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原核表达梅花鹿 IGF-1成熟多肽对
鸡 CEF和 CEK细胞增殖的影响

胡 薇，牛永梅，司 博，王蒙蒙，闫语多

(吉林农业大学，长春 130118）
摘 要：本实验利用原核表达载体 pET-30a对梅花鹿胰岛素样生长因子-1（Insulin Growth Factor, IGF-1）

成熟多肽基因进行诱导表达与纯化，经羟胺裂解和复性后获得重组梅花鹿 IGF-1成熟多肽蛋白。再通过MTT
法检测重组蛋白 IGF-1对鸡胚成纤维细胞（Chick Embryo Fibroblast，CEF）及鸡胚肾细胞（Chicken Embryo Kid⁃
ney，CEK）增殖的影响。MTT法检测结果发现不同浓度的重组 IGF-1成熟多肽皆能促进鸡胚成纤维细胞的增

殖，其中，在 48 h、终浓度为 200 ng/mL时对鸡胚成纤维细胞增殖的影响最显著。但不同浓度的重组 IGF-1成熟

多肽以及不同处理时间对鸡胚肾细胞增殖均无显著影响。本研究结果说明原核表达的 IGF-1成熟多肽可显

著促进鸡胚成纤维细胞的增殖，但对鸡胚肾细胞的增殖影响不显著。
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Effect of Prokaryotic Expression of IGF-1 Mature Peptide from Cervus Nip⁃
pon on Proliferation of Chicken CEF and CEK Cells

HU Wei, NIU Yong-mei, SI Bo, WANG Meng-meng, YAN Yu-duo
( Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China)

Abstract：Sika deer Insulin Growth Factor（IGF-1) mature peptide gene was expressed and purified by prokary⁃
otic expression vector pET-30a in this study. Recombinant IGF-1 mature peptide protein from sika deer was ob⁃
tained after splitting decomposition of hydroxylamine and protein renaturation. Chicken embryo fibroblast cell
and chicken embryo kidney cell proliferation was determined by MTT assay after recombinant IGF-1 mature pep⁃
tide treatment. The results showed that recombinant IGF-1 mature peptide promoted the proliferation of CEF cell in
different concentrations. Among them, the most significant impact on CEF cell proliferation was at 48h, and the final
concentration was 200 ng/mL. But the effect of recombinant IGF-1 on CEK cell was not significant in different con⁃
centrations and different treatment time. Our findings indicated that IGF-1 mature peptide after renaturation promot⁃
ed chicken embryo fibroblast proliferation significantly, but its influence on chicken embryo kidney cell prolifera⁃
tion was not significant .

Key words：Cervus nippon; Insulin growth factor-1 mature peptide; Prokaryotic expression; Chicken embryo
fibroblast cell; Chicken embryo kidney cell

鹿茸是雄性梅花鹿的第二性征，是目前已知

的唯一一个失去后可以完全再生的哺乳动物附属

器官，这种再生是基于角柄骨膜中干细胞聚集的
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过程 [1]。作为特殊的骨组织，鹿茸在快速生长期

能够以每天 1～2 cm的速度生长而不产生癌变，

有人推测鹿茸中很可能存在着一类与一般组织不

同的活性物质控制并刺激着鹿茸的生长 [2]。因

此，鹿茸成为了研究创伤修复及哺乳动物器官再

生的理想模型。生长因子是调节细胞增殖和分化

的一类物质，其分子量从几百到几万不等，习惯

上称多肽生长因子 [3]。近年来，国内外学者相继

在鹿茸中发现各种细胞生长因子，表明鹿茸是一
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个天然的细胞生长因子库，其中胰岛素样生长因

子在鹿茸快速生长中起主要作用 [4]。胰岛素样生

长因子的化学结构与胰岛素原类似，是一类广谱

性的促生长因子，主要包括 IGF-1（Insulin Growth
Factor, IGF-1）和 IGF-2（Insulin Growth Factor, IGF-
2）[5]。 IGF-1存在于鹿茸角顶部再生鹿茸角增殖

区，能促进间充质干细胞及软骨细胞的增殖 [6]。

其在鹿茸中含量丰富，可能是促进鹿茸生长的主

要生长因子，具有极强的刺激鹿茸生长的作用，

其表达的高峰期与鹿茸快速生长期相一致 [7-8]。

体外试验证实，IGF-1和 IGF-2均可促进鹿茸细

胞的增殖 [9]。其中 IGF-I是影响鹿茸生长速度的

最主要因素 [10]。因此，本研究旨在利用原核表达

载体 pET-30a 对 IGF-1 成熟多肽进行表达和纯

化，获得重组梅花鹿 IGF-1成熟多肽，再通过MTT
法检测重组梅花鹿 IGF-1成熟多肽对鸡胚成纤维

细胞 (CEF)和鸡胚肾细胞 (CEK)增殖的影响，为研

究梅花鹿 IGF-1的功能及在细胞增殖中的调节作

用提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

载有梅花鹿茸 IGF-1成熟肽基因的大肠杆菌

菌种（pET-30a-IGF-1）由吉林农业大学生物化学

与分子生物学实验室制备。BCA法蛋白定量试剂

盒购自北京百泰克生物技术有限公司 ,Sephadex
G-25、Sephadex G-50葡聚糖凝胶购自 Pharmacia⁃
Biotech公司，蛋白电泳 Marker购自 TAKARA，Tris
购自 Solarbio，SDS、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、过

硫酸铵均为 Sigma电泳纯，TEMED为鼎国分装电

泳纯，DMEM高糖培养液及胎牛血清购自天津市

灏阳生物制品有限公司、醋酸、醋酸钠、冰乙醇、

尿素、羟胺、咪唑等均为国产分析纯。鸡胚成纤

维细胞和鸡胚肾细胞购自上海昕毓生物科技有限

公司。

1.2 方法

1.2.1 重组梅花鹿 IGF-1 成熟肽 pET-30a-IGF-1
的诱导表达

于-80℃冰箱中取出载有梅花鹿茸 IGF-1成
熟肽基因的大肠杆菌菌种 pET-30a-IGF-1，以 1∶
100的比例接种于 20 mL含有 Amp的 LB液体培养

基中，37℃ 190 r/min摇床活化培养 12 h。再将活

化后的菌液按比例接种于 2 L含有 Amp的 LB液
体培养基中，37℃ 190 r/min摇床震荡培养至 OD600
为 0.4～0.6时停止扩摇。最后向扩摇后的菌液中

加 IPTG 至终浓度为 0.6 mmol/L，37℃摇床 190 r/
min震荡培养 4 h，SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定

诱导是否成功。

1.2.2 重组蛋白的 Ni 柱纯化

诱导成功的菌液在 10 000 r/min，4℃条件下离

心 15 min，弃上清，沉淀用适量 PBS缓冲液吹打均

匀使之重悬，并加入适量的 PMSF保护蛋白不被

酶解，用超声波破碎仪在冰上破碎菌体。破碎后

的菌液 10 000 r/min，4℃离心 15 min，弃上清，所得

沉淀即为包涵体蛋白。将沉淀重悬于适量 Bind⁃
ing Buffer中，10 000 r/min，4℃离心 15 min，弃沉

淀，上清用滤器过滤，上清液经 Ni柱进行纯化，收

集波长为 280 nm的 Elution Buffer洗脱峰流出液。

对收集的洗脱液进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳

鉴定。

1.2.3 重组蛋白的切割与复性

用羟胺裂解液溶解上述获得的融合蛋白调至

终浓度为 1.0 mg/mL，45℃水浴反应 5 h以裂解融

合蛋白，用 HCl将溶液 pH调至 8.0后反应终止。

对切割后的蛋白进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳

验证。取适量 Binding Buffer溶解冻干后的蛋白，

过 Ni柱纯化，收集波长为 280 nm的 Binding Buffer
洗脱峰流出液，并对收集的纯化蛋白进行 SDS-聚
丙烯酰胺凝胶电泳检测。最后在验证正确的蛋白

溶液中加入复性液，使其浓度为 0.15 mg/mL，于
4℃复性 12 h后透析 48 h并冻干，即可获得重组梅

花鹿 IGF-1成熟肽蛋白。

1.2.4 重组 IGF-1 成熟多肽的生物学活性检测

将鸡胚成纤维细胞和鸡胚肾细胞复苏后用含

有 10%体积分数小牛血清的 DMEM培养基进行

培养，观察到细胞融合度达到 80%后将细胞转入

96孔板中培养 24 h，分别向两种细胞中加入重组

IGF-1成熟多肽，使蛋白最终质量浓度梯度分别

为 0（空白对照），100、200、300 ng/mL，培养 24、
48、72 h后，用 MTT法测 OD490的值用以表示重组

IGF-1成熟多肽对细胞增殖的影响。

2 结果与分析

2.1 pET-30a-IGF-1的诱导表达结果

pET-30a-IGF-1的诱导表达后进行 SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳检测，结果见图 1。如图所示，终

浓度为 0.6 mmol/L IPTG诱导的表达产物在约 28.0
kD处有特异性条带出现，与预期结果相符，说明

IPTG诱导 IGF-1成熟肽成功。

2.2 重组蛋白 IGF-1的纯化与鉴定
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2.3 重组蛋白 IGF-1的切割与复性

将纯化后收集的重组 IGF-1成熟多肽加入羟

胺裂解液进行蛋白切割，并进行 SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳检测，结果见图 3。如图所示，羟胺裂解

后的蛋白产物在 28.0 kD，20.5kD，7.5kD处分别有

一处特异性条带，28.0 kD为未切割成功的融合蛋

白，20.5kD为切割下的标签蛋白，7.5kD为梅花鹿

IGF-1成熟多肽蛋白。最后对切割后的蛋白进行

Ni柱亲和层析并复性和透析，经 SDS电泳检测发

现，在 7.5 kD处有一条特异性蛋白条带，即为梅花

鹿 IGF-1成熟多肽蛋白。

2.4 梅花鹿 IGF-1成熟多肽的生物学活性检测

配制含有不同浓度 IGF-1成熟多肽的培养基

对鸡胚成纤维细胞和鸡胚肾细胞进行培养，24、
48、72 h后收集细胞，用 MTT法检测细胞的增殖

将终浓度为 0.6 mmol/L IPTG诱导的表达产物

利用 Ni柱进行纯化，对所获得的重组 IGF-1成熟

肽进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。如图 2

所示，纯化后的 IGF-1成熟肽在分子质量约 28.0
kD处有一条特异性条带出现，与 IGF-1成熟肽分

子量大小一致。

图 3 IGF-1融合蛋白

羟胺裂解结果

1. 蛋白marker；
2. 羟胺裂解产物

图 4 切割后的蛋白

纯化结果

1. 蛋白marker；
2. 纯化产物

 

 

 

 

 

 

图 1 诱导表达产物的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

1. 蛋白marker；2~3. 诱导的表达产物；

4~5. 未诱导的 pET-30a-IGF-1

图 2 重组梅花鹿 IGF-1成熟肽Ni柱纯化结果

1. 蛋白marker；2. 纯化后的 IGF-1成熟肽

表 1 不同培养时间下不同浓度 IGF-1成熟多肽

对鸡胚成纤维细胞（CEF）增殖的影响

IGF-1成熟

肽添加量

（ng/mL）
0（CK）
100
200
300

注：“*”代表差异显著，“**”代表差异极显著

OD490
24 h

0.233±0.012
0.281±0.024*
0.302±0.021**
0.307±0.019**

48 h

0.258±0.023
0.324±0.015*
0.445±0.014**
0.438±0.017**

72 h

0.271±0.026
0.397±0.033*
0.491±0.009*
0.472±0.025*

表 2 不同培养时间下不同浓度 IGF-1成熟多肽

对鸡胚肾细胞（CEK）增殖的影响

IGF-1成熟多

肽添加量

（ng/mL）
0（CK）
100
200
300

OD490
24 h

0.221±0.013
0.224±0.022
0.230±0.017
0.229±0.021

48 h

0.243±0.019
0.256±0.017
0.268±0.015
0.252±0.013

72 h

0.258±0.024
0.271±0.021
0.283±0.018
0.287±0.027
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情况，结果见表 1和表 2。如表所示，在加入不同

浓度的 IGF-1成熟多肽之后，鸡胚成纤维细胞的增

殖速度随 IGF-1成熟多肽浓度的升高而加快，且最

佳的作用时间和浓度分别为 48 h和 200 ng/mL。而

鸡胚肾细胞的增殖随 IGF-1成熟多肽浓度的升高

变化则不显著。

3 讨 论

鹿茸顶端组织是天然的细胞生长因子库，而

生长因子是调节细胞增殖和分化的一类重要物

质 [11]。其中胰岛素生长因子-1是单链碱性蛋白，

由 70个氨基酸组成，在功能和结构上与人的胰岛

素原约 50%相似 [12]。相关研究表明，鹿茸组织中

IGF-1的高表达可以促进鹿茸细胞的增殖，是鹿

茸快速增殖过程中的主效因子之一，具有极强的

刺激鹿茸生长的作用 [13]。鹿茸顶部亦含有大量

IGF受体，且 IGF-1表达的高峰期与鹿茸快速生长

期相一致 [14-15]。胰岛素样生长因子又是一类重要

的生物资源，但天然 IGF-1含量较低且极不稳定，

市场售价非常昂贵。同时提纯天然 IGF-1还存在

许多困难，因此人工表达提纯 IGF-1已成为深入

研究 IGF-1的前提。采用基因工程的手段制备重

组 IGF-1已成为当前的研究方向，生产前景良好，

在国际上己逐渐形成一种高效益的技术产业。目

前，国内外己成功地表达了人及其它多种脊椎动

物的 IGF-1，这不仅为我们提供了参考资料，更提

示我们要紧跟研究前沿，在 IGF-1的开发利用领

域争得一席之地。

因此，本研究为了探究 IGF-1成熟多肽促细

胞增殖的活性，选择长度为 234bp的梅花鹿 IGF-1
成熟多肽基因，消除多余的氨基酸序列对蛋白功

能部位正确折叠的影响 [16-17]。在克隆获得的梅花

鹿 IGF-1成熟多肽基因基础上，利用原核表达载

体 pET-30a对其进行诱导表达与纯化，旨在获得

体外重组的梅花鹿 IGF-1蛋白。pET原核表达载

体系列是 E.coli中克隆表达重组蛋白功能强大的

系统，其 mRNA合成速度约为大肠杆菌的 6倍。

两种 T7启动子以及多种拥有不同抑制本底表达

水平的宿主细胞共同构成了一个极为灵活而有效

的系统，能使各种目的蛋白得以最优化的表达。

因此，笔者选择 pET原核表达载体来实现目的蛋

白的高效表达。同时 pET-30a载体含有组氨酸标

签，可以特异性地结合在 Ni柱上，实现表达蛋白

的高度纯化 [18]。 IGF-1成熟肽的第一个氨基酸为

Gly，我们在 Gly前添加了一个 Asn，因此便形成了

一个 Gly-Asn肽键，该肽键可以被羟胺裂解液特

异性裂解，切割暴露出独立的成熟多肽，避免了

多余氨基酸序列对成熟多肽复性的影响。包涵体

蛋白的复性是一个很复杂的过程，除了对复性条

件和过程进行控制外，很大程度上与蛋白质自身

的氨基酸组成和结构特性相关 [19]。本实验使用的

蛋白复性液通过自身的 GSSG/GSH氧化还原系

统，使目的蛋白肽链中的二硫键正确连接并折叠

形成具有生物学活性的三维构象，恢复蛋白质的

活性。

目前，关于梅花鹿 IGF-1成熟多肽相关功能

的研究很少，特别是对鸡胚细胞增殖的影响方面

未见报道。本实验通过MTT法检测结果显示，不

同浓度的重组梅花鹿 IGF-1成熟多肽在不同时间

条件下对鸡胚成纤维细胞和鸡胚肾细胞的影响有

所不同。随着培养液中 IGF-1成熟肽浓度的升高

和时间的适当延长，鸡胚成纤维细胞的增殖速度

也随之明显加快，但 IGF-1成熟肽浓度的变化对鸡

胚肾细胞的影响却并不明显。说明 IGF-1成熟肽

能够促进鸡胚肌肉的发育而与鸡肾脏发育关联甚

微，这可能与鸡胚肾细胞上缺少 IGF-1受体而鸡胚

成纤维细胞上 IGF-1受体丰富有关，这一结果与丁

庆峰等[20]报道的相一致。总之，本研究通过原核表

达及纯化获得了纯度较高的梅花鹿 IGF-1成熟多

肽蛋白，对获得的包涵体蛋白进行复性后发现其可

以特异性提高鸡胚成纤维细胞的增殖速度，说明复

性后的 IGF-1蛋白可以促进肌肉发育。

随着农业和畜牧业的发展，人类对动物产品的

要求不断提高，重组 IGF正是受人瞩目的发现新外

源性激素的潜在领域。吉林省是鹿业大省，鹿业资

源丰富。因此，利用基因工程方法获得大量体外重

组梅花鹿 IGF-I制品，对降低动物饲料成本，促进

动物生长发育和繁育具有重要的意义。
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面积受胚乳类型或（和）品种的影响。因此，关于

玉米角质和粉质胚乳淀粉合成相关酶的活性及其

与淀粉粒粒度分布的关系，还需进一步研究。
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