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人胸腺素!!在大肠杆菌中的融合表达

修朝阳 周穗菁 俞 璎 陈常庆"

（中国科学院上海生命科学研究院生物工程研究中心，上海 $%%$44）

摘 要 利用基因工程表达的方法，在大肠杆菌中通过与 D,6蛋白融合的方式高效表达了胸腺素!!前体基因，随
后经亲和层析和 ,E强阳离子树脂纯化相结合的方式，得到了胸腺素前体肽段 4!肽和 +3端未经乙酰化修饰的 $"
肽。融合蛋白表达量达到菌体总蛋白的 4#F G 7%F，样品肽的产量也达到了约 $%%0HIJ（肽I发酵液）的产量。经质
谱测定，分子量分别为 4455和 4%55。K;)KIL小鼠脾脏淋巴细胞体外测活表明，所构建的 D,636!!融合蛋白和纯化
后的产物对于淋巴细胞具有比较明显的增殖作用，其中 +3端未经乙酰化的 $"肽产物与 4!肽产物活性相近，均对
淋巴细胞具有明显的刺激增殖作用。
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胸腺素!!（6!!）是由动物或人胸腺组织分泌的
一种多肽激素。它对于淋巴细胞的成熟、分化和免

疫功能具有重要作用［!］。由动物胸腺提取的胸腺肽

混合物（又称胸腺肽第五组份）早已用于临床以提高

免疫功能和抗病毒作用，特别是对于乙型肝炎的治

疗具有一定的效果。6!!是胸腺肽混合物中最有效
的组份［$］。由于 6!!是一个 +3端被乙酰化的 $"肽，
因而易于用化学方法合成，产物的纯度已达到 &"F
以上。化学合成的人 6!!目前正用于对乙型肝炎和
丙型肝炎的临床试验。有关人胸腺肽的药理学、药

物动力学、临床效果和不良反应，以及使用方法和给

药剂量可参阅最近的相关文献报道［4 G 8］。

由于人胸腺肽!!的肽链较短，因而用基因工程
方法来生产 6!!，不仅存在产量问题，而且还有基因
工程产物的后加工特别是 +3端乙酰化问题。为了
克服这一困难，颜真等人［"］采用了四聚体 6!! 串联
表达方法，并证明串联表达的产物具有同样的生物

学活性。我们实验室在完成了 6!! 的化学合成之
后，又研究了 6!!与谷胱甘肽巯基转移酶（D,6）在大
肠杆菌中的融合高效表达。由于表达系统本身在

D,6蛋白和融合位点之间提供了凝血酶识别位点，
以初步分割宿主蛋白和产物蛋白，但是分割后的产

物会在 +端多余 $个氨基酸，不利于正确表达完整
的产物蛋白。因此，需要采用其他的后加工方法以

去除多余的氨基酸。由于胸腺素!序列中并不含有
N2H与 O-/残基，利用这一特性分别在其 +3端引入
了精氨酸（胰蛋白酶作用位点）或蛋氨酸（溴化氰化

学裂解位点），相应的工程菌株分别被命名为 N6!
和 O6!。这样，既可以通过溴化氰裂解直接获得 +
端未经乙酰化修饰的 $"肽产物（O6!）；也可以通过
凝血酶对 N6! 的加工，获得 +端多余 D)P3,-23N2H 4
个氨基酸的 4!肽产物（N6!）。对于获得的 4!肽产
物，可以通过修饰 JPC残基的方式，封闭胸腺素!内
部的胰酶位点，然后再经胰酶作用，去除多余的 4个
氨基酸的同时获得游离的!3氨基，为今后利用化学
修饰（醋酐修饰）方法获得正确的 $"肽产物创造条
件。活性测定表明，无论是融合蛋白（D,636!!）还是
4!肽前体或者 +3端未经乙酰化修饰的 $" 肽，均具
有与化学合成 6!!相近的生物学活性，本文即报道
了这一研究结果。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 菌种与质粒：大肠杆菌 KJ3$!（CQ.< @CR##
/@=#（);>3.2(NK）:’［/2;S45 .2(NK’);>T& );>T #O!#］
为本室保存，.D<U37634质粒购自 E@;20;>=;公司。
!"!"# 酶类：V)-A(W 酶、67S+N连接酶、限制酶、6;?
酶购自宝灵曼公司，凝血酶购自 ,=H0;公司。



!"!"# 主要试剂：基因片段在本室的 !"# $%&核酸
合成仪上合成。化学合成的 ’(端正确修饰的胸腺
素 )*肽由本室采用 +,-./0"1固相多肽合成方法合
成。23104056-78 98:54;-<8 ="和 9> 98:54;-<8 ?4<0 ?3-@
树脂购自 >54;,4.64公司，低分子量 A4;B8;购自 >;-(
,8C4公司，中分子量蛋白标准购自丽珠东风公司，
>;-<:58;8 $DD! E&*反相多肽柱购自 !3308.5公司。其
它试剂为国产分析纯。

!"$ 方法
!"$"! 基因片段的设计与工程菌株的构建：根据
23F(98;(!;C(G5F,-<67!)*肽的氨基酸序列，选用大肠杆
菌优选密码子，设计并合成了如下 H个片段（>&(>H）

其中 >&和 >)组成了基因的主干（如上图所示），>&
和 >)的 $I端各有 &=个碱基的互补序列，二者变性
退火后，在 J387-@酶的作用下补平为双链基因；而
>$/>=、>H/>=则分别组成两对引物，可以对两端补平
后的基因进行 >EK反应扩增，并在基因的两端分别
引入 !"#L# 和 $%& 3# 核酸酶切位点。扩增后的基
因经 !"#L#/$%& 3# 消化后，与经同样修饰的载体
:2MN(=G($连接，即可转入宿主菌 "O)&中。!,:平
板筛选抗性菌落。挑选阳性克隆分别进行诱导培养

和测序。诱导培养产物进行蛋白电泳检测，结合测

序结果获得构建正确的克隆。

!"$"$ 工程菌的高密度发酵［%］：发酵是在 ’"9 "6-(
?3-$DDD型 HO自动发酵罐中采用分批补料的方法进
行，选取表达量达 )HP以上的种子液，按照 &P的
接种量接种到含有 &)D,O 基础培养液的 HDD,O 摇
瓶中，$QR过夜培养。将过夜培养物转接入 HO的发
酵罐中于 $QR进行恒溶氧分批补料培养，当 ’(SDD

达到 =D 左右时，加入终浓度为 DT=,,-3/O的 #>G2，
诱导 $5后终止发酵。
!"$"# 融合蛋白的纯化：发酵结束后，离心收集的
菌体重新悬浮于 & U >"9 缓冲液中，超声波破碎。
&H DDD ;/,67离心 &H ,67 收集上清。将收集到的上
清液通过用 & U >"9平衡好的 29G亲和柱，亲和柱

用 &D倍柱体积的 & U >"9洗至没有蛋白洗脱为止。
用洗脱液（&D,,-3/O 谷胱甘肽，HD,,-3/O G;6<（:L
*TH））洗脱融合蛋白并收集。亲和柱用溶液 !（:L
*TH，HD,,-3/O G;6<(LE3，DTH,-3/O ’4E3）和溶液 "
（:L=TH，HD,,-3/O L!.(’4!.，DTH,-3/O ’4E3）交替淋
洗再生。

!"$"% 融合蛋白的凝血酶酶切及溴化氰裂解：按每
),C 融合蛋白加入 &1 的凝血酶（ G5;-,V67）于
HD,,-3/O G;6<(LE3（:L*T=）))R进行酶切；按照蛋白
质 W E’";为 & W $ 的比率（) /)）加入到 QDP甲酸溶
液中，使 E’"; 浓度为 DTH,-3/O，避光室温裂解 )=5
后，加 &D 倍体积的纯水灭活 E’";［&D］，产物冷冻干
燥，整个操作均在通风厨内进行，反应完全后，所使

用过的器皿均要用硫酸亚铁进行处理。整个反应过

程用 9X9(>!2M电泳进行监测。
!"$"& 产物的分离纯化：酶切产物经 9>强阳离子
型树脂进行分离，条件为：),-3/O 脲，:L)TH（&,-3/O
的 LE3调节 :L值）进行平衡；),-3/O Y;84，:L)TH到
),-3/O Y;84，:L)TH，DTH,-3/O ’4E3 进行梯度洗脱。
洗脱后的样品，用 E&* 反相小柱浓缩并脱盐，条件
为：&DP乙腈平衡，&DP Z SDP乙腈梯度洗脱样品。
!"$"’ 质谱分析由上海市计量所查月珍老师在惠
普公司的质谱仪上进行。

!"$"( 重组 G!& 的细胞测活［&&］："!O"/E小鼠拉颈
处死，浸泡于 QHP酒精中 H ,67后取出，在超净台
内用无菌手术刀开腹取出脾脏，放入盛有 &D,O不
完全 &S=D培液平皿中清洗一次，剥去结缔组织；将
脾脏转移到另一个盛有 &D,O不完全 &S=D培液平皿
中，在灭菌不锈钢网的帮助下，用注射器内芯挤压

脾脏，让脾细胞全部通过网孔进入培液中；HD,O离
心管中加入 $D,O的淋巴分离液，用滴管吸脾细胞
悬液，依管壁缓慢加于分离液面上，$DDD ;/,67 离
心 )D ,67，中层界面白色雾层狭带即为淋巴加单核
细胞；吸出细胞，用相同条件洗涤 )次后，弃上清，
加入 &DP’E9 [ &S=D重悬细胞，显微计数，调整细
胞浓度到 = U &DS 个/,O，按照 &DD"O/孔加到 %S孔板
上，加 &)TH"C/孔的 E-7!，E\) 培养箱 $Q度培养 S5；
样品作倍比稀释，每孔 &DD"O，共 )&个稀释度，培
养 Q)5；Q)5后加入 AGG )D"O/孔，$QRS5后加裂解
液 HD"O/孔，&D,67后用酶标仪 HQD7,测 ’( 值。
增值率 ]（实验组 ’( 值 ^ 对照组 ’( 值）/对

照组 ’( 值 U &DDP

$ 结 果
$"! 阳性克隆的筛选和鉴定
胸腺素!& 基因的 >EK 产物电泳如图 &!，经
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!"#!"#$%& $" 双酶切后，连接到经过同样处理的
%&’()*+),融合表达载体中，转染 -./0宿主菌，分别
涂布到 12%平板上进行培养。挑取平板上的阳性克
隆 1+0和 3+0，培养过夜。种子转接入新鲜的 .-培

养基中，培养 *4后，加入 "5+&至终浓度为 67*228$#.
进行诱导表达，产物进行 51&’电泳分析（图 0-）。表
达质粒进行 9:1测序。结果完全正确。

图 0 融合质粒 1;0与 3+0的核酸、蛋白分析
<=>?0 1@A$BC=C 8D DEC=8@ %$AC2=F 1+0 A@F 3+0

1?5GH 8D ;4B28C=@!0 >I@I 0 ? 5GH %J8FEK; 8D 1+0（&$B)LIJ)1J>)+!0）；/? 5GH %J8FEK; 8D 3+0（&$B)LIJ)3I;)+!0）；, ? 9:1 28$IKE$AJ 2AJMIJ

-? ’N%JICC=8@ 8D DEC=8@ %J8;I=@ 0 ? -./0#%&’( IN%JICC=8@ %J8FEK;；/? ’N%JICC=8@ %J8FEK; 8D 1+0；,? ’N%JICC=8@ %J8FEK; 8D 3+0；*? -./048C; K8@;JAC;；

O? 5J8;I=@ 2AJMIJ

!"! 工程菌的高密度发酵
工程菌株 1+0和3+0的发酵按照方法 07/7/进

行，发酵体积约 ,.。诱导 ,4后，发酵密度 ’(P66分

别为 OQ和 P,。离心收集菌体，称重为 ,66>和 ,/6>
湿重。取样，蛋白电泳分析（见图 /）。
!"# 融合蛋白的消化
分别取 1+0 和 3+0 湿菌体 *6>，超声波破碎，按

照方法 07/7,纯化融合蛋白（纯度见图 /）。融合蛋
白按照 -JAFD8JF方法进行定量，分别得到了 07O>和
07P,>的融合蛋白。
!"$ 酶切与裂解
分别取 1+0和 3+0融合蛋白各 /662>，按照方

法 07/7* 分别对不同的融合蛋白进行凝血酶酶切
（图,1）和溴化氰裂解（图,-）。电泳分析表明，溴化

氰裂解反应在 0O4后基本完成。

图 / 发酵产物的 51&’电泳分析
<=>?/ 51&’ A@A$BC=C 8D DIJ2I@;A;=8@

0 ? 5J8;I=@ 28$IKE$AJ 2AJMIJ；/ ? L;JA=@C RID8JI =@FEK;=8@；,? "@FEK;=8@ 8D

1+0；*? "@FEK;=8@ 8D 3+0；O? 5EJ=D=KA;=8@ 8D 1+0；P? 5EJ=D=KA;=8@ 8D

3+0

图 , 融合蛋白裂解过程的 51&’电泳跟踪分析
<=>?, 1@A$BC=C JICE$;C AD;IJ ;4I %J8KICC 8D ;4J82R=@ A@F G:-J RB 51&’

1? +4J82R=@ %J8KICC 0 ? 5J8;I=@ 28$IKE$AJ 2AJMIJ；/? <EC=8@ %J8;I=@ RID8JI %J8KICC=@>；,? 5J8;I=@ AD;IJ %J8KICC=@>

-? G:-J %J8KICC 0 ? 5J8;I=@ 28$IKE$AJ 2AJMIJ；/ S P? 1@A$BC=C 8D %J8;I=@ %IJ ;4JII 48EJC
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!"# 分离纯化
按照方法 !"#"$，对反应后的产物进行纯化，产

物 %!! 出现在洗脱曲线的中部，约 &"# ’ &"#$()*+,
-./*浓度处。而大部分的杂蛋白包括酶切分离后
的 01%蛋白和化学裂解产生的大量杂蛋白组份都
在梯度洗脱之前流出了。收集样品，/!2 反相柱浓

缩样品，并除去样品中的尿素和盐分，冷冻干燥称重

约 !&(3和 !&"2(3。/!2反相柱具有一定的分离作
用，胸腺素!约在 4$5 ’ 6&5的乙腈浓度处被洗脱
下来，经脱盐的产物多肽电泳结果如图 67，纯度分
别达到了 8&5以上（图 69）。

图 6 7%!和 :%!的鉴定
;<3=6 >?@AB<C<D.B<)A )C EFG<C<@? 7%! .A? :%!

7= H70I E.BB@GA ! = HFG<C<@? 7%!；#= H@EB<?@ (.GJ@G；4= HFG<C<@? :%!；

9= KH,/ @*FB<)A (.E )C 7%! LM /!2 G@N@GO@ EP.O@

!"$ 样品的鉴定
脱盐的样品首先进行质谱测定，结果分别为

44QQ和 4&QQ（图 $7、9）。按照方法 !"#"R 进行体外

细胞活性检测（表 !），结果表明融合表达的蛋白同
样具有刺激淋巴细胞增殖的活性，而纯化的 7%! 4!
肽和 :%! #2肽则具有较高的活性。

图 $ 7%!与 :%!的质谱分析 77%! 的质谱分析；9:%!得质谱分析
;<3=$ :1 )C 7%! .A? :%!
7 :1 )C 7%!；9 :1 )C :%!

% 讨 论
本实验采用基因工程的方法，将胸腺素!肽与

谷胱甘肽巯基转移酶融合的方法进行表达，不仅获

得了较高的表达量，提供了一种快速纯化方法，大大

简化了纯化过程，而且避免了化学合成所造成的较

高毒性和小分子量肽段单独表达后不利于检测、纯

化等缺点。另外本实验由于采用了大肠杆菌自身偏

好的密码子来构建肽基因，不仅使 (S-7的翻译效
率提高，而且也有效地避免了宿主菌蛋白酶的攻击，

在宿主细胞内获得了较高的表达，经发酵后的表达

量达到了细胞总蛋白的 4$5左右，高于 01%的平均
表达水平约 $&5。由于胸腺素!肽内部并不存在
:@B位点和 7G3位点，因此可以考虑惯用的化学降解
手段或者蛋白酶加工的方法，从而解决宿主蛋白与

多肽的正确分离问题。

本结果证明胸腺肽!!的 -T端融合和延长 4个
氨基酸残基以及非乙酰化的 #2肽并不影响其生物
学活性，二者均表现出了与化学合成 #2肽相近的生
物学活性，因而非乙酰化的 4! 肽和 #2 肽均可用于
临床或生物活性研究。虽然胸腺素与 01% 的融合
蛋白的活性较低，但考虑到其较大的分子量（与 #2

66$ 生 物 工 程 学 报 !2卷



肽分子量的比值约为 !" # !），因此以摩尔比值来表
示活性数据，则融合蛋白的活性下降并不明显。另

外，方法提供的大量制备 $!肽的方法，为进一步研
究通过化学方法得到 %&端正确加工和乙酰化修饰

的 ’!!打下了坚实的基础。同时，考虑到此法在多
肽表达方面的可操作性，因此同样可以应用于大量

制备其他的相关活性多肽。

表 ! 多肽与融合蛋白的活性检测
"#$%& ! ’()*+*), )&-) ./ 0&0)*1&- #21 /3-*.2 04.)&*2

()*+ ,- ./01*/,2 3’! 4’! ’!! 56’&3’! 56’&4’!
78 !" 9)01+ ":!;< ":=>> ":==" ":!<; ":!<$

()*+ ,- /2?@+)A+ $B:>7C B<:B"C 7!:BBC $":$"C =B:="C
7< !" 9)01+ ":=>! ":=7B ":=!$ ":$=< ":=="

()*+ ,- /2?@+)A+ BB:$"C 8B:;"C >8:=$C !=B:B"C 7!:>"C
7; !" 9)01+ ":=B8 ":$=! ":==> ":!;= ":!<>

()*+ ,- /2?@+)A+ <>:!$C !=!:>"C 7>:B!C $=:>"C =B:8"C
7!" !" 9)01+ ":$>$ ":>$= ":=>= ":!<8 ":!B"

()*+ ,- /2?@+)A+ !$B:$=C !;8:;"C B8:!>C =;C !"C
7!! !" 9)01+ ":=7B ":=!" ":$"! ":!;" ":!B!
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