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人表皮生长因子 (hEGF )基因的合成、鉴定
及植物表达质粒的构建

陈廷速1, 2, 杨海杰1, 张　军1, 夏宁邵1, 陈如凯3, 李杨瑞2

(1. 厦门大学 肿瘤细胞工程教育部重点实验室,福建 厦门 361005; 2. 广西农业科学院,

广西 南宁 530007; 3. 福建农林大学,福建 福州 350002)

摘要: 用 PCR 方法合成了人表皮生长因子 (hEGF)基因,构建了原核表达质粒 p 20T 2hEGF,研究了原核表达

的重组蛋白 hEGF 的生物学活性,并构建了植物表达质粒. 研究表明: 无论是融合蛋白 GST 2hEGF 或纯化的

hEGF 蛋白,都有相当高的生物活性, hEGF 蛋白对H ela细胞的增殖有很好的促进作用,免疫小鼠亦能产生很

高的免疫应答反应.
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人 表皮生长因子 ( hum an ep iderm al grow th facto r , hEGF ) 是一种能与靶细胞膜上特异受体

(EGF2R )结合并起多种生理作用的小分子多肽,相对分子量为 6. 04 kD. hEGF 能促进多种上皮细胞的

分化、增殖,刺激血管形成,抑制胃酸分泌,并与免疫性皮肤病及创面组织修复有密切的关系[1～ 3 ],在临

床上有十分广阔的前景[4, 5 ]. 我们根据人表皮生长因子 (hEGF )基因的序列用 PCR 的方法人工合成了

hEGF,并利用原核表达系统验证了其生物活性,在此基础上进一步构建了植物表达质粒. 本文是我们

研究工作的一部分.

1　材料和方法

1. 1　主要试剂

限制性内切酶 E coRÉ , H indË 和 T 4DNA 连接酶等均为日本 TA KA RA 公司产品;M T T (四甲基

偶氮唑) , Am resco 产品; HR P (辣根过氧化物酶)底物, 北京万泰公司惠赠; 商品化人表皮生长因子

(hEGF) ,Am ersham 产品; IPT G (异丙基2Β2D 2硫代半乳糖苷) ,上海生工生物工程有限公司产品.

1. 2　菌株和质粒

大肠杆菌菌株为 ER 2566, 本实验室保存. 质粒为本实验室构建的 pGEX220T , pBPF2om ega27,

pCAM B IA 1301和购自宝生物大连生物工程有限公司的pM D 218T.

1. 3　hEGF 引物设计和 PCR 扩增

根据Bell[9 ]报道和 Genbank (收录号: E02089)中的 hEGF 的核苷酸序列,设计 hEGF 的四条引物:

R 1, R 2, F1和 F2;分别进行两次 PCR 反应. 反应产物进行 3%琼脂糖凝胶电泳分析.

1. 4　hEGF 的克隆和测序

经 PCR 扩增得到的 hEGF 经纯化与 pM D 218T 连接,再经 E coRÉ , B am HÉ 双酶切后与经同样酶
切的 pGEX220T 以摩尔比 7∶1混合,加入 T 4DNA 连接酶, 16 ℃进行连接过夜. 转化大肠杆菌 ER 2566
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感受态细胞. 挑取重组克隆进行 PCR 及酶切鉴定,以正确的重组克隆作序列分析 (上海博亚公司).

1. 5　hEGF 原核表达

取经转化并表达 hEGF 的菌液接种于 400 mL LB 培养基 (Amp + )中 37 ℃振荡培养 10 h; 按 1∶4

的比例转接扩大培养至OD 600达 1. 0;加入 IPT G 至 0. 1 mmo löL , 25℃诱导 4 h.

1. 6　GST 2hEGF 融合蛋白的纯化

把经过大量表达并离心得到的菌体, 加裂解液 (50 mmo löL T ris2HCL pH 8. 0, 1 mmo löL ED TA

pH 8. 0, 100 mmo löL N aC l) 40 mL ,用超声破碎之后,离心 15 m in,将上清液用 0. 45 Λm 的滤膜过滤两

次. 将此得到的超声上清液上样到经 1×PBS 平衡的 glu ta th ine sepharo se 4B 介质的亲和层析柱中,室

温下孵育 30 m in. 打开下样孔,让穿透峰自然流下,让柱子流干. 用 10 mL 4 ℃预冷的 1×PBS洗柱,重

复 3次. 堵住下样孔,加入 1 mL 的谷胱甘肽缓冲液,室温下孵育 10 m in. 用 1. 5 mL 的离心管收集样品.

即为纯化的 GST 2hEGF.

1. 7　hEGF 蛋白的纯化

将 1. 6中得到的超声上清液上样到经1×PBS平衡的glu ta th ine sepharo se4B介质的亲和层析柱中,

室温摇床中平放振荡温育1 h之后, 4 ℃静置5～ 6 h. 收集穿透峰, 用1×PBS平衡, 并用凝血酶酶切

10 h,收集得到纯化的 hEGF 蛋白.

1. 8　抗血清的制备

实验小鼠为 2～ 7 周龄的雌性BALB öc 小鼠, 实验组 3 只, 对照组 3 只 (GST 超声离心上清液注

射). 用经大量表达并纯化的 GST 2hEGF 加弗氏完全佐剂后注射小鼠 (0周) ,在第 4, 8 和 11 周加强注

射,分别于第 0, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 13和 14周采血; 每只采血 20 ΛL ,放入事先准备的 400 ΛL 生理盐

水;采血后将血清置 37 ℃ 2 h,放 4℃ 1～ 2 h, 5 000 röm in 离心 10 m in,取上清液. - 20 ℃贮存备用.

1. 9　聚丙稀酰胺凝胶电泳

参考文献[ 10 ]的方法.

1. 10　M T T 法检测 EGF 蛋白活性

培养H ela细胞一瓶,细胞培养到OD值为0. 8～ 1. 然后用versen消化, 完全培养基吹打成悬液. 用

细胞计数器计数, 细胞溶液稀释到2×105 ömL. 将细胞溶液滴加到96孔板中, 每孔50 ΛL , 37℃培养

24 h. 在每孔加各种稀释比例的待测溶液 (hEGF, GST 2EGF,阴性对照) , 37℃培养 3 d. 用M T T 试剂盒

检测细胞增殖. 用酶标仪测OD 值,测定波长 570 nm ,以 630 nm 为参照.

1. 11　EL ISA 间接法检测

用商品化标准 hEGF 经CB (50 mM 碳酸盐缓冲液 pH 7. 6)适度稀释后包被, 37 ℃温育 2 h, 4 ℃过

夜. 甩去孔内液体, PBST 洗涤 1次,吸干之后每孔加 200 ΛL 封闭液 (20 mM PBS pH 7. 2; 2% BSA ; 2%

Casin) , 37 ℃温育 2 h. 甩去孔内液体,吸干. 每孔加 100 ΛL 样品稀释液 (20 mM PBS pH 7. 2; 2% BSA ;

2 % Casin )及5 ΛL待测血清 , 3 7 ℃温育0. 5 h. 甩去孔内液体 , PBST洗涤6次 , 吸干. 然后每孔加

100 ΛL 酶标二抗 (1∶2 000) (羊抗鼠酶标二抗,晶美生物公司产品) , 37 ℃温育 0. 5 h. 甩去孔内液体,

PBST 洗涤 6 次,吸干. 随后每孔各加HR P 底物 (显色剂A 液及显色剂B 液)各 50 ΛL , 37 ℃显色 10

m in. 每孔加反应终止液 50 ΛL ,终止反应. 用酶标仪测OD 值,测定波长 450 nm.

2　结果和分析

2. 1　hEGF 合成和克隆

设计的 4条引物分别为:

EGFF1: 59m er
5’2GGA TCC A T G AA C TCC GA C TCT GAA T GC CCG CT G TCC CA C GA T GGT TA C T GC CGT CA C GA 23’

　B am HÉ

EGFF2: 59m er

5’2GA T GGT TA C T GC CT G CA C GA C GGC GT T T GT A T G TA T A TC GA G GCG CT G GA C AAA TA T GC23’
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EGFR 2: 59m er
5’2G GCA GCG T TC GCC GA T GTA GCC TA C TA C A CA GT T A CA CGC A TA T T T GTC CA G CGC CTC G23’

EGFR 1: 59m er
5’2GAA T TC T TA GCG CA G T TC CCA CCA T T T CA G GTC A CG GTA CT G GCA GCG T TC GCC GA T GT 23’

　E coRÉ

图 1　PCR 产物琼脂糖凝胶鉴定

F ig. 1　 Iden t if ica t ion of PCR p roducts
　　N o te: 12M arker, 22P rim er, 32PCR 1, 42PCR 2.

先以引物R 2, F2 进行第一次扩增 (PCR 1) ,再用

此扩增得到的 PCR 1 产物为模板,以R 1, F1 为引物

进行第二次扩增 (PCR 2). 在 F1和R 1的 5’端设计了

两个酶切位点 (B am HÉ 和 E coR É ). 将第二次扩增

得到的 PCR 产物连接到 pM D 218T ,并对其进行测序

(上海博亚公司) , 测序结果证明得到的基因是正确

的. 从对 PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳 (3% )分析 (图

1) , 引物 59bp , PCR 1 为 78bp , PCR 2 为 177bp , 与图

中的M arker 位置相比较说明结果是正确的.

2. 2　hEGF 表达质粒的构建

图 2　hEGF 基因表达质粒构建流程图

F ig. 2　T he diagram of con struct ion of p lasm id fo r hEGF
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我们构建的表达质粒具体如图2. 在构建原核表达质粒过程中,我们用小量表达和酶切鉴定相结

合, 酶切鉴定如图3 , 分别用扩增得到的hEGF , pM D 21 8T 2hEGF和pGEX 22 0 T 2hEGF ( E coRÉ 和

B am HÉ双酶切) ; 植物表达质粒构建用酶切进行鉴定 (图 4) , 对 pBPF2hEGF, p 13012hEGF, p 1301 用

E coRÉ和B am HÉ进行双酶切,并单酶切 (B am HÉ )处理 p 1301, p 13012hEGT F,琼脂糖凝胶电泳 (3% )

鉴定结果证明是正确的.

图 3　原核表达质粒酶切鉴定　　　　　　　　　图 4　植物表达质粒构建鉴定图

F ig. 3　 Inden t if ica t ion of p lasm id fo r p rokaryo t ic　　　　F ig. 4　R estrict ion endonuclease

　　　　　exp ression by enzym e analysis of p 13012hEGF

N o te: 12M arker, 22PCR 2,　　　　　　　　　N o te: 12M arker, 22PCR 2, 32BPF2hEGF (B am H É öE coRÉ ) ,

32pT 2hEGF, 42p 20T 2hEGF. 　　　　4213102hEGF (B am HÉ öE coRÉ ) , 521310 (B am H É öE coRÉ ) ,

　　621301 (B am HÉ ) , 7213012hEGF (B am HÉ )

2. 3　纯化 hEGF 蛋白活性分析

图 5　GST , GST 2hEGF 和纯化 GST 2hEGF 进行

SD S2PA GE 电泳结果 (上样量 5 ΛL )

F ig. 5　 Iden t if ica t ion of GST , GST 2hEGF

and pu rif ied GST 2hEGF by

SD S2PA GE electropho resis

N o te: 12M arker, 22GST , 32GST 2hEGF,

42Purificat ion GST 2hEGF

用小量表达的 GST 2hEGF 与经纯化的 GST 2
hEGF 进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析, 以标准

M arker 和小量表达的 GST 为对照, 结果如图 5.

GST 分子量为 26 kD , GST 2hEGF 分子量约为 32

kD. 经过纯化的 GST 2hEGF 纯度达到 9917%. 将之

进行纯化得到的 hEGF 用H ela 细胞做蛋白活性分

析,结果如图 6. 无论是标准 hEGF 或纯化的 hEGF,

作为细胞生长因子 , 它们的促进H ela细胞增殖的

作用浓度都很低 (最大的OD 值对应浓度为

1 ngömL ) ,两者都促进了H ela 细胞的增殖,而且表

现的性质一致.

2. 5　EL ISA 检测结果

用纯化的 GST 2hEGF 加完全弗氏佐剂后注射

小鼠,将收集到的血清进行 EL ISA 检测,结果如图

7. 三只BALB öc 小鼠血清中的抗体的变化规律基

本一致. 初次免疫后到第 4 周,抗体逐渐增强; 只有

小鼠C 在第 4周和第 8周之间有变化,但这种变化

可能由于在第 4 周进行加强免疫,在第 6 周出现回

升并在第 8周和另两只小鼠抗体水平一致. 这说明

我们注射的融合蛋白能使小鼠产生很好的免疫应答

反应,使小鼠血清中的抗体提高到一个较高的水平.
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图 6　原核表达 hEGF 经纯化后对细胞　　　　图 7　BALA öc小鼠血清 (注射 GST 2hEGF)

　　　 (H ela)活性的影响　　　　 的 EL ISA 变化曲线

F ig. 6　T he effect of pu rif ied of hEGF　　　　　F ig. 7　T he cu rve of serum of EL ISA analysis

on act ivity of H ela cells

N o te : A , B and C rep resen t th ree BALA öc m ice respec2
t ively, and B’s serum w as used fo r do t b lo tt ing

analysis.

3　讨论与展望

我们通过 PCR 方法合成了人表皮生长因子基因,由于 PCR 反应体系受多种因素的影响,控制好反

应条件是十分重要的[9 ]; 其中M g2+ 浓度高低是影响结果的主要因子,浓度过高会引起非特异性扩增产

物的增加,而过低则降低扩增效率. 由于我们设计的引物L oop 值过高,为了避免引物本身产生二聚体,

增加特异性扩增,我们采用双温法进行扩增. 主要对M g2+ 浓度、退火温度进行了优化:M g2+ 浓度为 1. 3

～ 1. 5 mmo löL ,退火温度为 65～ 68 ℃. 两次 PCR 都在 50 ΛL 的 PCR 反应体系中进行,按 94 ℃ 3 m in

30 s, 94 ℃ 30 s, 68 ℃ 30 s和 72 ℃ 3 m in 进行 30个循环 PCR 反应. 实验结果证明我们的实验体系是

正确的. 我们还对 hEGF 蛋白的纯化体系进行了优化,建立了有效的纯化方法.

近年来 , 重组hEGF产品的研究与开发有了很大的发展[2 ] , 商品化hEGF的市场价很高 , 高达

210～ 1 020美元ö毫克[6 ]. 有关这一领域的研究热点体现如下几个方面:寻求新的表达系统;构建稳定性

好、拷贝数高、可控制的表达载体; hEGF 的表达与调控机理; 开拓新的应用领域. 近年来,转基因植物已

被作为一个经济的表达系统引起一场农业的革命,特别是利用植物表达医药蛋白. 由于这一系统能大量

种植,成本低,能够满足工业的大量需要;同时,没有动物或人的病原菌. 此外,转基因植物的种子或块茎

能稳定的表达目的产品并且表达的次生代谢物可用现有的设备进行加工. 如利用转基因植物生产高价

值的新颖的碳水化合物、脂质、生物塑料,有疗效的蛋白质、酶、抗体和疫苗[13～ 16 ]. 我们已用构建的植物

表达质粒对模式植物拟南芥进行了转化并已获得转基因植株,进一步将通过研究hEGF 的表达与调控,

提高其蛋白活性,为下一步转化目标植物表达 hEGF 提供可靠的技术基础.
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and it’s express ion plasm id con struction in plan t

CH EN T ing2su1, 2, YAN G H ai2jie1, ZHAN G Jun1, X IA N ing2shao 1,

CH EN R u2kai3, L I Yang2ru i2

(1. T umour Cell Engineering L ab of X iam en U niversity, X iam en 361005, Ch ina;

2. Fu jian A gricu ltu re and Fo restry U niversity, Fuzhou 350002, Ch ina;

3. Guangxi A cadem y of A gricu ltu re Science, N anning 530007, Ch ina)

Abstract: H um an ep iderm al grow th facto r (hEGF) gene is syn thesized th rough po lym erase chain reac2
t ion (PCR ) , and con structed p 20T 2hEGF fo r p rokaryo t ic exp ression and studied the b io2act ivity of re2
com b inan t p ro tein hEGF, and con tructed p lasm id u sed fo r p lan t t ran sfo rm at ion. It show ed that bo th

fu sion p ro tein GST 2hEGF and pu rif ied p ro tein of hEGF, they all had m uch h igher b io2act ivity, and

the p ro tein of hEGF cou ld facilita tes H ela cell regenera t ion, and it cou ld st rength respo se react ion im 2
m un ity w hen it imm uned m ice.

Key words: hum an ep iderm al grow th facto r (hEGF) ; gene clon ing; p rokaryo t ic exp ression
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