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青海湖裸鲤 (Gymnocypris przewalskii)俗称湟鱼, 属
鲤科裂腹鱼亚科裸鲤属, 是我国最大内陆咸水湖青海湖
中唯一的经济鱼类, 其生长极其缓慢, 平均每生长到 500 
g需要近 10年[1]。青海湖裸鲤具有明显的生殖洄游, 每年
3月下旬至 8月进入青海湖附属淡水河流中产卵[2]。近几

十年来, 过度捕捞、气候和人为因素造成的青海湖裸鲤天
然产卵场的破坏 , 导致青海湖裸鲤资源急剧下降 , 已基
本丧失渔业价值, 同时也使青海湖原本脆弱的生态系统
遭到破坏, 引起了国内外学者的高度关注[3, 4]。 

与哺乳动物相似 , 生长激素−类胰岛素生长因子轴
(GH-IGFs)是鱼类主要的内分泌生长调节系统。类胰岛素
生长因子-2(IGF-II)是一种在结构上和胰岛素与 IGF-I 具
有很高同源性的促有丝分裂蛋白, 在哺乳动物中一般认
为 IGF-II 主要与胚胎发育有关。近期研究表明 , 鱼类
IGF-II 在表达调控和作用机理等方面与哺乳动物有明显
的不同, 如: 啮齿类哺乳动物在出生后血液 IGF-II水平明
显下降, 而鱼类在成体中 IGF-II依然有较高的表达水平[5]; 
在哺乳动物中, 和 IGF-I受体的结合能力 IGF-II一般要比
IGF-I 低 15—20 倍, 但在鱼类中两者的结合能力相似[6], 
这些差异提示 IGF-II在鱼类中可能具有特有的生理功能。 

我们采用放免等方法研究了青海湖裸鲤在不同水环
境中 GH 和 IGF-I 水平的变化[7]。目前, 对于鲤科 IGF-II
尚缺乏有效的研究手段。本文通过裸鲤 IGF-II 的原核表
达, 试图首次获得具有生物活性的鲤形目鱼类 IGF-II 重
组成熟肽 , 以进一步研究高原盐湖环境中青海湖裸鲤
IGF-II的作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
青海湖裸鲤采样自黑马河 , 为青海湖入湖河流之

一。在青海湖渔场, 裸鲤用 MS-222 (Sigma, 美国) 麻醉, 
采集组织样本并立即用液氮冻存。 

1.2  原核表达载体的构建 
提取裸鲤肝脏总 RNA并逆转录合成 cDNA第一链。

根据我们已经克隆的青海湖裸鲤 IGF-II 编码区序列(Gen- 
bank Accession No. AY919609), 设计引物并分别添加 Nco 
I和 Hind III酶切位点, 以扩增 IGF-II前体中的 BCAD功
能域 (成熟肽 ): PIF1: 5′-CCATGGAAGTGGCTTCAG-3′; 
PIR1: 5′-AAGCTTTACTCTGACTTGGCAG-3′。PCR扩增
条件为: 94  5℃ min; 94  30℃ s, 50  30℃ s, 72  30℃ s, 30个循
环 ; 72℃延伸 6min。Agarose gel DNA purification kit 
(Takara)回收 PCR目的片段, 并连接到 PMD 18-T easy 载
体 (Takara)。转化并提取重组质粒, 用 Nco I 和 Hind III 
(MBI)双酶切, 回收酶切目的片段并连接到 pET 32a 原核
表达载体(Novagen)。 
1.3  Trx-IGF-II融合蛋白的表达 

重组表达载体转化到 BL21(DE3)感受态细胞, LB液
体培养基 37℃培养至 A600达到 1.2, 加入 IPTG (BBI)至终
浓度为 1 mmol/L, 25℃和 37℃诱导 3h, 或 15℃诱导 5h, 
离心收集细胞并超声波破碎, SDS-PAGE分析上清中可溶
性 Trx-IGF-II融合蛋白的含量。 
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1.4  ncIGF-II目的蛋白的酶切与纯化 
在确认有部分融合蛋白可溶性表达之后, 收集超声

波破碎上清液进行 Ni-resin (Genscript)纯化, 依次用含 50 
mmol/L 和 250 mmol/L 咪唑的洗脱液洗脱(50 mmol/L 
NaH2PO4、300 mmol/L NaCl、50 mmol/L或 250 mmol/L 咪
唑, pH 8.0)获得融合蛋白, Trx-IGF-II 融合蛋白经透析后
冷冻干燥浓缩, Thrombin (Sigma) 4℃酶切过夜, 然后加入
Ni-resin 4℃摇床结合 30min, 离心除去与 Ni-resin结合的
带有 6×his 标签的 Trx, Tricine-SDS-PAGE 鉴定 ncIGF-II
重组目的蛋白。 
1.5  ncIGF-II的生物活性检测 

采用 MTT 法检测 IGF-Ⅱ生物活性。将人乳腺癌细
胞 MDA-MB-435 接种于 96 孔板中, 每孔加入细胞悬液
100 µL (1×105 个/mL), 培养 24h后, 弃去培养基, 加入含
不同浓度 ncIGF-Ⅱ的无血清培养基, 培养 48h, 每孔加入
10 µL [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-diphenyl-2H-tetrazolium 
bromide] (MTT) (Sigma, 1 mg/mL)溶液, 再培养 4h, 去除
培养液, 加入 150 µL dimethyl sulfoxide (DMSO), 振荡
15min, 用酶检仪检测 570 nm 处的吸光度。促生长效率
(Growth stimulation ratio, GSR) (%control)＝Asample/Acontrol 
×100, Acontrol未加入 ncIGF-II。 
1.6  统计分析 

数据以平均值±SD 表示。采用单因素方差分析检验
组间的差异, 当 P<0.05时认为差异显著。 

2  结  果 

2.1  原核表达载体 pET 32a-ncIGF-II的构建 
编码青海湖裸鲤成熟 IGF-II 的 DNA 片段被连接到

pET 32a载体, DNA测序表明阅读框正确(图 1)。随后质粒

转化到 BL21(DE3)感受态细胞, 进行 IPTG诱导培养。 
 

 
 
图 1  pET 32a-ncIGF-II原核表达载体的构建 

Fig. 1  Construction of the recombinant expression plasmid pET 
32a- ncIGF-II 
编码成熟 ncIGF-II的 PCR产物经 Nco I和 Hind III酶切后连接
到 pET 32a载体; Amp, 氨苄青霉素抗性；lac I, lac阻遏物；Trx, 
硫氧还蛋白；EK, 肠激酶 
The PCR fragment which encodes mature ncIGF-II was digested 
with NcoI and Hind III and then cloned into pET 32a at the same 
restriction sites. Amp, ampicillin resistance; lac I, lac repressor; Trx, 
thioredoxin；EK, Enterokinase 

2.2  Trx-ncIGF-II融合蛋白的表达 
含重组质粒的 BL21(DE3) 分别经 IPTG 25℃和 37℃

诱导 3h, 或 15℃诱导 5h, 超声波破碎后离心取上清 , 
SDS-PAGE 检测表明 Trx-IGF-II融合蛋白(约 32 kD)部分
可溶性表达, 其中 25℃诱导培养 3h可溶性表达比例最高
(图 2)。 
 

 
 

图 2  Trx-IGF-II融合蛋白在 BL21(DE3)中的可溶性表达 
Fig. 2  Expression of soluble Trx-ncIGF-II fusion protein in E. 
coli BL21 (DE3) 
1. BL21(DE3); 2. 含 pET 32a质粒的 BL21(DE3), 未经 IPTG诱
导；3. 含 pET 32a 质粒的 BL21(DE3), IPTG 诱导；4. 含 pET 
32a-ncIGF-II 质粒的 BL21(DE3), IPTG 15℃诱导培养； 5. 含
pET 32a-ncIGF-II质粒的 BL21(DE3), IPTG 25℃诱导培养；6. 含
pET 32a-ncIGF-II质粒的 BL21(DE3), IPTG 37℃诱导培养 
1.BL21(DE3); 2. BL21(DE3) harboring pET-32a without IPTG 
induction；3. BL21(DE3) harboring pET-32a with IPTG induction 
at 37℃; 4. BL21(DE3) harboring pET-32a-ncIGF-II with IPTG 
induction at 15℃; 5. BL21(DE3) harboring pET-32a-ncIGF-II with 
IPTG induction at 25℃ ; 6. BL21(DE3) harboring pET-32a- 
ncIGF-II with IPTG induction at 37℃ 
 

2.3  Trx-ncIGF-II融合蛋白的镍柱纯化 
超声波破碎细胞后离心取上清液过柱, 采用含不同

浓度咪唑的洗脱液进行洗脱,  SDS-PAGE 分析表明, 50 
mol/L和 250 mol/L咪唑依次洗脱后, 目的蛋白损失较少, 
但有部分非特异性结合的杂蛋白; 150 mol/L和 250 mol/L
咪唑依次洗脱后 , 能获得单一电泳条带的目的蛋白 , 但
目的蛋白损失较多(图 3)。 
 

 
 

图 3  Trx-IGF-II融合蛋白的镍柱纯化 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of Trx-IGF-II fusion proteins from 
Ni-resin beads incubated with lysate from BL21 (DE3) containing 
the expression plasmid 
1. 150 mol/L和 250 mol/L 咪唑洗脱；2. 50 mol/L和 250 mol/L
咪唑洗脱；3. 超声波破碎上清 
Whole proteins (Lane 3) were passed through Ni-resin. After wash 
with 50 mol/L and 250 mol/L imidazole (Lane 2) or 150 mol/L and 
250 mol/L imidazole (Lane 1) Elution buffer, fusion protein was 
eluted 
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2.4  Trx-ncIGF-II融合蛋白的酶切 
Trx-IGF-II 融合蛋白分别采用肠激酶 EK 和凝血酶

Thrombin进行酶切。EK酶切得到两条分子量为约 16 kD
和 20 kD的片段, 分子量大小与预期不符。Thrombin酶切
得到两条分子量分别为约 10 kD和 15 kD, 分子量大小与
预期相符合(图 4)。 
 
 

 
 

图 4  Trx-IGF-II融合蛋白的酶切 

Fig. 4  Polyacrylamide gel analysis of the cleavage reaction frac-
tions after digestion with EK and thrombin 
A. Trx-IGF-II融合蛋白的 EK酶切, SDS-PAGE；B. Trx-IGF-II融
合蛋白的 Thrombin酶切, Tricine-SDS-PAGE: 1. Trx-IGF-II融合
蛋白；2. 融合蛋白的 Thrombin酶切 
A. SDS- PAGE analysis of EK cleavage of Trx-ncIGF-II fusion 
protein; B. Tricine-SDS- PAGE analysis of thrombin cleavage of 
Trx-ncIGF-II fusion protein before (Lane 1) and after thrombin 
cleavage (Lane 2) 
 

2.5  ncIGF-II目的蛋白的纯化 
Thrombin 酶切产物进行第二次镍柱纯化。Trx 由于

携带 6×his 标签, 与非特异性结合蛋白一起被 Ni-resin 吸
附, 而目的蛋白 ncIGF-II则不与 Ni-resin结合(图 5)。 
 

 
 

图 5  Thrombin酶切产物的纯化 

Fig. 5  Tricine-SDS- PAGE analysis of purified thrombin cleaved 
fusion protein 
1. Thrombin 酶切产物中不与镍柱结合的 ncIGF-II 目的蛋白；   
2. thrombin 酶切产物中与镍柱结合的 Trx 以及非特异性结合蛋
白; 3. 融合蛋白的 Thrombin酶切; 4. Trx-IGF-II融合蛋白 
Tricine-SDS- PAGE analysis of thrombin cleavage of Trx-ncIGF-II 
fusion protein before (Lane 4) and after thrombin cleavage (Lane 3). 
After thrombin treatment, the His6-tag-containing Trx and any 
remaining uncleaved fusion proteins were removed by adding 
Ni-resin for 30 min at 4°C followed by centrifugation (Lane 2). The 
supernatant contained the purified untagged ncIGF-II peptide (lane 1) 

2.6  MTT法检测表明 ncIGF-II重组蛋白具有生物活性 
MTT法检测表明, 30 nmol/L和 60 nmol/L ncIGF-II

对 MDA-MB-435 细胞具有显著的促生长作用(P<0.01), 
但当浓度上升到 90 nmol/L时, 促生长效果反而不明显(图 6)。 
 

 
 
图 6  不同浓度 IGF-II处理对 MDA-MB-435细胞生长的影响 

Fig. 6  The bioassay of recombinant ncIGF-II 
MTT 法检测 ncIGF-II 生物活性, 以 48h 培养后与空白对照的比
值 (GSR)检测促生长效应 , GSR 用平均值± SD 表示  (n =4, 
**P<0.01) 
The bioactivity of ncIGF-II was measured with MTT method. The 
growth stimulation ratios (GSR) were evaluated after 48h cultiva-
tion and the results were compared with cells in the absence of 
IGF-II treatment. GSR are shown as means ± SD (n =4, **P<0.01) 

3  讨  论 

由于缺乏鱼类 IGF-II 蛋白和相应抗体, 相当长一段
时间里人们主要在 mRNA水平来研究鱼类 IGF-II表达调
控机制, 很大程度上限制了鱼类 IGF-II 研究的进一步深
入。现在人们已经获得了 5种具有生物活性的鱼类 IGF-II
重组表达蛋白, 包括比目鱼[8]、虹鳟鱼[9]、澳洲肺鱼[10]、

罗非鱼[11]和大西洋鲑鱼[12], 并建立了虹鳟鱼 IGF-II 的放
免法[13]和大西洋鲑鱼 IGF-II 的酶免疫法[14]检测手段。在

鲤形目鱼类中, 目前仅有普通鲤鱼 IGF-II 融合蛋白的重
组表达和抗体制备的报道[15]。 

pET 32a 载体以 Trx 融合蛋白的方式表达目的蛋白, 
我们的实验结果表明 Trx-ncIGF-II部分可溶性表达, 其中
以 25  IPTG℃ 诱导 3h可溶性表达比例较高。镍柱纯化过
程中, 我们采用 50 mol/L咪唑和 250 mol/L咪唑洗脱液依
次洗脱的方式, 得到的粗产物中仍有少量非特异性结合
蛋白。由于我们在酶切后还需要再进行一次镍柱纯化以除

去 Trx融合蛋白, 而非特异性结合蛋白会同时与镍柱结合
而与目的蛋白分离, 所以我们在第一次镍柱纯化中采用
了较为温和的洗脱条件。 

融合蛋白酶切我们分别尝试了 pET 32a所提供的 EK
和 thrombin这两个酶切位点。EK酶切产物在 N端基本上
没有额外的氨基酸, 是理论上比较理想的酶切位点。但本
实验中, EK 酶切产物的片段大小与预期不符, 这一现象
在鲑鱼 IGF-II 的原核表达中也同样遇到[12], 可能与非特
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异性酶切有关 , 说明 EK 不适合 IGF-II 的重组表达。
Thrombin 酶切结果与预期相符 , 但会导致酶切产物在
ncIGF-II N 端有三十个左右的额外氨基酸 , 我们采用
MTT法检测这是否会抑制 ncIGF-II的生物学活性。 

目前我们尚没有条件进行裸鲤原代细胞的培养, 由
于罗非鱼 IGF-II 可以明显促进小鼠胚胎细胞和人类肺组
织细胞生长[11], 我们采用人乳腺癌细胞 MDA-MB-435 来
检验 ncIGF-II的生物学活性, MDA-MB-435细胞自身没有
IGF-II mRNA 的表达[16], 因此不会通过自分泌的途径干
扰外源 IGF-II的作用效果。MTT法检测表明, 30 mol/L 和
60 mol/L ncIGF-II 对 MDA-MB-435 分别有约 15%和   
20％的促生长作用, 与罗非鱼 IGF-II 对斑马鱼肝脏细胞
的促生长效果相近 [11]。当 IGF-II 处理浓度上升到 90 
nmol/L时, 促生长效果反而降低, 这可能与 IGF-II对某些
癌细胞同时具有促进生长和诱导凋亡的双重作用有关[17]。 
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