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摘   要：为了更经济高效地制备胰岛素样生长因子-1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1)，本

研究采用计算机模拟技术对 3 种 IGF-1 融合蛋白进行蛋白质结构预测与分子对接，筛选出酶切

最适配的 IGF-1 融合蛋白表达形式。利用基因工程技术构建并鉴定了 IGF-1 融合蛋白原核表达

载体，并转化大肠杆菌 Origami B(DE3) 菌株，获得重组子；经异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷

(isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside, IPTG) 诱导表达后，对菌体的破菌上清进行亲和层析、脱盐、

凝血酶酶切及酶切产物亲和层析纯化得到目的蛋白；通过 3T3 细胞增殖法建立活性评价体系并对

获得的 IGF-1 进行活性测定。结果显示，构建的 IGF-1 融合蛋白原核表达载体序列正确，获得的

重组子在 25 ℃、0.05 mmol/L IPTG 诱导 16 h 时融合蛋白为可溶性表达，经初步纯化、凝血酶酶切、

再次纯化后可获得纯度大于 90%的 IGF-1 目的蛋白，在建立的活性评价体系下测得制备的 IGF-1

比活为 2.47×105 U/mg，与市售标准品接近。本研究建立了一条用于制备 IGF-1 的完整工艺路线，

为 IGF-1 药物的研制及工业化生产奠定基础。 

关键词：胰岛素样生长因子-1；虚拟预测；基因重组；活性分析 
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Preparation and activity evaluation of insulin-like growth 
factor 1 based on protein structure prediction 
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Abstract: In order to prepare insulin-like growth factor 1 (IGF-1) more economically and efficiently, the 

structure prediction and molecular docking of three IGF-1 fusion proteins were performed by computer 

simulation. The most suitable expression form of IGF-1 fusion protein was screened out. A prokaryotic 

expression vector of IGF-1 fusion protein was constructed and transformed into Escherichia coli Origami 

B(DE3) strain to obtain the recombinant strain. After induction with IPTG, the target protein was purified 

from the soluble fractions of the bacteria cell lysate by affinity chromatography, desalination, thrombin 

digestion and affinity chromatography of the enzyme digested products. An activity evaluation system was 

established by 3T3 cell proliferation method and the activity of the obtained IGF-1 was measured. The 

results showed that the sequence of the IGF-1 fusion protein prokaryotic expression vector was correct and 

the fusion protein was soluble upon 0.05 mmol/L IPTG induction at 25 °C for 16 h. After preliminary 

purification, thrombin digestion and re-purification, IGF-1 target protein with purity over 90% was obtained. 

Using the established activity evaluation system, the specific activity of IGF-1 was 2.47×105 U/mg, which 

was close to the standard product available at the market. The preparation technology of IGF-1 developed in 

this study may facilitate the development and industrial production of IGF-1 drugs. 

Keywords: insulin like growth factor-1 (IGF-1); virtual prediction; genetic recombination; activity 
evaluation 

 

胰岛素样生长因子-1 (insulin like growth 

factor-1, IGF-1) 是人体内一种具有促进细胞生

长、发育和增殖作用的多功能调控因子[1]，人

体内有十几种细胞均可以旁分泌、自分泌或内

分泌的方式产生 IGF-1[2]，其在机体许多重要的

合成和代谢反应中都发挥着不可或缺的作用。

目前，重组人生长激素作为治疗儿童生长障碍

的临床一线常用药物，其可以作用于几乎全部

的细胞和组织，包括骨骼系统、脂肪组织、免

疫系统和生殖系统[3-5]。生长激素最重要的作用

就是促进个体的生长发育，使各组织和器官正

常运行，在人体正常生长发育的过程中起关键

性作用。原发性 IGF-1 缺乏综合征是一种由生

长激素受体突变[6]或生长激素受体信号级联中

缺陷[7]导致的儿童生长发育障碍的罕见疾病，

临床表现为儿童成长期身材矮小 [8]和生长激素

抵抗[9]。患者通常不能对内源性或外源性的生

长激素作出反应，因此补充外源性生长激素对

原发性 IGF-1缺乏综合征的患者无促生长作用，

使用重组人 IGF-1 替代治疗是现阶段唯一一种

有效的治疗手段[10-11]，但人 IGF-1 存在着血液

提取成本大、制备难等特点[12-13]，因此在我国

尚无成品药上市，应用十分受限。近年来，蛋

白质结构预测已成为计算机辅助药物研究领域

的一项重要技术[14]，利用计算机模拟分子间的

互作具有经济高效的特点[15]，进而可以大大缩
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短药物的研发周期。文中采用蛋白质结构预测技

术筛选出蛋白酶最适配的融合蛋白，再通过基因

工程的方法得到高纯度、高活性的 IGF-1 目的蛋

白，为大规模工业化制备 IGF-1 奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒、菌株、细胞 

IGF-1-pET-48b(+) (SacⅠ/Hind Ⅲ) 穿刺菌

购自金斯瑞生物科技有限公司，pET-32a(+) 质

粒购自武汉淼灵生物科技有限公司，表达菌株

Origami B(DE3)、3T3 细胞由本公司保存。 

1.1.2  试剂 

DNA markers、T4 DNA 连接酶、限制性内

切酶 MscⅠ、EcoRⅤ购自宝生物工程有限公司；

5×HF 缓冲液、Phusion DNA 聚合酶购自 Thermo

公司；凝血酶购自 Solarbio 公司；IGF-1 单克隆

抗体购自 Abcam 公司；IGF-1 标准品购自金斯

瑞生物科技股份有限公司；1640 培养基、胎牛

血清、胰蛋白酶购自 Gibco 公司；双抗购自

Hyclone 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  融合蛋白与相应蛋白酶的虚拟筛选 

根据用酶成本及酶切后是否含有多余氨

基酸残留选择凝血酶及肠激酶两种酶切方案，

并利用含有以上酶切位点的不同 pET 系列载体

构建重组表达载体，最终设计出了 pET32- 

thrombin-IGF-1 、 pET32-enterokinase-IGF-1 、

pET40-enterokinase-IGF-1 三种融合蛋白；使用

PSIPRED 在线预测服务器对不同融合蛋白的 

二级结构进行预测，再根据二级结构预测结果

使用 I-TASSER 在线预测服务器进行三级结构

预测，进入 Cluspro 在线预测服务器根据三级结

构及不同的蛋白酶分别进行分子对接，统计正

确酶切概率，并以 50%作为成功酶切的阈值。 

1.2.2  IGF-1 融合蛋白原核表达载体的构建及

重组子筛选 

根据大肠杆菌密码子偏好性、简并性、GC

含量及合适的限制性内切酶等因素，设计用于

表达 IGF-1 融合蛋白的基因序列，PCR 扩增得

到目的基因片段，其中带有 IGF-1 基因序列的

质粒 IGF-1-pET-48b(+) (SacⅠ/Hind Ⅲ) 为全

基因合成，设计表 1 引物进行 PCR 扩增。 

扩增产物经 MscⅠ与 EcoRⅤ双酶切后，连接

到经同样双酶切的 pET-32a(+) 表达载体上，构建

pET32a-thrombin-IGF-1 重组表达载体 (图 1)，再

转化大肠杆菌表达菌株 Origami B(DE3)，在含有

50 µg/mL 氨苄青霉素 (Amp)、15 µg/mL 卡那霉

素 (Kan) 以及 12.5 µg/mL 四环素 (Tet) 的 LB

培养基上，37 ℃培养筛选重组子，经 PCR、酶

切鉴定正确后送测序，并妥善保存。 

1.2.3  IGF-1 融合蛋白的诱导表达 

将甘油冻存的重组工程菌接种于 100 mL 的

LB 抗性培养基中，37 ℃振荡过夜培养，活化重

组工程菌；再按照 2%的接种量转接至 800 mL

的 LB 培养基中，37 ℃振荡培养约 3 h，当 OD600

值为 0.7−0.8 时，加入 0.05 mmol/L 的 IPTG 于

25 ℃诱导表达 16 h，离心收集菌体，加入破菌

缓冲液超声破菌，经 SDS-PAGE 电泳及 Western 

blotting 检测分析。 

 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer names Primer sequences (5′→3′) Size (bp)

pET32-thrombin-IGF-1-F TGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGTC

CGGAGACC 

61 

pET32-thrombin-IGF-1-R GATATCTCATTACGCGCTTT 20 
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图 1  pET32-thrombin-IGF-1 质粒构建图 
Figure 1  Plasmid map of pET32-thrombin-IGF-1. 
 

1.2.4  IGF-1 的分离纯化及酶切 

使用 20 mmol/L Tris，500 mmol/L NaCl， 

pH 7.8 的缓冲液平衡 HisTrap FF 亲和层析柱，

取用 0.45 µm 滤膜过滤后的破菌上清液上样，

用 20 mmol/L Tris，500 mmol/L NaCl，500 mmol/L

咪唑，pH 7.8 的缓冲液洗脱，用 20 mmol/L Tris，

500 mmol/L NaCl，30 mmol/L 乙二胺四乙酸二

钠 (ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt, 

EDTA)，pH 7.8 的缓冲液再生，再用 500 mmol/L 

NaOH 清洗，以上流速均为 1 mL/min，将收集

的各峰进行 SDS-PAGE 检测；将咪唑洗脱样品

脱盐后按照凝血酶︰融合蛋白=1 U︰100 µg

的比例在 20 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L 

NaCl，10 mmol/L CaCl2，1 mmol/L 二硫苏糖醇 

(DL-dithiothreitol, DTT)，pH 7.8 的酶切缓冲液

中 25 ℃、摇床酶切 16 h；此时酶切产物应含带

有 His 标签的 IGF-1 融合蛋白与酶切产生的前

半段肽链，以及不含 His 标签的 IGF-1 目的蛋

白，根据 IGF-1 目的蛋白不挂 Ni 柱这一特点将

酶切样品再次进行亲和层析从而达到去除未酶

切的融合蛋白和酶切产生的前半段肽链的目

的，酶切产物亲和层析的平衡液为 20 mmol/L 

Tris，500 mmol/L NaCl，10 mmol/L 咪唑，1% 

Tween 20，pH 7.8，洗脱液为 20 mmol/L Tris，  

500 mmol/L NaCl，200 mmol/L 咪唑，1% Tween 

20，pH 7.8，再生液为 20 mmol/L Tris，500 mmol/L 

NaCl，30 mmol/L EDTA，pH 7.8，将收集的各

峰进行 SDS-GAGE 检测，流穿样品进行反相高

效液相色谱 (RP-HPLC) 纯度鉴定，其中色谱柱

为 Agilent C8 (4.6 mm×250 mm 5 µm 粒径 300 Å

孔径)，流动相 A 相为 0.1%三氟乙酸+100%纯

水，B 相为 0.1%三氟乙酸+100%乙腈，流速为

1 mL/min，检测波长为 214 nm，梯度洗脱如   

表 2 所示。 

 
表 2  RP-HPLC 梯度洗脱表 
Table 2  Gradient elution of RP-HPLC 

Time (min) A (%) B (%) 

0 85 15 

10.00 85 15 

12.00 70 30 

32.00 60 40 

32.01 30 70 

38.00 30 70 

38.01 85 15 

50.00 85 15 
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1.2.5  利用 3T3 细胞检测 IGF-1 的活性 

有研究表明，IGF-1 对 3T3 细胞有较显著

的增殖作用，且 IGF-1 的刺激作用呈现一定的

剂量依赖性，IGF-1 的浓度越高对细胞的刺激增

殖作用越大，而当达到一定剂量以后，其促进

作用不再增加[16-17]。根据 IGF-1 可促进 3T3 细

胞增殖这一特性通过 3T3 细胞增殖法和 MTS

比色法建立 IGF-1 体外细胞活性检测体系，在

检测条件为铺板细胞密度 1×104 /mL，初始、铺

板及维持培养基血清浓度分别为 4%、2%和

1%，IGF-1 样品初始浓度为 1 000 ng/mL，3 倍

梯度稀释的条件下培养细胞并绘制 IGF-1 的四

参数回归曲线，根据购得的金斯瑞 IGF-1 标准

品的说明书，其比活大于 2×105 U/mg，将市售

IGF-1 标准品比活定为 2×105 U/mg，以此为标

准，由以下公式计算样品的生物学活性。 

样品的生物学活性 (U/mL)=Pr×Ds×Es/Dr/ 

Er/C 

式中：Pr 为标准品的生物学活性(U/mL)；

Ds 为样品的预稀释倍数；Es 为样品的半效稀释

倍数；Dr 为标准品的预稀释倍数；Er 为标准品

的半效稀释倍数；C 为样品的蛋白浓度(mg/mL)。 

2  结果与分析 

2.1  融合蛋白与相应蛋白酶的虚拟筛选结果 

三种融合蛋白的二级结构及分子对接预测

结果如表 3 所示，其中使用 pET32-thrombin- 

IGF-1 载体所表达的融合蛋白被凝血酶特异性

切割的效率最高，为 62.1% (大于 50%)，因此

认为 pET32-thrombin-IGF-1 载体所表达的融合

蛋白能被凝血酶特异性切割，而其他 2 种融合

蛋白被相应的蛋白酶特异性的酶切效率均小于

50%，不能被相应蛋白酶成功酶切。 

2.2  IGF-1 重组质粒构建及鉴定结果 
2.2.1  IGF-1 目的片段 PCR 扩增结果 

将全基因合成的 IGF-1-pET-48b(+) (SacⅠ/ 

Hind Ⅲ) 质粒作为模板对目的基因片段进行

PCR 扩增，结果如图 2 所示，泳道 1、2、3、4

均为目的基因的扩增产物，可看到扩增产物大

小为 271 bp 左右，与预测的目的基因片段大小

一致，泳道 5 为空白对照，无扩增条带，证实

目的基因片段成功扩增。 

2.2.2  重组质粒鉴定结果 

将扩增的 IGF-1目的基因片段与 pET-32a(+)

质粒双酶切后连接转化，挑取单菌落在含有氨

苄抗性的 LB 培养基中 37 ℃培养 16 h，抽提质

粒进行 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测，再对重组质

粒进行 PCR 扩增，0.8%琼脂糖凝胶电泳检测结

果如图 3A 所示，泳道 1扩增片段大小为 271 bp，

与目的基因片段大小一致，空白对照基因组

DNA 模板无扩增产物，与预期结果相符。将重

组质粒使用 MscⅠ与 EcoRⅤ进行双酶切，并使

用 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测显示 (图 3B)，泳

道 1 显示有两条带，证明重组质粒成功被内切

酶切开，其中小片段分子量大小与预期的分子

量 271 bp 大小一致，而阴性对照未被切开。 

 
表 3  不同融合蛋白的虚拟预测结果 
Table 3  Virtual prediction of different fusion proteins 

Fusion proteins α-helix (%) β-pleated sheet (%) Proteases Enzyme digestion efficiency at the 

correct site (%) 

pET32-thrombin-IGF-1 22.2 25.9 Thrombin 61.1 

pET32-enterokinase-IGF-1 25.9 22.2 Enterokinase 14.7 

pET40-enterokinase-IGF-1 25.6 23.3 Enterokinase 0.0 
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图 2  目的片段 PCR 扩增结果 
Figure 2  PCR amplification of target fragment. M: 
DNA marker; 1–4: PCR amplified fragment; 5: 
negative control. 
 

2.3  IGF-1 融合蛋白的诱导表达与鉴定结果 
实验结果 (图 4) 表明，泳道 1 对应的诱导

前全菌液中无目的蛋白表达，泳道 2 中诱导后

的全菌液中有少量分子量大小为 26 kDa的融合

蛋白表达，泳道 3 对应的诱导后破菌上清中有

明显的分子量接近 26 kDa 的融合蛋白条带，与

理论分子量 21.6 kDa 接近。 

经 IGF-1 单抗的蛋白质免疫印迹 (Western 

blotting) 鉴定，结果如图 5 所示，结果表明破

菌上清中的融合蛋白具有 IGF-1 的免疫活性，

融合蛋白还会形成少量二聚体结构，证明 IGF-1

融合蛋白成功正确表达。 

2.4  IGF-1 分离纯化及酶切结果 
2.4.1  IGF-1 融合蛋白亲和层析结果 

SDS-PAGE 结果显示 (图 6)，泳道 1 为加

入了终浓度为 70 mmol/L 咪唑的破菌上清液，

在 26 kDa 左右处有明显的目的蛋白条带，泳道

2 为流穿液，可见目的蛋白挂柱而杂蛋白流穿，

泳道 3 为咪唑洗脱的蛋白洗脱样，在 26 kDa 左

右处可见明显的目的蛋白条带，且浓度较高，

而杂蛋白较少，泳道 4 为 0.5 mol/L NaOH 洗脱

峰，可见柱上几乎无残留的蛋白。 

2.4.2  IGF-1 融合蛋白酶切结果 

SDS-PAGE 结果显示 (图 7)，泳道 1 为阴

性对照，可看出明显的融合蛋白条带且无酶切

产物条带，泳道 2 为不加 DTT 时的酶切样品，

图中可看到融合蛋白减少，出现酶切产物条

带，证明融合蛋白部分被酶切，泳道 3 为加入 

 

 
 
图 3  重组质粒鉴定 
Figure 3  Identification of recombinant plasmid by PCR (A) M: DNA marker; 1: PCR amplified fragment; 2: 
negative control; and double enzyme digestion (B). M: DNA marker; 1: recombinant plasmids digested with 
MscⅠ and EcoR Ⅴ; 2: negative control. 
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图 4  融合蛋白 SDS-PAGE 检测结果 
Figure 4  SDS-PAGE results of fusion protein. M: 
protein marker; 1: bacteria lysate before induction; 
2: bacteria lysate after induction; 3: the supernatant 
after induction and ultrasonic. 

 

 
 

图 5  融合蛋白 Western blotting 检测结果 
Figure 5  Western blotting results of fusion protein. 
M: protein marker; 1: bacteria lysate before 
induction; 2: bacteria lysate after induction; 3: the 
supernatant after induction and ultrasonic. 
 

1 mmol/L DTT 后的酶切样品，对比泳道 2 融

合蛋白显著减少且酶切产物显著增多，由此可

见该酶切条件可成功对 IGF-1 融合蛋白进行

酶切。 

2.4.3  酶切产物亲和层析结果 

图 8 中泳道 1 为酶切产物的样品，泳道 2

为收集的流穿样，在 10 kDa 处可见单一的 

 
 

图 6  融合蛋白 Ni 柱亲和层析结果电泳图 
Figure 6  SDS-PAGE of fusion protein obtained 
from Ni affinity chromatography 1: sample loading; 
2: flow through; 3: elution of imidazole; 4: elution 
of NaOH; M: protein marker. 
 

 
 

图 7  DTT 对酶切影响的电泳分析 
Figure 7  Effect of DTT on enzyme digestion. 1: 
negative control; 2: no DTT; 3: 1 mmol/L DTT; M: 
protein marker. 

 

 
 

图 8  酶切产物 Ni 柱亲和层析结果电泳图 
Figure 8  SDS-PAGE of enzyme digested products 
obtained from Ni affinity chromatography. M: protein 
marker; 1: sample loading; 2: flow through; 3: 
re-equilibration; 4: elution of imidazole; 5: elution of 
EDTA. 
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图 9  RP-HPLC 检测结果 
Figure 9  RP-HPLC test of water (A), standard substance (B) and flow-through sample (C). 
 

 

IGF-1 目的条带，泳道 3 为复平衡，有少量结合

不牢固的融合蛋白、前半段肽链及 IGF-1 目的

蛋白被洗脱，泳道 4 及泳道 5 分别为咪唑和

EDTA 洗脱的蛋白，可见咪唑洗脱效果不佳，

EDTA 可将柱上结合的蛋白全部洗脱下来。 

2.4.4  IGF-1 目的蛋白 RP-HPLC 纯度鉴定结果 

将制备的流穿样品进行高效液相色谱检

测，结果如图 9，IGF-1 的出峰时间为 18 min，

制备的流穿样品纯度>90%。 

2.5  IGF-1 样品及融合蛋白活性鉴定结果 

四参数拟合后曲线如图 10 所示，根据购得 

的金斯瑞 IGF-1 标准品的说明书将市售 IGF-1

标准品比活定为 2×105 U/mg，根据公式计算的

生物学活性结果见表 4， IGF-1 样品比活为

2.47×105 U/mg，与市售标准品接近，均大于

2×105 U/mg，而融合蛋白比活为 1.14×105 U/mg。 

3  讨论 

生长发育是一个复杂的动态过程，受遗传、

生活环境及内分泌等多种因素的影响[18]，垂体

分泌的生长激素可以促进机体的生长发育[19]，

但其大部分功能必须通过 IGF-1 的介导才能发 



 
 

谢倩 等/基于蛋白质结构预测的胰岛素样生长因子-1 的制备及活性分析 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2267

 
 
图 10  IGF-1 样品及融合蛋白细胞活性检测结果 
Figure 10  Detection of cell viability of IGF-1 
sample and fusion protein. 
 
表 4  IGF-1 样品及融合蛋白细胞活性计算结果 
Table 4  The calculated cell viability of IGF-1 
sample and fusion protein 

Samples Protein 

concentration 

(mg/mL) 

Dilution 

times 

Sample 

titers 

Protein 

activity 

(U/mg) 

IGF-1 0.04 40 9 867 2.47×105 

Fusion 

protein 

0.64 640 72 716 1.14×105 

 

挥其生物学作用[20]；国外已有 IGF-1 蛋白类药

物上市[21]，而我国 IGF-1 药物尚处于研究阶段，

在市面上没有相关的药物，属空白领域，而进

口药物价格昂贵，给患者家庭带来沉重的经济

负担和心理负担，因此亟待相关药物的上市；

随着 IGF-1 药物在我国的需求逐渐增大，开发

进口替代药物具有十分重要的意义。目前现有

的研究发现，在大肠杆菌中直接表达 IGF-1 会

形成包涵体[22]，给后续的分离纯化带来极大不

便，且生物活性也难以保证，因此 IGF-1 的可

溶性表达策略极为重要，既利于后续的纯化工

艺，也可以较好保持蛋白结构，具有高效、经

济的特点，对减少生产成本大有裨益。 

用层析技术分离纯化 IGF-1，大多采用亲和

层析[23]。在对 IGF-1 融合蛋白酶切产物进行分

离纯化时，无论是通过优化 Ni 柱亲和层析的条

件还是尝试离子交换及疏水层析等精细纯化的

方法仍无法达到纯度与回收率兼得的效果，而

凝胶过滤层析是根据样品中各种物质分子量的

不同，通过多孔凝胶床达到分离的目的[24]，具

有条件温和[25]和分离效果好[26]等优点，因此下

步将尝试采用凝胶过滤层析对酶切产物进行分

离纯化。通过鉴定 IGF-1 体外刺激 3T3 细胞增

殖的作用，发现其具有显著的刺激 3T3 细胞增

殖能力，计算得出制备的 IGF-1 活性与市售标

准品接近，后续研究中将进一步考察 IGF-1 的

体内生物学活性及其在生物体内的代谢情况，

为其安全性评价和临床应用打下基础。 

本研究在蛋白质结构预测的基础上，开发出

了一条用于 IGF-1 制备及活性测定的完整工艺

路线，为 IGF-1 的工业化生产提供了实验依据，

为未来 IGF-1 药物的研制提供了思路与方法。 
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