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摘 要 脑钠素（U)V）是临床治疗代偿失调性心衰竭的有效药物。将脑钠素与组氨酸标签（P1>C5+@）以及具有自我剪切功

能的 W>: 3?+U 微型蛋白质内含子进行融合表达。表达产物经 )1CW0:.+,&>0 亲和层析及体外复性处理后，用 =*C纤维素对复性

产物进行了浓缩，并通过改变 =*C纤维素柱内的 :P 及温度，诱导 W>: 3?+U 微型蛋白质内含子的剪切作用，使脑钠素从融合蛋

白中释放并与载体蛋白（P1>C;?+U）分离，再经 =D 反相高效液相色谱法进一步纯化后，从每升培养液中获得了 !X7<@ 纯度达

EFY的重组人脑钠素。体外活性测定结果表明，重组人脑钠素对兔胸主动脉条具有显著的血管舒张效应，其 I=8" 为 LXED Z

L"[ #<@\<N。
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脑钠素（U,+1? ?+5,1A,051- :0:5130，U)V），又称 UC
型利钠肽（UC5_:0 ?+5,1A,051- :0:5130）是由 $! 个氨基

酸组成的多肽激素［L］。其分子量为 $D#D ;，等电点

为 L"XE。U)V 在体内主要由心肌细胞分泌，具有提

高肾小球的滤过速率，增加尿钠排泄，抑制血管紧张

肽原酶的活性以及降低醛固酮和内皮素的分泌，松



弛血管平滑肌，降低右心房以及肺动脉楔型压等功

能［!］。"#$ 可用于临床治疗代偿失调性心衰竭［%，&］。

蛋白质内含子（’()*’(）是一类具有自我剪接功

能的多肽，它能将自身从前体蛋白中切除并催化其

两侧的肽链之间形成肽键［+］。近年来，’()*’( 介导的

自我剪接系统已被广泛用于蛋白质纯化［,］、蛋白质

连接［-］、多肽的环化［.］以及配体分子的定量测定［/］

等。在宿主菌中表达的目标多肽可以融合于 ’()*’(
的 #0端或 10端，并可在体内及体外通过改变 23、温

度或添加亲核试剂来诱导融合蛋白的剪切作用［45］，

从而使目标肽段从融合蛋白中释放、分离出来，该方

法在肽键裂解过程中无须使用蛋白水解酶或化学裂

解试剂［,，45］。

本文将化学合成的 6"#$ 基因与编码多聚组氨

酸标签（3’70)89）和 !"#$%&’%"()*( 72: $11,.5% 菌的

+#,- 基因（;72 <(8"）的微型蛋白质内含子在大肠

杆菌内融合表达。融合蛋白 3’70=(8"06"#$ 经 #’0
;*268>?7* 亲和层析、体外复性处理后，用 1@0纤维素

浓缩富集融合蛋白，通过将 1@0纤维素柱内的 23 值

调节至 ,A+ 并置 !+B保温 4,6，诱导 ;72 <(8" 微型

蛋白质内含子的自我剪切活性，使 6"#$ 从融合蛋

白中释放并与 3’70)89 和 ;72 <(8" 微型蛋白质内含

子（3’70=(8"）分离，从而获得了具有天然氨基酸序

列和生物活性的重组人脑钠素。

! 材料和方法

!"! 材料

质粒 2CDE#4 购自 #*F G(9H8(< "’?H8I7；C& =#J
连接 酶 和 限 制 酶 购 自 C8K8L8 公 司；表 达 质 粒

2GC!.I 及 表 达 宿 主 菌 . : %’/* "M!4（=G%）购 自

#?N89*( 公司；化学合成的 "#$ 标准品购自 JO*>’P8(
$*2)’<* 1?O28(Q；质粒提取和 =#J 片段回收试剂盒

为 R’89*( 公 司 产 品；#’0;*268>?7* 购 自 $68>O8P’8
"’?)*P6；半制备型 1& 反相 3$M1 色谱柱（%55OO S
!5OO）为 D8)*>7 公司产品；胰蛋白胨、酵母抽提物、

乙腈、三氟醋酸、E$CT 购自 U’76*> ;P’*()’V’P 公司；其

余试剂均为国产分析纯；编码 6"#$ 的基因及 $1L
引物由 E(N’)>?9*( 公司合成，序列如下：

上 游 引 物：+W0TTCTTCT1C1CC11JJ1C1111T
JJJJCTTCC1JTTTCC1CT0%W 其 中 T1C1CC1 为

!,0!的酶切位点。

下游引物：TTCTTC1CT1JTCCJTCTJ1TT1T1J
TCJ1CCCJ1JJ10%W 其 中 1CT1JT 为 1()!的 酶 切

位点。

6"#$模板的序列为：C11 11T JJJ JCT TCC
1JT TTC C1C TT1 CT1 CC1 TTC 1TC JJT JCT
TJ1 1TC JC1 C11 C1C JT1 C11 TT1 1CT TTC CTC
JJJ TCJ 1CT 1T1 1TC 1J1 CJJ
!"# 方法

!"#"! 2GC!.X6’70<(8"06"#$ 表达质粒的构建：以化

学合成的 6"#$ 基因为模板，采用 $1L 扩增 6"#$ 双

链 =#J。$1L 反 应 条 件 为：5A542O?H 6"#$ 模 板，

+52O?H 的上游引物和下 游 引 物，!A5OO?HXM <#C$，

5A!+Y )8Z 酶，/&B变性 !O’( 后进行以下 !, 个循环：

/&B、&+7；+!B、4O’(；-!B、&+7。扩增完毕，将 $1L
产物用 ![琼脂糖凝胶电泳鉴定并回收 6"#$ 基因

片段（4!5I2）。将 $1L 扩增的 6"#$ 基因片段和

2CDE#4 质粒分别用 !,0!和 1()!双酶切，酶切产

物分别经 ![和 4[琼脂糖凝胶电泳纯化回收目标

片段。将 经 过 酶 切 和 纯 化 处 理 的 6"#$ 基 因 和

2CDE#4 质 粒 片 段 混 和，加 入 C& =#J 连 接 酶，置

4,B连接反应 !56。取连接产物转化大肠杆菌 =3+"
感受态细胞，根据氨苄青霉素抗性筛选阳性克隆，抽

提质粒，用 $1L 鉴定 6"#$ 基因是否插入 2CDE#4 质

粒，并对 2CDE#4X<(8"06"#$ 质粒进一步做 =#J 序

列测定。

用 2+$!X-,33!双 酶 切 2CDE#4X<(8"06"#$
质粒，纯化回收酶切产生的 <(8"06"#$ 基因片段，并

将该片段与经过 2+$!X-,33!双酶切处理的表达

质粒 2GC!.I 连接。取连接产物转化 =3+"感受态

细胞，用 2+$!X-,33!酶切鉴定 2GC!.X6’70<(8"0
6"#$ 阳性克隆。2GC!.X6’70<(8"06"#$ 的质粒构建

及 6"#$ 制备的流程见图 4。

!"#"# 3’70=(8"06"#$ 融合蛋白的表达：用表达质

粒 2GC!.X6’70<(8"06"#$ 转化 "M!4（=G%）感受态细

胞，将转化细胞涂布在含 +5#9XOM 卡那霉素的 M" 平

板上。挑取单克隆接种于 M" 培养基中，置 %-B摇

床过 夜 培 养，取 过 夜 菌 按 ![ 的 比 例 接 种 至 含

!+#9XOM卡那霉素的 M" 培养基，%-B、!55>XO’( 振摇

培养至菌液的 45,55 达到 5A, 左右，加入终浓度为

4A5OO?HXM 的 E$CT，继续培养 %A+6，于 &B，+555>XO’(
离心收集菌体。用 ;=;0$JTG 检测融合蛋白的表达

效率。

取 49 菌体，悬浮在 %5OM +5OO?HXM #8JP03JP，
23+A5 缓 冲 液 中，置 冰 浴 中 超 声 破 碎 菌 体，&B、

!5555>XO’( 离心 !+O’(，分别取上清液和沉淀进行

;=;0$JTG，并用凝胶扫描仪对目标蛋白条带进行测

定比较，分析融合蛋白在上清液和沉淀中的分布

4.4狄 洌等：;72 <(8" 蛋白质内含子介导的重组人脑钠素的制备



图 ! "#$%&’()%*)+, 融合蛋白的构建及 -’( )
.#’#%#’/0#’ 介导的蛋白质剪接

1#23 ! "#$%&’()%*)+, 45$#6’ 786/0#’ 96’$/859/ -0$#2’
(’- -’( ) .#’#%#’/0#’ #’-590- $7:#9#’2

（;）<6’$/859/#6’ 64 7:($.#- 7=>?@A*#$%-’()%*)+,；（)）/*0 9:0(B(20 64

;$’%C08 707/#-0 D6’- D0/E00’ -’() (’- *)+, :0- /6 /*0 80:0($0 64 *)+,

486. /*0 "#$%&’()%*)+, 45$#6’ 786/0#’3

情况。

!"#"$ "#$%&’()%*)+, 融 合 蛋 白 的 亲 和 层 析：将

FG.H 裂 解 缓 冲 液 （ ?F..6:AH >8#$%"<:，GIF.6:AH
+(<:，J.6:AH 盐酸胍，!G..6:AH!%巯基乙醇，7"KIL）

与 J2 菌体混合，置冰浴中用超声破菌，裂解的菌液

在 MN、?GGGG8A.#’ 离心 ?F.#’，收集上清液。将上清

液上样至预先用平衡缓冲液（?F..6:AH >8#$%"<:，
GIF.6:AH +(<:，J.6:AH 盐 酸 胍，!G..6:AH!%巯 基 乙

醇，F..6:AH 咪唑，7"KIL）平衡的 +#%C07*(86$0 层析

柱（?IG9. O FIG9.），经 ?G 倍床体积的洗涤缓冲液

（?F..6:AH >8#$%"<:，GIF.6:AH +(<:，?G..6:AH 咪唑，

@.6:AH 尿素，!G..6:AH!%巯基乙醇，7"KIL）充分洗

涤后，用 洗 脱 缓 冲 液（?F..6:AH >8#$%"<:，GIF.6:AH
+(<:，PGG..6:AH 咪唑，@.6:AH 尿素，!G..6:AH!%巯基

乙醇，7"KIL）洗脱。收集 "#$%&’()%*)+, 融合蛋白，

用胶浓度为 !PQ的 C&C%,;R= 检测其纯度。

!"#"% "#$%&’()%*)+, 融合蛋白的复性：将从 +#%
C07*(86$0 柱收集的 "#$%&’()%*)+, 样品溶液按 ! S FG
的比例加入复性缓冲液（FG..6:AH >8#$%"<:，?..6:AH
=&>;，!.6:AH 尿素，GIF.6:AH 盐酸胍，GI?F..6:AH 氧

化型谷胱甘肽，!..6:AH 还原型谷胱甘肽，7"@IF），

混匀，置 MN 复性 ?G* 后，将复性样品对 ?F..6:AH
+(;9%";9，7"FIG 缓冲液充分透析。复性样品透析

后产生的沉淀物通过 MN、!F GGG8A.#’ 离心 ?G.#’ 去

除。

通过测定融合蛋白复性前的 !"?@G 以及复性样

品透析后上清液的 !"?@G 来估算融合蛋白的复性

效率。

!"#"& "#$%&’()%*)+, 融 合 蛋 白 的 <T%纤 维 素 浓

缩、裂解和纯化：在层析柱（?IF O @9.）中加入 !G.H
<T%阳 离 子 交 换 纤 维 素 并 用 FG.H 平 衡 缓 冲 液

（?F..6:AH +(;9%";9，7"FIG）平 衡 柱 体。将 "#$%
&’()%*)+, 融合蛋白复性样品按 GIF.HA.#’ 流速上

样。上样完毕，加入 !GG.H 裂解缓冲液（?G..6:AH
+("?,UM，!..6:AH =&>;，7"JIF）快速洗涤柱体。关

闭层析柱出口，在层析柱中加入 !G.H 裂解缓冲液

以及 !..6:AH 的 ,TC1，置 ?FN保温 !J*。

用洗涤缓冲液（?G..6:AH +("?,UM，!GG..6:AH
+(<:，7"JIF）洗涤 <T%纤维素柱至流出液的 !"?@G

小 于 GIG?，加 入 FG.H 洗 脱 缓 冲 液 （ ?G..6:AH
+("?,UM，PGG..6:AH +(<:，7"JIF）洗脱从 "#$%&’()%
*)+, 融合蛋白中裂解释放出来的 *)+,。将收集的

*)+, 样品对 F..6:AH 的 +"M"<UP 溶液充分透析、

冻干，用 胶 浓 度 为 !JQ 的 >8#9#’0 C&C%,;R= 测 定

*)+, 样品的纯度［!!］。

!"#"’ *)+, 的反相高效液相色谱（V,%",H<）：将

冻干的 *)+, 样品溶解在 MIG.H 缓冲液 ;（GI!Q三

氟醋酸）中，用 <M 反相高效液相色谱 柱（PGG O
?G..）进行纯化。以 !G.HA.#’ 的流速用缓冲液 ;
平衡 <M 制备柱，待基线稳定后上样。用缓冲液 ;
和缓冲液 )（GI!Q三氟醋酸，LGQ乙睛）进行线性

梯度洗脱，在 MG.#’ 内，缓冲液 ) 的浓度由 G 上升至

MGQ。用 ?!F’. 作为检测波长，收集 *)+, 样品峰，

用 +(U" 调节 7" 至 FIG，对 F..6:AH 的 +"M"<UP 透

?@! #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*34 生物工程学报 ?GGJ，W6:I??，+6I?



析、冻干。

以化学合成的 !"# 标准品为对照，用 $%& 的

’()*)+, -.-/#012 和 3$4 反 相 高 效 液 相 色 谱 测 定

5!"# 样品的纯度。5!"# 样品在 3$4 分析柱的梯度

洗脱条件为：在 678)+ 内，缓冲液 ! 的浓度从 $7&上

升到 97&，洗脱液的流速为 $:;8<=8)+，检测波长为

6$7+8。

!"#"$ 5!"# 的活性测定：利用 5!"# 的血管舒张效

应来测定其生物活性，测定步骤参照 !>?8>+)@ 等的

方法［$6］。取兔胸主动脉剪成 9*8 左右的血管条，在

麦氏浴槽内加入 6;8< 台氏溶液（4:;A ">3B、;:6A
C3B、;:6%A DA-EF ·GH6E、;:;%7A ">H6#EF、$:;A
1B?*I@,、;:6A 3>3B6，定容至 $;;;8<，调 JH 为 G:F）置

9GK恒温，并通入空气。对血管条加挂 $:;A 负荷，

保持 $5，每隔 6;8)+ 更换一次台氏液，用记录仪监测

血管条的张力变化，待基线稳定后，加入肾上腺素至

终浓度为 ;:$7!A=8<，当血管条的张力升至最高并

稳定 $;8)+ 后，记录其血管张力变化。充分洗去麦

氏浴槽中的肾上腺素并重新加入 6;8< 台氏液，按

累积浓度加样法加入 5!"# 样品（设置系列浓度为：

7 L $;M G8A=8<、$:7 L $;M %8A=8<、9:; L $;M %8A=8<、7
L $;M % 8A=8<、$ L $;M 7 8A=8<、6 L $;M 7 8A=8<、9:7 L
$;M 78A=8<、7:7 L $;M 7 8A=8<），记录血管张力的变

化。计算 5!"# 标准样品和待测样品的 237;。

# 结果

#"! %&’#()*+,-./01-*123 表达质粒的构建

以化学合成的 5!"# 基因为模板，用 #3N 扩增

5!"# 双链 ."0（图 6）。#3N 产物通过 !"#"=$%&"
酶切位点插入质粒 J’OP"$ 中 -@J Q+>! 微型蛋白质

内含子基因序列的下游。由于 5!"# 基因的插入导

致 J’’OP"$ 载体上的 !"#"酶切位点消失，因此我

们首先采用 #3N 鉴定转化质粒中是否存在 5!"# 基

因（图 6），对阳性克隆用基因测序作进一步的确证。

结果表明，J’OP"$=5!"# 质粒中的 5!"# 基因序列

完全正确。

通过 ’()"=*"+H"双酶切，我们从 J’OP"$=
5!"#质粒中切出编码 Q+>!/5!"# 的基因片段（图

9），并克隆至质粒 J2’64R 中编码 H)@/S>A 的基因序

列下游（图 9）。在表达质粒 J2’64=5)@/Q+>!/5!"#
中，H)@/S>A、Q+>! 蛋白质内含子、5!"# 位于同一阅读

框架，从而使表达产生的 H)@/.+>!/5!"# 融合蛋白

可以用 ")/-,J5>(I@, 进行亲和纯化。

图 6 用合成的 5!"# 基因及质粒 J’OP"$=5!"# 为模板

形成的 #3N 产物的琼脂糖凝胶电泳

T)AU6 0A>(I@, ,B,*S(IJ5I(,@)@ IV #3N J(IQ?*S@ ?@)+A
@W+S5,@)X,Q 5!"# A,+,（B>+, $）>+Q J’OP"$=5!"#

JB>@8)Q（B>+, 6）>@ S,8JB>S,@

图 9 质粒 J’OP"$=Q+>!/5!"# 及 J2’64=5)@/Q+>!/5!"# 经

’()"=*"+H"水解后的琼脂糖凝胶电泳

T)AU9 0A>(I@, ,B,*S(IJ5I(,@)@ IV JB>@8)Q J’OP"$=Q+>!/5!"#
（B>+, $）>+Q J2’64=5)@/Q+>!/5!"#（B>+, 6）

Q)A,@S,Q Y)S5 ’()"=*"+H"

#"# 4+,-5/01-*123 融合蛋白的表达

用 J2’64=5)@/Q+>!/5!"# 表达质粒转化 , U -./0
!<6$（.29），挑取单菌落接种于 <! 培养基，在 9GK
经 P#’1 诱导后，H)@/.+>!/5!"# 融合蛋白的表达量

占菌体总蛋白的 6F&（图 F）。H)@/.+>!/5!"# 融合

蛋白在大肠杆菌内主要形成无活性不可溶的包涵

体，仅约 9$&以可溶形式存在（图 F）。
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图 ! "#"$聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 %&’$#()*$+*,-
融合蛋白的表达和纯化

.&/0! 1()23’&’ 45 6+7 789:7’’&4( )(; 9<:&5&=)6&4( 45
%&’$#()*$+*,- 5<’&4( 9:467&( >3 "#"$-1?@

A：B427=<2): C7&/+6 B):D7:；E：646)2 23’)67 45 (4($&(;<=7; =722’；F：646)2

23’)67 45 &(;<=7; =722’；!：’42<>27 5:)=6&4( 45 6+7 23’)67 5:4B &(;<=7;

=722’；G：&(’42<>27 5:)=6&4( 45 6+7 23’)67 5:4B &(;<=7; =722’0

!"# $%&’()*+’,+-. 融合蛋白的亲和纯化

为了同时回收菌体内以可溶及不溶形式存在的

%&’$#()*$+*,- 融合蛋白，我们在变性还原条件下

（EGBB42HI J:&’$%K2，LB42HI 盐酸胍，AMBB42HI!$巯基

乙醇，MNGB42HI ,)K2，9%ONP）用超声波裂解菌体，使

菌体表达的融合蛋白彻底溶解。裂解液上样至 ,&$
"79+):4’7 亲和柱后，先用低浓度的咪唑（EMBB42HI）

及高浓度的盐（MNGB42HI ,)K2）洗去非特异性吸附

的杂质成分，再通过提高咪唑浓度使融合蛋白洗脱。

从每升细菌培养液中可回收 %&’$#()*$+*,- 融合蛋

白 LEB/，纯度达到 QFR（图 G）。

!"/ $%&’()*+’,+-. 融合蛋白的复性

在变性纯化条件下，融合蛋白中的 ;()* 蛋白内

含子不能形成活性构象，因而没有蛋白质剪接功能。

此外，+*,- 也须形成二硫键才具有生物活性。我们

采用稀释法对融合蛋白进行复性处理，并在复性液

中加入氧化型和还原型谷胱甘肽，促进融合蛋白中

的二硫键形成。%&’$#()*$+*,- 融合蛋白的复性效

率可达 LFR。

!"0 $%&’()*+’,+-. 融合蛋白的浓缩和裂解

*,- 的等电点为 AMNP，对 KS$纤维素具有很强

的静电吸附力，因此可使用 KS$阳离子交换层析对

复性的融合蛋白进行浓缩。上样完毕，用 9%LNG 的

磷酸缓冲液洗涤平衡 KS$纤维素柱，从而启动 ;()*
蛋白内含子的自我剪接反应活性。在 EGT放置 AL+
后，;()* 的剪接反应基本完成。此时用洗涤缓冲液

可将从融合蛋白中释放出来的 %&’$#()* 从 KS$纤

维素柱上去除，而仍吸附在 KS$纤维素柱上的 +*,-
则通过提高盐浓度进行洗脱（图 G）。从每升培养液

可制备得到 +*,- LNOB/，其纯度达 GLR。

图 G 6:&=&(7 "#"$聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 +*,- 的纯化

.&/0G 1()23’&’ 45 +*,- 9<:&5&=)6&4( >3 6:&=&(7 "#"$-1?@
A：B427=<2): C7&/+6 B):D7:；E：%&’$#()*$+*,- 5<’&4( 9:467&( 9<:&5&7;

C&6+ ,&$"79+):4’7；F：+*,- 9<:&5&7; C&6+ KS$=722<24’7 )567: :727)’7;

5:4B %&’$#()*$+*,- 5<’&4( 9:467&(；!：%&’$#()* 72<67; 5:4B KS$

=722<24’7；G：+*,- 9<:&5&7; C&6+ K! :7U7:’7 9+)’7 %-IK；L：+*,-

’6)(;):;0

!"1 ,+-. 的反相高效液相色谱（2.’$.34）

从 KS$阳离子交换层析柱洗脱的 +*,- 样品进

一步用制备型 K! 反相高效液相色谱柱纯化（图 L），

+*,- 在 EPNGR的乙腈梯度时被洗脱。收集的 +*,-
样品在 J:&=&(7 "#"$-1?@ 上呈现一条带（图 G），用

分析型 KAQ 反相色谱柱测定其纯度达到 POR（图

O）。从 AI 大 肠 杆 菌 培 养 液 中 可 获 得 +*,- 样 品

ENQB/。

图 L 用 K! 反相 %-IK 纯化 +*,-
.&/0L +*,- 9<:&5&=)6&4( C&6+ K! :7U7:’7 9+)’7 %-IK

!"5 ,+-. 的鉴定

+*,- 与化学合成的 *,- 标准品在 J:&=&(7 "#"$
-1?@ 具有相同的迁移率（图 G）。+*,- 在分析型

KAQ 反相色谱柱的保留时间为 EMNQB&(，与化学合成

的 *,- 标准品相同（图 O）。活性测定结果显示，

+*,- 和化学合成的 *,- 标准品对兔胸主动脉条均

具有强烈的血管舒张效应，二者的 @KGM 分别为 ANP!
V AMW LB/HBI 及 ENAE V AMW LB/HBI，说明我们制备的

!QA !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 EMML，X42NEE，,4NE



图 ! 用 "#$ 反相 %&’" 分析 ()*&
+,-.! /01234,4 56 ()*& 7,8( "#$ 9:;:94: <(14: %&’"

（1）()*& 4810=19=；（>）()*& <?9,6,:= >3 "@ 9:;:94: <(14: %&’".

()*& 样品具有和 )*& 标准品相似的生物活性。

! 讨论

与目前常用的治疗心衰竭的药物相比，()*& 具

有疗效快，副作用小，不产生药物依赖性等特点。由

于 ()*& 分子中没有糖基化或磷酸化位点，因此我

们选用大肠杆菌表达系统来制备 ()*&。大肠杆菌

作为表达宿主菌，具有操作方便，表达效率高，生产

成本低廉等优点。但在大肠杆菌中单独表达低分子

量多肽时存在翻译效率低 表达产物不稳定，易受

蛋白水解酶降解，纯化工艺复杂等缺陷［#A］。目前人

们一般采用两种方法克服上述不足，一是通过融合

蛋白表达，二是通过多肽基因串联表达。但上述两

种方法在制备低分子量多肽时，均须通过蛋白水解

酶或化学裂解试剂处理以获得目标多肽单体。

特异性的蛋白水解酶通常价格比较昂贵，并且

有时存在非特异性的酶解作用［#@］。而化学裂解试

剂的反应条件一般比较剧烈，往往引起目标肽段的

化学修饰或结构破坏，导致小肽产率的降低或生物

活性的丧失［#B］。

孙自勇等用对蛋白质折叠具有促进作用的硫氧

化C还原蛋白（D9E）作为表达 ()*& 的载体蛋白。D9EC
()*&融合蛋白在菌体内主要以可溶形式存在，经

F0C4:<(1954: 亲和纯化后，用肠激酶将 ()*& 从融合

蛋白中释放出来［#G］。该方法的优点是融合蛋白不

需经复性处理，缺点是在制备过程中必须使用昂贵

的高纯度的肠激酶。

本文选用 =01) 微型蛋白内含子作为表达 ()*&

的载体蛋白，它介导的 "C末端剪切作用呈现温度和

<% 依赖性，在 HBI及 <% GJK L !JB 区间具有较高的

剪切效率，剪切反应条件温和且易于操作。

M01)C()*& 融合蛋白在大肠杆菌中获得了高效

表达。由于菌体中的融合蛋白在可溶和不溶部分均

有分布，因此我们选择在变性条件下用超声波裂解

细菌，这样原先无论是可溶或不溶的融合蛋白均可

被 *,CN:<(1954: 吸附并纯化，从而提高融合蛋白的回

收效率。

在变性条件下纯化的融合蛋白必须经复性处理

才能使 %,4CM01)C()*& 形成活性构象并使 N4< =01)
蛋白质内含子恢复剪接活性。我们选用 "OC纤维素

柱对融合蛋白复性样品进行浓缩富集，且通过改变

柱内的 <% 至 GJB 并在室温放置 #G( 来诱导蛋白质

内含 子 的 剪 切 作 用。利 用 %,4CM01)（<P GJG）和

()*&（<P #KJQ）在 "OC纤维素柱上吸附能力的差

异，用 不 同 离 子 强 度 的 缓 冲 液 进 行 洗 脱，从 而 使

()*& 得到了很好的分离和纯化。

随着越来越多的小肽药物的问世，采用重组

M*/ 技术研发低成本的小肽生产系统已引起人们

极大的兴趣。对由 HB 个以上氨基酸残基组成的多

肽而言，采用基因工程制备的成本通常低于化学合

成［#!］。此外，化学合成往往还会造成环境污染。在

本研究中，我们用 N4< =01) 蛋白质内含子作为载体

蛋白制备了具有生物活性的 ()*&，该制备方法的一

个特点是在使目标多肽从融合蛋白中释放时无须采

用蛋白水解酶或化学裂解试剂。上述结果说明微型

蛋白质内含子对低分子量多肽的生产制备具有重要

B$#狄 洌等：N4< =01) 蛋白质内含子介导的重组人脑钠素的制备
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密问题。所有稿件都需要提供电子版，请用 ,%7$ 附加文件形式发来。此外，还需要邮寄打印稿件一份（打印图片效果不好的，

最好附一份原图），并在投稿的同时缴纳 !MM 元审稿费。
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? 4 审稿费需邮寄还是转帐？
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Q 4 贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？

答：收到来稿后，首先将由专家进行两审。若一二审均获通过，则送达主编处进行最后的总审，再次通过，您就可以收到
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