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摘要：利用构建的重组菌株 !"#$"% &%’()*"’ %&$$’(%)*+$(,&-，在 $") 发酵罐中表达了胰高血糖素样肽+$ 与人血清白

蛋白融合蛋白（%)*+$(,&-），表达量为 .!/.01()。发酵液经中空纤维柱浓缩、疏水层析、阴离子交换层析和凝胶过

滤分离纯化，获得了较高纯度的 %)*+$(,&-，经 ,*)2 分析纯度达 3’/45。进一步的体内活性分析结果表明，%)*+$(
,&- 不仅具有天然 %)*+$ 的生物活性，而且在给药后 6 7 仍能发挥显著性降血糖作用。以上结果表明，利用 !"#$"%
&%’()*"’ 分泌型表达系统和建立的分离纯化方法，能获得大量较高纯度的 %)*+$(,&-，为进一步研究和开发能够用于

糖尿病临床治疗的长效 %)*+$ 类似物奠定了基础。
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胰高血糖素样肽+$（1OAP>1HD+O=QF LFLN=RF+$，%)*+
$）是肠道内 ) 细胞分泌的一种肽类激素，由胰高血

糖素原转化而来［$］。它不仅具有血糖依赖性促进

胰岛素分泌作用，而且能够抑制胰高血糖素分泌、

抑制食欲和胃排空、促进胰岛!细胞的增殖，对"型

糖尿 病 的 治 疗 具 有 较 好 的 效 果［9 \ 6］。但 是，由 于

%)*+$ 在体内容易被二肽基肽酶+#（]**+#）迅速

降解和肾脏的清除作用导致半衰期很短，限制了其

应用［’］。因此，通常通过个别位点氨基酸的替换产

生具有 ]**+#抗性的 %)*+$ 类似物［.］，或将 %)*+$
与其它大分子连接以减缓肾脏的清除作用［#，4］，或

使用 ]**+#抑制剂减少 %)*+$ 在体内的降解［3］等

方法开发长效 %)*+$ 类似物成为目前研究的热点。

通过化学偶联的方法，将具有较长体内半衰期

的人血清白蛋白（7A0>D KFMA0 >OSA0=D，,&-）或可溶

性惰性聚合物聚乙二醇（LHOYFN7YOFDF 1OYPHO，*:%）与

半衰期较短的肽或小分子蛋白类药物结合，能明显

改善 其 体 内 药 物 动 力 学 特 征［$"，$$］。)=M>1OAN=RF 和

2<2+$$!$ 是两种化学修饰的 %)*+$ 类似物，它们在

给药后能与体内的 ,&- 形成非共价或共价的结合，

其体内降糖作用时间可达 $"7 以上［#，$9］。此外，)FF
等人对一种 *:% 化 %)*+$ 类似物的体内、体外活性
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研究表明，它不仅保持了天然 !"#$% 的生物学活性，

而且体内半衰期得到了明显延长［&］。

本实验利用分泌型 !"#$"% &%’()*"’ 表达系统融

合表达了 !"#$%’()*，发酵液经中空纤维柱浓缩、疏

水层析、阴离子交换层析和凝胶过滤分离纯化了

!"#$%’()* 融合蛋白且对其体内活性进行了考察。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂：!"#$% 和 ()* 标准品购自 )+,-.
公司；中空纤维柱（截流分子量 /000，外压式）购自

天津膜天膜工程技术有限公司；#12345$)261.7892 :"$
;<、)261.=2> !$%00 购 自 #1.7-.?+. 公 司；@A*A
?255B5892$CD 购 自 E1.F-.3 公 司；辣 根 过 氧 化 物 酶

（(G#）标记的羊抗兔 H,!、邻苯二胺（I#@）购自灏洋

生物制品公司；兔抗 ()* 血清由本实验室制备；葡

萄糖检测试剂盒购自中生北控生物科技股份有限

公司；其它试剂均为分析纯。

!"!"# 菌株：重组菌株 !"#$"% &%’()*"’ !)%%C’!"#$%’
()* 由本实验室构建。根据文献［%J］，将通过 #:G
扩增得到的 !"#$%’()* 融合基因片段，连接到分泌

型表达载体 6#H:KL 中构成重组表达载体 6#H:KL’
!"#$%’()*，转化 !"#$"% &%’()*"’ !)%%C 后经组氨酸营

养缺陷型培养基和 !;%& 抗性筛选得到重组菌株。

!"!"$ 培养基：种子和发酵培养基（<M!N）：NO<
%PJ;Q，蛋 白 胨 DQ，酵 母 粉 %Q，磷 酸 盐 缓 冲 液

0P%-85’"（6(/P0），甘油 %Q，生物素 ; R %0S C Q；诱

导表达阶段补料流加成分 T甲醇。

!"!"% 发酵罐：<HIUA:($%0<!V 自动玻璃发酵罐，

购自上海保兴生物设备工程有限公司。

!"!"& 实验动物：W X & 周龄雌性昆明（LM）种小鼠，

购自中国军事医学科学院实验动物中心。适应性

饲养一周后进行实验。

!"# 方法

!"#"! !"#$%’()* 的发酵表达：挑取 !"#$"% &%’()*"’
!)%%C’!"#$%’()* 菌株单菌落接 种 于 C -" <M!N
中，D&Y，D00 7’-+3 振荡培养过夜；再转接于 C00 -"
<M!N 中，继续振荡培养 D; 1，作为上罐种子液。在

%0" 发酵罐中装入 C " <M!N 培养基，灭菌后接入种

子液进行菌体生长培养，设定条件为温度 D&Y，搅

拌 D00 7’-+3，通气量 C "’-+3，6(CPC。发酵 %0 1 后，

开 始 流 加 甲 醇 进 行 诱 导 表 达（ 流 加 速 率

0PD -"’-+3），设定为温度 D&Y，搅拌 DC07’-+3，通气

量& "’-+3，6(/P0，诱导 /0 1 后，停止发酵。发酵液

于 ;Y，C000 7’-+3 离心 %C -+3，得到含 !"#$%’()* 融

合蛋白的发酵上清液，于 ;Y保存备用。

!"#"# 融合蛋白 !"#$%’()* 的 A"H)* 检测：采用

测定 ()* 的方法分析融合蛋白的含量。取 D!,’-"
()* 标准品 %00!" 包被酶标板作为固相抗原，CQ
羊血清封闭后，分别加入系列稀释的 ()* 标准品或

样品溶液 %00!"，再加入 %00000 倍稀释的兔抗 ()*
血清 %00!"，JWY放置 % 1，#<)U 充分洗涤后加入

D000 倍稀释的 (G# 标记的羊抗兔 H,! 抗体，JWY放

置 % 1，#<)U 充分洗涤后加入 I#@ 底物显色，以

% -85’" (D)I; 终止反应，并于 ;K0 3- 处测定其吸光

度值。根据 ()* 标准品的吸光度与浓度关系的标

准曲线计算样品中 ()* 的浓度，并按 ()* 与融合

蛋白的质量比（% T%P0/），折算出 !"#$%’()* 的含量。

!"#"$ !"#$%’()* 的分离纯化：发酵上清液经中空

纤维 柱 浓 缩 后，配 成 含 D0Q 硫 酸 铵 的 溶 液，

取 %C0 -" 上 样 于 D0Q 硫 酸 铵 预 平 衡 的 #12345$
)261.7892 :"$;< 柱（%PC?- R ;0?-），分别用平衡液和

去离子水进行洗脱，收集洗脱液于 D&0 3- 测定吸光

度并用 A"H)* 法检测融合蛋白的活性。收集融合

蛋白活性峰，经 0P0D -85’" 磷酸缓冲液（6(CPW）透析

后，上 @A*A ?255B5892$CD 柱（%PC?- R %0?-），采 用

0-85’" X 0PJ-85’" O.:5 的平衡液进行线性洗脱。收

集融 合 蛋 白 活 性 峰，浓 缩 后 用 )261.=2> !$%00 柱

（%PC?- R ;0?-）进行凝胶过滤，平衡液为 0P0D -85’"
磷酸缓冲液（6(WP;）。收集融合蛋白活性峰，去离

子水透析后冷冻干燥，S D0Y保存备用。

!"#"% !"#$%’()* 的 )@)$#*!A 和 (#": 分析：分

离纯化过程中的洗脱峰用 )@)$#*!A 电泳（分离胶

浓度 %%Q，浓缩胶浓度 CQ，银染）分析。纯化的融

合蛋 白 纯 度 用 (#": 检 测，色 谱 柱 为 U)L$!A"
!D000)EZ"（J0?- R WP&--），流动相为 0P%C -85’"
O.:5，0P0D -85’" 磷 酸 缓 冲 液（ 6(WP0），流 速

0P& -"’-+3，)#@$%0*[ 紫 外 检 测 器，检 测 波 长

D&0 3-。

!"#"& 葡萄糖耐受实验：雌性 LM 小鼠禁食 %/1 X
%&1 后，进行葡萄糖耐受实验。经腹腔给药后，口服

灌注葡萄糖（剂量：%PC -,’, 体重），并分别于不同时

间从尾静脉取血，采用葡萄糖检测试剂盒检测血糖。
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! 结果

!"# $%&’#()*+ 的发酵表达

重组 !"#$"% &%’()*"’ !"##$%!&’(#%)"* 菌株，在

装有 $& +,!- 培养基的 #.& 发酵罐中经过菌体生

长培养和甲醇诱导表达两个阶段。如图 # 所示，接

种后即进入菌体生长阶段，随着菌体浓度不断增

加，对氧的消耗也随之增加，表现为溶氧（/0）值逐

渐下降。培养 #.1 后，原发酵液中的甘油被耗尽，菌

体生长受到抑制，/0 迅速回升。此时，开始流加甲

醇进行诱导表达。诱导过程中菌体浓度基本稳定，

!&’(#%)"* 的表达量随诱导时间逐渐增加，2.1 后

趋于平缓，3.1 后达到最高值 324356%&。发酵上清

液进行 "/"(’*!7 电泳，结果显示在相对分子量约

8. 9/ 附近均有一明显的蛋白条带（图 :）。

图 # 重组 !"#$"% &%’()*"’ !"##$%!&’(#%)"* 发酵

过程中细胞生长及蛋白表达曲线

!"! $%&’#()*+ 的分离纯化

发酵上清液经过中空纤维柱处理后，体积浓缩

了 248 倍，!&’(#%)"* 浓度提高了 242 倍，回收率为

;<4$=。浓 缩 液 经 ’1>?@A(">B1CDEF> G&(H+ 疏 水 层

析，/7*7 I>AAJAEF>($: 阴离子交换，">B1CK>L !(#.. 凝

胶过滤，整个纯化过程 !&’(#%)"* 的纯度提高了

3<4# 倍，总的收率为 #34.=（表 #）。

!", 纯化过程中 $%&’#()*+ 纯度鉴定

纯化过程中 !&’(#%)"* 含量变化，采用 "/"(
’*!7 电泳检测，纯化后的 !&’(#%)"* 为单一条带

（图 :）。融合蛋白纯度经 )’&G 分析为 <$4;=（图

2）。表明发酵液中的 !&’(#%)"* 经过以上分离纯

化过程，取得了较好的纯化效果。

表 # !"#$"% &%’()*"’ 表达的 $%&’#()*+ 纯化结果
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图 : 纯化过程中 !&’(#%)"* 的 "/"(’*!7 分析

,标 准 分 子 量 蛋 白，# 发 酵 上 清 液，: 浓 缩 液，2 经 ’1>?@A(

">B1CDEF> G&(H+ 纯化的 !&’(#%)"*，H 经 /7*7 I>AAJAEF>($: 纯化的

!&’(#%)"*，$ 经 ">B1CK>L !(#.. 纯化的 !&’(#%)"*

图 2 纯化的 !&’(#%)"* 的 )’&G 分析

!"- $%&’#()*+ 的体内活性分析

为了考察 !&’(#%)"* 的降血糖效果，采用 U, 小

鼠进行口服葡萄糖耐受实验。结果如图 H 所示，与空
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白对照组相比，!"!#（!$%&·’(#）)*+、!"#（!$%&·’(#）)*+
和#（!$%&·’( #）)*+剂量的 ,’-.#)/01 经腹腔注射 #2
后能显著降低小鼠的血糖水平（显著性分别为：!
3 !"!4，! 3 !"!4 和 ! 3 !"!#）。为进一步验证融合

蛋白 ,’-.#)/01 有较好的长效作用，采用腹腔注射

!"#（!$%&·’( #）)*+ 剂量的,’-.#和 ,’-.#)/01 后，于

不同时间测定口服葡萄糖的糖耐量。实验结果表

明，,’-.# 给药后能立即发挥显著的降低血糖作用，

但维持时间较短，# 2 后降血糖作用即消失。虽然

,’-.#)/01 在给药后 # 2 才表现出明显的降低血糖

作用，但在给药后 5 2 仍能发挥显著性降低血糖作

用（图 4）。

图 5 腹腔注射 ,’-.#)/01 后 #2 口服葡萄糖

耐受实验中 67 小鼠血糖水平

所有数值均表示为 " 8 #（$ 9 #! 只)组），显著性为 ! ! 3 !"!4，

!!! 3 !"!# :

图 4 腹腔注射 ,’-.# 和 ,’-.#)/01 后不同时间口服

葡萄糖耐受实验中 67 小鼠血糖水平

图中显示的血糖值是灌注葡萄糖后 ;! $<= 的血糖水平，所有数

值均表示为 " 8 #（$ 9 #! 只)组），显著性为!! 3 !"!4，!!! 3

!"!#，!!!! 3 !"!!#"

! 讨论

张志珍等［#5］曾利用 ,0> 作为融合标签在大肠

杆菌中表达了 ,0>),’-.# 融合蛋白，再经过 ?@AB 化

学裂解得到了具有生物活性的重组 ,’-.#。然而，

直接表达具有生物活性的 ,’-.# 融合蛋白的研究，

国内还未见报道。本研究利用构建的分泌型重组

菌株 !%&’%( )(#*+,%# 表达系统，在 #!’ 发酵罐水平成

功 表 达 了 融 合 蛋 白 ,’-.#)/01，其 表 达 量 为

CD"C$+)’。但 与 表 达 的 其 它 蛋 白 相 比（#!;$+)’ E
#!5$+)’）［#4］，本研究的表达量并不高，还有待经过条

件优化或采用高密度发酵进一步提高其表达水平。

本研究采用中空纤维柱浓缩、疏水层析、阴离

子交换层析和凝胶过滤的分离纯化方法，有效地去

除了发酵液中的色素和杂蛋白，得到了较高纯度的

,’-.#)/01。进 一 步 的 体 内 活 性 分 析 表 明 ,’-.#)
/01 具有天然 ,’-.# 的生物活性，虽然在给药后 #2
才发挥明显的降血糖作用，但体内降血糖作用时间

得到显著延长。为进一步研究和开发能够用于糖

尿病临床治疗的长效 ,’-.# 类似物奠定了基础。
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