
小鼠粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子的表达、纯化与鉴定  

    GM-CSF能刺激粒细胞和巨噬细胞形成集落。重组人GM-CSF制剂作为治疗造血系统异常的有效药物，已得

到广泛的临床应用 [1]。GM-CSF在促进树突状细胞(DCs)、以及粒细胞、酸性粒细胞和巨噬细胞等前体细胞的

增殖和分化中发挥关键作用[2][3][4]，从而诱导产生系统性的免疫反应；并通过促进抗原提呈而增强特异性

免疫反应，在先天性免疫和适应性免疫之间建立联系，因而在抗肿瘤免疫中的作用越来越受到重视。除作用于

抗原呈递细胞和非特异性免疫细胞外，GM-CSF还能增加活化T细胞表面IL-2受体的表达[5]，直接或间接地改

变T细胞反应。近年来，GM-CSF与T细胞活性之间的关系开始受到关注，不断深入的研究发现，GM-CSF的功能

研究和临床应用还有诸多值得探讨之处[6]。 

    人和小鼠GM-CSF的基因同源性达70%，氨基酸同源性达56%，但两者的生物学功能具有种属特异性[6]。

本实验室创新性开展了IL-2/GM-CSF双功能分子的构建和抗肿瘤活性研究，mGM-CSF成为其体内生物学功能研

究必不可少的对照品，但其目前主要依赖进口，使研究成本大大增加。 

    本文构建了mGM-CSF原核高效表达载体，建立了其复性和纯化工艺，可为进一步研究DC、GM-CSF体内抗

肿瘤功能奠定基础，同时也可为IL-2/GM-CSF双功能分子的生物学功能研究提供对照。 

    

1  材料和方法 

    1.1  主要仪器 

    美国PE公司PE 9600 PCR仪，英国UVI公司凝胶图像分析仪，美国Sigma公司3K30、长沙湘仪离心机仪器

有限公司GL-21M冷冻高速离心机，宁波新芝科器研究所JY92-II超声波细胞粉碎机，美国BioRad公司ECONO层

析仪、Trans-Blot  SD SEMI-DRY TRANSFER CELL。
 

    1.2  主要试剂 

    E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit I.购自Omega公司；胶回收试剂盒购自V-gene Biotechnology公司；
BamHI、NdeI限制酶、T

4
 ligase购自TaKaRa；pUCm-T载体、Taq酶购自上海生工；异丙基硫代-β-D-半乳糖

苷(isopropylthio-β-D-galactoside，IPTG)、偶联辣根过氧化物酶(HRP)的羊抗鼠IgG购自北京鼎国公司；

Chelating SepharoseTM Fast Flow购自Amersham Biosciences公司；Bradford蛋白浓度测定试剂盒购自

碧云天公司；Western Blotting检测试剂盒、DAB显色试剂盒购自武汉博士德公司；HisoTag 单抗购自

Merck公司；硝酸纤维素膜购自PALL公司；10kDa 15ml超滤管购自Millipore公司；mGM-CSF标准品购自英国

Peprotech EC公司；MTT购自美国Sigma公司。引物合成和测序由上海英骏生物技术有限公司完成。 

    1.3  质粒载体和实验动物 

    pET-11c/hIL-2-mGM-CSF载体由本室构建；8～10周BALB/c小鼠购自南方医科大学实验动物中心。 

    1.4  pET-11c/mGM-CSF表达载体的构建 

    以pET-11c/hIL-2-mGM-CSF质粒为模板，PCR扩增mGM-CSF cDNA基因。设计上游引物(FP)：5'-

GACTCATATGGCACCCACC C-3'，下游引物(RP)：5'-GGATCCTAA GTGGTGGTGGTGGTGGTG 
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TTTTTGGACTGGTTTTTT-3'。上游引物中引入Nde I位点；下游引物中引入BamH I位点和6His标签。PCR反应条

件：94 ℃预变性3min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，30个循环。PCR产物进行1%琼脂糖凝胶电

泳，切胶回收目的片段，连接入pUCm-T载体，转化DH5α感受态细菌，Amp+平板筛选。挑取阳性单菌落，抽提

质粒，用Bam H I和Nde I双酶切测序正确的pUCm-T/ mGM-CSF质粒和pET-11c表达载体，连接，转化DH5α感

受态细菌，酶切鉴定。 

    1.5  mGM-CSF蛋白的表达 

    将连接正确的表达质粒转化入BL21(DE3)感受态细菌。挑取单菌落，接种于10 ml TH肉汤培养基(Amp+)

中小量摇菌，250 r/min，37 ℃培养过夜，1∶100活化至1 L TH肉汤培养基(Amp+)中扩大培养，37 ℃振摇

至OD600 1.0，加入终浓度为0.1 mmol/L的IPTG，32 ℃诱导4 h，6 000 g离心10 min，收集菌体，用菌体

洗涤液(20 mmol/L Tris-HCl, pH8.0)洗涤，SDS-PAGE鉴定。 

    1.6  包涵体的提取 

    按1∶10(w/v)用菌体裂解液(50 mmol/L Tris-HCl、1 mmol/L EDTA，1 mg/ml溶菌酶，pH8.0)重悬菌

体，超声破碎后，4 ℃、12 000 g离心15 min，收集沉淀。按1∶10(W/V)依次用包涵体洗涤液A(20 mmol/L 

Tris-HCl、2 mmol/L EDTA, pH8.0)、B(20 mmol/L Tris-HCl、10 mmol/L EDTA、2 mmol/Lβ-ME、0.1% 

Triton X-100，pH8.0)、C(20 mmol/L Tris-HCl、2 M Urea、2 mmol/L EDTA，pH8.0)、D(20 mmol/L 

Tris- HCl、50%异丙醇、2 mmol/L EDTA, pH8.0)、E(20 mmol/L Tris-HCl, pH8.0)洗涤包涵体。12 000 

g离心15 min，沉淀为包涵体。 

    1.7  蛋白的变、复性 

    按1∶10(W/V)的比例用7 M盐酸胍变性液(50 mmol/L Tris-HCl、50 mmol/L NaCl、1 mmol/L EDTA、

100 mmol/L β-ME、7 mol/L Gu·HCl, pH8.0)溶解包涵体，16 000 g离心15 min，收集上清。采用含低浓

度盐酸胍(0.75 mol/L、1.0 mol/L、1.25 mol/L、1.5 mol/L、1.75 mol/L、2.0 mol/L)的谷胱甘肽复性

液(50 mmol/L Tris-HCl、1 mmol/L EDTA、0.1 mmol/L GSSG、1 mmol/L GSH, pH8.0)对变性蛋白进行稀

释复性，即在磁力搅拌下，将变性蛋白以20 μl/20 sec的速度稀释于14倍体积的复性液中，置于4 ℃ 12 

h。4 ℃、16 000 g离心15 min，收集上清。700 g、4 ℃超滤离心，将复性蛋白更换至0.1 mol/L PBS缓冲

液体系并浓缩5倍。 

    1.8  表达产物的纯化 

    取复性蛋白过Ni2+亲和树脂层析柱，然后用平衡液(20 mmol/L Tris-HCl, 0.5 mol/L NaCl, 10 

mmol/L咪唑(Imidazole), pH8.0)和洗涤液(20 mmol/L Tris-HCl, 0.5 mol/L NaCl, 60 mmol/L 

Imidazole, pH8.0)依次清洗柱，最后用洗脱液(20 mmol/L Tris-HCl, 0.5 mol/L NaCl, 300 mmol/L 

Imidazole, pH8.0)洗脱目的蛋白，收集吸收峰。纯化产物进行15% SDS-PAGE，Bradford法检测蛋白浓度。 

    1.9  Western blotting鉴定 

    15% SDS-PAGE电泳分离蛋白，利用半干电转仪将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，丽春红S染色检测转膜效

果。用2%脱脂奶粉于37 ℃封闭2 h后，加入鼠源HisoTag 单克隆抗体(1∶4 000稀释)37 ℃孵育1 h，PBST

洗涤6次，加入偶联辣根过氧化物酶的羊抗鼠IgG二抗(1∶500稀释)室温孵育30min。洗涤后用DAB显色试剂盒

显色。 

    1.10  生物学活性检测 

    取BALB/c小鼠骨髓细胞作为检测细胞，用噻唑蓝(MTT)法进行测定。拉颈处死8～10周BALB/c小鼠，分离

股骨和胫骨，用1 ml注射器吸取无血清RPMI 1640冲洗骨髓腔，收集骨髓细胞。用无血清RPMI 1640洗涤细胞

3次，然后用含10%小牛血清的RPMI 1640稀释细胞，以每孔105个细胞接种于96孔板中，待测样品与标准品分

别用含10%小牛血清 的RPMI 1640倍比稀释后加到各孔，检测液总体积200 μl。37 ℃、5%CO
2
培养箱培养96 

h后，加入5 g/L MTT染料20 μl/孔，继续培养4 h后吸出培养上清，每孔加100 μl DMSO，震摇10 min后测

定D570。 

    

2  结果 



    2.1  pET-11c/mGM-CSF表达载体的构建与鉴定 

    PCR扩增的mGM-CSF基因片段长度为372 bp，与预计大小相符。将其插入pUCm-T载体，转化宿主菌DH5α，

提取质粒，DNA序列分析证实与国外文献的报道一致。重组表达质粒pET-11c/mGM-CSF经Bam HI和Nde I双酶

切鉴定，得到相应的片段(图1)。 

    图1  pET-11c/mGM-CSF表达载体的构建与鉴定 
    Fig.1  Construction and identification of pET-11c/mGM-CSF expression vector

    2.2  蛋白表达及包涵体提取 

    重组质粒pET-11c/mGM-CSF转化BL21(DE3)感受态细菌，经IPTG诱导表达，目的蛋白占菌体总蛋白的

60.6%，以包涵体的形式存在，分子量为14.4 kDa，与文献报道一致。采用本实验室专利方法提取包涵体，目

的蛋白纯度达80%(图2)。 

    图2  mGM-CSF蛋白的表达及其纯化、鉴定 
    Fig.2 Expression, purification and identification of mGM-CSF

    Lane 1: Protein molecular weight marker; Lane 2: BL21/pET-11c/ mGM-CSF before 
induction; Lane 3: BL21/pET-11c/mGM-CSF after induction; Lane 4: mGM-CSF IB

    2.3  蛋白的变、复性 

    包涵体溶解于7 mol/L盐酸胍变性液，继而分别在含不同浓度盐酸胍的复性液中稀释复性，结果表明，盐

酸胍浓度低于1.5 mol/L时，蛋白比活随着盐酸胍浓度的增加而升高；在1.5 mol/L时，蛋白比活最高，达

4.2×106 U/mg，约为标准品比活的84%，并且在这一过程中几乎无蛋白析出；之后，随着盐酸胍浓度升高，



蛋白比活逐渐下降(图3)。 

    图3 不同浓度的盐酸胍复性液对mGM-CSF蛋白复性的效果 
    Fig.3  Influence of GdmCl concentration on mGM-CSF renaturation

    2.4  目的蛋白的纯化、免疫学及生物学活性鉴定 

    复性后蛋白经过亲和层析一步纯化，纯度达95%以上(图4)。Western blot结果证实，目的蛋白是带有

6His标签的重组蛋白。MTT法检测结果表明，纯化蛋白的比活达5×106 U/mg，与标准品相当(图5)。 

    图4  mGM-CSF蛋白的纯化及鉴定 
    Fig.4  Expression, purification and identification of mGM-CSF by Western blotting

    Lane 1: Protein molecular weight marker; Lane 2: mGM-CSF IB; Lane 3: mGM-CSF protein 
purificated by affinity chromatography; Lane 4: Western blotting of mGM-CSF protein

    图5  纯化mGM-CSF蛋白的活性测定 
    Fig.5  Biological activity detection of recombinant GM-CSF protein with murine marrow 

cells



    

3  讨论 

    为进一步研究DC和GM-CSF的体内抗肿瘤功能，以及满足IL-2/GM-CSF双功能分子新生物学功能研究对

mGM-CSF对照的大量需求，本研究构建了高效表达mGM-CSF的工程菌BL21/pET- 11c/mGM-CSF，目的蛋白表达

量达60.6%，采用本实验室专利方法提取的包涵体纯度达80%，有利于蛋白复性。表达产物携带6His标签，为

纯化提供了便利。 

    本实验采用pH8.0的谷胱甘肽氧化还原系统作为复性母液，并在其中添加低浓度盐酸胍作为复性辅助因

子，这是因为盐酸胍能保护解叠的或部分折叠分子的疏水基，防止它们相互作用而聚集[7]，[8]，蛋白在盐

酸胍的保护下缓慢折叠，有助于正确构象的形成。据文献报道，在复性液中加入1.25 mol/L的盐酸胍可使

1g/L变性的溶菌酶几乎全部复性[9]。我们比较了盐酸胍浓度对mGM-CSF复性的影响，发现在盐酸胍为1.5 

mol/L时复性效果最好，并且整个过程中几乎无蛋白析出。所采用的这一蛋白变、复性方法简单有效，采用强

变性剂盐酸胍变性包涵体，蛋白得率高；而稀释至低浓度的盐酸胍是很好的复性促进剂，从变性到复性无需经

过体系转换；用逐滴稀释方法复性，实现了高蛋白浓度下的复性[10]，大大减少了复性液的使用。 

    本研究建立了mGM-CSF蛋白的表达、复性和纯化工艺，纯化后蛋白纯度达95%以上，比活与标准品相当，

可满足mGM-CSF的体内外功能研究的需要，为国内大量展开DC、GM-CSF等体内抗肿瘤功能研究提供了基础。 

    (责任编辑：吴锦雅) 
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