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摘要!目的 用基因工程的方法在大肠杆菌中诱导表达重组生长激素释放激素+!"#",!检测其生物学活性" 方法 将重

组表达质粒 -./0%)1234015670!"#"! 转化大肠杆菌 74%$+8.&,!9:/! 诱导融合蛋白表达" 经裂解细胞#洗涤#乙醇沉

淀#酸水解#;:0;<-=1><?2@0%’ 和 ;<-=1><?2!%’ 柱层析等方法纯化 !"#"" 用人生长激素放免试剂盒检测 !"#" 多肽

的活性" 结果 ;8;0:A!. 分析显示重组表达质粒在大肠杆菌中成功地表达了融合蛋白!它以不溶性的包涵体形式存

在!占菌体总蛋白的 &(B左右" 经抽提#酸水解#层析等方法表明纯化倍数达 $C* 倍!多肽收率为 (DE)F" 通过电喷雾质

谱测得多肽的相对分子质量为 ’%&’D%’!与理论计算值相吻合"多肽的纯度经 ;8;0:A!. 测定为单一峰"!"#" 三组刺

激实验组与空白对照组相比之间差异显著$!G(D($%!且随着剂量增加!差异明显增加" 结论 体外重组 !"#" 多肽具有

较高的生物学活性"
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OOOOOOOO垂体生长激素$!"%是促进机体生长发育的主要

激素!它的分泌受下丘脑生长抑素和生长激素释放激

素+!"#",的调节" $e)% 年 ;-K<66O’$(从 !"#" 高分泌

型的胰腺瘤组织中分离纯化出人 !"#"! 对其序列

进行了分析并表明该激素存在于丘脑下部!有三种形

式)&*!C(!CC 个氨基酸残基"IKX=L[16 等’%!&(发现人丘

脑下部 !"#" 的氨基酸序列与猪#牛和羊的分别具有

e&F#)eFO和 )EF的同源性"7Lc<T’C(发现!六肽+"K6080O
/T-0A[10/T-080:=<04Y6, 和两个五肽+/YT080/T-0![Y0O
:=<0Z<U#/YT080:=<0![YO0:=<0Z<U,具有生长激素释放

激素的活性!并发现这些肽都有一个芳香环的特殊结

构来特异性的刺激生长激素的释放" 7Lc<T6’’(研究表

明大鼠的生长激素为 $"K60!"#"NO我们认为脯氨酸残

基中的四氢吡咯环与组氨酸残基中的咪唑环相似!所

以用 :TL 在 I 端修饰生长激素释放激素 !"#"+$0CC,"
其目的获得活性较高的 !"#"! 研究开发新的激素

类药物!为临床应用’Ef*(特别是在肌肉萎缩#g型糖尿

病#老年睡眠等方面的治疗开拓广阔的应用前景"

$OO材料与方法

$D$OO材料

重 组 表 达 质 粒 由 唐 松 山 博 士 构 建 ! 大 肠 杆 菌

74%$+8.&,由 本 室 保 存!/TKUL5OJ0$((#/TK6 等 为 ;KR0
V1 公 司 产 品 #;:O ;<-=1><?O@0%’#;<-=1><?O!0%’ 为
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图 !""融合蛋白诱导!表达的 #$#%&’() 结果
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&@+4>%+<=+公司产品!丙烯酰胺及甲叉双丙烯酰胺为

E5;F+ 公司产品!G)H)$ 为 H-4<F 公司产品"人生长

激素放免试剂盒由北京北方生物技术研究所提供#其

余试剂均为国产分析纯$
!AC""融合蛋白的诱导表达

从 平 板 上 挑 取 含 B)G%CI+" J*%+,.K%&42%@(LML
的 K*C!"N$)/O单菌落"接种于 CP>5"*K 培养液中QRA!"
SJ*"T+,O培养过夜"次日按 CU比例接种新鲜 *K 培养

液中"继续培养 7"@"待 $8RR 值达 RA/VRA7 时加入 9&G(
至终浓度为 !">>25J* 诱导 7"@"每小时收集 !AD">5 培

养液"进行 #$#%&’() 分析$
!A/""融合蛋白的纯化

离心收集诱导表达菌体 WDA8"S"悬于 CRR">5 裂解

缓冲液中 Q!RR"!SJ>5 溶菌酶"W!!SJ>5"$X’ 酶"和

!UG4=32,"Y%!RRO"/W"!搅拌 D"@"离心收集沉淀$ 用裂

解缓冲液洗涤沉淀 / 次"每次 CRR">5"再用含有 !U"
G4=32,"Y%!RR 的水溶液洗涤 / 次"每次 CRR">5"最 后

用 C">25J*"尿 素%BLIAD!DR">>25J*"G4=.%L15 溶 液 洗

涤 ! 次$ 每次用 8"RRR"S"离心 /R">=,"最终的沉淀溶

解在 I">25J* 的尿素溶液中Q尿素溶解在 DR">>25J>*"
G4=.%L15"BL"IAD 中O"形成终浓度为 7U&ZJ[’的悬浮

液"室温下过夜搅拌$次日缓慢加入无水乙醇至乙醇浓

度达到 7/U"静置 !R"@"I"RRR"S 离心 CR">=,"收集上

清" 再加入无水乙醇至浓度达到 87U"!CR"!静置过

夜"I"RRR"S 离心 CR">=, 收集沉淀的融合蛋白"!WR"!
保存$ 细胞裂解液% 提纯融合蛋白经 #$#%&’() 分

析$
!A7""(LML 肽的分离纯化

将上述融合蛋白沉淀溶解在 8R">>25J*"L15 溶

液 至 浓 度 为 8U"DR"!保 温 77"@" 用 !RU的 氨 水 调

BL\AD"8"RRR"S 离 心 CR">=, 收 集 上 清 $ 上 清 经 #&"
#-B@+:-]"1%CD 色谱柱^ P平衡液和分段洗脱液分别为

BL\AD 和 BL!! 的 氨 水 溶 液$ 收 集 峰#经 透 析 再 上

#-B@+:-]P(%CDP柱"用蒸馏水作洗脱液"收集峰"%峰

$"最终用 /RU醋酸调样品 BL 至 WA7$
!ADPP融合蛋白和目标肽的纯度鉴定

参照文献_I‘方法"!CU#$#%&’() 分析表达的融

合 蛋 白 的 纯 度"CRU#$#%&’() 分 析 (LML 肽 的 纯

度$
!A8PP(LML 相对分子质量的检测

采用电喷雾离子化质谱 QP)5-<342.B4+aP92,=b+3=2,"
)#9O的方法$ 样品溶解在 !UP的冰醋酸中"直接进样

至 ’S=5-,3P!!RRP*1JH#$ 质谱仪"捕捉目标肽离子信

号"测定 (LMLP的相对分子质量$
!AWPP(LMLP的活性测定

参照 K2Z-4 等 (\)的方法稍加修改# 将 (LML 加

入 T4-c-.PM=,S-4 缓冲液中作为 (L 刺激液" 设置 /
个实验组"刺激液浓度分别为 RAC5%WAWC%CRAIW!!SJ>5^
对 照 组 用 等 体 积 的 T4-c-.P M=,S-4 替 代 # 取 大 鼠

QCRRVCDRPSOP的脑垂体保存在 !P>5PT4-c-.PM=,S-4 缓冲

液中"置 /WP!水浴"每 DP>=, 振摇 ! 次"!P@ 后换新的

缓冲液"共保温 DP@"之后每小时换 ! 次新的 (L 刺激

液# 用人生长激素放免试剂盒测定活性#
!AIPP统计学分析

数据以 !"! 表示" 采用 #&##!!AR 软件进行 " 检

验"以 # dRARD 为差异具有显著意义#

CPP结果

CA!PP融合蛋白的诱导与表达

经 !P>>25J*P9&G( 诱导后"融合蛋白在 $%&’() 中

得 到 高 效 表 达 并 且 以 包 涵 体 形 式 聚 积 # !CUP#$#P
%&’() 分析显示"与对照相比"出现了一条新的蛋白

带 Q图 !O#

CACPP融合蛋白的纯化

细胞经破壁%洗涤%87U乙醇沉淀^P获得的融合蛋

白包涵体"!DU#$#P%&’() 结果显示"纯化的融合蛋

白为单一条带 Q图 CO#
CA/PP(LML 肽的纯化

CA/A!PP融合蛋白的酸水解 融合蛋白在 8RP>>25J* 盐

酸溶液中"分子中的 ’.B%&42 肽键断裂^P释放出目的

肽" 层析后经 CRU#$#%&’() 结果显示为单一条带

Q图 /O#
CA/ACP#&%#-B@+:-]P1%CD 和 #-B@+:-]P(%CD 柱层析 酸

水解液上 #&%#-B@+:-]P1%CD 层析柱"以 BL\AD 的氨水

为平衡液"BL!! 的氨水为分段洗脱液" 收集 C 号峰

Q图 7O*透析后再进行 #-B@+:-]P(%CD 柱层析"以蒸馏

水为流动相"收集 C 号峰为目的蛋白峰Q图 DO$
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表 H++纯化工艺

!"#$% &’()*+),- .(/012’(1

图 S++融合蛋白纯化后 VWVU=LTX 结果

3)-$4 565U&789 ",":+;); /* <=1 *’;)/, .(/<1),
), .’()*)0"<)/, .(/012’(1

?’*/HY+V(’*N’-N+,-)(1$*+5’-Z/-@[+?’*1SY+81.)5\$*’*(+
\’.(1-$’[+?’*1+RY+]-"01+$*.3"@$)*+\)0:[+?’*1+KY+="-$>$10+

$*.3"@$)*+\)0:+,-1.$,$(’(10+\:+DK<+1(A’*)3

H S R K’-

^B;KEE
DD;SEE

KR;EEE

RH;EEE

SE;HEE

HK;KEE

>"@$)*
,-)(1$*

图 R;;T_8_ 纯化后 VWVU=LTX 结果
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图 K;;酸水解液经 V=UV1,A’01‘;]USC 柱纯化色谱图

3)-$D A/:’H, 0=(/H"</-(".=+ /, 5&U51.="21L AU4M
/* <=1 ;’.1(,"<",< *(/H "0)2U=+2(/:+;);

XQ"$3$\-$"5;13"’*(Y;L55)*$’;a’(1-;4,_;^JC[;EUSC;5$*7[;
V"\@1.($)*;6-’0$1*(;13"’*(Y;L55)*$’;a’(1-;4,_;^JC[;SDUDE;5$*7J

>-’.($)*;S

>-’.($)*;H

T-’0$1*(;
13"’*($)*

X3"($)*;($51;45$*7
; ; SE KE DE

W
SI
E

;;;;;
HJD
HJK
HJS

HJE

EJI
EJD
EJK
EJS
E

图 C;;V=UV1,A’01‘;]USC 峰 S 经 V1,A’01‘;TUSC 柱纯

化色谱图
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图 D;;T_8_ 电喷雾离子化质谱4XVf7图
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SJRJR;;纯化工艺的总结 经提纯! 其纯化倍数为 HKB!
产量为 EJDI<"表 H#$
SJK;;T_8_ 相对分子质量的测定

T_8_ 的相对分子千周量是由电喷雾离子化质

谱4XVf7测定为 C;SRCJSC$ 此结果与理论值一致"图D%$

SJC;;T_8_ 的活性测定

由表 S 各组数据均表明& 含有 T_8_ 多肽刺激

液的实验组与空白对照之间存在显著差异’)hEJEH%!
并且随着剂量的增加!差异越明显$

R;;讨论

生长激素除促进机体生长发育外!还有重要的免

疫调节功能!研制开发生长激素释放激素类似物具有

极大的临床使用价值$功能性 T_8_ 至少有 HiS^ 个

氨基酸残基$ 用化学的方法合成 T_8_ 成本昂贵(产

第 R 期 王晓华j等J重组生长激素释放激素 T_8_ 的纯化及活性测定 RSR) *



量 低! 实 验 结 果 表 明" 我 们 找 到 了 一 个 高 效 表 达

!"#" 的系统"有望通过基因工程方法生产 !"#""
为临床应用特别是在肌肉萎缩#!型糖尿病#老年睡

眠等方面的治疗开阔前景!
本实验结果显示包涵体经过多次 $%&&&%’ 离心洗

涤能够去除相对低分子质量可溶性蛋白!用饱和度为

()*的乙醇和 (*湿重浓度去除高分子量杂蛋白! 根

据等电点+,&-../较高和凝胶柱的 特 性"012034567389
:2;< 色谱柱用低浓度氨水洗脱" 使纯化倍数增长到

,(=" 肽产量达 &-$.>" 这说明该纯化方法是很有效

的!
在对 !"#" 肽的活性研究中" 由于人生长激素

与大鼠生长激素具有 $&>同源性" 我们用人生长激

素抗血清试剂盒来检测大鼠生长激素释放水平!各组

数据均表明$ 含有 !"#" 多肽刺激的实验组与空白

对照之间存在显著差异! 并且随着剂量的增加"差异

越明显! 这些都说明了 !"#" 肽段可以形成与大鼠

垂体细胞膜受体相连的稳固的氢键"从而产生了高活

性 的 生 长 激 素 释 放 激 素 效 应! 我 们 已 经 知 道 大 鼠

!"#" 的 ? 末端氨基酸是组氨酸" 激素需要一个芳

香环的特殊结构来特异性的刺激生长激素的释放!由

于脯氨酸残基中的四氢吡咯环与组氨酸残基中的咪

唑环相似" 并且四氢吡咯中 ? 原子的碱性大于咪唑

环的" 因此在 !"#" 的 ? 端增加了 1@A 残基与受体

形成了更强的氢键"从而产生更高的活性! 实验数据

显示 ? 末端 1@A2 的延伸有着更好的作用效果!
对 纯 化 的 !"#" 的 体 外 活 性 实 验 表 明 !"#"

能明显刺激了大鼠垂体生长激素的分泌!
虽然 !"#"+,2((/和 !"#"+,2;B/在临床方面的

应用已被证实" 但仍然需要寻找更加稳定的类似物"

这种类似物可以在给药剂量上减少和增强作用方面

加以考虑!对血清"肝匀浆"垂体和下丘脑中酶活力检

测表明 !"#"+,2((/和它的一个片段在体内 代 谢 很

快"而且代谢产物无生理活性!目前"我们得到的数据

并不能确定在 !"#" 肽的氨基酸末端加入一个脯氨

酸残基是否会使活性增加!但我们预测 1@A2!"#" 将

大大增加体内的活性! 血浆中 !"#" 的主要水解位

点在 ;CD69和 )CE4 之间"1@A925!"#" 的脯氨酸 ? 末

端的延伸将改变为 ;FG@2)CD6"这可能会防 1@A2!"#"
被二肽酶的水解"进一步的研究有待深入!
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表 ;99!"#" 多肽刺激 !" 释放效应
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