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摘 要 克隆胰岛素样生长因子结合蛋白 "（ZUG[\K"）的 0;*8 片段，构建原核表达载体 9O=K;?[8KZUG[\"。将该重组质粒转

化大肠杆菌 []!L（;O"）9(-?F 中，诱导表达 ZUG[\K" 融合蛋白（简称 ;KZUG[\"）。经检测融合蛋白主要以可溶形式表达。表达

产物用 X1? 亲和层析柱纯化，获得了纯度超过 M%^的重组 ZUG[\K" 融合蛋白。Q/?:/6DK5(’: 结果表明在相应分子量处有一条特

异性条带。细胞活性研究显示它对 +HGK$ 细胞生长具有一定的抑制作用，且在体外具有与 ZUGKZ 结合的活性。

关键词 胰岛素样生长因子结合蛋白 "（ZUG[\K"），高效可溶表达，纯化，生物学活性

中图分类号 _$J7 文献标识码 8 文章编号 L###K"#7L（!##$）#"K#"MJK#%

=,5:498: 0;*8 E’6 ZD?B(1DK(1A/ C6’@:> E,0:’6 51D31DC 96’:/1D " @,? 0(’D/3 ,D3 0’D?:6B0:/3 , 96’A,6-’:10 /N96/??1’D 2/0:’6———
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胰 岛 素 样 生 长 因 子 结 合 蛋 白 "（ ZD?B(1DK(1A/
C6’@:> E,0:’6 51D31DC "，ZUG[\K"）作为 ZUG[\? 家族成

员之一，可通过 ZUGKZ 依赖及非 ZUGKZ 依赖方式调节

细胞增殖和凋亡。ZUG[\K" 是血清中含量最丰富的

ZUG[\?，与 ZUGKZ 有较高的亲合力，对 ZUG? 生物学活

性起 着 主 要 的 调 控 作 用［L］。 最 近 的 研 究 发 现

ZUG[\K" 与肿瘤特别是乳腺癌密切相关［!，"］，具有促

凋亡、抑制细胞生长、增强癌细胞的放射敏感性等作

用，ZUG[\K" 已成为抗肿瘤治疗的一个新靶点［<］。国

外对 ZUG[\K" 的研究较为深入，ZUG[\K" 对癌症的临

床前试验取得良好效果，目前已进入 Z 期临床。国

内对 ZUG[\K" 的研究多集中在作为临床诊断标志



物，尚未有表达纯化及功能方面的报道。其中的限

制因素可能是 !"#$%&’ 含有 ( 对二硫键，在大肠杆

菌中难以表达或以包涵体形式表达，复性率不高，不

易得到有活性的 !"#$%&’ 用于研究。

本文构建 )*+&,-$.&!"#$%’ 表达质粒，在原核

表达系统中实现了含有 ( 对二硫键的 !"#$%&’ 高效

可溶性表达，利用 /0- 亲合层析柱对表达产物纯化，

获得的重组蛋白对乳腺癌细胞具有抑制增殖作用，

且在体外具有结合 !"#&! 的活性。本研究为进一步

研究 !"#$%&’ 在抑制肿瘤发生发展中的作用机制及

开发新型抗肿瘤药物奠定基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株与质粒：$123（,*’）)14-5，)*+&,-6. 质

粒为本实验室保存；)+&!"#$%’ 质粒由美国匹兹堡

医学院 789:; #<=>8;0&$:-?@0AB 博士惠赠。

!"!"# 主 要 仪 器 及 试 剂：/0-+98)## 亲 合 柱 购 自

.C<9->8C 公司。D<8-? *E?98A? 与 +94)?:F 购自 GHG!,
公司，其它均为分析纯试剂。一抗：兔抗人 !"#$%&’
多抗及兔抗人 !"#&! 多抗均购自 58F?8 79IJ 公司；二

抗：羊抗兔 /K%&!=" 抗体购自中杉公司。!"#K!、

$%&/!内切酶、%7K 试剂及 +L ,M. 连接酶购自

+8N8K8 公司。 !%+"、O++ 均为 .C9<-A: 公司产品；

,M. 测序由上海英骏生物公司完成。

!"!"$ 细胞及培养试剂：,O*O 培养基购自 "06A:，
人乳腺癌细胞株 O7#&P 为本实验室保存。

!"# 方法

!"#"! !"#$%&’ 原 核 表 达 载 体 的 构 建：根 据

"<F$8FB 中 编 码 !"#$%&’ 成 熟 肽 2QL 个 氨 基 酸 的

A,M. 序列，设计特异引物：上游引物 RSA===8?AA==A
=A=8=A?A==A===A’S；下游引物 RS ==88??A?A8??8A??=A?A?=A8?=
A?=?8=A8=?=A8A=’S。以 )+&!"#$%’ 质粒为模板，(LT预

变性 2C0F，然后 (LT ’U-，QUT 3C0F，P2T 2C0F，’U
个循环，最后 P2T延伸 PC0F。将 %7K 产物酶切回

收，与将同样酶切的原核高效表达载体 )*+&,-6. 进

行连接，转化 ! V "#’( ,/R"感受态细胞，在 1$ 平板

上培养。挑取单个菌落，小量提取质粒，酶切及测序

鉴定。

!"#"# 融合蛋白的诱导表达：将构建成功的重组表

达质粒 )*+&,-6.&!"#$%&’ 和对照质粒 )*+&,-6. 转

化宿主菌 $123,*’（)14-5），分别挑取单克隆，接种

于含 .C)（32U#=WC1）的 1$ 中，次日晨，按 2X 转

接，)*QUU 为 UYR 加 !%+" 至 终 浓 度 为 3UU#=WC1，

3PU9WC0F ’PT诱导 3YR>。超声破碎后分别取上清和

沉淀进行 32X 5,5&%."*。

!"#"$ 表达产物的亲和纯化：诱导表达菌 3= 用

2UC1 %$ 洗 涤，3UUUU9WC0F 离 心 3UC0F，沉 淀 溶 于

$0FZ0F= $I[[<9（LUCC:;W1 咪 唑，2UCC:;W1 磷 酸 钠，

RUUCC:;W1 氯化钠，)/PYL），超声破碎，3UUUU9WC0F 离

心 3UC0F，取上清用 /0-?98) ## 亲合层析柱纯化。层

析柱预先用 $0FZ0F= $I[[<9 平衡 3U 个柱体积，上样速

度为 UYLC1WC0F，上样后用 $0FZ0F= $I[[<9 洗至基线，

然 后 依 次 用 含 3UUCC:;W1 及 3\UCC:;W1 咪 唑 的

*;I?0:F $I[[<9（)/PYL）洗去非特异吸附蛋白，最后以

洗脱 液（’UUCC:;W1 咪 唑，RUUCC:;W1 氯 化 钠，2U
CC:;W1磷酸钠，)/PYL）洗脱特异性结合的融合蛋白，

收集洗脱峰。纯化的目的蛋白对 %$5 缓冲液透析

过夜，最后将其超滤浓缩后以 1:@94 法蛋白浓度检

测试剂盒测定蛋白浓度，即得到最终的目的蛋白。

行 32X5,5&%."* 电泳检测纯化产物。

!"#"% ]<-?<9F&6;:? 分 析：纯 化 的 蛋 白 进 行 5,5&
%."*后，用 $0:&K8Z 公司的半干转电转移仪，将蛋

白从凝胶转移至 M7 膜上，电转移结束后，M7 膜于

封闭液中封闭后，与兔抗人 !"#$%&’ 多抗 ’PT孵育

2>，辣根酶标记的羊抗兔二抗 ’PT孵育 3>，*71 显

色，压片。

!"#"& 表达产物活性鉴定：

（3）O++ 细 胞 抑 制 增 殖 测 定：取 对 数 生 长 期

O7#&P 细胞接种于 (Q 孔板，每孔 RUUU 个细胞，细胞

完全贴 壁 后 同 步 化 处 理 2L>，换 含 不 同 浓 度 融 合

!"#$%&’（2YRFC:;W1 ^ QLUFC:;W1）的 条 件 培 养 液 或

/0-&,-$.（对照组），每组 ’ 个复孔，(Q> 后加 O++ 工

作液 3U#1，继续培养 L>，每孔加 3RU#1 ,O5G，振荡

3UC0F，用酶标仪测定 RPUFC 波长 )* 值。每组实验

至少重复 ’ 次。计算细胞增殖抑制率 _（3 ‘ 处理组

)* 值W对照组 )* 值）a 3UUX。

（2）*1!5. 初步鉴定重组 !"#$%&’ 与 !"#&! 的结

合活性 以 3#= 重组融合蛋白包被酶标板，以 /0-&
,-$.蛋白作为对照，经 2X $5. 封闭过夜，加入不

同浓度 !"#&! 室温结合 3>，%$5+ 洗涤 R 次后加入

!"#&! 一抗，’PT孵育 3>，加二抗孵育 LUC0F，G%, 显

色后检测 L(UFC 波长 )* 值。

# 结果

#"! 融合 ’()*+,$ 原核表达质粒的构建

成功构建 )*+&,-6.&!"#$%&’ 原核表达载体，双

酶切鉴定后有 \UU6) 左右的片段（图 3），,M. 测序

((’吴 琛等：!"#$%&’ 高效可溶表达、纯化及生物学活性初步研究



结果完全正确。

图 ! 重组质粒的酶切图谱

"#$%! &’( )(*+)#,+#-. /./01*#* -2 34&56*7859:"7;<
!：6=8 >/)?()!；@：34&56*7859:"7;< ,0(/A(B C1 !"#$D"E%&’F"%

!"! 融合 #$%&’() 的诱导表达

34&56*C859:"7;5< 转 化 表 达 宿 主 菌 7G@!
（3G1*H），9;&: 诱导后，经 !@I H6H5;8:4 结果可见

在分子量 JK?6 处有一条明显的蛋白带，与预计融合

蛋白分子量大小基本相符。薄层扫描分析结果显示

融合蛋白表达量约占菌体蛋白总量的 <LI，且表达

产物主要以可溶形式存在于上清中（"#$ % @）。

图 @ 重组表达载体 34&56*C859:"7;5< 及

空载体 34&56*C8 在 9;&: 诱导下的表达

"#$%@ 8./01*#* -2 (M3)(**#-. -2 34&56*7859:"7;<
/.B 34&56*78 C1 H6H5;8:4

!：3)-+(#. N/)?()；@：O’-0( 01*/+( -2 C/,+()#/0 O#+’ 34&56*7859:"7;<；

<：*P3()./+/.+ /2+() 01*#* -2 C/,+()#/0 O#+’ 34&56*7859:"7;<；K：

3)(,#3#+/+( /2+() 01*#* -2 C/,+()#/0 O#+’ 34&56*7859:"7;<；J：O’-0( 01*/+(

-2 C/,+()#/0 O#+’ 34&56*78%

!") 融合蛋白 *(#$%&’) 的纯化及鉴定

重组蛋白 659:"7;< 利用 D#*&)/3 亲合柱纯化，

上样后重组蛋白与 =#@ Q 充分结合，依次用不同浓度

的咪唑洗脱。收集洗脱峰行 !@IH6H5;8:4（图 <），

薄层扫描测定目的蛋白纯度在 RJI以上，G-O)1 法

测定蛋白含量为 @JK#$ENG。用 9:"7;5< 的多抗对纯

化的重组蛋白进行 S(*+().5C0-+ 鉴定（图 K），可见在

相应位置处有一阳性反应条带。

图 < 重组蛋白 659:"7;< 的纯化结果

"#$%< ;P)#2#,/+#-. -2 )(,-NC#./.+ 9:"7;5< 2P*#-. 3)-+(#.
!：3)-+(#. N/)?()；@：3P)#2#(B 659:"7;<%

图 K 重组蛋白 659:"7;< 的 S(*+().5C0-+ 检测结果

"#$%K 9B(.+#2#,/+#-. -2 3P)#2#(B )(,-NC#./.+ 9:"7;5<
2P*#-. 3)-+(#.* C1 S(*+(). C0-++#.$

!"+ 生物学活性分析

!"+", 重组 9:"7;5< 能特异抑制 >T"5U 细胞的生

长：>&& 结果显示，相对于对照组，不同浓度的重组

9:"7;5< 对 >T"5U 细胞株均有不同程度的抑制增殖

作用，并且随着重组 9:"7;5< 浓度的增加其对 >T"5
U 细胞的抑制效应不断增强，当 9:"7;5< 的浓度达到

!VL.N-0EG 时，抑制约 JLI的细胞生长，以后随浓度

的增加抑制效应不再增加。而对照组对细胞生长无

影响，表明 6*78 与 9:"7;5< 的融合不影响 9:"7;5<
的活 性。@WJ.N-0EG 组、!L.N-0EG 组、KL.N-0EG 组、

!VL.N-0EG、VKL.N-0EG 组 的 抑 制 率 分 别 为 RWLLI、

@@W<<I、<LW@UI、KJWVJI、KJWJI（图 J）。

LLK ()*#+,+ -’./#"0 ’1 !*’2+&)#’0’34 生物工程学报 @LLU，X-0W@<，=-W<



图 ! "#$%&’() 对 *+&#, 细胞的抗增殖作用

&-./! 012-#3456-78492-:8 8778;2 57 "#$%&’()
51 *+&#, <489=2 ;94;-15>9 ;866=

!"#"! ?@$A0 初步检测融合 $%&’(#) 蛋白与 $%&#$
体外结合活性：将融合 $%&’(#) 及对照 "=’0 包被酶

标板加入不同浓度的 $%&#$ 进行 ?@$A0 检测。结果

显示 $%&#$ 不与 "=’0 结合，而与融合 $%&’(#) 显示

出较好的结合活性，且随着 $%&#$ 浓度的升高，!"
值随之增加，当加入 ,B1. 的 $%&#$ 时，结合基本达到

饱和。结果表明我们得到的融合 $%&’(#) 蛋白在体

外具有与 $%&#$ 结合的活性（图 C）。

图 C "#$%&’() 与 $%&#$ 结合活性的 ?@$A0 测定

&-./C "828;2-51 57 <-1D-1. 9;2-:-2E
57 "#$%&’() F-2G $%&#$ <E ?@$A0

$ 讨论

$%&’(#) 是血液中主要的 $%&#$ 结合蛋白，除了

作为 $%&#$ 的 运 转 蛋 白，运 送 $%&#$ 到 靶 组 织，对

$%&#$ 的活性起主要的调控作用外，越来越多的证据

表明 $%&’(#) 可通过与其它蛋白相互作用发挥独立

作用，如以 $%&#$ 非依赖的方式对多种细胞起到抑

制增殖，促进凋亡作用［!，C］。其间的信号转导可能通

过 $%&’(#) 与某种细胞表面受体作用或 $%&’(#) 自

身的核转运作用［,，H］。在 IJ 届美国癌症研究协会

（00+K）年会上，$1=>8D 公司公布了其研究 4G$%&’(#)
对肺癌、乳腺癌和结肠癌等 ) 种肿瘤的抑制效果。

该研究发现 4G$%&’(#) 作为单剂量治疗可以使肺癌

的肿 瘤 生 长 被 抑 制 ,BL；在 乳 腺 癌 小 鼠 模 型 中，

4G$%&’(#) 能 增 强 紫 杉 醇 的 作 用（从 ))L 提 高 到

CML）；在大肠癌小鼠模型中，4G$%&’(#) 能使肿瘤生

长减慢 N!L。实验中未发现 4G$%&’(#) 的严重副作

用［I］。最近澳大利亚的研究者 O9ED51 等［MB］对 JJ)
名结肠癌患者进行了长达 ! 年多的跟踪调查。结果

发现，在那些喜欢锻炼的病人中，结肠癌死亡率下降

了 JHL。研究显示锻炼可以提高 $%&’(#) 的水平，

$%&’(#) 通过与 $%&#$ 结合，抑制了 $%&#$ 促进癌细

胞生长的能力。体内外研究结果显示 $%&’(#) 可抑

制多种人类肿瘤细胞的生长［MM］。并可提高癌细胞

对放化疗药物的敏感性，提示 $%&’(#) 可能在肿瘤

治疗方面具有极大的潜力。此外，最近的研究显示

$%&’(#) 与 $%&#$ 的复合物作为治疗药物比单独使

用 $%&#$ 更有效，$%&#$ 和 $%&’(#) 结合后可以延长

前者的作用持续时间，也可消除或降低 $%&#$ 单独

治疗引起的不良反应［MN］。此外，$%&#$P$%&’(#) 复合

物可明显降低!型糖尿病患者的胰岛素需要量，提

高胰岛素敏感性［M)］。$%&#$P$%&’(#) 复合物于 NBB!
年底被美国 &"0 获准作为儿童严重的原发性胰岛

素样生长因子缺乏症（$%&"）的治疗药物，并于 NBBC
年的第二季度上市。该药物适应症多样，包括生长

激素不敏感综合征（%O$A）、!型和"型糖尿病、严

重烧伤和髋骨骨折，对于这些适应症的治疗也正加

紧进行。其中治疗 %O$A 已经获得 &"0 给予的罕见

药资格。

目前国内对 $%&’(#) 的研究多是将其作为临床

疾病的诊断指标，对其功能研究较少。本文选取

3?Q#"=<0 表达载体实现了含有 I 对二硫键的复杂

结构的 $%&’(#) 在大肠杆菌内形成可溶性具有生物

活性的高表达重组蛋白。3?Q#"=<0 表达载体采用

Q, 启动子和 "=<0 基因融合表达，"=<0 是近年来发

现帮助二硫键形成的重要分子内伴侣之一，通过

"=’0 融合实现许多基因的可溶性具有活性的表达，

如 $1=R6-1，?%& 等［MJ］。本实验选用 ’@NM（"?)）3@E=A
菌株作为宿主菌，该菌株所带质粒 3@E=A 编码 Q, 溶

菌酶的基因，Q, 溶菌酶降低了 Q, 启动子调控的目

的基因的背景表达水平，但不干扰 $(Q% 诱导的表

达，适用于表达毒性蛋白。目的蛋白主要以可溶形

式表达，由于表达产物 S 端融合了 O-=C，故利用 O-=
亲合纯化柱可对 $%&’(#) 融合蛋白直接一步纯化。

本研究工作证实我们得到的融合蛋白 "#$%&’() 在

体外具有抑制乳腺癌细胞增殖，且能与 $%&#$ 结合

等 $%&’(#) 的天然活性，为进一步研究 $%&’(#) 抑

制肿瘤形成中的作用机制及开发新的抗肿瘤药物奠

定基础。

MBJ吴 琛等：$%&’(#) 高效可溶表达、纯化及生物学活性初步研究
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安捷伦科技中国总部大厦及生命科学与化学分析卓越客户中心

在京正式启用

安捷伦科技 B 月 @A 日宣布正式启用其中国总部大厦，并同时宣布启用安捷伦生命科学与化学分析卓越客户中心（以下简

称“卓越客户中心”）。新的大楼坐落在北京望京科技园区，集中了安捷伦在北京的研发、销售、市场、技术支持及售后服务部

门。卓越客户中心坐落于新总部大厦内，是安捷伦科技在中国设立的第一所卓越客户中心，将为中国的生命科学与化学分析

领域的业界人士提供一流的全方位服务。

卓越客户中心具有仪器演示、客户培训、项目合作、员工培训、方法开发、人才培养等六大核心功能。客户在这里可以与

安捷伦的高级管理人员和应用专家进行交流，在一流的硬件及软件环境中，观察并参与对安捷伦化学和生物分析系统的性能

验证。

在卓越客户中心的正式启用发布会上，安捷伦科技副总裁，生命科学与化学分析事业部总裁 )1’,4 R#. :.-&. 说：中国是安

捷伦在全球范围内的重要市场之一。卓越客户中心将努力成为构建安捷伦和中国客户伙伴关系的桥梁，帮助客户解决实际

应用中的难题，寻找到最佳的解决方案，同时致力于中国本土培养最优秀的人才，积极推动本地行业的发展，成为中国企业全

球化发展的真正的战略伙伴。

安捷伦科技大中华区总经理牟一萍女士介绍了中国的未来发展战略，@AAM 年在中国主要推广的新的产品及相应的解决

方案。她着重介绍了在中国新成立的卓越客户中心目标，主要功能以及未来发展方向。牟总经理表示，卓越客户中心将与北

京大学、清华大学和中科院大连化学物理研究所等国内知名高校科研单位合作建立人才培养体系，凭借其世界一流的设施，

为我国教学、生产、研发及前沿科技研究领域培养最优秀的本土人才，全力帮助中国在激烈的市场环境中赢得竞争优势。

要了解安捷伦科技更多的信息，请访问：222* #-,/&.% * 96Q* 9.。
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