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摘要： 旨在开发适用于犬猫神经营养治疗的安全制剂。 采用基因工程技术应用 ｐＥＴ－３２ａ 载体构建猫神经生长因子 （ＦＮＧＦ） －２ 重组表达载体，
蛋白诱导表达后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法使用 Ｈｉｓ 标签抗体和商品化神经生长因子抗体对表达产物进行特异性验证， 并利用大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤

（ＰＣ１２） 细胞分化试验评估其生物学活性。 结果： 试验优化了 ＦＮＧＦ 基因序列并去除信号肽序列与前导肽序列， 将优化后的片段命名为 ＦＮＧＦ－２，
在成功克隆 ＦＮＧＦ－２ 基因后， 构建了 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达载体， 成功表达 ＦＮＧＦ－２； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法证实 ＦＮＧＦ－２ 可被特异性识别； ＰＣ１２ 细

胞分化试验显示， 经 ＦＮＧＦ－２ 处理 ４８ ｈ 后， 可观察到神经突生长， 表明ＦＮＧＦ－２ 能有效诱导细胞分化且具备良好的生物活性。 综上所述， 本研究

成功获得具有生物活性的重组 ＦＮＧＦ－２， 为其在犬猫神经营养治疗中的临床应用提供了试验依据。
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神经营养因子家族中最早被发现且研究最为深入的成

员， 在神经系统的发育、 维持及损伤修复中扮演着核

心角色［１］。 ＮＧＦ 为效应神经元 （如交感神经元和感

觉神经元） 的存活与分化所必需， 它通过与其高亲

和力受体原肌球蛋白受体激酶 Ａ （ＴｒｋＡ） 结合， 激

活下游信号通路， 调控神经元的基因表达， 促进神经

突起的生长、 定向延伸以及突触的形成， 并有效防止
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发育过程中神经元数量的自然凋亡减数［２－３］。 其次，
对于成熟神经系统， ＮＧＦ 持续发挥着维持神经元功

能与结构完整性的作用， 例如， 由海马和皮层产生的

ＮＧＦ 可通过逆行运输机制维持基底前脑胆碱能神经

元的存活及其功能活性［４－５］。 当神经系统遭受外伤、
缺血、 缺氧或毒性损害时， ＮＧＦ 能通过抑制毒性氨

基酸的释放、 减轻钙离子超载、 清除氧自由基以及抑

制细胞凋亡等多种机制， 发挥显著的神经保护效应，
并为轴突再生提供适宜的微环境， 影响再生神经的质

量与速度［６－７］。 ＮＧＦ 的神经营养作用并非局限于外周

神经系统， 其对中枢神经系统 （如胆碱能神经元、
肾上腺素能神经元等） 同样具有重要的调控功能［８］。

值得注意的是， ＮＧＦ 还可以促进创口组织的修

复反应， 加速创口愈合。 例如， ＮＧＦ 可以通过激活

角膜上皮细胞的增殖和迁移， 加速溃疡愈合。 研究表

明， 局部应用 ＮＧＦ 可改善角膜上皮缺损， 缩短愈合

时间， 并减少继发感染风险［９－１０］。 ＮＧＦ 是连接靶组

织与神经元、 调控神经系统正常生理功能与损伤后修

复的关键信号分子。 对 ＮＧＦ 功能的深入理解不仅揭

示了神经系统发育与维持的基本规律， 也为多种疾病

的治疗提供了重要的理论依据与应用前景， 例如在周

围神经损伤及多种疼痛综合征中的治疗潜力［１， ８］。 随

着基因工程抗体、 递送系统 （如纳米载体） 等技术

的不断发展， 以 ＮＧＦ 为靶点的治疗策略显示出日益

广阔的应用前景。 本研究通过原核系统成功表达出猫

神经生长因子 － ２ （ ｆｅｌｉｎｅ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ － ２，
ＦＮＧＦ－２）， 其在具备促进轴突生长及调控突触可塑

性的同时具备更好的犬猫同源性， 在宠物 “家人化”
趋势深化及宠主的支付能力提升的背景下， 有望扩展

到犬猫神经营养性疾病领域， 为犬猫神经营养性治疗

的制剂研发提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 猫组织样本

猫脑组织和肺组织样本来源于南京农业大学动物

医学院内科组冻存。 试验获得南京农业大学伦理委员

会的 伦 理 批 准 ［ 认 证 编 号： ＳＹＸＫ （ Ｓｕ ） ２０１１ －
００３６］。
１􀆰 ２　 主要试验材料

一抗稀释液、 Ｔ４ 连接酶、 ＮＧＦ 兔单克隆抗体、
Ｈｉｓ 标签蛋白纯化试剂盒 （耐变性剂型）， 购自上海

碧云天生物技术股份有限公司； Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法蛋白浓度

试剂盒、 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 上样缓冲液， 购自北京兰杰柯

科技有限公司； ２×Ｐｒｏ Ｔａｑ ＰＣＲ 预混液 （含染料）、
２× ＡｐｅｘＨＦ ＦＳ ＰＣＲ 预混液、 ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ 提取试剂盒、
反转录试剂预混液， 购自湖南艾科瑞生物工程有限公

司； 胶回收试剂盒购自建诺为生物技术 （江苏） 有

限公司； 限制性内切酶 ＸｈｏⅠ、 ＥｃｏＲⅠ购自ＴａＫａＲａ
（日本）； 超灵敏 ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒购自

Ａｂｂｋｉｎｅ （美国）； １８０ ｋＤａ 预染蛋白分子量标准

（Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ） 购自南京诺唯赞生物科

技股份有限公司； ２００ ｋＤａ Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ
购自 武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司； ２５０ ｋＤａ
Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ 购自生工生物工程 （上海）
股份有限公司； Ｈｉｓ 标签一抗购自武汉三鹰生物技术

有限公司； 鼠兔通用二抗购自 Ａｂｍａｒｔ （美国）。 试验

所用 ＰＣ１２ 细胞以及基因工程菌 ＤＨ５α 与 ＢＬ２１ 均来

自南京农业大学动物医学院内科组实验室。
１􀆰 ３　 ＦＮＧＦ 序列获取

根据 ＮＣＢＩ 公布的 ＦＮＧＦ 对应的 ＣＤＳ 基因序列，
利用设计好的特异性引物 ＦＮＧＦ－Ｆ （５′－ＡＴＧＴＣＣＡＴ⁃
ＧＴＴＧＴＴＣＴＡＣＡＣＴＣＴＧＡＴＣ－３′） 作为上游， ＦＮＧＦ－Ｒ
（５′－ ＴＣＡＧＧＣＴＣＴＴＣＴＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣ － ３′） 作为下游，
从猫组织中提取 ＲＮＡ 反转录合成的 ｃＤＮＡ 为模板，
进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系 （５０ μＬ）： ２５ μＬ ２×
ＡｐｅｘＨＦ ＦＳ ＰＣＲ 预混液， ２ μＬ 上游引物， ２ μＬ 下游

引物， ２ μＬ ｃＤＮＡ 模板， １９ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。 反应条件：
９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９８ ℃ １５ ｓ， ５５ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃
１ ｍｉｎ， 共 ３０ 次循环； ７２ ℃终延伸 ５ ｍｉｎ， ４ ℃保存。
ＰＣＲ 产物在 １２０ Ｖ、 ３０ ｍｉｎ 的条件下进行琼脂糖凝胶

电泳， 在紫外凝胶成像系统中观察电泳结果。
１􀆰 ４　 ＦＮＧＦ－２ 基因序列获取与酶切位点添加

采用基因与蛋白质分析工具 Ｎｏｖｏｆｏｃｕｓ、 Ｅｘｐａｓｙ
等对其进行空间构象、 亲水性、 疏水性等分析， 比对

确定 ＦＮＧＦ 第 １１３ ～ ２３８ 位氨基酸复性后为成熟肽的

同时去除了信号肽， 更易于表达， 截取该段序列并进

行序列优化为 ＦＮＧＦ－２。 设计引物， 上游引物 ＦＮＧＦ－
２－Ｆ： ５′－ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＴＣＡＡＣＡＧＧＡＣＴＣ －３′ （下划线

处为 ＥｃｏＲⅠ酶切位点）， 下游引物 ＦＮＧＦ－２－Ｒ： ５′－
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＧ － ３′ （ 下 划 线 处 为

ＸｈｏⅠ酶切位点）， 引物由生工生物工程 （上海） 股

份有限公司合成。 以 １􀆰 ３ 中扩增出的 ＦＮＧＦ 基因为模

板， ＰＣＲ 扩增获取 ＦＮＧＦ － ２ 序列。 ＰＣＲ 反应体系

（５０ μＬ）： ２５ μＬ ２×ＡｐｅｘＨＦ ＦＳ ＰＣＲ 预混液， ２ μＬ 上

游引物， ２ μＬ 下游引物， ２ μＬ 模板， １９ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。
反应条件： ９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９８ ℃ １５ ｓ， ５５ ℃
１５ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， 共 ３０ 次循环； ７２ ℃ 终延伸

５ ｍｉｎ， ４ ℃保存。 ＰＣＲ 产物在 １２０ Ｖ、 ３０ ｍｉｎ 的条件

下进行琼脂糖凝胶电泳， 在紫外凝胶成像系统中观察

电泳结果。
１􀆰 ５　 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 原核表达载体的构建

ｐＥＴ－３２ａ 原核表达载体经 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ限制

·１４·畜牧与兽医　 ２０２６ 年　 第 ５８ 卷　 第 ８ 期



性核酸内切酶双酶切处理， ３７ ℃酶切 ２ ｈ。 ｐＥＴ－３２ａ
载体酶切产物与鉴定无误后的 ＰＣＲ 产物 ＦＮＧＦ－２ 经

１％ 琼 脂 糖 凝 胶 进 行 电 泳， 参 考 胶 回 收 试 剂 盒

ＧｅｎｅＰｒｅｐ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明进行回收纯化。 将

ＦＮＧＦ－２ 基因的胶回收片段也按上述酶切体系进行酶

切， 之后利用 Ｔ４ 连接酶与酶切后的原核表达载体

ｐＥＴ－３２ａ 于 １６ ℃连接 ２０ ｈ， 成功构建了 ｐＥＴ－３２ａ－
ＦＮＧＦ－２ 原核表达载体。
１􀆰 ６　 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 重组菌株构建与 ＰＣＲ 鉴定

吸取全部 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 质粒与 ＤＨ５α 感受

态细胞混匀， 冰浴 ３０ ｍｉｎ， ４２ ℃热激 ４５ ｓ， 再次冰

浴 ２ ｍｉｎ， 加入无抗性的 ＬＢ 液体培养基， 置于摇床

１ ｈ （３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ）。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 短暂离心后吸

弃部分上层上清液， 余下液体与沉淀用移液枪混匀，
用涂布器涂布于含有氨苄抗性的琼脂平板上， ３７ ℃
培养 １２ ｈ。 挑取白色圆形的单菌落， 接种于 ５ ｍＬ 氨

苄抗性的 ＬＢ 液体培养基中培养， ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ
振荡培养 １０ ｈ。 提取质粒， 用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ对提

取的 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 质粒进行双酶切， ３７ ℃水浴

酶切 ２ ｈ。 酶切成功的质粒送生工生物工程 （上海）
股份有限公司进行测序鉴定， 及时保存经测序鉴定正

确的菌液和质粒。 将 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 质粒与 ＢＬ２１
感受态细胞混匀， 冰浴 ３０ ｍｉｎ， ４２ ℃热激 ４５ ｓ， 再

次冰浴 ２ ｍｉｎ， 加入无抗性的 ＬＢ 液体培养基， 置于

摇床 １ ｈ （３７ ℃， ２００ ｒ ／ ｍｉｎ）。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 短暂离心

后吸弃上层， 余下的用移液枪混匀， 涂布于氨苄抗性

的平板上， 在 ３７ ℃温箱中倒置培养 １２ ｈ。 挑取单菌

落接种于含有氨苄霉素的 ＬＢ 液体培养基中， １８０
ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ８ ｈ， 可获得 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 重组

表达菌。 取菌液进行 ＰＣＲ 鉴定， ＰＣＲ 反应体系

（５０ μＬ）： ２５ μＬ ２×Ｐｒｏ Ｔａｑ ＰＣＲ 预混液， ２ μＬ 上游

引物， ２ μＬ 下 游 引 物， １ μＬ 菌 液 模 板， ２０ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ。 上游引物为 Ｔ７ －Ｆ： ５′ － ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣ⁃
ＴＡＴＡＧＧ － ３′， 下 游 引 物 为 ＦＮＧＦ － ２ － Ｒ： ５′ －
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＧ － ３′。 反 应 条 件：
９４ ℃预变性 ８ ｍｉｎ； ９８ ℃ ５ ｓ， ５５ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃
１ ｍｉｎ， 共 ３５ 次循环； ７２ ℃终延伸 ２ ｍｉｎ， ４ ℃保存。
１􀆰 ７　 重组蛋白 ＦＮＧＦ－２ 的表达及纯化复性

把复苏完毕的菌液接种于含有氨苄抗性的 ＬＢ 液

体培养基中， 持续培养， 细菌 ＯＤ６００ ｎｍ值达到 ０􀆰 ６ 后，
加入诱导剂 ＩＰＴＧ 于菌液中， 进行诱导培养， 培养期

间收集诱导菌液。 使用 ＰＢＳ 溶液洗涤菌体 ３ 次， ５×
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 上样缓冲液加入其中， 混匀吹散后， 于

沸水中进行煮样， 之后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测， 确定

蛋白的表达情况， 探索蛋白表达条件。
将可以表达 ＦＮＧＦ － ２ 的 ＢＬ２１ 甘油保存菌于

３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜复苏， 将复苏菌置于 ＬＢ 培养

基中大量扩增培养至 ＯＤ６００ ｎｍ值 ０􀆰 ６ 左右， 加入终浓

度为１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导表达 ４ ｈ， 收集菌体， 将

菌体悬液反复冻融 ３ 次并进行超声破碎， 将菌体悬液

置于离心机进行离心， 离心后收集其上清液， 利用滤

器对杂质进行去除。 利用 Ｈｉｓ 标签蛋白纯化试剂盒

（耐变性剂型） 进行蛋白纯化， 使用 １０ 倍于纯化柱

体积的去离子蒸水对蛋白纯化柱进行清洗， 再使用 ５
倍于纯化柱体积的包涵体 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 对蛋白纯化

柱进行结合平衡操作。 将 ＦＮＧＦ－２ 蛋白样品上柱， 保

证其缓慢流出， 使其充分结合于蛋白纯化柱， 并使用

５ 倍体积的包涵体 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 对蛋白进行除杂操

作， 最后使用 ５ 倍于纯化柱体积的包涵体 Ｅｌｕｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ （含有 ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑） 对目的蛋白进行洗

脱。 将洗脱后的蛋白样品制样并进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 确

定蛋白纯化效果。
将纯化后的 ＦＮＧＦ－２ 蛋白装入透析袋中， 依次将

透析袋置于含有 ６、 ４、 ２ 和 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 不同浓度尿素的

复性缓冲液中， 对 ＦＮＧＦ－２ 进行包涵体蛋白的复性。
复性结束后， 将蛋白置于无 Ｋ＋ ＰＢＳ 中进行透析， 除

去咪唑， 共透析 ３ 次， 复性和透析操作每隔 ８ ｈ 换液

１ 次。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将 ＦＮＧＦ－２ 蛋白原液与 ５×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 上样缓冲

液混合并充分混匀， 随后在沸水浴中加热变性。 处理

后的样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离， 之后将蛋白条带转

印至 ＰＶＤＦ 膜上。 分别使用 Ｈｉｓ 标签抗体或商品化

ＮＧＦ 抗体作为一抗进行孵育， 随后利用鼠兔通用二

抗进行孵育。 二抗孵育结束后， 回收二抗工作液， 并

使用 ＴＢＳＴ 缓冲液对膜进行清洗。 在清洗的同时， 将

ＥＣＬ 化学发光底物 Ａ 液与 Ｂ 液按等体积比例混合，
配制新鲜的检测工作液。 随后用洁净的镊子取出

ＰＶＤＦ 膜， 以滤纸吸去膜表面残留液体， 将 ＥＣＬ 工作

液均匀覆盖在膜上， 于避光条件下孵育 １ ｍｉｎ。 最后，
将膜的蛋白面朝上置于超灵敏化学发光成像系统中，
进行曝光检测。
１􀆰 ９　 重组蛋白 ＦＮＧＦ－２ 活性鉴定

将 ＰＣ１２ 细胞以每孔 ３×１０５ 个的密度接种于 １２
孔板中。 使用含 ５％胎牛血清和 １０％马血清的 ＲＰＭＩ－
１６４０ 完全培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下在细胞

培养箱中进行培养。 培养 １８ ｈ 后， 弃去原培养基，
每孔加入 １ ｍＬ 新鲜配制的完全培养基， 分别设置空

白对照组 （加入 ＰＢＳ）， ｐＥＴ－３２ａ 空载蛋白组 （加入

ｐＥＴ－３２ａ 空载蛋白 １００ ｎｇ ／ ｍＬ， 即阴性蛋白对照），
ＦＮＧＦ－２ 处理组 （加入 ＦＮＧＦ－２ 蛋白 １００ ｎｇ ／ ｍＬ）。
每组设 ６ 个复孔。 加样后， 将细胞放回培养箱继续培
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养至４８ ｈ。 培养结束后， 在倒置相差显微镜下系统观

察细胞形态变化。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＦＮＧＦ－２ 序列获取与 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 质粒

的构建

　 　 以猫组织中提取的 ＲＮＡ 反转录合成的 ｃＤＮＡ 为

模板， 进行 ＰＣＲ 扩增， 如图 １Ａ 所示， 获得 ７２５ ｂｐ
大小的 ＦＮＧＦ 基因序列， 与预期相符。

以 ＦＮＧＦ－２－Ｆ 为上游引物， ＦＮＧＦ－２－Ｒ 为下游

引物进行 ＰＣＲ 扩增后， 如图 １Ｂ 所示， 在 ５００ ｂｐ 与

２５０ ｂｐ 之间得到单一条带， 其结果与 ＦＮＧＦ－２ 序列预

期大小 （３９５ ｂｐ） 相符。
ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 质粒测序结果如图 １Ｄ 所示，

质粒双酶切鉴定结果如图 １Ｃ 所示， 被酶切的质粒呈

现为 ２ 段， 分别为目的基因 ＦＮＧＦ－２ （３９５ ｂｐ） 与被

酶切的 ｐＥＴ－３２ａ 质粒 （５ ８５５ ｂｐ）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １􀆰 脑组织； ２􀆰 肺组织； ３􀆰 ＦＮＧＦ－２ 基因片段； ４􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 酶切产物。
Ａ． ＦＮＧＦ 基因 ＰＣＲ 扩增； Ｂ． ＦＮＧＦ－２ ＰＣＲ 扩增； Ｃ． ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ 重组质粒双酶切鉴定； Ｄ． ｐＥＴ３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 测序结果比对。

图 １　 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 质粒的构建

２􀆰 ２　 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 重组菌菌落的构建

挑取单克隆菌落扩大培养后进行菌液 ＰＣＲ 检测，
结果如图 ２Ａ 所示， 核酸胶条带结果与预期大小

（９７６ ｂｐ） 相符， 经测序与目标序列 １００％匹配。
ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 重组菌菌落如图 ２Ｂ 所示， 白

色菌落为已经导入 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 质粒的重组菌

菌落。
２􀆰 ３　 ＦＮＧＦ－２ 最适表达条件优化

最适诱导温度、 诱导时间的优化， 结果如图 ３Ａ
所示， 其分子量在 ３３ ｋＤａ 左右。 ｐＥＴ３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 在

３７ ℃诱导 ４ ｈ 表达量最高。
在最适诱导温度与诱导时间的条件下， 对最适

ＩＰＴＧ 浓度进行优化并进行可溶性检测， 结果如图 ３Ｂ
所示。 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 在 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度 ＩＰＴＧ 下

表达量最高， 目的蛋白分子量在 ３３ ｋＤａ 左右， 部分

为包涵体沉淀。
２􀆰 ４　 ＦＮＧＦ－２ 蛋白纯化

按照最适条件进行大量培养， 经镍柱上样、 洗脱

后在约 ３３ ｋＤａ 处可获得较为纯净的 ＦＮＧＦ－２ 蛋白，
其纯化结果如图 ４ 所示。
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； Ｎ． 空质粒阴性对照； １～５􀆰 菌落 ＰＣＲ 阳性菌株。
Ａ． ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 重组菌 ＰＣＲ 鉴定： Ｂ． ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 重组菌菌落。

图 ２　 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 重组菌鉴定与菌落形态

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 １６ ℃诱导 ２ ｈ； ２􀆰 １６ ℃诱导 ４ ｈ； ３􀆰 １６ ℃诱导 ６ ｈ； ４􀆰 ３７ ℃诱导 ２ ｈ； ５􀆰 ３７ ℃诱导 ４ ｈ； ６􀆰 ３７ ℃诱导 ６ ｈ；
７􀆰 对照菌 ｐＥＴ－３２ａ 空载； ８􀆰 未诱导 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达菌； ９􀆰 未诱导对照菌 ｐＥＴ－３２ａ 空载； １０􀆰 对照菌 ｐＥＴ－３２ａ 空载； １１􀆰 未诱导 ｐＥＴ－

３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达菌； １２􀆰 未诱导对照菌 ｐＥＴ－３２ａ 空载； １３􀆰 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导全菌； １４􀆰 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导全菌； １５􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导全菌；
１６􀆰 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导菌破碎后 （含沉淀）； １７􀆰 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导菌破碎后 （含沉淀）； １８􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱导菌破碎后 （含沉淀）； １９􀆰 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 诱

导菌破碎后上清液； ２０􀆰 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导菌破碎后上清液； ２１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导菌破碎后上清液。
Ａ． ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达菌 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导的最适温度与诱导时间优化； Ｂ． ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达菌 ３７ ℃诱导 ４ ｈ 的最适 ＩＰＴＧ 浓度优

化与可溶性检测。

图 ３　 ＦＮＧＦ－２ 最适表达条件优化

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达菌全菌； ２􀆰
蛋白上样后的流穿液； ３􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达菌沉淀； ４ ～ ８􀆰 分别

为纯化洗脱时按时间顺序第 １～５ 个洗脱液收集管中的纯化产物。

图 ４　 ＦＮＧＦ－２ 蛋白的纯化

２􀆰 ５　 ＦＮＧＦ－２ 蛋白稳定性

测定纯化的 ＦＮＧＦ－２ 样品的浓度， 分析在纯化过

程中以及－２０ ℃冻存 ３ 个月的条件下， 是否会造成

ＦＮＧＦ－２ 的降解。 结果如图 ５ 显示， ＦＮＧＦ－２ 在凝胶

上呈单一条带， 且条带位置在纯化前后和冻存前后没

有发生变化。 经 ＩｍａｇｅＪ 软件分析， 纯化的 ＦＮＧＦ－２
纯度在 ９０％左右， 表明在纯化过程中以及－２０ ℃保存

３ 个月的条件下， ＦＮＧＦ － ２ 没有降解， 其分子量为

３３ ｋＤａ 左右。
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Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 纯化后 ＦＮＧＦ－２； ２􀆰 保存 ３ 个月纯

化后的 ＦＮＧＦ－２； ３􀆰 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达菌全菌。

图 ５　 ＦＮＧＦ－２ 蛋白的稳定性检测

２􀆰 ６　 ＦＮＧＦ－２ 蛋白与抗 Ｈｉｓ 标签和商品化 ＮＧＦ 抗体

免疫印迹检验

　 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果如图 ６Ａ 所示， Ｈｉｓ 标签抗体可

与 ＦＮＧＦ－２ 蛋白产生特异性反应， 在 ３３ ｋＤａ 左右处

出现特异性条带。 如图 ６Ｂ 所示， 商品化 ＮＧＦ 抗体可

与 ＦＮＧＦ－２ 蛋白产生特异性反应， 在 ３３ ｋＤａ 左右处

出现特异性条带。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准； １􀆰 ＦＮＧＦ－ ２ 蛋白 （ Ｈｉｓ 标签抗体）；
２􀆰 ＦＮＧＦ－２ 蛋白 （商品化 ＮＧＦ 抗体）。

图 ６　 ＦＮＧＦ－２ 蛋白利用抗 Ｈｉｓ 标签抗体 （Ａ）、
商品化 ＮＧＦ 抗体 （Ｂ） 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

２􀆰 ７　 ＰＣ１２ 诱导法检测 ＦＮＧＦ－２ 的活性

ＰＣ１２ 细胞诱导试验结果显示， 空白对照组与

ｐＥＴ３２ａ 空载蛋白组 ２４ ｈ 与 ４８ ｈ 并未见明显细胞分化

如图 ７Ａ、 ７Ｂ、 ７Ｄ、 ７Ｅ。 加入 ＦＮＧＦ－２ 组 ２４ ｈ 出现细

胞形态变化如图 ７Ｃ， ４８ ｈ 出现细胞分化如图 ７Ｆ。

图 ７　 ＰＣ１２ 细胞诱导分化试验

３　 讨论

本研究成功构建了 ｐＥＴ－３２ａ－ＦＮＧＦ－２ 表达载体，
实现了 ＦＮＧＦ－２ 的原核表达。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示，
Ｈｉｓ 标签与商品化 ＮＧＦ 抗体均呈特异性阳性反应， 证

实了表达蛋白的正确性与抗原性。 进一步的 ＰＣ１２ 细

胞分化试验表明， ＦＮＧＦ－２ 能够诱导细胞突触延伸和

形态分化， 验证了其具备完整的生物学活性。 这一结

果与神经生长因子通过激活高亲和力受体 ＴｒｋＡ 调控

神经元发育与分化的经典机制相符［１１－１２］。 ＮＧＦ 作为
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神经营养因子家族的核心成员， 不仅在外周神经系统

（如感觉神经元和交感神经元） 的存活、 突触形成及

损伤修复中发挥关键作用， 对中枢神经系统 （如基

底前脑胆碱能神经元的功能维持） 亦具有重要调控

功能［１３－１４］。 本研究通过原核系统高效表达具有生物

活性的 ＦＮＧＦ－２， 为犬猫神经营养性治疗制剂的开发

提供了可靠的蛋白来源。
然而， 原核表达系统虽具有成本低、 产量高的优

势， 但其真核蛋白修饰能力的缺失可能导致表达产物

在翻译后修饰 （如糖基化） 方面与天然蛋白存在差

异［１５］。 尽管 ＰＣ１２ 细胞试验证实了 ＦＮＧＦ－２ 的体外活

性， 但其在体内的稳定性、 免疫原性及药代动力学特

性仍需进一步评估。 此外， ＮＧＦ 的双重功能特性

（兼具神经营养与致痛作用） 要求其在治疗应用中需

精准调控剂量与递送方式， 以避免痛觉敏化等不良

反应［１６－１７］。
未来研究会聚焦于以下方向： 优化ＦＮＧＦ－２ 的复

性工艺与规模化制备流程， 以提高其产率与稳定性；
开发高效递送系统 （如缓释微球、 靶向纳米载体或

基因治疗策略）， 实现 ＮＧＦ 在损伤部位的可控释放与

长效作用； 在大型动物模型中系统评估ＦＮＧＦ－２ 制剂

的安全性、 药代动力学特性及神经修复效能， 探索其

与其他神经营养因子的协同效应， 以全面提升其对感

觉与运动神经功能的恢复能力。 此外， 进一步探索

ＦＮＧＦ－２ 制剂在慢性疼痛管理中的平衡点， 通过精准

剂量调控最大化其神经营养作用的同时最小化致痛

风险。
综上所述， 本研究尝试为开发具有自主知识产权

的兽用神经营养制剂提供理论基础， 通过多技术融合

与剂型创新， ＦＮＧＦ－２ 有望为犬猫等宠物的神经损伤

修复与功能恢复提供安全有效的解决方案。 后续工作

可结合递送技术突破与大型动物模型验证， 推动

ＦＮＧＦ－２ 制剂向临床应用转化。
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ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ： ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ， ｃｏａｔｉｎｇ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｖｅｓｓｅｌｓ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０２０， ９ （４）： ９５８．

［１３］ ＭＡＮＮＩ Ｌ， ＲＯＣＣＯ Ｍ Ｌ， ＢＩＡＮＣＨＩ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ：
ｂａｓｉｃ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃ⁃
ｔｏｒｓ， ２０１３， ３１ （４）： １１５－１２２．

［１４］ ＲＯＣＣＯ Ｍ Ｌ， ＳＯＬＩＧＯ Ｍ， ＭＡＮＮＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ：
ｅａｒｌｙ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｃｅｎｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，
２０１８， １６ （１０）： １４５５－１４６５．

［１５］ ＨＵＡＮＧ Ｌ， ＬＩＡＮＧ Ｙ， ＨＯＵ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＤＸ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｅｐｔ Ｌｅｔｔ， ２０２４，
３１ （３）： ２３６－２４６．

［１６］ ＨＩＲＯＳＥ Ｍ， ＫＵＲＯＤＡ Ｙ， ＭＵＲＡＴＡ Ｅ． ＮＧＦ ／ ＴｒｋＡ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｓ ａ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｐａｉｎ ［ Ｊ ］ ． Ｐａｉｎ Ｐｒａｃｔ， ２０１６， １６ （ ２ ）：
１７５－１８２．

［１７］ ＺＨＯＵ Ｎ， ＧＵ Ｔ， ＸＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏ⁃
ｄｒｕｇ： ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ， ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｏｆ ｎｅｒｖｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｅｎｇ， ２０２３， １７ （１）： ７５．

·６４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ８


