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摘 要 利用 2 C4?D-E(F4 G* H*离子交换柱层析在 "8()IJ尿素变性条件下对 D;K,/1CL（M/!$5）/NJ/0（$M/!"6）融合蛋
白进行初步纯化，然后再利用 C4?D-AE.) C/$%%分子筛柱层析复性及纯化后获得目的蛋白，其纯度达到 M&O以上。该
纯化方案成功地解决了稀释复性或透析复性产物在进行 2 C4?D-E(F4 G* H*离子交换柱层析时目的蛋白不稳定而沉
积于柱上的问题，获得了较好的复性效果，复性率达到 "%O以上。使用该纯化方案，!天内便可基本完成重组蛋白
的复性及纯化过程，而且也便于扩大。
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粒细胞/巨噬细胞集落刺激因子（ED;K,/1CL）是
一种已广泛应用于临床的造血细胞因子，它对各种

原因引起的骨髓抑制和白细胞减少症均有一定疗

效［!］。白细胞介素/0（D;NJ/0）也具有多重的生物活
性，D;NJ/0在骨髓干细胞的增殖分化中起重要作用，
且与 D;NJ/#、D;K,/1CL等合用时表现出协同刺激效
应［$］。临床研究表明，NJ/0 能促使化疗病人血小板
恢复［#］。然而一些研究表明使用 K,/1CL 和
HNQR#$!（D;K,/1CLINJ/#）均可能导致血小板减少
症［6，&］。D;K,/1CL和 D;NJ/0这两种细胞因子既具有
协同作用又具有互补作用，因而设想它们的融合可

能构成一种新的具有多重生物学功能的高效造血因

子。我们于 !MMM 年率先构建了该融合蛋白的基因
并获得高效表达，表达量达 $&O，该融合蛋白具有
D;K,/1CL和 D;NJ/0的双重生物学效应，能同时刺激
D;K,/1CL的依赖细胞株 3L/!和 D;NJ/0的依赖细胞
株 SM细胞的生长增殖。
原核基因工程产品具有生产成本低，表达量高

和包涵体蛋白易于纯化等优点。但是作者在进行多

种蛋白的纯化时，发现包括 ED;K,/1CL（M/!$5）/NJ/0
（$M/!"6）融合蛋白，戊肝表面抗原在内的多种分子
量较大的蛋白包涵体在逐步稀释复性或透析复性的

过程中往往难以避免沉淀的发生，本文通过在变性

条件下进行 2 C4?D-E(F4 G* H*离子交换层析，然后再

通过 C4?D-AE.) C/$%%凝胶过滤分子筛柱层析复性和
进一步纯化成功地解决了该问题。

* 材料与方法
* 2* 试剂
分析纯尿素购自重庆东方试剂厂，3E9F 购自上

海生工生物工程有限公司，2 C4?D-E(F4 G* H* 和
C4?D-AE.) C/$%% 层析介质均购自 HD-E8-A9- 公司，细
胞培养基购自 KNS1TISUJ公司。
*3+ 仪器
中压层析柱（#A8 V $%A8及 #A8 V !%%A8）购自

华美生物工程有限公司，PW3P ?;E9X94E蛋白纯化系
统和 P84EFD-8 HD-E8-A9- N8-Y4 ,-FZ4E# ’[C 图像分
析系统扫描仪均购自 HD-E8-A9-公司，S9()(Y9A JH蛋
白纯化系统购自 SNT/UP[公司。
*34 包涵体的提取与洗涤
将 D;K,/1CL（M/!$5）/NJ/0（$M/!"6）融合蛋白（简

称 EDK,/NJ/0）工程菌在 JS \ P,H培养基中培养并
诱导表达，离心收集菌体，超声破菌提包涵体，然后

分别用 68()IJ尿素，$8()IJ尿素，漂洗液（$O 3E9Z(=
Q/!%%，%]&O!/,7，%]&O +-1)）漂洗，最后离心收集
包涵体。

*31 包涵体的溶解与 5!#$%-.%/ 的稀释复性（或
透析复性）及复性后产物的离子交换层析纯化

*313* 稀释复性：包涵体溶于 &%88()IJ 3E9F·G1)，



!"#$!%&’，("# )*+,-（./ ("!）尿素中，将蛋白浓度调
整至 0)1,)-，用复性液（#!))*+,- 2345·/6+，!"!#$!%
&’，7!))*+,- 8998，7))*+,- 89/，./ ("!）一步将尿
素浓度稀释 (!倍至 !":)*+,-，;<静置过夜。
!"#"$ 透析复性：包涵体溶于 #!))*+,- 2345·/6+，
!"#$!%&’，("# )*+,-尿素（./ ("!）中，将蛋白浓度
调整至 !":)1,)-，随后装入透析袋中，分别用 : )*+,
-尿素复性液（: )*+,- 尿素，#!))*+,- 2345·/6+，
7!))*+,- 8998，7))*+,- 89/，./ ("!），!"# )*+,-尿
素复性液（!"# )*+,- 尿素，#!))*+,- 2345·/6+，
7!))*+,- 8998，7))*+,- 89/，./ ("!），!": )*+,-
尿素复性液（!": )*+,- 尿素，#!))*+,- 2345·/6+，
7!))*+,- 8998，7))*+,- 89/，./ ("!）于 ;<分 =次
经 =0>逐步稀释透析复性。
!"#"% 复性产物的离子交换层析纯化：平衡液为
#!))*+,- 2345·/6+，!":)*+,- 尿素，./ ("!，洗脱液
为平衡液加 !"0)*+,- ?@6+。复性产物以 7"#)-,)4A
流速上 B 9C.>@3*5C /"D" 离子交换柱，洗脱流速为
7"#)-,)4A，从平衡液到 :!!$洗脱液的梯度洗脱时
间为 E#)4A。
!"& 包涵体溶解物在变性条件下的离子交换层析
纯化

包涵体溶于 #!))*+,- 2345·/6+，!"#$!%&’，("!
)*+,-的尿素（./("!）中，将溶解液以 7"#)-,)4A 流
速上 B 9C.>@3*5C /"DF 离子交换柱，平衡液为
#!))*+,- 2345·/6+，!"#$!%&’，("!)*+,- 尿素，./
("!。洗脱液为平衡液加 !"0)*+,- ?@6+。洗脱流速
为 7"#)-,)4A，从平衡液到 :!!$洗脱液的梯度洗脱
时间为 E#)4A。
!"’ ()*+,-./0 (1$22分子筛柱复性和纯化
将过 B 9C.>@3*5C /F DF离子交换柱收集到的目

的蛋白组分上 9C.>@G3H+ 9%7!! 分子筛柱，平衡液为
DI9，!"7$ 2JCCA(!，:"#))*+,- ’K2L，./E";，流速
为 !"()-,)4A。
!"3 非还原 (4(15678电泳测复性产物中的单体
含量

聚丙烯酰胺胶的浓度为 :#$，7 M 上样缓冲液
中不含巯基乙醇，其它成分均与还原 9K9%DL8’ 电
泳相同。

!"9 生物学活性测定
以 &22掺入法测定其刺激 >N8&%69O依赖细胞

株 2O%: 和 >NP-%0 依赖细胞株 IQ 的增殖活性。用
I3@RS*3R法测其蛋白含量。根据其促增殖曲线和蛋
白含量，计算出融合蛋白的比活性。

$ 结 果

$"! 经超声破菌和 ;)*+,-尿素，7)*+,-尿素 ，7$
234T*A U%:!! V !"#$!%&’ V !"#$ ?@6+分别漂洗，
离心收集得到包涵体，其纯度达到 E!$左右（图 :）。

图 : .IW77!% 8&%69O（Q%:7E）%P-%0（7Q%:(;）表达产物及其
包涵体的 :#$ 9K9%DL8’分析
O41F: :#$ 9K9%DL8’ @A@+H545 *S .IW77!% 8&%69O（Q%:7E）%
P-%0（7Q%:(;）CX.3C554*A .3*RNGT5 @AR 4T5 4AG+N54*A Y*R4C5

: F PAG+N54*A Y*R4C5；7F -*J )*+CGN+@3 JC41>T 5T@AR@3R5；=、;F 2*T@+

GC++ +H5@TC *S G*AT3*++CR ! F "#$% 5T3@4A；# F 2*T@+ GC++ +H5@TC *S ! F "#$%

CX.3C554A1 8&%69O,P-%0 SN54*A .3*TC4A

图 7 3>8&%P-%0 在 (F !)*+,- 尿素条件下经 B 9C.>@3*5C
/F DF柱纯化时的紫外检测图
O41F 7 DN34S4G@T4*A *S 3>8&%P-%0 4A ("!)*+,- N3C@ YH B 9C.>@3*5C
/FDF

$"$ 稀释复性和透析复性后的产物分别以 7"#)-,
)4A流速上 B 9C.>@3*5C /F DF离子交换柱，将洗脱液
的盐浓度从 !"0)*+,- ?@6+增加到 :)*+,-，结果均不
能将目的融合蛋白洗脱下来。

$"% 包涵体溶解后在变性条件下经 B 9C.>@3*5C
/F DF柱层析后得到 7 个主蛋白峰（见图 7），9K9%
DL8’电泳分析及活性检测证实峰"为目的蛋白峰
（见图 ;）。
$"# 将目的蛋白峰样品（样品量为 7!)-，I3@RS*3R
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法测其蛋白浓度为 ! " ##$%&$’，凝胶激光扫描分析
表明样品中融合蛋白的含量达到 #()*+以上，计算
得到其中含有 ,-)#-$% 的融合蛋白）进行 ./0123456
.7!88 分子筛柱层析分离，收集到 ( 个峰。.9.7
:;<=电泳分析及活性检测证实峰!为高纯度的目
的蛋白主峰，峰"为杂蛋白小峰，峰#为尿素峰（见
图 (，,），非还原 .9.7:;<=电泳测复性目的蛋白主
峰产物中的单体含量。峰!收集液体积为 ,*)>$’，
?42@AB4@法测蛋白浓度为 8)C-$%&$’，凝胶激光扫描
分析表明收集液中融合蛋白单体的含量达到 CD+
以上，经分析计算单体目的蛋白的含量为 (#)(($%，
与上柱样品中目的蛋白的含量对比计算得到样品的

复性率达 #8+左右。

图 ( E ./0124BF/ G" :"柱分离获得的峰"通过 ./0123456
.7!88柱进行复性时的紫外检测图
HI%"( !" #$%& 4/AB6@IJ% BA 41<K7L’7> 2AM/4 E ./0124BF/ G" :"
BJ ./0123456 .7!88

图 , 41<K7L’7>融合蛋白纯化产物的 *D+ .9.7:;<=分析
HI%", *D+ .9.7:;<= 2J265FIF BA 0N4IAI/@ 41<K7L’7> ANFIBJ 04BM/IJ
*" LJ36NFIBJ OB@I/F；!":/2P!BA E ./0124BF/ G":"；(":/2P"BA E ./0127

4BF/ G":"；,"’BQ $B6/3N624 Q/I%1M FM2J@24@F；D" :/2P!BA ./0123456 .7

!88 2AM/4 E ./0124BF/ G":"；>" :/2P"BA ./0123456 .7!88 2AM/4 E ./0127

4BF/ G":；-":/2P#BA ./0123456 .7!88 2AM/4 E ./0124BF/ G":"

!"# 融合蛋白的生物学活性的测定
通过 KRR 掺入法测定 41<K7L’7>、41<K7S.H 刺

激 1N<K7S.H 依赖细胞株 RH7* 及 41<K7L’7>、41L’7>

刺激 1NL’7>依赖细胞株 ?C的增殖活性，用 ?42@AB4@
法测蛋白含量，结果表明 41<K7L’7> 具有 1N<K7S.H
和 1NL’7>的双重生物学活性，其 1N<K7S.H和 1NL’7>
比活性分别为 *)8# T *8#N&$%和 *)CD T *8-N&$%，而
阳性对照 41<K7S.H 的比活性为 *)C# T *8-N&$%，
41L’7>的比活性为 *)#, T *8-N&$%（图 D）。

$ 讨 论
包涵体的提取方法已较为成熟，但是它却引入

了一个变性7复性过程。影响复性的因素很多，首先
是蛋白分子自身的理化特性，其次是目的蛋白质的

浓度及复性体系的离子强度、0G值、温度，另外从变
性体系到复性体系的转换速度也是重要的影响因

素。很多蛋白质的复性过程很难控制，往往会形成

蛋白沉淀，一些蛋白质甚至通过稀释或透析方法完

全转换为复性体系后，由于环境的改变，而再次出现

沉淀。本实验室在对 41<K7L’7>融合蛋白和戊型肝
炎表面抗原进行稀释或透析复性后的纯化过程中就

遇到这种情况。实验中在对 41<K7L’7>融合蛋白进
行稀释或透析复性后，再将其上 E ./0124BF/ G" :"强
阴离子交换柱进行纯化，结果发现融合蛋白沉积到

层析柱上而不能得到洗脱。为了解决这个问题曾尝

试使用添加聚乙二醇、乙醇，降低上样浓度和速度，

改变缓冲体系 0G值及离子强度等多种方法均不能
解决。

E ./0124BF/ G" :"是一种比较稳定的层析介质，
在 #$B6&’尿素条件下较为稳定［>］，利用这个性质我
们尝试在 #$B6&’ 尿素变性条件下利用 E ./0124BF/
G" :" 离子交换柱首先对 41<K7L’7> 融合蛋白进行
初步纯化，再通过 ./0123456 .7!88 分子筛柱进行复
性和进一步纯化的实验方案，获得了较好的效果。

E ./0124BF/ G" :" 离子交换柱在 #$B6&’尿素变性条
件下仍然具有较好的分辨率，目的蛋白能得到较好

的分离。利用 ./0123456 .7!88 分子筛柱进行复性，
由于凝胶颗粒的存在，蛋白分子之间有一定的距离

和自由空间进行自由折叠而不受其它分子的影响，

周围的平衡液提供了合适的离子强度和 0G条件，
蛋白分子从柱上端到下端，逐步并缓慢地脱离变性

条件，为蛋白的复性过程提供了一个极为有利的条

件，复性时间也得到缩短，复性的过程也相对容易控

制［-］。另外，在上 ./0123456 .7!88分子筛柱进行复性
前融合蛋白的纯度得到大大提高，有利于提高的复

性率。从实验结果可见 41<K7L’7>融合蛋白的复性
率可达 #8+。通过 E ./0124BF/ G" :" 离子交换柱和

(C!(期 孙强明等：1N<K7S.H（C7*!-）7L’7>（!C7*#,）融合蛋白的复性及纯化研究



图 ! "#$%&’()、"#*+&,及 "#$%&*+&,融合蛋白纯化产物刺激 -)&.细胞及 /0细胞的增殖曲线
)123! /1456718179 4: "#$%&’()、"#*+&, 5;< =>"1:1?< "#$%&*+&, 4; -)&. 5;< /0 6?@@ @1;?

53 /1456718179 4: "#$%&’() 5;< =>"1:1?< "#$%&*+&, 4; -)&.； A3 /1456718179 4: "#*+&, 5;< =>"1:1?< "#$%&*+&, 4; /0 6?@@ @1;?

—!— #>$%&’()；—"— #>$%&’()（0&.BC）&*+&,（B0&.DE） —!— #>*+&,；—"— #>$%&’()（0&.BC）&*+&,（B0&.DE）

(?=#56"9@ (&BFF分子筛柱两步进行纯化和复性的纯
化方案可以获得高纯度的复性融合蛋白，说明该方

案是可行的。
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