经 Native-PAGE
检测，在紫外灯( 365 nm) 照射下发出绿色荧光。表

明 EGFP 经分离纯化后，仍具有荧光活性。

图 6 EGFP 的 Native-PAGE 分析结果
Fig． 6 Native-PAGE analysis of EGFP

UV detection at 365 nm．

3 结语

本实验在构建表达载体 pUC18-EGFP 的基础

上，利用宿主大肠杆菌 DH5α 表达目的蛋白，得到含

有组氨酸标签的 EGFP，其分子量约为 31 kDa。对

EGFP 进行前期处理后，通过镍柱亲和色谱分离纯

化蛋白，再进一步脱盐，并对其荧光活性、光谱特性

进行了研究。本文建立了分离纯化 EGFP 的方法，

该方法简单，蛋白纯度高，同时保持了 EGFP 的活

性，为进一步工艺优化 EGFP 的分离纯化条件、提高

产率奠定了基础。
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