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人生长激素释放因子基因的高效表达*
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摘　要　将人生长激素释放因子 ( hGRF)基因和编码 L-天门冬酰胺酶 ( L-ansB) C-末端 126个氨基酸残基

的基因片断进行融合表达 ,融合蛋白在菌体总蛋白中的比率达到 30% 左右 ,比和 L-ansB全基因融合表达时高

得多 ,表达条件优化后 ,比率可增加到 45%。融合蛋白以不溶性的包含体形式存在。包含体的尿素抽提液经乙醇

分级沉淀后得到较纯的融合蛋白 , 60 mmol /L的盐酸水解融合蛋白 ,通过 SDS-PAGE和电喷雾质谱分析 ,融合

蛋白释放出一分子量为 5235. 59 Da的物质 ,而 GRF的分子量是 5235. 48 Da , 也就是说融合蛋白酸水解释放出

了 GRF。
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　　近年来 ,重组人生长激素 ( Recombinant Hu-

man Grow th Ho rmone, rh GH)虽得到了广泛的应

用 ,但由于 GH需反复静脉注射 ,这种非生理性脉

冲方式增加 GH,费用很高 ,人们纷纷寻找它的替

代品
[ 1]
。生长激素释放因子 ( Grow th Ho rmone Re-

leasing Facto r, GRF)作为体内 GH合成和释放的

调节物质 ,用量少 ,成本低 ,引起的 GH增加更符合

生理性状况 ,同时口服、鼻内给药 GRF均有活性 ,

长期使用不会引起脱敏作用
[2 ]
。另外大多数 GH缺

乏症并不是垂体水平的缺乏 ,因此 GRF作为 GH

替代品具有极大的潜在价值。

天然存在的 GRF含量甚微 ,分离纯化十分困

难。只有通过人工合成方法才能大量获得。化学合

成法步骤多 ,操作繁琐 ,得率低 ,成本高。基因工程

法可能更有效 ,但 GRF作为一含 44个氨基酸的小

肽 ,直接表达易降解 ,效率低 ,必须通过融合方式表

达。我室已将 hGRF基因和 L -天门冬酰胺酶 (L -

asparaginase B, L-ansB )完整基因进行了融合表

达 ,但表达效率不高 ,融合蛋白仅占 10%左右 (待

发表 )。 为了进一步提高表达效率 ,本文中我们将

hGRF基因和编码 L-ansB C-末端 126个氨基酸残

基的基因片断进行融合表达 ,并通过酸水解法释放

hGRF, 取得了比较满意的结果。

1　材　料

1. 1　菌株

E .coli BL21( DE3)为本室保存。

1. 2　质粒

pED由本室构建 ,为含编码 L-ansB C-末端

126个氨基酸残基序列的重组质粒 ,并且 L-ansB

基因中唯一的酸水解位点 Asp-Pro的密码子已突

变成 Asp-Ala的密码子。 pUGF亦为本室构建 ,含

hGRF基因。

1. 3　酶

BamHⅠ , HindⅢ , T4 DN A连接酶均购自

Promega。

1. 4　其它试剂

IPTG, X-Gal ,硫酸卡那霉素 ( Kan)、丙烯酰

胺、甲叉双丙烯酰胺、 TEM ED, SDS,β -巯基乙醇 ,

T ris, Tryptone, Yeast ex t ract等分别购自 Serv a,

Amresco和 Oxoid。 其余试剂均为分析纯。

2　方　法

2. 1　基本方法

有关基因工程的常用方法均参照参考文献
[3 ]
。

2. 2　融合表达载体的构建

用 BamHⅠ , HindⅢ从 pUGF上切出 GRF基

因 ,将它插入经相应酶切后的 pED中 (见图 1) ,经

质粒大小、酶切分析和 PCR分析正确的重组质粒

命 名为 p EDGF, 委托上 海基康 公司在 ABI

PRISM TM377 DNA Sequencer上测定它的序列。
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2. 3　融合蛋白的诱导表达

从平板上挑取含 p EDGF的 E. coli BL21

( DE3)单菌落种入液体 LB( kan 50μg /ml )中 ,其

过夜培养物 ,按 2%比例种入新鲜 LB培养液 ( kan

50μg /ml )中 , 37℃培养 4 h,加入终浓度为 0. 4

mmol /L的 IPTG诱导 , 3～ 4 h后采样 ,进行 SDS-

PAGE电泳。

2. 4　表达条件的优化

2. 4. 1培养基的优化　我们选择了 9种培养基 ,其

组成见表 1。
Tab 1. The composi tion of the nin e media

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Trypton e(% ) 1 2 3 0. 5 1 1. 5 2

Yeast ext ract (% ) 0. 5 1 1. 5 0. 5 1 2 3 2

NaCl (% ) 1 2 3 1 2 3 2

Beef ex t ract (% ) 3. 5

Corn steepliquid (% ) 7 7
Monosodium glutamate

(% )
2 1

含 pEDGF的 E. coli BL21( DE3)在 9种培养

基中培养后 ,按“ 2. 3”所述方法诱导表达 ,采样进行

SDS-PAGE电泳。

Fig 1. The construction of GRF f usion expressiv e plasmid pEDGF

2. 4. 2　诱导条件的优化

2. 4. 2. 1　诱导剂加入时间　在培养时间为 2, 3,

4, 5, 6 h时 ,分别加入 0. 4 mmo l /L IPTG诱导 ,诱

导 3～ 4 h后取样进行 SDS-PAGE电泳。
2. 4. 2. 2　诱导剂浓度　培养 4 h后 ,分别加入

0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4 mmol /L IPTG诱导 ,诱导 3～ 4

h后取样进行 SDS-PAGE电泳。
2. 4　融合蛋白的纯化

含 pEDGF的 E. col i BL21( DE3)诱导 4 h后 ,

离心收集菌体 ,用细胞裂解缓冲液 ( 20 mmol /L

Tris-HCl, pH 8. 0, 溶菌酶 100μg /m l)裂解后离

心 ,上清和沉淀分别进行 SDS-PAGE电泳。沉淀用

裂解缓冲液洗涤一次后 ,为本文中的“包含体”。 8

mol /L尿素溶解沉淀 ,离心取上清 ,上清用乙醇分

级沉淀融合蛋白。

2. 5　融合蛋白的酸水解

60 mmol /L盐酸溶解乙醇沉淀的融合蛋白 ,

50℃作用 24 h后进行 SDS-PAGE电泳。

2. 6　电喷雾质谱鉴定 GRF

酸水解产物直接进样至 HP1100ESI /M S质谱

仪 ,通过软件分析质荷比图 ,捕捉 GRF的离子信

号 ,精确测定 GRF的分子量。

3　结　果

3. 1　融合表达载体 p EDGF

利用 T7 promo ter primer和 T7 terminator

primer对 pEDGF进行双向测序 ,结果显示 GRF基

因已成功地插入 ,序列完全正确 ,与 L -ansB基因 31

末端衔接后 ,读码框没有发生移位 (见图 2, 3)。

Fig 2. The forward s equ encing resul t of pEDGF wi th T7 pro-

moter p rimer

3. 2　融合基因表达

蛋白电泳显示含 pEDGF的 E. coli BL21

( DE3)出现新的蛋白带 ,分子量约 20KD,与预期
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融合蛋白的分子量相近 (见图 4)。密度扫描表明新

的蛋白带占总蛋白的 30% , GRF在融合蛋白中占

1 /4,也就是说 ,总蛋白中约 8%为 GRF。

Fig 3. The backw ard s equencing resul t of pEDGF wi th T7 ter-

minator p rimer

Fig 4. Th e analysis of fusion p roteins in E . col i BL21( DE3) har-

boring pEDGF by SDS-PAGE

Lane1: Low molecular protein marker. Lane2: E . coli BL21

( DE3) . Lane3: E. col i BL21( DE3) harboring pED. Lane4: E. col i

BL21( DE3) harboring pEDGF.

3. 3　表达条件

在培养 4-5 h后 (见图 5) ,以 0. 3 mmol /LIPTG

诱导时 ,诱导效果最好 ,融合蛋白可占总蛋白的 35%

(见图 6)。 9种培养基中 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9对融合蛋

白的表达较有利 ,其中尤以 4、 5培养基较佳 ,融合蛋

白可占总蛋白的 45% (见图 7) ,由于玉米浆较便宜 ,

所以我们选择 4、 5作为表达培养基。

Fig 5. The ef fect s of dif f erent IPTG adding time on the expres sion

of fusion p ro tein

Th e IPTG adding time of Lane1, 2, 3, 4, 5 w as 2, 3, 4, 5, 6 h re-

spect ively.

Fig 6. Th e ef fects of dif f erent IPTG concent ration on the exp res-

sion of fusion p ro tein

Th e IPTG concen tration of Lane 1, 2, 3, 4 w as 0. 10. 2, 0. 3, 0. 4

mmol /L respectiv ely. Lane 5 w as a cont rol wh ose IPTG concen-

t ration w as zero.

Fig 7. The effect s of dif f erent m edia on fusion protein expression

Lane1. Molecular w eigh t marker, Lane2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10

w ere referred to media 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 respectively.
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3. 4　融合蛋白的纯化及酸水解

诱导含 pEDGF的 E. coli BL21( DE3)后 ,收集

菌体 ,经细胞裂解液作用后产生的上清和沉淀分别

电泳 ,结果显示上清中没有融合蛋白 ,融合蛋白以

不溶性的“包含体”存在于沉淀中 (见图 8)。包含体
用 8 mol /L尿素水溶液溶解 ,电泳显示融合蛋白基

本上进入溶液中 (见图 8)。对尿素抽提液进行乙醇

分级沉淀 ,最后产生的沉淀电泳后主要为融合蛋白

(见图 8)。沉淀的融合蛋白溶解于 60 mmol /L盐酸

中 , 50℃作用一定时间后电泳 ,除融合蛋白带外出

现两条新的蛋白带 ,大小分别介于 14437Da和

6512Da及 6512Da和 3496Da之间 ,与计算的酸水

解后的大片段分子量 13726. 8Da及小片段 GRF

分子量 5235. 48Da相近 ,随着时间的推移融合蛋

白越来越少 (见图 9)。酸水解产物直接进行电喷雾

Fig 8. The separation and pu rication of GRF fusion p ro tein.

Lane 1: The soluble p ro tein of E. col i . Lane 2: The pellet f rac-
tion of lysate. Lane 3: Molecu lar w eigh t mark er. Lan e 4: Urea

ex t ract of the pellet f raction. Lane 5, 6, 7, 8, 9, 10: Th e precipi-
tate of urea ext ract by ethanol dif f erent f ractions. Arrow indi-

cates GRF fusion protein.

Fig 9. The acid-hyd rolysis of GRF fusion protein. Lan e 1: Molec-
ular w eight marker. Lane 2: Th e puri fi ed fusion p rotein f rom urea

ex t ract by ethanol. Lane 3, 4, 5, 6, 7: The acid h ydrolysis p roducts
of fusion protein at 12h in tervals. Arrow indicates GRF

质谱分析 ,在产生的众多离子峰中 ,提取到一组离

子峰 ,这些峰是由一分子量为 5235. 59Da的物质

产生的 ,而 GRF的分子量是 5235. 48Da,可以推测

融合蛋白酸水解后确实释放出了大小正确的

GRF。

4　讨　论

象 GRF这样的小分子肽 ,用基因工程法表达

时 ,由于常采用融合表达 ,其表达效率的高低直接

关系到目标肽的产率 ,因为目标肽通常在融合蛋白

中所占的比率较小 ,这同时也意味着在提高表达效

率的同时 ,通过减小融合伙伴蛋白的大小 ,增加目

标肽的比率 ,也能达到增加目标肽产率的目的。本

文正是从这两方面开展工作的。

当融合伙伴蛋白从 326个氨基酸残基的 L-天

门冬酰胺酶全分子缩短为其 C-末端 126个氨基酸

残基片段时 ,表达效率明显增加 ,融合蛋白在总细

菌蛋白中的比率从 10%左右增加到 30%左右。

表达条件优化后 ,表达效率可增加到 45%左右。而

此时 GRF在融合蛋白中的比率也从 1 /9上升到

1 /4,即 GRF在总细菌蛋白中的比率增加到 10%

左右。这样的表达效率是相当高的 ,因为 GRF在

和 phoS[4 ]、γ-干扰素 ( 1-99) [5 ]、β-半乳糖苷酶 [ 6]、蛋

白 A抗体结合区
[7 ]
、二氢叶酸还原酶 ( DHFR)

[8 ]
和

酵母α-因子 [9 ]等进行融合表达时 ,融合蛋白在菌体

总蛋白中的比率最多为 30%左右。 表达效率的增

加为后面的分离纯化工作创造了有利条件。

GRF以此种方式进行融合表达 , GRF融合蛋

白形成了包含体 ,包含体的形成至少有两个好处 ;

一方面便于融合蛋白的分离纯化 ,另一方面可增加

GRF的稳定性免于被水解。由于酸水解可以在变

性状态下进行 ,又可省去复性步骤。经过细胞裂解 ,

包含体溶解 ,乙醇沉淀等简单步骤后 ,就得到了较

高纯度的融合蛋白 ,融合蛋白经酸水解后释放出了

大小正确的 GRF。这一切都说明该表达方案不仅

可行 ,而且有效。
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Abstract　 The hGRF was fused wi th C-terminal 126 amino acids fragment of L -ansB and the expression

level of the fusion pro tein increased to 30% comparing wi th i ts fusion expression to the w hole L-ansB

molecule. Af ter improv ing th e expressiv e condi tion such as media and inductiv e condition, the expres-

sion lev el can reach to 45% . The fusion pro tein w as insoluble in E. col i cy toplasm. After dissolving the

inclusion body in 8 mmol /L urea and precipi ta ting by ethanol , the partially puri fied fusion protein w as

obtained. 60 mmol /L hydrogen chloride hydrolyzed the fusion pro tein. Th rough the analysis of SDS-

PAGE and the elect rospray mass spect rum, a material with MW 5235. 59 Da w as released f rom the fu-

sion pro tein. It is GRF whose MW is 5235. 48 Da.

Key words　 GRF; L-ansB; Fusion Expression

【文摘 070】阿昔洛韦复乳的研究: 大鼠吸收动力学、生物利

用度和趋肝性　丁　立 ,张钧寿 ,马　丽 ,赵　骏 ,龚明涛 .

药学学报 , 1999, 34( 10): 790

目的: 研究阿昔洛韦 ( ACV )复乳的口服生物利用度和

肝靶向性。 方法: 采用高效液相色谱法测定大鼠口服 ACV

复乳和普通片剂后的血药浓度和肝组织分布 ,对试验数据

进行药动学分析。 药物浓度对时间数据作房室模型和统计

矩解析 ,并求出相应的药动学参数。 结果: 大鼠口服 ACV

复乳对片剂的相对生物利用度为 149. 8% ,达峰时间和血

浓维持时间明显延迟。 血浓经时过程符合二室开放线性药

动学模型。血浓峰值附近的肝组织药物分布是片剂的 1. 62

倍 (P < 0. 01) ,谷值附近是片剂的 5. 16倍 (P < 0. 05)。 结

论: 大鼠口服 ACV复乳可提高生物利用度 ,并有一定的肝

靶向性。
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