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摘　要：胰岛素样生长因子２（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ２，ＩＧＦ２）在多种细胞生长、分化和合成代谢的调节中
发挥重要的调控作用。本研究成功构建了淡水珍珠贝三角帆蚌 ＩＧＦ２的重组质粒 ｐＥＧＦＰＩＧＦ２和 ｐＥＴ３２ａ
ＩＧＦ２，通过 ｐＥＧＦＰＩＧＦ２细胞转染，表明该蛋白定位在细胞质与细胞核中。将 ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２转化到 ＢＬ２１
（ＤＥ３）中进行蛋白诱导表达，成功得到其原核表达载体，ＳＤＳＰＡＧＥ检测显示，在约２５ｋｕ处有一条清晰的条
带，符合目的条带大小（２６．２７ｋｕ），且主要表达于上清液中。为研究重组蛋白ＩＧＦ２对三角帆蚌细胞活性的作
用，通过ＣＣＫ８细胞活性测定，进一步探讨了添加不同质量浓度重组目的蛋白（０、２．５、５．０、７．５、１２．５、１７．５、
２２．５μｇ／ｍＬ）培养的三角帆蚌外套膜细胞增殖活性。结果显示，三角帆蚌 ＩＧＦ２重组蛋白能显著促进三角帆
蚌外套膜细胞的增殖活性（Ｐ＜０．０５），且在其质量浓度为１２．５μｇ／ｍＬ时对三角帆蚌外套膜细胞的促生长效
果最佳，这为促进三角帆蚌外套膜细胞传代、细胞系建立奠定了基础，也为下一步探究ＩＧＦ２在贝类中的功能
提供依据。

关键词：三角帆蚌；ＩＧＦ２；亚细胞定位；重组蛋白；细胞培养；生物活性
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　胰岛素样生长因子 ２（ｉｎｓｕｌｉｎｅｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ２，ＩＧＦ２）在细胞增殖、分化、迁移和凋亡等
调控过程起着关键性作用［１］，在哺乳动物中，

ＩＧＦ２主要通过磷酯酰肌醇 ３激酶／蛋白激酶
Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ）途径和丝裂原活化蛋白激酶
（ＭＡＰＫ）途径将信号传递到细胞核内，促使 ＩＧＦ２
分泌，发挥细胞增殖等广泛的生物学功能［２］。过

表达ＩＧＦ２后，牦牛（Ｂｏｓｇｒｕｎｎｉｅｎｓ）胎儿成纤维细
胞 Ｓ期细胞明显增加，采用细胞激光全息技术发
现细胞的数量增加了 １倍，细胞的厚度明显增
加［３］；ＷＡＮＧ等［４］研究表明加入 ＩＧＦ２后，分离
的大鼠（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）脂肪基质细胞 ＡＤＳＣｓ
表现出更高的增殖能力和干细胞相关标志物

Ｎａｎｏｇ、ｏｃｔａｍｅｒｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４和
ＳＲＹｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２的高表达，并具有向
脂肪细胞和成骨细胞分化的巨大潜力。因此，

ＩＧＦ２具有作为ＬＬ促生长因子来促进细胞体外增

殖活力的潜力。

三角帆蚌是中国特有的淡水珍珠蚌，其珍珠

产量占所有人工养殖淡水珍珠的 ９５％以上［５］。

外套膜是贝壳和珍珠矿化中最重要的组织［６］，外

套膜细胞的培养具有重要意义，但其在体外培养

进程中增殖能力较低，至今没有建立稳定传代的

细胞系［７］。鉴于种属差异，利用蚌同源促生长因

子促进其细胞体外增殖是解决这一问题的新思

路。本实验在前期实验基础上，通过构建ｐＥＧＦＰ
ＩＧＦ２和ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２重组质粒，进行 ＩＧＦ２亚细
胞定位、原核表达载体构建，以及重组蛋白在三

角帆蚌外套膜细胞体外培养进程中对细胞增殖

活性的作用研究，旨在促进贝类细胞体外增殖活

力，为下一步建立贝类细胞系提供依据，同时为

探究ＩＧＦ２在贝类生长发育调控过程中的研究奠
定基础。
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１　材料与方法

１．１　材料
健康的一龄三角帆蚌购自浙江省金华市武

义养殖场；ＤＮＡ胶回收试剂盒、质粒小量提取试
剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自 ＴａＫａＲａ公司（大
连）；羊抗鼠 ＩｇＧ（ＨＲＰ标记）购自北京源畅致和
生物科技有限公司；Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒（耐
变性剂型）、Ｈｉｓｔａｇ抗体（小鼠单抗）、ＤＡＰＩ、
ＥｃｏＲⅠ限制性内切酶、ＢＣＡ试剂盒、４％多聚甲醛
购 自 碧 云 天 生 物 有 限 公 司 （上 海 ）；

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒购自英潍捷基贸
易有限公司（上海）；感受态ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）
购自天根生化科技有限公司；质粒 ｐＥＧＦＰＮ１和
ｐＥＴ３２ａ（＋）均由本实验室保存。
１．２　方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ的合成

按照Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，采用 Ｑ６０００微量
分光光度计 （Ｑｕａｗｅｌｌ，ＵＳＡ）检测 ＲＮＡ含量，１％

琼脂糖凝胶检测 ＲＮＡ的质量。按照 ＥｖｏＭＭＬＶ
反转录预混合试剂盒（ＡｃｃｕｒａｔｅＢｉｏｌｏｇｙ，中国）说
明书将总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，－２０℃保存。
１．２．２　ｐＥＧＦＰＩＧＦ２、ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２载体构建

根据 实 验 室 前 期 基 于 ＲＡＣＥ （ｒａｐｉｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）方法所克隆的三角帆
蚌ＩＧＦ２基因序列，分别设计带有酶切位点和同
源臂的特异性引物（表１），交由上海生工生物公
司合成。以外套膜ｃＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ，切胶
回收。同时利用 ＥｃｏＲⅠ内切酶对 ｐＥＧＦＰＮ１在
３７℃条件下酶切２ｈ，按照无缝克隆试剂盒说明
书将胶回收产物和酶切后的质粒进行连接，连接

产物转化到ＤＨ５α中，热激９０ｓ，摇床上继续培养
２ｈ，涂板后３７℃培养１０～１２ｈ，挑取单菌落，条
带大小经验证正确后，随机选取３个菌液送到上
海金唯智公司测序。测序无突变后进行扩大培

养，重组质粒的提取参照质粒小量抽提试剂盒说

明书，同时使用 ＥｃｏＲⅠ酶切重组质粒进行验证。
构建ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２载体的方法同上。

表１　本实验使用的引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 序列（５′３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 用途 Ｕｓａｇｅ

ｐＥＧＦＰＩＧＦ２Ｆ

ｐＥＧＦＰＩＧＦ２Ｒ

ＴＣＧＡＧＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡＣＴＴＡＴＧＡＴＴＧＣ

ＧＴＡＣＣＧＴＣＧＡＣＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＧＧＡＣＣＡＧＡＣＴＧＧＡＣＴＴＣＧＣＧ
亚细胞定位

ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２Ｆ

ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２Ｒ

ＴＴＧＴＣＧＡＣＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡＣＴＴＡＴＧＡＴＴＧＣ

ＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＣＴＧＧＡＣＴＴＣＧＣ
原核表达

１．２．３　ＩＧＦ２亚细胞定位
使用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染试剂盒将重

组质粒 ｐＥＧＦＰＩＧＦ２转染到 ２９３Ｔ中，３７℃、５％
ＣＯ２条件下培养４８ｈ；去除培养基，使用缓冲液清
洗细胞，重复３次后；加入４％多聚甲醛，固定２０
ｍｉｎ；去除多聚甲醛，缓冲液重复清洗 ３次；每孔
加入１００μＬ工作浓度的ＤＡＰＩ染液；避光条件下
左右摇床染色１５ｍｉｎ；吸出 ＤＡＰＩ；缓冲液清洗３
次，每次 １０ｍｉｎ。在荧光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ
ＤＰ８０）下拍片观察。
１．２．４　ＩＧＦ２的原核表达和蛋白纯化

将测序正确的ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２重组质粒转入到
ＢＬ２１（ＤＥ３）中，３７℃恒温箱中培养１０～１２ｈ，挑
取单菌落后，继续培养至 ＯＤ６００为 ０．４～０．６时，
一部分加入终浓度为 １ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，分别在
３７℃条件下诱导３ｈ，２５℃条件下诱导３ｈ，１６℃

条件下诱导５ｈ，另外一部分未经诱导正常培养。
菌液离心，收集下层沉淀；加入适量裂解液进行

破碎；离心后，将上清和沉淀收集到 ＥＰ管中；１００
℃条件下变性５ｍｉｎ后；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析蛋
白的可溶性以及确定蛋白的诱导条件。蛋白纯

化的方法参照 Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒说明书。
将洗脱后的蛋白进行电泳分析以检测纯化蛋白

的质量，最后测定蛋白浓度，－８０℃保存备用。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

将第 ４次洗脱的蛋白经过 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
后，在半干转膜仪（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）上将蛋白转印
到 ＰＶＤＦ膜上，使用封闭液封闭２ｈ，ＴＴＢＳ洗涤３
次后，加入１∶１０００的 Ｈｉｓｔａｇ抗体（小鼠单抗）孵
育１０ｈ，洗涤３次后，加入 １∶１０００稀释的二抗继
续孵育３ｈ，清洗３次，每次８ｍｉｎ，最后使用 ＥＣＬ
化学发光超敏显色试剂盒显色，拍照并保存图

６３３１
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片。

１．２．６　ＩＧＦ２重组蛋白的生物活性
采用 ＣＣＫ８法检测 ＩＧＦ２的生物学活性，

ＣＣＫ８中含有ＷＳＴ８，它在电子载体的作用下被
细胞线粒体中的脱氢酶还原为高度水溶性的黄

色甲瓒染料，生成的甲瓒物的数量与活细胞的数

量成正比，因此可以利用这一特性直接进行细胞

增殖分析。参照文献［８］中外套膜游离细胞的获
取方法，将三角帆蚌外套膜细胞接种到９６孔板
中，每孔细胞数量１×１０５个，每孔加入１００μＬ培
养基（１０％蚌自体血清 ＋ＲＰＭＩ１６４０基础培养基
＋１％三抗）进行培养，使其贴壁后，去除培养基，
使用含有不同质量浓度纯化蛋白（０、２．５、５．０、
７．５、１２．５、１７．５、２２．５μｇ／ｍＬ；每组设有６个重
复）的培养基继续培养，分别在０ｄ、１ｄ、２ｄ、３ｄ、
４ｄ、５ｄ、６ｄ时间点每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，
继续培养２ｈ，测定４５０ｎｍ波长下的ＯＤ值。
１．２．７　统计与分析

所有数据均表示为平均值 ±标准误，采用
ＳＰＳＳ１９．０（ＳＰＳＳＩｎｃ．，ＵＳＡ）进行统计学分析，
多重比较使用 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行分析，显著水平
为Ｐ＜０．０５，极显著水平为 Ｐ＜０．０１，使用
ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１３．０（ＳＹＳＴＡＴ，ＵＳＡ）进行绘图。

２　结果与分析

２．１　目的基因的获取和载体构建鉴定
以三角帆蚌外套膜组织的 ｃＤＮＡ为模板，

ＰＣＲ扩增后电泳结果显示，在目的条带大小处
（７０５ｂｐ）出现单一的特异性条带。通过 ＥｃｏＲⅠ
将空质粒酶切后，使用无缝克隆试剂盒将目的片

段分别连接到酶切后的质粒上，获得重组质粒，

两个重组质粒均通过 ＥｃｏＲⅠ酶切验证和测序是
否正确。酶切验证结果见图１，目的条带大小和
载体片段大小均符合预计大小。

２．２　ＩＧＦ２蛋白的亚细胞定位结果
为了分析ＩＧＦ２蛋白表达后的亚细胞定位分

布，将质粒 ｐＥＧＦＰＮ１和 ｐＥＧＦＰＩＧＦ２分别转染
到２９３Ｔ细胞中，结果显示，转染 ｐＥＧＦＰＮ１的细
胞中，细胞质和细胞核中均出现绿色荧光，符合

预期结果。转染 ｐＥＧＦＰＩＧＦ２的细胞中，细胞核
和细胞质中也均有绿色荧光，这表明 ＩＧＦ２蛋白
在２９３Ｔ细胞的细胞核和细胞质中均表达（图２）。

（ａ）ｐＥＧＦＰＩＧＦ２质粒；（ｂ）ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２质粒；Ｍ１．１５０００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｍ２．２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１、３．酶切后条带；
２、４．ＰＣＲ扩增条带。
（ａ）ｐＥＧＦＰＩＧＦ２ｐｌａｓｍｉｄ；（ｂ）ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２ｐｌａｓｍｉｄ．Ｍ１．
１５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｍ２．２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１，３．ｂａｎｄｓａｆｔｅｒ
ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；２，４．ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓ．

图１　重组质粒酶切验证和ＰＣＲ扩增
Ｆｉｇ．１　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．３　ＩＧＦ２的原核表达和蛋白纯化结果
把构建的重组质粒 ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２转入 ＢＬ２１

（ＤＥ３）中，经 ＩＰＴＧ诱导后，超声波破碎，收集上
清液和沉淀，经 ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果显示，３７℃
诱导３ｈ处理组上清液和沉淀在约２５ｋｕ处均有
１条明显的条带，符合目的条带大小（２６．２７ｋｕ）。
２５℃诱导３ｈ处理组、１６℃诱导５ｈ处理组以及
空白组均未见明显的目的条带（图３）。

将３７℃诱导３ｈ后的破碎上清液使用镍柱
过滤，使用５０ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的咪唑进行多次洗脱。
结果显示，第２次洗脱后，纯化蛋白的量最多，但
是有明显的杂带，第４次洗脱后，蛋白条带单一，
但蛋白含量较低（图４）。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

ｐＥＴ３２ａ（＋）质粒上带有 Ｈｉｓ标签，使用带有
抗Ｈｉｓ的小鼠单抗作为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测，结果显示，在约２５ｋｕ处有一条特异性的条带，
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条带大小与预期的目的条带大小一致，对照组无 明显条带（图５）。

图２　ＩＧＦ２在２９３Ｔ细胞中的亚细胞定位
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＩＧＦ２ｉｎ２９３Ｔｃｅｌｌｓ

１．未诱导菌的上清；２．未诱导菌的沉淀；３．３７℃ 诱导３ｈ
后的上清；４．３７℃ 诱导３ｈ后的沉淀；５．２５℃ 诱导３ｈ后
的上清；６．２５℃诱导３ｈ后的沉淀；７．１６℃诱导５ｈ后的上
清；８．１６℃ 诱导５ｈ后的沉淀．
１． Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ；２． Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ
ｕｎｉｎｄｕｃｅｄｂａｃｔｅｒｉａ；３．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒ３ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ３７℃；
４．Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｆｔｅｒ３ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ３７℃；５．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒ
３ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ２５℃；６．Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｆｔｅｒ３ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ２５
℃；７．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒ５ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ１６℃；８．Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｆｔｅｒ５ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔ１６℃．

图３　ＩＧＦ２蛋白的可溶性分析
Ｆｉｇ．３　ＳｏｌｕｂｌｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＧＦ２ｐｒｏｔｅｉｎ

２．５　ＩＧＦ２重组蛋白对三角帆蚌外套膜细胞的
增殖活性分析

ＩＧＦ２重组蛋白对三角帆蚌外套膜细胞的促
生长效果研究结果表明，与对照组（０μｇ／ｍＬ添
加组）相比，各质量浓度添加组均能有效促进细

胞的增殖活性（Ｐ＜０．０５），且随着添加质量浓度
的增高，增殖活性呈现先上升后缓慢下降的趋势。

具体来说，７．５～２２．５μｇ／ｍＬ添加组在 ３～６ｄ
内，均能显著促进细胞增殖活性（Ｐ＜０．０５），其中
１２．５μｇ／ｍＬ添加组的促增殖活性作用最大，与
其他添加组存在显著差异（Ｐ＜０．０５），且与对照
组相比，能够极显著促进细胞增殖活力（Ｐ＜
０．０１），质量浓度继续上升，促生长效果下降；２．５
μｇ／ｍＬ添加组在１～４ｄ内均能促进细胞增殖活
性（Ｐ＜０．０５），但５～６ｄ促增殖效果不显著（Ｐ＞
０．０５，图６）。

１、２、３、４、５分别代表第１、２、３、４、５次洗脱。
１，２，３，４，ａｎｄ５ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅ１ｓｔ，２ｎｄ，３ｒｄ，４ｔｈ，ａｎｄ５ｔｈ
ｅｌｕｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图４　ＩＧＦ２蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＧＦ２ｐｒｏｔｅｉｎ
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１．ｐＥＴ３２ａ（＋）空载体对照；２．ＩＧＦ２蛋白；箭头标记目的条
带。

１．ｐＥＴ３２ａ（＋）ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ；２．ＩＧＦ２ｐｒｏｔｅｉｎ；ａｒｒｏｗｓ
ｍａｒｋｔｈｅｔａｒｇｅｔｂａｎｄｓ．

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定
Ｆｉｇ．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

同一天数的不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｓａｍｅｄａｙｃｏｕｎｔｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．
图６　不同质量浓度ＩＧＦ２蛋白对三角帆蚌外套膜

细胞生长的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＧＦ２
ｐｒｏｔｅｉｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｍａｎｔｌｅｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｍｕｓｓｅｌ

３　讨论

ＩＧＦｓ是一种活性蛋白多肽物质，通过自分
泌、旁分泌或内分泌的形式来发挥生物学作

用［９］。研究［１０１１］表明，ＩＧＦｓ参与到了酪氨酸蛋白
激酶／转录激活因子（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）信号通路，
ＪＡＫ２能够激活 ＳＴＡＴ５，激活后的 ＳＴＡＴ５能够形
成二聚化，然后进入到细胞核内，与 ＩＧＦｓ的转录
调控位点相结合，从而促进 ＩＧＦｓ的表达和分泌。
亚细胞定位结果显示 ＩＧＦ２在细胞核中表达，表
明该蛋白可能参与到转录调控过程，尤其是细胞

增殖、凋亡和免疫调节相关的转录过程。ＩＧＦｓ在
促进线粒体自噬和减少内质网应激等方面起着

保护作用［１２１３］。本实验中，ＩＧＦ２蛋白也在细胞质
中表达，表明该蛋白可能参与细胞内多种生物过

程。

原核表达系统具有操作简单、成本低廉、需

时较短、表达产量高等优点，成为目前最成熟的

蛋白表达系统［１４］。本文使用ｐＥＴ３２ａ（＋）作为原
核表达载体，在羧基末端有６个组氨酸残基（６×
Ｈｉｓ），附着在所表达的蛋白尾部，同时增加重组
蛋白的可溶性表达［１５］。ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示
ｐＥＴ３２ａＩＧＦ２在ＤＥ３中在上清液和包涵体中均
有表达，但主要以可溶性的上清液形式存在，满

足后续纯化的要求，这可能主要与蛋白的本身特

性以及载体有关。本文同时选择了 ３个温度进
行诱导，结果表明３７℃诱导３ｈ可溶性比例较
高，可能是因为在３７℃条件下合成蛋白的速度
较快，蛋白来不及折叠形成包涵体［１６］。蛋白主要

以可溶性形式存在，更好地保持了蛋白的活性，

为下一步蛋白活性分析奠定基础。

研究［１７］表明，人 ＩＧＦ２重组蛋白显著促进了
神经干细胞 ＮＳＰｓ的增殖和自我更新，并增加了
ＮＳＰｓ中Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ１和 ＦＡＢＰ７等几种干细胞基因
的ｍＲＮＡ表达水平，哲罗鱼（Ｈｕｃｈｏｔａｉｍｅｎ）ＩＧＦ２
重组蛋白能够有效地刺激虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｍｙｋｉｓｓ）性腺细胞和鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）上皮细胞
的增殖［１８］，说明了动物同源原核表达系统获得的

ＩＧＦ２蛋白能有效促进细胞的增殖活力，这与本研
究结果一致。曹传平等［１９］研究结果表明，在最

低质量浓度为１２．５μｇ／ｍＬ时，人 ＩＧＦ１重组蛋白
才能有效促进人乳腺癌细胞的增殖，存在浓度作

用效应。本实验结果显示ＩＧＦ２蛋白在３～４ｄ时
间内，各质量浓度组均起到有效促进细胞增殖的

作用，但作用水平存在差异；在５～６ｄ时间内，质
量浓度为２．５μｇ／ｍＬ的ＩＧＦ２蛋白对三角帆蚌外
套膜细胞的促增殖效果不显著，这可能是因为添

加到培养基中的 ＩＧＦ２重组蛋白被消耗殆尽；质
量浓度为１２．５μｇ／ｍＬ时促增殖效果最显著，当质
量浓度上升到１７．５μｇ／ｍＬ、２２．５μｇ／ｍＬ时，促增
殖效果下降，同样存在质量浓度作用效应，这可

能与 ＩＧＦ２对细胞同时具有促进生长和诱导凋亡
的双重作用有关［２０］。本研究为制备抗体，Ｐｕｌｌ
Ｄｏｗｎ互作验证等后续功能研究奠定了基础。
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本研究对 ＩＧＦ２蛋白进行了亚细胞定位、原
核表达、活性分析等方面的研究，为进一步研究

ＩＧＦ２在贝类中的生理功能打下了基础，此外，对
于突破细胞体外培养的屏障，促进贝类细胞系的

建立具有重要的意义。
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