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目的
!

为了进一步考察促红细胞生成素"

T?Y

#的组织保护作用!构建了高效表达人源性
T?Y
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#的原核表达

载体!并通过小鼠体内实验考察了其促红细胞生成活性$方法
!
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&转化至大肠杆菌
VU1$
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9T'

#!获得高效表达重组转化子菌株&

C#.CDJ

亲和层析纯化融合蛋白&利用网织红细胞指数考察融合蛋白在小鼠体内的促红

细胞活性$结果
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成功构建
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重组子&实现了在原核生物中的表达&纯化后的融合蛋白达到了电泳级纯&其相

对分子质量与理论值相符!原核表达的融合蛋白能够显著提高小鼠体内网织红细胞数!可溶性融合蛋白和包涵体蛋白比活性分别

是应用化学科
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构建和表达重组载体
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!表达的目的蛋白经分离纯化后具有体

内生物学活性!为进一步的功能研究奠定基础$
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促红细胞生成素$

46

R

F36"

L

"#4F#,

#

T?Y

%主要是由肾脏分泌

的一种糖蛋白类激素#不仅具有刺激骨髓红细胞系祖细胞分

裂*分化为成熟的红细胞&

$

'的功能#还具有多种组织器官保护*

损伤修复等非造血功能&

1.0

'

)然而
T?Y

在发挥非造血功能时

会因用量大#周期长而导致血液黏稠*血栓形成*高血压等不良

反应&

7

'

)因此#开发无促红细胞生成作用的
T?Y

衍生物成为

当今临床应用研究的热点之一)近年来有
T?Y

氨甲酰化*

T?Y

模拟肽等无促红细胞生成作用的
T?Y

衍生物的相关报

道&

)./
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#但存在成本高*易降解等问题)本研究旨在利用基因工

程定点突变技术使
T?Y

突变体在发挥组织保护和修复的同时

减少因红细胞生成过多导致的不良反应#为心*脑*肾等各种组

织损伤的治疗及药物的开发提供实验依据)此阶段的研究内

容是构建人源性
T?Y

$

63T?Y

%原核表达载体#目标蛋白的分

离纯化及其活性的检测#为进一步功能研究提供依据#现报道

如下)
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材料与方法
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材料
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菌株及载体
!

克隆宿主菌
9I7

*

种购于北京全式金生

物有限公司(表达宿主菌
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%由本实验室保存(
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主要试剂
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质粒提取试剂盒和
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胶回收试剂盒购
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DP
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生物技术公司(
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限制性核酸

内切酶*
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连接酶均购自美国
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由生工生物工程$上海%股份有限公司进口分装(
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公司生产(煌焦油蓝染料购于四川大学华西第

二医院(标准
T?Y

购于四川大学华西医院#其他常规化学试剂

为国产分析纯试剂)

@&A

!

方法
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原核表达载体
L

TJ'%G

$

g

%

.63T?Y

的构建
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质粒和原核表达载体
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双酶切过夜#经
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琼脂糖电泳后#胶回收目的片段
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%载体大片段#二者经
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连接酶连

接#转化至
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感受态细菌#涂平板#挑取阳性单克隆菌落#

活化#提取重组质粒#双酶切及测序鉴定)
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目的蛋白的表达*纯化
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目的蛋白的诱导表达及粗蛋白的获得
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声裂解#功率
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离心#取上清液#

$1%%%6
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离心#沉淀为包涵体粗蛋

白#上清液为可溶性粗蛋白)
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亲和层析分离纯化可溶性蛋白
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用

缓冲液
V$

平衡镍柱#将上清粗蛋白液循环上样(用缓冲液
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%进行目标蛋白洗脱并收集洗脱液#分离纯化过程用
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化效果经十二烷基硫酸钠
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聚丙烯酰胺凝胶电冰$
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亲和层析分离纯化包涵体蛋白
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尿素变性后#分离纯化方法同
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目的蛋白体内活性检测
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将
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只昆明小鼠分为生理

盐水组#标准
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组%#样品
T?Y

组

$包涵体组#可溶性上清液组%#共
(

组#每组
'

只)腹腔注射
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#连续用药
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#于第
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天于眼眶静脉丛取

血#经煌焦油蓝染色#涂片#在油镜下计数至少
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个红细胞

中的网织红细胞数#计算网织红细胞指数)
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的构建
!

将质粒
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VUaT.63T?Y

和载体
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%双酶切后胶回收结果如图
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所示)目的片段
63T?Y

和
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TJ'%G
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%大片段的分子量符

合理论值)连接转化
9I7

*

感受态细菌#提取重组质粒
9CD

#

双酶切#鉴定结果如图
1

所示)双酶切得到了目的片段#原核

表达载体构建成功)
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9CD

分子标记物(

$

!

63T?Y

片段(

1

!
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TJ'%G
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%大片段)

图
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63T?Y

和
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'大片段回收结果
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!

目的蛋白
63T?Y

分离纯化
!

样品经
C#.CJD

亲和层析

柱纯化#得到纯化的目的蛋白#

@9@.?D8T

鉴定结果如图
'

*

0

所示#目的蛋白相对分子质量约为
1/]$%

'

#与理论值符合)

利用考马斯亮蓝法测定电泳级纯的
63T?Y

蛋白浓度#包涵体

63T?Y

蛋白浓度为
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#可溶性
63T?Y

蛋白浓度为

1$&/5
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!

目的蛋白体内活性检测
!

采用网织红细胞指数法#考察

了小鼠第
0

天网织红细胞指数#检测结果如图
)

所示)生理盐

水组网织红细胞为
%&001_

#包涵体
63T?Y

网织红细胞为

$&$-)_

#可溶性
63T?Y

网织红细胞为
$&%)(_

#说明
63T?Y

融合蛋白具有体内活性)以标准
T?Y

作标准#得到的标准曲

线)根据样品
T?Y

注射后测得的
<4F_

及融合蛋白浓度计

算#得出可溶性
63T?Y

融合蛋白比活性为
$%7(&)'a

"
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=

#包

涵体
63T?Y

融合蛋白比活性为
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分子标记物(
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质粒(
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L

TJ'%G
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g
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.63T?Y

双酶切)

图
1

!!L

TJ'%G

&

g

'

.63T?Y

酶切鉴定结果
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!蛋白分子标记物(

$

!上清
63T?Y

粗蛋白液(

1

!漏出液(

'

$

7

!

'%

55"H

"

U

咪唑洗脱液(

)

$

(

!

1%%55"H

"

U

咪唑洗脱液)

图
'
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纯化上清
63T?Y

的
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鉴定
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:

!蛋白分子标记物(

$

!包涵体
63T?Y

(

1

!漏出液(

'

!

1%%55"H

"

U

咪唑洗脱液)

图
0

!!

纯化包涵体
63T?Y

的
@9@.?D8T

鉴定

B

!

讨
!!

论
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T?Y

是一条含
$))

个氨基酸残基的高糖基化多肽链#由
1

个二硫键连接形成
0

个稳定的
*

.

螺旋结构)

T?Y

通过与
T?Y

受体$
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"#4F#,64O4
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#

T?Y<

%结合发挥功能效应#

T?Y

与经典受体
T?Y<

结合后#

T?Y<

形成同源二聚体#偶联酪氨

酸激酶$

bB,N+F

R

6"+#,4S#,B+4.1

#

bDA1

%#激活
bDA1

*转录激活

子$

+#

=

,BHF6B,+!NO46B,!BOF#KBF"6"QF6B,+O6#

L

F#",.7

#

@JDJ7

%*

信号转导子*促分裂原活化蛋白激酶$

5#F"
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4,.BOF#KBF4!
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6".

F4#,S#,B+4

#

:D?A

%和核因子
)

V

等#从而启动下游一系列因

子#发挥红细胞增埴*分化等功能作用&

(.$1

'

)研究发现
T?Y

是

个多效性因子#可以抗炎*抗氧化*抗凋亡*促进血管的生成*调
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节细胞营养因子*调节体液免疫等&

$'

'

#表现出除了促红细胞生

成作用之外的组织保护和修复的作用)近来研究表明#在一些

非造血组织中存在
#

.O"55",

受体$

#

O<

#

29$'$

%#是
;U.'

*

;U.

7

和
8:.2@X

的受体共同亚单位#能与
T?Y<

形成异源二聚

体#发挥组织保护和修复的作用#但不启动造血信号的转

导&

$0

'

)这两种受体都可以介导组织损伤的修复#但是#

T?Y

对

同源受体的亲和力远远大于对异源受体&

$7

'

#因此#

T?Y

在用于

组织损伤修复时#必然会导致红细胞增多#血液粘稠#进一步加

重组织损伤)目前#国内外有关
T?Y

衍生物研究中氨甲酰化

T?Y

*去唾液酸化
T?Y

#

T?Y

模拟肽&

)./

'表现出组织保护和修

复作用而促红细胞生成作用降低的现象)但是这些衍生物存

在成本高或者寿命短的问题#因此#开发低成本高效的新将

T?Y

衍生物对心脑血管的保护显得尤为重要)

在有关氨甲酰化
T?Y

的研究证实
T?Y

中的赖氨酸氨甲

酰化形成高瓜氨酸后#对异源受体的亲和力是同源受体的
$%%

倍#在对组织修复作用的同时#促红细胞生成作用下降#由此看

出#

T?Y

中的赖氨酸是决定
T?Y

和
T?Y<

同源受体及
T?Y<.

#

O<

异源受体亲和力的关键点#通过分析发现谷氨酰胺和高瓜

氨酸在结构和理化性质上相似)因此#本研究拟通过基因突变

的方法
T?Y

中赖氨酸突变为谷氨酰胺#改变
T?Y

的结构#期

望能够达到氨甲酰化
T?Y

类似的效应)

目前#本研究构建了原核表达载体
L

TJ'%G

$

g

%

.63T?Y

#

原核表达和纯化得到了
63T?Y

融合蛋白#并检测出具有生物

学活性#其中#可溶性
63T?Y

融合蛋白比活性为
$%7(&)'

a

"

5

=

#包涵体
63T?Y

融合蛋白比活性为
-1-&(0a

"

5

=

)为进

一步基因突变及组织保护功能研究奠定了基础)
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