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重组胸腺素!!的纯化及活性

石继红 张英起 赵 宁 赵永同 颜 真 韩 苇
（第四军医大学生物技术中心 西安 1!$$0#）

摘 要 将胸腺素!!基因2串体克隆于3456&7689融合表达载体（3456&7689/4!!"），转化大肠杆菌4:;!$。在

<;4=诱导下，融合蛋白得到了高效表达。>?>/;9=@分析确定诱导表达的融合蛋白占菌体总蛋白的2$A，且表达

的融合蛋白主要以可溶形式存在。把用离子交换层析纯化出的目的蛋白进行B)C.化学裂解，经简单的离子交换

层析可纯化出胸腺素!!单体，7;DB鉴定胸腺素!!的纯度达EFA。利用07/4GH进行生物活性测定，证实融合蛋

白和胸腺素!!单体均具有在致有丝分裂原B&I9存在的条件下，刺激小鼠脾淋巴细胞分裂增殖的能力，与化学合

成的胸腺素!!相比具有相似的生物活性。
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胸腺素!!（45K,&86I!!，4!!）是从胸腺素组分

L（4ML）中分离纯化出的由#F个氨基酸残基组成的

酸性 多 肽，其 分 子 量 为0N!$FO?，3<为2N#［!，#］。

4!!能够增加4细胞在各种抗原或致有丝分裂原

激活后产生<M)［0］、<D/#［2］和<D/0［L］等淋巴因子的

分泌，增加4细胞表面淋巴因子受体的水平；4!!
还能影响)P前体细胞的募集，使其在暴露于淋巴

因子后变得更有细胞毒性［"，1］；在活体内4!!能增

加B&I9激活后的小鼠淋巴细胞增加分泌<D/#并

增加<D/#受体的表达作用［2，1］，配伍其它细胞因子

具有抗肿瘤作用［F］。4!!临床用途广泛，已应用于

治疗乙肝［E］、丙肝［!$］、癌症［F，!!］及免疫缺陷［!#］等疾

病的研究中，是一种针对4淋巴细胞的免疫增强

剂。

目前国外化学合成的4!!已临床应用，但价格

昂贵。我们首次按照340(,#惯用密码子合成4!!
基因，开创性地采用串联体（本文为2串体—4!!
"）的方式在340(,#中得到大量表达的融合蛋白

（另文发表）。经简单的离子交换色谱，得到了纯度

较高的融合蛋白，把融合蛋白进行裂解获得了高纯

度的4!!单体，且具有较高的生物活性。该研究旨

在寻找简便易行、经济有效地纯化和生产4!!的技

术方案，为今后的大批量生产奠定切实可行的工艺

流程基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌体的获得：由重组质粒3456&7689/4!!"
转化 340(,#4:;!$［基 因 型 为 5Q60*7!（6**8
"&9:;<860*.!）"F$!+0=! ;!L!,+0>129%(8
:*%07,+*+?!0E!（+*+8,%)）1"E11+,@1+,A*B&C%$98
7,$)BD］。挑单克隆接种于L,DDC培养液，01R
振荡培养至E?"$$为$N"，按LA接种于新鲜DC培

养液中，01R振荡培养到E?"$$为$NL，加<;4=至终

浓度为!,,&’／D，01R继续培养25，离心收集菌体。

!"!"# 生 化 试 剂：>;/>+35S.&8+MM、?@9@/
>+35S.&8+MM和 J/>+35S.&8+MM购 自;5S.,ST6S公

司；4.K3U&I+、V+S8U@WU.STU为 :W6G+公 司 产 品，

4.6T6I+和<;4=购自>&’&I公司，B&I9和#/巯基乙

醇购于>6X,S公司，?44为>+.*S公司产品，B)C.
购于M.YOS公司，!"2$培养基为=6-T&公司产品。

其余均为国产分析纯试剂。

!"!"$ 实验动物：C9DC／T纯种小鼠，由第四军医

大学实验动物研究中心提供。

!"# 方法

!"#"! 裂 菌：收 集 菌 体0$X，用!L$,D1,&’／D
371NL的盐酸胍2R搅拌裂解05，离心收集上清液。

!"#"# 透析：上清液用#$$$,D$NEA的生理盐水

透析#25，中间换一次生理盐水。离心收集上清，用



!"""#$%"##&’／$()*+*的,-透析!./，同样换

一次,-，离心收集上清液。

!"#"$ 融合蛋白的纯化：0,102(/34&5266阳离子

柱用%"##&’／$()*+*的,-平衡，上样时收集穿

过峰液；7898102(/34&5266阴离子柱同样用上述

缓冲液平衡，上样后用"!"+*#&’／$:3;’的,-缓

冲液梯度洗脱，收集主峰。用)!<透析除盐，测定

蛋白浓度，经冷冻干燥得融合蛋白。

!"#"% 融合蛋白的裂解：按蛋白质：;:-4为%=>
的比率加入至?"@的甲酸溶液中混匀，避光室温裂

解!./。加%"倍体积的纯水灭活;:-4，橱内充分

排风>"#AB后同上进行冷冻干燥。

!"#"& C"%单体的纯化：0,102(/34&5266阳离子

柱 用 %"##&’／$ ()*+" 的 :39D1)9D 缓 冲 液

（%"##&’／$ 乙 酸 钠，%##&’／$ !1巯 基 乙 醇 和

"+%##&’／$7CC）平衡。冻干样品加*"#$缓冲液

溶解，.E搅拌过夜，离心上清过0,102(/34&5266阳

离子 柱，收 集 穿 过 峰 液，冷 冻 干 燥 后 用 *"#$
*"##&’／$ ()F+" 的 C4A5·);’溶 解 后 上 G1
02(/34&5266阴离子柱，用"!"+*#&’／$:3;’线性

梯度洗脱，收集主峰，测定蛋白浓度。

!"#"’ 0701,9H8：鉴定融合蛋白采用$32##’A不

连续胶［%>］；鉴定C"%单体则采用!$1C4ADAB210701
,9H8［%.］。

!"#"( 生物活性测定：用>)1CIJ掺入法，取小鼠

脾脏在钢筛上研磨后用淋巴细胞分离液分离出单核

细胞，用,-0洗后，悬于含%"@6;0的%K."培养液

中，向LK孔培养板中加入.M%"*／孔的脾细胞和

%!+*#N／孔的;&B9。;<!孵箱中>?E培养K/，再加

入不同浓度的融合蛋白和C"%，继续培养?!/，每孔

加入>)1CIJ%F+*M%">H-O继续培养K/，收获细胞

于玻璃纤维滤纸上，晾干后测定D(#值，按如下公

式计算增殖率：

增殖率（@）P
实验组D(#值Q对照组D(#值

对照组D(#值 M%""@

# 结 果

#"! 融合蛋白的离子层析

裂菌后的融合蛋白以可溶形式存在，用生理盐

水和,-透析后，经0,102(/34&5266柱层析，融合

蛋白仅存在于穿过峰液中。再经7898102(/34&52
66柱层析，融合蛋白在"+%L#&’／$:3;’时被洗脱

（6ANR%），收集洗脱峰作0701,9H8不连续电泳，经

考马斯亮蓝J1!*"染色呈单一条带，纯度大于L*@

（6ANR!），$&S4TU5法 测 定 洗 脱 主 峰 蛋 白 浓 度 为

%+L>?#N／#$，融合蛋白的回收率为%+*@。

图% 融合蛋白的7898102(/34&5266柱层析图

6ANR% 7898102(/34&5266D/4&#3V&N43(/T&WWX5A&B(4&V2AB

图! 融合蛋白表达和纯化产物的%!@0701,9H8
6ANR! %!@0701,9H83B3’T5A5&WWX5A&B(4&V2AB
%+Y&’2DX’34S2AN/V#34Z24，!RC&V3’(4&V2AB5&WABIXD2I

C<,%"；>R,3555&’XVA&B&W0,102(/34&5266D&’X#B；

.R,X4AWA2IWX5A&B(4&V2AB

#"# 融合蛋白的裂解

由于融合蛋白与C"%$间及C"%间均为设计的

Y2V连接，选用;:-4能特异地裂解 Y2V羧基形成

的肽键。融合蛋白在含;:-4的?"@甲酸溶液中

室温!./能够裂解出C"%单体。

#"$ )!!的离子层析

裂解后的融合蛋白经0,102(/34&5266阳离子

柱层析，C"%单体仅存在于穿过峰液 中，再 经 G1
02(/34&5266阴离子柱层析，在"+%>#&’／$:3;’时

被洗脱（6ANR>）。收集洗脱峰冷冻干燥经02(/3I2[
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!"#除盐作$%&’&()*+,+*-.!/分析经考马斯亮蓝

0*"#1染色呈单一条带（2&345）。经678%9:;法测定

蛋白浓度，得$!<约为=>?3。经@-6A进行鉴定，

$!<的!0B<CD<5，其纯度大于=>E（2&34#）。

图F $!<的G*+)HIJ%7;)22柱层析图

2&34F G*+)HIJ%7;)22’I%7?JK73%JHI97L$!<

图5 裂解产物及$!<的$%&’&()*+,+*-.!/
2&345 $%&’&()*+,+*-.!/J(JM9;&;7L’M)JNJ3)

H%7OP’KJ(O$!<
<DQ7M)’PMJ%8)&3IK?J%R)%；"4AM)JNJ3)7LLP;&7(H%7K)&(；

F4-J;;;7MPK&7(7L+-*+)HIJ%7;)22’7MP?(；

54-P%&L&)O$!<；#4$!<;KJ(OJ%O

图# $!<的@-6A纯度鉴定

2&34# S(O)(K&L&’JK&7(7L$!<7(@-6A0-A*<>
TPLL)%.：14<E$2.；TPLL)%T：14<E$2.，U1EA@FAV

!"# 融合蛋白和$!%生物活性测定

加入不同浓度的融合蛋白和$!<纯化产物，融

合蛋白和$!<与对照组相比具有极显著性差异；而

与化学合成的$!<相比则无差异（$JWM)<）。

表% 融合蛋白和$!%的生物活性（!&’）

$()*+% ,-./0/./+123341/25672.+/5(58$!%（!&’）

A7(’)(K%&K&7(
／（"3／?6）

’H?
／（XY+,）

-%7M&L)%JK&N)%JK&7
／（E）

+9(KI)K&’$!< <4#U =F"1Y<#UF <11
F4<" <1#>5Y<5> <"C4"
U4"# =<<<Y<U=5 =#4U
<"4# ==C>Y<<" <<54"

$!< <4=# =11>Y<15F =F4=
F4= <15>#Y"""# <"#4<
C4> <1<>>Y<><F <<>4C
<#4U >UC#Y=C# >U4"

2P;&7(H%7K)&( <4=# >#C1Y55"# =5
F4= >="UYF"#F ="
C4> ="1#Y<5U" =C4U
<#4U C=U=Y"5F> C<

A7(K%7M 5U#=Y>1U

9 讨 论

$!<作 为 一 种 免 疫 增 强 剂，临 床 用 途 广

泛［>#<"］。目前市场出售的$!<均为全人工合成，成

本高、污染环境。而组织提取又受到材料来源的限

制，且产量极低［<，"］。我们开创性地采用串联体的

方式使$!<在"#$%&’中得以大量表达，且分离纯化

简单，比国外化学合成的$!<成本大为降低；同时

又具有操作工艺程序化、易于放大、取材不受限制和

活性高等优点，为今后的大批量生产打下了坚实的

基础。

用H$I&7@&;.进行的融合表达中，融合蛋白获

得了高效表达，约占菌体总蛋白的51E（2&34"），而

且是以可溶性形式表达，裂菌产物离心后，融合蛋白

的表达量占上清蛋白的C1E，为今后的纯化带来了

极大的方便。尽管这种融合蛋白带有@&;标签，但

用金属螯合亲合层析的效果也不理想，经反复摸索

终于找到了离子交换层析纯化融合蛋白及$!<的

简便方法，且在融合蛋白的纯化中阴阳离子柱采用

相同的缓冲液，融合蛋白存在于+-阳离子柱穿过

液，不经除盐和平衡而直接上样于,/./阴离子

柱，更为方便简单。

融合蛋白经AVT%裂解后纯化出的$!<与天然

$!<存在一定的差别，即在V@"*端缺少乙酰基，而

AZZ@*端则多了一个同型丝氨酸内酯，因而纯化出
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的!!"是天然!!"的一种衍生物。纯化的融合蛋

白和!!"经生物活性测定，与国外化学合成的!!"
有相当的效应，具有良好的免疫刺激活性。#$%&
与淋巴细胞保温’(刺激，再加入待测的样品产生的

促增殖效应最佳；而将它们和丝裂原同时加入或先

加入待测样品再加#$%&刺激细胞时可产生抑制效

果。有关!!"免疫调节机理及临床应用的探讨尚

需进一步的研究。
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