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研究报告                                                               

力生长因子在大肠杆菌中的表达及活性分析 

张兵兵 1,2, 江鹏 1,2, 鲜成玉 1,2, 李玉筱 1,2, 李大军 1,2, 唐丽灵 1,2, 王远亮 1,2 
1 重庆大学生物工程学院, 重庆 400030 
2 重庆大学国家“985 工程”生物材料与仿生工程研究中心, 重庆 400030 

摘  要: MGF(Mechano-growth factor)是一种 IGF-1 变体形式, 研究发现该因子具有应力敏感性, 并且具有促进肌肉肥

大、再生以及神经损伤修复的功能。通过 RT-PCR 从拉伸刺激的人成骨细胞中克隆 MGF cDNA 序列, 并去除 5'端 9 bp

的序列, 使 N 端缺少对肠激酶(Enterokinase, EK)具有抑制作用的脯氨酸, 将截短型 MGF (des(1-3) MGF) cDNA 序列克隆

入 pET32a(+)质粒, 构建重组表达质粒。重组质粒转化 E. coli BL21(DE3), 在 30oC 培养下以可溶形式表达融合蛋白 Trx/ 

des(1-3)MGF, 采用离子交换层析和 Ni2+金属亲和层析, 获得纯度 95%以上的融合蛋白。再对融合蛋白 EK 酶切, rpHPLC

分离获得纯度达 98%的 des(1-3)MGF, SDS-PAGE 及质谱分析蛋白分子量与理论值相符。生物活性实验显示, 所制备的

des(1-3)MGF 比 des(1-3)IGF-1 更显著的促进 MC3T3-E1 细胞的增值和迁移。 

关键词 : 胰岛素样生长因子 -1, 力生长因子 , 原核表达 , 增殖 , 迁移  
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Abstract: Mechano-growth factor (MGF) is one of IGF-1 isoforms. MGF is mechanosensitive and has important functions in 
muscle hypertrophy, regeneration and nerve injury recovery. In this study, MGF cDNA (330 bp) was cloned from stretched 
osteoblasts by RT-PCR. In order to avoid prolin residue inhibiting enterokinase cleavage, 9bp of MGF cDNA 5′ end sequence was 
truncated by primer, then the obtained truncated MGF (des(1-3)MGF) cDNA (321 bp) was subcloned in pET32a(+) vector to 
construct a prokaryotic recombination expression plasmid. Trx/des(1-3)MGF fusion protein, existing in forms of solution, was 
expressed in transformed Escherichia coli strain BL21(DE3) by IPTG induction at 30oC. The supernatant of cell lysates was 
subjected to ion exchange chromatography and Ni2+ metal affinity chromatography, and the fusion protein was obtained with the 
purity over 95%. After the fusion protein was cleaved by enterokinase, Trx and des(1-3)MGF was isolated by reverse-phase HPLC. 
Through these procedures, des(1-3) MGF was obtained with the purity of 98%. The protein molecular mass was conformity to the 
theoretical value by SDS-PAGE and mass spectrometry analysis. The purified des(1-3)MGF was incubated with MC3T3-E1 for cell 
proliferation and migration assays. The results show that des(1-3)MGF exhibited more facilitative effects on proliferation and 
migration of MC3T3-E1 than that of des(1-3)IGF-1. 

Keywords: insulin-like growth factor-1(IGF-1), mechano-growth factor (MGF), prokaryotic expression, proliferation, migration 
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IGF-1 是一种重要的生理调控因子, 在胚胎期

和出生后的发育过程中具有重要作用, 同时在整个

生命过程中它都通过调节细胞的增殖、分化、凋亡

来影响各种组织的动态平衡以及组织功能。在以往

对 IGF-1 的研究中, 认为它由肝脏产生, 是一种通

过循环系统发挥功能的内分泌型生长因子[1]。最近, 

在受应力刺激的肌肉、骨骼, 以及损伤的肌肉、神

经组织中发现一种 IGF-1 变体在局部组织中高表达, 

该变体除了包含成熟 IGF-1 的全部序列外, 在羧基

端(C 端)多出 40 个氨基酸(Amino acid, aa)的延伸肽(E

肽), 因为这种因子在肌肉中具有应力刺激敏感性, 故

命名为力生长因子(Mechano-growth factor, MGF)[2−5]。

MGF 以自分泌/旁分泌的方式发挥功能, 与锻炼引起

的肌肉肥大相关, 具有治疗肌肉萎缩或神经损伤的潜

在价值, 因此受到广泛关注[6,7]。MGF 主要由发生应激

反应的局部组织表达, 在体内的半衰期短[8], 直接从

动物体内获取该因子较困难。通过基因工程制备重组

蛋白, 是大量获得该因子的有效途径。长期以来, 胰岛

素和 IGF-1 在大肠杆菌(Escherichia coli)中的表达有大

量研究, 并获得成功[9,10]。本研究以 pET32a(+)质粒作

载体, 利用它提供的 T7 启动子, 以及 Trx 蛋白, 采用

融合蛋白的表达策略获得 MGF 类似物 des(1-3)MGF。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
pET32a(+)质粒、 E. coli 菌株 BL21(DE3)均为

Novagen (Madison, WI, USA)产品。质粒提取试剂

盒、PCR 试剂、内切酶、连接酶均购自 TaKaRa (Dalian, 

China)。所有蛋白层析操作在 AKTA explorer 100 上

进行, 层析柱填料为 Amersham Biosciences (Uppsala, 

Sweden)产品。HPLC 分析在 Waters 600 (Waters, USA)

上进行, 质谱分析用 Agilent 1100 MSD SL (USA)型

质谱仪。 Des(1-3)IGF-1 和 Enterokinase 分别为

Peninsula Laboratories 和 Sigma 公司产品。MC3T3-E1

购置中国科学院上海细胞库, Milicell-PCF 培养小室

为 Milicell 公司产品。 

1.2  重组质粒的构建 
MGF cDNA 序 列 (GenBank Accession No. 

AX147742)通过 RT-PCR 从拉伸刺激的成骨细胞中

扩增获得[5]。再次通过 PCR 去除 cDNA 5′端 9 bp 的

序列, 获得 des(1-3)MGF cDNA, 同时引入 BamH I

位 点 以 及 肠 激 酶 (Enterokinase, EK) 酶 切 位 点

[(Asp)4-Lys], 在 3′ 端引入翻译终止密码以及 EcoR I

位点。将构建好的序列插入 pET32a(+)的 BamH I 与

EcoR I 之间 , 获得 N 端连接 Trx 融合配体的

pET32a(+)/des(1-3)MGF 重组质粒 , Trx 与 des(1-3) 

MGF 之间有 6His、EK 酶切位点等序列连接。将构建

好的重组质粒, 转化 E. coli DH5α进行扩增, 并通过

酶切和测序鉴定。 

1.3  重组蛋白的表达 
鉴定正确的重组质粒转化 BL21(DE3)菌株, 挑

取阳性克隆接种到含 100 u/mL Amp 的 LB 培养基

(LA)中, 30oC, 150 r/min 培养过夜作为种子液。摇瓶

表达条件: 种子液 1:20 (V/V)转接到 LA 培养基，培

养物在 37oC, 250 r/min 的条件下培养 , 通过检测

OD600 值控制细菌在对数生长期内进行诱导。发酵条

件: 种子液 1:20 (V/V) 转接到 M9CA培养基中, 37oC

培养, 低温诱导, 溶氧 50%, 氨水调节 pH 7.0。补料

流加液: 30% 葡萄糖、5%胰蛋白胨、3%酵母提取物、

50%甘油。对不同诱导温度、诱导时间和 IPTG 浓度

进行优化实验。 

诱导结束后, 将所有培养物收集, 4oC, 10 000 r/min

离心 10 min, 获细胞沉淀。将细胞沉淀在−20oC 和

37oC 反复冻融两次, 然后 1:10 (W/V) 重悬在 Buffer 
A (50 mmol/L Tris-HCL, pH 9.5, 5 mmol/L EDTA,  
0.2 mg/mL Lysozyme)中, 37oC 缓慢搅动 30 min, 再

将获得的粘稠物置于冰上分批进行超声破菌, 每次

500 mL, 超声功率 50 W, 脉冲 15 s, 间歇 5 s, 共进

行 50 次。超声至破菌溶液不再粘稠, 将溶液在 4oC, 

12 000 r/min 离心 15 min, 沉淀和上清分别进行

SDS-PAGE 分析。 

1.4  重组蛋白的纯化 
将离心获得的含 Trx/des(1-3)MGF 的上清溶液, 

进行阴离子交换层析, 层析柱 Q Sepharose FF 先用

Buffer B (25 mmol/L Tris-HCL, pH 8.0)平衡, 上样结

束, 继续用 Buffer B 复平衡去除非特异性结合蛋白, 

结合蛋白用补加了 0.3 mol/L NaCl 的 Buffer B 洗脱。

接着, 在蛋白洗脱液中补加 30 mmol/L 的咪唑, 加

载 Ni2+ Chelating Sepharose FF 层析柱, 上样前柱体

经 Buffer C (25 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 30 mmol/L 

Imidazole, 0.3 mol/L NaCl)平衡, 上样结束, 柱体用

Buffer C 再次平衡。牢固结合在层析柱上的目的蛋
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白用含咪唑的 Buffer C 梯度洗脱。含融合蛋白的洗

脱液, 在 Buffer C 中, 4oC, 透析 12 h, 去除咪唑。 

纯化得到的 Trx/des(1-3)MGF 冻干浓缩至浓度 

5 mg/mL, 然后以下述条件进行 EK 酶切: 2.5 mg 融

合蛋白, 用酶 0.1 u, 37oC, 缓慢搅动, 反应 3 h。反应

混合物 HCL 调节 pH 到 3.0, 通过 rpHPLC 进一步分

离, 层析柱填料为 Source 15 RPC。流动相组成如下: 

H2O-0.1% CF3COOH (流动相 A), 80% CH3CN-0.1% 

CF3COOH (流动相 B)。rpHPLC 制备获得的 des(1-3) 

MGF 经质谱鉴定。 

1.5  生物活性分析 
MTT 法比较分析 des(1-3)MGF 和 des(1-3)IGF-1

对 MC3T3-E1 细胞增殖的影响[11]。细胞制成 3×105

个/mL 的α-MEM (含 10%胎牛血清)悬液, 100 μL/孔

接种到 96 孔板 , 培养 12 h, 更换无血清的新鲜

α-MEM, 进行血清饥饿 12 h 后加入含不同浓度

des(1-3)MGF 和 des(1-3)IGF-1 (10、20、50、100 ng/mL)

的α-MEM, 继续培养 24 h, MTT 法分析细胞量。 

通过 Milicell-PCF 迁移小室分析 des(1-3)MGF

对细胞迁移的影响 [11,12] 。在 24 孔板中加入含     

25 ng/mL des(1-3)MGF 或 des(1-3)IGF-1 的无血清

α-MEM 300 μL/孔, 然后将 Milicell-PCF 小室置于其

中 , 再 将 无 血 清 的 200 μL 细 胞 悬 液 接 种 在

Milicell-PCF 小室, 培养 24 h 后去除培养液, 棉签清

除滤膜上表面未迁移细胞, 迁移到下表面的细胞经

苏木素染色, 显微镜下对每组实验取 10 个视野计数, 

然后取平均值, 比较细胞的迁移能力。 

2  结果 

2.1  pET32a(+)/des(1-3)MGF 重组质粒的构建 
从拉伸刺激后的人成骨细胞中 RT-PCR 扩增

MGF cDNA (330 bp) 序列 [5], 再次设计引物 , 在

MGF 基因序列的 N 端引入 EcoR I 位点和 EK 酶切位

点, 为了避免第 2 位脯氨酸对 EK 酶切的抑制作用

[pET System Manual], 去除 5′端 9 bp 的序列, 在 3′ 

端引入翻译终止密码, 以及 BamH I 位点, 重组序列

共计 348 bp。构建好的 des(1-3)MGF 重组序列克隆

入 pET32a(+)质粒的 BamH I 与 EcoR I 之间, 使得

des(1-3)MGF 位于 Trx 蛋白的阅读框内 , 实现

Trx/des(1-3)MGF 融合表达, 在 des(1-3)MGF 的 N 端

引入 EK 酶切位点, 便于将 Trx 与 des(1-3)MGF 分离

(Fig. 1)。重组质粒在 DH-5α菌株中扩增, 提取质粒

经过酶切和测序鉴定(结果未显示)。 

 
图 1  重组结构示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of recombination construction 
Des(1-3)MGF was expressed as fusions to the C-terminus of Trx. 

The fusion construction has six histidines, an enterokinase 
recognition, cleavage site positioned at the N-terminus  

of des(1-3)MGF 
 

2.2  重组蛋白的表达 
通过 OD 监测, 控制诱导时间点位于细菌的对

数生长期内。结果显示, IPTG 诱导后, 细胞的生长

率明显降低, 摇瓶表达, 温控 30oC 诱导培养 4 h, 收

获菌体湿重约 20 g/L, 破菌溶液经 SDS-PAGE 分析, 

在分子量标准 31 kD 附近有明显的特异条带产生, 

Trx/des(1-3)MGF 融合蛋白的理论分子量为 33 kD, 

可初步确定该特异条带即为融合蛋白, 约占细菌总

蛋白的 15%, 融合蛋白主要位于上清液中 (Fig.2, 

Lane S)。发酵罐发酵, 菌体产量约为 120 g/L, 融合

蛋白表达可溶, 约占细菌总蛋白的 12%。通过对诱

导起始时间、IPTG 浓度、温度、诱导持续培养时间

的优化, 确定最佳表达条件是: 菌种以 1:20 (V/V)的

密度接种, 37oC培养, 摇瓶培养 OD600达到 0.6, 发酵

罐 OD600 达到 3 开始诱导, IPTG 浓度为 0.2 mmol/L, 

诱导过程中温度降低至 30oC, 继续培养 4 h。 

 
图 2  重组蛋白表达、纯化与酶切结果的 SDS-PAGE 分析 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of recombinant protein 
expression, purification and EK cleavage 

M: molecular weight marker; P: pellet sample from the cell lysates; 
S: supernatant sample from the cell lysates; Q: fusion protein eluted from 

Q Sepharose FF column; N, fusion protein purified by Ni2+ chelating 
Sepharose FF column; E: fusion protein cleaved by enterokinase 
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2.3  重组蛋白的纯化与分子量鉴定 
对破菌上清液中的融合蛋白进行三步层析操

作。首先通过离子交换层析, Trx/ des(1-3)MGF 融合

蛋白的理论等电点(pI)为 5.9, 蛋白溶液 pH 8.0 能使

融合蛋白净带负电荷, 通过 Q Sepharose FF 强阴离

子交换层析使目的蛋白的浓度提高到 80% (Fig. 2 

Lane Q)。第二步 , 将第一步中的洗脱液加载 Ni2+ 

Chelating Sepharose FF 亲和层析柱, 咪唑梯度洗脱, 

融合蛋白主要在 80 至 120 mmol/L 咪唑浓度之间被

充分洗脱, 洗脱的蛋白纯度可达 95% (Fig. 2 Lane 

N)。纯度达 95%的融合蛋白透析除去咪唑, 按上述

方法进行 EK酶切, 3 h即可将融合蛋白充分酶切, 酶

切比例达到 80% (Fig. 2 Lane E)。rpHPLC 分离酶切

混合物, 获纯度达到 98%的 des(1-3)MGF (Fig. 3a)。

质谱鉴定 des(1-3)MGF 的分子量为 12123.25, 在误

差范围内与理论计算值 12123.77 一致(Fig. 3b)。 

 

图 3  纯化蛋白的 HPLC 与质谱分析 
Fig. 3  HPLC and Mass spectrometry analysis of purified des(1-3)MGF 

(a)loading sample is the eluted fraction from Source 15 RPC column, 20 μL sample be analyzed, the absorbance was monitored at λ214nm, 
des(1-3)MGF absorbance peak were detected about 22.9 min, purity is 98%. (b) mass spectrometry analysis of purified des(1-3)MGF. 

Mw=12123 
 

 
图 4  des(1-3)MGF 和 des(1-3)IGF-1 对 MC3T3-E1 增殖

的影响 
Fig. 4  Effect of des(1-3)MGF and des(1-3)IGF-1 on 

MC3T3-E1 proliferation 
The result of MTT had shown, des(1-3)MGF significantly promoted 
MC3T3-E1 proliferation at concentrations 10, 20 and 50 ng/mL, but 
not 100 ng/mL. (P<0.01, comparisons were made between des(1-3) 

MGF and control (or des(1-3)IGF-1)) 

2.4  des(1-3)MGF 对 MC3T3-E1 增殖和迁移的影响 
MTT 法分析细胞增殖, 结果显示, 在 10、20、  

50 ng/mL 的浓度范围内 , 与对照组相比 des(1-3) 
MGF 和 des(1-3)IGF-1 均能显著促进细胞增殖

(P<0.01), des(1-3)MGF 作用组与 des(1-3)IGF-1 作用

组 OD 值相比较, 在 3 种浓度下前者分别是后者的

1.6、1.7、1.3 倍。在 100 ng/mL 的浓度下, 两种生长

因子对细胞的增殖作用均减弱, 其中 des(1-3)MGF
组与对照组间没有显著差异(Fig. 4)。 

对细胞迁移能力的影响通过穿过 Milicell-PCF
小室底部有孔膜的细胞数目来评价(Fig.5a)。实验中

生长因子的浓度采用 25 ng/mL 是因为文献报道该浓

度的 IGF-1 具有明显的促细胞迁移能力[18]。每组实

验取 10 个不同的视野细胞计数, 取平均值得: 对照

组 33 个, MGF 组 216 个, IGF-1 组 96 个(Fig. 5b)。因
此 des(1-3)MGF 组细胞迁移数分别是对照组的 6.5
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倍, 是相同浓度 des(1-3)IGF-1 处理组的 2.5 倍。 

 
图 5  des(1-3)MGF 和 des(1-3)IGF-1 对 MC3T3-E1 细胞

迁移的影响 
Fig. 5  Effect of des(1-3)MGF and des(1-3)IGF-1 on 

MC3T3-E1 migration 
(a) migrated cells in one random microscopic field (×200), (b) 

average of 10 microscopic fields in each group 
 

3  讨论 

MGF 和 IGF-1 属于胰岛素家族成员, 原核表达

胰岛素取得了巨大成功, 已经在临床上广泛用于糖

尿病的治疗, IGF-1 与前胰岛素有 62%的同源性, 也

是一种具有重要临床价值的生长因子, 并有 E. coli

表达 IGF-1 成功的报道[9,10]。MGF 是 IGF-1 的一种

前体形式, 因其有望成为治疗肌肉萎缩和损伤修复

的新型药物而倍受关注[6−8,13,14]。MGF 包含 IGF-1 的

全部序列 , 具有与 IGF-1 相同的二硫键配对方式 , 

区别在于 MGF 具有 C 端 40 个 aa 的 E 肽。IGF-1 含

有三对二硫键, 在 E. coli 的胞质环境中很难形成正

确的配对, 因为错配几率高, 体外复性 IGF-1 包含

体较困难, 以往的研究显示包含体 IGF-1 的复性率

最多只有 50%[10, 15]。因为 MGF 与 IGF-1 有 70 个 aa

一致的序列, 我们推测 MGF 也面临 E. coli 表达无活

性的问题。将目的蛋白与可溶性好的蛋白融合表达

是提高蛋白可溶性的有效策略 , 我们分别采用

pMAL-c2x 和 pET32a(+)两种质粒构建 des(1-3)MGF

融合表达系统 , 前者实现麦芽糖绑定蛋白(MBP)和

des(1-3)MGF 的融合表达, 后者是硫氧还蛋白(Trx)

与 des(1-3)MGF 融合表达。MBP/des(1-3)MGF 能实

现高表达 , 但产物仍以包含体为主(数据未显示)。

Trx/des(1-3)MGF 融合蛋白的表达, 通过改变诱导温

度来调节蛋白的表达速度, 改变蛋白折叠的热力学

环境, 实现了融合蛋白可溶表达。 

pET32a(+)质粒中, 在 Trx 序列之后有紧接着的

6His 标签, 利用 His 与 Ni2+间的配位亲和作用, 使得

融合蛋白得到了有效纯化。为了从融合蛋白中分离

出目标蛋白, 在 des(1-3)MGF 的 N 端设计 EK 酶切

位点, 酶切位点邻近的氨基酸残基会对酶切效率产

生影响, 尤其是紧随其后的脯氨酸对酶切具有抑制

作用。完整 MGF 的第二位脯氨酸可能表现出这种抑

制作用, 因此有必要去除或突变。在哺乳动物中存

在一种 N 端缺少 3 个 aa 的截短型 IGF-1 (des(1-3) 

IGF-1), 研究发现 des(1-3)IGF-1 具有比完整 IGF-1

更高的活性 [16,17]。受到该现象的启发 , 我们截去

MGF N 端 3 个 aa, 在不降低 MGF 活性的前提下提

高了酶切效率, 后续活性实验显示这种截短型 MGF

具有非常高的促进细胞增殖和迁移的活性。 

目前对 MGF功能的研究显示, MGF能够明显的

促进应力损伤后的肌肉再生, 并认为这种功能是由

于 MGF 激活了肌肉内处于静息状态的肌卫星细胞

增殖 , 并且促进细胞迁移 , 从而参与肌纤维融合完

成再生修复[8,18]。体外实验证实了这一点, 比较 MGF

和 IGF-1 转染的 C2C12 成肌细胞发现, MGF 能促进

该细胞增殖抑制分化, 而 IGF-1 具有促进分化的作

用[19], 同时 Philippe 等的实验显示 MGF 的 C 端 E 肽

具有促进 C2C12 细胞迁移的功能[12]。以往的实验使

我们认为 MGF 也可能与应力刺激下骨密质的增加

有关[5], 本实验中利用成骨细胞前体细胞 MC3T3-E1, 

研究所制备的 des(1-3)MGF 可能的生物活性。增殖

实验显示, 我们所制备的 des(1-3)MGF 在一定的浓

度 范 围 内 比 des(1-3)IGF-1 具 有 更 高 的 促 进

MC3T3-E1 增殖的作用, 其中 10、20 ng/mL 的促进

作用最大, 在 50、100 ng/mL 的浓度下对细胞的增殖

促进能力减弱 , 造成这种现象的原因 , 一方面可能

存在促细胞增殖的浓度阈值, 另一方面可能与样品

中存在某些细胞毒性物质的浓度相应提高有关。细

胞迁移实验显示, 25 ng/mL 的 des(1-3)MGF 要比同

浓度的 des(1-3)IGF-1 对细胞迁移的促进作用更为明

显。目前对于 MGF 与 IGF-1 表现出来的功能差异, 
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主要认为是由于 MGF 的 C 端 E 肽所致, 并认为细胞

表面存在一种 E 肽的特殊受体, 因此 MGF 可能不通

过 IGF-1R 进行信号转导, 而是存在独立的信号转导

通路, 并且 MGF 通过调节细胞中纤维蛋白溶解系统

和基质金属蛋白酶系统的表达促进细胞迁移[12,19]。

上述实验表明, 我们通过原核表达的 MGF 类似物

des(1-3)MGF 具备相应的生物活性, 这将有助于对

MGF 进行更深入的结构和功能研究。 
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