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重组人瘦素的分离纯化 
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【摘 要】目的：探索毕赤酵母表达的人瘦素的非亲和层析纯化方法。方法：采用强阴离子交换柱 (Sepharose Q fast flow)和 

疏水层析柱 (Phenyl Sepharose 6 fast flow)在 pH 7．5的条件下进行纯化。结果：经 Q柱一步纯化后 ，产物纯度由42．3％到达 

89．6％，随后通过疏水层析纯化后，产物纯度达到 96．2％。经 SDS—PAGE证实为单一蛋白条带。结论：通过上述手段已成功 

分离纯化得到纯度较高的由毕赤酵母表达的重组人瘦素。 
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The purification of human recombinant leptin 

LJ己，XianjHn．et al 

(Department ofBiochemistry，College ofBasic Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】 Objective：To explore the purification method of non—affinity chromatography for leptin expressed in Pichia Pastoris． 

Methods：Ion exchange chromatography(Sepharose Q fast flow)and hydrophobic interaction chromatography(Phenyl Sepharose 6 

fast flow )were used tO purify human leptin in pH 7．5．Results：Mter purification by Q column，the purity of leptin increased from 

42．3％ to 89．6％ ．Subsequently。after hydrophobic interaction chromatography ，its purity reached 96．2％ ．In SDS—PAGE，leptin 

Was shown as one specific band．Conclusion：The human recombinant leptin expressed by Pichia Pastoris yeast can be successfully puri— 

fled by ion exchange chromatography plus hydrophobic interaction chromatography． 
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瘦素(Leptin，也称瘦蛋白)是主要由脂肪组织 

肥胖基因(Obese gene)表达的一种蛋白质，通过血 

循环到达大脑的饱食中枢，从而控制食欲与食物吸 

收⋯。自1994年 Zhang[ J等人克隆以来，人们已对 

其生理作用进行了广泛的研究。结果表明，瘦素不 

仅作为血循环的信号分子将身体的脂肪量传送给大 

脑中枢【1l；也具 有其它 重要 的作用 如抑制 骨形 

成【3l、调控免疫系统l4l、控制生殖器官的发育与成 

熟l5l、抑制细胞凋亡l6 J等。此外，也发现，肥胖基因 

的碱基突变可导致严重的肥胖症与糖尿病和应用重 

组瘦素具有减轻肥胖动物体重的作用 ]。 

为了获得基因工程表达的人瘦素，我们曾将编 

码人瘦素的 cDNA片段克隆至毕赤酵母(Pichia Pas— 

toris Yeast)表达载体一 pPICZa中，构建了表达人瘦 
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素的工程菌一pPICZa—leptin／GS115，获得了毕赤 

酵母表达的可溶性人瘦素，并进行了亲和层析法纯 

化[ ，在此基础上也探索了其非亲和层析的纯化条 

件，现报道如下。 

1 材料和方法 

1．1 主要 试剂与 器材 
、 

酵母提取物(yeast extract)，胰蛋白胨(tryptone)：Oxford 

产品。 

酵母氮碱 ，DTT、PMsF：上海生工产品。 

疏水柱介质(Phenyl Sepharose 6 fast flow)，离子交换介 

质(Q Sepharose fast flow)：Pharmacia产品。 

蛋白质分子量标准：低分子量标准蛋白质，上海西巴斯 

生物技术开发有限公司。 

Zoecin：Invitrogen产品。 

冷冻离心机(AvantiTMj一20)：美国 BeckmanCoulter。 

台式冷冻离心机，微量可调定量加 
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微量水平 电泳装置 ：美国 Bio—Rad。 

纯化仪：PharmaciaAAKTA Primer。 

摇床：哈尔滨东联电子技术开发公司。 

其 它试剂均 为国产或进 口分 析纯 。 

1．2 方 法 

1．2．1 pPICZa leptin／GSll5工程 菌的培养 与诱 导表达 。 

1．2．1．1 培养 ． 

从 YPD平 板 (YPD：l％酵母 提 取 物 、2％胰 蛋 白胨 、2％ 

葡萄糖 ，加 2％琼脂 和 Zoecin 100~g／m1)上 挑 取单 菌 落接 种 

于 3ml BMGH (BMGH：1％ 硫 酸 铵 、0．34％ 酵 母 氮 碱 、 

100mmol／L磷酸钾缓冲液 pH 6．0、4×10I3％组氨酸、2× 

10 ％生物 素 、1％甘 油 ，含 Zoecin lOOFg／m1)中，30~(2、250r／ 

min振荡培养过夜(约 16～18h)，转种于 50 ml BMGY(BM— 

GY：BMGH加 1％酵母 提取 物 、2％胰 蛋 白胨 )中 (500 ml摇 

瓶 )，30~(2、250r／min振荡培养 约 20～24h(OD600通 常达 50～ 

60)。 

1．2．1．2 诱导 

将上述培养物于 4℃、5000r／min离心 5min，收集细胞沉 

淀，重新悬浮于 20ml BMMI-'I培养基(BMMH，1％硫 酸铵 、0．34％ 

酵母氮碱、100mmol／L磷酸钾缓冲液 pH6．0、4×10 ％组氨 

酸 、2×10 ％生物素 、0．5％甲醇 )中 ，30℃ 、250r／min振荡培 

养约 72h，每 隔 12h补加 0．5％的 甲醇 (终浓度 )以维持诱 导 。 

1．2．2 培养液 的收集 

将 1．2．1．2之培 养物 于 4E 、8000r／min离 心 30min，收 

集上清液 ，加 PMSF至终浓度 0．5mmol／L， 20℃保存以备 

纯化 。 

1．2．3 离子交换 层析 

Q柱(1crn×20cm)预 先用 缓 冲液 (50mmol／L Tris—HCI 

pH7．5，lmmol／LEDTA)平衡 ，将 1．2．2离心 后收 集 的上清 液 

上样(流速 2ml／min)，再用上述 缓冲液洗 涤至无蛋白质流出为 

止(纯化仪检测)，最后进行线性梯度洗脱(缓冲液 50mmol／L 

Tris—HCI pH 7．5，1mmol／L EDTA，含 0～0．3mol／L NaCI，洗 

脱总体积 300m1)，分部收集洗脱液，15％SDS一聚丙烯酰胺 

凝胶电泳(SDS PAGE)检测 ，考马斯亮兰染色。合并收 

集 目的蛋 白所在 管 ，准备 下一步纯化 。 

1．2．4 疏水 层析 

预先用缓 冲液 (50mmol／L Tris—HCI pH 7．5。Immol／L 

EDTA，lmol／L硫酸铵 )平 衡 ，将 上 步纯 化后 的溶 液 (已加 固 

体硫酸铵至终浓度 1mol／L)上样(流速 2ml／min)，再用平衡 

柱的缓冲液洗涤至无蛋白质流出勾止(纯化仪检测)，最后用 

缓冲液 (50mmol／L Tris HCI pH 7．5，lmm EDTA)洗 脱 ，收 

集洗脱峰 ，15％聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 ]。将洗脱液对 1 

mmol／L N}{4HCO3(pH 7．5)、4E透析过 夜 (中间 更换缓 冲液 

2～3次)。冷冻干燥后保存。 

2 结 果 

2．1 pPlCZa—leptin／GS115工程 菌的诱导表达 

毕赤酵母是能以甲醇或甘油作为唯一碳源的微 

生物ll 。表达外源蛋 白通 常需要 2个 阶段 的培养 ： 

一 是增 菌阶段 (在含甘 油 的 BMGY 培养 基 中约需 

16～18h)，使酵母细胞的数 目大量增多 ，以有利于大 

量表达外源蛋白；二是诱导表达阶段，除去培养基中 

的甘 油 ，转 用 甲醇 代 替 ，通 过 甲 醇诱 导 醇 氧 化 酶 

(AOX)的表达而达到表达外源蛋 白的作用l1 。典 

型的诱导条件是 24h补加 0．5％的甲醇 (终浓度)以 

维持诱导l1 。采用每隔 12h补加 0．5％的甲醇(终 

浓度)以维持诱导，在培养上清液 中，通过 SDS— 

PAGE检 测，在 分子量约 16kD处有 明显的表 达蛋 

白条带 ，与人瘦素的理论预计值相符 (图 la)，其表达 

效果好 于每隔 24h补加 0．5％的甲醇 (终浓度 )以维 

持诱导 

a b C d e 
97．4kD 

62kD 

43kD 

31kD 

20．1kD 

14．4kD 

a ：诱导后的上清液：b、C：Q柱纯化后；d：疏水层析纯化后；e： 

蛋 白质分子量标 准) 

图 1 重组人瘦素的 SDS—PAGE结果 
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图 2 Q柱 纯化之连 续梯度洗脱 曲线 

2．2 Q柱层析分离纯化人瘦素 

人瘦素是一种等电点(pI)偏低的酸性蛋白质 

(pH<7．0)，在 pH 7．5的缓 冲液 中带负 电荷 。因 

此 ，在 pH7．5的 条 件 下 通 过 阴 离 子 交 换 柱 (Q 

一_ ]『．阿一ll咖 I  
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Sepharose)时．，可与 阴离子交换 填 料 (Q Sepharose) 

结合 ，而其它等电点 呈碱性或 中性等 的蛋 白质 由于 

不能与阴离子交换填料结合或结合能力弱，因而会 

穿过 阴离 子 交 换 柱。再 通 过 逐 步 增 加 离 子 强 度 

(NaC1)的线性梯度洗脱 ，可根据其与 阴离子交换柱 

结合能力从弱至强而将不同的蛋白质分别洗脱下来 

(图 2)。通过阴离子交换柱可将培养液中大部分的 

杂蛋 白去除(图 1b、C)。 

2．3 疏水柱层析分离纯化人瘦素 

疏水柱层主要是根据蛋 白质表面的疏水特性进 

行分离纯化 的。含人瘦素 的毕赤酵母培养液经阴离 

子交换柱层析后 ，与瘦素 的等电点相差较大的杂蛋 

白己被除去 ，凝胶扫描显示 ，重组人瘦素的纯度 已 

由42．3％提高至 89．6％，说明大部分的杂蛋白己被 

除去 。在样品液 中加入 lmol／I 硫酸铵 (终浓度 )以 

有利于蛋 白质与 疏水介 质 (Phenyl Sepharose 6)结 

合 ，再在低离子强度的条件下 (50mM Tris—HC1 pH 

7．5，lmmol／L EDTA)将 瘦素 洗脱下 采 (图 3)。经 

SDS—PAGE检测 ，为单一条带(图 1d)，凝胶 扫描显 

示 ，重组人瘦素 的纯度为 96．2％。 
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信 

号 

强 

度 

3 讨 论 

洗脱体积 

图 3 疏 水柱层析 之洗脱 曲线 

自 1994年肥胖基因 cDNA被克隆以来_2 J，瘦素 

一 直是肥胖研究的热点。为了获得重组瘦素，人们 

已在多个大肠杆菌表达载体 中进 行了表达 ，不幸的 

是 表 达 产 物 几 乎 都 以不 溶 解 的 包 含 体 形 式 存 

在_1卜 J。这些 主要 由变性蛋 白质组 成 的包 含体 ， 

需要经过复杂 、繁琐 的复性过 程才能恢复其 天然结 

构进而发挥其生物学作用。虽然大肠杆菌表达系统 

具有培养周期短、培养基成分简单、容易操作等优 

点 ，但其本身为原核表达系统 ，缺乏真核细胞固有转 

录 、翻译后 的加工修饰机制 ，因此 ，许 多真 核基因在 

大肠杆菌表 达载体 中的表 达产物 以包含 体形式 存 

在 ，而包 含 体 的 复 性 又 是 基 因 工 程 中 的难 点 之 

一
_1 

。 毕赤酵母(Pichia Pastoris yeast)是近年迅速 

发展起来的一种表 达宿主_1⋯。由于其独特 的优 越 

性，已在多种基因工程表达蛋白质中得到广泛应用。 

我们在毕赤酵母表达 系统 中成 功表达 的瘦素 J，具 

有可溶性 、分泌型的特点 ，再加上毕赤酵母本身的外 

分泌蛋白很少 ，因而 ，离心后 的培养上清液 中 ，目的 

蛋白通常即具有较高的纯度(表达产量越高，目的蛋 

白纯度越高)。表达产物(未 纯化前)经凝胶扫描分 

析 ，纯度可达 42．3％。 

蛋白质分离纯化一直是基因工程中研究的重要 

课题 ，其方法 的选 择和应用直接关 系到产物 的回收 

率 、生物学活性 、产 品的成 本等 ，是制 约基 因工程产 

品走向产业化的关键问题之一。曾采用表达产物 

— — 瘦素末端所带的多聚组氨酸与金属镍螯合的亲 

和层析法纯化表 达蛋 白，也获得在 SDS—PAGE上 

呈现 分 子 量 约 为 16kD 的 单 一 蛋 白条 带 的 人 瘦 

素_8 J，但考 虑 到该 亲 和层 析 成 本 高 (镍 柱 价 格 昂 

贵)、纯化慢(层析时流速缓慢 )，采用非亲和层析法 、 

在温和(pH 7．5)条件下进行纯化 ，首先将离心后 的 

培养液直接上阴离子交换层析柱 (Q 柱)，后者具有 

流速快 、结合能力强 的特点 ，省去了浓缩培养液的步 

骤。因此，离子交换层析不仅具有分离纯化的作用， 

也具 有 浓缩 目的 蛋 白质 的优 点。Q 柱 后 的含 盐 

(NaCI)洗 脱液 在加入 固体硫 酸铵后直接 上疏水 层 

析柱 ，又可省去透析步骤 ，不仅 大大节约 了时间，也 

减少了相关试剂的耗费。下一步的工作是对其活性 

进行鉴定，为进一步可能的产业化研究打下了基础。 
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M期 ，而不存在于静止的G 期细胞，Ki67的确切功 

能尚不完全清楚，但通过研究它的表达及在核内分 

布，认为它与细胞有丝分裂有关。本实验分析 Ki67 

与 NSCLC的关系发现，在 NSCLC中 Ki67的阳性 

表达率很高而在癌旁的正常组织无阳性表达，说明 

NSCLC的形成与细胞的异常增殖有关。它的阳性 

表达除与临床分期和有无淋巴结转移同样有关，与 

NSCLC患者的性别，年龄无相关性外，还与患者的 

吸烟及肿块大小有关，在吸烟组 Ki67的阳性表达率 

高于不吸烟组，两组问差异有显著性，提示吸烟可能 

有持续激活并扩大细胞增殖性群落的作用。在肿块 

直径≥3cm组的阳性表达率明显高于直径<3cm 

组，可能是与处于增殖期的细胞数 目较多有一定关 

系。同样，本实验也做了 Ki67与患者 3年生存率的 

比较，发现 Ki67阳性的患者 3年生存率为 21．8％， 

阴性的患者 3年生存率为 62．5％。因此，通过检测 

VEGF、CD44v6及 Ki67在 NSCLC组织中的表达， 

可以预测患者的预后和制定较好的治疗方案 ，以提 

高 NSCLC患者的 3年生存率。 
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