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重组人白血病抑制因子的原核表达及优化
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摘要：　目的　在大肠杆菌中表达重组人白血病抑制因子（ＨＬＩＦ）蛋白，并探索其高效表达的条件。方法　将
ＨＬＩＦ重组质粒转化至大肠杆菌ＢＬ２１，分别给予不同诱导时间（４、８、１２、１６、２０、２４ｈ）、不同浓度大肠杆菌（吸光度值分
别为０５、０６、０．８、１．０）、不同诱导温度（２０、２５、３０、３７、４２℃）、不同浓度诱导剂异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）
（０１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、不同浓度乙酸（０．０、０．１、０．２、０．３、０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１）进行培养，蛋白电泳考马斯亮
蓝染色后，采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析ＨＬＩＦ蛋白的相对表达量，观察不同干预条件对ＨＬＩＦ表达的影响。结果　不同诱导
时间下ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异有统计学意义（Ｆ＝２２．０８８，Ｐ＜０．０５），诱导１６ｈ时的ＨＬＩＦ蛋白相对表达量显
著高于诱导４、８、１２、２０、２４ｈ（Ｐ＜０．０５）。不同浓度（以吸光度值表示）大肠杆菌诱导时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差
异有统计学意义（Ｆ＝１７．１５３，Ｐ＜０．０５）；吸光度值为０８时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量显著高于吸光度值为０．５、０．６时
（Ｐ＜０．０５），吸光度值为１．０时与吸光度值为０．８时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。不同
温度诱导时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异有统计学意义（Ｆ＝１８．０５３，Ｐ＜０．０５），２５℃时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量显著
高于２０、３０、３７、４２℃ 时（Ｐ＜０．０５）。不同浓度诱导剂诱导时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｆ＝
１１８１，Ｐ＞０．０５）。不同浓度乙酸诱导时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异有统计学意义（Ｆ＝２７．１８１，Ｐ＜０．０５），乙酸浓
度为０．００ｍｍｏｌ·Ｌ－１时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量显著高于乙酸浓度为０．１、０．２、０．３、０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１时（Ｐ＜０．０５）。结论
　成功在大肠杆菌表达了ＨＬＩＦ，并探索出了适合最佳表达的诱导时间、大肠杆菌浓度、诱导温度、诱导剂浓度、乙酸浓
度等条件。
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　　白血病抑制因子（ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＬＩＦ）
是一种分泌型的糖基化蛋白，属于白细胞介素６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）细胞因子家族中的一员［１］，具

有诱导鼠源骨髓白细胞Ｍ１细胞系分化并抑制其增
殖的能力，对造血干细胞的存活、增殖及各种神经细

胞的分化、成熟有重要作用［２］，目前常用于胚胎干

细胞的研究［３］。然而，天然状态下动物体内 ＬＩＦ含
量很少，纯化困难，价格昂贵，使其研究应用受到极

大限制。为了克服这一难题，本研究针对人白血病

抑制因子（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＨＬＩＦ）蛋
白的结构特性，采用改变单一变量的方法优化ＨＬＩＦ
蛋白的表达，探索获得 ＨＬＩＦ的优化表达条件，旨在
为ＨＬＩＦ生物活性的研究提供支持。

１　材料与方法

１．１　细菌　大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）由新乡医学院河
南省重组药物蛋白表达系统国际联合实验室提供。

１．２　质粒　ＰＥＴ２８ａ质粒（非重组质粒）为新乡医
学院河南省重组药物蛋白表达系统国际联合实验室

保存，含有ＨＬＩＦ的ＰＥＴ２８ａ重组质粒由安徽通用生
物有限公司合成。

１．３　主要试剂与仪器　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、蛋白分子质
量标准购自康为世纪生物科技有限公司，限制性内

切酶ＸｂａⅠ、ＸｈｏⅠ购自大连ＴａＫａＲａ公司，鼠抗ｔａｇ
抗体（２Ｄ５）购自北京博奥生物技术有限公司，羊抗
小鼠抗体购自美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，增强化学发光法
（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）化学发光液、十
二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳＰＡＧＥ）试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液
（５×）均购自上海碧云天生物技术有限公司，异丙
基βＤ硫 代 半 乳 糖 苷 （ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ ｂｅｔａＤ
ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）购自宁波欧曼生物科技有限公
司；高速冷冻离心机购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公

司，ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＣ凝胶成像系统购自美国 ＢＩＯ
ＲＡＤ公司；紫外分光光度计购自四川赛恩思仪器有
限公司。ＬＢ培养基参考《分子克隆实验指南》［４］进
行配制。ＬＫ培养基为含卡那霉素的 ＬＢ培养基
（１１０００）。２．５ｇ·Ｌ－１考马斯亮蓝 Ｒ２５０配置：
４５ｍＬ甲醇，４５ｍＬ蒸馏水，１０ｍＬ冰乙酸，０．２５ｇ考
马斯。考马斯亮蓝脱色液配置：５０ｍＬ乙醇，１００ｍＬ
冰乙酸，８５０ｍＬ蒸馏水。
１．４　重组 ＨＬＩＦ表达质粒的合成与鉴定　根据
ＨＬＩＦ的基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＢＣ０６９５４０．１），由安徽
通用生物公司合成ＨＬＩＦ序列，并合成含有 ＨＬＩＦ的
ＰＥＴ２８ａ重组质粒，将重组质粒进行双酶切鉴定，酶
切体系：ＸｂａⅠ、ＸｈｏⅠ各 １μＬ，重组质粒 １０μＬ，
ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，补 ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ，３７℃反应３ｈ，取
１０μＬ反应液进行琼脂糖电泳检测酶切结果。
１．５　感受态大肠杆菌的制备　参照《分子克隆实
验指南》［４］方法制备感受态大肠杆菌：取 －２０℃冰
冻大肠杆菌ＢＬ２１菌种，接种于培养皿，３７℃培养过
夜。从平板上挑取单个菌落，接种至含有３ｍＬＬＢ
培养液的试管中，３７℃震荡培养过夜。次日取菌液
１ｍＬ接种至含有５０ｍＬＬＢ培养基的５００ｍＬ烧瓶
中，３７℃ 摇床慢摇震荡，使用紫外分光光度仪于
６００ｎｍ处动态检测菌液的吸光度值，当吸光度值为
０．３时，将烧瓶取出放置冰上 １０ｍｉｎ。在无菌条件
下把菌液倒入５０ｍＬ离心管中，４℃４０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心 １０ｍｉｎ；弃上清，将离心管倒置于干滤纸上
１ｍｉｎ，吸干残留培养液，加入 １００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 的
ＣａＣｌ２液１０ｍＬ，震荡混匀，悬浮菌体，冰浴３０ｍｉｎ；

４℃ ４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清，将管倒置
于干滤纸上１ｍｉｎ，吸干残留的培养液，加入冰预冷
的１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２液４ｍＬ，重悬浮菌体，然后
将菌液按每管０．２ｍＬ进行分装，４℃保存备用。
１．６　感受态大肠杆菌的转化　取２份“１．５”项制
备的感受态大肠杆菌，每份５０μＬ，分别加入３μＬ
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含有 ＨＬＩＦ的 ＰＥＴ２８ａ重组质粒和不含 ＨＬＩＦ的
ＰＥＴ２８ａ非重组质粒，冰浴 ３０ｍｉｎ后，４２℃热激
９０ｓ，马上放回冰上，冰浴２ｍｉｎ，加４００μＬＬＢ培养
基，于 ３７℃ 摇床慢摇震荡培养６０ｍｉｎ，取２０μＬ涂
在ＬＫ固体培养基上，３７℃倒置培养过夜。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法鉴定重组大肠杆菌质粒表达
　以含非重组质粒的大肠杆菌菌落作为阴性对照，分
别挑取“１．６”项中含非重组质粒及ＨＬＩＦ重组质粒的
大肠杆菌菌落接种于５０ｍＬＬＫ培养液中，３７℃震荡
培养２ｈ，使用紫外分光光度仪于６００ｎｍ处动态检测
菌液的吸光度值，当吸光度值为０．６时，在培养基中

加入诱导剂 ＩＰＴＧ（终浓度为０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１）诱导

８ｈ，取１ｍＬ，１２００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取沉淀，将

得到的样本加入１×蛋白上样缓冲液１００μＬ，经煮
沸变性 １０ｍｉｎ，然后按试剂盒要求进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，
考马斯亮蓝染色、脱色，利用ＢＩＯＲＡＤ转膜仪转膜，

用５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉封闭１ｈ后，加鼠抗ｔａｇ（２Ｄ５）

一抗，室温孵育过夜，洗膜，加酶标羊抗小鼠二抗孵

育，洗膜，加 ＥＣＬ化学发光液，移入 Ｘ射线摄影暗
盒，暗室中曝光，用ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＣ凝胶成像系统观
察图片结果。选择稳定表达含 ＨＬＩＦ重组质粒的大
肠杆菌菌落进行后续试验。

１．８　ＨＬＩＦ表达的优化　将含 ＨＬＩＦ重组质粒的菌
落先在ＬＫ培养基中培养８ｈ，吸取 ０．５ｍＬ接种到
５０ｍＬＬＫ培养基中，分别给予不同诱导时间、不同浓
度大肠杆菌、不同诱导温度、不同浓度诱导剂、不同浓

度乙酸，蛋白电泳考马斯亮蓝染色后，采用ＩｍａｇｅＪ软
件分析ＨＬＩＦ蛋白的相对表达量，观察不同干预条件
对ＨＬＩＦ表达的影响。ＨＬＩＦ蛋白相对表达量＝相对
应区域灰度值／总条带灰度值。每项实验重复３次。
１．８．１　诱导时间　在 ５０ｍＬ的 ＬＫ培养基中接种
０．５ｍＬ培养液继续培养４、８、１２、１６、２０、２４ｈ，分别
取１ｍＬ培养液，离心取沉淀，将得到的样本加入
１×蛋白上样缓冲液１００μＬ，煮沸变性１０ｍｉｎ，然后
按试剂盒说明书要求进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，考马斯亮蓝
染色、脱色，采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析 ＨＬＩＦ蛋白的相
对表达量。

１．８．２　大肠杆菌浓度　在 ５０ｍＬ的 ＬＫ培养基中
接种 ０．５ｍＬ培养液后，使用紫外分光光度仪于
６００ｎｍ处动态检测菌液的吸光度值（吸光度值代表
大肠杆菌浓度），当吸光度值为 ０５、０．６、０．８、１．０
时，分 别 加 入 诱 导 剂 ＩＰＴＧ （终 浓 度 为

０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１），培养６ｈ后分别取１ｍＬ培养液，

１３００ｒ·ｍｉｎ－１离心８ｍｉｎ，取沉淀，将得到的样本

加入 １×蛋白上样缓冲液 １００μＬ，经煮沸变性
１０ｍｉｎ，然后按试剂盒要求进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，考马斯
亮蓝染色、脱色，采用 ＩｍａｇｅＪ软件分析 ＨＬＩＦ蛋白
的相对表达量。

１．８．３　诱导温度　在５０ｍＬ的 ＬＫ培养基中接种
０５ｍＬ培养液，至吸光度值为０．６时，加入诱导剂
ＩＰＴＧ（终浓度为０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１），分别在２０、２５、３０、

３７、４２℃下培养６ｈ，取１ｍＬ培养液，１３００ｒ·ｍｉｎ－１

离心８ｍｉｎ，取沉淀，将得到的样本加入１×蛋白上样
缓冲液１００μＬ，煮沸变性 １０ｍｉｎ，然后按试剂盒说明
书要求进行ＳＤＳＰＡＧＥ，考马斯亮蓝染色、脱色，采用
ＩｍａｇｅＪ软件分析ＨＬＩＦ蛋白的相对表达量。
１．８．４　诱导剂浓度　在 ５０ｍＬ的 ＬＫ培养基中接
种０．５ｍＬ培养液后，至吸光度值为０．６时，分别加
入０．１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１诱导剂 ＩＰＴＧ，

培养６ｈ后取 １ｍＬ培养液，１３００ｒ·ｍｉｎ－１离心

８ｍｉｎ取沉淀，将得到的样本加入１×蛋白上样缓冲
液１００μＬ，煮沸变性１０ｍｉｎ，然后按试剂盒说明书要
求进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，考马斯亮蓝染色、脱色，采用
ＩｍａｇｅＪ软件分析ＨＬＩＦ蛋白的相对表达量。
１．８．５　乙酸浓度　在５０ｍＬ的 ＬＫ培养基中接种
０．５ｍＬ培养液，至吸光度值为０．６时，加入诱导剂
ＩＰＴＧ（终浓度为 ０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１），分别加入 ０．０、

０１、０．２、０．３、０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１的乙酸 ５ｍＬ，培养

１６ｈ后取１ｍＬ培养液，１３００ｒ·ｍｉｎ－１离心８ｍｉｎ，

取沉淀，将得到的样本加入 １×蛋白上样缓冲液
１００μＬ，煮沸变性１０ｍｉｎ，然后按试剂盒说明书要求
进行ＳＤＳＰＡＧＥ，考马斯亮蓝染色、脱色，采用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件分析ＨＬＩＦ蛋白的相对表达量。
１．９　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行
数据分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组
间比较采用单因素方差分析，组间多重比较采用

Ｔｕｒｋｅｙ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　重组质粒鉴定结果　将重组质粒用 ＸｂａⅠ、

ＸｈｏⅠ 进行双酶切后，琼脂糖电泳图谱显示
５３００ｂｐ和５４０ｂｐ２个条带，与插入片段大小相符
（图１）；测序结果表明，插入片段的核苷酸序列与
ＧｅｎＢａｎｋ公布的ＨＬＩＦ序列完全一致，表明重组质粒
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构建成功。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＨＬＩＦ泳道中相
应位置能够观察到印迹条带，而空质粒泳道相应位

置无明显显影条带出现（图２），证明纯化得到的蛋
白是ＨＬＩＦ融合蛋白。

１：未酶切质粒；２：ＸｂａⅠ／ＸｈｏⅠ酶切质粒；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ。

图１　ＨＬＩＦ原核表达质粒酶切鉴定

Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｏｆ

ＨＬＩＦｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

０：阴性对照；１、２：表达目的蛋白。

图２　重组质粒Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果

Ｆｉｇ．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ

２．２　不同诱导时间对 ＨＬＩＦ表达的影响　结果见
图３。诱导时间为４、８、１２、１６、２０、２４ｈ时ＨＬＩＦ蛋白
相对表达量分别为 １１．５３±０．２２、１２．１９±０．４５、
１２２３±０４８、１４．３７±０．６２、９．５２±０．５１、８．４３±
０２４，不同诱导时间下 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较
差异有统计学意义（Ｆ＝２２．０８８，Ｐ＜０．０５）。随着诱
导时间延长，ＨＬＩＦ蛋白相对表达量呈先增加、后降
低的趋势，诱导１６ｈ时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量显著
高于诱导４、８、１２、２０、２４ｈ，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

Ｍ：ｍａｋｅｒ；０：阴性对照；１：诱导４ｈ；２：诱导８ｈ；３：诱导１２ｈ；４：诱导

１６ｈ；５：诱导２０ｈ；６：诱导２４ｈ。

图３　不同诱导时间下ＨＬＩＦ的表达产物

Ｆｉｇ．３　ＨＬＩＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

２．３　不同浓度大肠杆菌对 ＨＬＩＦ表达的影响　结
果见图 ４。大肠杆菌浓度，即其菌液吸光度值为
０５、０６、０．８、１．０时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量分别为
７．２３±０．５６、７．７０±０．４５、８８３±０．４７、８．８９±０．６２，不
同浓度大肠杆菌诱导时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差
异有统计学意义（Ｆ＝１７．１５３，Ｐ＜００５）。吸光度值
为０．８时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量显著高于吸光度值为
０．５、０．６时，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。吸光度
值为１．０时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量与吸光度值为０．８
时比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

Ｍ：ｍａｋｅｒ；０：阴性对照；１：吸光度值为０．５；２：吸光度值为０．６；３：吸光

度值为０．８；４：吸光度值为１．０。

图４　不同浓度大肠杆菌下ＨＬＩＦ的表达产物
Ｆｉｇ．４　ＨＬＩＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆＥ．ｃｏｌｉ

２．４　不同诱导温度对 ＨＬＩＦ表达的影响　结果见
图５。诱导温度为２０、２５、３０、３７、４２℃时 ＨＬＩＦ蛋白
相对表达量分别为 ６．８９±０．５１、１０．７２±０．５５、
６．８８±０．５９、５．９１±０．３２、４．１２±０．２９。不同诱导温
度下ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异有统计学意义
（Ｆ＝１８０５３，Ｐ＜００５）；２５℃时 ＨＬＩＦ蛋白相对表
达量显著高于２０、３０、３７、４２℃ 时，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。

Ｍ：ｍａｋｅｒ；０：阴性对照；１：２０℃；２：２５℃；３：３０℃；４：３７℃；５：４２℃。

图５　不同诱导温度下ＨＬＩＦ的表达产物
Ｆｉｇ．５　ＨＬＩＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．５　不同浓度诱导剂对 ＨＬＩＦ表达的影响　结果
见图 ６。诱导剂浓度为 ０．１、０．３、０．５、０．７、
０．９ｍｍｏｌ·Ｌ－１时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量分别为
８４５±０．４９、８５７±０．５７、８．４２±０．４８、８．３５±０．３７、
８３７±０３０。不同浓度诱导剂诱导时 ＨＬＩＦ蛋白相
对表达量比较差异无统计学意义（Ｆ＝１．１８１，Ｐ＞
００５）。
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Ｍ：ｍａｋｅｒ；０：阴性对照；１：０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；２：０．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；３：

０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；４：０．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ；５：０．９ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＩＰＴＧ。

图６　不同浓度诱导剂诱导时ＨＬＩＦ表达产物
Ｆｉｇ．６　ＨＬＩＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｉｎｄｕｃｅｒｓ

２．６　不同浓度乙酸对ＨＬＩＦ表达的影响　结果见图
７。乙酸浓度为０．０、０．１、０．２、０．３、０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１时
ＨＬＩＦ蛋白相对表达量分别为１４．０９±０７２、５．３４±
０．２３、５．３２±０．４１、５．２９±０．３５、３．３７±０２６。不同
浓度乙酸诱导时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异有
统计学意义（Ｆ＝２７．１８１，Ｐ＜０．０５）。乙酸浓度为
０．０、０．１、０．２、０．３、０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１时ＨＬＩＦ蛋白相对
表达量均显著低于乙酸浓度为０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但乙酸浓度为０１、
０．２、０．３、０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

Ｍ：ｍａｋｅｒ；０：阴性对照；１：０．００ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸；２：０．１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙

酸；３：０．２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸；４：０．３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；５：０．４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸。

图７　不同浓度乙酸诱导时ＨＬＩＦ表达产物

Ｆｉｇ．７　ＨＬＩＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｃｅｔｉｃａｃｉｄ

３　讨论

ＬＩＦ的生物功能体现在原始生殖细胞增殖、多
潜能胚胎维持、子宫内膜蜕膜化和胚泡着床、海马
垂体肾上腺素轴活化和垂体发育、成骨细胞和破骨
细胞的功能、脂肪细胞脂类和能量的稳定以及对肿

瘤应答的自分泌／旁分泌生长调节等多个方面［５］，

随着 ＨＬＩＦ在生物医学领域的广泛应用，ＨＬＩＦ的量
少、昂贵等问题更加突出，促使研究者不断对其优化

方法进行改进。ＨＬＩＦ有３对二硫键、５个 α螺旋和
３个β折叠，结构相对复杂，在大肠杆菌中表达时易

形成包涵体，但有研究表明，体外表达的ＬＩＦ的功能
不受糖基化程度的影响［６］，因此，本研究旨在通过

原核表达获得大量有活性的ＨＬＩＦ。
有研究表明，大肠杆菌 ＢＬ２１在培养初期即可

达到其对数生长期，表明其生长力旺盛，但是较长时

间后，大肠杆菌的浓度和活力均下降［７］。本研究结

果显示，随着诱导时间延长，ＨＬＩＦ蛋白相对表达量
也会增加，但诱导时间太长会影响 ＨＬＩＦ的活性且
使ＨＬＩＦ产量下降，以１６ｈ最好，符合预期结果。

研究显示，在培养基等外部环境不变的条件下，

初始浓度较高的大肠杆菌较快达到对数期［８］。本

研究结果显示，大肠杆菌菌液的吸光度值为０．８时
ＨＬＩＦ蛋白的相对表达量最合适，大肠杆菌菌液的吸
光度值为１．０时ＨＬＩＦ蛋白的相对表达量与大肠杆
菌菌液的吸光度值为０．８时比较差异无统计学意
义，考虑要获得最大量的 ＨＬＩＦ，建议在大肠杆菌菌
液的吸光度值为０．８时开始诱导。

大部分包涵体是克隆表达的产物，这些产物在

一级结构上是正确的，在立体结构上却是错误的，目

前其产生机制并不清楚，有研究认为低温通过影响

包涵体而促进外源蛋白的表达［９］。何佳鲜等［１０］研

究表明，草莓 ＦａＭＹＢ５重组蛋白在大肠杆菌中表达
的最适温度是２５℃。本研究结果显示，不同温度诱
导时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异有统计学意
义，其中 ２５℃时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量显著高于
２０、３０、３７、４２℃ 时，与文献报道一致［１０］。而王晓雯

等［１１］研究显示，ＨＬＩＦ最优表达是２０℃，这可能与
质粒的不同有关，需要进一步研究。

ＩＰＴＧ是一种作用极强的诱导剂，其十分稳定，
不被细菌代谢，作用于大肠杆菌乳糖操纵子的Ｚ、Ｙ、
Ａ等３个结构基因而诱导外源基因的表达，但是高
浓度的ＩＰＴＧ有害于大肠杆菌［１２］。本研究结果中，

不同浓度诱导剂诱导时 ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较
差异无统计学意义，提示 ＩＰＴＧ浓度对 ＨＬＩＦ的表达
无影响，很可能与浓度梯度过小有关。

有研究显示，乙酸不仅导致重组菌生长速率

降低及延迟期增长，而且对外源基因产物的表达

具有抑制作用［１３］。本研究中，不同浓度乙酸诱导

时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异有统计学意义，
其中乙酸浓度为０．１、０．２、０．３、０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１时
的ＨＬＩＦ蛋白相对表达量均显著低于乙酸浓度为
０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，而乙酸浓度为 ０．１、０．２、０．３、
０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１时ＨＬＩＦ蛋白相对表达量比较差异
无统计学意义，其结果与文献报道相符［１３］。

综上所述，本研究用 ｐＥＴ２８ａ作为原核表达质
粒，探讨了简单、高效表达重组 ＨＬＩＦ蛋白的条件，
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结果显示，其中诱导时间１６ｈ、大肠杆菌浓度（吸光
度值）０．８、诱 导 温 度 ２５ ℃、诱 导 剂 浓 度
０．１ｍｍｏｌ·Ｌ１、乙酸浓度０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１等为高效
表达重组ＨＬＩＦ蛋白的最优条件。本研究成功在大
肠杆菌表达了ＨＬＩＦ，并探索出了适合表达的最佳诱
导时间、大肠杆菌浓度、诱导温度、诱导剂浓度、乙酸

浓度等条件，为进一步研究 ＨＬＩＦ的生理功能奠定
了基础。
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（上接第２２７页）
且肿瘤组织中 ＦＡＫ表达量随 ＰＸＮ的下调而减少，
说明ＰＸＮ和ＦＡＫ之间在信号转导路径中可以相互
作用，因此，联合检测ＰＸＮ和 ＦＡＫ表达有望成为临
床靶向诊治ＨＣＣ的新途径。
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