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摘  要：利用大肠杆菌(Escherichia coli)表达类胶原蛋白 Scl2，并通过 Split-GFP 系统建立一种简便、快速且可定量检

测 Scl2 的方法。结果表明，Scl2 在大肠杆菌(Escherichia coli)BL21(DE3)中成功表达，并通过 His 亲和标签纯化得到

较高纯度的 Scl2。圆二色光谱和差示扫描量热仪分析发现，Scl2 的二级结构和热稳定性与动物源Ⅰ型胶原蛋白相似，

并且 GFP11 的融合对其几乎没有影响。GFP1-10 和 Scl2-GFP11 结合的前 20 h 的结合速度较高，达到最大相对荧光强

度需要约 70 h。当两者结合 1 h 时，Scl2-GFP11 蛋白质量浓度与相对荧光强度之间能够形成较好的线性关系，相关系

数 R
2 为 0.999 5，重复性良好。本研究利用 Split-GFP 系统建立了体外检测并定量分析 Scl2 的方法，为下一步高通量筛

选研究提供了快速、简便的工具。 
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Abstract：In the current study，Scl2 was expressed in Escherichia coli BL21(DE3)，and a simple and efficient detection 

method was also established for quantitative analysis of Scl2 through the Split-GFP system. The results indicated that Scl2 

was successfully expressed in E. coli BL21(DE3)and purified with the use of His affinity label，resulting in high purity Scl2. 

CD spectroscopy and DSC analysis demonstrated that the secondary structure and thermal stability of Scl2 were comparable 

to those of animal-derived typeⅠcollagen. The presence of GFP11 had minimal impact on these properties. The first 20

hours of binding between GFP1-10 and Scl2-GFP11 showed a high binding rate and it took about 70 hours to reach the

maximum fluorescence intensity. After 1 hour of binding，a positive linear relationship was observed between the concentra-

tion of Scl2-GFP11 protein and fluorescence intensity. The correlation coefficient R2 was calculated to be 0.999 5，indicating 

excellent repeatability. Therefore，we successfully established a method for in vitro detection and quantitative analysis of Scl2

using the Split-GFP system，which has provided a fast and convenient tool for future high-throughput screening research. 
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胶原蛋白在哺乳动物中含量丰富，是食品[1]、化

妆品[2-3]、生物医学用品[4-5]和生物工程应用[6]中的重

要材料。然而，动物源胶原蛋白存在过敏原问题、动

物福利问题以及涉及宗教信仰的顾虑。近年来，在分

析微生物基因组数据库后，研究人员发现很多细菌含

有大量 Gly-Xaa-Yaa(GXY)重复序列的三螺旋胶原

样 蛋 白 的 基 因 [7] ，其 中 来 源 于 化 脓 链 球 菌

(Streptococcus pyogenes)的类胶原蛋白 Scl2 成为研

究的模型蛋白。Scl2 主要由 3 个主要结构域组成[8]：

N 端的 V 结构域、胶原结构域和 C 端的附着结构

域。虽然 Scl2 不含羟脯氨酸，但它可以通过带电氨基

酸之间形成的分子间盐桥稳定其三螺旋结构[9]。与胶

原蛋白类似，Scl2 在 35～39 ℃有较高的热稳定性[10]，

其生产成本低[11-12]，具有大规模生产的潜在能力，且

无细胞毒性和免疫原性[13]，具备生物安全性。Scl2 还

具有良好的生物相容性，并可以作为引入各种功能序

列的“白纸”模板[14-15]，例如在胶原结构域中引入整

合素、肝素和 MMP 切割位点等具有特定功能的序

列，可构建重组蛋白，满足生物医学的要求。因此，

Scl2 被视为有前景的生物材料[16-17]。 

重组蛋白的检测和定量分析是生物合成过程中

的关键一环，需要一种准确测定类胶原蛋白含量的方

法。Scl2 无生物活性[13]，同时不含羟脯氨酸，通常通

过聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分析蛋白表达

量[18-20]。然而，该方法特异性较差，并且无法方便、快

速地实时监控体外或体内的类胶原蛋白表达水平。

因此，建立一种快速、简便的类胶原蛋白 Scl2 定量检

测方法对于其后续的制备与应用至关重要。GFP 是

一种常见的报告蛋白，具有结构稳定、灵敏度高以及

生色团形成无物种特异性等优点[21]，被广泛应用于

基因表达调控研究以及蛋白质的定位、转移和相互作

用的研究。然而，完整 GFP 相对分子质量大、空间位

阻效应强，可能会阻碍蛋白质三维结构的形成。同

时，GFP 的持久荧光通常会干扰其他标签的检测，极

可能会对后期应用产生影响。Split-GFP 系统是近些

年发展的一种较理想的检测手段，在体内和体外都能

提供敏感的分析信号，而且不需要外部化学试剂或底

物，也不会改变目的蛋白的溶解度[22-23]。它是由 GFP1-

10 和 GFP11 组成，其中 GFP11 具有相对分子质量

小、能够自发组装和可溶性强的特点。Split-GFP系统

受干扰因素较少，对目的蛋白的影响也较小，突变文

库/蛋白质文库的假阳性程度低，适用于重组蛋白生

产的检测、定量和在线监测，以及在单细胞水平上分

析生产的异质性和细胞内的定位[24]。在 Split-GFP 系

统中 ，目的 蛋 白 通 过 Linker 融合到小分 子 量 的

GFP11片段(β 链 11，残基 215—230)上，而 GFP1-10

片段(β 链 1-10，残基 1—214)则单独表达。这两个片

段本身均不发出荧光，但同时存在时能够自发组装形

成 GFP
[23]。Cabantous 等[25]证明了 Split-GFP 系统能

够在体外准确地检测不同蛋白质的含量。Javier 等[26]

通过 Split-GFP 的方法实现了蛋白质工程文库的高通

量筛选。Jackrel 等[27]报道了 Split-GFP 可用于筛选蛋

白质文库，以识别与选定的肽序列特异性结合的蛋白

质。Zhang 等[28]则利用 Split-GFP 检测了秀丽隐杆线

虫特殊细胞中几个基因的组合启动子活性。 

目前，尚没有使用 Split-GFP 系统检测 Scl2 含量

的研究报道。本研究将来源于 S. pyogenes 的 Scl2 在

大肠杆菌(Escherichia coli)BL21(DE3)中进行异源表

达，利用 Ni-NTA 亲和层析进行目的蛋白纯化，并对

其二级结构和热稳定性进行分析，建立了基于 Split-

GFP系统的 Scl2 检测方法，将 GFP11 与 Scl2融合表

达，同时单独表达 GFP1-10 蛋白，将纯化后的 GFP11

与 Scl2 融合蛋白作为检测液，与过量的 GFP1-10 蛋

白混合，测定相对荧光强度，从而表征表达的 Scl2 蛋

白含量(图 1)。通过研究 GFP11 对 Scl2 的二级结构

和热稳定性产生的影响以及探索 Scl2 蛋白质量浓度

和荧光强度之间的关联曲线，衡量检测体系的可行

性。本研究为类胶原蛋白高特异性、高灵敏度、高效

能的体外定量分析方法的建立提供了一定的依据。 

 

图 1 Scl2-GFP11与 GFP1-10结合的原理示意图 

Fig. 1 Schematic diagram of combination of Scl2-GFP11 

and GFP1-10 
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1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌株与质粒 

  本研究使用的菌株和质粒详见表 1。S. pyogenes

来源的 scl2 基因序列根据大肠杆菌密码子偏好性进

行了密码子优化。基因合成工作由北京六合华大基

因科技有限公司完成。扩增引物合成及扩增产物测

序由苏州金唯智生物科技有限公司完成。 

表 1 菌株和质粒 

Tab. 1 Strains and plasmids 

名称 来源 

E. coli T1 实验室保存

E. coli BL21(DE3) 实验室保存

E. coli BL21(DE3)/pET28a(+)/scl2 本研究 

E. coli BL21(DE3)/pET28a(+)/scl2-gfp11 本研究 

E. coli BL21(DE3)/pET28a(+)/gfp1-10 本研究 

pET28a(+) 实验室保存

pET28a(+)/scl2 本研究 

pET28a(+)/scl2-gfp11 本研究 

pET28a(+)/gfp1-10 本研究 

 

1.1.2 主要试剂与仪器 

DNA 聚合酶、限制性核酸内切酶，TaKaRa 公

司；无缝克隆，北京全式金生物技术有限公司；质粒

提取试剂盒、DNA 切胶回收试剂盒，Omega 公司；卡

那霉素、考马斯亮蓝 R-250、蛋白预制胶、异丙基-β-

D 硫代半乳糖苷(IPTG)、苯基甲基磺酰氟(PMSF)、

溶菌酶等，北京索莱宝科技有限公司。 

LB 培养基：酵母粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，NaCl 

10 g/L，固体培养基含琼脂糖 2 g/L，配制完成后 121

℃灭菌 20 min。卡那霉素作为大肠杆菌抗性筛选时，

终质量浓度为 1 μg/mL。 

MOS-450 型圆二色光谱仪，法国 Biologic公司；

DSC 3500 Sirius 型差示扫描量热仪，德国 NETZSCH

公司；Infinite 200 PRO 型酶标仪，奥地利 TECAN 

公司。 

1.2 方法 

1.2.1 重组工程菌的构建 

GFP11 由 16 个氨基酸序列(RDHMVLHEYV 

NAAGIT)组成，该序列通过 Linker(LIGSDGGGSTS)

连接到目的蛋白。将 pET28a(+)/scl2 质粒用 XhoⅠ

单酶切，并纯化回收，获得线性载体；扩增 linker-

gfp11 基因，并纯化回收目的产物，通过无缝克隆酶

与线性载体连接，得到重组质粒 pET28a(+)/scl2-

gfp11，并通过热激法转化至 T1 感受态细胞中，涂布 

于含 1 μg/mL 卡那霉素的 LB 平板，于 37 ℃过夜培

养后进行菌落 PCR 验证，把测序验证正确的菌株命

名为 E. coli T1/pET28a(+)/scl2-gfp11，再提取质粒，

转化至 E. coli BL21(DE3)感受态细胞中。 

1.2.2 重组工程菌的发酵培养 

  挑取重组工程菌 E. coli BL21(DE3)/pET28a(+)/ 

scl2-gfp11 单菌落接入 LB 液体培养基中，以 2%接种

量转接于 250 mL LB 培养基中，37 ℃摇瓶培养 2～

3 h，达到对数期 A600＝0.8 后，加入 IPTG 诱导，16 ℃

培养 20 h。 

1.2.3 SDS-PAGE 分析 

  将发酵液 8 000 r/min 离心 10 min，收集细胞，洗

涤 3次，并重悬于 lysis缓冲溶液(20 mmol/L Tris-HCl

缓冲液，pH 7.4，500 mmol/L NaCl，0.154 g DTT，

20 mmol/L 咪唑)中。使用超声处理悬浮细胞 20 min，

在 4 ℃条件下 12 000 r/min 离心 30 min 后取上清液，

加入 loading buffer 后煮沸 10 min。电泳条件：上样量

为 20 μL，在电泳电压 120 V 条件下运行 1.5 h，用考

马斯亮蓝 R-250染色 1～2 h，用脱色液脱色 2 h。 

1.2.4 类胶原蛋白 Scl2 的纯化 

通过离心收集细胞后，将细胞重悬于含有 1%溶

菌酶和 100 mmol/L PMSF 的 lysis缓冲溶液中。将细

胞超声处理 20 min 后 ，4 ℃ 、12 000 r/min 离心

30 min，再将上清液经 0.22 μm 微孔滤膜进行过滤。

随后上样到重力流镍亲和柱(Ni-NTA)中。用含不同

咪唑浓度的缓冲液(20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液，pH 

7.4 ，500 mmol/L NaCl ，0.154 g DTT ，咪唑分别为

100 mmol/L、300 mmol/L、500 mmol/L)梯度洗脱吸附

的蛋白质。将洗脱的蛋白质溶液装入超滤管(截留相

对分子质量 1×10
4
)中超滤浓缩，然后用 PBS 缓冲液

(0.01 mol/L，pH 7.4)超滤置换，以除去洗脱液中的咪

唑，最后冷冻干燥，置于-20 ℃冻存。 

1.2.5 圆二色光谱(CD)分析 

  将 10 mg 纯化冻干后的 Scl2 固体粉末溶于 PBS

缓冲液(pH 7.4)中，用 1 mm 光径的石英池进行光谱

检测。参数设置：温度 25 ℃，扫描波长范围为 190～

260 nm，重复 3次。 

1.2.6 差示扫描量热仪(DSC)分析 

将 3 mg Scl2 冻干粉末放入铝制坩埚中，用压样

机压制，以空铝制坩埚为对照。温度从 15 ℃加热至

200 ℃，升温速率为 10 ℃/min。 

1.2.7 利用 Split-GFP 系统检测类胶原蛋白 Scl2 的

含量 

复性及纯化 GFP1-10 的操作步骤参考 Cabantous 
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等[25]和 Javier 等[26]的方法。在 96 黑色荧光孔板中，

加入一定量的样品与检测液 GFP1-10 混合，每隔一

定时间用酶标仪检测相对荧光强度，激发波长为

488 nm，发射波长为 530 nm。 

2 结果与分析 

2.1 类胶原蛋白 Scl2的表达及其纯化 

将 scl2 基因构建到质粒 pET28a(+)中，然后转

化到 E. coli BL21(DE3)中，并在 250 mL摇瓶中发酵

培养重组工程菌株。将不含 scl2 基因的 BL21(DE3)/ 

pET28a(+)菌株作为阴性对照。对收集的细胞进行超

声破碎处理，并用 SDS-PAGE 验证表达情况。与阴性

对照相比，观察到 1 条相对分子质量约为 3.61×10
4

的蛋白条带，与理论预期值大小一致，如图 2 所示。

这表明 Scl2 在 重 组 工 程 菌 E. coli BL21(DE3)/ 

pET28a(+)/scl2 中成功表达。 

 

1. 阴性对照 pET28a(+)/BL21(DE3)菌株细胞破碎后的上清液；2. 

scl2/pET28a(+)/BL21(DE3)菌株细胞破碎后的上清液；3—5. 分别

为 100、300、500 mmol/L 咪唑洗脱液；6. 超滤浓缩并 PBS 置换后

的蛋白液。 

图 2 Scl2在 E. coli BL21(DE3)中的表达及纯化结果 

Fig. 2  Expression and purification of Scl2 in E. coli 

BL21(DE3) 

Scl2 的 N 端融合了 6×His 镍柱亲和标签，该标

签能够与镍特异性结合，并通过改变洗脱液中咪唑梯

度将目的蛋白洗脱下来，从而达到纯化的目的。采用

Ni-NTA 亲和层析对 Scl2 进行了纯化，并利用 SDS-

PAGE 验证蛋白质纯度。纯化过程中蛋白样品的电泳

条带如图 2 所示。由图 2 可知，含有 100 mmol/L 和

300 mmol/L 咪唑的洗脱缓冲液不能够将目的蛋白洗

脱下来，当咪唑浓度增加到 500 mmol/L 时，可以获得

单一的条带，几乎没有杂蛋白存在。此外，它的相对

分子质量与目的蛋白的相对分子质量大小一致，表明

使用该纯化方法可以获得较高纯度的类胶原蛋白。 

2.2 类胶原蛋白 Scl2的二级结构及热稳定性分析 

圆二色光谱是分析测定蛋白质结构变化非常灵

敏的光谱技术之一[29]。胶原结构域的三股螺旋结构

的 CD 光谱图的特征吸收峰是 215～227 nm 范围内

的正吸收峰和 200 nm 左右的负吸收峰[30]。为评估胶

原结构域的二级结构，使用圆二色光谱仪对 Scl2 进

行 190～260 nm 波长范围内的扫描，结果如图 3 所

示。最大峰值出现在 220 nm 处，为正吸收峰，而最小

峰在 202 nm 处，为负吸收峰，与 Merrett 等[31]的研究

结果一致，这表明 Scl2 具有胶原结构域的三螺旋结

构特征。 

 

图 3 类胶原蛋白 Scl2的二级结构分析 

Fig. 3 Secondary structure analysis of collagen-like pro-

tein Scl2 

差示扫描量热仪可以检测胶原蛋白样品的焓变

(�H)。样品中的吸热峰与三螺旋的构象修饰和破坏

有关，对应于胶原纤维的变性，其峰值温度代表最大

转变温度(Tm)。吸热峰的峰值温度 Tm 与焓变和抗变

性能力成正比[32]。本研究使用 DSC 对 Scl2进行了热

稳定性分析，结果如图 4所示。 

 

图 4 类胶原蛋白 Scl2的热稳定性分析 

Fig. 4 Thermal stability analysis of collagen-like protein 

Scl2 

当温度升高到 40 ℃时，出现 1 个次级峰，这可

能是由于该温度可破坏维持亚稳态簇较弱的非特异

性分子间相互作用。随着温度逐渐升高，在 68.9 ℃时

出现 1 个明显的吸热峰，显示出尖锐的热转变，说明

发生了热变性。这意味着三螺旋结构展开成 1 个随
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机的线圈，造成胶原蛋白的独特特征丧失 [28]，与

Shoulder 等[33]的研究结果一致。研究发现，胶原蛋白

的 Tm 与其结构密切相关，端肽胶原蛋白的 Tm 可增加

至 79.27 ℃
[34]，而胶原蛋白肽重复单元不同，其热稳

定性也存在显著差异[35]。 

2.3 利用 Split-GFP测定类胶原蛋白 Scl2的含量 

2.3.1 分裂绿色荧光蛋白 GFP1-10 和 Scl2-GFP11 的

互补 

将 GFP11标签插入 Scl2 的 N 端，并使用 GFP 1-

10 进行补充，即可快速自发组装生成新的荧光蛋白

复 合 物 。为了确 定 GFP1-10(1.00 mg/mL) 、Scl2-

GFP11(1.00 mg/mL)和 Scl2(1.00 mg/mL)蛋白溶液本

身是否有荧光，分别检测了它们的相对荧光强度(图

5)。结果显示，它们本身的相对荧光强度较弱，并且

远远小于 GFP1-10 与 Scl2-GFP11 结合后形成的相对

荧光强度，可以忽略不计。这说明形成发色团的残基

在互补之前几乎不发出荧光。 

 

(a) 

 

(b) 图(a)的局部放大 

图 5 Scl2-GFP11和 GFP1-10结合形成的荧光变化 

Fig. 5  Fluorescence changes formed by combination of

Scl2-GFP11 and GFP1-10 

根据 Cabantous
[25]等的方法，将 1.00 mg/mL Scl2-

GFP11 与 1.00 mg/mL GFP1-10 蛋白溶液按体积比

1∶9 混合后，在 4 ℃条件下孵育。结果显示，相对荧

光强度随时间增加而显著增加，可以推断 GFP1-10 和

Scl2-GFP11 能够互补并产生荧光。在反应开始的 20 h

内，显示出较高的结合速度，相对荧光强度达到

13 151.5；随着反应的继续进行(20～55 h)，相对荧光

强度增加幅度明显变小，说明结合速度逐渐变慢；反

应 70 h 后，相对荧光强度达到最大(14 863)，随后开

始略有下降，这与 Javier 等[26]的研究结果相似。这表

明 GFP1-10 与 Scl2-GFP11 混合后可以进行自组装，

形成 Scl2-GFP 并产生强烈的荧光信号。因此，该系

统可实现 Scl2 的检测。 

2.3.2 GFP11 标签对类胶原蛋白 Scl2 的影响 

  GFP11 标签对 Scl2 的二级结构和热稳定性的影

响如图 6 和图 7 所示。Scl2-GFP11 的圆二色光谱图

显示(图 6)，峰特征与 Scl2 一致(图 3)，说明 GFP11

标签的添加不会改变 Scl2 的二级结构。Scl2-GFP11

的 DSC曲线显示(图 7)，其 Tm 为 68.9℃，与 Scl2 相

同(图 4)，说明 GFP11 的添加对 Scl2 的热稳定性也

不会产生影响。 

 

图 6 Scl2-GFP11 的二级结构分析 

Fig. 6 Secondary structure analysis of Scl2-GFP11 

 

图 7 Scl2-GFP11 的热稳定性分析 

Fig. 7 Thermal stability analysis of Scl2-GFP11 

2.3.3 Scl2-GFP11 蛋白质量浓度和相对荧光强度之

间的关系 

为了找到蛋白质质量浓度和相对荧光强度之间

的 关系，测 定了不 同 质 量浓度 的 Scl2-GFP11 与

GFP1-10 结合时的相对荧光强度随时间的变化。将质

量浓度分别为 1.00、0.70、0.40、0.10、0.05、0.03、

0.01 mg/mL 的 Scl2-GFP11 蛋白溶液，与质量浓度为

1.00 mg/mL 的 GFP1-10 按体积比 1﹕9 混合。当
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Scl2-GFP11 质量浓度为 0.01～0.03 mg/mL 时，相对

荧光强度几乎不发生变化，与 Scl2-GFP11 质量浓度

为 0 mg/mL 时的结果相似，这说明低质量浓度的

Scl2-GFP11 与 GFP1-10 结合形成的 Scl2-GFP 的量

很少，导致几乎检测不到荧光信号。随着 Scl2-GFP11

质量浓度的增加，在 0.05～1.00 mg/mL 范围内，相对

荧光强度与质量浓度呈现正比关系(图 8)，尤其是在

反应开始的最初 10 h，相对荧光强度呈现急剧增长的

趋势〔图 8(b)〕，这与 Cabantous 等[25]的研究结果

相似。 

 

(a) 

 

(b) 图(a)的局部放大 

图 8  SCL2-GFP11 蛋白质量浓度和相对荧光强度之间

的关系 

Fig. 8  Relationship between Scl2-GFP11 protein concen-

tration and fluorescence intensity 

详细分析 0.8、0.7、0.6、0.5、0.4 mg/mL 的 Scl2-

GFP11 溶液与 0.1 mg/mL GFP1-10 蛋白结合后相对

荧光强度的相关系数在结合 1～10 h 内的变化，结果

见表 2。 

表 2 GFP1-10与 Scl2-GFP11结合时间与相关系数 R
2 

Tab. 2  Binding time and correlation coefficient R2 be-

tween GFP1-10 and Scl2-GFP11  

结合时间/h R
2 结合时间/h R

2 

1 0.999 5 3.5 0.932 3 

1.5 0.985 6 4 0.984 6 

2 0.986 8 6 0.940 1 

2.5 0.985 8 8 0.982 4 

3 0.955 3 10 0.981 1 

  从表 2 中可以看出，当 GFP1-10 与 Scl2-GFP11

结合时间为 1 h 时，蛋白质量浓度与相对荧光强度之

间存在良好的线性关系，并利用 Origin 2018 拟合数

据的线性回归曲线及方程，得到方程式 y＝342.12x+ 

43.58，相关系数 R
2 为 0.999 5(图 9)。 

 
图 9 SCL2-GFP11 蛋白质量浓度与相对荧光强度之间

的标准曲线 

Fig. 9 Standard curve between Scl2-GFP11 protein con-

centration and fluorescence intensity 

3 讨 论 

在细菌基因组中鉴定出的胶原样蛋白的基因可

以在细菌宿主中有效地重组表达，为获取胶原蛋白提

供了一种有效的替代方法。化脓链球菌来源的类胶

原蛋白 Scl2 与动物源胶原蛋白相似的三螺旋结构而

引起广 大 研 究 人 员 的兴趣 [7]。在 本 研 究 中 ，利 用

E. coli BL21(DE3)对类胶原蛋白 Scl2 进行了异源表

达，且重组蛋白产量达 100 mg/L。经过 His 亲和标签

蛋白纯化和 SDS-PAGE 分析发现，纯化后的蛋白条

带单一，没有其他杂蛋白，基于蛋白条带灰度估算出

蛋白纯度约为 96.4%。通过 CD 光谱和 DSC 分析发

现 Scl2 的二级结构呈现三螺旋结构且具有较高的热

稳定性，与Ⅰ型胶原蛋白相似。 

为了实时监测体外或体内 Scl2 的表达水平，本

研究建立了一种特异性且方便快速的 Split-GFP 系

统。GFP 由 11条反平行的 β-链折叠形成的桶状蛋白，

它的发色团位于桶的几何中心附近的α-螺旋上。为

了进一步拓展GFP 的应用，研究人员对其进行了拆分，

并通过循环重排技术发现了几种荧光互补蛋白[36]。

其中，GFP1-10/GFP11 的荧光互补系统结合效果最

好。在该系统中，GFP 的第 11 条 β 链(GFP11)中高

度保守的 Glu222 与 GFP1-10 片段可以快速自组装

后催化发色团成熟[37]。本研究建立的 Split-GFP 系统

中，GFP1-10 与 Scl2-GFP11 能够互补形成荧光，且

GFP11 标签不改变 Scl2 的二级结构和热稳定性。

GFP1-10 与 Scl2-GFP11 结合形成的荧光变化曲线显



 

2025 年 2 月       色依德·斯马依，等：基于 Split-GFP 系统定量分析大肠杆菌中异源表达的类胶原蛋白 Scl2 ·19·

 

示，在反应前 20 h 具有较高的结合速度，可以方便地

实时监控 Scl2 的表达水平。当 Scl2-GFP11 质量浓度

在 0.4～0.8 mg/mL 之间，结合时间为 1 h 时，Scl2-

GFP11 蛋白质量浓度与相对荧光强度之间能够形成

线性关系，由此建立了标准曲线，可用于计算出待测

类胶原蛋白的质量浓度。虽然前期 GFP1-10 与 Scl2-

GFP11 的结合过程中相对荧光强度迅速增加，但随

后的结合速度逐渐减缓。这意味着达到最大相对荧

光强度需要较长时间，因此在今后的研究中需要进一

步提高结合效率。 

综上所述，通过建立的 Split-GFP 系统，能够对

Scl2 的表达水平实现高特异性的快速实时监测和定

量分析，因此为下一步的高通量筛选研究奠定良好的

基础并提供可靠的工具。 
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