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人!"#$%&基因在大肠杆菌中的高效表达、纯化及其生物学活性研究

赵跃然 王郡甫 游力 高春义 田志刚" 张捷 韩娜 尹进 孙"
（山东省肿瘤生物治疗研究中心，山东省医学科学院基础医学研究所 济南 #2$$6#）

摘 要 将人F4?G<C表达质粒?H&##$0IH转化340(,#J+!$1，经热诱导获得了目的蛋白的表达。经KLK0MNO:鉴

定分析，表达产物以包涵体形式存在，目的蛋白表达量占菌体总蛋白的7$P以上。通过包涵体分离，K4?/,.-=(
K#$$QR凝胶和L:N:2#离子交换层析及Q=?4-D<(S!5柱反相色谱纯化，获得纯度在12P以上，内毒素含量小于

!$:T／;U的高纯度的重组人F4?G<C。V4DG4-C0A(’G鉴定表明，纯化表达产物能和抗F4?G<C抗体特异性结合；蛋白质

*端!2个氨基酸序列分析结果和预期的序列一致。纯化产物经复性处理，其分子中S=D16和S=D!76形成二硫键。

体内活性检测显示，纯化和复性的-/0F4?G<C明显抑制HNFH／.小鼠的进食和体重增长，提示其具有明显的生物学

活性。

关键词 F4?G<C，基因表达，大肠杆菌，J+!$1，蛋白纯化

中图分类号 R%!5 文献标识码 N 文章编号!$$$0%$6!（#$$!）$#0$!"20$7

F4?G<C是 近 年 来 发 现 的 由 肥 胖 基 因（IA4D4
U4C4，IH）编码、脂肪细胞合成分泌肽类激素。IH
蛋白由!6"个氨基酸组成，其中*端#!个氨基酸

为信号肽，成熟IH蛋白即F4?G<C为!76个氨基酸

组成的无糖基化的多肽［!］。其作用于下丘脑的特

异受体（IH-4.4?G’-，IH0R），促进下丘脑神经肽的

分泌；或直接作用于相应外周靶细胞的IH0R，包括

作用于早期造血干细胞，促进其分化成熟［#］，作用

于免疫系统，调节机体的免疫应答等［%，7］，具有广泛

的生物学效应。初步动物实验和临床研究表明，重

组人F4?G<C（R4.’;A<C,CG/@;,C(4?G<C，-/0(4?G<C）可

用于肥胖症和"型糖尿病的治疗［2，6］。为探讨重组

人F4?G<C用于上述疾病临床治疗的可行性及其生

理作 用，我 们 在 完 成 了 人 F4?G<C基 因 克 隆 和 在

340(,#表达研究的基础上［"］，进行了其高效表达研

究，建立了重组(4?G<C的分离纯化技术并进行了初

步生物学探讨，现将结果报道如下。

’ 材料和方法

’(’ 生化和化学试剂

蛋白胨和酵母提取物为I9<E4产品；K4?/,.-=(
K#$$QR、L:N:2#、Q=?4-D<(S!5为购自M/,-;,.<,；

免抗人F4?G<C抗体购自K,CG,S-@>H<’G4./C’(’U=)

WC.)；其它为进口或国产分析纯试剂。

’() 质粒和菌株

大肠杆菌J+!$1由本室保存，重组F4?G<C表达

质粒?H&##$0IH由本室构建［"］。

’(* 动物

!5X!U的雌性HNFH／.小鼠购自山东医科大

学实验动物中心。

’(+ 重组菌株的获得及诱导表达

重 组 F4?G<C 表 达 载 体 ?H&##$0IH 转 化

J+!$1，获得(4?G<C工程菌株。重组大肠杆菌菌株

于%$Y振荡培养，培养物566$$Z$[6时，进行热诱

导重 组 蛋 白 的 表 达，即%"Y继 续 培 养7/，冰 浴

%$;<C。7Y，!$$$$U离心#$;<C，收集菌体。

’(, 包涵体的制备

按本室常规方法进行。菌体悬浮于2$;;;’(／

F3-<D0QS(，?Q5)$，!$$;;’(／F*,S(，于冰浴中超

声破碎细菌，!$$$$U，离心#$;<C。沉淀用2$;;’(／

F3-<D0S(，?Q5[$，$[$2P3-<G’C\0!$$洗#次，而后

用!#6;’(／F的 尿 素 洗#次。沉 淀 的 包 涵 体 用

6;’(／F尿素，2$;;’(／F3-<D0QS(，?Q5)$溶解。离

心，保留上清。

’(- 重组蛋白的纯化

包涵体裂解上清加入6;’(／F尿素，2$;;’(／F



!"#$%&’(，)&*+,平衡的-.)/01"2(-3,,&4层析柱，

用同一缓冲液进行洗脱，流速356／5#7。洗脱液加

入用3,558(／6!"#$%&’(，)&*+9，:558(;<!=预

平衡的<;=;93柱。上样结束后，用同一液体洗除

柱中的尿素，进而用,!,>?58(／6的@0’(进行梯

度洗脱。离子交换分离的6.)A#7组份用反相色谱

进行纯化。分离柱为&2)."$#(’:*，梯度洗脱条件

是乙腈,!B,C，流 速*56／5#7。各 洗 脱 组 份 用

-<-%D=E;和F.$A."7印迹鉴定。纯化的(.)A#7冻

干，备用。

!"# 重组蛋白的复性

纯 化 重 组 蛋 白 溶 于 G 58(／6 的 盐 酸 胍，

3,558(／6!"#$%&’()&*>,，3>9558(／6!%巯基乙

醇和3>9558(／6<!!中，3>95H／56，室温轻轻搅

拌I,5#7。用G58(／6脲，3,558(／6!"#$%&’()&
B>?和9558(／6!%巯基乙醇溶液进行:J:,稀释。

而后行分步透析：3,558(／6!"#$%&’()&B>?和9
558(／6!%巯基乙醇于?K透析:9"3,/；3,558(／

6!"#$%&’()&B>?和9558(／6<!!透析9"*/；

3,558(／6!"#$%&’()&B>?和:,,558(／6@0’(透

析:*"3?/。最后加入氧化和还原型谷胱甘肽，终

浓度分别为9和,>9558(／6，混匀，?K过夜。复性

蛋白浓缩，并用,>33#5滤器过滤除菌，冻干备用。

!"$ %&%’()*+和,-./-01234//516
蛋白电泳样品用:L-<-%D=E;上样液溶解，

:,,K变性95#7，进行:?C的-<-%聚丙烯酰胺凝胶

电泳。重组蛋白表达量和纯度分析用M8N0O凝胶

分析系统进行。

表达产物按常规进行-<-%D=E;、转膜、封闭并

依次加入兔抗入6.)A#7抗体和酶标二抗，在底物液

中显色。

!"7 蛋白定量

用P"0NQ8"N法进行重组蛋白的定量［*］。

!"!8 内毒素含量测定

用无 热 源 水 配 制 内 毒 素，浓 度 为,>9，,>39，

,>:39，,>,G3，,>,I:，,>,:9和,>,,B9;R／56。待

检6.)A#7用无热源水溶解。分别取:,,#6的待检

样品和内毒素标准加入鲎试剂中，另用等量的无内

毒素水作阴性对照。混匀，IBK水浴:/，观察结果。

!"!! 氨基酸序列分析

由中国科学院上海分院联合分析测试中心进

行。

!"!9 动物实验

实验小鼠正常饲养9N，去除体重":BH和#3:H

的小鼠，随机分为3组，每组3,只。实验组腹腔注

射"/6.)A#7，B+95H（,+3956）／OH／N，每日:次，对照

组给予等量的生理盐水，每日定时称重和观察食物

摄入量。

9 结果和讨论

9"! :-;/51在大肠杆菌中的高效表达

6.)A#7表达工程菌株，经热IBK诱导，表达高

水平的重组人6.)A#7。经-<-%D=E;和M8N0O凝

胶分析系统分析，重组蛋白占菌体总蛋白的?,C左

右（图:）；获得的重组蛋白的分子量为:9O<左右，

和预期的:GO<不符。分子量的差异可能和6.)A#7
的理化特性有关，国外亦有类似的报道［S，:,］。

图: "/%(.)A#7表达的-<-%D=E;分析

T#H+: -<-%D=E;8Q"/%(.)A#7.U)".$$.N#7!"#$%&
:>D"8A.#750"O."；3>)PV33,187A"8(；I>"/%(.)A#7".185W#707A

9"9 重组:-;/51的纯化

重组人6.)A#7在大肠杆菌中的表达产物以包

涵体的形式存在，观察用不同浓度的尿素洗涤包涵

体对重组蛋白纯度和丢失的影响，结果表明?58(／6
洗涤的效果最佳，目的蛋白丢失最少而杂蛋白的含

量最低。其洗涤后6.)A#7的含量可达*,C左右（图

3），便于进一步的分离纯化。

包涵体裂解物用-.)/01"2(-3,,&4凝胶层析、

<;=;93离子交换和&2)."$#(’:*反相色谱纯化

（图3，图I）。纯化6.)A#7行-<-%D=E;，经M8N0O
凝胶分析系统分析，获得6.)A#7的纯度达S9C以

上。

9"< 重组:-;/51氧化还原状态的鉴定

6.)A#7的’2$SG和’2$:?G形成二硫键，为其活

性必需［::］。为检测复性6.)A#7分子内是否有二硫

键的存在，我们进行了其氧化状态的分析。复性的

6.)A#7（非 还 原 状 态）和 用9558(／6<!!还 原 的
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图! "#$%&’()*纯化物的+,+$-./0（.）和1&2(&"*3%4(()*5（6）

7)58! +,+$-./0（.）9*:1&2(&"*3%4(()*5（6）4;"#$%&’()*:<")*5(#&’<");)=9()4*
>?-"4(&)*@9"A&"；!?B*=%<2)4*34:C；D!E8-"4(&)*;"9=()4*2&’9"9(&:F)(#+&’#9="C%+!GGHI，,0.0E!9*:HC’&"2)%J>K"&2’&=()L&%C

图D "#$%&’()*的+&’#9="C%+!GG（.），,0.0E!（6）和HC’&"2)%J>K（J）分离纯化层析图

7)58D J#"4@9(45"9’#4;"#$%&’()*4*+&’#9="C%+!GG（.），,0.0E!（6）和HC’&"2)%J>K（J）

M&’()*进行+,+$-./0，后者的迁移率快于前者（图

N）。说明复性"#$%&’()*分子内的JC2OP和JC2>NP
形成了二硫键。

图N 复性"#$%&’()*的+,+$-./0分析

7)58N +,+$-./09*9%C2)24;"&;4%:&:9*:"&:<=&:"#$%&’()*
>?Q9"A&"；!8I&:<=&:"#$%&’()*；D8I&;4%:&:"#$%&’()*

!"# $%&’()*+,的鉴定

!"#"- 1&2(&"*3%4(()*5：在M&’()*的诱导表达和纯

化过程中，用 1&2(&"*3%4(监测目的蛋白的表达和

鉴定洗脱液中目的蛋白（图!）。结果显示，纯化的

目的蛋白能和抗人M&’()*抗体特异结合。

!"#"! 氨基酸序列分析和内毒素含量测定：重组

M&’()*进 行 R端>E个 氨 基 酸 序 列 分 析，结 果 为

QS-BTUST,,VUVMB，和预期的序列一致。内毒

素测定显示，"#$M&’()*内毒素含量小于>GW0／@5。

!". $%&’()*+,的体内生物学活性

观察"#$M&’()*对6.M6／=小鼠食物摄入量和

体重的影响，检测其生物学活性。和对照组比较，实

验组小鼠在用药的第D天，食物摄入量明显下降（!
!G?GE）（表>），第N天 体 重 增 长 显 著 降 低（!!
G?G>）（表!）。说明获得的"#$%&’()*具有降低实验

动物进食和抑制体重增长的作用。

表- $%&/()*+,对小鼠食物摄入量的影响（!0-!）

123/(- 455(6*75$%&/()*+,7,5778+,*29(75:+6(

J#9*5&X4;;44:)*(9A&（"Y+,）

#／: D N E P
"#$%&’()* ZDG?OYO?K[" ZDP?OYO?[D" ZD!?NYK?D[" ZNG?OY>G?!["

+9%)*&（=4*("4%） Z>P?[YK?[ Z>P?>YO?D Z>E?!YP?O Z>E?!YE?D

"：!!G8G>
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表! "#$%&’()*对小鼠体重的影响（!+,!）

-./%&! 011&2(31"#$%&’()*3*/3456&)7#(7.)*318)2&

!"#$%&’()*(+,-&.%"/%#.$（!012）

"／+ 3 4 5 6
7"89&:/.$ 3;<<=0<;>? @;<A0<;4>! BA;<30<;@4! B@;4<0<;3=!

1#9.$&（C($/7(9） 3;?<0<;=4 3;<=0<;=A 3;=30<;=? 3;=30A;<@

!：#"<D<A

高纯度、安全和具生物活性E&:/.$的获得对探

讨其治疗肥胖8糖尿病综合症的应用价值和生理功

能具有重要意义。本研究获得了表达水平占细胞总

蛋白的4<’以上7"89&:/.$的高效表达菌株，建立了

7"89&:/.$的分离纯化技术，通过1&:"#C7,91@<<FG
凝胶、2HIH5@离子交换层析和F,:&7J.9!A>柱反

相色谱纯化，获得纯度在=5’以上、内毒素含量小

于A<HK／L%的高纯度的具有生物学活性的E&:/.$
重组蛋白，为开展E&:/.$的临床和基础研究奠定了

基础。
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