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摘 要 用高表达菌株 78.!/9’:’; <(=> 9’?<5;@5;@ 95((> 表达重组人角质化细胞生长因子（ABCD.!）蛋白并初步纯化

和检测其活性。通过 E4.FGE 从流产胎儿肺组织中钓取 ABCD.!9H*3，将其克隆入 <7&!!" 载体质粒。在大肠杆菌

78.!/9’:’; <(=> 9’?<5;@ 95((> 中表达 ABCD.! 蛋白。采用亲和层析和离子交换层析分离纯化，以细胞增殖实验测定表

达蛋白的生物活性。结果显示，ABCD.! 蛋白在 78!/ 中得到高效表达；ABCD.! 蛋白能刺激 *IJ#4# 细胞的增殖，具

有显著的促有丝分裂活性。
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成纤维细胞生长因子（DCD）是一类对中胚层和神经外

胚层来源的多种细胞具有营养和促分裂作用的多肽，迄今发

现该家族由 !/ 种同源多肽组成［/］，有 $ 种 DCD 受体。角质

化细胞生长因子（L5M,@N;’9-@5 OM’P@A Q,9@’M，BCD）是 DCD 家族

成员之一，包括 BCD./（DCD.6）和 BCD.!（DCD./"），BCD./ 蛋白

和 BCD.! 蛋白具有 %6R的同源性［!］。它们共同结合于上皮

细胞 DCD.!!S 受体［#］，BCD.! 还与上皮细胞 DCD./!S 受体

结合［$］。人 BCD.!（ABCD.!）9H*3 由 2!$ 个核苷酸组成，编

码 !"1 个氨基酸，与鼠 BCD.! 具有高度的同源性（0%T2R）［%］。

ABCD.! 具有广泛的生理功能，在胚胎发育、组织的修

复、神 经 的 再 生、血 管 的 生 成 和 肿 瘤 发 展 中 具 有 重 要 作

用［2，6］。BCD.! 基因敲除小鼠证明该分子的功能是调节脑、

肺和肢体的发育［1，0］。UA=9AN J［/"］等进一步证明在 BCD.! 缺

失的小鼠的表型与 DCDE!S 缺失小鼠具有很好的相关性，包

括脑、肺、肢体、甲状腺、垂体、涎腺的缺失，对牙齿、肾脏、毛

囊和消化器官的产生也有影响。这些结果显示，BCD.! 作为

DCDE!S 的主要配体参与小鼠多器官的发育。BCD.! 还具有

显著促有丝分裂作用［//］，参与组织的修复。

ABCD.! 具有广泛的临床应用，有希望用于溃疡性结肠

炎、静脉溃疡、粘膜炎和伤口愈合的临床治疗。有关 BCD.!

在溃疡性结肠炎中作用的研究报告尚未见报导，但在小肠溃

疡研究表明，重组 BCD.! 可促进小鼠急慢性小肠溃疡的愈

合［/!，/#］。在 HVV 和放射线性肠炎中，FCW! 发挥关键的粘膜

保护作用，对胃肠道粘膜完整和自稳，FWC! 具有重要的调节

作用［/$，/%］。BCD.! 可 使 GUX.! 基 因 表 达 上 调，从 而 刺 激

FCW! 的产生，阻断有害物质对小肠的损害和促进小肠粘膜

的愈合［/2］。进一步研究表明，BCD.! 通过促进受损粘膜周围

有活力的表皮细胞向受损部位快速迁移，从而修复受损粘

膜，且无明显毒性和致纤维化作用［/#］。显示该因子极具潜

力的临床应用价值。此外，重组 BCD.! 外用于伤口，可显著

提高 SM5,LN;O >@M5;O@A 和胶原含量，促进伤口愈合［/6］。肿瘤病

人需大量的化疗或化疗和放疗联合应用，常累及口腔和胃肠

道黏膜，导致疼痛、溃疡和出血。目前尚无有效治疗方法。

BCD.! 有可能成为有效的治疗药物，增强肿瘤患者对放、化

疗的耐受能力。

BCD.! 的研究进展非常迅速。W?’@’ 等［/1］/006 年克隆

了人 BCD.!，!""" Y !""/ 年美国 J=?,; C5;’?5 V9N5;95 公司产

品 E5<NQ5M?N;（BCD.!）已获准进行用于溃疡性结肠炎、静脉溃

疡、粘膜炎和伤口愈合的"期临床试验。为了进一步研究

BCD.! 蛋白的功能和作用机理以及进一步开发，我们克隆了



!"#$% 的 &’()，于大肠杆菌中高效表达，并进行了纯化与活

性测定。

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株、细胞、主要试剂及实验标本

*+,%%- 温控表达载体为我室构建，!"#.!、$%&/!、01

’() 连接酶购于 2345678 公司；9!"#$% 特异性 2:. 引物由

上海博亚生物技术有限公司合成；肝素$;6*9834<6 :=$>+ 购于

298358&?8 公司；快速 2:. 产物纯化试剂盒、总 .() 提取 03$

?@4A 试剂盒、.0$2:. 试剂盒购自 "B+:C 公司；质粒 ’() 快速

提取试剂盒购自博大公司；+=%D$:4E4F2AG< :45*6FH :6AA< 购自

;H38H876F6 公司；(B/I0I 细胞由本室保存；流产胎儿肺组织由

北京医科大学第三医院妇产科提供。

!"# $%&’(# )*+, 的克隆

取流产胎儿肺组织约 -J%7，用 03?@4A 试剂提取细胞总

.()，经逆转录得到 &’() 以此为模板，9!"#$% 特异性引物采

用 4A?7A6 软 件 设 计，KL 端 引 物 :""))00:)0":))":::00"$

"0:)""):)0 ，IL端引物 :""")0::0)00)0")"0"0)::)::) ，

进行 2:.，回收 2:. 产物，克隆入 0 载体。

!"- 重组 ./0##1($%&’(# 质粒的构建

用 !"#.!和 $%&/!双酶切重组质粒，将外源 ’() 片

段次级克隆入 *+,%%- 质粒。对重组 *+,%%-$9!"#$% 质粒内

的外源基因进行序列测定。

!"2 $%&’(# 基因在大肠杆菌中表达

经酶切和测序鉴定重组质粒，转化入 :8:A% 处理的大肠

杆菌 +=$%D 菌株，涂 =+ 平板（)* K-57M5=，:A K- 57M5=）INO
过夜培养，结果获得大量阳性转化子。挑克隆于 K5= =+ 培

养液（)* K-57M5=，:A K- 57M5=）INO培养过夜，次日于 1%O
升温表达 19。并于 >= 发酵液中放大。

!"3 表达产物的 4*4(5,&6 鉴定

取 %--"= 表达菌，>--- P 7 离心 K 5?F，弃上清，加入 %K"=

*/>JQ 03?<$/:A 缓冲液，重新悬浮菌体，加入 > P 载样液 K"=，

煮沸 D- 5?F，冰上放置 K 5?F，取适量进行 ;’;$2)"R，考马斯

亮蓝染色后观察。

!"7 $%&’(# 的分离与纯化

离心收集 +=$%D 表达菌，0R 重悬，超声破碎细胞 DK 5?F。

D- --- 3M5?F 离心 % 5?F。取上清液直接上平衡好的肝素$

;6*9834<6 :=$>+ 亲和层析柱（平衡缓冲液：D-554AM= 03?<$/:A

SGTT63，*/NJ-，-JDK54AM= (8:A），用平衡缓冲液洗至基线，再用

含 -J>54AM= (8:A 洗除杂蛋白，最后用 DJ%54AM= (8:A 将 9!"#$

% 洗下。透析脱盐后，上阳离子交换柱，用含 -J>54AM= (8:A

平衡缓冲液洗脱，即得纯品。

!"8 表达产物的活性测定

用含 -JKU小牛血清的 ’VRV 培养液在 W> 孔板内培养

(B/I0I 细胞，每孔约 K P D-1 个细胞，INO培养 %1 9。加入纯

化的 +=$%D 表达产物 D--"=，同时设立阴性对照、空白对照。

采用 V00 法测定 (B/I0I 细胞的增殖情况。

# 结果与讨论

#"! $%&’(# )*+, 的克隆

自流产胎儿肺组织提取总 .()，将其逆转录成 &’()。

用 % 个 9!"#$% 特异性引物做 2:.。取 2:. 产物做 DU琼脂

糖凝胶电泳，扩增的 &’() 片段大小约 K--S*，与预期的片段

长度相符（图 D）。

图 D 9!"#$% 特异性 &’() 的琼脂糖凝胶电泳分析

#?7XD RA6&H34*9436H?& 8F8AY<?< 4T 9!"#$%&’()

D：.0$2:. *34EG&H；%：’=% --- ’() 583Z63

#"# 重组 ./0##1($%&’(# 质粒的构建

将得到的特异性 &’() 克隆入 *+,%%- 质粒，!"#.!和

$%&/!双 酶 切 鉴 定 筛 选 阳 性 重 组 质 粒（图 %）。对 重 组

*+,%%- 质粒中的外源片段进行测序鉴定，与已发表的 9!"#$%

&’()的序列完全相符。

图 % 重组 *+,%%-$9!"#$% 质粒的酶切鉴定

#?7X% RF@Y56 8F8AY<?< 4T 36&45S?F8FH *+,%%-$9!"#$% *A8<5?E

D：36&45S?F8FH *+,%%-$9!"#$% *A85?E；%：36&45S?F8FH *A85?E E?76<H6E

[?H9 !"#.! 8FE $%&/!；I：’= %--- ’() 583Z63

#"- $%&’(# 基因在大肠杆菌中表达及产物的纯化

用 *+,%%-$9!"#$% 重组质粒转化大肠杆菌，筛选阳性克

隆进行培养，1%O诱导表达。细胞裂解物的 ;’;$2)"R 结果
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显示，经诱导的大肠杆菌裂解物经考马斯亮蓝染色，在凝胶

上于 !"#$ 处形成的一条明显的蛋白条带，与预期结果相符。

并证实该蛋白未形成包涵体，经超声破碎，于上清中可溶性

表达，经肝素亲和层析和离子交换层析进一步纯化（图 %）。

经紫外分光检测，获得了每升发酵液约 &’() *+,-.! 的表达

水平。

图 % *+,-.! 在 /0!1 中表达产物及纯品的 2$2.34,5 分析鉴定

-6)7% 2$2.34,5 898:;<6< => ?*@ @ABC@<<@D BC=?@69 =>

B/E!!".*+,-.! F! 7 "#$% /0!1

1：BC=?@69 (8C#@C !：69DGH@D；%：G969DGH@D；

’：G:?C8<=96H.?C@8?@D <GB@C98?89? BC=?@69；I：BGC6>6@D C*+,-.!

!"# 纯化 $%&’(! 的活性测定

纯化的 *+,-.! 通过 JKK 法测定其活性（图 ’）。结果表

明，重组 *+,-.! 对 LMN%K% 细胞具有明显的促有丝分裂作

用。表明 *+,-.! 基因在大肠杆菌菌株 /0!1 上成功地实现

了表达，可满足对 *+,-.! 研究的需要。由于 *+,-.! 具有极

高的临床应用价值，本研究为进一步开发提供了实验依据。

图 ’ 纯化 *+,-.! 的活性测定

& O "P""1 与对照组相比

-6)7’ K*@ (6?=)@96H 8H?6Q6?; => BGC6>6@D *+,-.!

& O "P""1 H=(B8C@D R6?* H=9?C=:

)*’*)*+,*-（参考文献）
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