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要"目的
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构建含人单链白细胞介素
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#基因的原核表达载体!在大肠杆菌中表达具有活性的
H+J/-0'9

$方法

!

*A\

法从质粒
N

A,'80H+J/-0'9

中扩增
H+J/-0'9

基因!经酶切&连接构建原核表达载体
N
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#

0H+J/-0'9

!转入到大肠杆菌

W-9'

"

.[8

#中!用异丙基
0

%

0.0

硫代半乳糖苷"

/*1=

#诱导表达!收集菌液进行蛋白质印迹分析!经镍柱亲和层析"

)

"

9>

0)1,

#纯化!

体外增殖实验检测其生物学活性$结果
!

*A\

扩增&双酶切及
.),

序列测定证实
N

[195$

"

>

#载体上成功插入了
H+J/-0'9

基因

片段$表达产物经
(.(0*,=[

电泳分析!证明其相对分子质量为
7&d'&

8

%蛋白质印记表明重组蛋白具有
H+J/-0'9

抗原活性%表

达产物纯化&复性后进行体外生物学活性实验表明!该重组蛋白能刺激外周血单核细胞"

*W!A

#产生
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$结论
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0H+J/-0'9

原核表达载体的构建和重组
H+J/-0'9

蛋白的制备为进一步研究
H+J/-0'9

生物学功能和临床应用奠定了基础$
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%又名自然杀伤细胞

刺激因子$

)b(3

%#或称为细胞毒淋巴细胞成熟因子$

A-!3

%#

它是由抗原呈递细胞#如巨噬细胞*

W

淋巴细胞等在免疫应答

过程中产生的具有多种生物学活性细胞因子'它能促进
1

细

胞和自然杀伤细胞的增殖#诱导干扰素$

/3)

%

0

&

等多种细胞因

子的产生#调节
1H&

细胞向
1H'

细胞分化发育#具有较强的抗

肿瘤*抗病毒*抗感染的作用(

'

)

'

/-0'9

是由
*%&

和
*86

两个

亚基通过二硫键构成的异二聚体细胞因子(

9

)

#只有当这两个亚

基形成异源二聚体时#

/-0'9

分子才具有生物活性(

8

)

#单个
*%&

或
*86

亚基的过量表达还会产生活性抑制作用(

%

)

'本实验使用

的人单链
/-0'9

$

HFO$#+"#

L

MIJH$"#/-0'9

#

H+J/-0'9

%全长基因由

编码
*%&

和
*86

的
9

个基因经一段接头序列连接而成#用其构

建原核表达载体#经大肠杆菌
W-9'

进行诱导表达并获得了有

活性的重组
H+J/-0'9

#为进一步研究
H+J/-0'9

生物学功能和临

床应用奠定了基础'

?

!

材料与方法

?<?

!

材料

?<?<?

!

质粒与菌株
!

质粒
N

A,'80H+J/-0'9

*原核表达载体

N

[195$

$

>

%*大肠杆菌
.R6

'

*

W-9'

$

.[8

%由本室保存'

?<?<@

!

试剂
!

限制性核酸内切酶*

1

%

.),

连接酶为
1$b$\$

公司产品&高保真即用
*A\

扩增试剂盒*

e)1f0'&

柱式
.),

胶回收试剂盒为上海生工生物工程公司产品&镍离子亲和层析

柱$

)"

9>

0)1,

%购自
f"$

L

I#

公司&

[A-

化学发光试剂盒试剂

盒购自武汉博士德公司&鼠抗人
/-0'9

单克隆抗体购自
\g.

公司&羊抗鼠
/

L

=0

辣根过氧化物酶$

R\*

%购自武汉博士德公

司&

/-0'9

国际标准品*人
/3)0

&

酶联免疫吸附法$

[-/(,

%试剂

盒购自
\g.

公司&其余化学试剂均为国产分析纯'

?<?<A

!

寡核苷酸引物设计与合成
!

根据
=I#W$#Y

中
H+BM-0'9

的
J.),

序列设计引物#由上海生工生物工程公司完成'上游

引物!
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$划线

%9'8

重庆医学
9&''

年
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月第
%&

卷第
8'

期

"

基金项目"贵州省科委重大攻关项目$

9&&%)=h&&9

%&贵州省教育厅重点项目$
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部分为
O%&

"

酶切位点%#下游引物!

6]0,AA==,=A1A11,

==,,=A,11A,=08]

$划线部分为
G*9

"

酶切位点%'

?<@

!

方法

?<@<?

!

H+J/-0'9

的
*A\

扩增
!

以质粒
N

A,'80H+J/-0'9

为模

板#在
6&

(

-

反应体系中#加入上*下游引物各
8

(

-

#模板

N

A,'80H+J/-0'9'

(

-

#

9d*A\ !$+EI496

(

-

#扩增条件为

:%Z

预变性
'&O"#

#

:%Z

变性
'O"#

#

?9Z

退火
'O"#

#

79Z

延伸
9O"#

#

8&

个循环#

79Z

延伸
5O"#

'

*A\

产物经琼脂糖

凝胶电泳观察结果'

?<@<@

!

重组原核表达质粒的构建和鉴定(

6

)

!

*A\

产物与表

达载体
N

[195$

$

>

%分别用限制性内切酶
O%&

"

和
G*9

"

双酶

切后#用回收试剂盒回收#连接回收的目的基因与原核表达载

体片段#并转化感受态
.R6

'

#挑取阳性菌落进行扩增并小量

提取质粒进行酶切鉴定'鉴定阳性的菌株送上海生工进行生

物工程公司测序'

?<@<A

!

H/-0'9

蛋白的诱导表达及纯化
!

将测序正确的质粒

转化
W-9'

$

.[8

%感受态细胞#筛选阳性克隆'将阳性克隆接

种于含卡那霉素的
-W

液体培养基#

87Z

培养至
2.

$

?&&

%为

&<6

#经异丙基
0

%

0.0

硫代半乳糖苷$

/*1=

%#终浓度为
'OOCM

"

-

#进行诱导表达
%H

(

?

)

#菌液离心弃上清#超声裂解菌体#收集

上清及裂解物沉淀行
(.(0*,=[

电泳'彻底溶解裂解物沉

淀#用镍柱亲和层析法
)"

9>

0)1,

纯化目的蛋白#按照
f"$

L

I#

公司
)"

9>

0)1,

使用说明书进行#纯化蛋白经过透析复性#

(.(0*,=[

电泳和薄层扫描分析蛋白纯度#对蛋白进行冻干

保存准备用于活性检测'

?<@<B

!

蛋白质印迹分析
!

将上述诱导后的裂解菌液进行

(.(0*,=[

电泳后#参考文献(

7

)进行#电转移至
*c.3

膜上#

用
6@

脱脂奶粉封闭
'H

#磷酸盐缓冲液$

*W(

%洗涤&与一抗室

温反应
9H

#

*W(

洗涤&与
R\*

标记的二抗室温反应
9H

#洗

涤&用
[A-

试剂室温孵育
'O"#

#进行暴光*显影和定影'以未

经诱导的细菌裂解液和用空载体转化的细菌诱导物作对照'

?<@<G

!

重组蛋白生物学活性测定
!

分离人外周血单个核细胞

$

*W!A

%#用含
'&@

胎牛血清的
\*!/'?%&

培养基调整活细胞

浓度为
'd'&

? 个"
O-

#向
:?

孔板中每孔加入细胞悬液
'&&

(

-

'

将标准品用含
'&@

胎牛血清的
\*!/'?%&

培养基稀释成
9#

L

"

O-

#原核表达的不同浓度的重组
H+J/-0'9

蛋白#分别按每孔

'&&

(

-

加入含有细胞悬液的
:?

孔板中#每组设
8

个复孔#置

87Z

*

6@A2

9

培养箱中孵育
9%H

后#收集上清液用
[-/(,

试

剂盒测定
/3)0

&

的含量#操作步骤按试剂盒说明书完成'

?<A

!

统计学处理
!

所有数据用
(*((''<6

统计软件进行统计

学分析#计量资料用
P ?̀

表示#组间比较采用方差分析#以
!

&

&<&6

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@<?

!

原核表达载体
N

[195$

$

>

%

0H+J/-0'9

的鉴定
!

以质粒

N

A,'80H+J/-0'9

为模板#

*A\

扩增
H+J/-0'9J.),

'将
H+J/-0

'9

克隆入
N

[195$

$

>

%中#构建重组原核表达载体
N

[195$

$

>

%

0H+J/-0'9

#重组质粒经
*A\

扩增和
O%&

"

*

G*9

"

双酶切

鉴定#可见大小约
'?&&S

N

的条带#经测序证实结果正确#表明

原核表达载体构建成功#见图
'

'

@<@

!

重组蛋白的表达与纯化
!

将重组基因工程菌经
/*1=

诱

导#超声裂解后#对全菌裂解液进行
(.(0*,=[

分析#相对分

子量为
7&d'&

8 的外源蛋白表达水平大大提高#该蛋白质的相

对分子质量与
H+J/-0'9

融合蛋白理论相对分子质量一致#见图

9

#镍柱亲和层析后获得了纯度在
:6@

以上的
H+J/-0'9

蛋白'

@<A

!

重组蛋白质印迹鉴定
!

蛋白质印迹分析表明#经
/*1=

诱导后的菌体裂解液能与抗体发生特异反应#经
[A-

显色#曝

光#胶片上在相对分子质量为
7&d'&

8 处出现特异性反应条

带#见图
8

#与目的蛋白带一致#而空载体未见显色反应'

!!

!

!

.),

标准&

'

*

9

!

*A\

扩增产物&

8

!空载体&

%

!

N

[195$

$

>

%

0

H/-0'9

质粒经
O%&

"

*

G*9

"

双酶切后的产物

图
'

!!N

[195$

$

>

%

0H+J/-0'9

的
*A\

和酶切鉴定

!!

!

!蛋白质分子量标准&

'

!未诱导的
W-9'

$

.[8

%&

9

!

%

!

/*1=

诱导

后的
W-9'

$

.[8

%

图
9

!!N

[195$

$

>

%

0H+J/-0'9

在大肠杆菌
W-9'

$

.[8

%

中表达的
(.(0*,=[

分析

!!

!

!蛋白质分子量标准&

'

!阴性对照&

9

!

%

!诱导表达后的菌体蛋白

图
8

!!

诱导表达菌体的蛋白质印迹分析

@<B

!

H+J/-0'9

生物活性测定
!

以浓度为
6#

L

"

O-

的蛋白标

准品和浓度分别为
9

*

%

和
?#

L

"

O-

的重组
H+J/-0'9

蛋白作用

于人
*W!A

#同时以
*W(

作为对照#检测
/3)0

&

表达量分别为

$

7'9<6̀ 87<6

%

NL

"

O-

*$

9%8<5̀ ''<:

%

NL

"

O-

*$

%?7<?̀ 89<'

%

NL

"

O-

*$

7%?<9̀ 8:<6

%

NL

"

O-

#

*W(

对照组表达量为$

9'<6`

5<?

%

NL

"

O-

'经统计学处理#标准品和不同浓度梯度原核表达

的
H+J/-0'9

分别与
*W(

空白对照组相比#差异有统计学意义$

!

&

&<&'

%#表明原核表达的
H+J/-0'9

能够促进
*W!A

产生
/3)0

&

#证明重组原核表达载体能够表达有生物活性的
H+J/-0'9

'

A

!

讨
!!

论

/-0'9

是一种重要的细胞因子#由
*%&

和
*869

个亚基经

69'8
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9&''

年
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月第
%&

卷第
8'

期



二硫键共价结合而成的异源二聚体(

5

)

'一级结构
*%&

有
8&?

个氨基酸#含
%

个理论糖基化位点和
'&

个半胱氨酸&

*86

有

':7

个氨基酸#含
8

个理论糖基化位点和
7

个半胱氨酸(

:

)

'

H+/-0'9

是一个多功能的免疫调节因子#具有较强的抗肿瘤和

抗转移的作用(

'&

)

#而且不良反应小'

提高蛋白表达量的首要因素#是选择适合的载体与宿主

菌(

''

)

'本研究选用了
17

表达系统中的
N

[195$

表达载体'

N

[1

系列载体以
17

为启动子#可使目的基因得到高效转录与

翻译'由于该表达系统在目的表达产物的
)

端融合了一段
?

个组氨酸标签序列#有利于天然条件下用金属鳌合层析进行融

合蛋白的纯化#本实验使用
)"

9>

0)1,

纯化目的蛋白#

)"

9>与

组氨酸结合#在纯化过程中分辨率高*选择性好*操作方便#可

获得的重组蛋白纯度高'而组氨酸标签相对分子质量小#无生

物活性#一般对重组蛋白的功能无影响'与其他表达系统相

比#大肠杆菌表达系统蛋白表达量高#容易纯化#且具有遗传背

景清楚*成本低*培养周期短*抗污染能力强等特点(

'9

)

'

本实验成功将
H+J/-0'9

克隆入原核表达载体
N

[195$

$

>

%中#在大肠杆菌
W-9'

$

.[8

%获得高效表达'表达产物以

包涵体的形式存在#包涵体的形成#可使在胞内表达的外源蛋

白不易被细菌的蛋白酶所降解#同时也有利于重组蛋白的分离

纯化'包涵体经过洗涤*溶解*

)"

9>

0)1,

纯化以及蛋白质的

复性等步骤后#获得了纯度约为
:6@

的重组
H+J/-0'9

蛋白#

蛋白质印迹表明重组蛋白具有
H+J/-0'9

抗原活性'经纯化*

复性后的表达产物进行体外实验表明#表达
H+J/-0'9

能刺激

*W!A

产生
/3)0

&

#提示该重组蛋白具有生物学活性'本研究

成功实现
H+J/-0'9

蛋白在原核系统中的表达#为其进一步的

理论研究和临床应用奠定基础'
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!

OC4IEH$#

D

F+E$

O$EEI4CKM"KI$#BBI$EH

(

a

)

<)$E\ITA$#JI4

#

9&&9

#

9

$

'&

%!

7?%077?<

(

'8

)

2Y$OCEC!

#

c$#(E4

G

!

#

AHF#

L

-

#

IE$M<!"#$

#

$#/M%4I0

N

4I++C4

#

JC#E4CM+1HIM

N

I4E

GN

I9S"$+

(

a

)

<)$E/OOF#CM

#

9&&:

#

'&

$

5

%!

579057:<

(

'%

)

!IMI#[

#

eOI4Y$

D

IKK(

#

)

G

SI4

L

3

#

IE$M</#EI4$JE"C#SI0

EPII#T$4"$#E+"#EHI"#EI4MIFY"#0%4IJI

N

EC4$M

N

H$$#B"#0

EI4MIFY"#0:4IJI

N

EC4

L

I#I+"#JH"MBHCCB PHIIV"#

L

!

IT"0

BI#JIK4CO$S"4EHJCHC4E+EFB

G

(

a

)

<AM"#[U

N

,MMI4

LG

#

9&&?

#

8?

$

''

%!

'8:'0'8:5<

(

'6

)

AH$#/R

#

-IF#

L

13

#

1$#

L

)-

#

IE$M<=I#I0

L

I#I"#EI4$J0

E"C#+KC4$+EHO$$#B

N

M$+O$ECE$M/

L

[JC#JI#E4$E"C#"#

AH"#I+IJH"MB4I#

(

a

)

<a,MMI4

LG

AM"#/OOF#CM

#

9&&?

#

''7

$

'

%!

'970'88<

(

'?

)

cI4JIMM".<=I#I0I#T"4C#OI#E"#EI4$JE"C#+"#$+EHO$$#B

$MMI4

LG

!

EHII#BCKEHISI

L

"##"#

L

(

a

)

<AF442

N

"#,MMI4

LG

AM"#/OOF#CM

#

9&'&

#

'&

$

9

%!

'%60'%5<

$收稿日期!

9&''0&80&:

!

修回日期!

9&''0&60'9

%

?9'8

重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期


