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摘  要 : 成纤维细胞生长因子-21 (FGF-21) 作为近期发现的新型代谢调节因子，因其具有独立于胰岛素调节糖

脂代谢、增加胰岛素敏感性等作用，有望成为治疗糖尿病的新型药物。包涵体形式表达外源蛋白表达量及纯度

高，但是以 pET 载体表达时，FGF-21 以包涵体形式表达，且复性率及产率低，蛋白活性降低[1]。针对这一瓶

颈问题，用 SUMO 载体首次以包涵体形式表达带有 SUMO 标签的 hFGF-21，通过优化培养条件，并应用中空

纤维柱膜过滤技术对菌体进行富集，对包涵体进行洗涤、变性及复性，经过亲和层析、凝胶过滤层析的纯化方

法，得到了成熟的 hFGF-21，在保证蛋白活性的同时增加了蛋白的产量及纯度。通过检测 HepG2 细胞葡萄糖

吸收及 2 型糖尿病 db/db 小鼠短期及长期血糖变化鉴定其降糖生物学活性。结果表明，以包涵体形式表达

hFGF-21 (ihFGF-21) 的表达量是可溶形式表达的 hFGF-21 (shFGF-21) 的 3 倍，最终 ihFGF-21 的收率为      

20 mg/L，而 shFGF-21 的收率仅为 6 mg/L。ihFGF-21 的纯度可达到 95%以上，而 shFGF-21 仅能达到 90%左

右；在细胞水平和动物水平上两者的降糖生物学活性一致。在保证 hFGF-21 生物学活性的前提下，与传统包

涵体途径提取目的蛋白的方法相比，应用中空纤维柱膜过滤技术使 hFGF-21 的生产周期缩短了约 1/3 左右。综

上所述，此法为 FGF-21 中试及工业化生产提供了高效、经济的策略。 

关键词 : 成纤维细胞生长因子-21，中空纤维柱膜过滤技术，蛋白表达，糖尿病 
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Improvement of yield and purity of human fibroblast  
growth factor-21 
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Biopharmaceutical Teaching and Research Section, College of Life Science, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, 
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Abstract:  Fibroblast growth factor -21 (FGF-21) is a recently discovered metabolic regulation factor, regulating glucose 

and lipid metabolism and increasing insulin sensitivity. FGF-21 is expected to be a potential anti-diabetic drug. Expression 

of FGF-21 as inclusion bodies has advantages for high yield and purity, but the bioactivity of the protein is almost totally 

lost after denature and renature. That is why FGF-21 is currently expressed in soluble form. As a result, the yield is 

considerably low. In this study, we used SUMO vector to express SUMO-human FGF-21 (SUMO-hFGF-21) in form of 

inclusion body. We optimized the culture conditions to increase the yield of the bioactive human fibroblast growth factor-21. 

We applied the hollow fiber membrane filtration column to enrich the bacteria, wash, denature and renature inclusion 

bodies. After affinity and gel filtration chromatography, we examined the hypoglycemic activity of FGF-21 by the glucose 

uptake assay in HepG2 cells. We also detected the blood glucose concentration of type 2 diabetic db/db model mice after 

short or long-term treatment. The results show that the yield of ihFGF-21 was 4 times higher than that of shFGF-21. The 

yield was 20 mg/L for ihFGF-21 vs. 6 mg/L for shFGF-21. The purity of ihFGF-21 was above 95%, while shFGF-21 was 

90%. Compared with the traditional method of extracting inclusion bodies, the production cycle was about three times 

shortened by application of hollow fiber membrane filtration column technology, but the bioactivity did not significantly 

differ. This method provides an efficient and cost-effective strategy to the pilot and industrial production of hFGF-21. 

Keywords:  fibroblast growth factor-21, hollow fiber membrane filtration column, protein expression, diabetes 

成纤维细胞生长因子-21 (FGF-21) 是成纤

维细胞因子家族的新成员[1]，具有不依赖胰岛素

调节糖脂代谢[2]，改善胰岛素抵抗，提高靶组织

对胰岛素敏感性等多种代谢调控功能，不会导

致低血糖、水肿、过敏等毒副作用[3]。FGF-21

在糖尿病临床应用方面具有很大的潜力，给糖

尿病患者带来新希望[4]。 

大肠杆菌以包涵体形式表达外源蛋白，具

有表达量及纯度高的突出优点，而可溶形式表

达目的蛋白不仅产量低，而且上清中含有大量

宿主细胞染色体翻译表达的杂质蛋白，纯化工

艺复杂[5-6]。目前，科研人员却仍以大肠杆菌表

达可溶形式 FGF-21，这是因为 FGF-21 蛋白本

身结构与性质使其表达量及复性率降低[1-7]，复

性后蛋白活性减弱甚至丧失。科研人员曾用多

种表达载体及优化各种方法以包涵体形式表达

FGF-21，但均未能解决上述问题。 

本实验采用 SUMO表达载体首次以包涵体

形式表达 hFGF-21，突破了传统包涵体离心洗

涤，人工变复性的复杂生产工艺，将中空纤维

柱膜过滤技术应用于包涵体形式蛋白的整个生

产过程中。最终，90%以上 SUMO-hFGF-21形

成包涵体，其表达量约为可溶性表达的 3 倍；

由于复性条件温和及作为分子伴侣的 SUMO
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标签促进了蛋白质的正确折叠[8]，使 hFGF-21

复性率显著提高，获得的 ihFGF-21生物学活性

较 shFGF-21 无显著差异，为 hFGF-21 由实验

室向中试及产业化生产提供了更经济、更高效

的策略。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  工程菌 

携带 pSUMO-hFGF-21 质粒的工程菌由东

北农业大学生物制药教研室提供。 

1.1.2  试剂 

异丙基硫代 β-D-半乳糖苷  (IPTG)、溶菌

酶、氨苄青霉素 (Amp) 购自 TaKaRa 公司。

葡萄糖检测试剂盒购自北京金豪制药股份有

限公司。Quixstand 膜处理系统，750 kDa 和   

10 kDa 中空纤维柱，AKTATMpurifier100 系统，

Ni Sepharose 6 FF及 HiPrep 26/10 Desalting 均

购自 GE公司。 

1.1.3  实验细胞及动物 

HepG2 细胞为东北农业大学生物制药教研

室提供。db/db小鼠购自上海斯莱克实验动物有

限责任公司，动物质量合格证号 SCXK(沪)2013- 

0002。 

1.2  方法 

1.2.1  人成纤维细胞生长因子 -21 融合蛋白 

(iSUMO-hFGF-21) 的包涵体表达 

取保存于–80 ℃的携带 pSUMO-hFGF-21 质

粒的工程菌，在含有氨苄青霉素 (100 U/mL) 的

TB固体培养基上划线，37 ℃培养过夜; 挑取单菌

落，接种于 20 mL TB培养基中，37 ℃培养 10 h

后，以 1∶100的比例接种于 500 mL含氨苄青霉素 

(100 U/mL) TB 培养基中，37 ℃培养约 3.5 h，

A600=0.6–0.8时，加入IPTG至终浓度为 0.25 mmol/L，

37 ℃诱导 4 h后，4 000 r/min离心 30 min收集菌

体，15% SDS-PAGE鉴定表达量。 

1.2.2  iSUMO-hFGF-21包涵体的提取、洗涤、

变性及复性 

将收集的菌体按 1 g/10 mL的比例悬浮于平

衡缓冲液 (40 mmol/L咪唑，500 mmol/L NaCl，

20 mmol/L Na3PO4，pH 7.4) 中，加入终浓度为

1 mg/mL的溶菌酶，冰上放置 1 h，超声波破碎

菌体细胞  (工作 1 s，间隔 1 s，4 min/次，      

共 3次)。 

用 750 kDa中空纤维柱超滤膜富集包涵体，

弃去渗透端流出液体。当总体积约为 50 mL时，

加入  200 mL 洗涤液  (20 mmol/L Na3PO4，    

2 mol/L尿素，150 mmol/L NaCl，pH 8.0) 洗涤

包涵体，当溶液体积为 50 mL，再向其中加入洗

涤液至 200 mL。重复上述实验 4次。 

在 750 kDa的中空纤维柱超滤膜中，关闭渗

透端，向洗涤后的包涵体中加入 200 mL的变性

液 (20 mmol/L Na3PO4，8 mol/L Urea，150 mmol/L 

NaCl，pH 8.0)，循环变性 2 h。完全变性后，打

开渗透端，渗透端收集液即为 iSUMO-hFGF-21

变性液。用 10 kDa 中空纤维柱对变性后的

iSUMO-hFGF-21 进行复性：将盛有复性液的三

角瓶 (20 mmol/L Na3PO4，150 mmol/L NaCl，

pH 8.0) 用胶皮管与中空纤维柱的储液器连接。

向储液器中加入变性液后，打开透过端，由于

储存器中产生负压，使复性液以一定的速度滴

加至变性液中，缓慢复性。当加入复性液总体

积为变性液体积 20倍时，8 000 r/min、4 ℃离

心 20 min，收集上清，即完成 iSUMO-hFGF-21

的复性。 
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1.2.3  ihFGF-21的纯化 

用平衡缓冲液(40 mmol/L咪唑，500 mmol/L 

NaCl，20 mmol/L Na3PO4，pH 7.4) 平衡 Ni 

Sepharose 6 FF亲和层析柱 5个柱体积后，上样。

再用平衡缓冲液洗去非特异性吸附的杂质蛋

白，洗脱液  (500 mmol/L 咪唑，500 mmol/L 

NaCl，20 mmol/L Na3PO4，pH 7.4) 洗脱融合蛋

白 iSUMO-hFGF-21，收集洗脱峰。经 Sephadex 

G-25 脱盐柱将 iSUMO-hFGF-21 置换到磷酸盐

缓冲溶液  (50 mmol/L Na3PO4，150 mmol/L 

NaCl，pH 7.0) 中，加入 SUMO 蛋白酶 I至终

浓度为 2 mmol/L，4 ℃酶切过夜 [9]。再经 Ni 

Sepharose 6 FF 亲和层析，收集流穿液，15% 

SDS-PAGE 电泳检测目的蛋白 ihFGF-21的产量

及纯度。 

1.2.4  shFGF-21的表达与纯化 

将携带重组质粒 pSUMO-hFGF-21 的工程

菌，划线培养；单菌落接种至 20 mL含氨苄青

霉素 (100 U/mL) LB 培养基中，37 ℃培养 10 h，

按 1%的比例接种于 500 mL/瓶含氨苄青霉素 

(100 U/mL) LB 培养基三角瓶中，37 ℃培养  

2.5 h，A600=0.3–0.4 时，加入 IPTG 至浓度为     

0.25 mmol/L进行诱导，4 h后 4 000 r/min、4 ℃

离心 30 min，以 1 g/10 mL的比例重悬菌体，放

置–20 ℃保存；待收集上述菌体 20 L后，超声

波破碎；破碎完全后 4 000 r/min、4 ℃离心    

30 min。shFGF-21 纯化策略，产量和纯度检验

方法与上述 ihFGF-21相同。 

1.2.5  免疫印迹法检测 ihFGF-21 

以 shFGF-21作为阳性对照，BSA作为阴性

对照，将纯化的产物进行 15% SDS-PAGE电泳

然后转至硝酸纤维素膜上。转膜完成后，经 5%

脱脂奶粉-PBS-0.05%Tween 20室温封闭 2 h，与

兔抗人 FGF-21单抗反应 12 h，PBS洗涤 5次，

每次 5 min。再与 HRP 偶联的羊抗兔二抗室温

反应 2 h，洗涤后加入发光底物 DAB避光显影。 

1.2.6  ihFGF-21 与 shFGF-21 细胞水平上生物

学活性的比较 

利 用 葡 萄 糖 氧 化 酶 - 过 氧 化 物 酶 法 

(GOD-POD)[10]检测 hFGF-21促进细胞糖吸收的

生物学作用。HepG2细胞饥饿 12 h后，分别用

10、100 及 1 000 nmol/L 的 ihmFGF21 蛋白和

shFGF21蛋白刺激细胞 24 h；在 24 h时，分别

取培养上清液 2 μL，加入到 200 μL葡萄糖检测

液中，37 ℃反应 5–10 min，在 490 nm波长下检

测其 OD 值。每孔重复 3 次，按公式计算细胞

对葡萄糖的消耗率并运用 SPSS 软件分析实验

结果，两组间数据比较采用 t检验。 

计算培养液中残留的葡萄糖的浓度，公式为： 

葡萄糖浓度  (mmol/L)= OD 样 品 /OD 标 准 ×    

5.55 mmol/L。 

计算细胞对葡萄糖的消耗率，公式为： 

细胞葡萄糖消耗率 (%)=[(C空白葡萄糖–C给药葡萄糖)/ 

C 空白葡萄糖]×100%。 

1.2.7  ihFGF-21 与 shFGF-21 调节 2 型糖尿病

模型 db/db鼠短期与长期生物学活性的比较 

将成模的 db/db小鼠随机分为 3组，每组 5

只。通过皮下注射的方式，给予各实验组相应

的蛋白 1次，剂量 0.5 mg/kg，模型对照组注射

相同体积的生理盐水，给药 3 h后，尾静脉取血

检测血糖浓度，比较两种蛋白调节模型小鼠血

糖的短期降糖效果。每天早上 8 点给药，连续

注射 16 d，每两天检测各处理组小鼠的血糖 1

次，停药后继续观察小鼠血糖 3 d，观察两种蛋

白的长期降糖活性的差异。 
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2  结果与分析 

2.1  iSUMO-hFGF-21 与 sSUMO-hFGF-21

的表达量分析 

取 3 mL 菌液，离心、破碎完全后，15% 

SDS-PAGE 电 泳 比 较 iSUMO-hFGF-21 与

sSUMO-hFGF-21的表达量，根据凝胶成像灰度

分析软件分析表明，iSUMO-hFGF-21的表达量

约是 sSUMO-hFGF-21的 3倍，结果如图 1所示。 

2.2  iSUMO-hFGF-21 包涵体的提取、洗涤、

变性及复性 

菌体破碎完全后，应用中空纤维柱对包涵

体进行洗涤，除去部分杂质蛋白、脂质、核酸

等。重复洗涤 3 次后，溶解包涵体，当溶液呈

棕黄色、透明状态时，打开渗透端，收集渗透

端流出液即为完全变性的 iSUMO-hFGF-21。用

10 kDa中空纤维柱对融合蛋白 iSUMO-hFGF-21

进行复性后，8 000 r/min、4 ℃离心 20 min，收 

 

 
 

图 1  SDS-PAGE 比较分析 iSUMO-hFGF-21 与

sSUMO-hFGF-21 诱导 4 h 的表达量 

Fig. 1  Expression analysis of the iSUMO-hFGF-21 
and sSUMO-hFGF-21 proteins. M: the relative 
molecular mass of standard proteins; 1: total protein of 
iSUMO-hFGF-21 cell lysates; 2: supernatant of 
iSUMO-hFGF-21 cell lysates; 3: precipitate of 
iSUMO-hFGF-21 cell lysates; 4: total protein of 
sSUMO-hFGF-21 cell lysates; 5: supernatant of 
sSUMO-hFGF-21 cell lysates; 6: precipitate of 
sSUMO-hFGF-21 cell lysates. 

集上清。经 SDS-PAGE 分析可知，洗涤及复性

过程中 iSUMO-hFGF-21几乎无损失，且洗涤后

iSUMO-hFGF-21包涵体的纯度为 73%，说明应

用中空纤维柱膜过滤技术，不仅提高了蛋白的

收率，而且提高目的蛋白的纯度，结果如图 2

所示。 

2.3  ihFGF-21 的纯化 

结果显示，经过 Ni Sepharose FF亲和层析 

(图 3)，Sephadex G-25脱盐，酶切以及再次应用 

 

 
 

图 2   SDS-PAGE 分析 iSUMO-hFGF-21 的纯度 

Fig. 2  Purity analysis of the iSUMO-hFGF-21 protein 
by SDS-PAGE. M: the relative molecular mass of 
standard proteins; 1: iSUMO-hFGF-21 before washing 

(20 μL); 2：iSUMO-hFGF-21before washing (10 μL); 3: 

iSUMO-hFGF-21 after washing; 4: supernatant of 
iSUMO-hFGF-21 after denaturing; 5: supernatant of 
iSUMO-hFGF-21 after refolding. 
 

 
 

图 3  iSUMO-hFGF-21 亲和层析纯化结果 

Fig. 3  Affinity chromatography result of 
iSUMO-hFGF-21. 
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亲和层析 (图 4) 后，收集流穿液即为成熟的

ihFGF-21，15% SDS-PAGE 电泳检测目的蛋白

hFGF-21的浓度及纯度。根据凝胶成像分析软件

灰度分析表明，ihFGF-21的纯度约为 95%以上，

最终收率约为 20 mg/L (图 5)。 

2.4  shFGF-21 的表达与纯化 

结果显示，经过 Ni Sepharose FF亲和层析 

(图 6)，Sephadex G-25脱盐，酶切以及再次亲和 

 

 
 
图 4  ihFGF-21 亲和层析纯化结果  

Fig. 4  Affinity chromatography result of ihFGF-21. 

 

 
 
图 5  iSUMO-hFGF-21 和 ihFGF-21 纯化后蛋白表

达量与纯度分析 

Fig. 5  Yield and purity analysis of the ihFGF-21 
protein after purification. M: the relative molecular mass 
of standard proteins; 1: iSUMO-hFGF-21 protein; 2, 3: 
mature ihFGF-21 after enzyme digestion and purification. 

 
 
图 6  sSUMO-hFGF-21 亲和层析纯化结果 

Fig. 6  Affinity chromatography result of sSUMO- 
hFGF-21. 

 

层析后，收集流穿液即为成熟的 ihFGF-21，15% 

SDS-PAGE 电泳检测 hFGF-21 的浓度及纯度。

根据凝胶成像分析软件灰度分析表明，shFGF-21

纯度为 90%，总的表达量为 6 mg/L (图 7)。 

2.5  ihFGF-21 与 shFGF-21 免疫印迹比较理

化性质的差异 

经 Anti-ihFGF-21 单抗的免疫印迹实验(其 

 

 
 

图 7  SDS-PAGE 分析纯化后 shFGF-21 的收率及纯度 

Fig. 7  Yield and purity analysis of the shFGF-21 
protein after purification. M: the relative molecular 
mass of standard proteins; 1: mature shFGF-21. 
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中 BSA 为阴性对照，shFGF-21 为阳性对照)，

硝酸纤维素膜上，阴性对照 BSA泳道为空白，

阳性对照 shFGF-21 与实验组 ihFGF-21 均出现

单一条带 (图 8)，证明纯化的目的蛋白为成纤

维细胞生长因子-21。 

2.6  ihFGF-21 与 shFGF-21 细胞水平上生物

学活性的比较 

结果如图 9所示，经过 10、100、1 000 nmol/L 

shFGF-21与 ihFGF-21分别刺激后的细胞，采用

GOD-POD法检测其葡萄糖吸收率；实验结果表

明，与空白对照组相比，两者均能显著增加细

胞葡萄糖吸收率，且呈剂量依赖性；不同浓度

的 shFGF-21 与 ihFGF-21 促进细胞糖吸收的生

物学活性无显著差异  (P=0.563>0.05)，说明

ihFGF-21 与 shFGF-21 细胞水平上促进 HepG2

细胞糖吸收的生物学活性并没有显著差异，证

明了采用中空纤维柱提取包涵体形式表达的

FGF-21时，并没有降低蛋白的生物学活性，此

种提取工艺可行。 

2.7  ihFGF-21 与 shFGF-21 对 db/db 糖尿病

模型鼠的短期降糖生物学活性的比较 

注射前后，注射生理盐水的模型对照组血

糖没有变化；注射 3 h后，模型对照组的血糖由

(16.02±4.29) mmol/L升至(16.18±1.79) mmol/L，

shFGF-21 组血糖由(15.92±4.301) mmol/L 降至

(10.02±3.43) mmol/L ， ihFGF-21 组 血 糖 由

(16.15±3.67) mmol/L降至(10.00±1.59) mmol/L。

与模型对照组相比，无论作用效果还是作用时

间，两种途径获得的成熟蛋白都表现出了良好

的降糖效果，血糖在注射 1 h 开始下降，注射   

3 h 降糖效果较模型对照组相比差异极显著，

shFGF-21组与 ihFGF-21组差异不显著，结果如

图 10所示。 

2.8  ihFGF-21 与 shFGF-21 对 db/db 糖尿病

模型鼠的长期降糖生物学活性的比较 

连续注射 16 d后，检测血糖。在长期调节

2型糖尿病模型 db/db鼠血糖的生物学功能上，

与模型对照组相比，ihFGF-21与 shFGF-21均表

现出了显著的差异，但两者之间无显著差异；

两者均能长期持续的调节 2型糖尿病模型 db/db

鼠的血糖，停止注射 3 d后，均恢复至与模型对

照组相同的血糖水平 (图 11)。说明此法可以保 
 

 
图 8  ihFGF-21与 shFGF-21免疫印迹比较理化性质

差异的分析 

Fig. 8  Physical properties analysis of the difference 
between the ihFGF-21 and shFGF-21 proteins. 
1: mature ihFGF-21; 2: mature shFGF-21; 3: BSA; M: the 
relative molecular mass of standard proteins. 

 

 
 

图 9  ihFGF-21与 shFGF-21细胞水平上生物学活性

的比较 

Fig. 9  Comparison of biological activity of 
ishFGF-21 and shFGF-21 on cell level. The cells were 
treated with 10, 100 or 1 000 nmol/L shFGF-21 or 
ihFGF-21. After 24 h treatment, glucose uptake by the 
model cells were examined using GOD-POD method. 
The values ( x ±s) shown are the average of 3 

independent measurements. **P< 0.01 vs control. 
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图 10  ihFGF-21 与 shFGF-2 对 db/db 糖尿病模型鼠

的短期降糖效果的比较 

Fig. 10  Comparation of ihFGF-21and shFGF-21 on 
short-term hypoglycemic effect. The db/db mice were 
treated with 0.5 mg/kg shFGF-21 or ihFGF-21. The 
blood glucose level of the model mice were examined 
at 0 h and 3 h. The values ( x ±s) shown are the average 

of 6 independent measurements. **P< 0.01 vs control. 

 
 

 

 
图 11  ihFGF-21 与 shFGF-21 对 db/db 糖尿病模型

鼠的长期降糖生物学活性的比较 

Fig. 11  Comparation of ihFGF-21 and shFGF-21 on 
long-term hypoglycemic effect. The db/db mice were 
administrated once a day with saline (control),     
0.5 mg/kg shFGF-21 or ihFGF-21 for 16 d. The blood 
glucose level of db/db mice were examined before 
injection each day at 8 am. The values ( x ±s) shown 

are the average of 6 independent measurements. 
 

证获得的 ihFGF-21 的生物学活性，是提取

hFGF-21的有效方法。 

3  讨论 

近年来，随着人们对成纤维细胞生长因子-21 

(FGF-21) 结构和功能的深入研究， FGF-21 安

全、可靠，不依赖胰岛素单独调节糖脂代谢，

改善胰岛素抵抗，无副作用的报道，使其成为

治疗糖尿病、肥胖、脂肪肝等代谢疾病的潜力

药[11-12]。目前，FGF-21的生产已经逐渐由实验

室向中试规模转变，开发高效、高纯度的 FGF-21

的生产工艺，成为科研人员共同关注的焦点。 

尽管大肠杆菌在表达外源基因方面有众多

的优点，但是外源基因的高效表达[13]，除受到

其本身性质影响外，还与表达系统的特性及其

他因素密切相关。本研究通过优化本实验室构

建的携带 pSUMO-hFGF-21 质粒工程菌的培养

条件，采用 TB 培养基，150 r/min 摇瓶培养，

当菌体生长至 A600=0.6–0.8 时进行诱导，37 ℃

诱导表达 4 h，90%以上的 SUMO-hFGF-21以包

涵体形式表达，其表达量为可溶性表达表达量

的 3倍。这是由于采用包涵体形式表达 FGF-21

时，诱导温度及转速的升高提高了细胞内相关

酶的活性，增加了溶氧；菌体浓度的增加，提

高了蛋白的表达量；蛋白表达过快，无法快速

正确折叠，从而形成包涵体[14]。包涵体形式表

达 FGF-21，提高了蛋白表达量，降低了生产成

本，有利于规模化生产。 

如何对包涵体蛋白质进行体外高效复性是

基因工程技术面临的一个重要难题。传统方法

提取包涵体蛋白，不仅工艺复杂，生产周期长，

而且复性率低，蛋白损失严重，复性后蛋白活
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性降低甚至无活性。而应用中空纤维柱膜过滤

技术提取包涵体途径纯化表达的 hFGF-21，显著

提高了蛋白的复性率。这可能是因为中空纤维

柱复性过程中，将复性液缓慢加入变性液中，

以缓慢的速度除去变性剂；变性剂除了能溶解

包涵体使其去折叠外，在复性过程中还可以有

效地抑制复性中间体相互聚集，从而增加复  

性率[15]。 

本实验从包涵体富集到复性，都采用中空

纤维柱膜过滤技术，充分发挥了其处理量大、

处理能力持久的优势。与传统的离心方法相比，

应用中空纤维柱对包涵体进行洗涤使生产周期

缩短了 1/3，且有效降低蛋白损失；大部分杂蛋

白、脂类等杂质可透过膜孔，使包涵体洗涤更

加彻底；循环变性 2 h后，直接对变性液进行澄

清，然后利用密闭储藏器内产生的负压缓慢加

入复性液，缓慢进行稀释复性，保证了温和的

复性条件，有利于提高 FGF-21的正确折叠效率，

最后通过离心获得初级纯化后的蛋白溶液。整

个过程都在 4 ℃展示柜中进行，低温环境，有

利于 FGF-21 的正确折叠[16]。经 SDS-PAGE 分

析结果表明，iSUMO-hFGF-21 的纯度显著高于

sSUMO-hFGF-21，此法除去了多数非特异性吸

附在层析介质上的杂质蛋白，简化了纯化工艺。 

除此之外，本法获得的成熟 FGF-21的活性

与可溶性表达获得的 FGF-21无显著差别。通过

免疫印迹法，证明所获得的是 hFGF-21。在细胞

实验中，两者均可促进葡萄糖的吸收，且与空

白对照组相比，差异显著；在动物实验中，两

种途径获得的 FGF-21在短期药效实验中，均在

注射 1 h起作用，注射 3 h血糖明显降低；长期

药效实验中，连续注射均可使模型动物的血糖

降至正常水平，且降糖效果无明显差异，说明

以包涵体途径可保证 FGF-21的生物学活性。分

析原因可能有以下两点：第一，作为分子伴侣

的 SUMO 标签可以增强外源蛋白质抗蛋白酶水

解，显著增加重组蛋白表达量[17]，促进靶蛋白

正确折叠，提高可溶性[18-19]等功能[20-23]；SUMO 

标签的存在能使靶蛋白维持在具有折叠能力的

状态并使它们进行正确重折叠，同时能有效地

保留靶蛋白质聚集体中天然结构；其机理可能

是由于 SUMO 标签作为一个高度疏水的核心为

目的蛋白的折叠提供成核位点，减少了蛋白之

间的相互作用，使其正确折叠，最终增加了融

合蛋白的可溶性[24]；第二，采用中空纤维柱操

作，条件温和，有利于蛋白质的正确折叠，操

作简单，耗时短，避免了因长期暴露室温导致

蛋白活性下降。 

中空纤维柱膜过滤技术，现已被广泛用于

菌体、细胞等的富集，菌液的澄清，缓冲液置

换、蛋白浓缩等方面[25]。本实验采用中空纤维

柱膜过滤技术对 ihFGF-21 进行变复性，与

shFGF-21 相比较，生物活性上无显著差异，使

其在生命科学的领域中又有了新的应用价值，

为 FGF-21的大规模生产提供了更实用、更高效

的工艺。 
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