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摘 要 ：目 的 探 讨 该 所 发 明 的 新 方 法 对 重 组 人 白 细 胞 介 素 2- 绿 脓 杆 菌 外 毒 素 （IL2-PE664Glu）融 合 蛋 白 进 行 纯 化 与 复 性 的

效 果 。方 法 采 用 该 所 发 明 的 新 方 法 提 纯 包 涵 体 ，包 涵 体 复 性 后 ，样 品 经 DEAE-SepharoseFF 离 子 交 换 层 析 ，获 得 融 合 蛋

白 纯 品 。 结 果 获 得 的 具 有 生 物 学 活 性 的 融 合 蛋 白 纯 度 达 到 95%，复 性 回 收 率 为 80%。 结 论 此 包 涵 体 分 离 纯 化 技 术 简

便 、实 用 ，可 为 中 试 研 究 和 规 模 化 生 产 提 供 基 础 。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ� ＯｂｊｅｃｔｉｖｅToevaluate the effectof a novel approachforpurification and renaturationofrecombinanthuman

interleukin-2-pseudomonas exotoxin(IL2-PE664Glu) fusionprotein. Ｍ ｅｔｈｏｄｓ A novelpurificationmethodestablishedinour

laboratory was adoptedforthepurificationoftheinclusionbody, andafterrenaturation, recombinanthumanIL2-PE664Glu

fusionproteinwaspurifiedbyDEAE-SepharoseFFion-exchangechromatography. Ｒｅｓｕｌｔｓ Thepurityofthefusionprotein

thatretainitsbiologicalactivitywasashighas95%, andarecoveryrateover80%oftherefoldedIL2-PE664Glu fusion protein

was achieved. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Thepurification andrefoldingmethodforinclusionbodyadoptedinthis studyissimple and

practical,whichlaysthefoundationforalarge-scaleproductionofthefusionprotein.
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当 前 ，疾 病 的 导 向 治 疗 已 成 为 生 物 医 学 研 究 的 热

点 ，重 组 免 疫 毒 素 的 利 用 不 失 为 一 条 切 实 可 行 的 途 径 。

重 组 人 白 细 胞 介 素 2- 绿 脓 杆 菌 外 毒 素 （IL2-PE664Glu）

融 合 蛋 白 是 通 过 IL-2 基 因 与 改 构 的 绿 脓 杆 菌 外 毒 素

基 因 在 体 外 重 组 表 达 的 一 种 嵌 合 蛋 白 ， 能 通 过 IL-2
识 别 IL-2R 靶 细 胞 并 利 用 Pseudomonas 的 细 胞 毒 性

作 用 选 择 性 地 杀 灭 这 类 细 胞 ，可 用 于 移 植 物 排 斥 反 应

以 及 某 些 淋 巴 瘤 T 淋 巴 细 胞 白 血 病 、 自 身 免 疫 性 疾

病 的 治 疗 ［1］。 本 所 成 功 构 建 了 IL2-PE664Glu 融 合 基 因

并 在 大 肠 杆 菌 中 高 效 表 达 ，其 表 达 产 物 以 包 涵 体 的 形

式 存 在 。 由 于 包 涵 体 无 活 性 且 难 溶 解 ，因 此 其 纯 化 复

性 一 直 是 生 物 工 程 制 药 中 的 难 点 ［2］。 我 们 应 用 本 所 发

明 的 包 涵 体 纯 化 工 艺 ， 对 IL2-PE664Glu 融 合 蛋 白 的 纯

化 与 复 性 进 行 了 研 究 。

1 材 料 和 方 法

1.1 材 料

PLY5-IL2-PE664Glu 工 程 菌 株 （本 所 构 建 ）［3］；

Tryptone、Yeast Extract （Oxford）； 尿 素 （Promega）;

Tris （上 海 伯 奥 生 物 科 技 公 司 ）；DEAE-SepharoseFF
（Pharmacia）；其 余 试 剂 为 国 产 分 析 纯 。

1.2 方 法

1.2.1 IL2-PE664Glu在 大 肠 杆 菌 中 诱 导 表 达 从 LB 琼

脂 平 板 上 挑 取 单 菌 落 接 种 于 4mlLB 试 管 中 ，30 ℃培

养 过 夜 ， 以 1∶50 在 LB/M9 培 养 基 中 放 大 ，30 ℃ 培 养

至 对 数 生 长 期 ，升 温 至 42 ℃诱 导 培 养 4 h，离 心 收 集

菌 体 ，蛋 白 电 泳 鉴 定 表 达 量 。

1.2.2 包 涵 体 制 备 取 5 g 菌 体 溶 于 50 ml 含 25

mmol/LTris-HCl （pH=8.0）、2 mmol/L EDTA培 养 液

中 ，加 溶 菌 酶 25mg，搅 拌 10min 后 ，置 于 4 ℃ 冰 箱 过

夜 。冰 浴 中 超 声 3 0 s×10 次 ，每 次 间 隔 6 0 s。裂 解 液 于

4 ℃，10000r/min 离 心 10min，收 集 沉 淀 。 将 沉 淀 物

经 Tris 缓 冲 液 清 冼 后 ， 加 50ml4mol/L 尿 素 在 室 温

下 作 用 30 min， 充 分 搅 拌 后 ，10 000 r/min 离 心 10

min， 收 集 沉 淀 。 再 用 50ml0.5%Tritonx-100 （含 10

mmol/LEDTA）洗 涤 一 遍 ，10000r/min 离 心 10min，

收 集 沉 淀 。 最 后 用 10mmol/LTris-HCl 清 洗 两 遍 以 去

除 沉 淀 中 可 能 含 有 的 上 述 洗 液 。 离 心 收 集 沉 淀 ，即 为

包 涵 体 。 将 包 涵 体 经 我 所 专 利 技 术 （专 利 号 ：

CN1169998A）精 制 处 理 ，即 为 精 制 包 涵 体 。

1.2.3 IL2-PE664Glu融 合 蛋 白 的 复 性 在 进 行 复 性 条 件
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图 1 IL2-PE664Glu 融 合 蛋 白 SDS-PAGE(10%)电 泳 分 析
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1,2:Totalcellularlysateof Ｅ．ｃｏｌｉat42 ℃ ;3:Totalcellularlysateof

Ｅ．ｃｏｌｉat30 ℃ ;4:Lowmolecularweightproteinmarkers

(Ｍ r=97000,6620,4300,3100,2000);5,6:IL2-PE664Glu inclusion

bodies;7:Inclusionbodypurifiedbyanovelinvention;

8:IL2-PE66 4Glu afterrenaturation;9:IL2-PE664Glu purifiedby

DEAE-SepharoseFFion-exchangechromatography

研 究 时 ，仅 一 条 件 [如 氧 化 型 谷 胱 甘 肽 （GSSG）浓 度 、

复 性 液 pH 值 、复 性 时 间 ]改 变 ，其 他 维 持 不 变 。 采 用

一 步 稀 释 （a）和 分 步 稀 释 （b）两 种 方 法 复 性 ：（a）将 精

制 包 涵 体 溶 解 于 8mol/L 尿 素 中 ， 蛋 白 质 浓 度 调 至 7

mg/ml，4 ℃搅 拌 ，每 10min 用 复 性 液 （pH8.0，含 20

mmol/LTris-HCl、2 mmol/L EDTA、4 mmol/L GSSG）

将 尿 素 浓 度 降 低 1mol/L直 至 终 浓 度 为 1mol/L，然 后 将

其 一 步 降 至 0.1mol/L， 继 续 搅 拌 10min 后 ，4 ℃放 置

2 0 h。 （b）取 与 （a）法 同 样 样 品 ，用 复 性 液 一 步 将 尿 素

浓 度 稀 释 至 0.1mol/L，4 ℃ 放 置 2 0 h。

1.2.4 IL2-PE664Glu融 合 蛋 白 的 离 子 交 换 层 析 DEAE-

SepharoseFF 柱 （4 cm×8 c m），用 20mmol/LTris-HCl

PH8.0 缓 冲 液 平 衡 ， 将 复 性 后 的 样 品 上 柱 ， 流 速 2.0

ml/min，用 0~0.5 mol/L NaCl 线 性 梯 度 洗 脱 , 分 管 收

集 各 洗 脱 峰 。 蛋 白 电 泳 鉴 定 纯 度 。

1.2.5 IL2-PE664Glu 融 合 蛋 白 生 物 活 性 测 定 ［4］ 分 别 用

刀 豆 蛋 白 （ConA） 诱 导 的 小 鼠 脾 细 胞 ，植 物 血 凝 素

（PHA） 诱 导 的 人 外 周 血 淋 巴 细 胞 作 靶 细 胞 ， 检 测

IL2-PE664Glu融 合 蛋 白 的 杀 伤 效 应 。

2 结 果

2.1 IL2-PE664Glu 的 表 达

经 42 ℃诱 导 ， 收 集 菌 体 ，10%SDS-PAGE 电 泳 ，

经 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ， 在 相 对 分 子 质 量 80000 处 有 一

明 显 表 达 带 ， 经 扫 描 ， 表 达 量 约 占 菌 体 总 蛋 白 量 的

20%（图 1）。

2.2 不 同 提 纯 法 对 包 涵 体 的 纯 度 及 溶 解 性 的 影 响

常 规 方 法 提 取 的 包 涵 体 纯 度 达 到 60%左 右 ［5］。采

用 新 工 艺 对 包 涵 体 进 行 处 理 后 ，包 涵 体 的 纯 度 有 了 较

大 的 提 高 ，经 凝 胶 光 密 度 图 像 分 析 系 统 分 析 ，结 果 显

示 其 纯 度 提 高 至 90%（图 1）， 且 包 涵 体 的 可 溶 性 大 大

提 高 ，用 8mol/L 尿 素 溶 解 包 涵 体 ，在 尿 素 浓 度 降 低 至

0.1mol/L 时 ，包 涵 体 仍 保 持 很 高 的 溶 解 度 ，而 用 常 规

方 法 制 备 的 包 涵 体 ， 尿 素 浓 度 稀 释 至 4mol/L 时 ，有

大 量 的 蛋 白 析 出 。

2.3 IL2-PE664Glu融 合 蛋 白 的 复 性 研 究

两 种 方 法 复 性 结 果 显 示 ， 采 用 分 步 稀 释 法 复 性 ，

复 性 的 回 收 率 是 80%，而 采 用 一 步 稀 释 法 复 性 ，回 收

率 为 50%。因 此 ，采 用 分 步 稀 释 法 复 性 IL2-PE664Glu优

于 一 步 稀 释 法 。

2.4 IL2-PE664Glu融 合 蛋 白 的 活 性 测 定

用 两 种 方 法 复 性 IL2-PE664Glu，IL2-PE664Glu 对

PHA 诱 导 人 外 周 血 淋 巴 细 胞 的 50%致 死 浓 度 分 别 是

25 和 28ng/ml，对 ConA 诱 导 小 鼠 脾 细 胞 的 50%致 死

浓 度 分 别 是 55 和 52ng/ml。

3 讨 论

大 肠 杆 菌 具 有 结 构 简 单 、易 培 养 、转 化 简 便 、高 表

达 等 优 点 ，但 其 表 达 产 物 通 常 以 不 溶 性 的 包 涵 体 形 式

存 在 ，为 其 纯 化 、复 性 带 来 了 困 难 ，因 此 解 决 好 包 涵 体

纯 化 与 复 性 的 问 题 对 生 物 工 程 制 药 具 有 重 大 意 义 ［5］。

我 所 构 建 的 IL2-PE664Glu 可 在 大 肠 杆 菌 内 得 到 高 效 表

达 ，表 达 产 物 以 包 涵 体 形 式 存 在 。现 有 包 涵 体 提 取 工 艺

存 在 包 涵 体 在 盐 酸 胍 和 脲 素 中 的 溶 解 度 有 限 的 技 术

难 题 ，需 浓 度 较 高 ，一 般 所 需 尿 素 浓 度 8~10mol/L，盐 酸

胍 6~8mol/L［6，7］。在 如 此 高 浓 度 变 性 剂 条 件 下 采 用 凝

胶 过 滤 ，离 子 交 换 等 方 法 进 一 步 纯 化 ，不 但 成 本 高，而

且 得 率 极 低 ，且 分 离 效 果 不 理 想 ［8］。 我 所 建 立 的 包 涵

体 提 取 工 艺 解 决 了 这 一 难 题 ，大 大 提 高 了 包 涵 体 的 纯

度 和 溶 解 度 ，因 此 ，可 在 包 涵 体 这 一 步 直 接 复 性 ，再 进

行 色 谱 分 离 纯 化 。 为 了 取 得 较 好 的 复 性 效 果 ，我 们 对

复 性 的 稀 释 方 法 ，氧 化 剂 的 浓 度 ，复 性 液 的 pH 值 ，复

性 时 间 等 参 数 做 了 较 系 统 的 研 究 ， 确 定 了 重 组 蛋 白

IL2-PE664Glu 复 性 的 最 适 宜 条 件 。 因 此 ，我 们 所 用 的 包

涵 体 纯 化 复 性 工 艺 是 一 个 先 进 的 、实 用 的 包 涵 体 分 离

纯 化 技 术 ，为 中 试 研 究 和 规 模 化 生 产 打 下 了 基 础 。
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行 亲 和 筛 选 ，并 已 筛 选 出 多 种 器 官 特 异 性 和 肿 瘤 特 异

性 短 肽 。1996~1998 年 Pasqualini［6］和 Rajotte［7］共 筛 选

出 10 种 器 官 特 异 性 亲 和 肽 。1998 年 Arap［3］在 荷 瘤 鼠

体 内 筛 选 ，得 到 了 与 乳 腺 癌 血 管 内 皮 特 异 性 结 合 的 短

肽 ， 分 别 含 有 整 合 素 配 体 的 基 序 RGD-4C 及 CNGRC，

将 之 与 阿 霉 素 交 联 用 于 荷 瘤 鼠 靶 向 化 疗 ，结 果 显 示 疗

效 明 显 增 强 而 毒 性 反 应 降 低 。

关 于 噬 菌 体 呈 现 技 术 在 活 体 组 织 器 官 中 的 应 用 ，

目 前 国 内 外 研 究 还 仅 限 于 在 肿 瘤 细 胞 或 动 物 模 型 中

进 行 筛 选 ，在 人 类 活 组 织 中 的 筛 选 则 未 见 报 道 。 以 人

类 活 组 织 为 靶 进 行 的 生 物 淘 筛 的 意 义 在 于 可 更 直 接

地 应 用 于 临 床 ，但 是 ，肿 瘤 组 织 或 血 管 在 离 体 条 件 下 ，

血 管 内 皮 产 生 的 抗 原 及 各 种 生 物 大 分 子 的 保 存 问 题

尚 未 得 到 很 好 解 决 。

本 研 究 通 过 结 合 骨 肉 瘤 血 管 特 点 的 分 析 ，提 出 了

建 立 一 种 尽 可 能 接 近 于 肿 瘤 在 体 环 境 的 肽 库 筛 选 模

型 ，此 方 法 简 单 、实 用 。 我 们 采 用 类 似 于 Langendorff
的 血 管 灌 流 装 置 ，简 便 易 行 ，本 实 验 研 究 中 的 28 例 骨

肉 瘤 标 本 均 建 模 成 功 ，可 直 接 用 于 灌 流 实 验 且 具 有 很

好 的 科 学 性 ： 利 用 噬 菌 体 呈 现 技 术 进 行 生 物 淘 筛 ，为

了 使 所 筛 选 的 靶 标 （某 些 抗 原 、受 体 或 配 基 等 ）不 失 去

其 生 物 学 活 性 ，就 要 求 肿 瘤 组 织 离 体 后 尽 快 建 模 及 生

物 淘 筛 。 本 实 验 通 过 术 前 的 X 线 平 片 及 DSA 检 查 能

较 好 的 进 行 肿 瘤 血 管 的 定 位 ，此 模 型 最 大 程 度 地 模 拟

了 人 类 在 体 肿 瘤 的 生 理 环 境 ，其 中 包 括 压 力 、温 度 、电

解 质 、氧 气 供 应 等 的 模 拟 ，并 经 多 项 指 标 的 检 测 ，表 明

其 与 人 体 生 理 环 境 基 本 一 致 ，而 且 建 模 时 间 短 ，可 立

即 进 行 生 物 淘 筛 ，符 合 实 验 要 求 ，所 切 除 肿 瘤 组 织 剖

开 所 见 也 证 实 了 所 建 立 模 型 的 可 靠 性 。

我 们 从 此 模 型 中 筛 选 出 一 种 骨 肉 瘤 血 管 特 异 性

亲 和 肽 （基 序 为 RLTR），而 以 正 常 组 织 为 靶 进 行 的 生

物 淘 筛 并 未 筛 选 到 特 异 性 亲 和 短 肽 。将 筛 选 得 到 的 骨

肉 瘤 组 织 血 管 特 异 性 亲 和 短 肽 行 免 疫 组 织 化 学 鉴 定 ，

结 果 证 实 其 与 骨 肉 瘤 组 织 有 较 高 的 特 异 性 亲 和 作 用 ，

而 与 正 常 组 织 及 乳 腺 癌 组 织 不 能 明 显 结 合 ，再 次 说 明

了 该 模 型 的 有 效 性 。 另 外 ，对 于 其 他 肿 瘤 或 含 血 管 丰

富 的 组 织 来 说 ，模 拟 体 内 环 境 的 灌 流 及 噬 菌 体 肽 库 的

筛 选 同 样 存 在 着 很 多 问 题 ，而 该 模 型 的 成 功 建 立 也 将

为 其 提 供 很 好 的 参 考 与 借 鉴 。

在 下 一 步 的 研 究 中 ，我 们 将 对 该 短 肽 进 行 同 源 性

分 析 及 功 能 分 析 ，以 期 找 到 一 种 骨 肉 瘤 组 织 血 管 的 特

异 性 标 识 物 ，从 而 进 一 步 揭 示 肿 瘤 血 管 特 性 ，为 肿 瘤

发 生 及 其 信 号 传 导 等 的 研 究 提 供 线 索 。 同 时 ，也 可 将

此 短 肽 标 记 放 射 性 同 位 素 或 与 肿 瘤 化 疗 药 物 交 联 以

进 行 靶 向 化 疗 的 动 物 实 验 研 究 （这 部 分 实 验 正 在 进 行

中 ），并 将 其 逐 步 用 于 临 床 诊 断 及 靶 向 治 疗 。
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