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摘要：采用课题组已构建的携带人白介素２－人血清白蛋白融合蛋白（ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ）基因的重组

毕赤酵母Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＧＳ１１５进行ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ的分离纯化研究。发酵上清液经超滤浓缩、
Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ亲和层析、Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ疏水层析和ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ离子交换层析纯化获

得较高纯度的目的产物，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测为单一条带。Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ分 析 结 果 显 示，目 的 产 物

同时具有 ＨＳＡ和ＩＬ－２的抗原性，为 ＨＳＡ和ＩＬ－２的融合分子。经ＣＴＬＬ－２／ＭＴＴ细胞增殖法

测定，纯化的融合蛋白的生物学活性为１．１４７×１０７　ＩＵ／ｍｇ。
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（ＣｏｎＡ）等刺激Ｔ淋巴细胞时发现的一种细胞生长

因子。ＩＬ－２能促进Ｔ细胞和Ｂ细胞及自然杀伤细

胞（ＮＫ细胞）的增殖与分化，刺激活化Ｔ细胞分泌

ＩＦＮ－γ、ＣＳＦ等细胞因子的产生，诱导肿瘤浸润性淋

巴细胞（ＴＩＬ）及淋巴因子激活的杀伤细胞（ＬＡＫ）的
产生。因此，ＩＬ－２在治疗肿瘤、免疫缺陷性疾病、肝

炎、麻风等疾病中有重要作用［２］。ＩＬ－２前体由１５３
个氨基酸组成，其中 Ｎ端 前２０个 氨 基 酸 组 成 信 号

肽，因此成熟的ＩＬ－２由１３３个 氨 基 酸 组 成，相 对 分

子质量为１５　５００［３］。目前，ＩＬ－２已完全采用基因工

程方 法 生 产，但 由 于 其 相 对 分 子 质 量 小，在 人 体 内

半衰期只有６．９ｍｉｎ［４］，因此需要频繁大剂量给药，
这不但增加了患者的治疗费用，而且容易引发一系

列毒副作用。而通过人血清白蛋白融合技术，构建

重 组 人ＩＬ－２和 人 血 清 白 蛋 白 融 合 蛋 白（ｒｈＩＬ－２－
ＨＳＡ），可使 血 浆 半 衰 期 延 长，从 而 有 望 大 大 提 高

ＩＬ－２的治疗效率。
本课题组已成功构建含有ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ融合基

因的重组质粒ｐＰＩＨ，并在Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉ　ＧＳ１１５中

成功 表 达［５－６］。在 此 基 础 上，作 者 探 讨 了ｒｈＩＬ－２－
ＨＳＡ融合蛋白的纯化工艺，制备较高纯度的ｒｈＩＬ－
２－ＨＳＡ，并对纯 化 的ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ的 生 物 学 活 性 进

行鉴定。

１ 材料与方法

１．１　菌种

携带ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ融合基因的重组毕赤酵母菌

株Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＧＳ１１５／ｐＰＩＨ：由 作 者 所 在 课 题 组 构

建并保存。

１．２　培养基

ＹＰＤ、ＢＭＧＹ、ＢＭＭＹ等培养基的 配 方 参 见 文

献［７］。

１．３　主要试剂

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 相 关 试 剂：日 本 Ｔａｋａｒａ 公 司；

Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ试剂：英国 Ａｂｃａｍ公司产品；考马 斯

亮蓝 蛋 白 检 测 试 剂 盒：上 海 生 工 生 物 工 程 公 司；尿

微量白蛋白 检 测 试 剂 盒：上 海 名 典 生 物 工 程 公 司；
其它试剂均为国产分析纯。

１．４　主要仪器

Ｌａｂ　Ｓｃａｂｌｅ　ＴＦＦ超 滤 系 统：美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司；ＡＫＴＡ　Ｂａｓｉｃ蛋 白 纯 化 系 统 以 及Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａ－

ｒｏｓｅ　ＦＦ、Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ、ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ
层析柱：美国 通 用 电 器 公 司；Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ　ＭＫ３酶 标

仪：美 国 Ｔｈｅｒｍｏ公 司；蛋 白 质 电 泳 仪：美 国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司。

１．５　重组菌发酵表达

将－８０℃保 藏 的Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ　ＧＳ１１５／ｐＰＩＨ 在

ＹＰＤ平板上划线，３０℃培养２４ｈ。挑取单菌 落 接

种于装 有５０ｍＬ　ＹＰＤ的５００ｍＬ三 角 瓶，３０℃、

２００ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ左右，作为种子培养液。
将种子培 养 液 以 体 积 分 数５％的 接 种 量 接 种

ＢＭＧＹ培养基，３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，收集菌

体并 重 悬 于ＢＭＭＹ培 养 基，每２４ｈ加 体 积 分 数

３％甲醇进行诱导，连续诱导７２ｈ后收获发酵液。

１．６　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ融合蛋白的分离纯化

１．６．１　 超滤 浓 缩　取５００ｍＬ发 酵 上 清 液，选 取

截留相对分子质量为１０　０００的滤膜进行超滤，超滤

浓缩至２倍、３倍、５倍、１０倍、２０倍时分别取样，进

行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，测ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ含量并计算回收率。
１．６．２　Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ层 析　用 平 衡 缓 冲 液

（２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ　ｐＨ　７．０）平 衡

Ｂｌｕｅ　ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ层析柱（１．５ｃｍ×１１ｃｍ）后，以２
ｍＬ／ｍｉｎ的流速将上述超滤浓缩液上样。经平衡缓

冲液淋洗后，以３ｍＬ／ｍｉｎ流 速 用 洗 脱 缓 冲 液（２０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢ，２ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ　ｐＨ　７．０）洗 脱，收 集 洗

脱液。
１．６．３　Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ层析　将Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａ－
ｒｏｓｅ　ＦＦ层析收集到的目标峰溶液中加入适量高浓

度（ＮＨ４）２ＳＯ４ 溶液，至电导与流动相Ａ（２０ｍｍｏｌ／
Ｌ　ＰＢ，１．７ｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４ｐＨ　７．０）一 致，上 样

于预先用流 动 相 Ａ平 衡 的 Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ层

析柱（１．５ｃｍ×９ｃｍ），然后以流动相Ａ冲洗柱子，
设置 流 动 相 Ａ 和 流 动 相 Ｂ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢ，ｐＨ
７．０）自动梯度混合，以２ｍＬ／ｍｉｎ的 流 速 进 行 线 性

洗脱，收集洗脱液，最后用流动相Ｃ（５０％乙二醇溶

液）洗脱，收集洗脱液。
１．６．４　ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ层析　将Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈ－
ａｒｏｓｅ　ＦＦ层析的目的峰收集液上样，上样后用洗涤

缓冲 液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ　ｐＨ
７．０）冲洗柱子（１．５ｃｍ×１３ｃｍ），然 后 再 以３ｍＬ／

ｍｉｎ流 速，用 洗 脱 缓 冲 液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢ，０．１５、

０．２５、０．３５、１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，ｐＨ　７．０）进行阶段洗脱，
收集洗脱液。
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１．７　蛋白纯度分析

蛋白 纯 化 过 程 中，样 品 纯 度 采 用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
［９］进行分析，分离胶质量浓度１２ｇ／ｄＬ。

１．８　总蛋白质浓度测定

采用考马斯亮蓝蛋白检测试剂盒进行测定，具

体操作如下：将 样 品 适 当 稀 释，９６孔 酶 标 板 中 每 孔

加入２０μＬ样品、２００μＬ考 马 斯 亮 蓝 工 作 液，在 酶

标仪上波长５７０ｎｍ处测量吸光值，同时以ＢＳＡ为

标准品作标准曲线，据此计算出总蛋白质浓度。

１．９　 融合蛋白质浓度测定

采用 尿 微 量 白 蛋 白 检 测 试 剂 盒 检 测 样 品 中

ＨＳＡ含量，并依据 ＨＳＡ与ＩＬ－２按摩尔比１∶１结

合，根据 公 式：ＣｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ＝ＣＨＳＡ×（８．２×１０４／６．６×
１０４）计 算 融 合 蛋 白 质 的 含 量；式 中６．６×１０４ 为

ＨＳＡ相对分子质量，８．２×１０４ 为ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ融合

蛋白相对分子质量。

１．１０　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ融合蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ分析

取少量纯化后的融合蛋白冻干粉，用一定量的

无菌水复 溶，进 行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，电 转 移 蛋 白 至 硝 酸

纤维素膜上，用含５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉的１×ＴＢＳ缓冲

液（１０ ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５ ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，ｐＨ
７．５）４℃封闭过夜，用ＴＢＳ清洗后分别用鼠抗人血

清白蛋白（１∶１００，单抗）或兔抗人白介素２的抗体

（１∶５００，单抗）３７℃孵育４ｈ，用ＴＢＳ清洗后分别

加入辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 鼠 二 抗（１∶
２０００）或山羊抗兔二抗（１∶５０００）室温孵 育２ｈ，用

ＴＢＳ清洗后用ＤＡＢ试剂显色。
１．１１　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ融 合 蛋 白 的 生 物 学 活 性 测 定 方

法

根据中国药典２００５年第三部中关于人白介素

２的生物活性的检测方法，即ＣＴＬＬ－２／ＭＴＴ法［１０］，
对融合蛋 白 质 的 生 物 学 活 性 进 行 检 测。样 品 白 介

素２效价按下式计算：
待检样品ＩＵ／ｍＬ＝

标准品ＩＵ／ｍＬ×
待检样品预稀释倍数

标准品预稀释倍数
×

待测样品Ａ值最大值的５０％稀释倍数
标准品Ａ值最大值的５０％稀释倍数

２ 结果与分析

２．１　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ融合蛋白的分离纯化

２．１．１　 超滤　采用截留相对分子质量为１０　０００的

滤膜考察了 不 同 超 滤 浓 缩 倍 数 时 融 合 蛋 白 质 的 回

收率，结果见表１。从表１可以看出，随着超滤浓缩

倍数的增加，目 的 蛋 白 质 有 一 定 程 度 的 损 失，但 当

超滤浓缩２０倍时，目的蛋白质回收率仍在８０％以

上，说明超滤作为融合蛋白质的一种浓缩手段具有

较好的效果。
表１　超滤浓缩不同倍数时ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ的回收率

Ｔａｂ．１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｓ　ｏｆ　ｕｌ－
ｔｒａ　ｆｉｌｔｅｒ

超滤
倍数

总蛋白质
质量／
（ｍｇ）

总蛋白质
回收

率／％

ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ
质量／
ｍｇ

ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ
回收

率／％
发酵液 ２６２．７　 １００　 １５２．４　 １００

２　 ２３１．９　 ８８．３　 １３９．８　 ９１．７

３　 ２１５．７　 ８２．１　 １３３．５　 ８７．６

５　 ２０８．６　 ７９．４　 １２８．９　 ８４．６

１０　 １９３．９　 ７３．８　 １２６．３　 ８２．９

２０　 １８８．２　 ７１．６　 １２３．１　 ８０．８

２．１．２　Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ层析　Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
ＦＦ为一种染料亲和层析填料，能与白蛋白、干扰素

结合，经过该柱层析后，色素绝大部分被流穿，收集

到的样品为无色透明溶液。电泳结果显示，洗脱收

集后的样品中还含有相 对 分 子 质 量７０　０００的 杂 带，
６６　０００的杂带大部分被去除，相 对 分 子 质 量 较 高 的

杂带以及４５　０００以下的杂带已经基本去除。
２．１．３　Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ层析　将Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａ－
ｒｏｓｅ层析收 集 的 样 品 电 导 调 整 到 与 平 衡 缓 冲 液 一

致，首先采用流动相Ｂ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢ，ｐＨ　７．０）进

行线性洗脱，层析图谱见图１。

图１　Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ疏水层析图谱

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｎ　Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

　　（ＮＨ４）２ＳＯ４浓度大约在０．１ｍｏｌ／Ｌ时，出现了

蛋白质峰Ⅰ，后又用流动相Ｃ（５０％乙二醇溶液）洗



ＬＩ　Ｂｏ，ｅｔ　ａｌ：Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｆｕｓｉｏｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｈｕｍａｎ

Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－２／Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｕｍ　Ａｌｂｕｍｉｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

２９２　　 　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．３１Ｎｏ．３　２０１２

脱，出现峰Ⅱ。电 泳 结 果 显 示，大 多 数 目 的 蛋 白 在

峰Ⅰ中，且纯度较高，除含有少量７０　０００的杂带外，
其他杂 蛋 白 质 条 带 已 基 本 上 看 不 到，而 峰Ⅱ中，杂

蛋白 质 较 多，纯 度 不 高，可 见 杂 蛋 白 质 的 疏 水 性 要

强于目的蛋白。

２．１．４　ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ层析　将Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈ－
ａｒｏｓｅ　ＦＦ层析峰Ⅰ收集的 样 品 进 行ＤＥＡＥ离 子 交

换层析，采用阶段式洗脱，层析图谱见图２，图３。电

泳结 果 显 示，大 多 数 目 的 蛋 白 质 在０．３５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ浓度的洗脱组 分 中（即 图２中 峰ＩＩＩ），杂 带 已

全部被去除，目的蛋白质达到了电泳纯。

图２　ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ离子交换层析图谱

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｎ　ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

Ｍ：相对分子质量 标 准 蛋 白 质；１：发 酵 上 清 液；２：超 滤 浓 缩 液；３：

Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ洗 脱 液；４：Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ峰Ⅰ；５：ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａ－

ｒｏｓｅ峰Ⅲ

图３　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ纯化过程电泳图

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．１．５　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ纯化过程及纯度测定　整 个

纯化过程中，用考马斯亮蓝总蛋白检测试剂盒测总

蛋 白 含 量，尿 微 量 白 蛋 白 试 剂 盒 法 测 融 合 蛋 白 含

量，考察目的蛋白回收率和纯化效果，结果见表２。

表２　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ纯化过程汇总

Ｔａｂ．２　Ｔｏｔａｌ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

纯化
过程

总蛋白质
质量／ｍｇ

ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ质量／
ｍｇ

纯度／
％

分步
收率／％

总收
率／％

发酵上清液 ２６２．７　 １５２．４　 ５８　 １００　 １００

超滤浓缩液 １８８．２　 １２３．１　 ６５．４　 ８０．８　 ８０．８

Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ层析后 １００．１　 ７８．４　 ７８．３　 ６３．７　 ５１．５

Ｏｃｔｙｌ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ层析后 ４３．５　 ３７．９　 ８７　 ４８．３　 ２４．９

ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ层析后 ２６．２　 ２４．９　 ９５．１　 ６５．８　 １６．４

２．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ分析

Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ分析结果见图４。纯化后的融合

蛋白ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ相对分子质量在８２　０００左右，与

理论计算值相符合，且ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ既能与ＨＳＡ抗

体杂交，又能与ＩＬ－２抗体杂交，证 明 该 融 合 蛋 白 是

ＨＳＡ和ＩＬ－２的融合分子。

２．３　纯化ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ的生物学活性测定

采用ＩＬ－２依 赖 型 细 胞 株 ＣＴＬＬ－２，以 标 准 品

ＩＬ－２为阳性对照，以 ＨＳＡ为阴性对照，对纯化后的

融合蛋 白 的 生 物 学 活 性 进 行 了 测 定。结 果 显 示，

ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ融合蛋白和ＩＬ－２一样，可以有效刺激

ＣＴＬＬ－２细胞的增 殖，说 明 经 上 述 步 骤 纯 化 得 到 的

融合蛋白具有生物学活性。经计算，纯化后的融合

蛋 白ＩＬ－２效 价 为８．３７×１０６　ＩＵ／ｍＬ，比 活 性 为

１．１４７×１０７　ＩＵ／ｍｇ。
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Ｍ：相对分子质量标准蛋白质；１：ＨＳＡ抗体；２：ＩＬ－２抗体

图４　ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ纯品的免疫杂交

Ｆｉｇ．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ
ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ

３ 结　语

　　将ＩＬ－２与ＨＳＡ在基因水平上直接连接，进行融

合表达可以延长其体内半衰期，但融合蛋白经过纯化

后能否保留白介素２的活性需要加以证明。
发酵液经超 滤 后，除 去 了 小 部 分 色 素，样 品 得

到浓缩，通过Ｂｌｕｅ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ层析，部分杂蛋白质被

去除，色素绝大部分被流穿。收集到的高盐样品随

后进行疏水 层 析，样 品 进 一 步 得 到 纯 化，再 经ＤＥ－
ＡＥ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ离子 交 换 层 析，样 品 纯 度 达 到９５％
以上。

将纯化获得的融合蛋白ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ与标准品

ＩＬ－２在促进白 介 素２依 赖 型 细 胞ＣＴＬＬ－２的 增 殖

能力 进 行 了 比 较。结 果 显 示，纯 化 得 到 的ｒｈＩＬ－２－
ＨＡＳ融合蛋白具有天然ＩＬ－２的生物学活性。说明

融合蛋白ｒｈＩＬ－２－ＨＳＡ在整个分离纯化过程中活性

得到了较好的保护，为进一步研究开发长效白介素

２药物奠定了基础。
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