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重组人 !"#$% 表达纯化条件的优化、理化特征及生物功能研究

闫晓梅 张双全" 张大鹏 刘美艳 刘 平
（南京师范大学生命科学学院生物化学与分子生物学研究室，南京 $!%%0@）

摘 要 构建了原核表达质粒 A 41/#%-（ B ）C9DE.F，转化大肠杆菌 DE$!（!G4#），HI1J 诱导表达的重组蛋白以可溶部

分和包涵体两种形式存在，为了提高可溶部分重组蛋白的比例，确定 !3K为诱导表达的温度，最佳表达时间为 !$8。

在此条件下大规模诱导表达，经 +6$ B 亲和层析获得重组人 9DE.F。重组蛋白的等电点约为 @L! M @L#，活性状态时是

非共价连接的同源三聚体。,11 法测重组人 9DE.F 对 D 淋巴细胞的增殖作用结果表明，D 细胞经抗 H<, 原血清活

化后，它的增殖程度在一定的重组人 9DE.F 浓度范围内随其浓度的增加而提高，9DE.F 刺激时间对 D 细胞增长也有

显著影响，9DE.F 以 $"<C5E 刺激 #N D 淋巴细胞的增殖达最大。

关键词 重组人 9DE.F，纯化，同源三聚体，细胞增殖
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D 淋巴细胞刺激因子（DE.F）是 !000 年新发现

的 一 种 与 人 体 免 疫 有 关 的 细 胞 因 子，又 称 为

DPQQ［!］、1PEE/!［$］、1RP+S［#］，属 于 1+Q 超 家 族 成

员。DE.D 的基因定位在染色体 !#=#$/#T 上，为#型

膜蛋白，全长 $"& 个氨基酸，分为胞质区、跨膜区和

胞外的功能区。它的长片段（--E"# M $"&）和短片段

（--U!#3 M E$"& 或 --P!#T M E$"&）都已在真核系统中

克隆表达且均有活性［!］。

DE.F能刺激 D 淋巴细胞增殖、分化和分泌抗

体［T］，对 D 细胞功能的发挥起到重要的调控作用，

DE.F 的正常表达对维持依赖和不依赖 1 细胞的抗

原刺激的 D 细胞的活化和增殖至关重要，能极大地

提高先天和后天免疫缺陷或低下病人的免疫能力。

同时，DE.F 的过表达又可能发生自身免疫性疾病。

目前欧美已有 RJFH、P5<2;、J2;2V2?8 等著名生

物技术公司进行 DE.F 的研发，以期研制出新型的治

疗先天免疫缺陷症药物。DE.F 的动物安全性试验

已有报道。$%%% 年 !! 月，美国 QGP 正式批准 RJF
公司开发的重组 8DE.F 进入人体$期临床试验，针

对普通变异免疫缺乏症（W’HG）患者进行治疗。

我们从人胎盘 ?G+P 文库中克隆了 DE.F 的短

片段（--P!#T M E$"&）即功能区，称为可溶性 DE.F
（9():X)2 DE.F，9DE.F），构 建 了 原 核 生 物 表 达 载 体

A41/#%-（ B ）C9DE.F，继而将质粒转化大肠杆菌 DE$!

（!G4#），它在宿主菌中表达的重组蛋白以可溶性融

合蛋白和包涵体两种形式存在。继续探索了宿主菌

高效表达和回收可溶部分融合蛋白的条件，在优化

条件下大量表达重组蛋白，经过 +6$ B 亲和层析分离

纯化，获 得 了 高 纯 度 具 有 生 物 学 活 性 的 重 组 人

9DE.F，并对它的理化性质及其对 D 淋巴细胞的刺激

作用做了进一步的研究。首次验证了重组人 9DE.F
以非共价同源三聚体的形式存在，并找到了它刺激

D 淋巴细胞的最佳条件。

& 材料和方法

& ’& 材料

大肠杆菌 DE$!（!G4#）为本实验室保存，HI1J
购自 IY(52<- 公司，+6$ B 亲和层析胶为本实验室自行

制备，P41、,11、QH1W 标记的鼠抗人 WG!0 单抗购自

F6<5- 公司，兔抗人 H<, 原血清（效价 !：#$）购自北京

邦定公司，健康人血液购自南京市血液中心。

& ’( 方法

&)()& 重组人 9DE.F 克隆的诱导表达：根据已知

DE.F 的 ?G+P 序列，设计特异性 IWO 引物，引物 !：

&Z WPPPWPWPJP1PPWPJJPPP1JP1#Z； 引 物 $：

&ZW1PJJ1J1PPJ1PJJ1WPWPJWP#Z；+29V/IWO 引物，

引物 !：&ZJP1P1WJPWJPWJPWJPWPPJJWWJ11WPJ
JJ1WWPJ#Z；引物 $：&ZPPJW11JJ1J1PPJ1PJJ1WP/



!"#!"#$$$ %&。后两者含有 !"#’( 和 $%&)!酶切

位点。以人胎盘 *+," 文库为模板，用第一对引物

-!’，扩增得到 ./01 的 *+,"；再用第二对引物进行

,2345-!’，扩增得到胞膜外部分（3./01）的 +,"，然

后克隆到 -!’5.6784 载体系统中扩增，9:,;<2; ;6=35
>?) >?8?;<2; @?4 纯化质粒，$%&)!及 !"#’( 双酶切，

电泳检测，直接克隆到 ;A$5%B=（ C ）载体中，构建成

能表达出带有 D E F?3 纯化标记的融合蛋白的原核

表达质粒，详见参考文献［G］。常规 !=!6H 法将质粒

转化大肠杆菌 ./HI（"+A%）。相同条件下培养含有

目的质粒的转化菌，菌液 ’(DBB J B KD时加入 :-$# 至

终浓度 I>>L6M/，分别于 %BN、HON、HGN、HHN、IPN
和 IDN以相同转速震荡诱导表达，每隔 I Q HR 取出

I>/培养物，检测 ’(DBB，用 H E 1+15-"#A 样品缓冲

液处理后进行 1+15-"#A。.:S5’"+ 凝胶成像系统

扫描凝胶，97=84?40 S82 软件分析各温度下不同时间

重组蛋白的最大表达量。

!"#"# 温度对重组人 3./01 可溶性表达的影响：在

以上 D 种温度下以各自最佳表达时间诱导细菌，收

集菌体，相同条件下分别超声破菌、离心，取上清进

行 1+15-"#A，凝胶扫描分析重组人 3./01 可溶部分

占细菌可溶性蛋白的相对含量，确定最佳诱导温度。

!"#"$ 重组人 3./01 的分离纯化和鉴定：在以上确

定的条件下诱导 GBB>/ 转化菌，离心收集菌体，超

声，离心取上清，上 ,?H C 亲和层析［D，T］胶，A6742 缓冲

液（ U>L6M/ 咪 唑、H>L6M/ ,=!6、OB>>L6M/ $<?35F!6
;FTKP）特异性洗脱，.:S5’"+ 低压层析仪自动检

测、收集。所获重组蛋白经 1+15-"#A 鉴定分子量

和纯度。蛋白含量测定采用改良的考马斯亮蓝显色

法。

!"#"% 重组人 3./01 的等电点：采用 .:S5’"+ 等电

聚焦系统参照说明书测定。

!"#"& 重组人 3./01 的亚基鉴定：制备 UV的浓缩

胶和 UV Q %BV的梯度分离胶［O］，IGB( 恒压电泳 IG
Q IDR，!..#HGB染色。

!"#"’ . 淋巴细胞的提取和纯度鉴定：采用玫瑰花

结形成法［P］从人血液中分离，用 W:$! 标记的鼠抗人

!+IP 单抗处理 . 细胞，在荧光显微镜下检测 . 细胞

的纯度为 PGV。

!"#"( X$$ 法［IB］测定重组人 3./01 对 . 淋巴细胞

的增殖作用：根据抗 :YX 原血清预刺激的时间、浓度

和重组人 3./01（<R3./01）刺激的时间、浓度 U 个因

素，分别在 U 个水平上进行正交实验（$=Z62 I），根据

正交表 /ID（UG ）进行。用 ’-X:IDUB 培养液（含 HBV
W.1，IBB7 青霉素，IBB7 链霉素）将 . 淋巴细胞以 U
E IBU *;> 的浓度加入 HU 孔培养板，每孔按表 I 加入

已过滤除菌的兔抗人 :YX 原血清，每个浓度 % 个复

孔，%TN、GV!SH 培养 I Q U) 后，洗去抗 :YX 原血清，

用培养液重悬至细胞原悬液体积，加入一系列浓度

的重组人 3./01，继续培养 I Q U)。设立 % 组对照，

分别只加抗 :YX 原血清、重组人 3./01 和培养液。

最后，加 入 X$$ 溶 液 DB#/，%TN 培 养，UR 后 加 入

DBB#/ IBV1+15B[BI>L6M/ F!6 溶液，%TN放置过夜。

用 .:S5’"+ 酶标仪进行光吸收度检测，检测波长

GPG8>，参比波长 DGG8>，测定各孔的 ’(GPG 5’(DGG值。

将 H E IBG *;> 的 . 细胞进行倍比稀释，X$$ 法处理

后分别测 ’(GPG 5’(DGG 值，以 ’(GPG 5’(DGG 值 为 横 坐

标、细胞数量为纵坐标做标准曲线，以上实验结果的

’(GPG 5’(DGG值从标准曲线查出相应的细胞数量。

表 ! 正交实验的 % 个因素和 % 个水平

)*+,- ! % .*/0123 *45 ,-6-,3 74 -89-27:-40 1. 120;1<14*,

W=*4L<3

/2\263

$?>2 L] "84?

5:YX 32<7>

M)

+L32 L] "84?

5:YX 32<7>

M#/

$?>2 L]

<R3./01

M)

!L8*284<=4?L8

L] <R3./01

M（#YM>/）

I I IB I B KG

H H HB H I

% % UB % H

U U OB U U

# 结 果

# =! 重组人 3./01 的诱导表达

不同温度下重组蛋白的表达量均随时间的延长

而增加，在 %BN、HON、HGN和 HHN诱导都是第 U 小

时的表达量最高，约占全菌总蛋白的 HIV，而 IPN、

IDN诱导则在第 IH 小时表达量最高，也约占全菌总

蛋白的 HIV。不同时间段菌体生长及重组蛋白诱

导表达的曲线见图 I。可见不同温度诱导表达的融

合蛋白（可溶部分和包涵体）占全菌总蛋白的比例是

一致的，只是低温使得最大量表达融合蛋白的时间

延长。

# =# 诱导温度对重组人 3>?@A 可溶性表达的影响

%BN、HON、HGN诱导的可溶性重组蛋白均占全

菌可溶性蛋白的 T[IV，HHN诱导的占 T[OV，IPN
占 O[PV，而 IDN占 IH[OV。说明 IDN低温诱导提

高了重组人 3./01 可溶部分所占的比例。IDN诱导

在不影响重组蛋白产量的情况下增加了重组蛋白可
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图 ! 诱导的不同时间段菌体生长和

重组蛋白诱导表达的曲线

"#$%! &’()* +, $(+-./ +, 0*112 345 *67(*22#+4 +, (/289:;
3. 5#,,*(*4. .#<* 3,.*( #45’0*<*4.

—!— =+-./ +, ! % "#$% 89>!（!?@A）#45’0*5 3. >BC；

—"— =(+-./ +, ! % "#$% 89>!（!?@A）#45’0*5 3. !DC；

—#— @67(*22#+4 +, (/289:; #45’0*5 3. >BC；

—$— @67(*22#+4 +, (/289:; #45’0*5 3. !DC

溶部分的比例，提高了重组蛋白的回收率。

! "# 重组人 $%&’( 的分离纯化和 ()(*+,-. 鉴定

重组人 289:; 在 E#> F 亲和胶上被 @1’.* 缓冲液

特异性洗脱，然后透析、冻干。经过表达纯化条件的

优化，从 BGG<9 培养物获得的融合蛋白的绝对量由

!HGI<$ 提高到 AHJJ<$，可溶性融合蛋白的回收率约

为 I>K。重组人 289:; 经 ;?;LMN=@ 鉴定为单一条

带，纯度为 OBK（"#$ % >），分子量为 AAP?，与理论分

子量基本一致。

! "/ 重组人 $%&’( 的等电点

重组蛋白上 8QRLSN? 等电聚焦仪，输出功率

!>T，聚焦结束后收集每格中的溶液，分别测 7U 和

&’>JG值（"#$ % A）。图中显示重组蛋白峰集中在 7U
I%! V I %A 之间，说明重组人 289:; 的等电点约为 IH!
V IHA。

! "0 重组人 $%&’( 的亚基鉴定

高分子量蛋白标准和重组人 289:; 经梯度凝胶

电泳后染色，发现重组人 289:; 在活性条件下分子

量约为 !GGP?（AAP? W A）（"#$ % X），而重组人 289:; 在

;?; 和"L巯基乙醇处理及仅用 ;?; 处理后的分子量

均为 AAP?（结 果 略）。;0/4*#5*( 等［!］在 研 究 重 组

89:; 时用 ;?;LMN=@ 和凝胶过滤法测定变性和活性

状态下的分子量，得出重组 89:; 是同源三聚体的结

论。同时，YE" 家族其它大部分成员均具有 A 个相

同亚基的结构。我们通过实验进一步验证了重组

289:; 于活性状态时是非共价连接的同源三聚体。

图 > 纯化的 (/289:; 的 ;?;LMN=@ 鉴定

"#$%> Q5*4.#,#03.#+4 +, (/289:; Z: ;?;LMN=@
[%M(+.*#4 <3(P*(；!% M’(#,#*5 (/289:;；

>% ;’7*(43.34. 7(+.*#4；A% ?*7+2#.#+4；

X% Y+.31 7(+.*#4 3,.*( #45’0*<*4.；

B% 8*,+(* #45’0*<*4.；D % \4.(342,+(<*5 Z30.*(#3

图 A 重组人 289:; 的等点聚焦蛋白峰

"#$%A M(+.*#4 7*3P +, (/289:; Z: Q@"

图 X (/289:; 的梯度凝胶电泳

"#$%X =*1 0+40*4.(3.#+4 $(35#*4. *1*0.(+7/+(*2#2 +, (/289:;
[%M(+.*#4 <3(P*(；!% (/289:;

! "1 重组人 $%&’( 促 % 淋巴细胞增殖的活性

按表 ! 各个因素及其相应的水平进行了 !D 组

实验，以各因素的相应水平为横坐标，以各水平下的

各实验组细胞平均数量之和为纵坐标作图（"#$ %B）。

结果用 ;M;; 软件进行方差分析，X 种因素 N、

8、&、? 均对 8 淋巴细胞的增殖有极其显著的影响

（!] G% G!）。从图 B 可看出：（3）抗 Q$[ 原血清加入

细胞悬液后，随着刺激时间的延长，细胞数量不断增

G>A 生 物 工 程 学 报 !J 卷



加，!"# 达到最大。（$）% 细胞增殖程度随着抗 &’( 原

血清剂量的增加而增加，至 )*!+ 时达到最高。（,）在

抗 &’( 抗体的最佳刺激下，激活的 % 细胞在 ")# 后即

对重组人 -%+./ 产生微弱应答，到 !"# 应答程度最

高。（0）重组人 -%+./ 的浓度在 *12 3 "!’45+ 之间时，

细胞增殖随蛋白浓度的增加而增强，呈明显的剂量依

赖关系，在重组人 -%+./ 浓度为 "!’45+ 时细胞增殖

达到高峰，至 )!’45+ 时，细胞增殖略有下降，其机制

还不十分明确。综合以上结果可确定 (66 法测重组

人 -%+./ 引起 % 淋巴细胞最大程度增殖的条件为

78%898:8，即 抗 &’( 原 血 清 )*!+，预 刺 激 80，重 组

-%+./ 浓度 "!’45+，刺激 80 后 (66 检测。

图 2 ) 种因素各个水平对 % 淋巴细胞增殖的影响

;<’=2 >??@,A B? ) ?C,ABD- CE0 F@G@F- BE HDBF<?@DCA<BE B? % F.5H#B,.A@-

与 8 组对照相比，重组人 -%+./ 和抗 &’( 原血

清协同作用使 % 淋巴细胞从 ) I J*) ,H5 增加至最高

J1K2 I J*2 ,H5，静止的 % 细胞和只加重组人 -%+./
的 % 细胞在第 8 天约死亡 "2L，第 M 天已检测不到

活细胞，而仅加抗 &’( 原血清 )*!+ 刺激了 80 的 %
细胞也有一定程度的增殖，从 ) I J*) ,H5 增加至 J18
I J*2 ,H5（;<’ =M）。说明表达纯化的重组人 -%+./ 对

% 细胞具有增殖活性，但若没有抗 &’( 抗体的预先

激活，% 细胞则不能接受 -%+./ 的增殖信号。

图 M D#-%+./ 和 CEA<N&’( 刺激 % 细胞增殖

;<’=M O#-%F./ CE0 CEA<N&’( -@DP5 -A<5PFCA@ % ,@FF HDBF<?@DCA<BE
J=* 0C. Q<A# ,PFAPD@ 5@0<P5；" =8 0C.- Q<A# ,PFAPD@ 5@0<P5；

8 =M 0C.- Q<A# ,PFAPD@ 5@0<P5；) =8 0C.- Q<A# D#-%F./；

2=M 0C.- Q<A# D#-%F./；M =8 0C.- Q<A# )*!+ 7EA<N&’( -@DP5；

! =M 0C.- Q<A# "!’45+ D#-%+./ CE0 )*!+ 7EA<N&’( -@DP5

! 讨 论

人 %+./ 是免疫学领域中一个新发现的细胞因

子，它属于 6R; 超家族成员，由单核细胞或树突细

胞分泌［J，)］，实验证实 % 淋巴细胞和 SNT8!、&(NT 等

肿瘤细胞表面均有 %+./ 的受体［)］，%+./ 在体外和

体内均引起 % 淋巴细胞的增殖，接受 %+./ 注射的小

鼠血清中 &’( 和 &’7 增加了 " 3 2 倍［)］。%+./ 转基

因小鼠能显著地增加成熟 % 淋巴细胞和效应 6 淋

巴细胞的数量，诱导 % 淋巴细胞增殖并分泌免疫球

蛋白，同时 %+./ 的过表达可引起多种自体免疫表现

形式［JJ］。可见 %+./ 在体内究竟担任什么角色，具

有哪些重要的作用有待于尽快研究。

本室成功构建了 原 核 表 达 质 粒 载 体 H>6N8*C
（ U ）4-%+./，在其宿主菌中诱导表达的融合蛋白以

包涵体和胞质中可溶性形式存在，我们曾经用变性

复性法从包涵体中回收重组蛋白，但其生物活性很

低。因此主要从重组蛋白的可溶部分中回收蛋白。

尽管有报道低温诱导表达可以提高重组蛋白可溶部

分的比例，但前人所用的低温仅在 "KV左右，本文

用 "KV诱导并没有提高融合蛋白的回收率。经过

实验发现在 JMV下诱导 J"# 可以较多地获得可溶性

重组 蛋 白。在 此 基 础 上 扩 大 培 养，诱 导 表 达，经

R<" U 亲和层析分离纯化获得了组分单一（纯度达

T2L）的重组人 -%+./。

%+./ 对 % 淋巴细胞的刺激需要抗 &’( 抗体、

+W/、/79 等的预活化，若 % 淋巴细胞没有预活化则

不会对 %+./ 产生反应。抗 &’( 抗体预活化的时间

和浓度以及重组蛋白刺激的时间和浓度均会影响 %
淋巴细胞的增殖程度，为了寻找 % 淋巴细胞发生最

大程度增殖的条件，为以后的实验打下基础，我们设

计了正交实验。结果表明抗 &’( 原血清预活化 80
后再加入重组人 -%+./（终浓度 "!’45+）作用 80，%
淋巴 细 胞 增 殖 程 度 达 到 最 高。 这 与 %B.0［J"］和

J"88 期 闫晓梅等：重组人 -%+./ 表达纯化条件的优化、理化特征及生物功能研究



!""#$［%］等人的结果是一致的：抗 &’! 抗体刺激 ( 淋

巴细胞 )*+，( 淋巴细胞对细胞因子的反应程度最

高，加入重组细胞因子 )*+ 后，细胞增殖达到最大。

抗 &’! 抗体刺激所有休止期小 ( 淋巴细胞从 ,- 期

进入 ,. 期，并可能诱导休止期小 ( 淋巴细胞表达功

能上活跃的各种细胞因子受体［./］，如 &01% 受体、&012
受体、(034 受体等，因此，没有活化的 ( 淋巴细胞表

面可能不存在细胞因子受体，因而仅有 (034 作用 (
淋巴细胞时则观察不到增殖现象。我们首次证实重

组人 5(034 以非共价的同源三聚体形式发挥活性，

当它与 ( 淋巴细胞上的相应受体结合后引起一系

列的信号传导，678、978 合成明显增加，从而引起

细胞增殖和分化。

可见，在 ( 淋巴细胞激活、增殖和分化的过程

中有多种抗原和细胞因子的参与，具有多种途径，它

们的作用机制错综复杂，深入研究 (034 的功能对从

分子水平研究 ( 淋巴细胞的激活、增殖和分化机制

具有十分重要的意义。
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