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麦胚无细胞蛋白合成系统表达人成纤维细胞 

生长因子 21蛋白的研究 

李正哲, 李  力, 李杏君, 宋  鑫, 郑学玲* 

(河南工业大学粮油食品学院, 郑州  450000) 

摘  要: 目的  通过构建麦胚无细胞蛋白合成系统(wheat germ cell-free protein synthesis system, WGCF)体外

表达人成纤维细胞生长因子 21 (fibroblast growth factor 21, FGF21)。方法  构建 FGF21 克隆载体, 对 FGF21

基因进行克隆, 提取 DNA 后通过聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)扩大底物浓度并体外转录成

mRNA。制备麦胚抽提物溶液, 加入反应底物、能源物质和相关酶系构建 WGCF。以 mRNA 为模板利用 WGCF

体外合成 FGF21 重组蛋白, 利用酶联免疫吸附测定(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)对纯化后的

FGF21 重组蛋白进行检验, 并计算 WGCF 合成 FGF21 重组蛋白的产量。结果  成功利用构建的 WGCF 表达

了 FGF21 蛋白, 最终合成产量为 12.49 ng/mL。从基因层面到体外表达 FGF21 重组蛋白仅需 2~3 d。结论  以

麦胚抽提物为核心的 WGCF 可以正确合成具有复杂结构的真核蛋白, 为小麦制粉副产物麦胚的深层次开发利

用提供有效手段和研究方向。 
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Expression of human fibroblast growth factor 21 protein in wheat germ 
cell-free protein synthesis system 

LI Zheng-Zhe, LI Li, LI Xing-Jun, SONG Xin, ZHENG Xue-Ling* 

(College of Food Science and Engineering, Henan University of Technology, Zhengzhou 450000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a wheat germ cell-free protein synthesis system (WGCF) and express human 

fibroblast growth factor 21 (FGF21) in vitro. Methods  FGF21 cloning vector was constructed to clone the FGF21 

gene. After DNA was extracted, the substrate concentration was amplified by polymerase chain reaction (PCR) and 

the gene was transcribed into mRNA in vitro. The wheat germ extract solution was prepared, and WGCF was 

constructed by adding reaction substrates, energy substances, and related enzymes. FGF21 recombinant protein was 

synthesized by WGCF using mRNA as a template in vitro. The purified FGF21 protein was detected by ELISA kit, 

and the yield of FGF21 recombinant protein synthesized by WGCF was calculated. Results  FGF21 protein was 

successfully expressed in the constructed WGCF, and the final yield was 12.49 ng/mL. It only took 2-3 days from 

gene level to the expression of FGF21 recombinant protein in vitro. Conclusion  WGCF can correctly synthesize 
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eukaryotic protein with complex structure, which provides an effective means and research direction for further 

development and utilization of wheat germ, a by-product of wheat milling. 

KEY WORDS: wheat germ; cell-free protein synthesis; human fibroblast growth factor 21; protein purification 
 

 

0  引  言 

我国是小麦生产大国, 麦胚作为小麦加工过程中一

项非常重要的副产物, 其年产出量高, 具有很高的开发利

用 价 值 [1] 。 完 整 的 小 麦 籽 粒 中 麦 胚 约 占 总 体 积 的

1.1%~3.9%, 由于麦胚中油脂含量较高易发生氧化酸败 , 

以及麦胚中的多酚氧化酶易与酚类物质反应等原因, 目前

麦胚的利用还相对有限[2]。工业生产过程中的麦胚作为小

麦粉加工副产物, 其开发利用方式主要有 3 种: 用于动物

饲料的原料; 用于小麦胚芽油的提取; 作为营养改善剂添

加到休闲食品中[3]。这对于麦胚中富含的各种生物活性物

质无疑是一种巨大的浪费。小麦胚芽作为小麦籽粒中生命

活动最旺盛的部分[4], 包含蛋白质合成所必需的各种要素, 

包括蛋白质合成场所、蛋白因子以及相关酶系等[5]。在蛋

白质组学研究迅速发展的时代, 以小麦胚芽为原料的无细

胞蛋白合成系统在结构蛋白、毒性蛋白和功能蛋白的体外

表达方面具有一定的优势, 在基因组学研究和生物制药等

领域有着重要的应用潜力[6]。因此, 研究以麦胚抽提物为

生物反应器的麦胚无细胞蛋白合成系统, 可以为小麦胚芽

的深层次开发利用提供重要依据。 

无细胞蛋白合成系统是以外源 DNA 或者 mRNA 为模

板, 在体系内补充底物和能源物质, 在细胞抽提物提供的

细胞器以及多种酶的组合下体外表达蛋白质的系统[7‒9]。

其中细胞抽提物可以来自不同的细胞, 主要包括大肠杆

菌细胞、小麦胚芽细胞、兔网织红细胞、酵母细胞和昆

虫细胞等[10]。与传统的细胞体内的蛋白表达系统相比, 无

细胞蛋白合成系统具有表达与修饰易调控、可以表达对

细胞有毒害的蛋白、不受细胞生长代谢影响等特点。其

中麦胚无细胞蛋白合成系统(wheat germ cell-free protein 

synthesis system, WGCF)在无细胞蛋白合成系统的优势基

础上更适用于真核基因的表达, 能够高效生产复杂的真

核蛋白并正确折叠[11]。近些年来研究人员们分别从氨基

酸运载能力[12]、预防模板和产物降解[13]、改善 ATP 再生

能力[14]等方面对麦胚无细胞蛋白合成系统进行了一系列

的优化, 目前针对部分蛋白质的 24 h 合成产量已经达到 

1 mg/mL 的水平[15]。 

人成纤维细胞生长因子 21(fibroblast growth factor 21, 

FGF21)是 2000 年由 NISHIMURA 等 [16]发现的 , 人源

FGF21 具有 209 个氨基酸, 与小鼠 FGF21 具有 75%的同源

性[17]。研究表明 FGF21 主要由肝脏分泌, 骨骼肌、胰腺、

胸腺、心肌细胞中亦有表达[18]。FGF21 在脂肪细胞内能激

活葡萄糖代谢, 并且糖代谢过程不依赖胰岛素, 有望成为

治疗糖尿病的新辅助药物[19]。另外, FGF21 在心血管疾病

的发生过程中起着重要的调节作用, 是预测心血管疾病风

险的新型生物学标志物[20]。FGF21 蛋白的实验室制备主要

采用大肠杆菌表达载体诱导表达法, 但此方法面临着表达

过程中易形成包涵体、重组蛋白复性困难、重组蛋白纯化

操作烦琐、整体实验周期较长等问题。 

综上所述, 本研究拟采用麦胚抽提物为生物反应器的

WGCF 合成具有正确结构与蛋白活性的 FGF21 重组蛋白, 

为研究 FGF21 蛋白提供一种便利高效的实验室合成方法, 

为小麦加工副产物麦胚的高值化生物利用提供了数据基础, 

为麦胚无细胞蛋白合成系统工业化应用提供了理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

重组质粒 pET28a-FGF21(武汉淼灵生物科技有限公

司); DH5α感受态大肠杆菌细胞(上海瑞楚生物科技有限公

司); 引物(北京六合华大基因科技有限公司); 用于制备麦

胚提取物的小麦 (济麦 44, 河南农科院种业有限公司); 

AxyPrepTM Plasmid Miniprep Kit( 美国 Axygen 公司 ); 

RiboMAXTM Large Scale RNA Production System-T7(美国

麦迪逊市 Promega 公司); His 标签蛋白纯化镍离子螯合型

试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司); 人源 FGF21 酶联

免疫吸附测定(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)

检测试剂盒[赫澎(上海)生物科技有限公司]; 4-羟乙基哌嗪

乙磺酸{2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl] ethanesulfonic 

acid, HEPES}、ATP、GTP、二硫苏糖醇、亚精胺、磷酸肌

酸、肌酸激酶、RNA 酶抑制剂、蛋白酶抑制剂(合肥博美

生物科技有限责任公司); L-氨基酸标准品(北京索莱宝科

技有限公司)。 

主要仪器有：D2012plus 台式超速离心机(大龙兴创实

验仪器北京有限公司); JS-2012 凝胶成像分析仪(上海培清

科技有限公司); UV752N紫外可见光分光光度计(上海佑科

仪器仪表有限公司); A200PCR 扩增仪(杭州朗基科学仪器

有限公司); Multiskan FC 酶标仪[赛默飞世尔(上海)仪器有

限公司]; JY92-IIDN 超声波细胞粉碎机(输出功率 200 W, 

宁波新芝生物科技股份有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  FGF21 基因的克隆 

将 pET28a-FGF21 重组质粒转入 DH5α 感受态大肠杆
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菌中, 构建成 FGF21 基因克隆载体[21‒22]。FGF21 重组质粒

若成功转入感受态大肠杆菌中会使大肠杆菌呈现卡那霉素

抗性, 将菌液接种至卡那霉素 Luria-Bertani(LB)抗性平板上, 

过夜培养后挑取单菌落接种至含卡那霉素的LB液态培养基

中, 以 37 ℃ 180 r/min 培养至 OD600 nm=1.0。使用 AxyPrepTM 

Plasmid Miniprep Kit 提取质粒, 提取步骤参照使用说明。 

采用紫外分光光度计法对提取到的质粒 DNA 进行纯

度和浓度检测, 分别测量 DNA 溶液于 260 nm 和 280 nm 的

吸光度值进行比较计算。随后对提取到的质粒 DNA 以

BglII 单酶切获得线性 DNA, 通过 1%的琼脂糖凝胶电泳检

验 DNA 长度是否符合预期。 

1.2.2  mRNA 的体外转录 

为了提高转录得到的 mRNA 浓度, 对提取获得的质

粒 DNA 进行 PCR 扩增以增加 DNA 模板浓度[22]。设计了

一对引物, 使得聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 

PCR)产物的线性 DNA 包含了 T7 启动子, FGF21基因片段, 

T7 终止子。 

正向引物: 5’-CACCATACCCACGCCGAAAC-3’ 

反向引物: 5’-CGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGC-3’ 

PCR 扩增采用 50 μL 反应体系, 将 25 μL Premix 

TaqTM、5 μL 质粒 DNA 溶液、2 μL 正向引物、2 μL 反向

引物、16 μL 无菌水于灭菌 200 μL PCR 管中混合均匀后, 

按照先 94 ℃预变性 5 min; 然后以 94 ℃变性 1 min, 59 ℃

退火 1 min, 72 ℃延伸 1.5 min 循环 35 次; 最后以 72 ℃延

伸 10 min 的程序完成 PCR 扩增。PCR 扩增产物同样采用

琼脂糖凝胶电泳检测其长度是否符合预期。 

使 用 RiboMAXTM Large Scale RNA Production 

System-T7 以 PCR 产物为模板参照说明步骤进行 mRNA 的

体外转录, 转录产物利用 DNA 酶消化 DNA 模板以确保

mRNA 纯度。 

1.2.3  麦胚抽提液的制备 

麦胚抽提液的制备是 WGCF 中最重要的步骤, 麦胚

抽提液中包含 WGCF 中合成蛋白质的核糖体、起始因子、

延长因子、释放因子和成熟的 tRNA[23]。首先是小麦的预

处理, 将小麦平铺至玻璃平皿底部, 加水没过小麦表面后

用保鲜膜封住平皿, 避光室温浸泡 18~24 h, 待胚芽处于萌

动期时取出小麦籽粒用纱布擦干, 用手术刀小心剥下小麦

胚芽, 注意不要连同胚乳一起切下。收集 10 g 小麦胚芽置于

纱布中, 用流动的水洗去残余胚乳。将小麦胚芽用吸水纸吸

干表面水分, 置于研磨皿中, 加入液氮后冷冻研磨成粉末。

向麦胚粉末中加入抽提缓冲液[14](40 mmol/L HEPES-KOH、

100 mmol/L 乙酸钾、5 mmol/L 乙酸镁、2 mmol/L 氯化钙、

4 mmol/L 二硫苏糖醇)摇晃混匀后, 用 40%功率的超声以

每工作 1 s 暂停 1 s 的程序处理 5 min。然后 4 ℃ 5000 g 离

心 30 min, 取上清液至新的离心管中再以 4 ℃ 15000 g 离

心 1 h。取上清液分装, -20 ℃冻存备用。 

1.2.4  WGCF 的构建与 FGF21 蛋白的表达 

5×翻译缓冲液[24]: 150 mmol/L HEPES、500 mmol/L

乙酸钾、13.5 mmol/L 乙酸镁、12.5 mmol/L 二硫苏糖醇、   

6 mmol/L ATP、1.25 mmol/L GTP、80 mmol/L 磷酸肌酸、   

2 mmol/L 亚精胺和 0.25%叠氮钠。 

反应底物混合液: 1 mL 1×翻译缓冲液中加入 37.5 μL 

8 mol/L 的 20 种氨基酸混合溶液。 

构建完成的 WGCF 反应体系如表 1 所示。 

 
表 1  WGCF 反应体系成分表 

Table 1  WGCF system contents 

组分名称 含量/μL 

麦胚抽提物 30 

mRNA 模板 20 

反应底物混合液 747 

肌酸激酶 1 

RNA 酶抑制剂 1 

蛋白酶抑制剂 1 

 
总计 800 μL 的反应体系, 合成 FGF21 蛋白时以 37 ℃

孵育 24 h。 

1.2.5  FGF21 重组蛋白的 ELISA 分析 

进行ELISA分析前先使用His标签蛋白纯化试剂盒对

WGCF 表达的重组蛋白进行纯化, 然后使用人源 FGF21 

ELISA 检测试剂盒对过柱纯化后的重组蛋白进行分析[25]。

人源 FGF21 ELISA 检测试剂盒采用了双抗体一步夹心法

酶联免疫吸附实验, 参照使用说明先以标准品浓度为横坐

标(X), 对应的 OD值为纵坐标(Y)绘制标准品线性回归曲线, 

然后对纯化后得到的蛋白质溶液进行测定分析, 并计算

WGCF 合成重组蛋白的产量。 

2  结果与分析 

2.1  FGF21 基因克隆结果 

构建的 pET28a-FGF21 重组质粒包含 T7 启动子-终止

子体系、6×HisTag 以及目的基因 FGF21 片段。质粒全长

为 5986 bp。成功转入的大肠杆菌感受态细胞经过卡那霉

素抗性筛选后增殖培养, 提取质粒 DNA 可以获得大量的

包含 FGF21 基因片段的重组质粒, 从而达到 FGF21 基因

克隆的目的。 

提取得到的质粒 DNA 经过紫外分光光度计测定后得

到 OD260 nm=0.743、OD280 nm=0.397。经过计算 OD260 nm/OD  

280 nm≈1.87 (1.7~2.0)表明提取的质粒纯度良好。提取到的质

粒 DNA 浓度=OD260 nm×稀释倍数×50 μg/mL=37.15 μg/mL, 

表明提取的质粒浓度较高。 

经过单酶切处理成线性的 DNA 样品琼脂糖凝胶电泳
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结果如图 1 所示, 对比泳道 1 中的 DNA Marker, 泳道 2~3

中提取到的质粒 DNA 样品长度约 6000 bp, 符合重组质粒

大小, 证明 FGF21 基因已经于载体中克隆成功。 
 

 
 

注: 泳道 1 为 DNA Marker; 泳道 2~3 为 DNA 样品; 泳道 4 为阴

性对照。 

图 1  FGF21 基因克隆结果 

Fig.1  Result of FGF21 gene cloning 
 

2.2  mRNA 体外转录 

通过引物的设计, PCR 扩增后得到的线性 DNA 模板

长度应为 1361 bp。对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分析

如图 2, 扩增产物长度约为 1400 bp, 符合设计预期。并且

条带亮度较高, 证明扩增产物 DNA 浓度较高。 

利用试剂盒体外转录得到的 mRNA 样品, 经过 DNA

酶去除模板后, 与作为转录模板的 PCR 扩增产物同时进行

琼脂糖凝胶电泳分析如图 3 所示, 泳道 2~4 显示 mRNA 样

品浓度较高, 且无 DNA模板残留, 符合作为后续蛋白质体

外翻译模板的要求。 

2.3  FGF21 重组蛋白的 ELISA 分析结果 

根据人源 FGF21 ELISA 检测试剂盒的使用说明对经

过纯化的 FGF21 重组蛋白进行分析, 首先以标准品浓度为

横坐标(X), 对应的 OD值为纵坐标(Y)绘制标准品线性回归

曲线, 得到回归方程 Y=0.0065X+0.0616, 其 r2=0.9727＞

0.95 可以使用。 

双抗体一步夹心酶联免疫吸附实验利用 FGF21 抗体

与辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的检

测抗体共同作用, 可以与 WGCF 体外合成且能够成功折叠

并且结构正确的 FGF21 重组蛋白发生特异性反应。经验证, 

WGCF 合成产物可以与 FGF21 抗体结合, 说明 WGCF 合

成的 FGF21 重组蛋白具有正确的构象。 

纯化后的 FGF21 重组蛋白稀释 50 倍后经过 ELISA 试

剂盒的测定, 在 450 nm 吸光度值 Y=1.686, 代入线性回归

方程后经计算得, WGCF 合成的 FGF21 重组蛋白浓度约为

12.49 ng/mL。 

 

 
 

注: 泳道 1 为 DNA Marker; 泳道 2~5 为 PCR 产物样品; 泳道 6 为

阴性对照。 

图 2  PCR 扩增结果 

Fig.2  Result of PCR amplification 
 

 
 

注: 泳道 1 为 DNA Marker; 泳道 2~4 为消化 DNA 后的 mRNA 样

品; 泳道 5 为 PCR 产物 DNA 样品; 泳道 6 为阴性对照。 

图 3  mRNA 模板制备的验证 

Fig.3  Verification of mRNA template preparation 
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3  结论与讨论 

本研究以 pET28a-FGF21 重组质粒为 DNA 模板, 通过

体外转录的方式获得 mRNA 模板, 以制备的小麦胚芽抽提

液为基础构建 WGCF, 首次成功地表达出了具有正确构象

的人源FGF21重组蛋白, 最终24 h合成产量为12.49 ng/mL, 

从FGF21基因到FGF21重组蛋白的表达整体过程为 2~3 d, 

与传统重组蛋白表达方法相比缩短了实验周期 , 由于

WGCF中几乎不含麦胚内源性 mRNA, 因此 WGCF对外源

mRNA 依赖性极强, 几乎不会生产杂蛋白, 利于重组蛋白

表达后的纯化操作。本研究为 FGF21 蛋白相关的基因组学

和蛋白组学研究提供了一种较为便利的蛋白质合成方法, 

同时还详细介绍了 WGCF 中麦胚抽提物的制备方法, 为小

麦制粉加工副产物麦胚作为生物反应器应用的可行性提供

了一定的验证, 为小麦制粉加工副产物的深层次运用提供

了理论依据和数据基础。 

研究过程中发现, 实验室制备麦胚抽提液人工成本

较高, 可能无法适应工业化生产与应用, 后续研究中可能

会对小麦胚芽的提取手段进行优化或对工业制粉副产物麦

胚直接用于制备麦胚抽提液的可行性进行探究。与此同时

尽管首次运用WGCF合成了FGF21重组蛋白, 但是产量水

平较低 , 在将来的研究中可以从麦胚抽提液制备以及

mRNA模板在体系中的续存情况等角度对麦胚无细胞蛋白

合成系统进行优化, 以获得更高的合成蛋白产量。 
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