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重组人ＩＬ４的克隆、表达和鉴定
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　　摘　要：目的　构建人ＩＬ４重组表达载体，表达纯化并鉴定人ＩＬ４重组蛋白。方法　采用巢式ＰＣＲ技术从健康志愿者外周

血单核细胞（ＰＢＭＣ）总ＲＮＡ中扩增人ＩＬ４开放阅读框基因，将扩增的ＩＬ４目的基因与表达质粒ｐＥＴ１０１／ＤＴＯＰＯ连接，转化大

肠杆菌ＢＬ２１，进行表达纯化和鉴定。结果　采用巢式ＰＣＲ扩增得到ＩＬ４开放阅读框大小为４６０ｂｐ，测序比对显示序列正确。

转化ＢＬ２１后，通过对不同克隆子表达水平的筛选，筛选到高表达ＩＬ４的克隆子，表达和纯化后聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）显示，其融合蛋白大小约为２８×１０３，与目的蛋白大小一致。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结果显示表达的蛋白正确，为人ＩＬ４目的

蛋白。结论　成功表达纯化到人ＩＬ４重组蛋白。
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　　ＩＬ４和ＩＬ１３由Ｔｈ２和肥大细胞产生，通过激活嗜酸性粒

细胞、巨噬细胞和树突状细胞促进气道炎症，增强成纤维细胞

的增殖、活化引起气道重塑；激活Ｂ细胞产生ＩｇＥ；刺激气道上

皮细胞、杯状细胞产生黏液；激活气道平滑肌细胞引起气道高

反应性，在过敏性炎症疾病中起着重要的作用［１６］。

ＩＬ４与ＩＬ１３共享信号途径。ＬａＰｏｒｔｅ等
［７］在《Ｃｅｌｌ》上发

表了ＩＬ４、ＩＬ１３及其受体的晶体结构，并展示了细胞外过程

如何影响信号传导的专一性。通过ＩＬ４和ＩＬ１３进行的信号

传导对Ｔ细胞发育和Ｔ细胞介导的免疫响应（过敏）十分重

要［８１２］。ＩＬ４和ＩＬ１３通过一个由细胞因子和两个受体组成

的杂合三聚体复合物传导信号。ＩＬ４的受体复合物有Ⅰ型和

Ⅱ型２种类型，Ⅰ型受体复合物包括ＩＬ４Ｒα和 链γ（ｃ）亚基。

与ＩＬ４结合的Ⅱ型受体是ＩＬ４Ｒα和ＩＬ１３Ｒα１的复合物，也

可作为ＩＬ１３结合的受体，即ＩＬ４和ＩＬ１３通过相同的Ⅱ型受

体传导信号途径［１３－１５］。基于ＩＬ４／ＩＬ１３信号途径在过敏性炎

症疾病中发挥重要的作用，制备中和性抗ＩＬ４和ＩＬ１３双特异

性抗体，从而封阻他们的生物学活性，对于过敏性炎症疾病的

治疗具有很大的潜力。本研究克隆、表达及鉴定人ＩＬ４重组

蛋白，为后期双特异性抗体的构建奠定基础，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　人外周血取自健康志愿者；总ＲＮＡ提取试剂盒

和ｃＤＮＡ 合成试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ公司；ｐＥＴ１０１Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ

ＴＯＰＯ 表 达 试 剂 盒 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；ＯｌｉｇｏｄＴ１５ 和

ＭＭＬＶ反转录酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＮｉＮＴＡ亲和纯化系统

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＩＬ４基因扩增　从健康志愿者外周血中分离单个核细

胞，提取总ＲＮＡ，采用ＴａｋａｒａｃＤＮＡ合成试剂盒合成ｃＤＮＡ。

从美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）中下载人ＩＬ４ｍＲＮＡ

序列，采用巢氏ＰＣＲ扩增ＩＬ４ｃＤＮＡ。首先采用ＩＬ４上游引

物：５′ＴＣＣＣＴＣＧＧＴＴＴＣＡＧＣＡＡＴ３′和下游引物２：５′

ＡＴＣＧＴＣＴＴＴＡＧＣＣＴＴＴＣＣ３′扩增ＩＬ４基因。采用ＴＡ

克隆的方式将扩增片段克隆至ｐＧＭＴ载体中，蓝白斑筛选及

菌落ＰＣＲ验证阳性克隆子。提取质粒，送上海生物技术有限

公司测序正确后，以质粒为模板，采用ＩＬ４上游引物２：５′

ＣＡＣＣＡＴＧＧＧＴＣＴＣＡＣＣＴＣＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴ３′和下游

引物２：５′ＧＣＴＣＧＡＡＣＡＣＴＴＴＧＡＡＴＡＴＴＴＣＴＣ３′扩增

ＩＬ４开放阅读框。ＰＣＲ扩增程序均为９４℃２ｍｉｎ；然后９４℃

３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０次循环；最后７２℃延伸１０

ｍｉｎ。

１．２．２　重组质粒构建与鉴定　取新鲜扩增的ＰＣＲ产物２μＬ，

加入ｐＥＴＤｉｒｃｔｉｏｎａｌＴＯＰＯｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｋｉｔｓ中的ｐＥＴ１０１／Ｄ

ＴＯＰＯ载体１μＬ，反应缓冲液１μＬ，加水补足６μＬ。轻柔混匀

反应混合液，室温２２～２３℃连接３０ｍｉｎ。反应结束后，置冰上

进行后续转化实验。取大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＴＯＰＯ１０ＣａＣｌ２ 感

受态５０μＬ冰上融化后，加入６μＬ连接产物于感受态中，轻柔

混匀后，冰上孵育３０ｍｉｎ，然后于４２℃温育３０ｓ。于冰上放置

２ｍｉｎ后加入２５０μＬＳＯＣ培养基，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ培养１ｈ，
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取１００～２００μＬ涂含氨苄西林的ＬＢ固体平板，３７℃培养过

夜。挑取平板上５～１０个单菌落，进行菌落ＰＣＲ验证质粒中

是否插入了ＩＬ４目的基因。然后将菌落ＰＣＲ阳性的克隆子

在含氨苄西林（１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ液体培养基中３７℃过夜培

养，提取重组质粒ＤＮＡ，送上海生物技术有限公司进行测序验

证插入序列的正确性。

１．２．３　高表达量克隆子的筛选　取来自不同克隆子测序正确

的重组质粒ＤＮＡＩＬ４／ＰＥＴ１０１１０ｎｇ加入１００μＬＢＬ２１感受

肽中，冰浴３０ｍｉｎ，然后４２℃热击３０ｓ，立即放冰上孵育２

ｍｉｎ，加入２５０μＬＳＯＣ培养基后，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养

３０ｍｉｎ。将所有培养产物加入１０ｍＬ含５０μｇ／ｍＬ羧苄西林

的ＬＢ液体培养基中，３７℃过夜培养。次日，接种１ｍＬ过夜

培养的细菌培养物到含５０μｇ／ｍＬ羧苄西林的１０ｍＬＬＢ液体

培养基中，３７℃２５０ｒ／ｍｉｎ培养至细菌犗犇６００＝０．５左右，加入

终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）３７℃继续培养

５ｈ，取１ｍＬ细菌悬液，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，沉淀加入１×

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）上样缓冲液５０μＬ，煮沸５

ｍｉｎ，加样进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

１．２．４　ＩＬ４重组蛋白的表达与纯化　将过夜培养的高表达

ＩＬ４的克隆子细菌培养液２ｍＬ接种到含５０μｇ／ｍＬ羧苄西林

的１００ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ培养至犗犇６００＝

０．５，加入终浓度为１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ于３７℃培养５ｈ后，８０００

ｒ／ｍｉｎ离心培养液１０ｍｉｎ，收集细菌沉淀用于蛋白纯化。按

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的ＮｉＮＴＡ纯化试剂盒的变性条件纯化蛋白。

１．３　ＩＬ４蛋白的鉴定　将表达的ＩＬ４蛋白粗提物进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳后，转尼龙膜（ＮＣ）；然后用封闭液（１×ＰＢＳ中含

２％ ＢＳＡ，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０）室 温 封 闭 ＮＣ 膜 １ｈ。由 于

ｐＥＴ１０１／ＤＴＯＰＯ载体带有６×组氨酸标签，所以加入用封闭

液１０００×稀释的抗组氨酸单克隆抗体（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ，来源

于小鼠）室温孵育１ｈ；洗涤后加入５０００×稀释的马抗小鼠

ＩｇＧＨＲＰ标记抗体（Ｐｒｏｍｅｇａ）室温孵育１ｈ，最后加入化学发

光剂（Ｍｉｎｉｐｏｒｅ）进行显色。

２　结　　果

２．１　ＩＬ４ｃＤＮＡ的扩增　本研究根据 ＮＣＢＩ数据库中的人

ＩＬ４序列分别设计引物对１、２。采用引物对１扩增得到大小

为５４５ｂｐ的ＩＬ４基因片段，将扩增得到的ＩＬ４基因片段克隆

到Ｔ载体ｐＧＭＴ，以提取的质粒ＤＮＡ为模板，采用引物对１、

２扩增到ＩＬ４开放阅读框，其大小为４６０ｂｐ左右，见图１。

　　Ａ：采用ＩＬ４ＬＦ／ＩＬ４ＬＲ引物扩增人ＩＬ４基因；Ｂ：将图１Ａ中ＰＣＲ

扩增产物克隆至ｐＧＭＴ，提取质粒ＤＮＡ作为模板，采用巢氏ＰＣＲ扩

增ＩＬ４开放阅读框。Ｍ：ＤＮＡ分子标记物（１０００ｂｐ）。

图１　　ＰＣＲ扩增人ＩＬ４基因

２．２　ＩＬ４的表达　将扩增后的ＩＬ４开放阅读框基因与载体

ｐＥＴ１０１连接后，转化Ｅ．ｃｏｌｉＴＯＰＯ１０。采用菌落ＰＣＲ技术验

证阳性克隆子，并进行测序。将测序正确的４个克隆子过夜培

养后，提取质粒转化入 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１进行小量表达，并进行

ＳＤＳＰＡＧＥ。结果表明：诱导表达后的蛋白条带大小为２８×

１０３ 左右，与目的条带大小一致。相同条件下４个克隆子中

ＩＬ４１表达量最高，其次是ＩＬ４２和ＩＬ４４，ＩＬ４３基本无表

达（图２）。选取表达量最高的ＩＬ４１进行大量表达，以不加

ＩＰＴＧ诱导产物作为对照，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定。结果显

示：ＩＬ４１加入终浓度为１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导５ｈ后，在２８×

１０３ 处有明显条带，而无ＩＰＴＧ诱导组在２８×１０３ 处无明显条

带，见图３。

　　Ｍ：蛋白质分子量标记物；１：ＩＬ４１；２：ＩＬ４２；３：ＩＬ４３；４：ＩＬ４４。

图２　　挑取不同克隆子表达人ＩＬ４蛋白

　　Ｍ：蛋白分子量标记物；１、２：ＩＰＴＧ诱导表达；３：无ＩＰＴＧ 诱导

表达。

图３　　表达ＩＬ４１

２．３　ＩＬ４的纯化　将大量表达的ＩＬ４１采用 ＮｉＮＴＡ 亲和

纯化柱在变性条件进行了纯化。结果表明，在２８×１０３ 处出现

了单一条带，与目的蛋白大小一致，见图４。

２．４　ＩＬ４蛋白的鉴定　为了确定表达的蛋白即为目的蛋白

ＩＬ４，对表达的ＩＬ４１蛋白进行了 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定。结果显

示，得到的条带大小与诱导表达的蛋白条带大小一致，融合蛋

白为２８×１０３ 左右，说明表达的蛋白正确，为ＩＬ４目的蛋白。

图５中，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳时，分别上样ＩＬ４表达产物粗提

物２μＬ（泳道１），５μＬ（泳道２）和１０μＬ（泳道３），然后转膜进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。图中显示，泳道１加入２μＬ表达产物粗提物

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，上样量比较合适，只出现了特异性的ＩＬ４

条带；随着上样量的增加，泳道２和泳道３出现了少量非特异

性的条带，见图５。
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　　Ｍ：蛋白分子量标准参照物（Ｂｒｏａｄ，Ｔａｋａｒａ）

图４　　纯化ＩＬ４１

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定表达的ＩＬ４１

３　讨　　论

ＩＬ４和ＩＬ１３享用一条受体链和信号传导系统，因此ＩＬ４

和ＩＬ１３功能部分重叠，并在过敏性疾病发病过程中存在一定

的相互关系。ＩＬ４能促进Ｂ细胞分泌ＩｇＥ，促进ＴＨ０细胞向

ＴＨ２细胞分化，从而促进ＩＬ４、ＩＬ５和ＩＬ１３的分泌。ＩＬ１３

能使Ｂ细胞合成的免疫球蛋白向ＩｇＥ转化，诱导炎性反应。有

研究证明，采用受体蛋白同时封阻ＩＬ４和ＩＬ１３的活性，可有

效缓解过敏性炎症疾病的症状，抑制疾病的进一步发展［１５］。

本研究克隆表达了人ＩＬ４蛋白，可用作抗原为后期筛选全人

源抗ＩＬ４，ＩＬ１３双特异性抗体奠定基础。

ｐＥＴ表达系统是大肠埃希菌中克隆和表达重组蛋白的最

强大系统，由Ｔ７启动子驱动系统，可高水平的表达外源目的

基因。ｐＥＴ１０１表达载体是Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司在ｐＥＴ表达载体

系列上改进的新产品。其Ｃ端带有 Ｈｉｓｔａｇ标签，用于蛋白的

纯化和鉴定。商业线性化的ｐＥＴ１０１载体带有ＧＴＧＧ突出序

列，只需在引物设计时在引物５′端加入ＣＡＣＣ序列，就可直接

将ＰＣＲ产物与载体连接、转化，省去了繁琐的酶切步骤，并且

表达的蛋白产量高，完全满足于后期筛选抗体时大量抗原的

需求。

ｐＥＴ１０１表达载体携带有氨苄西林抗性基因。而本实验

中采用了羧苄西林作为抗性选择标记是因为氨苄西林抗性基

因编码β内酰胺酶分泌到培养基中可水解氨苄西林，使抗生素

失活。由于β内酰胺酶的催化作用可使培养基中的氨苄西林

快速去除，导致非选择性条件，如果质粒不稳定，则会导致质粒

丢失或低表达。羧苄西林通常比氨苄西林更为稳定，用羧苄西

林代替氨苄西林有助于增加表达量，具有防止质粒丢失的作

用，可保证重组质粒的正确性及质量。
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