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人胰岛素样生长因子Ê 基因的克隆与表达
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　　[摘　要 ]　采用R T 2PCR 方法成功地从人胎盘组织扩增出 h IGF2Ê 基因。将其连入表达载体 pET 30a (+ )质

粒中, SD S2PA GE 结果证明, pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê 在大肠杆菌BL 21 (D E3) 中获得高效表达, 目的蛋白占总菌体蛋

白 35% 左右。
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　　人胰岛素样生长因子Ê (h IGF2Ê ) 是由 67 个

氨基酸组成的一类多肽因子, 其在胚胎发育、体外培

养细胞的增殖与分化及中枢神经系统中均起重要作

用[1 ]。IGF2Ê 作为调节多肽, 与许多肿瘤的发生发展

有一定的关系, 多种肿瘤细胞中均发现有 IGF2Ê

mRNA 的表达[2 ]。Feldm an 等[3 ]研究证实, IGF2Ê

能促进多种神经元的存活、生长与分化, 提示其在临

床治疗神经系统疾病方面具有潜在的应用价值。组

织中 IGF2Ê 含量极低, 依靠纯化天然的 IGF2Ê 难

以满足基础研究和临床应用的需要。因此, 利用基因

工程技术获得重组 h IGF2Ê , 不仅将大大促进其基

础研究, 特别是结构与功能领域的研究, 而且将为其

早日进入临床应用奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　组　织

　　试验所用胎盘购自陕西省杨凌示范区人民医

院。

1. 2　质粒和菌种

克隆载体 pM D 218T 购自陕西宝泰克生物科技

有限责任公司; 表达载体 pET 30a ( + ) , 受体菌

JM 109 及BL 21 (D E3) 由陕西省农业分子生物学重

点实验室保存。

1. 3　工具酶和试剂

限制性内切酶 E coR É、H indË 及 T rizo l 试剂

盒购自上海生工生物工程技术有限公司; 其余产品

均由陕西宝泰克生物科技有限责任公司提供。

1. 4　PCR 引物

参考 Gene Bank 登录的 IGF2Ê 序列 (XM

028189)自行设计。由上海生工生物工程技术有限公

司合成。其序列如下:

上游引物: 5′GC GAA T TC A T G GCT TA C

CGC CCC A GT G 3′

下游引物: 5′TA CTA TCA CTC GGA CT T

GGC GGG 3′

在上游引物序列中加有一 E coR É 酶切位点 (方

框内) ; 下游引物加有 2 个终止密码子。

1. 5　RNA 提取及逆转录反应

按照 T rizo l 说明书进行总RNA 的提取。甲醛

变性琼脂糖凝胶电泳检测所提 RNA 无明显降解

后, 进行以下逆转录反应: 1 ΛL O ligo2d (T ) 18 (500

m göL ) , 5 Λg 总 RNA 加水至 12 ΛL , 70 ℃加热 10

m in, 冰浴骤冷 5 m in, 然后加入 5×第一链缓冲液 4

ΛL , 10 mmo löL dN T P s 2 ΛL , RN asin 1 ΛL

(30 U öΛL ) ,M 2M LV 逆转录酶 1 ΛL (200 U öΛL ) ,

轻轻混匀, 37 ℃孵育 50 m in, 70 ℃加热 15 m in 终止

反应。

1. 6　PCR 扩增

取上述逆转录产物 1 ΛL , 加入上下游引物进行

PCR 反应, 于 94 ℃预变性 2 m in; 94 ℃变性 50 s,

53 ℃退火 50 s, 72 ℃延伸 1. 5 m in, 共 30 个循环;

72 ℃充分延伸 10 m in, 用于扩增 h IGF2Ê 的

cDNA。

1. 7　克隆与测序

纯化 PCR 产物, 连接到克隆载体 pM D 218T
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上, 转化至感受态宿主菌 JM 109 中, 经蓝ö白斑筛

选, 挑取白色菌落, 抽提质粒酶切及PCR 初鉴。送宝

生物工程 (大连)有限公司测序。

1. 8　表达载体的构建

将连有 h IGF2Ê 的质粒 pM D 218T 和载体

pET 30a (+ ) 分别用 E coR É 和H indË 进行双酶切,

然后加入 T 4DNA 连接酶进行连接, 转化感受态大

肠杆菌BL 21, 在含有卡那抗性的平板上进行培养过

夜, 挑取阳性克隆进行 PCR 及 E coR É + H indË 双

酶切初步鉴定。

1. 9　外源基因的诱导表达

重组质粒 pET 30a ( + ) 2h IGF2Ê 转化 BL 21

(D E3) 受体菌, 接种单菌落于LB öKAN (50 m göL )

培养液, 37 ℃培养过夜。取上述过夜菌接种于新鲜

的LB öKAN 培养液, 37 ℃振荡培养至OD 600为0. 6,

然后加 IPT G (异丙基硫代半乳糖苷) 至终浓度为

1. 0 mmo löL , 30 ℃诱导 4 h 后, 离心收集菌体,

SD S2PA GE分析, 以鉴定诱导表达结果。

2　结果

2. 1　h IGF2Ê 基因的 PCR 扩增结果

　　提取人胎盘组织的总RNA , 逆转录得到 cDNA

第一链, 以此为模板, 利用特异性引物进行 PCR 扩

增, 获得约 219 bp 的片段, 见图 1。

2. 2　测序结果

测序结果如下:

　　CA GGTCGA CGA T T GCGAA T TCA T G GCT TA C CGC CCC A GT GA G A CC CT G T GC GGC
A Y R P S E T L C G

GGG GA G CT G GT G GA C A CC CTC CA G T TC GTC T GT GGG GA C CGC GGC T TC TA C
G E L V D T L Q F V C G D R G F Y

T TC A GC A GG CCC GCA A GC CGT GT G A GC CGT CGC A GC CGT GGC A TC GT T GA G
F S R P A S R V S R R S R G I V E

GA G T GC T GT T TC CGC A GC T GT GA C CT G GCC CTC CT G GA G A CG TA C T GT GCT
E C C F R S C D L A L L E T Y C A

A CC CCC GCC AA G TCC GA G T GA TA GTAAA TCTCTA GA
T P A K S E end

　　测序结果表明, 所克隆的序列与 Gene Bank 中

登录的碱基序列完全相同, 可以认为是获得了人的

IGF2Ê 基因。

2. 3　融合表达载体的构建

将连有 h IGF2Ê 基因的载体 pM D 218T 2IGF2Ê

以 E coR É 和H indË 双酶切, 回收特定的插入片段,

定向连入到表达载体 pET 30a (+ ) 上, 转化大肠杆

菌BL 21 (D E3) , 得到含有重组质粒 pET 30a (+ ) 2
h IGF2Ê 的工程菌, 酶切鉴定表达载体构建正确。结

果见图 2。

图 1　h IGF2Ê 全长 cDNA 产物的 PCR 电泳分析

1. pU C19 DNA öM sp l (H p all)标准分子量; 2. PCR 产物

F ig. 1　E lectropho retogram of PCR p roduct of

fu ll length of h IGF2Ê cDNA

1. pU C19 DNA öM sp l (H p all) m arker; 2. PCR p ruduct

　

　

图 2　pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê 酶切分析

1. pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê öE coR É + H indË

双酶切结果; 2. DL 15 000 标准分子量

F ig. 2　A nalysis of recom binations pET 30a (+ ) 2
h IGF2Ê by endonuclease digest ion

1. pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê öE coR É + H indË ;

2. DL 15 000 m arker

2. 4　pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê 的诱导表达

重组质粒经转化入BL 21 (D E3) 后, 进行单菌落

培养, 再在LB 培养基中进行诱导表达。经 SD S2

PA GE 蛋白电泳分析, 重组质粒 pET 30a ( + ) 2
h IGF2Ê 转化菌诱导后在约 14 ku 处出现一条主带,

与预计的产物条带大小相符, 而无目的片段插入和
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插入目的片段但未诱导的菌体均无此产物出现 (图

3)。经光密度扫描测定, 目的蛋白浓度约为 35% , 而

且多数是以包涵体的形式存在。

图 3　rh IGF2Ê SD S2PA GE 分析

1. pET 30a (+ )经 IPT G 诱导; 2. pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê 未经 IPT G 诱导;

3. pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê 经 IPT G 诱导; 4. 蛋白质标准分子量

F ig. 3　SD S2PA GE analysis fo r rh IGF2Ê
1. pET 30a (+ ) induced by iPT G; 2. pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê uninduced;

3. pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê induced by IPT G; 4. P ro tein mo lecu lar w eigh t m arker

3　讨　论

IGF2Ê 与胎儿的生长发育密切相关, 有研究表

明, IGF2Ê 基因敲除的小鼠出生时体重是正常小鼠

的 60% [4 ]; 另一项研究表明, 胎儿自身分泌的 IGF2
Ê 与胎儿生长关系密切, 其浓度的降低可能是导致

胎儿宫内生长迟缓的重要原因之一[5 ]。

虽然利用Bac2to2Bac 和酵母表达系统获得的

重组 h IGF2Ê 具有免疫学活性, 但还是存在着表达

量不高的缺陷[6, 7 ]。L eo T M 等[8 ]进行了转 IGF2Ê
基因小鼠的研究, 实现了相对较高水平的表达, 但将

转基因小鼠作为生物反应器来生产药用蛋白及多

肽, 成本及技术要求都很高, 距离工业化生产还需时

日。大肠杆菌作为基因工程首选的宿主具有成本低、

周期短、操作简单等特点, 又由于 IGF2Ê 结构上不

存在糖基化位点, 所以其可在原核中进行表达, 以期

获得具有生物活性的产物。 IGF2Ê 为不稳定、小分

子量多肽, 易受蛋白酶的降解, 这也是其在非融合表

达载体中表达量不高的原因之一, 所以本研究选用

融合表达方式, 以提高其表达量。 IGF2Ê 具有 3 对

二硫键, 这些二硫键及氢键和一些次级键维持了

IGF2Ê 特定的构象。在大肠杆菌中富含二硫键的蛋

白往往以包涵体的形式生成, 其在复性过程中将产

生多种形式的折叠。所以, 如何使包涵体蛋白正确复

性, 从而获得具有较高生物活性的产物是原核表达

的重要课题之一, 这也是笔者目前正在进行的工作。
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C lon ing and exp ression of hum an in su lin2like grow th facto rÊ gene

W ANG Bao- l i1,W ANG Feng-ze1, ZHANG Y ong2, GUO A i-guang1

(1 Colleg e of L if e S ciences; 2 B iology E ng ineering R esearch Cen ter,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: H um an IGF2Ê gene w as successfu lly amp lif ied from hum an p lacen ta w ith R T 2PCR m ethod,

then cloned it in to exp ression vecto r: pET 30a (+ ). pET 30a (+ ) 2h IGF2Ê w as h igh ly exp ressed in BL 21

(D E3) and the recom b inan t h IGF2Ê w as abou t 35% of to ta l p ro tein s m easu red w ith SD S2PA GE.
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