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人促红细胞生成素受体胞外区基因的克隆

及其在大肠肝菌中的表达

张映辉 卢一凡 刘一平 邓继先
（军事医学科学院生物工程研究所 北京 !%%%1!）

摘 要 以人胎肝为材料，通过230452的方法扩增出人促红细胞生成素受体（678(2）的胞外区基因。将获得的
成熟受体胞外区基因起始密码子改构后克隆到原核表达载体89’$$%中，进行原核温控诱导表达。表达产物经蛋
白+端测序及:;<=;>?0@)(=实验证实表达产物是678(2胞外区蛋白。利用上罐发酵培养获得的包涵体蛋白经复
性纯化后，体外生物学活性检测表明表达产物可特异地抑制3A0!细胞在78(刺激下的生长，证实了复性表达产物
具有人促红细胞生成素受体胞外区结合78(的生物活性。
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人促红血细胞生成素是红细胞系前体细胞增

殖、分化的主要调节因子。其作用配体是骨髓及其

它造血组织细胞表面上的受体—促红血细胞生成素

受体（678(2）。678(2属于造血因子受体超家族成
员，基因定位于人!/号染色体［$］，是一种类型E的
跨膜蛋白，胞内域本身不具备酪氨酸激酶活性［!］。

近年来的研究发现，有三种形式的78(2存在
于人体环境中：完整的78(2（78(20A），截断型受体
（78(203）［#］和可溶性78(2（<78(2）［F，&］。这些不
同形式的受体是受体G2+C选择性剪切的结果。
其中可溶性受体（<78(2）基因序列分析表明它实际
上就是678(2的胞外区蛋白，它对于造血系统的正
常运转可能具有重要的生理功能。另外，!//"年有
报道，利用受体的胞外区从噬菌体显示文库中筛出

了类似78(作用的一族小肽，其中一!F残基环肽
（7,4!）经体内、外实验证明与78(作用相似［"］。
这一重要发现为今后78(小分子模拟物的设计奠
定了基础。

由于没有糖基化的受体对于78(或其它有效
配基的结合力并没有影响［1］。基于这个原因，本研

究利用原核生物表达78(受体的胞外区，经过复
性、鉴定证实得到了有78(结合活性的可溶性受体
蛋白，从而为进一步研究78(H78(2的作用机制，
开发新型药物提供了基础资料。

! 材料与方法

!"! 菌株和质粒
大肠杆菌IJ&!，K,!%/，9L0$!（I7#），由本室

保存，质粒8M7,01NO，89’$$%均由本室保存，3载
体购自美国4>(G;P-公司。

!"# 酶及试剂
各种限制酶、修饰酶购自华美生物工程公司及

美国4>(G;P-公司。QI+C合成试剂盒，3FI+C
聚合酶及R);?(S酶为9(;6>T?P;>公司产品。羊抗
人<78(2多克隆抗体购自美国2UI公司，BEC8>;8
V8T?,T?T8>;8I+C测序纯化试剂盒购自美国M;?;
公司。人源78(，3A0!细胞株由本所保存。

!"$ 受体胞外区和跨膜区基因的克隆和序列分析
用异硫氰胍一步法［!#］从新鲜的人胎肝提取

2+C，经230452获得特异性的受体胞外区和跨膜
区的基因。根据已发表678(2QI+C序列设计引
物如下：

4!：&WH5C3MMC55C5535MMMM5M35H#W
4$：&WHMCM5CM5M5MCM5C5MM35CMH#W
利用X)TP(（Y3）!&合成总 G2+C的第一条链

QI+C，具体操作见试剂盒说明。取&"LQI+C产物
用452方法扩增678(2QI+C胞外区，循环条件为

/FZ变性#&<，&DZ退火#&<，1$Z延伸&%<。452产
物经低熔点琼脂糖回收，R);?(S大片段酶补平后克



隆到!"#$%&’(载体，阳性克隆在涂有)*+"／,-./
的01／23!平板上挑出后进行自动测序。

!"# $%&’(胞外区基因克隆到原核表达载体
设计引物扩增截去4端56个信号肽氨基酸残

基的7#!89胞外区蛋白基因，在上游添加!"#9)酶
切位点和2+"，下游添加$%&:)酶切位点和+22
终止密码子。另外根据以后表达情况将蛋白起始;
个氨基酸的密码子进行改构，引物如下：

*<：=>?@@""22++@2+""@+@@2@@2@@+22@@+@@@?;>
*5：=>?@"""2+@@++2"+@@2""+@"@+2"""@"+@2?;>

*@9条件为：A6B反应;=C，66B反应;=C，&5B
反应=DC，;D个循环，&5B<D3EF，6B<7。将*@9
片段克隆到 + 载体，测序正确后利用 !"#9)／

$%&:)酶切下目的片段连结到!1G55D原核表达
载体得到!1G55D%C#!89。

!") 大肠肝菌表达和包涵体的提取
将质粒!1G55D%C#!89转化大肠肝菌 105<

（H#;），挑取单菌落;DB培养过夜，转种后继续培
养67，而后以65B诱导表达67。超声波破碎法提
取包涵体蛋白参见“分子克隆”。

!"* 罐发酵诱导蛋白在大肠杆菌中表达
种子液的制备：将单菌落接种于=30的培养

基，;DB振摇培养I7，而后视菌体的生长密度，取适
量体积的菌液转接于<=D30的培养基，;DB振摇培
养过夜。所得即为上罐用种子液。

仪器及培养液的准备：配制含以下成分的培养

液：细胞培养用胰化蛋白胨，细菌培养用酵母提取

物，4.@/、葡萄糖DJ;K，磷酸盐缓冲液（=D338/／0，

!:&LD），$-MN6（<!=338/／0）。另配 638/／0
4.N:，:@/作调节!:的校正液。

=0发酵罐培养条件：装料系数为ODK，接种量
为<K（’／’），培养温度为;DB，诱导温度为65B，
溶氧电极在线检测，调节搅拌转速和通气量，控制溶

氧始终大于;DK饱和氧浓度，!:值由!:电极在线
检测，通过酸碱泵补入638/／0:@/和638/／0
4.N:控制。

!"+ 表达物的复性和纯化
包涵体的溶解：用I38/／0的脲，<D338/／0的

二巯基苏糖醇溶解，搅拌器搅拌57。
采用谷胱甘肽法复性：在+PEC·:@/（5D338/／0，

!:ILD）缓冲液中，氧化型谷胱甘肽DJ5338/／0，还
原型谷胱甘肽DJI338/／0，脲终浓度为538/／0，6B
静置567。
透析：将复性溶液，高速离心=3EF，用+PEC·:@/

（5D338/／0，!:IJD）缓冲液透析567，期间更换透析
液。

离子交换层析：将强阴离子柱（MQ!7.P8CQR.CS
R/8T）用清洗液（5D338/／0+PEC·:@/，!:ILD，<38/／

04.@/）清洗，后用平衡液+PEC·:@/（5D338/／0，

!:IJD）平衡，上样，用离子强度呈梯度变化的4.@/
进行洗脱。

!", -./0.12345’0检测$%&’(胞外区蛋白

MHM%*2"#电泳包涵体蛋白，而后用电转移法
转移到硝酸纤维膜上，检测一抗为羊抗人C#!89多
克隆抗体，二抗为兔抗羊酶标抗体。

!"6 表达蛋白7端测序
取包涵体蛋白作MHM%*2"#电泳，后转移到

*GHR膜上，考马斯亮蓝"%5=D染色后，送北京大学
生命科学研究中心测定。

!"!8 复性表达蛋白的生物学活性检测
用于检测表达产物结合#!8的细胞株为+R%<

细胞。

.、+R%<细胞在#!8刺激下生长情况的确定：原

+R%<细胞的生长依赖因子为"%@MR，生长培养基为

<O6D培养基。用<O6D培养基清洗细胞6次彻底洗
去"%@MR，而后在AO孔细胞培养板上对添加#!8的
培养基进行二倍系列稀释，后每孔加上等量的浓度

为<D万／30的+R%<洗涤细胞，;&B二氧化碳孵箱
中培养5!;U，进行$++染色，用酶联仪测定波长

=&DF3的NH值以测定细胞的生长状况。

V、表达产物对#!8刺激下的+R%<细胞生长状
况的影响。

在AO孔板上设立四列孔，其中两列孔除添加相
同浓度（根据以上实验测定）的#!8外，添加倍比稀
释的表达物。另两列孔于前一组的区别是其添加的

是适宜浓度的"%@MR，这是为了检测表达物是否对
其它因子也有结合影响细胞生长，作出细胞的生长

曲线以判定表达产物对+R%<细胞生长的影响。

9 实验结果

9"! $%&’(胞外区和跨膜区基因的克隆
以胎肝组织总942的反转录产物为模板的

*@9产物（图<）是一大小约DJIWV的片段。克隆到

!"#$质粒后测序结果与7#!89胞外区和跨膜区
基因国外发表序列一致。前面&5个核苷酸编码的

56个氨基酸构成7#!89的信号肽，最后OA个核苷
酸编码7#!89的跨膜区部分。在近膜区可以看到
编码“XM2XM”结构的核苷酸序列，“XM,XM”是造
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血因子受体超家族共有的结构。

图! 人促细胞生成素受体胞外区、跨膜区
基因片段"#$扩增结果

%&’(! "#$)*+,-./+012/*3.144-43*35,
/*3567178*351,+73&56+09:)+$

!，;<"#$)*+,-./；=<!>?@／!"#$AB$%&,"73*C1*6

!"! #$%&’胞外区蛋白（($%&’）克隆到原核表达
载体

利用已克隆的)D:EFGH0F:)+$质粒作模板设
计引物扩增9:)+$胞外区基因。由于在使用原基
因编码序列表达情况不理想，我们在设计扩增基因

所用引物时不改变编码意义将基因起始=个氨基酸
编码子D#D#####D改成D#I##@##@（大肠杆菌
偏嗜性密码子），基因扩增结果见图;。克隆到I载
体上测序，结果正确，编码成熟9:)+$胞外区蛋白
共;;J个氨基酸。此基因片段导入)KL;;M表达载
体构建出克隆有6:)+$的原核表达载体。

图; :)+$胞外区基因片段"#$结果

%&’(; "#$)*+,-./+012/*3.144-43*,+73&5+09:)+$
!，N<"#$73*C1*6

;，=<"#$)*+,-./+012/*3.144-43*,+73&5+09:)+$

!") ($%&’在大肠肝菌中的表达

)KL;;MO6:)+$导入不同的宿主菌：PE!MQ，

>RS#，KT;!（>:=），PE!M=。最后发现只有改构后
的受体胞外区基因能在KT;!（>:=）中获得表达，表
达效率大约!;U，菌体破碎后洗脱的包涵体纯度大
约为JGU。由于蛋白的表达量不高，鉴于此，采用
发酵罐培养，保证菌体各项生长指标参数，以期获得

较为高的表达率，满足后面的纯化需要。具体表达

情况见图=。可以看出，发酵罐培养大大增加了蛋
白的表达效率，达到=MU$NMU，这样获得的大量
包涵体满足了以后的纯化需要。

图= 发酵培养细菌的表达情况

%&’(= V>VF"@D:+001*715/3&+5)*+,-./6
!$S<"*+/1&512)*166&+5&501*715/3/&+5；

J<A5.4-6&+58+,W)*+/1&5；

G<’(73*C1*6

图N X16/1*584+//&5’结果

%&’(N X16/1*584+//&5’+012)*1661,)*+/1&5
!$=<X16/1*584+//&5’+0&5.4-6&+58+,W；

N<X16/1*584+//&5’+0/+/34)*+/1&5+0

83./1*&3Y&/9+-/)KL;;MF6:)+$

!"* +,(-,./012&-检测表达蛋白的抗原性
检测一抗为多克隆羊抗人6:)+$抗体，其主要

结合6:)+$的（T1-"*+@6)"*+TW6"91）的表位结构，
检测结果表明，表达蛋白具有6:)+$的抗原性质

M== 生 物 工 程 学 报 !J卷



（图!）。表达蛋白"端的##个氨基酸残基与天然
蛋白 的 " 末 端 序 列 完 全 一 致。所 测 序 列
（$%%%"&%’%()）包括*+,-.的表位结构。由此
证明表达蛋白就是/+,-.胞外区蛋白。

!"# $%&’(胞外区蛋白的复性和纯化
包涵体蛋白经尿素溶解，谷胱甘肽复性后，根据

胞外区氨基酸残基组成推测蛋白的等电点在0!1
之间，故采取’+$+2*3,/45-*3强阴离子柱进行纯
化。纯化后除去了大部分杂蛋白和核酸物质，蛋白

纯度为678，蛋白分子量大约79:’，见图0。

图0 离子层析纯化蛋白

);<=0 >’>2%$?+-@,A5;@;3B,5-C3;DEF’+$+*3,/45-*3
#G!"H45:35*；7，IG%A5;@;3B,5-C3;D

图1 表达物对+,-刺激下的J)2#细胞的生长抑制作用

);<=1 .3D4CA53B,5-C3;D’*<5-KC/253,53**;D<3@@3LC
-DJ)M#L3NN**C;HAN4C3BEF+,-

4G.3D4CA53B,5-C3;D’*;D@NA3DL3-DJ)2#L3NN**C;HAN4C3BEF+,-；

EG.3D4CA53B,5-C3;D’*;D@NA3DL3-DJ)2#L3NN**C;HAN4C3BEF?2O>)

!") $%&’(胞外区蛋白的生物活性检测
支持细胞生长的+,-浓度为7D<／H&。另实验

结果表明，随着表达物*+,-.浓度提高，J)2#细胞

在此+,-浓度下生长增殖的能力越来越低，直至细
胞由于缺乏生长因子而全部死亡。这说明表达复性

产物确实对+,-有结合活性。由于在对照组中表
达产物并没有对?2O>)刺激下的J)2#细胞生长产
生明显的影响，且?2O>)与+,-同属同族造血因子
超家族成员，所以证实，复性蛋白具有与人促红细胞

生成素特异结合的能力。

* 讨 论
目前人促红细胞生成素受体已发现有I种由于

/+,-.H."$不同剪接而生成的形式：完整的

+,-.（+,-.2)），截断型受体（+,-.2J）和可溶性

+,-.（*+,-.）。+,-.2)主要存在于成熟的红细胞
系前体细胞，接受+,-刺激传递增殖分化的正常信
号。+,-.2J主要存在于不成熟的红细胞系前体细
胞，它和+,-.2J共表达形成异源二聚体使细胞停
滞在?#期的时间延长，这一方面减弱了+,-引发
的增殖信号传导，另一方面促进了造血细胞的分

化［9］。*+,-.的H."$序列分析表明/+,-.基因
编码部分停滞在第0个外显子，因此蛋白本身就是

/+,-.胞外区蛋白，它存在于红系细胞成熟早期和
人的血浆中，它与+,-呈#：#结合［#P］。由于现在对
它的研究尚不够深入，因此对它的生理作用多属推

测。例如由于血浆中存在*+,-.而血清中很少，使
人猜测*+,-.可能对凝血过程有一定影响［0］。另
外+,-属于细胞因子超家族成员，这其中白介素!
的可溶性受体有报道是Q&2!的转运载体［##］，因此

*+,-.也有可能结合+,-调节+,-在体内的分布，
从而对整个造血系统的运转起到调节作用。

我们利用大肠杆菌表达了/+,-.胞外区蛋白，
无论在尿素溶解还是蛋白复性过程中均发现它的可

溶性很好，因此/+,-.胞外区蛋白复性后得到的就
是*+,-.。在活性检测时，它能使人红白血病J)M
#细胞株的生长受到抑制。鉴于这是一种因人源细
胞表面+,-.的异常使细胞对+,-敏感而引发的白
血病［#7］，我们认为表达的 /+,-. 胞外区蛋白
（*+,-.）为临床上治疗以红白细胞增多为特征的白
血病提供了一个有价值的线索。

本文通过基因测序、蛋白测序、蛋白抗原性检

测、分子量测定，证明所获蛋白就是/+,-.胞外区
蛋白。细胞学检测结果证明它具备与+,-的结合
活性。这就为下面通过进一步亲合层析纯化活性受

体筛选噬菌体肽库获取+,-类似小肽提供了物质
基础。另外通过获得的蛋白免疫动物获得针对
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!"#$%的抗体可进行免疫组化分析，进一步研究

!"#$%的生理机制。目前国内尚未见到这方面研究
的报道，本文获得的原核表达的人源!"#$%为今后
相关研究奠定了基础。
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