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粒细胞!巨噬细胞集落刺激因子／白细胞介素!#
融合蛋白的表达研究

张 毅 屈贤铭 杨胜利
（中国科学院上海生命科学院生物工程研究中心 上海 $%%$##）

摘 要 利用234扩增得到粒细胞0巨噬细胞集落刺激因子（5,0367）、白细胞介素0#（890#）完整基因片段，将其

分别克隆至:5;,0<，构建成5,0367／890#融合蛋白基因，=+>序列与设计预期一致。将得到的融合蛋白基因克

隆至<?4+>聚合酶表达载体:<?@@，得到表达质粒:7A，经转化至表达宿主340(,#B9$!（=;#），在82<5诱导下获

得融合蛋白目的产物的直接表达。经6=602>5;电泳鉴定扫描分析，目的基因产物表达量占菌体总蛋白量的#%C
以上，目的基因表达产物以包涵体的形式表达。DEFGEHI0J)(G鉴定表明，该表达产物可以与5,0367抗体及890#抗

体特异性结合。目的基因表达产物经过包涵体变性、透析复性及柱层析纯化，用5,0367、890#依赖细胞株<70!
检测，具有明显的生物学活性。
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迄今为止，许多重组蛋白质已作为药物用于多

种疾病的治疗中。为了寻求更为有效和具有更高生

物活性的重组药物，人们尝试对于天然蛋白质药物

进行突变研究，这些研究取得了很多进展，一些突变

体已投入应用或进入临床试验。构建融合蛋白是寻

求高效、新型重组药物的另一研究方向。蛋白质结

构研究发现，自然界中不少大的多功能域蛋白是由

不同的蛋白分子通过插入或融合而构成［!］，从理论

上，人们可以利用基因工程技术构建人工融合蛋白，

它可以同时具备原所构成蛋白各自不同的功能。同

时，由于“郊近效应”等，融合蛋白往往会产生一些新

的功能及生物活性，这已在许多研究中得到证实。

九十年代以来，人们尝试构建由不同细胞因子所构

成的融合蛋白［$，#］，实验发现，这些融合蛋白不仅具

有原构成因子各自的生物学活性，而且表现出较相

同摩尔数的原构成因子共同使用时更高的生物活

性，显示出细胞因子融合蛋白研究的理论价值与潜

在的应用价值。这一研究领域已吸引了众多生物技

术公 司 的 参 与［1!L］，其 中8MMAINO公 司 的 5,0
367／890#融合蛋白已进入三期临床试验阶段［/］。

由于迄今为止尚未有国外公司在我国申请细胞因子

融合蛋白的专利保护，我们的工作不受专利限制，这

一研究对于借鉴国外先进经验，发展我国自己的基因

工程产品，具有较高的应用价值与潜在的发展前景。

" 材料与方法

"#" 材料

"#"#" 限制酶、高温=+>聚合酶（<-P酶）等均购

自2H(MEQ-公司及58B83R90B49公司。:5;,0<
’ESG(H购 自2H(MEQ-公 司。白 细 胞 介 素0#、5,0
367234扩增引物均由上海生工生物工程公司合

成。大肠杆菌菌株=T&"、表达载体:<?@@、大肠杆

菌表达宿主B9$!（=;#）均为本实验室保存。

"#"#$ 白细胞介素0#基因由北京医科大学马大龙

教授惠赠，5,0367基因及单抗（鼠抗）由华新公司

惠赠；白细胞介素0#多抗抗体（兔抗）由本实验室制

备；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自3-)0
BN(SUEM公司，羊抗鼠二抗购自6NQM-公司。

"#$ 方法

"#$#" =+>酶切、连接、转化、克隆、234扩 增、

6=602>5; 以 及 DEFGEHI0J)(G方 法 均 参 照 文 献

［!%］，234产物克隆至:5;,0<’ESG(H中的方法参

照其操作说明书。融合蛋白基因序列测定委托大连

宝生物工程公司进行全长基因测序。

"#$#$ 5,0367／890#融合蛋白的生物活性测定：

应用依赖5,0367及890#生长的细胞株<70!作



检测细胞，用!""法进行测定。细胞在#$!%&’()
*&)+小牛血清*&)!,／-%-./的培养基中培养，

测活前先将细胞用#$!%&’()洗/次，然后用#$.
!%&’()*&)+小牛血清稀释细胞，以每孔&0)))
个细胞接种于1’孔板中，待测样品及用做标准的

2!.345、%-./、2!.345*%-./分别用#$!%&’()
*&)+小牛血清连续稀释后加到各孔，检测液的总

体积为&))!-，/67，0+389培养箱培养(:;后，

加入0<,／<-的!""染料&)!-／孔，(;后加入裂

解液（9)+4=4，0)+=!48，>?(@6）&))!-／孔，/67
/;后测定’9)A<的!"值。

! 结 果

!"# $%&’()、*+&,单一基因的扩增与克隆

2!.345基因采用以下引物进行扩增：

0B端引物：0B3C33C"223C33"23"32""3"33CCC2
3333C23/B
/B端引物：0B2"3C22C"333"33"22C3"223"333/B

0B端引物中，在2!.345基因D端加上C"2
起始密码子及#$%%位点，同时，由于2!.345基因

D端23含量很高，且含有大肠杆菌中不常用的密

码子，因此，在设计0B端引物时对2!.345基因D
端前’个氨基酸的密码子进行了修改，引入较多的

C、"，并选用大肠杆菌偏爱的密码子。在/B端引物

终止密码子前引入22C"33（&’(?%位点，编码

2EF.4GH），以利于同%-./基因的连接。

2!.345基因$3#扩增产物用>2I!."JGK.
LMH进行克隆，用)*’%酶切鉴定克隆质粒，选择出

含有2!.345基因插入片断的质粒（2!.345基因

含有)*’%单一酶切位点，>2I!."JGKLMH多克隆

位点区亦含有单一)*’%位点），将挑选出含2!.
345基因的质粒再用#$%%进行酶切，选择出可被

#$%%切出一条带的质粒备用，记作>"2!（图&）。

%-./基因用下列引物进行$3#扩增：

0B端引物：0B22C"3322322"22322"223C2323"
333C"2C333C2/B
/B端引物：0BCC23""C"3CCCC2C"3232C223/B

0B端引物中在%-./基因D端加入22C"332.
2322"22322"223C23，即 编 码 2EF.4GH.2EF.
2EF.2EF.2EF.2EF.4GH柔性连接肽序列，以利于2!.
345 及 %-./ 各 自 的 折 叠。/B端 引 物 中 引 入

"2C"CC双终止密码，并引入+,-N%%%位点。

%-./基 因$3#扩 增 产 物 亦 克 隆 至>2I!."
JGKLMH中，用 )*’%／&’(?%酶 切 鉴 定 克 隆 质 粒，

)*’%／&’(?%切出一条带的质粒为%-./基因以所

期望的方向插入的质粒。记作>".%-./（图&）。

图& 2!.345／%-./融合蛋白基因的构建

5O,@& 3MAPLHQKLOMAMRL;G2!.345／%-./RQPOMA,GAG

!"! $%&’()&*+&,融合基因的构建

>".%-./质粒用./0%／&’(?%酶切后回收大片

段，>"2!用./0%／&’(?%酶切后回收小片段，将

两者连接，转化后得到的克隆抽质粒后用)*’%，

./0%／1$%#%酶切鉴定筛选克隆质粒，选择)*’%，

./0%／1$%#%均可切出一条约6))S>条带的质粒，记

作>5Q（图&）。

克隆于质粒>5Q中的融合蛋白基因经=DC序

列测定分析，其全部序列与预期一致。

!", 融合蛋白基因的表达

融合蛋白表达质粒>"65Q的构建如图9。将

>"65Q质粒转化于大肠杆菌T-9&（=I/），得到转化

子，即得到融合蛋白基因的表达菌株。将其接入-T
培养基中，在对数生长中期（!"’))约)U0左右）加

入)U0<<ME／-%$"2进行诱导，诱导后的菌体进行

4=4.$C2I电泳检测，观察产物表达情况。电泳经

扫描得到目的基因表达产物占菌体总蛋白/)+以

上（图/）。
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图! "#$%&’／()$*融合蛋白表达质粒的构建

’+,-! %./012341+./.5167"#$%&’／()$*530+./
,7/77892700+./:741.2

图* 融合蛋白表达产物的&;&$聚丙

烯酰胺凝胶电泳检测分析

’+,-* &;&$<=">?/?@A0+0.516778927007B274.CD+/?/1
"#$%&’／()$*530+./92.17+/

E-<2.17+/C.@743@?2F7+,61C?2G72；!-H75.27+/B341+./；*-E6.32

?5172+/B341+./；I-!6.320?5172+/B341+./；J-*6.320?5172+/B34$

1+./；K-I6.320?5172+/B341+./

!"# $%&’%()*+,-’鉴定

融合蛋白表达菌株培养后经(<L"诱导，离心

收集菌体，用超声波破碎菌体，离心，洗涤，得到含有

融合蛋白的包涵体，将包涵体用MC.@／)尿素变性

后做&;&$<=">电泳，以()$*、"#$%&’作为对照，

实验结果如图I。由图可见，融合蛋白同时具有()$
*及"#$%&’的免疫原性（图I。）

!". 生物活性检测

含有融合蛋白的包涵体用MC.@／)尿素变性溶

图I "#$%&’／()$*融合蛋白免疫印迹检测

’+,-I N70172/$D@.1?/?@A0+0.5"#$%&’／()$*
530+./92.17+/-

?-N+16"#$%&’?/1+D.BA；D-N+16()$*?/1+D.BA
E-"#$%&’；!-()$*；*-"#$%&’／()$*530+./92.17+/

解 后，进 行 透 析 复 性，复 性 好 的 样 品 用 ;>=>
&796?2.07’’离子交换柱层析进行分离纯化（具体

实验结果将另文发表）。纯化样品采用 #LL法用

对()$*、"#$%&’依赖的L’$E细胞株检测生物活

性。检测结果表明，融合蛋白具有明显的维持L’$E
细胞株生长的生物活性。其比活约为EOK!／C,蛋

白（图J）。

图J 重组"#$%&’／()$*融合蛋白生物活性测定结果

’+,-J H+.@.,+4?@?41+:+1A?/?@A0+0.5274.CD+/?/1"#$%&’／()$*
530+./92.17+/30+/,L’$E47@@

/ 讨 论

本文在大肠杆菌H)!E（;>*）中获得重组"#$
%&’／()$*融合蛋白的直接表达。重组目的基因产

物表达量占菌体总蛋白*OP以上。N70172/$D@.1鉴

定结果表明，目的基因表达产物可以分别与"#$
%&’抗体及()$*抗体特异性结合。重组蛋白包涵

体经复性、纯化后，具有维持L’$E细胞生长的生物

学活性。然而由于L’$E细胞株在仅有"#$%&’或

()$*时亦可较好的生长（图J，比活均在EOK3／C,左

右），这一活性测定结果仅能初步地证明纯化的重组
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融合蛋白具有一定的生物学活性。下一步我们将寻

找对于!"#$%&及’(#)单一因子专一的细胞株，以

及某些特定的细胞系，进行进一步的研究。

这一重组菌的构建成功，为!"#$%&／’(#)融

合蛋白这一具有潜在应用价值的基因工程药物的开

发打下了基础。

致 谢 本工作得到华新公司刘新垣院士、曾以申研

究员、包惠芳研究员的帮助和支持。本室陆坚峰进行

了融合蛋白的生物活性测定工作，在此一并致谢。
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