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摘要"目的 构建小鼠粒细胞 ! 巨噬细胞集落刺激因子!*+,!-./"工程菌#通过摸索其变$复性和纯化条件#得到高纯度

高 比 活 的 重 组 *+,!-./ 蛋 白 % 方 法 以 本 实 验 室 构 建 的 012!#3*+,!-./ 融 合 蛋 白 表 达 载 体 为 模 板 #4-5 扩 增

*+,!-./基因#克隆入 678!""9 表达载体#转化 :2#"#构建 :2#"3678!""93*+,!-./ 工程菌#用本所专利方法提取包

涵 体# 在 含 低 浓 度 盐 酸 胍 的 复 性 液 中 复 性# 采 用 镍 离 子 亲 和 层 析 纯 化% 结果 工 程 菌 采 用 8; 肉 汤 培 养#<#!!$&=">
**?@32>148+ 双重诱导#表达量达菌体蛋白总量的 ’&=’A% 提取包涵体在含 "=%>*?@32 盐酸胍的谷胱甘肽复性液中复性

效果最好#比活达 (=#""&’>B3*C% 经过亲和层析一步纯化#目的蛋白纯度达 D%E#比活与标准品相当% 结论 构建了高效

表达 *+,!-./ 的工程菌#建立了其复性和纯化工艺#为进一步研究 F-$+,!-./ 体内抗肿瘤功能奠定了基础#并可为

12!#3+,!-./ 双功能分子的生物学功能研究提供对照%
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+,!-./ 能刺激粒细胞和巨噬细胞形成集落%重

组人 +,!-./ 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 (")% +,!-./ 在促进树突

状细胞!F-V"$以及粒细胞$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 (#d()#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#+,!-./ 还能增加活化 8 细胞表面 12!# 受体的

表达 (%)# 直接或间接地改变 8 细胞反应% 近年来#
+,!-./ 与 8 细胞活性之间的关系开始受到关注#不

断深入的研究发现#+,!-./ 的功能研究和临床应用

还有诸多值得探讨之处(’)%
人和小鼠 +,!-./ 的基因同源性达 H&E# 氨基

酸同源性达 %’E# 但两者的生物学功能具有种属特

异性(’)%本实验室创新性开展了 12!#3+,!-./ 双功能

分子的构建和抗肿瘤活性研究#*+,!-./ 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 *+,!-./ 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 F-$+,!-./
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体内抗肿瘤功能奠定基础!同时也可为 !"#$%&’()*+
双功能分子的生物学功能研究提供对照"

,--材料和方法

,.,--主要仪器

美国 /0 公司 /0-1233-/)4 仪!英国 56! 公司凝

胶图像分析仪!美国 *789: 公司 ;<;3#长沙湘仪离心

机仪器有限公司 &"($,’ 冷冻高速离心机!宁波新芝

科器研究所 =>1?#!! 超声波细胞粉碎机!美国 @7A4:B
公 司 0)CDC 层 析 仪 #EF:GH(@IAJ - *K- *0’!(K4>-
E4LD*+04-)0"""
M.?--主要试剂

0.N.D.L.---/I:H97B-’7G7-<7J-!.购自 C9O8: 公司$
胶 回 收 试 剂 盒 购 自 6(8OGO- @7AJOPQGAIA8R 公 司 $
!"#S!#$%&! 限制酶#ET-I78:HO 购自 E:<:4:$U5)9(E
载体#E:V 酶购自上海生工$ 异丙基硫代 (!(K( 半乳

糖苷%7HAUFAURIJQ7A(!(K(8:I:PJAH7BO!!/E&&#偶联辣根

过氧化物酶%S4/&的羊抗鼠 !8& 购自北京鼎国公司$
)QOI:J7G8- *OUQ:FAHOE’- +:HJ- +IAW 购 自 L9OFHQ:9-
@7AHP7OGPOH 公司$@F:BXAFB 蛋白浓度测定试剂盒购自

碧云天公司$YOHJOFG-@IAJJ7G8 检测试剂盒#KL@ 显色

试 剂 盒 购 自 武 汉 博 士 德 公 司 $S7HAE:8---单 抗 购 自

’OFPZ 公司$ 硝酸纤维素膜购自 /L"" 公司$,3ZK:-
,[9I 超滤管 购 自 ’7II7UAFO 公 司$9&’()*+ 标 准 品

购 自 英 国 /OUFAJOPQ-0) 公 司$’EE 购 自 美 国 *789:
公司"引物合成和测序由上海英骏生物技术有限公司

完成"
,.;--质粒载体和实验动物

U0E(,,P%Q!"($(9&’()*+ 载 体 由 本 室 构 建 $
\],3 周 @L"@%P 小鼠购自南方医科大学实验动物中

心"
,.T--U0E(,,P%9&’()*+ 表达载体的构建

以 U0E(,,P%Q!"($(9&’()*+ 质 粒 为 模 板 !/)4
扩 增 9&’()*+-PKDL 基 因 " 设 计 上 游 引 物 %+/&’
[^(&L)E)LELE&&)L)))L))- )(;^! 下 游 引 物

%4/&’[^(&&LE))ELL- &E&&E&&E&&E&&E&&E&-
EEEEE&&L)E&&EEEEEE(;^" 上游引物中引入 ’%&
! 位点$ 下游引物中引入 !"#S-! 位点和 2S7H 标签"
/)4 反应条件’1T-!预变性 ;97G$1T-! ;3-H![\!! ;3-
H!_$!! 13-H!;3 个循环" /)4 产物进行 ,‘琼脂糖凝

胶电泳!切胶回收目的片段!连接入 U5)9(E 载体!
转化 KS[" 感受态细菌!L9Ua 平板筛选" 挑取阳性

单菌落!抽提质粒!用 !"# S-! 和 ’%& ! 双酶切测序正

确 的 U5)9(E%-9&’()*+ 质 粒 和 U0E(MMP 表 达 载

体!连接!转化 KS[" 感受态细菌!酶切鉴定"
M.[--9&’()*+ 蛋白的表达

将连接正确的表达质粒转化入 @"?M%K0;&感受

态细菌" 挑取单菌落! 接种于 M3-9I-ES 肉汤培养基

%L9Ua&中小量摇菌!?[3-F%97G!;_!!培养过夜!M"M33
活化至 M-"-ES 肉汤培养基%L9Ua&中扩大培养!;_!!
振 摇 至 CK233- M.3! 加 入 终 浓 度 为 3.M- 99AI%" 的

!/E&!;?-!诱导 T-Q!2-333-( 离心 M3-97G!收集菌体!
用菌体洗涤液 %?3-99AI%"-EF7H(S)Ib -US\.c& 洗涤!
*K*(/L&0 鉴定"
M.2--包涵体的提取

按 M "Mc %W%d& 用 菌 体 裂 解 液 %[c- 99AI%"-
EF7H(S)I#M-99AI%"-0KEL!M-98%9I 溶菌酶!US\.c&重

悬菌体!超声破碎后!T-!#M?-ccc-( 离心 M[-97G!收集

沉 淀" 按 M"Mc %Y%6& 依 次 用 包 涵 体 洗 涤 液 L%?c-
99AI%"- EF7H(S)I#?- 99AI%"- 0KELb - US\.c&#@ %?c-
99AI%"-EF7H(S)I#Mc-99AI%"-0KEL#?-99AI%"!(’0#
c.Me-EF7JAG-f(Mcc!US\.c&#)%?c-99AI%"-EF7H(S)I#?-
’-5FO:#?-99AI%"-0KEL!US\.c&#K%?c-99AI%"-EF7H(-
S)I#[ce 异 丙 醇 #?-99AI%"- 0KELb - US\.c&#0 %?c-
99AI%"-EF7H(S)Ib-US\.c&洗涤包涵体" M?-ccc-( 离心

M[-97G!沉淀为包涵体"
M._--蛋白的变!复性

按 M"Mc%Y%6&的比例用 _-’ 盐酸胍 变 性 液%[c-
99AI%"-EF7H(S)I#[c-99AI%"-D:)I#M-99AI%"-0KEL#
Mcc-99AI%"-!(’0#_-9AI%"-&g(S)Ib-US\.c&溶解包涵

体!M2-ccc-8 离心 M[-97G!收集上清" 采用含低浓度盐

酸 胍 %c._[-9AI%"#M.c-9AI%"#M.?[-9AI%"#M.[-9AI%"#
M._[-9AI%"#?.c-9AI%"&的谷胱甘肽复性液%[c-99AI%"-
EF7H(S)I#M-99AI%"-0KEL#c.M-99AI%"-&**&#M-99AI%"-
&*Sb-US\.c&对变性蛋白进行稀释复性!即在磁力搅

拌下!将变性蛋白以 ?c-#I%?c-HOP 的速度稀释于 MT 倍

体积的复性液中!置于 T!! M?-Q" T!!#M2-ccc-( 离心

M[-97G!收集上清" _cc-8#T!!超滤离心!将复性蛋白

更换至 c.M-9AI%"-/@* 缓冲液体系并浓缩 [ 倍"
M.\--表达产物的纯化

取复性蛋白过 D7?a 亲和树脂层析柱!然后用平衡

液 %?c-99AI%"-EF7H(S)Ib -c.[-9AI%"-D:)Ib -Mc-99AI%"
咪 唑 %!97B:hAIO&b - US\.c& 和 洗 涤 液 %?c-99AI%"-
EF7H(S)Ib-c.[-9AI%"-D:)Ib-2c-99AI%"-!97B:hAIOb-US\.c&
依次清洗柱!最后用洗脱液%?c-99AI%"-EF7H(S)Ib-c.[-
9AI%"-D:)Ib-;cc-99AI%"-!97B:hAIOb-US\.c&洗脱目的

蛋白!收集吸收峰" 纯化产物进行 M[e-*K*(/L&0!
@F:BXAFB 法检测蛋白浓度"
M.1--YOHJOFG-iIAJJ7G8 鉴定

M[e-*K*(/L&0 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 * 染色检

测转膜效果" 用 ?e脱脂奶粉于 ;_-!封闭 ?-Q 后!加

4

4

4

温 茜b等.小鼠粒细胞 ( 巨噬细胞集落刺激因子的表达#纯化与鉴定第 \ 期 MM?[( (



入鼠源 !"#$%&’(((单克隆抗体 !)!*+,,, 稀释"-.+"孵

育 /+0#123% 洗涤 4 次#加入偶联辣根过氧化物酶的

羊抗鼠 5’6 二抗!/!7,, 稀释"室温孵育 -,8"9$ 洗涤

后用 :;2 显色试剂盒显色$
/</,((生物学活性检测

取 2;=2>? 小鼠骨髓细胞作为检测细胞# 用噻

唑蓝!@%%"法进行测定$ 拉颈处死 AB/, 周 2;=2>?
小鼠# 分离股骨和胫骨# 用 /+8C 注射器吸取无血清

D1@5+/4*, 冲洗骨髓腔# 收集骨髓细胞$ 用无血清

D1@5+/4*, 洗涤细胞 - 次#然后用含 /,E小牛 血 清

的D1@5(/4*, 稀释细胞#以每孔 /,7 个细胞接种于 F4
孔 板 中# 待 测 样 品 与 标 准 品 分 别 用 含 /,G小 牛 血

清 的 D1@5(/4*, 倍比稀释后加到 各 孔# 检 测 液 总

体积 H,,!!C$ -.!"%7IJKH 培养箱培养 F4(0 后#加入

7(’>=(@%% 染料 H,!!C> 孔# 继续培养 *(0 后吸出培养

上 清# 每 孔 加 /,,!!C(:@3K# 震 摇 /,(8"9 后 测 定

:7.,$

H((结果

H</((LM%N//?>86@NJ3O 表达载体的构建与鉴定

1JD 扩 增 的 86@NJ3O 基 因 片 段 长 度 为 -.HP
QL#与预计大小相符$ 将其插入 LRJ8N% 载体#转化宿

主菌 :!7"#提取质粒#:S; 序列分析证实与国外文

献的报道一致$ 重组表达质粒 LM%N//?>86@NJ3O 经

!"#!5 和 $%& 5 双酶切鉴定#得到相应的片段!图 /"$

H<H((蛋白表达及包涵体提取

重组质粒 LM%N//?>86@NJ3O 转化 2=H/!:M-"
感受态细菌#经 51%6 诱导表达#目的蛋白占菌体总

蛋白的 4,<4I#以包涵体的形式存在#分子量为 /*<*(
T:&#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 A,I!图 H"$

H<-((蛋白的变!复性

包涵体溶解于 .(8$C>= 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 /<7(8$C>= 时#蛋白比活随着盐酸

胍浓度的增加而升高& 在 /<7(8$C>= 时# 蛋白比活最

高#达 *<H#/,4(R>8’#约为标准品比活的 A*I#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 -"$

H<*((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

F7I以上!图 *"$ UV#WVX9+QC$W 结果证实#目的蛋白是

带有 4!"# 标签的重组蛋白$ @%% 法检测结果表明#
纯化蛋白的比活达 7#/,4+R>8’#与标准品相当!图 7"$

-++讨论

为进一步研究 :J 和 6@NJ3O 的体内抗肿瘤功

能# 以及满足 5=NH>6@NJ3O 双功能分子新生物学功

能研究对 86@NJ3O 对照的大量需求#本研究构建了

高 效 表 达 86@NJ3O 的 工 程 菌 2=H/>LM%N+
//?>86@NJ3O#目的蛋白表达量达 4,<4I#采用本实

验室专利方法提取的包涵体纯度达 A,I# 有利于蛋
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图 ! "#$N%!&’()*N+,- 表达载体的构建与鉴定
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图 = ()*N>,- 蛋白的表达及其纯化!鉴定
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图 A 不同浓度的盐酸胍复性液对 ()*N>,- 蛋白复性的效果
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白复性! 表达产物携带 !"#$ 标签" 为纯化提供了便

利!
本实验采用 %"&’( 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 #)"&$"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 *+,-./0123 的盐酸胍可使

*423 变性的溶菌酶几乎全部复性#5$! 我们比较了盐酸

胍浓度对 /6789:; 复性的影响" 发现在盐酸胍为

*+-./0123 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 #*<$" 大大减少了复性液的使

用!
本研究建立了 /6789:; 蛋白的表达%复性和纯

化工艺"纯化后蛋白纯度达 5-=以上"比活与标准品

相当" 可满足 /6789:; 的体内外功能研究的需要"
为国内大量展开 >9%6789:; 等体内抗肿瘤功能研

究提供了基础!
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图 ! "#$8%&’ 蛋白的纯化及鉴定
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图 A 纯化 "B$8<&’ 蛋白的活性测定
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