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重组人干细胞因子的研究

吴 军 巩 新 唱韶红 赵志虎 左从林" 马清钧""

（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !%%%:!）

摘 要 利用基因工程的方法制备了高纯度的人干细胞因子，并对制备的重组人干细胞因子的结构和生物活性进

行了研究。结果表明 0EGH7 在磷酸盐缓冲液中以非共价的二聚体形式存在，其精确分子量、质量肽谱、氨基酸组成

及 + 端、H 段序列等均与理论值一致，二硫键位置正确。0EGH7 单用或与 0EI1HG7 合用，对猴外周血造血祖细胞有明

显的动员作用。
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干细胞因子（GK-. H-)) 78FK(0，GH7）是一种重要

的造血生长因子，它是 !""% 年分别由 L=))=8. ML，

4D-/( NO，PB8?@ <L 为首的三个不同实验小组几乎

同时发现的［! Q &］，是原癌基因 F1R=K 产物的一个胞外

配体。根据其刺激细胞生长、结合受体特性分别被

称为干细胞因子（GK-. H-)) 78FK(0）、GK--) 因子（GK--)
78FK(0）、R=K 配体（N=K S=@8?T）等。EGH7 有膜型和可溶

型两种活性形式，膜型 GH7 由胞外区、疏水跨膜区

和胞内区三部分组成，可溶型的 GH7 是膜型 GH7 在

!#;U!#2 位经蛋白酶促降解而成的，它包含了膜型

GH7 胞外区的主要部分。EGH7 含有 +1连、V1连糖

基，但大肠杆菌表达的非糖基化 EGH7 具有生物活

性，说明糖基对其生物活性影响不大。在生理状态

下，GH7 的活性形式为非共价的二聚体，当 GH7 与其

酪氨酸激酶受体 NW5 作用时，双价的 GH7 先以其一

个结合位点与 NW5 结合，诱导 NW5 构型发生改变，产

生内源二聚体化位点，引起 NW5 的二聚体化，双价

GH7 的另一个结合位点与二聚体化 NW5 的另一个位

点结合，稳定了 NW5 二聚体，NW5 的二聚体化激活了

其酪氨酸激酶活性，从而引发一系列的级联反应。

GH7 主要作用于早期多能干细胞、祖细胞，同时

对晚期成熟血细胞也有作用。它能刺激造血祖细胞

的扩增，并且与其它造血生长因子如 I1HG7、IO1
HG7、<XV 、WS1&、WS1#、WS1!! 及 5XV 等联合应用具有

明显的协同作用［2 Q :］。GH7 在造血祖细胞动员及再

生障碍性贫血等的血液病的治疗上具有良好的应用

前景［3 Q !%］。我们应用基因工程构建了表达 0EGH7 的

工程菌，制备了 0EGH7，并对其结构与生物功能进行

了研究。

! 材料和方法

!"! 重组人干细胞因子制备

!"!"! 工程菌株：3 * 0(,# MP;!（YOI#%2），表达载体

为 YZ’$$%，由 XSX[1HW3;: 启 动 子 控 制 人 工 合 成 的

EGH7 基因表达，本所赵志虎博士构建［!!］。

!"!"# 工程菌培养：挑单菌落于 ;%.S SZ 培养基

中，摇床 &%\!;%0U.=? 培养 !% ] !$ E，按 %^$_（4 U
4）接种量将上述活化菌种接 !; 只装有 !%% .S SZ
的种子摇瓶，摇床 &%\!;% 0U.=? 培养 !% ] !$ E，按

;_（4 U4）接种 &% S 发酵罐，&%\培养 # E，2$\诱

导 # E，离心收集菌体。

!"!"$ 重组人干细胞因子纯化：菌体以 ! ‘!%（5 U4）

的体积用缓冲液稀释后超声破菌，离心收集包涵体，

用 3 .()US 尿素变性后，稀释复性。复性液经阴离子



交换层析、疏水层析和反相层析纯化，及离子交换脱

溶剂，获得纯化的 !"#$%。

!"# $%&’%() 分析

&’()*) 高 压 液 相 色 谱 仪，$+ 柱（, -- . /*)
--，中科院大连化学物理所），0：含 )1(23%0 的纯

水；4：含 )1(23%0 的色谱纯乙腈（天津四友公司），

梯度洗脱：)!*) -56，0 ())2!()2，4 )2!7)2。

!"* 分子量分析

质谱法：893:%/ ;#<9=#>=#（=5?!@-ABB）质谱仪。

还原和非还原 #C#9’0D;：(*2分离胶，分子量

标准购自 ’!@-EFA 公司。

凝胶 &’G$ 法：’; G$9/H* 高 压 液 相 色 谱 仪，

3#I/))) 色谱柱。#5F-A 公司蛋白分子量标准，流动

相为 ())--@J>G K&L1) 的磷酸盐。

!"+ 质量肽谱

样品酶解方法：胰蛋白酶（#5F-A 公司，3’$I 处

理），用 )1M -@J>G 的 N&,&$:H（K&+1L），配成 )1( -F>
-G，())!G / -F>-G 的样品 O ()!G 胰蛋白酶，HLP酶

切 /, "。用 3@QBKE? 反射式基质辅助激光解吸附飞

行时间质谱仪（=0GC<93:%9=#）和 RASBKE? 快原子轰

击磁质谱仪（%049=#）分析。

!", -&末端氨基酸序列分析

#C#9’0D; 后转硝酸纤维素膜，;T-A6 降解法测

定。

!". )&末端氨基酸序列分析

羧肽酶酶解9氨基酸分析法：H -F 样品溶于 /
-G )1/ -@J>G N9甲基马啉乙酸缓冲液，加入 M)!F 羧

肽酶 U HLP 保温酶 解，定 时 取 出 酶 解 液，用 美 国

4E?V-A6 (/(=4 氨基酸自动分析仪分析游离氨基

酸。

!"/ 氨基酸组成分析

样品处理方法：酸水解、碱水解、过甲酸氧化，分

析柱为日立 W /M// #$，缓冲液流速 )1, -G>-56。仪

器为日立 G9+*)) 氨基酸分析仪。

!"0 生物活性分析

!"0"! 3%9( 细胞分析：!"#$% 样品，及购自 D<4$:
公司的 !"#$% 活性参考品，分别用无血清培养基（本

所细胞工程实验室陈昭烈教授惠赠）在 7M 孔板上作

倍比 稀 释，每 孔 加 样 ())!G，3%9( 细 胞 培 养 在 含

()2新生牛血清和 () 6F>-G D=9$#% 的 (M,) 培养基

中，使用前，先用不含血清和 D=9$#% 的 (M,) 培养

基洗细胞 , 次，用无血清培养基稀释至浓度为 , .
()* >-G，取 ()) !G 细 胞>孔 加 入 上 述 7M 孔 板，于

HLP、*2$:/ 条件下培养 ,) X ,+ " 左右，每孔加

/)!G =33，再培养 * " 后，加入 /)2 #C# +)!G，溶解

后在酶联仪上测 !*L)。

!"0"# 人骨髓 $%Y9D= 培养法：取外科手术截下的

人正常肋骨，用 Z’=<(M,) 培养液冲出骨髓细胞，用

比重为 (1)LL 的淋巴细胞分离液分离单个核细胞，

计数细胞数。培养体系包括 Z’=<(M,) 培养液、马血

清（H)2）、琼脂（)1/*2）、各种浓度的细胞因子（( X
/)) 6F>-G 的 !"#$%、( X /)) 6F>-G 的 !"#$% 加 *)
6F>-G的 !"<G9H、!"<G9H（*) 6F>-G）对照、!"D=9$#%（(*)
6F>-G）对照）、骨髓细胞（( . ()* >-G）。培养用直径

为 H) -- 的平皿，每皿 ( -G，每浓度 , 皿。HLP，*2
$:/，培养 L T，计数 $%Y9D= 集落数。

!"0"* !"#$% 皮下注射对恒河猴外周血祖细胞的动

员作用，及动员后收集的外周血回输M) $@ 照射猴后，

对其白细胞恢复的作用：* X LVF 的恒河猴（军事医

学科学院动物中心提供，合格证号为 4C[7*))/）分

成 * 组，每个试验组 * 只，每天分别皮下注射生理盐

水、!"#$% (*)!F>VF、!"D9$#% /)!F>VF、!"#$% *)!F>VF
O !"D9$#% /)!F>VF、!"#$% (*)!F>VF O !"D9$#% /)

!F>VF。于试验第 ,、M、+ 天采血分离外周血单个核

细胞进行 $%Y9D=、$%Y9-5\ 集落培养［,］。以对照组

的集落数为 ())2，各组的集落数以相对于对照组

的百分比值表示。

采集动员第 + 天的猴外周血 /)-G>VF 液氮冻

存。猴饲养一个月以上，使其血液学和血生化指标

恢复正常，然后施以 M*) X L)) !AT M) $@ 照射，回输采

集的自体外周血细胞，并每天给予 /)!F>VF 的 !"D9
$#% 治疗，以照射前的 [4$ 为 ())2，观察照射后

[4$ 的变化。

# 结 果

#"! 123)4 制备

" ] #$%& C&*"（K=DM),）培养 M " 菌体密度达到

’(M)) ^ H1/，升温诱导 M " 后，菌体密度为 ’(M)) ^
((，!"#$% 表达水平为 ,/2，表达量为 L+)-F>G，表达

产物以包涵体形式存在（图 (）。菌体用缓冲液重

悬，超声波破菌，经包涵体洗涤和溶解变性，得到纯

度为 +/2的 !"#$% 变性液，用缓冲液稀释复性过夜。

复性液经阴离子柱直接吸附浓缩和初纯化、疏水层

析和反相层析精细纯化，再通过阴离子交换溶剂，获

得了纯化的 !"#$%（图 /），每 MG 培养物的 !"#$% 制

备量达 (1*, F，回收率为 H+2。产物经 Z’9&’G$ 分

析纯度大于 7+2（图 H）。
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图 ! "#$ 发酵的 %&’!（()*+#,）的 -%-./0*1
2345! -%-./0*1 67 %&’!（()*+#,）789:8;<=<36;

3; "#$ >3698=?<69
! 5 %&’!（()*+#,）3;@A?8@ 769 ’B；C 5 D;?EAF36; >6@G；"5)=9H89

图 C 9B-I2 的 -%-./0*1 分析

2345C -%-./0*1 67 (A93738@ 9B-I2
!5’"4 A;98@A?8@ 9B-I2；C 5)=9H89；"5’"4 98@A?8@ 9B-I2

!"! 分子量测定

J.KL2C 测定 9B-I2 分子量为 !M’M,N##%（图 ,），

根据 9B-I2 氨 基 酸 序 列 计 数 的 理 论 分 子 量 为

!M’MMN,,%。B-I2 含有两对分子内二硫键，每形成

一对二硫键时，两个半胱氨酸残基各脱去一个 & 原

子，因而复性的 9B-I2 理论分子量应为 !M’M,N,#%，

可见 9B-I2 分子量测定值与复性的 9B-I2 理论分子

量完全吻合。而以磷酸盐缓冲液为流动相的凝胶

&/$I 分析表明，9B-I2 的分子量明显大于 !O H%，约

图 " 9B-I2 的 P/.&/$I 分析

2345" P/.&/$I 67 (A93738@ 9B-I2

为 "’N’ H%。这说明在磷酸盐缓冲液中，9B-I2 是以

二聚体形式存在。非还原 -%-./0*1 和还原 -%-.
/0*1 分析表明 9B-I2 在有 -%- 存在条件下，无论是

否有还原剂，均以单体形式存在，说明其分子间没有

二硫键。这些结果表明 9B-I2 在磷酸盐缓冲液中是

以非共价的二聚体形式存在的。文献报道非共价二

聚体形式是 B-I2 的天然活性形式，-I2 正是通过其

二聚体形式来稳定其受体 QDK 的二聚化的，后者的

二聚化是激活其酪氨酸激酶活性，从而引发一系列

级联反应的前提。

图 , 9B-I2 质谱分析

2345, )=FF F(8?<9= 67 9B-I2

!"# 质量肽谱分析

将 9B-I2 经胰蛋白酶降解后，采用快原子轰击

质谱（20R.)-）测定分子量较小的肽段（"## S !’##
%）（图 +），基 质 辅 助 激 光 解 吸 附 飞 行 时 间 质 谱

（)0$%D.KL2.)-）测定分子量较大的肽段（!### S

##T 生 物 工 程 学 报 !O 卷



!"""#）（图 $），实验测得肽段的分子量与根据序列

计算的分子量一致（表 %），说明 &’()* 的一级结构是

正确的，而且在 +,-#./01*/+( 测定结果中，发现了

由分子内二硫键将两个肽段连接形成的产物，0% 2
03 和 0$ 2 0%4，由于前面已经证明，&’()* 不存在分

子间二硫键，因而这两个二硫键相连的片段来源于

同一 分 子 &’()*，这 与 天 然 ’()* 的 二 硫 键 位 置

（0%5678 /0356743、0$56789 /0%4567%94）完全相符，说明 &’/
()* 的二硫键是正确的。

图 : 凝胶排阻 ;<-) 分析测定 &’()* 分子量

*=>?: +@AB5CAD& EB=>’F DGDA67=7 H6 IBA/;<-)

图 ! 快原子轰击质谱（*,J/+(）测定肽段分子量

*=>?! +D77 7KB5F&D @L KBKF=M7 H6 *,J/+(

图 $ 基质辅助激光解吸附飞行时间质谱（+,-#./01*/+(）测定肽段分子量

*=>?$ +D77 7KB5F&D @L KBKF=MB7 H6 +,-#./01*/+(
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表 ! "#$%& 胰蛋白酶裂解肽片段分子量测定值和预测值比较

’()*+ ! ’#+ ,-./("01-2 -3 /+/405+ .(11 -3 "#$%& ,*+(6+5 )7 4"7/102

!"#$%&" ’()*+",$ -+%,. )/%& ("0%&1" !("&%/$"& +.2"/12)( 3"%*4$56 6"$"/$"& +.2"/12)( 3"%*4$56 6%’’"(",/" 7"$4.&

89 9:; <=<>? <=@>A =>=@B !!

8C!!! <:@ C@@>D : :

8D ?:9E ;<D>@ ;@=>A 9>=B !

8E 9A:9@ E;9>A EAE>D 9>;B !

8A 9?:CA <AD>? <AE>; =>=?B !

8E:8A 9A:CA 9C9A>E 9C=<>; =>;B !

8; C;:DC @@D>9 @@D>A =>=AB !

8A:8< 9?:;D A9C?>9 A9;9>E =>;B "!!

8;:8< C;:;D ED<A>C ED;9>E =>DB "

8@ ;E:<? 9<@<>= : :

8? @=:?C 9EA@>< 9EA?>= =>=CB !

89= ?D:?< A;D>; A;9>A =>=EB !

899 ?@:9== D<E>E : :

89C!!! 9=9:9=9 9E;>C : :

89D 9=C:9=E D@=>E D@D>E =>@B !

89E 9=A:9=? A@E>; A<A>A 9><B !

89A 99=:99@ 99@A>E 99@A>A =>=9B !

89; 99?:9CC AE@>; AE?>A =>=DB !

89< 9CD:9C@ ;<?>@ ;@9>A =>CB !

89 F 8?!!!! （9:;）F（@=:?C） C9;;>; C9;E>9 =>9B !

8< F 89@!!!! （DD:;D）F（9C?:9E?） A;?C>A A;@?>E =>=AB "

!：G-H:7I；!! 7-J6K:8LG:7I；!!!：8.. 0+)22 %, +.2"/12)( 3"%*4$；!!!!：83. ’()*+",$0 /.,,"/$"& MN &%012’%&" M.,&

89: ;<末端氨基酸序列分析

用 O&+), 降解法，测定 (4IPGQ:端 9A 个氨基酸

残基序列为：7ORKPSQST8QQTU6，除在 Q 端多一个

甲硫氨酸外，其余与天然的 4IPGQ 端序列一致，说

明其 Q:末端是完整的（图略）。

89= %<端部分氨基酸序列分析

用羧肽酶降解 (4IPG 样品，取不同降解时间的

样品进行氨基酸分析，测定样品的 P:端为 T)2:-2):
PLLV，与天然 4IPG 一致，说明其 P:末端也是完整

的（图略）。

89> 氨基酸组成分析

(4IPG 经水解后，由氨基酸分析仪分析，其氨基

酸组成的测定值与理论值相符。

89? 生物活性

制备的 (4IPG 与 购自 RKHPL 公司的 (4IPG 相

似，对人红白血病细胞株 8G:9 具有明显的刺激作

用，其半数有效剂量为 9;,*5+J（图 @）。(4IPG 单用

或与 (4KJ:D 合 用 对 人 骨 髓 造 血 祖 细 胞（PGW:R7、

PGW:+%X）的克隆形成具有明显的刺激作用（图 ?）。

恒河猴体内试验表明，(4IPG 单用或与 (4R:PIG

合用对造血祖细胞具有明显的动员作用，且具有明

显的量效关系（图 9=）。用 (4IPG（9A=#*5Y*）与 (4R:
PIG（C=#*5Y*）动员的自体外周血回输亚致死剂量
;=P.照射的恒河猴，对其照射引起的白细胞减少症

具有治疗作用，表现为 ZHP 下降幅度小、低点持续

时间短、恢复快（图 99）。

图 @ (4IPG 对 8G:9 细胞的作用

G%*[@ -/$%\%$N .’ (4IPG $.3)(& 8G:9 P"22

@ 讨 论

(4IPG 在大肠杆菌中是以包涵体形式表达，包

C=< 生 物 工 程 学 报 9? 卷



图 ! "#$%& 单用或与 "#’()* 合用对

人骨髓 %&+),- 形成的作用

&./0! 1#2 233245 63 "#$%& 6" "#$%& 7892"/8 :.5# "#’()* 69
5#2 /292";5.69 63 %&+),- 3"6< #=<;9 >692 <;""6: 42??7

图 @A "#$%& 单用或与 "#,)%$& 合用给予猴，对猴外

周血单个核细胞中 %&+),-、%&+)<.B 的作用

&./0@A 1#2 233245 63 "#$%& 6" "#$%& 7892"/8 :.5# "#,)%$& 69
%&+),-、%&+)<.B .9 CD-% 63 -69E28

图 @@ "#$%&单用或与 "#,)%$&合用动员的猴自体外周血，

对猴亚致死剂量照射引起的血细胞减少症的治疗作用

&./0@@ 1#2 233245 63 72?3 >?66F :#.4# :;7 <6>.?.G2F >8 "#$%& 6"
"#$%& 7892"/8 :.5# "#,)%$& 69 5#2 ?2=46H29.; 4;=72F >8

7=>?25#;? ."";F.;5.69 .9 <69E28

涵体形式表达的重组蛋白需要经过变性、复性、纯化

等过程，这些过程可能使蛋白产生二硫键错配、部分

降解、缺失、修饰等。即使是可溶性表达的重组蛋

白，由于在肽链翻译后，其在细胞内进行的折叠、氧

化、加工等过程中，及以后的纯化过程中，酶及各种

物理、化学因素都可能使蛋白结构产生缺陷。因而

虽然表达重组蛋白的核苷酸序列完全正确，仍不能

保证所制备的重组蛋白的正确性，还必须对制备的

重组蛋白进行结构鉴定。考虑到可能引起重组蛋白

结构缺陷的主要原因，应着重分析其是否发生降解、

缺失、修饰，及二硫键位置、寡聚体等。同时由于许

多多肽因子天然来源非常有限，难以得到高纯度的

样品作为对照，因而大多数的重组蛋白结构分析主

要是与理论值对照。重组蛋白的结构分析可以有各

种方法，如精确分子量、肽谱、序列分析、氨基酸组成

分析和生物活性分析等。

本研究制备的 "#$%& 的精确分子量测定值与该

蛋白的理论质量的差异小于 @I，因而可以初步判定

"#$%& 未发生降解、缺失、修饰等，因为这些改变引

起的质量改变均远大于 @I。J)末端、%)末端分析结

果进一步表明 "#$%& J)末端、%)末端结构完整。质

量肽图是蛋白质的一种“指纹图谱”，是鉴别蛋白和

结构 分 析 的 重 要 方 法，"#$%& 的 质 量 肽 谱 涵 盖 了

KLM以上的序列，并且证明其分子内两对二硫键的

位置正确。天然的人干细胞因子是一种糖蛋白，其

活性形式是一种非共价的二聚体形式。大肠杆菌表

达的非糖基化蛋白是否能形成这种非共价的二聚体

形式［@N］，以及是否具有相应的生物活性，是其是否

具有应用价值的关键。分析结果表明制备的 "#$%&
在磷酸盐缓冲液中以非共价的二聚体形式存在，并

对 1&)@ 细胞和造血祖细胞有明显刺激作用，这说明

糖基化与否并不影响 "#$%& 二聚体的形成，也不影

响其主要生物活性。上述结果说明，"#$%& 具有与

天然 #$%& 相似的结构和生物活性。
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