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重组人瘦素的基因构建、表达及活性鉴定
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摘 要 根据 *>UQ 中公布的人瘦素 3V*= 序列，设计并合成了 $ 个 F%0- 左右的 V*= 小片段，经重叠延伸 W>2 扩增获得 X$X0-
的 1AR,- 的完整基因片段。构建 -HB!!0（ Y ）C1AR,- 表达载体，转化大肠杆菌 UR!<（VHT），QWBO 诱导表达。目的蛋白以包涵体的

形式表达，表达量占菌体总蛋白的 "#Z以上。表达产物用 *4! Y 亲和层析柱纯化，+V+GW=OH 结果表明，含 $ [ N4? 标签的目的

蛋白的相对分子量约 <$\V。]BB 比色法实验显示，当低剂量（<# ^ T#9@C/R）时，1AR,- 具有促进内皮细胞生长的作用；在高剂量

（"# ^ !!"9@C/R）时，1AR,- 具有杀伤人内皮细胞的活性。其最大杀伤率达到 %F_FZ。吖啶橙荧光染色观察到高剂量 1AR,- 对人

内皮细胞有明显的凋亡作用。以上工作为进一步了解瘦素的体内体外生物活性奠定了基础。
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自从 <%%X 年 MA89@［<］等通过位置克隆的方法克

隆了小鼠的肥胖基因（e0,?4.;，’0）及该基因人的同

源序列，从此拉开了研究与应用肥胖基因的序幕。

瘦素（R,-.49）是肥胖基因的表达产物，主要在脂肪组

织中表达［!］。人和大多数动物的瘦素前体是一个由

<$a 个氨基酸残基组成的球形蛋白，由脂肪细胞合

成后分泌入血的过程中水解去除 *G末端 !< 个氨基

酸组成的信号肽，形成由 <X$ 个氨基酸组成、分子量



为 !"#$ 的成熟瘦素分子［%］。瘦素作为一种信号分

子通过血脑屏障与下丘脑的特异受体结合，抑制神

经肽 &（’(&）的合成与释放来实现调节体重［)］。同

时它也具有调节生长发育，调节炎症反应、免疫功

能、维持正常的血脂代谢等功能［*］。

近年来越来越多的研究资料表明，人体内的血

清瘦素水平与乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、前列腺癌、脑

瘤、脂肪瘤等的发生都有着一定的关系，血清瘦素浓

度的升高与降低是癌症患者的一个重要的标志［"］。

+, 等研究发现瘦素受体在乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、

前列 腺 癌、胃 癌、肝 癌、脂 肪 瘤 等 组 织 上 均 有 表

达［- . /］。但瘦素在肿瘤发生过程中所起的生理、病

理作用及调控机制仍未阐明，瘦素直接作用于肿瘤

的研 究 仍 然 缺 乏，本 实 验 为 了 获 得 重 组 人 瘦 素

（01234567879 :,487 ;1<967，简称 0:;1<）蛋白高表达的

工程菌株，通过重叠延伸 (=> 获得 0:;1< 全序列，

构建了重组表达质粒 <?@AA5（ B ）C0:;1<，并对在大

肠杆菌中表达的蛋白进行了鉴定，为进一步研究瘦

素对肿瘤的生物学作用奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

大肠 杆 菌 D;A!（$?%）菌 株 和 原 核 表 达 载 体

<?@AA5（ B ）购自 ’3E8F17 公司；(G, 及 @8F $’H 聚合

酶、I’@( 购自 (0341F8 公司；限制性内切酶、@) $’H
连接酶及 (G, $’H 聚合酶为 ’?D 公司产品；质粒提

取及胶回收试剂盒为 JK?LH 公司产品；’6A B M+6@08<
=:1N8967F +( 树脂为 H410O:84 (:8048268 D63912: 公司

产品。引物由上海生工公司合成。?=%P)（人脐静

脉内皮细胞株）由本室保存；培养于含 !PQ新生牛

血清、A443NC; 谷氨酰胺的 >(KR!")P 培养基。

!"# 方法

!"#"! 重组人瘦素（0:;1<）的基因构建：根据文献报

道的全长人瘦素 2$’H（’KMPPPA%P），按照引物设计

原则，根据密码子的简并性和大肠杆菌的密码子喜

好性原则，在不影响氨基酸序列的前提下，将原序列

中出现的稀有密码子核苷酸序列进行修改。以修改

后的基因序列为模板，设计 " 条引物，并分别在引物

;<! 和 ;<" 中引入 !"#+!和 $%& ! 酶切位点，每

条引物之间有 !S 个碱基互补。经过四轮 (=> 将 "
个引物片段拼接成 0:;1< 基因序列（)")5<，包含酶切

位点和保护碱基）。重叠 (=> 的每一步拼接反应如

下：第一步 (=> 反应：将 ;<%、;<) 拼接生成产物 ;<%

B )；第二步 (=> 反应：以 ;<% B ) 为模板，;<A、;<*
为上、下游引物进行 (=> 扩增，得到产物 ;<A B *；第

三步 (=> 反应：以 ;<A B * 为模板，;<!、;<" 分别为

上、下游引物进行 (=> 扩增，得到产物 ;<! B " 即瘦

素全长。反应条件均为：/*T预变性 %467；/*T变性

%PO，*%T退火 )*O，-AT延伸 !467，循环数 !P；/*T变

性 )*O，-AT退火并延伸 /PO，循环数 A*；-AT 延伸

!P467。" 个 长 引 物 片 段 基 因 序 列 设 计 如 下：;(!
=L@LHL==H@LL==L@L==LH@@=HHHHHL@==HLLH@
LH=H==HHHH===@=H@=HHLH=HH@@L@=H===L@H@
=HH@LH=H@@@=H=H=H=L=HL@=； ;(A =H@@@=H=
H=H=L=HL@=HL@=@==@==HHH=HLHHHL@=H==LL@
@@LLH=@@=H@@==@LLL=@==H====H@==@LH==@@
HHL=H；;(% ==H@==@LH==@@HHL=HHLH@LLH==
HLH=H=@LL=HL@=@H==HH=HLH@==@=H==HL@H@L
==@@===L@HH=L@@H@==HHH@@；;() =H=LL=HH
L@LL=HH=@=@@HLHLHHLL==HL=H=L@LHHLHHLH@
=H=LLHLL@@@@=HHLH@=L@@LLHHH@@@LLH@HH=L
@@H=L； ;(* ==H==@=@L@H=@L@HH==L=@HL=@@
==HLLH=H======HLL=@L@==HHLL@=@==HLL==H
=@LL===H@LL=HHH@LL=HH=@=； ;(" H=HL@H=
@=LHLL=H===HLLL=@LHLL@==HL=@L==H=HL=H@
L@==@L=HLHLH====@LHHLH=LL=@=HLLL==H==H
==@=@L@H=@L@HH=。

!"#"# 重组表达质粒的构建及鉴定：(=> 产物及质

粒分别用限制性内切酶 !"#+ !和 $%& !消化，胶

回收。用 @) $’H 连接酶将 0:;1< 基因克隆至质粒

<?@AA5（ B ）中，构建成重组质粒 <?@AA5（ B ）C0:;1<，

转化 ’ U (&)* D;A!（$?%）。重组子提取质粒进行双酶

切鉴定，阳性克隆送上海英俊公司测序。

!"#"$ 表 达 和 纯 化：挑 含 测 序 正 确 的 重 组 质 粒

<?@AA5（ B ）C0:;1< 的 ’ U (&)* D;A!（$?%）单 菌 落，

%-T振荡培养过夜，按 ! V !PP 稀释到 ;D 培养液中，

%-T振荡培养至 +,"PP74值约为 PW* 时，加入终浓度

为 PW*443NC; 的 R(@L 诱导表达 ":。目的蛋白的纯

化参照 H410O:84 (:8048268 D63912: 公司提供的 ’6 柱

蛋白纯化操作手册进行。采用透析法复性。!AQ的

X$XM(HL? 及 DRJM>H$ 凝胶成像系统（Y,87969Z J71M
)W"）分析表达量与纯度。

!"#"% K@@ 比色法［!P］测定不同 0:;1< 浓度下人内

皮细胞存活率：取对数生长期 ?=%P) 细胞，消化后

悬浮在一定量的培养液中，计数后调整细胞浓度，按

*PP 细 胞CAPP";C孔 接 种 在 /" 孔 板，置 %-T，*Q
=JA，饱和湿度条件下培养。A): 细胞贴壁后，吸去

PS- -%*./0/ 1&23.") &4 !*&5/(%.&)&67 生物工程学报 APP"，[3NWAA，’3W*



培养液，换成含不同 !"#$% 浓度的培养液，继续培养

&"，每孔加入 ’()*(# +,, -.-/(#，继续培养 0"，吸

去培养液，加入 -. /(# 1+23，震荡 ’ (45，继续培养

6-(45，用酶标仪测 !’7-5(。计算细胞存活率：细胞存

活率 8 各 !"#$% 浓度下吸光度（ !）值*正常对照组

吸光度（!）值。

!"#"$ 吖啶橙染色形态观察：取对数生长期 9:6-0
细胞，以每孔 6.- ; <-’ 个接种于 & 孔板中，培养 </"
后加入终浓度为 //’5)*(# 的 !"#$%。</" 后，离心收

集细胞，用 =>2 清洗 / 次，加入质量分数为 -.<’?
的 @:A

溶液 ’--!#，室温静置 <’(45，离心去上清液，向

沉淀中加入体积分数为 0?的多聚甲醛 <--!#，0B
固定 <- (45。将细胞打匀，吸约 C’!# 滴于载玻片

上，待固定液挥干后，加 ’!# -.-/’?吖啶橙醋酸染

液于细胞上，盖上盖玻片，将荧光显微镜的激发光调

至蓝光（’-/），观察细胞核形态并照相。

# 结果

#"! 重组人瘦素（%&’()）的基因构建

图 < 的 < D 6 泳 道 中 分 别 可 见 <&-E%、6/-E%、

0&0E% 左右的产物带，均与理论计算的片段大小相

一致。

图 < =:F 产物电泳图

G4)H< <.7? I)J!KL$ )$A $A$M!K%"K!$L4L KN =:F
+：1OI (J!P$!L；<：#%6 Q 0；/：#%/ Q ’；6：#%A Q &（!"#$%）H

#"# 重组质粒的鉴定

重组子提取质粒经 "#$R"及 %&’"酶切后，

琼脂糖凝胶电泳鉴定，如图 / 所示，得到两条目的条

带，分 别 为 !"#$% 条 带（0&0E%）、%9,//E（ Q ）条 带

（’0S/E%）。阳性克隆送上海英骏公司测序，测序结

果表明获得一正确序列的重组子。

图 / 重组 %9,//E（ Q ）*!"#$% 质粒的双酶切鉴定

G4)H/ TU$5M4N4VJM4K5 KN !$VK(E45J5M %9,//E（ Q ）!"#$%
<：%9,//E（ Q ）*!"#$% U4)$LM$U EW "#(R" J5U

%&’ "；/：%9,//E（ Q ）*!"#$%：+：1OI +!P$!LH

#"* %&’() 的表达及纯化［!!］

含重组质粒 %9,//E（ Q ）*!"#$% 的 ( H )’*+ >#/<
（196）经 T=,X 诱导后，目的蛋白主要以包涵体形式

表达，表达量占菌体总蛋白的 ’-?以上。包涵体经

尿素洗涤和溶解后，通过 O4/ Q 亲和层析柱纯化。图

6 所示，在 <&P1 附近有一特异条带，与目的蛋白的

理论推算的相对分子量（约 <&.S P1）相符，其纯度达

C’?以上（YZJ5M4MW 35$[0.&）。

图 6 !"#$% 表达及纯化的 212[=IX9 分析

G4)H6 212[=IX9 J5JAWL4L KN $\%!$LL4K5
J5U %Z!4MW KN !"#$% %!KM$45L

<：M"$ AWLJM$L KN ( H )’*+ V$AAL ]4M" EAJ5P ^$VMK! %9,[//E（ Q ）；

/：V$AAL JNM$! T=,X T5UZVM4K5；6：V$AA LZ%$!5JMJ5M JNM$!

ZAM!J[LK54V；0：MKMJA 45LKAZEA$ %!KM$45；

’：%Z!4N4$U %!KM$45 +H %!KM$45 (J!P$!LH

#"+ 不同浓度 %&’() 蛋白对 ,-*.+ 生长的影响

如图 0 所 示，在 !"#$% 浓 度 小 于 6-5)*(# 时，

9:6-0 细胞的存活率与正常对照培养基相比明显升

高。!"#$% 浓度为 ’-5)*(# 时，细胞存活率轻微下

降，随着培养基 !"#$% 浓度增高，当培养基 !"#$% 浓

度为 大 于 <--5)*(# 时，细 胞 存 活 率 下 降 显 著。

<S7吴娜等：重组人瘦素的基因构建、表达及活性鉴定



图 ! 不同浓度 "#$%& 蛋白对 ’()*! 细胞存活率的影响

+,-.! /#% %00%123 40 5,00%"%62 "#$%& 1461%62"72,46
46 2#% 8,79,:,2; 40 ’()*! 1%::

<**6-=>$、<<?6-=>$ 浓度下细胞存活率分别为 @ A
和 BC< A。结果显示，低浓度 $%&2,6（!)*6-=>$）可

以促进内皮细胞生长，当其浓度高于 ?*6-=>$ 时，便

可抑制内皮细胞生长，使内皮细胞发生凋亡。

!"# 细胞核变化的检测

图 ? 中所示空白对照组细胞胞膜完整，胞质丰

富饱满。而处理组可见部分细胞胞膜皱缩，细胞核

发生固缩，核质沿核膜浓缩边集，可见致密强荧

光，有的细胞核碎裂，形成凋亡小体，呈现典型的

凋亡形态特征。说明高浓度瘦素可使内皮细胞发生

凋亡。

图 ? 经 "#$%& 处理的 ’()*! 细胞吖啶橙荧光染色图（ D !*）

+,-.? E#424-"7&#3 40 FGHI27,6%5 ’()*!
1%::3 702%" 2"%72%5 9; "#$%&（ D !*）

B：1462"4:（EJI）；<："#$%& <<?6-=>$.

$ 讨论

真核基因在大肠杆菌（! . "#$%）中表达，目前已

成为重组 KLF 技术中一种必不可少的研究手段。

但是，外源真核基因在大肠杆菌中的表达量往往受

到诸多因素的制约。其中一个重要的因素是当外源

真核基因中含较多的 ! . "#$% 中低频率使用的稀有

密码子时会影响蛋白的翻译速率，从而影响表达效

果。本实验考虑到这一因素，以 M%6J76N 公布的人

:%&2,6 1KLF 序列为依据，去除 L 端 <B 个信号肽序

列，根据密码子的简并性和大肠杆菌的密码子喜好

性原则，在不影响氨基酸序列的前提下，将原序列中

出现的稀有密码子核苷酸序列进行修改。以修改后

的基因序列为模板，设计引物，重叠延伸 E(O 拼接

成完整的瘦素基因序列。经测序证实与 M%6J76N 中

的人 :%&2,6 编码的 BP! 个氨基酸序列一致，阅读框

完全正确。为以后的瘦素在大肠杆菌中高效表达的

研究奠定了很好的基础。本实验采用的表达载体

&’/<<9（ Q ）由 /R 强启动子调控外源基因的表达，

具有 LH端 &’$( 信号肽序列，能将外源蛋白转运到周

质空间，且蛋白的 ( 端有（S,3）P 27-，便于下游纯化。

蛋白表达采用 TE/M 诱导，本文中所采取的诱导温

度、诱导时间、TE/M 浓度均经优化确定。发现基因

产物以包含体形式表达，包含体中目的蛋白的浓度、

纯度高，有利于抵御宿主菌蛋白酶的毒性。经 IKIH
EFM’ 电泳显示在分子量 BPNK 附近有明显表达条

带，与基因编码的理论推算值相符。经 L,< Q 亲和层

析柱进行纯化后表达蛋白的纯度达 @? A。

L7N727［B<］、U7"V;7>7［B)］等研究发现瘦素长型，短

型受体在内皮细胞上均有表达，并报道了关于低剂

量瘦素可以促进内皮细胞生长，高浓度瘦素便可抑

制内皮 细 胞 生 长。本 实 验 通 过 研 究 了 不 同 浓 度

"#$%& 蛋白对 ’()*! 生长的影响，实验表明：当浓度

低于 )*6-=>$ 时，瘦素可以促进内皮细胞生长；但当

瘦素浓度高于 ?*6-=>$ 时，内皮细胞存活率明显下

降；而瘦素浓度为 <<?6-=>$ 时内皮细胞存活率只有

BC<A，且在荧光显微镜下观察到许多细胞有典型的

凋亡形态学改变，并可见凋亡小体。这说明瘦素可

以快速有效地杀伤内皮细胞且呈剂量依赖性。这一

研究结果又再次证实了 L7N727、U7"V;7>7 等的研究

报道。众所周知内皮细胞对肿瘤的生长繁殖起着至

关重要的作用。本实验成功地构建了瘦素蛋白高表

达的工程菌株并获得了具有生物活性的瘦素蛋白。
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这为进一步研究瘦素对内皮细胞和肿瘤细胞的生物

学作用奠定了基础，为将瘦素应用于肿瘤临床治

疗［!"］研究提供了可能性。
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重 要 通 知

《生物工程学报》;EEX 年出版英文版

为了加快期刊的国际化进程，扩大国际交流，本刊与国际知名的出版公司爱思唯尔（R541L*1,）达成协议，合作出版英文刊

《I$*&141 @.8,&%5 .6 P*.21+$&.5.’K》（电子版），该刊与中文版同步，双月刊。出版后置于爱思唯尔庞大的 G+*1&+1[*,1+2 网络平台上

（我刊网址：$22B：bbCCC3 4+*1&+1-*,1+2 3 +.7b4+*1&+1ba.8,&%5b!QD;;ED<）。

爱思唯尔是国际著名的出版公司，《细胞》等知名杂志便出自该公司。G+*1&+1[*,1+2 是爱思唯尔建立的世界上最全面的服

务于多学科研究型图书馆的电子数据库。研究人员通过它能在线访问超过 !QEE 种期刊和 "EE 万篇电子版全文。《生物工程

学报》英文版借助这个庞大而成熟的平台，将可以大大地提高文章的浏览量，扩大期刊及作者在国内外的影响，提高文章的被

引频次。同时，出版英文电子版将可克服与国外文字沟通的障碍，使作者的科研成果能在第一时间内为国际同行所了解。

我刊的栏目有综述、研究报告、研究简报和技术与方法等，范围包括基因工程、细胞工程、酶工程、蛋白质工程、发酵工程、

生化工程、代谢工程、组织工程、生物制药、生物芯片、生物反应器及生物信息学等，涉及生物技术各个领域，非常欢迎广大科

研人员踊跃投稿。直接投英文稿件而被录用的，也将同时以中文形式发表在中文印刷版上。英文版不再另收版面费。

具体做法是：每期从中文版中精选出 !E 篇稿件译成英文，凡具备以下条件之一者即可入选：!3在理论方面有新发现或新

见解。;3 在应用方面取得新进展，达到新水平。>3 在技术方面建立新方法或改进已有的方法。选中后通知作者译成英文，

经编辑部审核送爱思唯尔出版公司进行文字加工，再返回作者进行内容确证。

投稿时请注意以下事项：!3稿件撰写时，应力求叙述清楚，避免语法错误和用词不当。;3 突出创新点，用具体材料 、数据

加以说明与论证。>3加强图表注释，使读者在不读正文的情况下能正确理解图表的涵义。

欲了解更详细的信息，请登录我刊网站（a.8,&%5 3 *73 %+3 +&b+a9）点击“英文版”，或直接联络编辑部：
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