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杜拉鲁肽类似药（27C7）的蛋白表达及理化性质分析

赵丽丽，谢艺嘉，王玲玲，朱中松，张贵民，刘 忠*

山东新时代药业哺乳动物细胞高效表达国家工程实验室，山东 临沂 273400

摘 要：目的 真核表达杜拉鲁肽类似药胰高糖素样肽 l（GLP-1）-Fc融合蛋白（27C7），并与杜拉鲁肽进行理化性质比较。

方法 构建真核表达载体 pCHO1.0-GLP-1-Fc，并用脂质体转染CHO细胞，经甲氨蝶呤和嘌呤霉素加压筛选，再单克隆筛

选，得到 1株高表达的细胞模型。采用 Protein A亲和层析法纯化目的蛋白，SDS-PAGE检测蛋白大小，质谱仪进行高分辨

分子量检测，高效液相色谱法检测蛋白纯度，毛细管等点聚焦电泳（CIEF）检测蛋白等电点，细胞活性功能评价杜拉鲁肽

与 27C7生物活性的一致性。结果 通过SDS-PAGE、样品高分辨分子量检测，27C7与杜拉鲁肽分子量一致；分子排阻色谱

检测 27C7与杜拉鲁肽单体纯度接近，CIEF显示 27C7与杜拉鲁肽的等电点一致；体外活性检测结果表明，27C7与杜拉鲁肽

的生物学活性一致。结论 类似药27C7与杜拉鲁肽具有一定的一致性，可进行下一步的类似药研发工作。
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Expressing Glucagon-like Peptide-1-Fc Fusion protein and detecting the

physicochemical properties of protein
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Abstract: Objective To express dulaglutide similar drugs Glp-1-fc fusion protein (27C7) with eukaryotic expression system, and

compared the physicochemical properties with the dulaglutide. Methods Construct Eukaryotic expression vector of pCHO1.0-GLP-

1-Fc, and transfect CHO cells by Liposomes, after MTX and puromycin pressure screening, then the monoclonal screening was

carried out, a high expression cell model was obtained. Purified the fusion protein by Protein A affinity chromatography. Detect

protein size by SDS-PAGE, detect high resolution molecular weight detection by mass spectrometer , detect protein purity by High

Performance Liquid Chromatography (HPLC). And detect protein isoelectric point by Capillary isocenter focusing electrophoresis

(CIEF), cell biology function to assess whether the cytological function were consistent between the biological similar drugs and

dulaglutide. Results By SDS-PAGE and high-resolution molecular weight detection, the molecular weight of 27C7 was the same as

that of Dularutin; the ratio of 27C7 to Dularutin was similar by molecular exclusion chromatography; and the isoelectric point of

27C7 was the same by CIEF; the biological activity of 27C7 was the same as that of Dularutin in vitro. Conclusion The Similar drug

27C7 has a certain degree of consistency with the dulaglutide, and can be used for further research.
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近 年 来 ，以 胰 高 糖 素 样 肽 l（glucagon like

peptide-1，GLP-1）研究为基础的糖尿病新药成为糖

尿病药物治疗领域的热点。1969年，Unger等发现

了“肠促胰岛素效应”，在 2型糖尿病患者中，肠促胰

素作用减退，肠促胰素主要由GLP-1和糖依赖性胰

岛素释放肽（GIP）组成，2型糖尿病患者GIP的促胰

岛素分泌作用受到损害，而GLP-l的上述作用则不

受影响。GLP-1是由胰高血糖素原基因翻译后经特

异剪切生成的［1］，它通过与受体结合产生作用，使得

胞内的腺苷酸环化酶活化而环腺苷酸（cAMP）含量

升高，同时可以促进胞内Ca2+浓度的上升，从而提高

胰岛素基因的转录、表达和分泌［2］。GLP-1促胰岛
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素分泌作用呈严格的血糖浓度相关性，当血糖低于

一定阈值（通常 4.5 mmol/L）时，该作用消失，故可使

低血糖发生率明显下降。现认为 GLP-1 部分是通

过直接与胰岛 GLP-1 受体结合实现胰岛素分泌增

加［3］，有学者认为在生理条件下，通过迷走神经通路

作用于胰岛 β细胞是GLP-1促进胰岛素分泌的主要

机制［4-5］。GLP-1还具有减轻体质量的功效，灿德尔

等［6-7］研究显示，GLP-1是通过多种途径产生降低体

质量的作用，包括抑制胃肠道蠕动和胃液分泌，抑

制食欲及摄食，延缓胃内容物排空。此外，GLP-1具

有促进 β细胞增殖和分化、抑制 β细胞凋亡、保护心

血管、降低血压、增强免疫和抗炎、神经保护、增强

外周组织对糖的摄取、抑制肝糖输出、使中枢应激

能力增强等作用［8-9］。然而，天然的GLP-1在体内被

二肽基肽酶-IV（dipeptidyl-peptidase-IV，DPP-IV）水

解成为 GLP-1（9-37）而丧失活性［10］。因此，设计

GLP-1类似物来克服酶切位点的降解和提高单体的

活性显得尤为重要。

目前GLP-1类似物药物主要有GLP-1类似物艾

塞那肽、人工合成长效GLP-l类似物利拉鲁肽、杜拉

鲁肽等，均已通过FDA、SFDA批准，并在国内、外上

市用于糖尿病治疗。杜拉鲁肽（商品名 Trulicity®）

是由美国 Lily 公司研发的新型长效 GLP-1R 激动

药，由两个具有DPP-4抑制作用的GLP-1类似物和

人免疫球蛋白重链 IgG4-Fc片段融合得到，其活性

与内源性GLP-1相似，作用于胰岛 β细胞，激活腺苷

酸环化酶作用，增加细胞中的 cAMP含量，促进胰岛

素基因的转录、胰岛素的合成和分泌，同时刺激胰

岛 β细胞的增殖和分化，抑制其凋亡，增加数量，起

到保护 β细胞的作用。杜拉鲁肽也作用于胰岛 α细

胞，抑制胰高血糖素的释放。另外，杜拉鲁肽通过

作用于胰岛 δ细胞，促进生长抑素的分泌，生长抑素

也可抑制胰高血糖素的分泌［11-12］。杜拉鲁肽半衰期

为 5 d，能有效延缓肾脏的清除作用。FDA 于 2014

年 9月批准杜拉鲁肽皮下注射液上市［13］，欧盟委员

会于 2014年 12月批准杜拉鲁肽皮下注射液在欧洲

上市。本研究主要表达杜拉鲁肽类似药 27C7，并与

原研药进行理化性质对比。

1 材料

1.1 质粒与细胞

中国仓鼠卵巢细胞（CHOS）、真核表达载体

pCHO1.0，购自 Invitrogen 公司；HEK293 细胞购自

ATCC；GLP-1-Fc基因序列由上海生工生物合成。

1.2 主要试剂

杜拉鲁肽，购自礼来公司，批号C535781AA，规

格 1.5 mg/0.5 mL；核酸内切酶AvrII和Bstz17I，购自

NEB；DNA marker，购自 Thermo Scientific 公司；T4

连接酶、核酸内切酶 PvuI，购自 TAKARA 公司；

Dynamis、Forti-CHO、OptiPRO-SFM细胞培养基，购

自 Gibco 公 司 ；转 染 试 剂 Freestyle MAX，购 自

Invitrogen公司；质粒小量抽提试剂盒、DNA胶回收

试剂盒、PCR产物纯化试剂盒，购自TAKARA公司；

质粒中量抽提试剂盒，购自于OMEGA；cAMP检测

试剂盒，购自CISBIO。引物由上海生工生物工程有

限公司合成。其余化学试剂均为国产的分析纯试剂。

1.3 主要仪器

高效液相色谱仪（UltiMate 3000）；全柱成像毛

细管等点聚焦电泳仪（iCE3）；生物膜干涉分析

仪（Qctet-K2，ForteBio）；蛋白纯化系统（SCG）；高分

辨质谱仪（XevoG2-xsQTof，Waters）；超高效液相色

谱（UPLC Acquity UPLC H-CLASS，Waters）；酶标

仪（BioTek，NE02）。

2 方法与结果

2.1 表达质粒的构建

构建 pCHO1.0-GLP-1-Fc 真核表达载体，见图

1A。用限制性内切酶 AvrII 和 Bstz17I 进行双酶切

并通过琼脂糖凝胶电泳鉴定，GLP-1-Fc 为 888 bp，

见图 1B。将酶切鉴定正确的克隆送至上海生工生

图1 pCHO1.0-GLP-1重组质粒示意图（A）和重组质粒经AvrII和Bstz17I双酶切鉴定电泳图（B）

Fig. 1 pCHO1.0-GLP-1-FC recombinant plasmid（A）and electrophoretogram of double enzyme digestion（B）
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物进行测序。

2.2 稳定表达目的蛋白细胞株筛选

将测序正确的质粒进行中提，并用核酸内切酶

PvuI 进行线性化处理。将线性化后质粒浓缩至

1 mg/mL 以上，用转染试剂 Freestyle MAX 转染

CHO 细胞。转染 24 h 后，将细胞密度调整至 0.5×

106/mL，用不同浓度甲氨蝶呤（MTX）和嘌呤霉素进

行两轮加压培养。待细胞活力恢复，进行亚克隆筛

选。最后挑选出1株高表达细胞株，27C7。

2.3 目的蛋白表达纯化

将细胞株进行扩大培养，补糖培养 10 d 后，收

上清。采用 Protein A亲和层析法纯化目的蛋白，首

先制备 protein亲和柱，用磷酸盐平衡柱子后，将离

心并 0.4 μm滤膜过滤的细胞培养上清过柱，然后用

磷酸盐洗至吸光度值接近于零，用甘氨酸-HCL 溶

液洗脱，收集峰值区的洗脱液，经透析后备用。

2.4 SDS-PAGE还原及非还原电泳检测蛋白大小

配制 12%的分离胶、5%浓缩胶，室温下待其凝

固后，用于蛋白质电泳。将制备好的凝胶转至电泳

槽内，加入 1×蛋白电泳液，每孔加入 25 μL“2.3”项

蛋白样品，与 2 μL预染蛋白分子标准Marker同时进

行电泳。先在 80 V电压条件下电泳，待观察溴酚蓝

进入分离胶后，改为 120 V电压电泳，至溴酚蓝跑至

凝胶底端，电泳完成。

SDS-PAGE还原及非还原电泳检测蛋白大小，

27C7与杜拉鲁肽相对分子质量一致，还原前相对分

子质量约 65×103，还原后相对分子质量约为 40×103，

结果见图2。

2.5 样品高分辨相对分子质量检测

取部分供试品切糖，采用超高效液相色谱系统

进行分离，平衡色谱柱。由自动进样器上样，再经

色谱柱梯度分离，梯度分离条件如表 1，检测波长

280 nm。供试品用XevoG2-XS QTof质谱仪进行质

谱分析，采用正离子模式，毛细管电压 3.0 kV；样品

电压 60 V；离子源温度 150 ℃；脱溶剂气温度

450 ℃；锥孔气体积流量 50 L/h；脱溶剂气体积流量

600 L/h；扫描设置 m/z 200～4 000，tuv：280 nm，柱

温80 ℃。

经测试，供试品 27C7 样品的相对分子质量为

59 672.315 3，杜拉鲁肽相对分子质量为 59 672.66，

两者差值为 0.34，色谱图见图 3，相对分子质量

见图4。
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ter purification；5-27c7 non reduction sample in cell culture superna‐

tant；6-dulaglutide non reduction sample

图2 SDS-PAGE还原及非还原电泳检测蛋白大小

Fig. 2 Detection of protein size by SDS-PAGE reduction

and non reduction electrophoresis

表1 色谱柱梯度洗脱条件

Table 1 Gradient elution conditions of chromatographic
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图3 杜拉鲁肽（A）和27C7（B）色谱图

Fig. 3 Chromatogram of dulaglutide (A) and 27C7 (B)
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2.6 分子排阻色谱法（HPLC-SEC）测蛋白纯度

HPLC-SEC 法测定 27C7 的纯度 ，色谱柱为

Tskgel G3000 SWXL，上样10 μL，280 nm检测。

分子排阻色谱测 27C7和杜拉鲁肽保留时间均

为9.342 min，27C7单体质量分数为96.96%，杜拉鲁

肽单体质量分数为97.73%，结果如图5。

2.7 全柱成像毛细管等电聚焦电泳（iCIEF）检测蛋

白的等电点

将样品超滤脱盐并稀释，取 25 μL样品加入载

体两性电解质、0.5 μL PI marker4.10、0.5 μL PI

marker7.05，混匀后 12 000 r/min 离心 5 min 去气泡

后，进样分析。同时，取杜拉鲁肽作为对照品进行

检测。27C7与杜拉鲁肽目的峰出峰位置基本一致，

结果如图6。

2.8 体外生物活性测定

GLP-1通过与受体结合产生作用，使得胞内的

腺苷酸环化酶活化而 cAMP含量升高，促进胰岛素

基因的转录、胰岛素的合成和分泌。将不同浓度的

杜拉鲁肽及 GLP-1-FC 融合蛋白作用于表达有人

GLP-1受体的HEK293细胞，通过CISBIO cAMP检

测试剂盒检测 cAMP含量变化，确定GLP-1-Fc融合

蛋白浓度与 cAMP含量之间形成的量效关系。

如图7所示，GLP-1-IgG4-Fc 27C7能够促进表达有

GLP-1受体的HEK293产生cAMP，且呈现剂量相关性，

表明，GLP-1-IgG4-Fc的生物学活性与对照品一致。

3 讨论

细胞转染 24 h 后，用不同浓度的 MTX 和嘌呤

霉素进行两轮加压筛选，得到 4个表达目的蛋白较

高的细胞库，再将细胞库通过有限稀释法进行克隆

化筛选。最终得到表达量约为 2 g/L的单克隆细胞

株。扩大培养后，采用 Protein A亲和色谱法纯化目

的蛋白。通过与上市药杜拉鲁肽比较，蛋白电泳及

质谱仪分析显示，27C7与杜拉鲁肽蛋白大小一致，

HPLC-SEC说明 27C7纯度较高，CIEF说明 27C7与

杜拉鲁肽蛋白等电点接近，体外活性实验说明 27C7

与杜拉鲁肽活性一致。综上所述，该蛋白与标准品

具有一定的一致性，可以进行下一步的类似药研发

工作。
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