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FGF21-L-Fc 融合蛋白表达及其降糖作用初步评价 
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摘要: 成纤维细胞生长因子-21 (FGF21) 是 FGF 家族成员之一, 最近发现具有独立调节血糖的作用。为了提

高 FGF21 稳定性来达到更好的药效, 通过柔性接头连接, 制备重组融合蛋白 FGF21-L-Fc, 并对其生物学活性和

体内药效学进行初步研究。纯化后的 FGF21-L-Fc 融合蛋白经鉴定, 其分子量和特异性均与理论值相符。经微量

化的 GOD-POD法检测表明, FGF21-L-Fc融合蛋白能刺激体外培养的已分化成熟的 3T3-L1脂肪细胞葡萄糖吸收, 
其葡萄糖消耗率与野生型相比有很大提高; 在 STZ 造模糖尿病小鼠体内, 其药效比野生型持续时间长。结果表

明, 改造的蛋白比野生型药效更持久, 为以后 FGF21 的临床应用奠定了基础。 
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Abstract: FGF21 (fibroblast growth factor 21) is a recently described member of the FGF family.  It has 

been previously demonstrated that FGF21 is a potent regulator of glucose homeostasis.  To improve stability of 
FGF21 for better efficacy, a new form of recombinant FGF21 was generated by fusion of a full length FGF21 
gene and the Fc fragment of human IgG4 with flexible linker sequence.  To examine the glucose regulation  
activity of FGF21-L-Fc, 3T3-L1 pre-adipocytes were differentiated into adipocytes, and glucose uptake activity 
of FGF21-L-Fc was examined by glucose oxidase and peroxidase (GOD-POD) assay.  The results showed that 
in comparison with wild type FGF21, FGF21-L-Fc was more potent in stimulation of glucose uptake by 3T3-L1.  
In vivo studies on the modified protein demonstrated that FGF-L-Fc had a better efficacy in lowering blood  
glucose of the STZ-induced diabetic animals and controlled glucose level for a longer time.  The results provided 
a sound basis for further studies. 
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 成纤维细胞生长因子-21 (FGF21) 是最近发现

具有调节内分泌功能的细胞因子, 主要表达于肝脏

中[1, 2]。Kharitonenkov 等[2]于 2005 年已报道, FGF21  
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具有独立调节血糖作用。近期研究表明: FGF21 可以

不依赖胰岛素调节血糖浓度, 并且大剂量用药也不

会导致低血糖, 对一些组织细胞的脂类代谢也有调

节作用[3, 4]。因此, FGF21 有可能成为治疗糖尿病的新

型药物[5, 6]。 
目前, 对重组人的FGF21降血糖功能的研究很多, 

作者实验室也做了大量研究, 虽然蛋白具有降血糖 
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功能, 但持续时间不长。可能野生型的蛋白通过体外

表达后, 修饰减少, 结构不稳定, 相关活性减弱。因此, 
人为对野生型 FGF21 进行修饰或改造, 也将成为热

点课题之一。 IgG型免疫球蛋白的Fc, 具有许多功能, 
如延长半衰期、形成二聚体利于与受体结合等[7, 8]。

由于结构上的同源性, Fc 融合蛋白表现出的体外药

物代谢动力学特性与同类型的人 IgG 相当。由该方法

制备的一些重要细胞因子 (如 IL-2) 和可溶性受体 
(如 TNF-Rc 和 IL-5-Rc) 药物, 已成功使用在临床上, 
并用于治疗一些特定疾病如类风湿性关节炎等[9]。因

此, 本研究对人的 FGF21 进行改造, 与 IgG4 Fc 通过

一段柔性短肽连接, 构建融合蛋白 FGF21-L-Fc, 使其

具有 FGF21 的疗效, 又有 Fc 的特性, 获得一种具有

稳定、持续降糖作用的新型蛋白药物 (FGF21-L-Fc)。
通过葡萄糖氧化酶-过氧化物酶 (POD-GOD) 法, 在
3T3-L1 脂肪细胞模型中 , 对经纯化后的重组蛋白

FGF21-L-Fc 进行了生物活性鉴定; 并在糖尿病模型

中对其进行了药效分析。 
 

材料与方法 
质粒和菌株  人源野生型 FGF21 从人的肝脏中

提取, 并构建于克隆载体, 质粒 pMD18-T-FGF21 由

本实验室提供。受体菌 E. coli 菌株 DH5α、Rosetta (含
DE3) 由本实验室提供[10]。pMD18-T Simple 克隆载

体购自 TaKaRa 公司; pSUMO 表达载体购自 Life 
Sensors 公司。 

酶和主要生化试剂  高保真 Primer star DNA 聚

合酶、Taq DNA 聚合酶、BsaⅠ、KpnⅠ及 BamHⅠ

均购自 New England Bio Labs 公司; dNTPs、T4 DNA
连接酶、IPTG (异丙基硫代-β-D-半乳糖苷)、溶菌酶

和氨苄青霉素 (Amp) 均购自 TaKaRa 公司; SUMO
蛋白酶 I 由本实验室提供。DNA 回收试剂盒购自上

海华舜生物工程有限公司。亲和层析柱 HisTrapTM FF 
crude colum 和脱盐柱 HiPrepTM 26/10 Desalting 购自

GE 公司; 链脲佐菌素 (STZ) 购自 Sigma 公司; 鼠抗

人 IgG Fc 和辣根过氧化物酶标记 (HRP) 的羊抗鼠

IgG 购自 R&D 公司。 
原核表达载体 pSUMO-FGF21-L-Fc的构建  分

别以 P1、P2 为引物, pMD18-T-FGF21 为模板, 扩增

FGF21-Linker融合基因; 以 P3、P4为引物, pMD18-T- 
Fc 为模板, 扩增 Linker-Fc 融合基因; 然后通过重叠

(overlap) PCR 技术, 以 P1、P4 为引物, FGF21-Linker、
Linker-Fc 基因为模板, 采用 Taq DNA 聚合酶扩增

FGF21-L-Fc 融合基因。其 Linker 为 15 个氨基酸 
(GGGGSGGGGSGGGGS) 的柔性多肽。融合基因 5' 

端带有 BsaⅠ酶切位点, 3' 端带有 BamHⅠ酶切位点。

PCR 产物进行胶回收并与载体 pMD18-T Simple 相连, 
所得质粒经酶切鉴定正确后测序确认 FGF21-L-Fc 融

合基因序列。将测序正确的 FGF21-L-Fc 通过 BsaⅠ、

BamHⅠ构建在原核表达载体 pSUMO (pSUMO- 
FGF21-L-Fc) 上, 酶切鉴定后测序分析其正确性。引

物序列见图 1。 
融合蛋白 SUMO-FGF21-L-Fc 的表达、纯化  将

含有正确序列的重组质粒 pSUMO-FGF21-L-Fc 转化

至表达菌株 Rosetta, 转化后的单菌落接种至 5 mL 的

含氨苄青霉素 (100 u·mL−1) LB 培养基中, 37 ℃培

养 10 h; 以 1∶100 接种于 500 mL 的含氨苄青霉素 
(100 u·mL−1) LB 培养基中, 37 ℃培养 2 h, A600 为

0.3～0.4 时, 加入 IPTG 至终浓度为 0.25 mmol·L−1 进

行诱导, 3 h 后, 分别取诱导及未诱导菌体进行 12% 
SDS-PAGE 电泳并确定表达的目的蛋白占菌体总蛋

白的百分比。菌体经超声破碎后离心 , 上清液经

HisTrapTM FF crude colum 亲和层析, 用杂蛋白洗脱液 
(40 mmol·L−1 咪唑, 300 mmol·L−1 NaCl, 50 mmol·L−1 
Na3PO4, pH 8.0) 洗去杂蛋白后 , 用洗脱液  (500 
mmol·L−1 咪唑 , 300 mmol·L−1 NaCl, 50 mmol·L−1 
Na3PO4, pH 8.0) 洗脱融合蛋白, 收集洗脱的峰。 

融合蛋白 SUMO-FGF21-L-Fc 的脱盐、酶切及

重组蛋白的纯化   融合蛋白经 HiPrepT M 26/10   
Desalting 脱盐后, 收集脱盐峰。收集的融合蛋白加入 

 
P1: 5'-GGTCTCTAGGTCACCCCATCCCTGACTCCAGTCCT-3' 

BsaⅠ 
P2: 5'-CGACCCACCACCGCCGGAGCCACCGCCACCGGAAGCGTAGCTGGG GCTTCGG-3' 

Part of linker                              Sequence of FGF21 3' terminal 
P3: 5'-GGCGGTGGTGGGTCGGGTGGCGGCGGATCTGCGGAGTCCAAATATGGTCCCCCAT-3' 

Part of linker                              Sequence of Fc 5' terminal 
P4: 5'-CGGGATCCTCAACCCAGAGACAGGGAGAGGCT-3' 

BamHⅠ 

Figure 1  Primer sequence of overlap PCR 
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SUMO蛋白酶 I和终浓度为 2 mmol·L−1的DTT, 30 ℃
切割 2 h, 再经 HisTrapTM FF crude colum, 收集紫外

吸收峰, 15% SDS-PAGE 电泳检测。 
融合蛋白 FGF21-L-Fc 的免疫活性检测  采用

一抗为鼠抗人 IgG Fc 的抗体, 二抗为 HRP 标记的羊

抗鼠抗体。将构建的 FGF21-L-Fc 重组蛋白进行蛋白

质印迹分析。首先将样品进行 15% SDS-PAGE, 转移

至硝酸纤维素膜, 用 5%脱脂奶粉封闭, 然后将膜用

相应一抗 (1∶5 000 稀释) 4 ℃孵育过夜 (约 12 h), 
二抗 (1∶10 000 稀释) 室温孵育 2 h 后, 洗涤, 加入

化学发光底物 Super Signal 检测试剂 (Pierce), 暗室

X 光片暗匣曝光、显影。 
融合蛋白 FGF21-L-Fc 对 3T3-L1 脂肪细胞糖代

谢作用的测定  将已分化成熟的 3T3-L1 脂肪细胞[11]

饥饿 12 h, 用 1 000 nmol·L−1 人源野生型的 FGF21 和

1 000 nmol·L−1 改造的 FGF21-L-Fc 蛋白单独处理细 
胞, 在 4、8、20、24、30 和 34 h 分别取培养上清液

2 μL 放入 200 μL 的葡萄糖检测液中测定葡萄糖的含

量[12]。每组数据至少重复 3 次, 并运用统计学分析实

验结果。 
体内药效初步检测  糖尿病鼠模型制备: 采用

6～8周龄的昆明种雄性小鼠, 体重约为 25～30 g; 使
用高脂高糖饲料喂养 3 周以后, 禁食不禁水 8～12 h, 
以 20 mg·kg−1 剂量腹腔注射 STZ, 连续注射 3 次, 间
隔 3 天, 10 天后确认糖尿病鼠模型[13]。 

糖尿病鼠模型建立标准: 具有糖尿病“三多一

少”的症状, 如多饮、多食、多尿、体重减少; 空腹

小鼠血糖值  > 11.1 mmol·L−1。 
给药检测: 给药方式为腹腔注射; 给药时间为上

午餐后大约 9 点整; 共分为 4 组: 阴性对照组 (0.9%
生理盐水)、阳性对照组 (胰岛素 4 u)、FGF21 组 (0.5 
mg·kg−1) 和 FGF21-L-Fc 组 (0.5 mg·kg−1), 每组各 10
只小鼠。实验使用血糖仪, 通过尾部取血 10 μL 并测

定血糖值; 注射前测定血糖值, 注射后每隔 1 h 测定

血糖值。运用 Excel 710 进行统计学分析, 两组间计

量数据比较采用 t 检验, 多组间比较采用方差分析。 
 

结果 
1  FGF21-L-Fc 融合基因及表达载体的鉴定 

用重叠 PCR 方法成功构建 FGF21-L-Fc 融合基因, 
测序结果表明, 融合基因序列与设计一致, 其中FGF21
基因长 543 bp, 编码 181 个氨基酸, Linker 基因长   
30 bp, 编码 15 个氨基酸 (GGGGSGGGGSGGGGS), 

Fc 基因长 687 bp, 编码 229 个氨基酸, 将融合基因 
连入表达载体构建重组质粒 pSUMO-FGF21-L-Fc。
pSUMO 载体是本实验室通过同尾酶改造所得, 质粒

pSUMO-FGF21-L-Fc 不能通过引入的酶切位点鉴定, 
所以本实验采用了序列 FGF21-L-Fc 上游 60 bp 处酶

切位点 KpnⅠ和下游引入酶切位点 BamHⅠ双酶切鉴

定质粒 pMD18-T-FGF21-L-Fc 和 pSUMO-FGF21-L- 
Fc, 得到同样大小为 1 297 bp 的目的片段、2 752 bp
的 T 载体片段和 5 783 bp 的 SUMO 载体片段。酶切

鉴定表明, 本实验成功克隆了 FGF21-L-Fc 融合基因 
(图 2)。 
 

 
Figure 2  Analysis of recombinant vector.  1, 4: DNA marker; 
2: pMD18-T-FGF21-L-Fc digest with KpnⅠ/BamHⅠ; 3: pSUMO- 
FGF21-L-Fc digest with KpnⅠ/BamHⅠ 

 
2  预期构建的融合蛋白模型和预测融合蛋白三维立

体结构 
由 Fc 结构域特性推测融合蛋白 FGF21-L-Fc 形

成稳定的 Y 型结构 (图 3A)。通过网上同源建模软件 
(CPH models 3.0 Server) 预测, 融合蛋白 FGF21-L- 
Fc 的两部分形成各自独立结构, 且 FGF21 仍然保持

了 FGF 家族的三叶草模型结构, 因此不会影响改造

后的 FGF21 的生物功能, 说明本设计方案合理可行 
(图 3B)。 
3  重组质粒 pSUMO-FGF21-L-Fc 在大肠杆菌中的

表达 
将含有重组质粒 pSUMO-FGF21-L-Fc 的 Rosetta

菌株接种后诱导, 加入 IPTG 诱导 3 h 后取样电泳分

析。阳性诱导菌株的表达蛋白薄层扫描图分析结果显

示, 融合蛋白占总菌体蛋白量的 80%, 且为可溶性蛋

白, SUMO-FGF21-L-Fc 融合蛋白电泳带位于分子质

量约为 66 kD 处 (图 4)。 
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Figure 3  FGF21-L-Fc structure sketch map (A) and three- 
dimensional structure of FGF21-L-Fc (B) 
 

 
Figure 4  Analysis of express products of fusion protein in 
SUMO express system.  1: Protein molecular weight marker; 2: 
Lysates of Rosetta cells harboring recombinate SUMO expression 
vector 3 h after IPTG induction; 3: Lysates of Rosetta cells  
harboring recombinate SUMO expression vector without IPTG 
induction 
 
4  SUMO-FGF21-L-Fc 纯化、酶切和重组蛋白

FGF21-L-Fc 纯化及检测 
收集的菌体 , 经超声破碎离心 , 上清液通过

AKTApurifier 100, 经 HisTrapTM FF crude colum 亲 
和层析, 经 HiPrepTM 26/10 Desalting 脱盐, 收集的 
融合蛋白中直接加入 SUMO 蛋白酶 I 和终浓度为   
2 mmol·L−1的 DTT, 30 ℃切割 2 h, 再经 HisTrapTM FF 
crude colum 亲和层析, 收集流穿液, 即为重组 FGF21- 
L-Fc, 15% SDS-PAGE 电泳检测 (图 5)。酶切效率较

高, 1U 蛋白酶可以切 50 μg 融合蛋白 (整个体系中含

65.5 μg 融合蛋白), 切割效率可达到 80% 左右, 且无

氨基酸残基残留。纯化后的成熟融合蛋白分子质量为

46 kD, 纯度达到 98%以上 (图 5)。 

 
Figure 5  Analysis of purified FGF21-L-Fc by SDS-PAGE.  1: 
Unstained protein molecular weight Marker; 2: Purified SUMO- 
FGF21-L-Fc fusion protein; 3: Cleavage products of SUMO-  
FGF21-L-Fc fusion protein with SUMO protease I; 4: Mature 
FGF21-L-Fc protein 

 
5  Western blotting 检测 

纯化后的融合蛋白 FGF21-L-Fc 和蛋白 FGF21, 
通过抗人 IgG Fc 抗体进行检测, 由图 6 可见, 在泳道

3 的 21 kD 处没有条带, 但在泳道 2 的大约 66 kD 处

出现一条清晰的蛋白条带。 
 

 
Figure 6  Western blotting analysis of FGF21-L-Fc and FGF21.  
1: Prestained protein molecular weight marker; 2: FGF21-L-Fc;  
3: FGF21; 4: BSA 

 
6  体外活性检测 

利用本实验室所建立的平台: FGF21 促进已分化

成熟的 3T3-L1 脂肪细胞对葡萄糖的吸收, 通过微量

化的 GOD-POD 法在细胞水平上检测培养基中的葡萄

糖含量[14]。任桂萍等[11]实验证明, 随着 FGF21 成熟

蛋白浓度的增加, 细胞葡萄糖消耗率显著增加, 呈剂

量依赖关系, 浓度为 1 000 nmol·L−1 时, 葡萄糖利用

率最高。因此, 本实验分别用 1 000 nmol·L−1 胰岛素, 
1 000 nmol·L−1 FGF21, 1 000 nmol·L−1 融合 FGF21- 
L-Fc 蛋白处理已分化成熟的 3T3-L1 脂肪细胞, 在 4、
8、16、24、30 和 34 h 分别取样检测。结果 (图 7) 可
见, 胰岛素处理的细胞有糖代谢作用, 与未经处理的
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空白对照组比较差异显著。FGF21 和 FGF21-L-Fc 都

能促进脂肪细胞消耗葡萄糖, 随着作用时间的延长, 
后者促进细胞利用葡萄糖效率比前者高。在处理 16 h
后, 经 FGF21-L-Fc 处理的脂肪细胞与经 FGF21 处理

的细胞相比, 葡萄糖利用率显著增加, 且该作用能持

续到 30 h。结果表明, FGF21-L-Fc 促进细胞对葡萄糖

吸收时间更长 , 效果更显著。因此 , 推测融合

FGF21-L-Fc 比野生型 FGF21 更稳定。 
 

 
Figure 7  The glucose uptake of 3T3-L1 adipocytes treated  
with insulin (1 000 nmol·L−1), FGF21 (1 000 nmol·L−1) and 
FGF21-L-Fc (1 000 nmol·L−1).  The values ( x ± s) shown are 
the average of at least 3 independent measurements.  **P < 0.01 
vs no stimulation control; ##P < 0.01 vs FGF21 stimulation cells 

 
7  体内药效初步检测 

通过 STZ 和高脂高糖成功建立糖尿病小鼠模型, 
测其空腹血糖值大于 11.1 mmol·L−1, 视为糖尿病小

鼠模型[15]。结果 (图 8) 表明: 胰岛素具有快速降糖

作用, 但持续时间短; 融合蛋白 FGF21-L-Fc 比野生

型 FGF21 稳定, 作用时间持久。 
 

 
Figure 8  Analysis of pharmacokinetic efficacy in vivo.  The 
values ( x ± s) shown are the average of at least 3 independent 
measurements.  n = 10.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; ##P < 0.01 
vs FGF21 

讨论 
FGF21 是 FGF 家族的新成员, 具有调节血糖和

血脂的作用, 已成为糖尿病研究领域的新亮点[16]。作

者前期研究表明, FGF21 体外不稳定, 容易降解, 从
而影响其生物活性及药效。此外, 大多数基因工程蛋

白药物存在半衰期短、生物利用度低等问题, 从某些

方面来说影响、限制了其临床应用。目前, Eli Lilly、
Ambrx、Amgen 等公司对野生型 FGF21 的糖代谢、

脂代谢等方面进行了大量的研究。尽管临床前的动物

实验文献较多 [2, 3], 但迄今为止很少见关于野生型

FGF21 改造方面的报道。本研究将 FGF21 与人免疫

球蛋白的 Fc 片段相融合, 目的在于增加 FGF21 的稳

定性和调节血糖作用。 
已有许多文献报道, 将 IgG 的 Fc 段与其他蛋白

质连接而形成融合蛋白, 近年来 Ig 分子 Fc 片段被更

广泛应用于药物蛋白的融合表达[17]。Fc 段融合蛋白

具有许多特性, 如重组蛋白的半衰期更长[18, 19]; Fc 段
亲和层析, 方便进行纯化; Fc 段配套的产品, 方便进

行检测; Fc 结构域, 可以通过形成二聚体分子提高融

合蛋白与受体或配体结合的能力[20, 21]。人 IgG 有 4
种亚型, 即 IgG1、2、3 和 4, 4 种亚型的 Fc 生物学效

应有所不同[22]。本研究所构建的融合蛋白利用 IgG4
的 Fc, 主要原因是其引起细胞免疫反应最低。所以, 
本研究选用 IgG4 的 Fc 片段与 FGF21 通过一段柔性

短肽连接形成融合蛋白 FGF21-L-Fc 应最安全。此

linker 也是疏水性短肽的人工接头 (Gly4Ser1)3, 为 15
个氨基酸的多肽接头序列, 具有良好的折叠性和柔

顺性, 也具有足够的长度, 不会形成空间位阻, 以保

证表达的二聚体蛋白拥有各自独特的功能。 
Mohammadi 等[23]于 2005 年对 FGF21 作用机制

进行初步研究, 推测 FGF21 是以二聚体的形式与受

体结合。本研究成功构建融合蛋白 FGF21-L-Fc, 形
成稳定的抗体 Y 型结构, 并推测与受体结合形成稳定

FGF/受体复合物的结构。融合蛋白 FGF21-L-Fc 通过

pSUMO 载体成功表达, 纯化后的蛋白分别通过促进

已分化成熟 3T3-L1 脂肪细胞的糖吸收实验和降低

STZ 糖尿病模型动物的血糖实验来检测其生物学活

性。细胞糖吸收实验结果表明, 融合蛋白 FGF21-L-Fc
与野生型蛋白 FGF21相比, 16 h后更能有效促进葡萄

糖吸收, 推测其稳定性更好; STZ 糖尿病模型鼠的降

血糖实验结果表明, 与对照组相比, 融合蛋白和野生

型蛋白均能降低血糖, 且融合蛋白作用时间延长。因

此, 推断融合蛋白 FGF21-L-Fc 形成了稳定的 Y 型结

构, 且二聚体形式有利于与其受体结合。 
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本文是首次报道, 利用免疫球蛋白 Fc 段, 对成

纤维生长因子 (FGF21) 进行改造, 并成功构建了融

合蛋白 FGF21-L-Fc。实验结果表明: 与野生型相比, 
其稳定性增强, 药效持久。为 FGF21 的临床应用奠定

了基础。 
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