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［摘　要］目的：构建温控表达载体，采用温控表达ｈａＦＧＦ，为降低其生产成本打下基础。方法：采用 ＰＣＲ法
扩增截去其Ｎ端１９个氨基酸的ｈａＦＧＦＤＮＡ，克隆到温控表达载体ＰＢＶ２２０中，然后转化进ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ
中进行温控表达。结果：经ＳＤＳＰＡＧＥ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析表明，温控表达载体表达的ｈａＦＧＦ具有其原来的免疫
原性，ＭＴＴ活性检测结果表明，ｈａＦＧＦ纯化产物与野生型ｈａＦＧＦ活性相当，差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。结论：成
功构建了ｈａＦＧＦ的温控表达载体，为提高目的蛋白的表达量和降低其生产成本打下基础。

［关键词］酸性成纤维细胞生长因子；基因克隆；温控表达；聚含酶链反应

［中图分类号］Ｑ７８６　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１１）０４０３５１０４

ＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｇｕｌａｔｅｄＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｕｍａｎＡｃｉｄｉｃＦｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＲｅｍｏｄｅｌｉｎｇＧｅｎｅａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＩｔｓＡｃｔｉｖｉｔｙ

ＰＡＮＧＳｈｉｆｅｎｇ１，ＦＵＨｏｎｇｑｉ２，ＺＨＥＮＧＫｅｑｉｎ１，ＣＡＯＤｉｎｇｇｕｏ１，ＺＨＯＵＲｕｂｉｎ１

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｏｌｏｇｙ，ＧｕａｎｇｄｏｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｚｈａｎｊｉａｎｇ５２４０２３，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＢｉｏｒｅａｃｔｏｒａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ

Ｍｉｎｉｓｔｒｙ，ＪｉｌｉｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ１３０１１８，Ｊｉｌｉｎ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ，ａｎｄｔｏｅｘｐｒｅｓｓｈｕｍａｎ
ａｃｉｄｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ｈａＦＧＦ）ｉｎａｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｍａｎｎｅｒ，ａｎｄｓｏａｓｔｏｌａｙａｆｏｕｎｄａ
ｔｉｏｎｆｏｒｃｕｔｔｉｎｇｄｏｗｎｃｏｓｔｏｆｈａＦＧＦｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＨａＦＧＦｔｒｕｎｃａｔｅｄｂｙ１９ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎＮ
ｔｅｒｍｉｎａｌｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ），ｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒＰＢＶ２２０，ａｎｄｔｈｅｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥ．ｃｏｌｉ．ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳｔｏｅｘｐｒｅｓｓｕｎｄｅｒｉｎ
ｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｈａＦＧＦ１９ｈａｄｉｔｓ
ｏｒｉｇｉｎａｌｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ．ＭＴＴｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｂｅ
ｔｗｅｅｎｈａＦＧＦ１９ａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅａＦＧＦ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｉｓｓｕｃ
ｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｌａｙｓａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｅｎｈａｎｃｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｈａＦＧＦａｎｄｃｕｔｔｉｎｇ
ｄｏｗｎｃｏｓｔｏｆｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．
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　　人酸性成纤维细胞生长因子（ｈｕｍａｎａｃｉｄｉｃＦｉ
ｂｒｏｂｌａｓｔＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ｈａＦＧＦ）是成纤维细胞生长
因子家庭成员中的一员，主要来源于神经外胚层和

中胚层细胞，它能促进神经再生，对神经元具有营

养支持作用，在中枢神经系统创伤修复中起重要

作用［１］。此外，在血管生成、创伤修复等方面亦具

有重要的作用，故此具有极其重要的医学价

值［２～４］。研究表明，ａＦＧＦ的生物活性部位主要集
中在Ｃ端，Ｎ端增加或减少部分氨基酸对其生物活
性影响不大，为此，利用 ＰＣＲ技术，将其 Ｎ端截去
１９个氨基酸构成只有１３５个氨基酸的 ａＦＧＦ改构
体，这就使得其分子量降低，从而尽可能减少其潜

在的免疫原性，并保留其原有生物活性。有关 ａＦ
ＧＦ的表达研究目前有不少报道，这些表达研究都
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需要添加昂贵的诱导剂 ＩｓｏｐｒｏｐｙｌβＤＴｈｉｏｇａｌａｃｔｏ
ｓｉｄｅ（ＩＰＴＧ），这就增加了其生产成本［５～８］。但有

关温控的报道少，ＰＢＶ２２０正是一种温控型表达载
体，这种载体不需要添加诱导剂，可以通过控制温

度在４２℃左右即可以达到诱导的目的［９］。目前

ａＦＧＦ的表达量尚有待进一步提高，为了进一步提
高其表达量，并降低其纯化难度等后处理问题，降

低其生产成本，于２００７年６～１２月，开始了相关研
究，将改构的 ｈａＦＧＦ基因克隆进温控表达载体
ｐＢＶ２２０中，然后转化进ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ中以
使目的基因获得高效表达，而使外源蛋白表达量尽

可能降低，构建了表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／
ｐＢＶ２２０ｈａＦＧＦ工程菌，由于 ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ
菌株是一种经改造的工程菌，具有在高效表达外源

蛋白的同时能降低菌体自身蛋白的本底表达水平，

故能相对提高目的蛋白占总蛋白的相对含量，对

ｈａＦＧＦ的开发及应用研究具有一定的意义。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　菌株和质粒　ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｓｔａｒ、ＢＬ２１（ＤＥ３）
ＳｔａｒｐｌｙｓＳ、ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ、ｐＢＶ２２０、ｐＥＴ３ＣｈａＦ
ＧＦ质粒，均由暨南大学医药生物技术研究开发中
心保存。

１．１２　酶和试剂　Ｐｆｕ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ
连接酶、各种限制性内切酶、ＰＣＲ纯化回收试剂盒
均购自上海申能生物工程有限公司，引物由上海生

工合成，质粒小量抽提试剂盒购自上海生工，ＤＮＡ
胶回收试剂盒均购自大连宝生物公司。其余常用

试剂为国产分析纯试剂。

１２　方法
１２１　引物合成　以ｈａＦＧＦＤＮＡ为蓝图，设计合
成引物Ｐ１、Ｐ２，在引物 Ｐ１、Ｐ２分别引入 ＥｃｏＲＩ、ＳａｌＩ
酶切位点，便于将目的基因克隆进表达载体中进行

表达。引物序列如下：

Ｐ１：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＡＡＴＴＡＣＡＡＧＡＡＧＣ
Ｐ２：ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＴＣＡＧＡＡＧＡＧＡＣＴＧＧＣＡ
其中，Ｐ１中划线部分为 ＥｃｏＲＩ酶切位点及保

护碱基，Ｐ２划线部分是ＳａｌＩ酶切位点及保护碱基。
１２２　ｈａＦＧＦＤＮＡ的合成　采用 ＰＣＲ技术以
ｐＥＴ３ＣｈａＦＧＦ质粒为模板，以 Ｐ１、Ｐ２为引物，用高
保真聚合酶 Ｐｆｕ按９４℃、３０ｓ，５５℃、３５ｓ，７２℃、
３５ｓ进行２５个循环反应，进行至最后一步时，在

７２℃延伸反应５ｍｉｎ，扩增出ａＦＧＦ改构体；经ＰＣＲ
纯化回收试剂盒回收ＰＣＲ产物待用。
１２３　含ｈａＦＧＦ基因的温控表达载体 ｐＢＶａＦＧＦ
的构建　将经ＰＣＲ纯化回收试剂盒回收的 ｈａＦＧＦ
片段，用限制性内切酶ＥｃｏＲＩ、ＳａｌＩ进行双酶切回收
目的片段；将经同样双酶切的 ｐＢＶ２２０经凝胶电泳
后用凝胶回收试剂盒回收大片段，取４５μｌｈａＦＧＦ
回收片段与０５μｌｐＢＶ２２０大片段，在 Ｔ４ＤＮＡ连
接试剂盒中的ＤＩＳｏｌｕｔｉｏｎ作用下，于１６℃进行连
接反应１ｈ。将连接反应产物转化感受态菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）Ｓｔａｒ，涂布于含Ａｍｐ抗性平板中筛选抗性菌
落；挑抗性单菌落培养，抽提质粒进行ＰＣＲ及酶切
鉴定。

１２４　ｈａＦＧＦ的表达及表达产物的检测　挑选抗
性单菌落于含 Ａｍｐ１００ｍｇ／Ｌ的 ＬＢ培养基中，
３０℃，２５０ｒ／ｍｉｎ培养过夜，然后按１％接种量转接
到新鲜的含Ａｍｐ１００ｍｇ／Ｌ的ＬＢ培养基中，３０℃，
２５０ｒ／ｍｉｎ培养至 ＯＤ６００＝０４～０５，收集部分菌
液作诱导前比较，将余下菌液于４２℃诱导表达３
～４ｈ，将经诱导表达的菌液 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ收集菌体，用双蒸水将菌液洗涤１次，将经洗
涤后的诱导前后的菌体用１倍 ＳＤＳ样品缓冲液悬
浮，１００℃煮５ｍｉｎ，离心取上清用１５％ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳检测表达产物；进一步采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ杂交
分析：将表达产物上清液经 １５％的 ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳后转移到硝酸纤维膜上，然后将膜置于含 ５％
ＢＳＡ的ＰＢＳｔｗｅｅｎ２０溶液中４℃封闭过夜，漂洗后
加入兔抗人 ａＦＧＦ多克隆抗体温育１ｈ，漂洗后加
入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔 ＩｇＧ温育
１ｈ，漂洗后将ＰＶＤＦ膜浸泡于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司的化
学发光液中，在暗室中进行曝光，将 Ｘ光片进行显
影和定影后拍摄。

１２５　温控高效表达菌株的建立　将重组质粒转
化感受态菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ（氯霉素抗性
Ｃｈｌ）及ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ（Ｃｈｌ），在含４０ｍｇ／ＬＣｈｌ
和１００ｍｇ／ＬＡｍｐ抗性平板中筛选抗性菌落，将阳
性菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ及 ＢＬ２１
（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ及ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｓｔａｒ／ｐＢＶ
ｈａＦＧＦ三者分别作热诱导表达，比较三者目的蛋白
的表达量及背景外源蛋白的表达量，可选出重组质

粒的最佳表达宿主菌。

１２６　表达产物包涵体的获得及纯化　将筛选出
的工程菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ于含
Ｃｈｌ和Ａｍｐ的ＬＢ培养基中，３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡
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培养过夜，次日按 １０％接种量转接于适当体积
（１Ｌ三角瓶中盛２００ｍｌＬＢ）含１００ｍｇ／ＬＡｍｐ和
４０ｍｇ／ＬＣｈｌ的新鲜ＬＢ培养基中，３０℃，２５０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养１５～３ｈ，至ＯＤ６００＝０４～０６时，转移
到４５℃水浴中摇动５ｍｉｎ，使培养基温度快速升温
至４２℃，然后于４２℃进行热诱导表达４ｈ，离心收
集菌体。将离心所得每３ｇ菌体加２０ｍｌ缓冲液Ａ
（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
ｐＨ８０，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ），于冰浴中超声破碎
１５ｍｉｎ，于４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集到
的沉淀即为粗制包涵体；包涵体用洗涤液Ⅰ
（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８０，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
ｐＨ８０，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００）和洗涤
液Ⅱ（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８５，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
ｐＨ８５，２ｍｍｏｌ／Ｌ尿素）反复洗涤，洗涤液可洗涤
去大部分杂蛋白以及部分细胞碎片。离心收集沉

淀，沉淀用６ｍｍｏｌ／Ｌ盐酸胍，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
ｐＨ８０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ８０，５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ溶
液溶解，离心取上清用２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８０，
１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ８０，２ｍｍｏｌ／ＬＧＳＨ透析复性。
透析液经 ＨｅｐａｒｉｎＳｅｐｈａｒｏｓｅＣｌ６Ｂ亲和层析，以
１２ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳｐＨ７５）洗脱。
１２７　ｈａＦＧＦ的活性检测　采Ｂａｌｂ／ｃ３Ｔ３，测定时
选用本中心的野生型 ｈａＦＧＦ为标准品。将对数增
殖期的 Ｂａｌｂ／ｃ３Ｔ３加入 ９６孔板中（每孔细胞
７０００／１００μｌ）。３７℃，５％ＣＯ２培养２４ｈ，再用含
０４％胎牛血清的１６４０培养液换液后使细胞饥饿
培养２４ｈ。做３个实验组：实验组一为 ｈａＦＧＦ纯
化样品，以初始浓度１００μｇ／Ｌ加入，而后以２倍稀
释后加入，每５孔为一平行组，实验组二为 ｈａＦＧＦ
标准品，也与纯化样品一样做 ５个同样的浓度梯
度，实验组三为缓冲液组，如上方法加样，继续培养

２４ｈ后，加入２０ｍＬＭＴＴ（５ｇ／Ｌ），培养４ｈ后弃去
培养液，每孔加入 １５０μｌ的 ＤＭＳＯ，室温放置
４０ｍｉｎ后，在５９０ｎｍ波长下测其 ＯＤ值，并绘制生
长曲线。

２　结果

２１　含 ｈａＦＧＦ基因的温控表达载体 ｐＢＶｈａＦＧＦ
的构建及表达

采用温控表达载体 ｐＢＶ２２０为表达载体，将目
的基因克隆于其ＥｃｏＲＩ与ＳａｌＩ克隆位点之间，构建
成含ｈａＦＧＦ基因的热诱导重组表达载体 ｐＢＶｈａＦ

ＧＦ。重组质粒经 ＰＣＲ可扩增出一约４２０ｂｐ的片
段，与预期相符；重组质粒经 ＥｃｏＲＩ与 ＳａｌＩ双酶切
得到预期约４２０ｂｐ的小片段 （图１）。ＤＮＡ测序
结果正确。

２２　ｈａＦＧＦ的表达及表达产物的检测
将含重组质粒的菌种接种于液体 ＬＢ中，

３０℃，２５０ｒ／ｍｉｎ培养至 ＯＤ６００＝０４～０６，然后
将温度提高到 ４２℃热诱导表达 ３～４ｈ，经 １５％
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测表达情况（图２），重组菌有一
条约１５ｋＤ的表达产物，与ｈａＦＧＦ改构体标准品大
小一致，而阴性对照空载体 ｐＢＶ２２０的表达产物及
重组菌诱导前的表达产物中皆无此条带，与预期结

果一致，由此可初步判断这就是目的蛋白。采用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ杂交分析进一步确认表达产物，杂交
结果显示所得表达产物具有 ａＦＧＦ的抗原性（图
３），由此可知表达产物就是目的蛋白。

注：Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ２０００；１：ＰＢＶ２２０ＥｃｏＲＩ／ＳａｌＩ；２：重组质粒

ＰＢＶｈａＦＧＦＥｃｏＲＩ／ＳａｌＩ；３：重组质粒ＰＢＶｈａＦＧＦＰＣＲ产物

图１　重组质粒酶切分析
Ｆｉｇ．１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓ

２３　温控高效表达菌株的建立
将构建好的如下３个重组菌ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｓｔａｒ／

ｐＢＶｈａＦＧＦ、ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｓｔａｒｐｌｙｓｓ／ｐＢＶｈａＦＧＦ、
ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ同时进行热诱导表
达，结果显示，含 ｐｌｙｓＳ基因的 ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｓｔａｒ
ｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ和 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦ
ＧＦ两者的外源蛋白水平相当，目的蛋白的表达量
在ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ中较高；ＢＬ２１
（ＤＥ３）Ｓｔａｒ／ｐＢＶｈａＦＧＦ和ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／
ｐＢＶａＦＧＦ两者目的蛋白的表达量相当，而背景外
源蛋白的表达量在 ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶ
ｈａＦＧＦ中要少得多，由此可选出重组质粒的最佳表

３５３
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注：１：ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；２：ｈａＦＧＦ改构体标准品（１５ｋＤ）；３：ＢＬ２１（ＤＥ３）

ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ热诱导前产物；４：ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／

ｐＢＶｈａＦＧＦ热诱导产物；５：ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶ２２０热

诱导产物；６：ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶ２２０热诱导前产物

图２　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测蛋白产物
Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

注：１：ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶ２２０热诱导产物；２：ａＦＧＦ标准品；

３：ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ热诱导产物

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ杂交分析
Ｆｉｇ．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ

达工程菌是ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ。
２４　表达产物包涵体的获得及纯化

诱导表达的 ｈａＦＧＦ的菌体经超声破碎后，将
经过反复洗涤的包涵体用盐酸胍缓冲液溶解变性，

再经透析复性后经肝素亲和层析柱纯化，可在含

１２ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的 ＰＢＳ缓冲液洗脱下一活性峰，
经ＳＤＳＰＡＧＥ分析，在１５ｋＤ处有一明显条带，与
预期大小一致（图４）。

注：１：ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；２～６：杂蛋白峰；７：ｈａＦＧＦ改构体纯品；

８：ＢＬ２１（ＤＥ３）ＳｔａｒｐｌｙｓＳ／ｐＢＶｈａＦＧＦ纯化产物

图４　ＳＤＳＰＡＧＥ分析纯化产物
Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．５　ｈａＦＧＦ的活性检测
用ＭＴＴ法测定纯化的 ｈａＦＧＦ改构体和 ａＦＧＦ

标准品的促细胞分裂活性，结果如图５所示，ｈａＦ
ＧＦ改构体与野生型 ａＦＧＦ的促细胞分裂活性相
当，两者无显著差异。

图５　ａＦＧＦ促细胞分裂活性分析
Ｆｉｇ．５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｔｏｇｅｎｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａＦＧＦｐｒｏｔｅｉｎ

３　讨论

ｈａＦＧＦ作为一种有丝分裂原，可以刺激表皮及
成纤细胞细胞等生长，并能诱导血管的再生，因而

可广泛应用于创伤和溃疡性疾病的治疗，目前 ａＦ
ＧＦ一般是在原核表达系统下通过ＩＰＴＧ诱导表达，
生产成本较高。为了进一步降低其生产成本，通过

采用热诱导型载体进行目的基因的表达，这就可以

消除ＩＰＴＧ的使用成本。此外，由于不同表达菌的
背景表达量不一，本研究选用了３种不同的宿主菌
对ａＦＧＦ进行表达研究，结果表明，在 ＢＬ２１（ＤＥ３）
ＳｔａｒｐｌｙｓＳ中，背景蛋白较少，表达量较大，是较好
的宿主菌，可以应用于 ａＦＧＦ的温控表达。由于野
生型ａＦＧＦ分子量较大，应用时容易诱发机体的免
疫效应，产生抗体；再者 ａＦＧＦ的活性部位主要集
中在Ｃ端，所以本研究将其Ｎ端截少了１９个氨基
酸进行缺失表达，所得表达产物仍具有野生型的促

细胞分裂活性，但降低了其免疫原性，这样就大大

降低了产生抗体的应用风险，提高其应用价值。
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·文摘·

突变型ＡＰＰ基因转染对神经细胞尼古丁受体的影响

安　宇，唐　智，齐晓岚，肖　雁，单可人，官志忠
目的：探讨阿尔茨海默病（ＡＤ）发病机制中的重要物质淀粉样蛋白前体蛋白（ＡＰＰ）高表达对神经型尼古丁

受体（ｎＡＣｈＲ）的影响。方法：将含有瑞典家庭性 ＡＤ双突变的 ＡＰＰ６７０／６７１基因（ＡＰＰＳＷＥ）转入神经母细胞瘤

（ＳＨＳＹ５Ｙ）细胞和原代培养的大鼠神经细胞，得到体外构建的高表达ＡＰＰＳＷＥ细胞模型；用即时荧光定量ＰＣＲ和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法分别测定 ＡＰＰｍＲＮＡ、可溶性 ＡＰＰ和总 ＡＰＰ蛋白表达水平以及 ｎＡＣｈＲｍＲＮＡ和蛋白表达水

平；用放射性配体［３Ｈ］ｅｐｉｂａｔｉｄｉｎｅ进行ｎＡＣｈＲ配体结合试验。结果：转染 ＡＰＰＳＷＥ质粒的 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞和原代

培养的神经细胞中ＡＰＰｍＲＮＡ和总ＡＰＰ蛋白表达水平显著升高，在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的培养液中检测到 αＡＰＰ分
泌量下降；ＳＨＳＹ５Ｙ细胞转染组α７ｎＡＣｈＲ蛋白和ｍＲＮＡ表达水平显著升高，而 α３ｎＡＣｈＲ蛋白和 ｍＲＮＡ表达

水平明显下降，并且［３Ｈ］ｅｐｉｂａｔｉｄｉｎｅ配体结合位点明显减少；原代培养的神经细胞转染组α４ｎＡＣｈＲ蛋白水平明
显下降，但其ｍＲＮＡ水平无明显变化。结论：ＡＰＰ蛋白高表达使体外培养神经细胞中ｎＡＣｈＲ发生改变，其中α７
ｎＡＣｈＲ表达水平升高，而含α３和α４亚单位的ｎＡＣｈＲ表达水平降低，表明 ＡＰＰ代谢紊乱可对 ｎＡＣｈＲ产生一定
的影响，在ＡＤ的发病机制中有重要作用。

全文刊登于《中华病理学杂志》，２０１０（１）：４８．
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