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摘 要 为获得 AMRJ 在大肠杆菌中的高效表达，构建了 :YFZEAMRJ 原核表达载体。将其转化大肠杆菌 [P!7（ZM"），经

$\"44’(]P QYFR 诱导，YFZEAMRJ 融合蛋白进行了有效表达，表达产物主要形成了包涵体。经 *1! G E*F9 亲和层析纯化，融合蛋

白的纯度达 II)L^。D9PZQEF_JEDB 分析证明表达的融合蛋白氨基酸序列完全正确。YFZEAMRJ 融合蛋白能明显促进 UM‘E
!I" 细胞的分裂和生长。

关键词 YFZEAMRJ 融合蛋白，原核表达，UM‘E!I" 细胞
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2/0;’6 a<? 0’=?;6,0;/3 <=3 ;6<=?b’64/3 1=;’ D ) 0(,# [P !7（ZM"）) FA/ YFZEAMRJ b,?1’= :6’;/1= a<? 1=3,0/3 5- $\"44’(]P ’b
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:08 ;,.4* YFZEAMRJ b,?1’= :6’;/1=，:6’c<6-’0-;/ /K:6/??1’=，UM‘E!I" 0/((

人表皮生长因子（A,4<= /:13/64<( @6’a;A b<0;’6，
AMRJ）是由 L" 个氨基酸残基组成的多肽，广泛分布

于各种体液中。AMRJ 强烈刺激多种细胞的增殖分

化，对维持人体正常的生理活动起着十分重要的作

用。临 床 上 可 用 于 消 化 性 溃 疡、烧 伤 和 创 伤 治

疗［7 S "］。另外，AMRJ 也可以用于化妆品领域，起到

去皱、嫩肤、养颜之功效［#，L］。人体中 AMRJ 的含量

极微，提取纯化相当困难，因此，AMRJ 的获得主要通

过微生物的分泌性表达来实现，但这种表达量往往

不高［77 S 7"］。高效表达 AMRJ 的原核系统产物多为包

涵体，无活性，复性过程繁琐，限制了其广泛利用。

YFZ（Y6’;/1= ;6<=?3,0;1’= 3’4<1=，XR.‘‘..V...）来



源于人类免疫缺陷病毒 !"#$% &’(（&)’*+$’,(-.’(/)）蛋

白的功能区［0］，能够有效引导肽段或者蛋白质进入

细胞，具有蛋白传送的功能。1&2 与其他蛋白融合

进入细胞具有快速、高效性，并且表现出原有蛋白的

生物学功能［3 4 %5］。1&2 的发现无疑给 6789 的进一

步开发利用提供了一条新的途径。本研究正是利用

了 1&2 能穿透细胞膜，带动与其结合的蛋白进入细

胞内部这一特性，构建了融合表达载体 :1&2$6789。

成功实现了 1&2$6789 融合蛋白在大肠杆菌中的高

效表达。所形成的包涵体产物无需经过专门的复性

过程，经 ;-< = $;&> 亲和层析纯化后，融合蛋白 1&2$
6789 表现出了良好的促 !7?$<@A 细胞生长活性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 质粒和菌株：质粒 :1&2 由 :BC7& 改造而成，

在多克隆位点的上游含有编码 0 个组氨酸的标签序

列及编码由 %% 个氨基酸组成的 1&2 序列，此外还含

有一些其他的辅助序列，该质粒由本实验室构建而

成。:D2$%E$6789，含有化学合成的人 789 基因序

列，该基因序列与天然的人 789 基因序列不同，但

所编码的氨基酸序列完全一样，为本实验室保存。

:87D$& #F,(/) 和菌株 GH<%（27A）购自天根生物技

术有限公司。

!"!"# 动物细胞及培养基：人胚肾 !7?$<@A 细胞由

军事医学科学院毒物药物研究所张树卓博士惠赠。

B1D" %0I5 细胞培养基及胎牛血清（9GC）为 8-J,/
产品。

!"!"$ 酶和试剂：限制性内切酶 !"#!和 $%&B!
为 1)/KFL’ 公司产品；质粒纯化与提取试剂盒，&I
2;> 连接酶，1MB D’+(F)D-N 及 2;> 分子质量标准

为天根生物技术有限公司产品；1MB 扩增引物在博

亚生 物 公 司 合 成。D&C 为 1)/KFL’ 产 品。 标 准

)6789 为 1F:)/(F,6 产品。其他试剂均为分析纯或化

学纯。

!"!"% D>H2"$&O9$DC 检测：由军事医学科学院仪

器测试分析中心进行测试。

!"# 方法

!"#"! :1&2$6789 融合基因表达载体的构建：依据

6789 基因编码序列及表达载体 :1&2 的多克隆酶

切位点，设计一对引物。上游：PQ$> !!"#$$ >&8
>>& >8M 8>& &M& 8>>$AQ，下游：PQ$> !##""$ &&>
>M8 >>8 &&M MM> MM>$AQ。划 线 处 为 酶 切 位 点。

按照以下反应程序从质粒 :D2$%E$6789 上扩增出

目的基因 6789：@IR变性 PK-*；@IR，A5+；0PR，A5+；

3<R，05+；<P 个循环结束后，3<R 继续延伸 3K-*。

纯化回收目的基因片段亚克隆到 :87D$& 载体上。

由 !"#! = $%&B!双 酶 切 重 组 质 粒 和 表 达 载 体

:1&2，回收目的基因片段和载体片段，将它们连接

成为重组的表达载体 :1&2$6789。

!"#"# 1&2$6789 融合蛋白的表达及表达形式的分

析：重组质粒 :1&2$6789 转化感受态的大肠杆菌

GH<%（27A），在 >K:) 琼脂平板上挑选单菌落接种于

AKH HGS>K: 液体培养基中，AAR培养到 ’(055 T 5UP
左右时，加入 "1&8 至终浓度 5UAKK/VSH，继续培养

<6。收集菌体，1GC 洗涤 < 次，按每 KH 细菌培养液

加 P5"H 细胞裂解液重悬菌体，超声裂解，离心后收

集上清和菌体碎片。C2C$1>87 电泳确定表达蛋白

的存在形式。

!"#"$ 1&2$6789 融合蛋白的纯化：将表达菌体超

声破碎离心后的沉淀溶解在 EK/VSH 的尿素中，;-< = $
;&> 亲和层析。用含咪唑 %55KK/VSH 的洗脱液冲洗

结合了融合蛋白的介质，回收洗脱液，C2C$1>87 分

析纯化的融合蛋白。

!"#"% D>H2"$&O9$DC 分析：切取胶内与预期结果

一致的蛋白条带，脱色纯化后由 &)W:+-* 酶切，指纹

图谱分析，然后对各片段进行拼接，确定所表达蛋白

的氨基酸序列。

!"#"& 1&2$6789 融合蛋白对 !7?$<@A 细胞的促分

裂和生长作用：将标准 )6789 和纯化后的 1&2$6789
根据 6789 在融合蛋白中所占的比例换算成 6789
的实际含量，按 5U%，5U<，5UI，5UE，%U0 和 AU<*LSKH
稀释于含有 5UPX 9GC 的 B1D" %0I5 细胞培养基，将

对数生长期细胞 !7?$<@A 按每孔 P555 个分别加入

各浓度的培养液中，最终体积为 %55"H，每一样品设

A 个平行组；A3R，PX MO< 培养箱中培养 IE6；每孔

加入 <5"H D&C 溶液后继续培养 % Y I6，用酶联免疫

检测仪测 ’( 值，!T I@<*K。

# 结果

#"! ’()*+,-./ 融合基因表达载体的鉴定

#"!"! 1MB 鉴定：任意挑选两个重组质粒进行 1MB
分析，结果表明这两个质粒都扩增出了与预期结果

相符的目的基因片段（图 %）。

#"!"# 酶切鉴定：!"#!和 $%&B!双酶切重组

质粒，电泳图谱中出现了与预期结果一致的目的基

因片段（%E5J:）和载体片段（A555J:）（图 <）。测序证

明重组质粒没有发生基因突变和移码现象（结果未

显示）。
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图 ! 重组质粒的 "#$ 分析

%&’(! "#$ )*)+,-&- ./ 012 324.56&*)*0 7+)-5&8-
9：:;< 5)3=23；!，>：324.56&*)*0 7+)-5&8-；?：7"@: 4.*03.+ (

图 > 7"@:A1BC% 酶切分析

%&’(> <*)+,-&- ./ 012 7"@:A1BC% 324.56&*)*0 7+)-5&8-
9：:;< 5)3=23；!，>：7"@:A1BC% 324.56&*)*0 7+)-5&8-(

!"! #$%&’()* 融合蛋白的表达

挑取上述质粒之一转化大肠杆菌 DE>!（:B?），

经检验正确后进行诱导表达。以下是其中一个克隆

的表达情况（图 ?）。从图中可以看出，该质粒进行

了有效的表达。

图 ? "@:A1BC% 融合蛋白表达的 F:FA"<CB 分析

%&’(? F:FA"<CB )*)+,-&- ./ 012 "@:A1BC% 2G732--&.*
!：-H723*)0)*0 ./ 012 42++ +,-)02；>：7324&7&0)02 ./ 012 42++ +,-)02；9：73.02&*
5)3=23（IJ，KK，L?，?!，>M，!LNL=:）(

!"+ #$%&’()* 融合蛋白的纯化

将表 达 菌 体 超 声 破 碎 离 心 后 的 沉 淀 溶 解 在

O5.+PE 的尿素中，;&> Q A;@< 亲和层 析。用 含 咪 唑

!MM55.+PE 的洗脱液冲洗结合了融合蛋白的介质，

回收洗脱液，F:FA"<CB 分析纯化的融合蛋白，结果

显示，在大约 !K=: 附近的位置出现了一条蛋白条带

（图 L）。

图 L 纯化的 "@:A1BC% 融合蛋白 F:FA"<CB 图谱

%&’(L F:FA"<CB )*)+,-&- ./ 012 7H3&/&28
"@:A1BC% /H-&.* 73.02&*

9：73.02&* 5)3=23；!：7H3&/&28 "@:A1BC% /H-&.* 73.02&*(

!"+ ,-.%/&$0*&,1 分析 #$%&’()* 融合蛋白

从 F:FA"<CB 胶上切取 "@:A1BC% 融合蛋白片

段，脱色纯化后用 @3,7-&* 酶切，指纹图谱分析（图

R），胰酶消化后的各肽段的序列列于表 !。肽段重

叠分析结果表明所表达的 "@:A1BC% 融合蛋白的氨

基酸序列完全正确。

图 R 融合蛋白 "@:A1BC% 的 9<E:SA@T%A9F 图谱

%&’(R 9<E:SA@T%A9F )*)+,-&- ./ 012 /H-&.* "@:A1BC% 73.02&*

将上述各肽段重叠后可以看出，片段!A"显示

了 ; 端 ?ALL 位的氨基酸序列，片段#A$显示了 #
端 !M?A!>J 位的氨基酸序列。在片段 LRARM 位的序

列是 $$U$$$，被胰酶消化后为单一的氨基酸，在

R!A!M> 位没有胰酶的酶切位点，在图上都没有显示

出来。综上所述，在 F:FA"<CB 胶上 !K=: 的蛋白条

带即为融合蛋白 "@:A1BC%。

!"2 #$%&’()* 融合蛋白促细胞生长活性的测定

纯化后的 "@:A1BC% 融合蛋白稀释成相应浓度

添加到 VBWA>I? 细胞的培养液中，用 9@F 法对其促

细胞的生长活性进行了检测（图 K）。"@:A1BC% 在

!IR智庆文等："@:A1BC% 融合蛋白在大肠杆菌中的表达及活性分析



!"# $ !"%&’()* 范围内随浓度的升高而增强，表现出

明显的量效关系。+,-./012 与标准 3/012 对 405.
678 细胞的促生长活性相似，但在较低浓度下又表

现出比标准 3/012 有更高的活性。

表 !
"#$%& ! ’#(( #)* #+,)- #.,* (&/0&).&( -1 23&

4&42,*&( +&#(05&* $6 ’789:;"<=;’>
239’):&;
<=>

?=@:AB@93 C=&
D:9E ):9FB3:G

+:D;CG: F:HB:&A:F
239’):&;
@=A9;C=&F

! 66IJ >!! 1K4444441?LK?,11MM?1N 8 O 68
" #6P7"Q# -*R----5-N 6% O 88
# #I6I"IQ -*R----5-NS1K5 6% O 8I
$ ##Q#"8Q S1K5*1R1N5 8% O %8
% J6#"%I *1R1N55 8J O %%
& #%%%"QJ RLT<TUU1RV10N #!8 O ##Q
’ 68%#"7Q RLT<TUU1RV10NTMRN-*5 #!8 O #66
( 78%"%Q TMRN-*5 ##P O #66
) ##%I"%% -*5SS0*N #6! O #6I
* IJ7"Q# SS0*N #68 O #6I

图 P
2C’>P WC=@=’CA9@ 9A;CXC;Y 9&9@YFCF =Z ZBFC=& +,-./012 [Y ?,K

!：F;9&G93G 3/012；"：+,-./012>

? 讨论

本研究成功构建了能在原核生物中高效融合表

达的 载 体 D+,-./012，将 该 载 体 导 入 到 工 程 菌 株

W*6#（-08）中，在 V+,1 的诱导下得到了高效表达的

融合蛋白 +,-./012。表达量占细菌总蛋白的 %!\，

表达形式主要是包涵体。<C6 ] .<,L 亲和层析纯化

得到的融合蛋白纯度达 77"Q\以上。包涵体是变

性蛋白质的聚集体，没有生物活性，而培养细胞中添

加后表现出了明显的促细胞生长活性，这一现象说

明包涵 体 进 行 了 活 性 恢 复。其 机 制 之 一 应 该 是

+,-./012 进入了细胞内部，在细胞内发生了重新折

叠，由无活性的形式变为有生理活性的形式。当细

胞培养中 /012 的浓度在 !"# $ !"%&’()* 时，其促细

胞生长作用有明显的量效关系，+,-./012 在较低浓

度下有明显的促细胞生长活性，其原因可能是除了

与膜受体结合外，/012 在 +,- 的牵引下进入了细

胞核 内，由 于 +,- 序 列 中 带 有 核 定 位 信 号 肽

（1N55N）［#%］，其跨膜转运后主要积聚于细胞，尤其

是胞核内，/012 在核内聚集，直接调控了 -<L，N<L
和蛋白质的合成。

致 谢 ?L*-V.,^2.?K 分析结果是在军事医学科

学院仪器测试分析中心王杰老师的帮助和指导下完

成的，在此表示感谢。
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