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重组人睫状神经营养因子突变体的制备及 BCD 修饰
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摘要：通过大肠杆菌重组表达人睫状神经营养因子突变体（27HI8），并进行 BCD 修饰，旨在降低免疫原性。该突变

体将天然 27HI 的 2 端 EJ 个氨基酸删除，大肠杆菌表达的 27HI8 以包含体形式存在，经复性、纯化获得纯度达到

$JK的目的蛋白。体内生物学活性测定结果显示，给药 E# L，小鼠最大体重减少率达 GEK，产生的最高中和抗体滴

度达到 E M * %##；经 BCD 修饰，27HI 突变体的生物学活性降低了 G%K，但最高中和抗体滴度降低到 E M N##。该 BCD
修饰后的 27HI8 制备工艺有望为 27HI 的临床应用开辟道路。

关键词：睫状神经营养因子；原核表达；突变体；BCD 修饰；肥胖

中图分类号：OFN*；PG$") EE 文献标识码：&! ! ! 文章编号：E*F"Q **$G（"##$）#"Q #EEEQ #%

! ! 睫状神经营养因子（2606/(> .;-(,=(,’36@ 1/@=,(，
27HI ）最初从鸡胚睫状体中提取，以可维持鸡胚睫

状神经节的存活而得名［E］。在以后的研究中，27HI
作为一种重要的神经营养因子，在神经修复、治疗神

经萎缩性疾病方面受到重视。在将 27HI 用于运动

神经元疾病———肌肉萎缩性脊髓侧索硬化症的治疗

中意外发现病人的体重显著减轻，这一发现预示

27HI 可以作为一种生物减肥药被开发［"QG］。美国

P;4;.;(,. 公司开发的新型减肥药 &R,S6.; 是 27HI
的突变体，但因严重的免疫原性，使该新药的临床应

用受阻。聚乙二醇（ BCD）具有良好的生物相容性、

无毒性和抗原性，经 BCD 修饰后的蛋白和多肽类药

物大多表现为免疫原性降低、稳定性提高、体内循环

半衰期延长，其药代动力学和药效学性质得到显著

改善［%Q*］。本文介绍了大肠杆菌表达 27HI 突变体

制备工艺，并通过 BCD 修饰降低了免疫原性，为

27HI 的进一步开发奠定基础。

E 材料与方法

E) E 材料

’TA""# 质粒、!" #$%& 表达菌株 TU"E 均为重庆

大学生 物 工 程 学 院 提 供；所 有 蛋 白 层 析 操 作 在

&VH& ;R’0,(;( E## 上进行；层析柱填料为 &8;(<3/8
T6,<@6;.@;<（9’’</0/，?W;L;.）产 品；XBU2 分 析 在

Y/=;(< *##（Y/=;(<，9?&）上进行；昆明种小鼠和新

西兰大白兔购自第三军医大学动物实验中心；分子

量 J S 的单甲氧基聚乙二醇Q琥珀酰亚 胺 丙 酸 酯

（8BCDQ?B&）是 ?648/ 公司产品；辣根过氧化物酶

（XPB）标记的羊抗兔多克隆抗体购自武汉博士德

生物工程公司。

E) " 重组 27HI 突变体的制备

参考 27HI 全 长 @Z7& 序 列（ D;.T/.S，7,)
7[###*E%），设计大肠杆菌偏爱密码子，去除 2 端

EJ 个 //，通过化学合成 27HI8 编码序列。将其插

入 ’TA""# 温控质粒，转化大肠杆菌 TU"E；挑取阳性

克隆接种到含 E## 9 \ 8U &8’ 的 UT 培养基（U&）

中，"J ]、"## ( \ 86. 培养；通过检测 ^Z*## 值，控制

细菌密度在 ^Z 值在 #) *，%" ] 培养诱导重组蛋白

表达。

诱导结束后，离心收获菌体。将菌体在 _ "#、

GF ]反复冻融两次，然后 E M E# 的质量 体积比重

悬 在 T-11;( &（ J# 88,0 \ U H(6<QX2U、’X $) J、

J 88,0 \ U CZH&、#) " 4 \ U 0><,‘>8;）中，GF ]缓慢搅

动 G# 86.，再将获得的粘稠物置于冰上分批进行超声

破菌。超声至破菌溶液不再粘稠，% ]、E" ### ( \ 86.
离心 EJ 86.，沉淀和上清分别进行 ?Z?QB&DC 分析，

表明重组蛋白以包含体形式存在。

E) G 重组蛋白的分离纯化和鉴定

将离心获得的包含体沉淀用 T-11;( T（"J 88,0 \
U H(6<QX2U、’X $) #、J 88,0 \ U CZH&、" 8,0 \ U 尿素、

EK H(6=,.aQE##）洗涤一次。洗涤后离心得沉淀，用

T-11;( 2（"J 88,0 \ U H(6<QX2U、’X $) J、N 8,0 \ U 尿
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素、! ""#$ % & ’()*）溶解，离心去除不溶成分。蛋

白变性溶液通过 +,--. (（/! ""#$ % & )012345&、64
78 9、98 :; )<..=379）> 倍稀释复性，复性液进行阴

离子交换层析；层析柱 ? @.6AB0#2. CC 先用 +,--.0 ’
（/! ""#$ % & )012345&、64 78 9）平衡，上样结束，继

续用 +,--.0 ’ 复平衡去除非特异性结合蛋白；结合

蛋白用补加了 98 D "#$ % & EB5& 的 +,--.0 ’ 洗脱；?
柱洗脱峰上 @.6ABF.G H3/! 脱盐，流动相为 /9 ""#$ %
& I+（64 J8 >）；收集到的目的蛋白用于 4I&5 分析

纯度。

:8 > I’H 修饰

在 64 J8 !、离子强度 98 : "#$ % & 的 I+@ 缓冲体

系中，调整 5E)C" 的浓度为 : K % &，加入的 I’H3@I*
和 5E)C 化学配比为 DL:，于 > M 过夜反应后，加入

反相 4I&5 的 * 液（98 :; )C*、/9; 乙腈）终止反

应，并进一步通过 5:7 反相层析技术，分离 I’H3
5E)C"。流动相 * 为 98 :; )C*、/9; 乙腈；流动相

+ 为 98 :; )C*、79; 乙腈。@(@3I*H’ 和 4I&5 检

测 I’H 修饰结果。

:8 ! 体内生物活性评价

将平均体重为 /9 K 左右的昆明小鼠，分为 D
组，每组 :9 只，雌雄各半，腹腔给药，一日 : 次。第

一组 为 平 行 对 照，注 射 生 理 盐 水；第 二 组 给 药

5E)C"；第三组给药 I’H35E)C"，剂量 /99 !K %（NK
·F）。连续注射 :9 F，每天定时称量小鼠体重，实

验期间随时观测小鼠的饮食情况和精神状态，:9 F
的体重减少率按如下公式计算

:9 F 的体重减少率 O（ 对照组 :9 F 的体重 P
给药组 :9 F 的体重）% 对照组 :9 F 的体重 Q :99;
:8 R 5E)C 与其修饰物免疫原性检测

取 :8 ! NK 雄兔 S 只，随机分为 D 组，每组 D 只。

间隔 J F 皮下注射 5E)C"、I’H35E)C" 和生理盐

水，连续 D 周给药，每次给药剂量为 >99 !K % NK。分

别于给药后的第 9 T J 周于耳缘静脉取血，离心分离

血清，冷 冻 保 存 待 测。5E)C 包 被 酶 标 板，采 用

’&U@* 间接法测定待测血清抗体的效价。将上述取

得的血 清 用 I+@ 稀 释 成 : L :99、: L /99、: L >99、

:L 799、: L : R99、: L D /99、: L R >99、: L :/ 799、

:L /! R99的滴度梯度作为一抗，以空白血清为阴性

对照，4VI 标记羊抗兔二抗。WI( 显色，并于酶标

仪 >S9 =" 检测每孔吸收度（*>S9 ），比较样本孔与

阴性对照孔的 *>S9，若两者比值达到或超过 /8 :，则

判断该样本抗体呈阳性。

/ 结果

/8 : 重组蛋白 0A5E)C" 的表达

经过测序表明，5E)C" 编码序列去除了 5 端

:! 个 BB 的编码序列，与预期相符（序列图未显示）。

通过 W( 监测，控制诱导时间在细菌的对数生长期

内。结果显示，>/ M下培养 > A，细胞的生长速度明

显降低，收获菌体湿重约 /9 K % &，破菌溶液经 @(@3
I*H’ 分析，在分子量标准 /98 : N( 附近有明显的

特异 条 带 产 生（ 图 :）；0A5E)C 理 论 分 子 量 为

/:8 :J N(，可初步确定该特异条带即为目的蛋白，约

占细菌总蛋白的 >9;，目的蛋白主要位于离心沉淀

中，说明蛋白以包含体形式存在。

X：分子量标准；@：破菌上清；I：破菌沉淀；

Y：/ "#$ % & 尿素洗涤；?：? 柱纯化；I’H：I’H 修饰

图 :Z 重组 5E)C" 表达、纯化及 I’H 修饰后 @(@3I*H’ 分析

/8 / 重组蛋白 0A5E)C" 的制备与 I’H 修饰

包含体沉淀通过 / "#$ % & 尿素溶液洗涤一次，去

除部分易溶的杂蛋白，然后溶解在含 7 "#$ % & 的尿素

+,--.0 +（ !9 ""#$ % & )012345$、64 S8 !、! ""#$ % &
’()*、7 "#$ % & 尿素）中（ 图 :），将该溶液用复性

+,--.0 稀释 > 倍进行包含体复性后，通过阴离子交

换层析柱 ? @.6AB0#2. CC 纯化，经 ? 柱纯化后的蛋

白经 4I&5 分析，纯度 SR8 D;（图 : 和图 /B）。I’H
修饰反应混合物 @(@3I*H’ 显示出现分子量变大的

条带，可判断为结合了 I’H 分子的 5E)C"，经 4I&5
分析显示，出现 I’H35E)C"（:R8 !D/ "1=）和未经修

饰的 5E)C"（:!8 S7/ "1=）两个吸收峰（ 图 : 和图

/[），峰面积比较显示，修饰率 JD;，经反相 4I&5 将

二者分离，获得纯度 SJ;的 I’H35E)C"（图 /\）。

/8 D 体内生物学活性分析

重组 5E)C 减肥效果的实验研究显示，给药后

小鼠食欲下降，给药 :9 F 后，给药组小鼠体重显著

下降，且与对照组相比有显著性差异（ ! ] 98 9:）。

计算体重减少率，5E)C 给药组小鼠体重减少率为

D:8 /D;，而 I’H35E)C 给药组小鼠体重减少率为

/98 !7;，活性相对降低了 D>8 !;（表 :）。
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图 !" 纯化后的 #$%&’ 以及 ()*+#$%&’ 的 ,(-# 分析

!. / 免疫原性分析

免疫家兔后，每周采血并分离血清，作 )0123 分

析，结果显示：#$%&’ 给药动物体内迅速产生抗体，

给药后一周血清中抗体滴度达 4 5 466，第三周抗体

滴度最高达到 45 7 /66；()*+#$%&’ 给药诱生抗体

的能力明显下降，给药第二周开始产生可检测出的

抗体，最高抗体滴度出现在给药第四周达到 45 866；

可见 ()* 修饰可显著降低 #$%&’ 的免疫原性，且

产生抗体的时间延迟。

表 4" 用药后小鼠体重变化

组别
用药 6 9 后的

体重 : ;
用药 46 9 后的

体重 : ;
体重减少

率 : <

对照 !=. >4 ? 6. /8 >/. 7= ? 6. =@ 6. 66

#$%&’ !/. 7> ? 6. A@ !>. 8> ? 6. 7A >4. !>

()*+#$%&’ !/. == ? 6. 8> !@. =! ? 6. 8! !6. =8

图 >" #$%&’ 和 ()*+#$%&’ 免疫家兔后的抗体滴度

> 讨论

自从发现 #$%& 具有减轻体重的功能以来，其

作用机制也备受关注。目前了解到 #$%& 通过血流

到达下丘脑，结合特异性的受体，激活相关的信号转

导通路，通过类似瘦素的机制发挥作用。据研究推

测，#$%& 可 能 使 丘 脑 的 体 重 调 节 点（ BC1;DE
2CEFG1HE）下调，从而抑制食物摄入，与通过严格控制

饮食减肥的疗法相比，#$%& 不会发生停药后过量

摄入食物而引起体重反弹，因此有望将 #$%& 开发

成一种新型高效的减肥药［!+>］。众多药物开发公司

的研究已充分证明了 #$%& 的有效性，但其高免疫

原性使该药临床应用受阻，因此克服免疫原性是目

前面临的最大挑战。本研究采用了序列突变和化学

修饰两种方法，希望在不改变 #$%& 生物活性的前

体下，提高 #$%& 的表达量，降低免疫原性。

天然 #$%& 在大肠杆菌中的表达量低，对 #$%&
的结构和功能研究表明，去除 # 端 4= 个 33，其生物

活性几乎不受影响，而分子量的降低使得该蛋白在

大肠杆菌中更容易获得高表达并降低免疫原性［@］。

本研究结果表明，经过突变的 #$%& 基因在大肠杆

菌中的表达明显提高，可达到 /6<，高于应莲芳等

报道的表达量［8］。在此基础上，建立了经济快捷的

纯化工艺，包含体经过低浓度变性剂的两次洗涤，然

后复性，复性后的蛋白经过强阴离子交换层析，一次

性获得纯度达到 A=<的目的蛋白，回收率在 @6< 以

上，该工艺满足中试规模的放大生长。

在重组蛋白的研究中，()* 修饰是一种增加蛋

白稳定性，降低免疫原性的有效方法，将该技术应用

于 #$%& 还未见报道。本研究采用的 ’()*+I(J 带

有活性基团 I(J（即琥珀酰亚胺丙酸酯），可以与蛋

白质分子中的氨基发生取代反应进而结合在蛋白质

分子 上。#$%&’ 中 有 多 个 带 侧 链 氨 基 的 JK; 和

-L2，但通过调节 ()*+I(J 和 #$%&’ 的比例以及

F, 可以控制每个分子结合 ()* 的个数，实验中采

用 >5 4 的比例，修饰后分子量的变化推测平均每个

#$%& 只结合一个 ()* 分子［A］。修饰后的 #$%&’
保持了 77<的生物活性，活性降低可能是由于 ()*
是链状高分子聚合物，空间位阻效应遮蔽了蛋白的

活性位点，因此降低了其生物活性。但 ()*+#$%&’
相比 #$%&’，在动物体内产生抗体的时间延迟，且
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抗体的最大滴度后者是前者的 ! 倍，可见 "#$ 对

%&’() 末端修饰，能够有效遮蔽蛋白的部分抗原表

位，降低了免疫系统识别［*］，这将有利于减少中和抗

体的产生，提高 %&’( 的作用时间和稳定性。有关

"#$+%&’( 的药物代谢动力学和生物利用度将开展

进一步研究。
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