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人白细胞介素!!!"#$的克隆、融合表达及活性测定

张 颖 刘灿辉 刘玉乐" 田 波
（中国科学院微生物研究所 北京 !%%%1%）

摘 要 取人胎肺做原代培养细胞，2,3诱导后，利用450264技术，扩增出了去掉+端信号肽序列的780
!!9:+3；经序列分析表明，该序列与文献报道序列高度同源，仅#个核苷酸有变化，氨基酸序列完全一致。将此

780!!9:+3克隆入硫氧还蛋白基因融合表达载体;54<=>?的/*33基因#@末端，利用其#@端的蛋白肠激酶切点，

构建符合读码框的融合基因。该融合蛋白在大肠杆菌中表达量达$%A以上。用780"依赖细胞株B5:!及,55
法测定生物学活性，达$C&"D!%&E／F8菌液，对融合蛋白进行了GHIJHKLM)(J测定，并对表达条件作了初步研究。
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人白细胞介素!!（P780!!）是一种多功能的细

胞因子，能影响数种造血细胞的生长和分化，包括早

期多能干细胞和巨核细胞、红细胞前体细胞及巨噬

细胞前体细胞。除对造血细胞的作用外，780!!还

能抑制前脂肪细胞中脂肪的生成；刺激肝细胞中数

种急性期血浆蛋白的产生，刺激结缔组织细胞中金

属蛋白酶的组织抑制剂的产生并对粘膜起保护作用

等［!，$］。

人的白细胞介素!!基因含有&个外显子和O
个内含子，定位于!/号染色体长臂上［#］。!//%年

2-E)等人克隆了780!!9:+3［O］，并随着其功能的不

断阐明，得到各国科学家的重视。=:3于!//B年

!!月批准重组P780!!用于治疗化疗后引起的血小

板减少症［&］。

本文报道了中国人780!!9:+3的克隆与序列

测定，与 国 外 报 道 序 列 进 行 了 比 较；并 将780
!!9:+3插 入 到 硫 氧 还 蛋 白 基 因 融 合 表 达 载 体

;54<=>?［"］中，在大肠杆菌菌株Q!B$O中进行了

表达。;54<=>?含有28启动子，780!!9:+3插入

到其/*34基因的#@端。Q!B$O含有单拷贝的紧密

整合在细菌染色体-F;6位点中的97基因。该基

因处在细菌染色体中一个负责合成色氨酸（JK;）的

启动子的控制下。当培养基中缺乏JK;时，97蛋白

的合成阻止了28启动子的启动；而当培养基中加入

JK;后，97不再合成，28启动子启动融合蛋白JKR30

P780!!的大量合成。合成的融合蛋白在大肠杆菌

胞质中以可溶性形式存在，并可正确折叠，表现出全

部生物学活性。

% 材 料

引产 胎 肺 新 鲜 组 织 取 自 海 淀 医 院。 质 粒

;S)EHIKT;JU?（简称;U?）、;54<=>?；受 体 菌56
0(,#菌株:V&!和Q!B$O由本实验室提供。4+30
WHLJI#45(J-)4+37I()-JT(L?.IJHF、3,’反转录酶、

K4+-ITL#4、X+52I均购自2KHFHW-公司；5-Y;)EI77
购自上海生工生物工程公司；限制酶，5O:+3)T0
W-IH，细胞培养基:,Z,、!"O%购自QTM9(公 司；

2,3购自?TWF-公司。780"细胞依赖株B5:!购

自军事医学科学院。780!!羊抗人多克隆抗体购自

4[:公司。

& 方法和结果

&’% 原代胎肺成纤维细胞的制备及诱导

新鲜胎肺组织，用生理盐水洗净血污，手术剪剪

碎后，加入%C$A胰蛋白酶，#B\消化$P，!$%%K／FTL
离心!FTL，弃上清，沉淀加入生理盐水洗$次后，加

入含血清、双抗的:,Z,洗!次，再悬起，使劲吹

打，使细胞尽量分散开，分装入细胞培养瓶中，#B\，

&A6]$培养箱中培养。$X后，有长梭形细胞贴壁，

换液再培养，直到长梭形纤维细胞长满培养瓶底部。



得到了人胎肺原代成纤维细胞。

将细胞培养基换成无血清!"#"，加入$%!&
’"(（)%*+／!&），$,-./01)中培养23，弃去培养

液，用无菌’45洗)次，胰酶消化后，收集细胞，立

即用于总67(的提取。

!"! 寡核苷酸引物的设计

本研究的目的是获得8&9::;!7(并在!"#$%&
中表达融合蛋白8&9::，故在合成.<端克隆引物’:
时，’:：

!!!!!.<0===>(0000=== 00(00(00>
==$<去掉了全长;!7(中7端的信号肽序列，引入

’()8酶切位点（上画线部分），以便于;!7(克隆；

根据文献报道，8&9::成熟蛋白缺少7端第一个’?@
不影响其生物学活性，所以为便于融合蛋白的切割，

将8&9::;!7(第一个氨基酸残基脯氨酸00>换成

000，从而引入*+,8位点（虚线部分），以便于插入

表达载体中。在合成$<端引物’)时，首先考虑利

用终止密码子>=(附近的序列，但这部分序列与

;!7(内部序列高度同源，故选择了>=(后$<端非

编码区内的一段序列，并加入了酶切位点-,+A8
（下画线部分），’)：.<0===(>00=((==(0>=
>0>0>((0>(=$<
!"# 总$%&的提取、$’()*$合成+,(--./%&及

其克隆

按67(+B*CD"6>@CEFGD@FECG@*DHDCBI说明书提

取一 瓶 细 胞（约:%, 个）总 67(，冷 干 后，溶 于

:%%!&水中，加入)J&?67EDG*"6（2%J／!&）；在引物

’)引 导 下，以 总 67(为 模 板，反 转 录 合 成8&9
::;!7(第一链；再以此为模板，以’:和’)为引

物，用>EKLFJD88做’06，反 应 体 系.%!&，条 件

M2-变性.IG*；M2-2%D，N)-2%D，,)-:IG*，$.个

循环；,)-延伸:%IG*。反应结束后，在:/琼脂糖

凝胶上电泳检测（见图:）。’06产物为一,%%OL左

右的片段，与预期结果相符，将此片段克隆入LP5
中（图)）。转化!A."，得到阳性克隆LP5／38&9::。

对此插入片段进行序列分析，结果表明，中国人胎肺

来源的8&9::;!7(与文献报道序列［2］高度同源，其

中仅:::位、:Q$位=#(，):%位(#=，氨基酸序

列没有变化。

!"0 硫氧还蛋白+,(--融合蛋白表达载体的构建

（图!）

LP5／38&9::用*+,8和-,+A8酶切后，插入

载体L>6RST5的’()8（已消平）及-,+A8之间。

转化大肠杆菌=:,)2，得到阳性克隆L8&9::E。序列

分析 表 明8&9::;!7(以 正 确 的 读 码 框 架 插 入 到

./01基因的下游，两个蛋白之间有正确的肠激酶切

割位点，因此，用肠激酶切去融合蛋白中的硫氧还蛋

白，可得到成熟38&9::。

图: 38&9::的6>9’06产物

SG+U: 6>9’06’?@VJ;C@W38&9::
:X6>9’06L?@VJ;C；)X#!7(／!#$68Y2&)V888

图) 硫氧还蛋白8&9::融合蛋白表达载体的构建

SG+U) 0@*DC?J;CG@*@WC3B./01E*V38&9::WJDG@*
BZL?BDDG@*[B;C@?

!"1 硫氧还蛋白+,(--融合蛋白的表达及表达条

件初步研究

将构建好的含重组质粒L8&9::E的8&9::硫氧

还蛋白表达菌株接种8"0［N］（加(IL）培养基中，

$%-摇过夜，次日按:/接种量转接8"0（(IL）培

养基，$%-分别培养:3、:X.3、)3、)X.3、$3、23、.3、

N3、,3后，加入色氨酸（终浓度:%%!+／I&）诱导，转

入$,-培养23，收菌体。在:%/5!59’(=#［,］上检
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测硫氧还蛋白!"#$$融合蛋白的表达情况。结果表

明，%&’培养(!%)后，表达效果最好。而%&’培

养(*+)，诱导表达不同时间发现，,)时，表达效果

最佳，图%。表达量经扫描达(&-，分子量约%+./。

图% 不同诱导时间)!"#$$融合蛋白表达量

0123% 45678991:;:<<=91:;)!"#$$>?@1<<878;?
85678991:;):=79

$*A>7.87；(!$&3(3+)，%)，%3+)，,)，,3+)，+)，B)，C)，D)

!"# $%&’((融合蛋白的生物学及免疫学活性测定

用!"#B依赖细胞株CE/!和AEE色素还原法

测定)!"#$$融合蛋白的生物学活性［D］，以标准品

F8;8?1G9!;9?1?=?8的H8=I82>做对照，以引起CE/$
细胞$／(最大刺激时的浓度定为=／I"。$I"表达

菌液经离心，释放后，稀释至$"$JKLM中，测活，

结果如图,。活性达(*+BJ$&+=／I"菌液。

图, 白细胞介素$$融合蛋白表达菌液

生物学活性测定

0123, L1:>G?1N1?O:<<=91:;)!"#$$:;CE/$G8PPP1;8
!1;@1G>?89@1P=?1:;

对硫氧还蛋白!"#$$融合蛋白及H8=I82>标准品

进行Q89?87;RP:?分析（图+），表明融合蛋白有免疫

学活性。

图+ )!"#$$融合蛋白Q89?87;RP:?鉴定

0123+ Q89?87;RP:?:<<=91:;)!"#$$
$30=91:;)!"#$$；(3H8=I82>

) 讨 论

我们用新鲜的胎肺组织培养原代成纤维细胞，

经过KAS诱导，TE#KUT得到了)!"#$$G/HS。我

们曾用!"#$"诱导。但没能得到)!"#$$G/HS。所

得到的G/HS除了%个核苷酸与文献报道不同外，

没有发现氨基酸的变化。

许多外源蛋白在大肠杆菌胞内不能正确折叠获

得天然空间结构和生物功能，而是以无活性的不可

溶的包涵体形式存在。要获得具有生物活性的目的

蛋白需首先将包涵体溶解后进行重组蛋白复性，这

些复杂操作极大增加了获得高活性纯品的难度和成

本；由于)!"#$$成熟蛋白前D个氨基酸中含有B个

脯氨酸，内部K7:含量也很高，对其在大肠杆菌中的

表达及后处理可能影响很大，又因!"#$$成熟蛋白

不含UO9及可能的糖基化位点，我们选择了硫氧还

蛋白融合表达体系。这样)!"#$$以硫氧还蛋白融

合蛋白的形式在大肠杆菌细胞周质空间中，以可溶

性形式高效表达，融合蛋白有完全生物学活性，表明

融合蛋白在胞质中能折叠成正确的空间构象，从而

避免了纯化时对重组蛋白进行变性、复性等复杂操

作，为后处理带来方便，更适于放大生产。
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4556年中国科技期刊影响因子排行表（生物学类）

4555年底，国内最具权威的两大科技期刊检索系统，中国科学院文献情报中心的中国科学引文索引（F;FT），和科技部中

国科技信息研究所的中国科技期刊引证报告（F?F*），各自公布了他们对4556年国内科技期刊各项指标的分析结果，其中《生

物工程学报》在生物学类期刊的影响因子排名中均列前4:名。具体如下：

引自中国科学引文数据库

名次 期 刊 名 影响因子

4 植 物 学 报 :3!\4:

I 遗 传 学 报 :3\8!6

W 植 物 生 态 学 报 :3\WI6

\ 生 物 多 样 性 :3\:68

$ 生 物 工 程 学 报 D3EFGF

8 植 物 生 理 学 报 :3W548

7 生物化学与生物物理学报 :3W66W

6 实 验 生 物 学 报 :3W7::

5 云 南 植 物 研 究 :3WW4W

4: 植 物 分 类 研 究 :3W4:4

引自中国科技期刊引证报告

名次 期 刊 名 影响因子

4 植 物 学 报 :3!75

I 遗 传 学 报 :3!\\

W 植 物 生 态 学 报 :3\66

\ 植 物 生 理 学 报 :3\85

! 生物化学与生物物理学报 :3\!6

8 实 验 生 物 学 报 :3W54

H 生 物 工 程 学 报 D3EGD

6 微 生 物 学 报 :3W!5

5 生 理 学 报 :3W!4

4: 菌 物 系 统 :3WI8
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