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重组人成纤维细胞生长因子２０的原核表达、生物学活性鉴定及抗血清制备

姜治国，殷正丰，钱海华，康晓燕，罗祥基，李　瑾
（第二军医大学东方肝胆外科医院分子肿瘤实验室，上海２００４３８）

［摘要］　目的：表达具有生物学活性的重组人成纤维细胞生长因子２０（ｒｈＦＧＦ２０），并制备ｒｈＦＧＦ２０抗血清。方法：应用

ＲＴＰＣＲ从人前列腺组织总ＲＮＡ中扩增ＦＧＦ２０的ｃＤＮＡ，将其克隆到ｐＥＴ２４ａ中，在大肠杆菌中诱导表达，经ＮＴＡＮｉ２＋琼

脂糖亲和层析纯化，应用ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳、细胞增殖试验进行分析鉴定，并免疫新西兰雄性白兔制备多克隆抗体，免

疫双扩散法测定抗体效价。结果：构建的ｐＥＴ２４ａＦＧＦ２０能在大肠杆菌中高表达；诱导表达的ｒｈＦＧＦ２０蛋白主要存在于包

含体中，经包含体溶解、Ｎｉ２＋ＮＴＡＨｉｓＢｉｎｄＲｅｓｉｎｓ亲和层析后，纯化产物呈单一条带；细胞增殖试验显示其能促进成纤维细

胞生长，并具有剂量依赖性（浓度为５０～５０００ｎｇ／ｍｌ）；制备的抗血清效价为１∶３２，可与ｈＦＧＦ２０产生免疫反应。结论：大肠

杆菌表达的ｒｈＦＧＦ２０蛋白具有刺激成纤维细胞增殖的活性，制备的抗血清具有特异性。
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　　成纤维细胞生长因子２０（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ２０，ＦＧＦ２０）是Ｋｉｒｉｋｏｓｈｉ等［１］于２０００年发现的成
纤维细胞因子家族（ＦＧＦｓ）的一个新成员，由３个外显
子和２个内含子组成，定位于人类染色体８ｐ２１．３ｐ２２
区域，编码一个由２１１个氨基酸组成的多肽，相对分
子质量约２３５００。现有资料表明，ＦＧＦ２０在形态发
生［２］、组织修复［３，４］、神经营养［５，６］、血管生成［７］和肿瘤

发生［８］等过程中发挥着重要作用。本研究应用ＲＴ
ＰＣＲ从人前列腺组织总ＲＮＡ中扩增ＦＧＦ２０ｃＤＮＡ，
克隆到ｐＥＴ２４ａ，在大肠杆菌中诱导表达，经 ＮＴＡ
Ｎｉ２＋琼脂糖亲和层析柱纯化，获得具有细胞因子活
性的重组ＦＧＦ２０，并制备了相应的抗血清，为进一步
研究ＦＧＦ２０生物学功能奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料　限制性内切酶、Ｔ４连接酶、ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒和 ＭＴＴ均为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，ＴＲ
Ｉｚｏｌ、ＤＭＥＭ 和小牛血清为 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司产品，

ＰＣＲ产物克隆载体ｐＵＣｍＴ为上海博彩生物科技
有限公司产品，原核表达载体ｐＥＴ２４ａ、ＢＬ２１（ＤＥ３）
和Ｎｉ２＋ＮＴＡＨｉｓＢｉｎｄＲｅｓｉｎｓ为 Ｎｏｖａｇｅｎ公司产
品，辣根过氧化酶标记的羊抗兔ＩｇＧ为武汉博士德
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生物工程有限公司产品，ＥＣＬ试剂为上海普飞生物
技术有限公司产品，完全弗氏免疫佐剂和不完全弗
氏免疫佐剂为Ｓｉｇｍａ公司产品，菌种Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９
和细胞ＮＩＨ３Ｔ３为本实验室保存。

１．２　人ＦＧＦ２０ｃＤＮＡ的克隆　采用ＴＲＩｚｏｌ一步
抽提法从人前列腺组织中提取总ＲＮＡ，在逆转录酶
系统中以标准方法合成ｃＤＮＡ第一链，取２μｌｃＤ
ＮＡ产物作模板进行ＰＣＲ反应，引物由上海生物工
程服务有限公司合成，序列如下：上游引物：５′ＣＡＴ
ＡＴＧＧＣＴＣＣＣＴＴＡＧＣＣＧＡＡＧＴＣＧＧＧ３′；下
游引物：５′ＣＴＣＧＡＧＡＧＴＧＴＡＣＡＴＣＡＧＴＡＧ
ＧＴＣＣＴＴ３′，其中上游引物中预置了 ＮｄｅⅠ酶切
位点，下游引物中预置了ＸｈｏⅠ酶切位点。ＰＣＲ反
应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃变性５０ｓ，

５６℃退火５０ｓ，７０℃延伸９０ｓ，共３５个循环，之后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经电泳分析确认后与

ｐＵＣｍＴ连接，转化感受态细胞ＪＭ１０９，氨苄青霉素
和蓝白斑筛选，挑取白斑菌落培养扩增，抽提质粒后
酶切、测序鉴定插入片段，取名为ｐＵＣｍＴＦＧＦ２０。

１．３　ｐＥＴＦＧＦ２０的构建和ｒｈＦＧＦ２０的诱导表达　
以ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切ｐＵＣｍＴＦＧＦ２０，回收酶切片
段，与经相同双酶切的载体ｐＥＴ２４ａ连接，转化ＢＬ２１
（ＤＥ３），经卡那霉素筛选，挑取单菌落接种于２ｍｌ含

５０μｇ／ｍｌ卡那霉素的ＬＢ培养液中３７℃振荡培养过
夜，次日以１∶１００的比例放大过夜培养物，以异丙基

βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达，优化表达条件，
培养至Ｄ５５０值为０．５～１．０。

１．４　细菌和包含体的裂解　以最佳表达条件大量培
养细菌，４０００×ｇ、４℃离心３０ｍｉｎ后收集细菌沉淀。
用含８ｍｏｌ／Ｌ尿素的缓冲液（８ｍｏｌ／Ｌ尿素；０．１ｍｏｌ／

ＬＮａＨ２ＰＯ４；０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ，ｐＨ８．０）溶解细菌和
包含体，４０００×ｇ、４℃离心３０ｍｉｎ后收集上清。

１．５　ｒｈＦＧＦ２０蛋白的纯化和复性　将细菌裂解液
与 Ｎｉ２＋ＮＴＡＨｉｓＢｉｎｄＲｅｓｉｎｓ轻微摇晃混合 ３０
ｍｉｎ后小心移入层析柱，用含４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的６
ｍｏｌ／Ｌ 尿 素 溶 液 （６ ｍｏｌ／Ｌ 尿 素；０．１ ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４；０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ，ｐＨ８．０）洗柱至流
过液Ｄ２８０＜０．０１，最后用含２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的６
ｍｏｌ／Ｌ 尿 素 溶 液 （６ ｍｏｌ／Ｌ 尿 素；０．１ ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４；０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ，ｐＨ８．０）洗脱，１ｍｌ
分部收集蛋白，１５％ＳＤＳ聚丙烯酰胺电泳分析蛋白。

ＰＢＳ透析２４ｈ使蛋白复性。

１．６　细胞增殖试验　将 ＮＩＨ３Ｔ３细胞以５×１０３／
孔的密度接种于９６孔培养板，在０．１ｍｌＤＭＥＭ 培
养液（含１％小牛血清）中于３７℃、含５％ＣＯ２的孵箱

中培养２４ｈ，吸去培养液，加入０．１ｍｌ新鲜ＤＭＥＭ
培养液（不含小牛血清，但分别含有浓度为５０、５００
和５０００ｎｇ／ｍｌ的ｒｈＦＧＦ２０蛋白纯品）继续培养７２
ｈ。终止培养前加入５％ ＭＴＴ２０μｌ／孔，３７℃温育

４ｈ后吸尽上清，每孔加入ＤＭＳＯ１００μｌ，振荡混匀
至完全溶解，测定Ｄ５７０值。上述实验重复３次，结果
取其平均值。

１．７　ｒｈＦＧＦ２０抗血清制备　挑选体质量２．５ｋｇ
左右的雄性新西兰白兔２只，用纯化ｒｈＦＧＦ２０蛋
白与等体积的完全弗氏免疫佐剂混匀于背部皮下多

点注射，第３天以同样方法加强免疫１次，第２８天
用纯化蛋白与等体积的不完全弗氏免疫佐剂混匀后

加强免疫。注射后７ｄ从颈总动脉放血，制作并保
存血清。用免疫双扩散法测定抗血清的效价，用

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析抗血清的特异性。

２　结　果

２．１　人ＦＧＦ２０ｃＤＮＡ的鉴定　ＲＴＰＣＲ产物经

１％琼脂糖电泳，仅在约６００ｂｐ处显示１条条带，与
理论预期值一致。ｐＵＣｍＴＦＧＦ２０经 ＮｄｅⅠ和

ＸｈｏⅠ双酶切后释放出１条与ＰＣＲ产物大小相近
的ＤＮＡ条带。测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ数据库资料比
对，全部序列和阅读框架正确。

２．２　ｒｈＦＧＦ２０表达条件的优化　通过对表达条件
（温度、诱导时间和ＩＰＴＧ浓度）的改变和各表达结
果的ＳＤＳＰＡＧＥ分析发现，在３７℃下，用终浓度为

１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导５ｈ能达到较高的表达效
率，诱导表达的蛋白约占菌体总蛋白的２５％，主要
以包含体的形式存在。

２．３　ｒｈＦＧＦ２０纯化结果的分析　图１表明，ＩＰＴＧ
诱导后的细菌裂解液在相对分子质量约为２３５００
处出现１条新的蛋白条带，与理论预计相吻合，而未
经诱导的细菌裂解液中不存在该条带。将细菌裂解
液上样到ＮＴＡＮｉ２＋琼脂糖亲和层析柱，未经诱导
的细菌裂解液的流过液未发生成分改变，而经ＩＰＴＧ
诱导的细菌裂解液过柱后诱导表达的蛋白被滞留于

柱上，因此在流过液中该蛋白条带消失。提高洗脱
液咪唑浓度，该条带被洗脱下来，电泳显示为单一条
带，扫描结果表明纯度＞９０％。同样纯化未经诱导
的细菌裂解液未见该条带。

２．４　ｒｈＦＧＦ２０的细胞增殖活性　ｒｈＦＧＦ２０能促
进ＮＩＨ３Ｔ３细胞的增殖，本实验选用ＮＩＨ３Ｔ３细胞
作为ｒｈＦＧＦ２０活性测试的靶细胞。在不含小牛血
清和 ｒｈＦＧＦ２０ 蛋 白 的 培 养 液 中，ＮＩＨ３Ｔ３ 细
胞生长缓慢，Ｄ５７０为０．２０±０．０１；而在不含小牛血清
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图１　ＳＤＳＰＡＧＥ分析纯化的ｒｈＦＧＦ２０蛋白

Ｆｉｇ１　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｒｈＦＧＦ２０ｐｒｏｔｅｉｎ
１：ＢｅｎｃｈＭａｒｋｅｒＴＭｐｒｏｔｅｉｎｌａｄｄｅｒ；２：Ｃｌｅａｒｅｄｌｙｓａｔｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｆｒｏｍ

ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｎｕｎｄｅｒｒｅｐｒｅｓｓｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；３：Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｏｆｔｈｅｌｙ

ｓａｔｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｌａｎｅ２ａｆｔｅｒＮｉ２＋ＮＴＡｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；４：

Ｅｌｕｔｅｄｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｌｙｓａｔｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｌａｎｅ２ａｆｔｅｒＮｉ２＋ＮＴＡ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；５：Ｃｌｅａｒｅｄｌｙｓａｔｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｆｒｏｍｃｅｌｌｓｇｒｏｗｎｕｎｄｅｒ

ｉｎｄｕｃｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；６：Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈｏｆｔｈｅｌｙｓａｔｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏ

ｌａｎｅ５ａｆｔｅｒＮｉ２＋ＮＴＡｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；７：Ｅｌｕｔｅｄｓａｍｐｌｅｏｆｔｈｅｌｙ

ｓａｔｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｌａｎｅ５ａｆｔｅｒＮｉ２＋ＮＴＡｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

但加入ｒｈＦＧＦ２０蛋白（５０、５００、５０００ｎｇ／ｍｌ）的培养
液中，ＮＩＨ３Ｔ３细胞生长速度明显加快，Ｄ５７０分别为

０．３２±０．０１２、０．４２±０．０３和０．６１±０．０４，明显高于未
加ｒｈＦＧＦ２０蛋白组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１，ｔ检验），
且生长速度随ｒｈＦＧＦ２０蛋白浓度的增加而加快。

２．５　ｒｈＦＧＦ２０抗血清的鉴定　免疫双扩散法测定
抗血清的效价为１∶３２。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示，该
抗血清与ｈＦＧＦ２０产生免疫反应，而与同源性较高
的ＦＧＦ９没有交叉免疫反应。

３　讨　论

　　ＦＧＦ２０是ＦＧＦ家族的一个新成员，在人体正
常组织中只存在于小脑，在ＬＸ１肺癌细胞、ＳＷ４８０
结肠癌细胞和 ＮＣＩＮ８７胃癌细胞中也有较高表
达［８］。ＦＧＦ２０与不同的受体结合会产生不同的功
能，如与ＦＧＦＲ１ｃ结合能营养小鼠的多巴胺能神经
元，提高其生存率；与ＦＧＦＲ２α（Ⅲｂ）、ＦＧＦＲ２α（Ⅲ
ｃ）、ＦＧＦＲ２β（Ⅲｂ）和ＦＧＦＲ３α（Ⅲｃ）等结合则可以促
进细胞增殖、修复组织甚至导致肿瘤的发生。ＦＧＦ
２０还有其他一些功能，如在小鼠胚胎的发育阶段可
能影响颅骨和颅缝的正常发育［２］，另外在血管生成
中也可能发挥某种作用［７］。因此，随着研究的深入，
作为细胞增殖因子、血管形成因子、神经营养因子、
形态发生因子、组织修复再生因子的ＦＧＦ２０，在临
床上无论是应用于炎症性肠炎、Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ病、口腔

黏膜炎的治疗，还是作为肿瘤诊断和治疗的靶分子，
都可能具有广阔的前景。

　　本研究应用 ＲＴＰＣＲ技术从人前列腺组织总

ＲＮＡ中扩增ＦＧＦ２０ｃＤＮＡ，克隆到表达载体ＰＥＴ
２４ａ，在大肠杆菌中诱导表达。表达的蛋白主要以包
含体的形式存在。由ｐＥＴ２４ａ表达的目的蛋白为
含有６个组氨酸标签的融合蛋白，可以利用 ＮＴＡ
Ｎｉ２＋琼脂糖亲和层析柱纯化ｒｈＦＧＦ２０。金属螯合
剂Ｎｉ２＋能与组氨酸结合，在纯化过程中具有分辨率
高、选择性好、操作方便、获得蛋白纯度高等特点，而
且 Ｈｉｓ“标签”的相对分子质量很小，且无生物学活
性，一般不会影响蛋白质的功能。与ｒｈＦＧＦ２０融
合后对ｒｈＦＧＦ２０蛋白的结构和功能无明显影响，
经检测ｒｈＦＧＦ２０蛋白能有效促进ＮＩＨ３Ｔ３细胞生
长，并且其活性具有剂量依赖性。以此免疫新西兰
白兔获得的ｒｈＦＧＦ２０抗血清具有较高的效价和抗
原特异性。这些工作为进一步研究ＦＧＦ２０的生物
学功能，以及研究ＦＧＦ２０与肿瘤发生、发展的关系
创造了条件。
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