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摘 要 依据本室获得的人 4?@ 模拟肽序列，合成了该模拟肽的 A+B 序列，分别连接至 # 种不同长度的人 CDE! FG
基因片段的 1H端，并克隆至质粒表达载体 I74$"9（ J ），转化大肠杆菌 KL$!（A76），筛选获得了 # 种重组工程菌，其中

6 种分别高效表达了 6 种不同长度的融合蛋白，而第 # 种工程菌未表达。表达的 6 种融合蛋白的分子量分别约为

$"MA、!$MA 和 !$MA，表达量约占菌体蛋白总量的 6%N左右，纯化获得了 6 种 4?@ 模拟肽融合蛋白。6 种融合蛋白均

有较好的体外活性，维持 4?@ 依赖细胞 K9OF6 P 8I! 生长的 7Q1% 分别为：!6、!%、!% =8()OL。用血小板减少症小鼠动

物模型，测定了它们的体内活性，6 种融合蛋白均有升高血小板和缩短血小板恢复时间的功能，分别比 4?@ 模拟肽

活性提高了 !"、"、" 倍；而对白细胞及红细胞无显著影响。分别用 6 种融合蛋白免疫 KBLKOG 小鼠，均未刺激小鼠产

生抗 4?@ 模拟肽抗体，并显示了较好的应用潜力。

关键词 人 4?@ 模拟肽，融合表达，纯化，体内外活性，免疫原性
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很多用于治疗肿瘤的化学药物（如卡铂等）可引

起骨髓抑制［!］，导致血液中白细胞和血小板数量的

减小，这些肿瘤化疗引起的副作用导致病人产生自

发性出血等症状，并有较高的死亡率。多种重组人

细胞因子（包括 CL/!，CL/6，CL/3 等）具有一定的促进

血小板增生的作用，对治疗血小板减少症有一定的

治疗作用，人促血小板生成素（4ST(8U(I(:5>:=，4?@）

是促进血小板生成最主要的细胞因子［$ V #］，可用于

由于化疗等原因引起的血小板减少症。但是它们大

部分会产生头痛、发热和高血压等症状［1 V !%］，这些副

作用影响了其临床应用前景。从肽库内筛选细胞因

子模拟肽已成为筛选代替细胞因子药物的一个有效

途径，现已筛选出多个细胞因子模拟肽［!!，!$］。本室

设计合成的一个 4?@ 模拟肽具有刺激血小板生成

的功能，并且其二聚体体外刺激细胞增殖的活性与

重组人 4?@ 的活性基本相近。有希望代替重组 4?@
用于治疗化疗或其它原因引起的血小板减少症。

我们利用基因工程技术将 4?@ 模拟肽分别与

人 CDE! FG 的 # 个不同长度的截短片段融合表达，构

建了 # 种工程菌，其中 6 种工程菌高表达了 4?@ 模

拟肽融合蛋白。表达的 6 种融合蛋白均有较好的体

内外活性，并且没有刺激机体产生抗 4?@ 模拟肽抗

体，显示有较好的应用潜力。

’ 材料与方法

’*’ 菌种和质粒

宿主 菌 KL$!（A76）和 表 达 质 粒 载 体 I74$"9
（ J ）（+(W9D5= 公司产品）由本实验室保存。全长人

CDE! FG 基因由本院五所王海涛教授赠送。

’*+ 试剂与引物

限制酶 30(X !、.+4Y !、5#$Z "、60( !、

4# A+B 连接酶，Z+4? 及 49[ 耐热 A+B 聚合酶为大

连 49\9X9 公司产品。质粒提取试剂 盒（RCB ?T5I
]I:= ^:=:IT5I）和从琼脂糖凝胶内回收 A+B 片段的

试剂盒（RCB R-:GM E5) 7;>T9G>:(= \:>）为德国 RCBE7+
公司产品。A7B7/]5IS9T(_5 FF 凝胶和 ]/]5IS9T(_5 FF
凝胶和 ]5IS9GT.) ]/$%% 凝胶为瑞典 ?S9T89G:9 公司产

品。其它试剂为进口或国产分析纯以上级试剂。基



因片段及引物的合成：由本所或 !"#"$" 公司合成。

!"# 合成 !%& 模拟肽基因的复性

将合成的 !%& 模拟肽基因的正负链分别溶于

’( ))*+,- !./0123+（42567）溶液内，使两链的终浓度

均为 ’(!)*+,-。取正、负链各 8(!-，置同一 ’67)-
离心管内，加 969!- ’( : %3$ ;<==>.（!"#"$"），’((?
煮沸 @ )/A，置室温自然冷却，即得复性的双链 !%&
模拟肽基因。

!"$ %&’ 反应

扩增人 BCD’ EF 的 9 种不同长度 GHI 片段及检

测连接有 !%& 模拟肽基因的 EF 片段时，采用的 %3$
反应条件相同，扩增条件：J9? 9 )/A，J9? @(0、7K?
8(0 、L8? 9(0，扩增 @( 个循环，最后 L8?延伸 L)/A。

!"( 一般基因克隆及表达方法

GHI 的酶切、连接、电泳、质粒的提取转化、蛋

白的 MGM1%IDN 分析等一般基因克隆方法均参照

“O*+>F<+". 3+*A/AC”一书［’@］进行，其它试剂盒按说明

书进行操作。

!") 表达 *%+ , -. 融合蛋白的纯化

工程菌按已优化确定的培养条件培养、诱导、收

获菌体。将菌体悬浮于超声液（7( ))*+,- !./0123+，
4256(、’( ))*+,- NG!I、(67 ))*+,- G!!）内，置冰

浴内超声破菌 8()/A。离心收集沉淀包涵体，包涵

体 用 5)*+,- 尿 素 溶 液（ 用 7( ))*+,- !./0123+，
4256(、(67 ))*+,- NG!I、(67 ))*+,- G!! 平衡液配

制）悬浮，溶解 @()/A。离心吸取上清溶液，过滤后

直接上样至 GNIN 1M>4P".*0> EE 凝胶柱，用不同浓

度的 H"3+ 溶液（(6(7、(6’、(68、(6@、’6( )*+,-，用平

衡液配制）洗脱，MGM1%IDN 检测穿流峰和各洗脱峰

蛋白，收集目的蛋白峰，透析后上 M1M>4P".*0> EE 阳

离子柱纯化。同样用上述不同浓度的 H"3+ 溶液洗

脱，分部收集各峰蛋白，进行 MGM1%IDN 检测，确定

目的蛋白峰。

!"/ 0** 法检测模拟肽的体外活性

用依赖 !%& 的 Q",E@1)%’ 细胞测定模拟肽的活

性。取生长旺盛的对数期 Q",E@1)4’ 细胞，用培养

基将细胞配成 ’68 : ’(7 细胞,)- 的悬液。按每孔

5(!- 的量将上述细胞悬液加到 JK 孔培养板中，然

后每孔加入用于培养稀释的待测样品 8(!-，每个稀

释度做 @ 个孔，以培养基为对照。JK 孔培养板置含

7R3&8 的培养箱内，@L?湿润培养 95P 后，每孔加

入 ’(!- 7)C,)- 的 O!! 溶液（溶于 %QM 中），继续培

养。9P 后取出培养板，小心地从每孔中吸出 5(!-
上清并弃去，然后加入 ’((!- 二甲亚砜，振荡均匀后

以 K@(A) 处吸光值作对照，检测 9J8A) 处的吸光值。

!"1 *%+ 模拟肽的体内活性测定

由于受试样品拟用于化疗后血小板减少症，故

本试验采用化疗药致小鼠血小板减少症模型。依照

文献和预试验的结果，选择小鼠 ’ 次腹腔注射卡铂

（’@7 )C,SC）致血小板计数减少症动物模型。使用

#O 种小鼠，体重 88 T 8KC，雌雄各半，军事医学科学

院医学实验动物中心繁殖。按体重和性别均衡的原

则随机分组，每组 ’( 只。

于化疗后第 8 天开始注射试验品，每天 ’ 次，连

续皮下注射 9U，注射试验品容量为 (6’ )- V ’( C 体

重。于化疗后 K、J、’8、’7 、’5 和 8’U，检测外周血小

板计数、红细胞计数、血红蛋白、血细胞比容和白细

胞计数等指标。实验结果以! W ! 表示。用 0X<U>AX
" 检验进行组间均数差异的显著性检验。

!"2 动物免疫

实验动物用 QI-Q,F 小鼠，体重 8( T 89C，雌雄各

半，购自南京军区总医院。随机分成 K 组，每组 K
只，雌雄各半。第 ’ 次免疫时，将免疫原与福氏完全

佐剂充分混匀乳化，小鼠腹腔注射，每只 (6’ T (68
)-。’7U 后进行第 8 次免疫，将免疫与福氏不完全

佐剂混匀乳化，腹腔注射 (6’ T (68 )-。第 @ 次和第

9 次免疫分别在第 ’ 次免疫后 @(U 和 97U，仅用免疫

原，不加佐剂。第 9 次免疫后 LU，摘除眼球取血制

备血清。

3 结 果

3"! 合成的 *%+ 模拟肽基因片段序列

根据 !%& 模拟肽的氨基酸序列，选择细菌偏爱

的密码子合成其 GHI 序列，在 7Y端增加了起始密码

子 I!D，在 @Y端增加 7 个甘氨酸的密码子，使其与人

BCD’ EF 片段连接后，能保持较好的柔性。分别合成

!%& 模拟肽 GHI 序列的正负链，均在 7Y端进行磷酸

化。合成的 8 个 GHI 片段为：

正链（!%&%’）：

7Y1%1F"XC "XF F"F CCX FFC "FX FXC FCX F"C XCC FXC CFX
CF" FCX CFX CCX CC" CCX CC" CCX C1@Y；

负链（!%&%8）：

7Y1%1C" XFF "F> XFF "FF XFF "FF "CF "FC XCF "CF F"C
FF" FXC "FC F"C "CX FCC "FF XXC C"X1@Y。

二条链退火后形成的双链 GHI，其 7Y端产生粘

性 #$% "位点（包含超密码子 I!D），@Y端产生了

&$%$ "粘性末端。
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!"! !"# 扩增人 $%&# ’( 基因片段的引物

为了扩增人 $%&) ’( 的 * 种不同长度 +,- 片

段，合成了 . 个引物（在 ’( +,- 上的位置见图 / ），

一个为上游引物 !)，另外 * 个引物（!/、!0、!*、!.）为

下游引物。通过 !) 分别与 !/、!0、!*、!. 引物组合，

可扩增 * 种不同长度的 $%&) ’( 基因片段。这 . 个

引物（!) 1 !.）为：

!)：.23 "&" &&- 4"" ""& 4"- &4" 44" "4"

44" 302，

!/：.23 "4" &-- 44" 44- 444 -"" "&& -&-

"-& 302 ，

!0：.23 &"" &-- 44" 44- &"- "44 &4- "4"

"44 &"" 302 ，

!*：.23 &4" --& "44 44- "44 &4- "4" "44

&"" -44302，

!.：.23 &"" --& "44 44- &" 4&4 &-" "4"

-&& &&4 "302 。在上游引物 !) 增加了 !"#5 !酶

切位点，在 * 个下游引物上分别增加了 $%&# !或

’()6"酶切点（方框内序列），以便于 !"# 扩增产物

直接酶切后与 4!7 模拟肽的 +,- 片段及质粒载体

连接。

!"$ %&’# () 片段的扩增

以含有全长人 $%&) ’( +,- 片段的质粒为模

板，用引物 !) 分别与 !/、!0、!*、!. 组合，扩增出 * 种

长度的人 $%&) ’( 基因片段：’()（!) 8 !/ ）：9*: ;<；

’(/（!) 8 !0）：/=> ;<；’(0（!) 8 !* ）：/9= ;<；’(*（!)

8 !.）：?> ;<。’() 基因片段编码全长人 $%&) ’( 蛋

白片段，含有 * 个 "@A；’(/ 基因片段编码 :9 个氨基

酸，含有 / 个 "@A，去掉了 " 端的 )/9 个氨基酸；’(0
基因片段编码 :. 个氨基酸，含有 ) 个 "@A，去掉了 "
端的 )/= 个氨基酸；’(* 基因片段编码 /9 个氨基酸，

" 端最后 ) 个氨基酸为 "@A，去掉了 " 端的 ):9 个氨

基酸。将扩增的 * 种 !"# 产物用 )B/C的琼脂糖凝

胶电泳检测，证实分别扩增出与目的基因大小相符

合的基因片段（见图 )）。

!"* +,- 模拟肽与人 %&’# () 片段的融合表达

首先将 4!7 模拟肽基因片段与全长的人 $%&)
’( +,-（’()）进 行 连 接，克 隆 至 质 粒 表 达 载 体

<D4/:E（ 8 ）。将复性的 4!7 模拟肽基因、!"#5!
和 $%&#!双酶切的 ’() 基因片段、*%&!和 $%&#!
双酶切的质粒 <D4/:E（ 8 ）均电泳回收，然后在同一

离心管内用 4* +,- 连接酶连接。获得重组质粒含

有 4!7 模拟肽和 ’() 基因片段，并且两段基因的翻

译框架已调整一致，可表达 4!7 模拟肽和 人 $%&)
’() 片段的融合蛋白（构建流程见图 / ）。将连接产

物转化大肠杆菌 FG/)（+D0），提取质粒测定 +,- 序

列，证实插入的 4!7 模拟肽和 ’() 片段的 +,- 完全

正确。

图 ) !"# 扩增人 $%&) ’( 基因片段的电泳检测

’H%I) -J<KHLHM6 NOJEP $%&) ’( %MPM LQE%JMPRA ;@ !"#
SI +,- JEQTMQA（4ETEQE：/>>>，)>>>，=.>，.>>，/.>，)>>;<）

)B ’() !"# <QUO6O(R UL !) 8 !/
/B ’(/ !"# <QUO6O(RA UL !) 8 !0 EP6 !) 8 !*

0B ’(* !"# <QUO6O(R UL !) 8 !.

用 !"#5 !和 $%&# !（或 ’()6 "）双酶切含

4!7 8 ’() 基因的重组质粒，切除重组质粒内的 ’()
基因，分别插入用 !"#5 !和 $%&# !（或 ’()6 "）

双酶切的 ’(/，’(0 及 ’(* +,- 片段，分别构建成含

4!7 模拟肽与 0 种截短的 ’( +,- 片段的重组质粒

（4!7 8 ’(/，4!7 8 ’(0，4!7 8 ’(*，见图 /）。

挑取上述 * 种重组质粒的转化子，培养后加

$!4& 至终浓度 )J%VJG，诱导表达 *N，W+W3!-&D 检

测，结果 0 种重组子高表达了目的融合蛋白，表达量

约占菌体蛋白的 0>C；而含 4!7 8 ’(* 的重组子未

表达目的蛋白（见图 0）。

!". 表达 +,- 模拟肽融合蛋白的纯化

表达的 0 种融合蛋白均以包涵体的形式存在，

用 : JUKVG 尿素溶液溶解后分别上 +D-D3WM<NEQUAM
’’ 柱纯化，0 种融合蛋白 4!7 8 ’()、4!7 8 ’(/ 和

4!7 8 ’(0 均存在于穿流峰内。将穿流峰蛋白上 W3
WM<NEQUAM ’’ 阳离子柱纯化，4!7 8 ’() 存在于 )>>
JUKVG ,E"K 溶液的洗脱峰内，而 4!7 8 ’(/ 和 4!7 8
’(0 仍 存 在 于 穿 流 峰 内。纯 化 获 得 的 蛋 白 W+W3
!-&D 检测显示单一条带（图 *）。
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图 ! " 种重组质粒构建流程图及基因序列

#$%&! ’()*+,-.+$() (/ +01 " 2$)3* (/ ,1.(45$)6)+ 786*4$3* 6)3 9:; *1<-1).1 (/ 0-46) =%>? #.

图 @ =AB> 诱导 " 种重组菌的 ?CD E9EFA;>G 分析

#$%&@ ;)68H*$* (/ +01 " 2$)3* (/ 1)%$)11,$)%
! & "#$% I$+0 ?CD E9EFA;>G

?J :1%6+$K1 .()+,(8 LM!?（9G@）065(,$)% 786*4$3 7GB!N6；
!J 7GB!N6 O BAP O #.?；

@J 7GB!N6 O BAP O #.!；

"J 7GB!N6 O BAP O #.@；

CJ 7GB!N6 O BAP O #."；

Q& Q6,21,（A,(41%6：@?，!R，?S，?"，N，T29）

图 " ?!DE9EFA;>G 检测纯化的 @ 种 BAP O #. 融合蛋白

#$%&" ;)68H*$* (/ +01 7-,$/$13 BAP O #.
7,(+1$)* I$+0 ?!D E9EFA;>G

Q&E+6)36,3 7,(+1$) 46,21,*（A,(41%6：@?，!R，?S，?"，N，T29）；

?JA-,$/$13 BAPO #.?；

!JA-,$/$13 BAPO #.!；

@JA-,$/$13 BAPO #.@

!"# 体外活性测定结果

用 BAP 依赖的细胞 L6U#@F47? 测定了 @ 种融合

蛋白、BAP 模拟肽及 AG>"RRR 修饰的 BAP 模拟肽体

外活性，并用人 ,0BAP 做为对照。结果显示，@ 种融

合蛋 白 均 有 较 好 的 活 性（见 表 ?）。@ 种 长 度 人

=%>?#. 片段与 BAP 模拟肽融合蛋白的体外活性基

本相同，比 BAP 模拟肽活性提高了 C 倍。

表 $ %&’ 模拟肽与各种表达 %&’( )* 蛋白的 +,-. 值

%/012 $ +,-. 34 %&’ 565276* 8287692 /:9 7;2
2<8=2>>29 %&’( )* 8=3726:>

BAP
4$41+$. 717+$31

AG>FBAP
717+$31 BAP O #.? BAP O #.! BAP O #.@ ,0BAP

G’CRU
（)4(8UM）

CR !C ?@ ?R ?R RJ!C

!"? %&’ 模拟肽对卡铂致血小板减少症小鼠的治

疗作用

试验样品包括 C 种：本研究表达的 @ 种 BAP 模

拟肽融合蛋白（BAP O #.?、BAP O #.! 和 BAP O #.@）、

化学合成的 BAP 模拟肽及 AG>"RRR 修饰的 BAP 模

拟肽，试验样品均分成低剂量（!RR!%U2%）组和高剂

量（?RRR!%U2%）。另设阴性对照组和阳性对照组（人

,0BAP，CR!%U2%）。

各组实验动物治疗前后外周血小板数量的变化

见图 C。卡铂腹腔注射后，阴性对照组小鼠外周血

小板 逐 渐 下 降，到 第 V 天 时 达 到 最 低 值，下 降 了

VCD，此后缓慢回升。各实验组外周血小板数量变

化趋势与阴性对照组相似，同样是在卡铂注射后第

V 天降到最低点，但是各实验组在最低点以后各检
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测点的血小板数量显著高于阴性对照组。

在低剂量组，! 种试验样品升高血小板的效果

很相近，都处于起效浓度。在高剂量组，各试验组的

血小板计数均高于低剂量组，尤其在第 " # $% 天，血

小板数量较低剂量组增高最显著；在第 & # $! 天，

’() * +,$ 升高血小板的功能远高于其它组，其第 "
天血小板计数是对照组的 " 倍多，第 -$ 天时血小板

已恢复正常。这些结果说明，! 种试验样品均有升

高血小板的功能，以 ’() * +,$ 融合蛋白作用最强。

而 ! 个试验样品，不论是高剂组和低剂组都未

出现明显的升高白细胞的作用，仅在个别测试点出

现白细胞略微升高的现象（数据未列出）；各实验组

的外周红细胞计数、血红蛋白、红细胞比容等均与阴

性对照组及正常对照组无异差（数据未列出），说明

这些试验样品对红细胞系无明显作用。

图 ! . 组实验动物的外周血小板数量变化趋势

+/01! 2345 67483738 ,9:58; /5 </,3 =9779>/50 ,4?@96748/5 45A ;1 ,1 4A</5/;8?48/95 9= 8B3 83;83A ’() 6368/A3; 9? 6?983/5;
C1 ’B3 79> A9;403 0?9:6;；D1 ’B3 B/0B A9;403 0?9:6;

!"# 免疫原性分析

为了观察 ’() 模拟肽与人 E0F$ 片段融合前后

的免疫原性，分别用它们免疫小鼠，检测血清中的抗

体。! 种免疫原为：本研究表达的 G 种 ’() 模拟肽

融合蛋白（’() * +,$、’() * +,- 和 ’() * +,G）、化学

合成的 ’() 模拟肽及 (HFIJJJ 修饰的 ’() 模拟肽。

免疫用量前 G 种为 !<0KL0，后 - 种为 -<0KL0。设置

$ 组对照，免疫时仅用佐剂。共用 & 组实验小鼠。

免疫结束后，用 ’() 模拟肽（用包被液稀释成

$J!0K<M）包被酶联板，间接 HMENC 法检测各组免疫

血清内的抗体，每份免疫血清均梯度稀释（$：-J O
$：$JJJJ）测定。& 组实验动物的免疫血清均为阴性

（数据未列出），说明血清内均未有抗 ’() 模拟肽抗

体。而分别用各个免疫原包被酶联板检测对应免疫

组血清抗体，结 果 显 示，’() * +,$、’() * +,- 和

’() * +,G 免疫组均检出高效价抗体，效价分别为 $：

!JJJ、$：-JJJ、$：-JJJ，说 明 其 产 生 的 抗 体 是 抗 人

E0F$ +, 抗体，并非抗 ’() 模拟肽抗体。

为进一步证实免疫血清内无 ’() 模拟肽抗体，

进行了阻断试验。向 ’() * +,$ 免疫组抗体阳性血

清内加入 ’() 模拟肽，终浓度为 $<0K<M，，G.P反应

$B 后再用 ’() * +,$ 作抗原检测血清内抗体，同时

用不加 ’() 模拟肽的相应血清作对照。结果（表 $）

两组无显著差异，说明 ’() 不能阻断抗体反应，证

实这些抗体阳性血清内无 ’() 模拟肽抗体。

表 ! $%&’ ()* 组免疫小鼠血清抗体阻断试验结果（!"+,-）

$./01 ! 203)4 5165 37 .859/3:916 ;95< $%& =9=159)

>1>59:1（!"+,-）

N3?4 A/7:8/95 $ Q$JJ $ Q$JJJ $ Q!JJJ
R9 @79,L/50 >/8B ’() 6368/A3 JS"&. JS%-& JS$I&
D79,L/50 >/8B ’() 6368/A3 JS"%& JS%$% JS$.&
R3048/T3 ,958?97 ;3?4 JSJ!$ JSJIG JSJ-%

? 讨 论

本室筛选合成的 ’() 模拟肽有较好的活性，但

是化学合成多肽的成本较高，并且在体内的半衰期

较短，对其应用有一定影响。本研究利用基因工程

技术将 ’() 模拟肽与人 E0F$ +, 片段融合表达，开

辟了制备药用多肽的新途径，并且建立了表达的

’() 模拟肽融合蛋白的纯化方法，获得了高纯度的

表达蛋 白。将 ’() 模 拟 肽 与 I 种 不 同 长 度 的 人

E0F$ +, 片段融合表达，主要目的是通过增加分子大

小及形成二聚体，以减小其在肾脏内的滤出，在血液

内保持较长的半衰期。同时考虑到分子太大有可能

会使 ’() 模拟肽产生抗原性，因此决定观察不同不

同长度的人 E0F$ +, 片段对 ’() 模拟肽活性及抗原

性等特性的的影响，再通过综合比较选择出最适宜

与 ’() 模拟肽融合表达人 E0F$ +, 片段。

表达的 G 种 ’() 模拟肽融合蛋白均显示有较

好的体内外活性，并且高于 ’() 模拟肽的活性，说

%-I 生 物 工 程 学 报 $% 卷



明融合的人 !"#$ %& 片段并不掩盖 ’() 模拟肽的活

性位点。已有的实验证实 ’() 模拟肽形成二聚体

时，其活性升高 *++ , -++ 倍，本实验使用的 . 种融

合蛋白均为单体，所以体内外活性均较重组人 ’()
的活性低，从本研究的活性测定结果计算，表达的 .
种融合蛋白复性后形成二聚体，活性只须提高 .+ ,
*+ 倍，即可达到重组人 ’() 的活性。. 种融合蛋白

的体内外活性均较 ’() 模拟肽单体活性高，其原因

有两个：一是融合蛋白的分子较大，清除相对较慢，

体内半衰期较长，二是可能部分融合蛋白氧化形成

了二聚体，提高了其活性。理想的血小板减少症小

鼠模型是在血小板下降到最低点时，下降 /+0 左

右，本实验卡铂的作用稍强了一些，因此血小板下降

较多（120），其恢复相对缓慢。

将小分子肽与载体蛋白融合或交联后会增强其

免疫原性，这种免疫原性增加的小分子肽多数情况

下具有较好的抗原性，而那些不具备抗原性的小肽

即使与大分子交联后也难具有免疫原性。将 ’()
模拟肽与人 !"#$ %& 融合后增加了分子量，可能会增

加 ’() 模拟肽的免疫原性，但研究结果证实三种

’() 模拟肽融合蛋白均未刺激小鼠产生抗 ’() 模

拟肽抗体，而与 ’() 模拟肽融合的 !"#$ %& 则刺激

小鼠产生了高效价抗 !"#$ %& 抗体，如果融合后的

’() 模拟肽具备免疫原性，则应该刺激小鼠产生对

应的抗体。我们曾将 ’() 模拟肽与小鼠的血清白

蛋白等载体交联后加佐剂免疫小鼠制备单抗，但均

未成功，也说明了 ’() 模拟肽对小鼠无免疫原性。因

此，’() 模拟肽融合蛋白值得进一步检测它们对其它

动物的免疫原性，以进一步评估对人类的免疫原性。

在纯化表达的 ’() 模拟肽融合蛋白时发现，在

相同缓冲液 ’3456789（:7/;+2）条件下，’() < %&= 和

’()< %&. 蛋白既不吸附至阴离子柱也不吸附至阳

离子柱。其原因与使用的缓冲液有关，一般情况下，

阳离子柱使用 (>? 作缓冲液而不使用 ’3456789 缓冲

系统，因为带正电荷的 ’345 碱能与缓冲液内的带正

电蛋白竟争结合阳离子树脂，从阴离子柱流出的带

较弱正电荷的 ’() < %&= 和 ’() < %&. 蛋白难以结

合到阳离子柱树脂上，因此上柱时随上样液流出，而

带正电荷较多的其它蛋白吸附到柱子上，达到了分

离纯化结果。利用这种方式纯化蛋白时缓冲液 :7
值要略低于目的蛋白的等电点，使该蛋白在 ’3456
789 缓冲系统内既不能接合到阴子柱上又不能结合

到阳离子柱。用同样的方法我们纯化了表达的另外

几种蛋白，并获得了满意结果。为了使 ’() 模拟肽

融合蛋白易于纯化和复性，我们正用酵母系统进行

分泌性表达，使产生的可溶性蛋白自然形成二聚体，

提高其活性。

本研究的结果显示，用基因工程技术制备 ’()
模拟肽是一个较理想的途径，表达 . 种 ’() 模拟肽

融合蛋白均有较好的生物活性，活性显著高于合成

的 ’() 模拟肽，并且没有增强 ’() 模拟肽的免疫原

性，显示了较好的应用潜力。另外，该表达系统亦可

用于其它多肽的融合表达。
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