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猪!!"干扰素的基因改造与高效原核表达

曹瑞兵 徐学清 周斌 陈德胜 陈溥言"

（南京农业大学农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室，南京 !1""65）

摘 要 <&A7)/!1基因中含有大量的大肠杆菌稀有密码子，为了获得高表达，使用了大肠杆菌的偏爱密码子，人工
合成了 <&A7)/!1成熟蛋白编码基因。在保留编码蛋白序列的同时，使其 5B端 CD 2的含量增加到最大限度，并将其
终止密码子改为 2CC。将合成的 <&A7)/!1 成熟蛋白编码基因插入原核单纯表达载体 <EFG 中，转化大肠杆菌
HI5!。实现了 <&A7)/!1在大肠杆菌中的高效表达，表达产物以包涵体形式存在。纯化的包涵体经含 H22的 4 :&’JF
盐酸胍的变性液溶解及含 KLI/KLLK的复性液复性处理，复性后的表达产物浓缩后经凝胶层析纯化，细胞病变抑制
法测定表明，重组 <&A7)/!1具有较高的抗病毒活性，约为 4M#81"4 =J:N。
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干扰素（;?Q3,R3,&?，A7)）是一类具有抗病毒、抗肿瘤和免
疫激活功能的细胞因子。A7)/!因具有显著抗病毒功能而被
广泛应用于人类病毒性疾病的预防和治疗。随着动物保健

的迫切需求和生物工程技术的不断发展，各种动物干扰素的

研究成为近年来的研究热点。

猪 A7)/!（<&,-;?3 ;?Q3,R3,&? +’<.+，<&A7)!）分为 ! 个亚型，
至少有 1P个亚种，分布于猪的 1号染色体，目前只有部分被
测序和表达［1］。S&A7)/!全基因为 5P"T<，编码 106个氨基酸
（C+），其中前 !$个 C+为信号肽，后 144个 C+为成熟活性蛋
白。7,+?-&;U F3R3V,3等首先克隆了 <&A7)!1 基因并将 <&A7)/

!1成熟蛋白基因在大肠杆菌中进行了表达，证明具有较高
抗病毒活性［1，!］。国内学者陈涛［$］也进行了 <&A7)/!基因原
核融合表达研究。但国内至今未见有 <&A7)/!单纯表达及重
组 <&A7)/!在猪病防治中应用的研究报道。
为了比较研究本实验室已克隆和表达的 <&A7)/!（另文

发表）与 <&A7)/!1的抗病毒等生物学特性的差异，本研究人
工合成了 <&A7)/!1基因。分析发现 <&A7)/!1基因中含有较
多的大肠杆菌稀有密码子，而稀有密码子的存在会大大降低

蛋白质合成的速率，使蛋白表达量降低，甚至使蛋白合成中

途停止［#］，通常选用大肠杆菌偏嗜性密码子合成其 -H)C或
选用含有 3$+4基因———一种编码精氨酸的 QE)CCKCJCKK基因

的宿主菌来解决这一问题［5］。因此，本研究选用大肠杆菌偏

嗜性密码子合成了 <&A7)/!1 基因，在大肠杆菌中进行表达，
提取、纯化并测定其抗病毒活性。

! 材料与方法

!#! 材料
原核单纯表达载体 <EFG由本室构建，5 ( 0(,# HI5!为

本室保存。*HWX细胞、蛋白质分子量标准购自中科院上海
生物化学与生物细胞研究所。限制酶、连接酶、聚合酶、核酸

分子量标准均购自 2+X+E+公司。层析介质购自发玛西亚公
司。二硫苏糖醇（H22）、还原型谷胱甘肽（KLI）、氧化型谷胱
甘肽（KLLK）购自上海生工，其它试剂均为分析纯。
!#$ 方法

!#$#! 基因的设计与合成：参照 K3?W+?Y上的 <&A7)/!1基因
序列（C--3UU;&? )&(*!04!$）。将 <&A7)/!1基因中的大肠杆菌
稀有密码子改为大肠杆菌偏爱密码子，如：将编码精氨酸的

密码子 CKKJCKCJGCKJGKK改为 GK2，将编码脯氨酸的密码
子 GGGJGGZJGGC改为 GGK，将编码异亮氨酸的密码子 CZC
改为 CZG。在其 5B端添加起始密码子 C2K、50(EA 酶切位点
及保护碱基，$B端添加 6+, A酶切位点及保护碱基。在保留
编码蛋白序列的同时，使其 5B端 C D 2的含量增加到最大限
度，并将其终止密码子改为 2CC。由上海申能博彩生物有限
公司合成并测序。

!#$#$ 表达载体的构建：用 50(E"和 6+,"双酶切克隆有人
工合成的 <&A7)!1成熟蛋白编码基因的 2载体，用 K3’ 98/
Q,+-Q;&? *;?; X;Q回收目的片段，插入表达载体 <EFG的50(E"
和 6+,"位点间，将所构建质粒命名为 <EFG/<&A7)!1，转化

5 ( 0(,# HI5!，挑取单克隆，提取质粒，分别用 SGE 方法和

50(E"、6+,"双酶切鉴定。

!#$#% 诱导表达：将含有 <EFG/<&A7)!1 表达载体的菌体接
种于含氨苄青霉素浓度为 5"#NJ:F的 FW培养液，$"[培养
过夜。次日将 !\的菌液接种于 ! ] ^2培养液，$"[培养至
784""约为 "M# _ "M5，迅速升温到 #![，继续诱导培养 #.。

!#$#& 表达产物的提取与溶解：将发酵的菌体用生理盐水



洗涤后超声波裂解，将裂解液 !"""#$%&’（!"%&’离心去杂质，
取上清液 !( """#$%&’ ) !"%&’离心收集沉淀即初制干扰素包
涵体。将初制包涵体用洗涤液（"*+,-#&./’ 01!"" 、+"%%/2$3
-#&41562（75 8*+）、!" %%/2$3 9:-; 、"*!+ %/2$3 <=62 ）搅拌
洗涤 ( 次，每次 !>，得到初步纯化的包涵体，加入变性液
（?%/2$3 @%A62 、B" %%/2$3 :--、+"%%/2$3 -#&41562（75 8*+）、
(%%/2$3 9:-;），置 BCD、!("#$%&’的摇床中反应 ( >离心取
上清。

!"#"$ 表达产物的复性与纯化：在冰浴条件下，将包涵体裂
解液分 B 次间隔 !> 注入搅动的含适量盐酸胍的复性液
（B%%/2$3 @EE5、!%%/2$3 @EE@、+"%%/2$3 -#&41562 75 8*+、
(%%/2$3 9:-;、"*!+%/2$3 <=62）至蛋白质终浓度为 "*(
%F$%3，GD静置过夜。"*G+!%滤膜过滤后测定蛋白含量及
活性。

蛋白含量的测定按 ("""年版《中国生物制品规程》中微
量法（3/H#I）的要求进行。将复性产物过 5&7#J7 (?$!" :J4=2.1
&’F柱脱盐，洗脱液为 ("%%/2$3 -#&41562（75 8*"）、"*(%%/2$3
9:-;，冷冻浓缩后用 EJ7>=K#I2 E1("" 层析柱分离纯化干扰
素，洗脱液为 LME（75 C*G），收集主峰。
!"#"% 重组 7/NO<1"的活性测定：微量细胞病变抑制法测定
干扰素抗病毒活性。采用牛肾细胞 P:MQ1RER系统测定，具
体步骤参照文献［?］。

表 ! 复性液中盐酸胍的浓度对重组猪干扰素&!!复性的影响

’()*+ ! ’,+ +--+./0 1- /,+ .12.+2/3(/412 1- 5678* 12 /,+ 3+2(/93(/412 1- :13.42+ 42/+3-+312&!!

@%A62$（%/2$3） R/2S%J$（%3） L#/.J&’ K/’KJ’.#=.&/’$（%F$%3）M&/=K.&T&.I$（S$%3） E7JK&U&K =K.&T&.I$（S$%F） -/.=2 =K.&T&.I$S
" +" "*"8C C*C( ) !"B 8*8C ) !"G B*8? ) !"+

"*+ +" "*!+B G*+8 ) !"G (*VV ) !"+ (*(V ) !"?

!*" +" "*!V? !*GG ) !"+ C*B+ ) !"+ C*(" ) !"?

!*+ +" "*(!B !*B+ ) !"+ ?*BG ) !"+ ?*C+ ) !"?

(*" +" "*("G !*!( ) !"+ +*GV ) !"+ +*?" ) !"?

# 结果

#"! 猪!!&干扰素基因测序结果分析
测序结果分析表明：人工合成的 7/NO<"!成熟蛋白编码

基因与设计一致，将原序列中的 BB个大肠杆菌稀有密码子
改为大肠杆菌偏爱密码子，其中 !?个 ;#F稀有密码子（C个
;@;、8个 ;@@和 !6@@）改为 6@W或 6@6；?个 3JS稀有密码
子 6-6改为 6-@；+ 个 @2I 稀有密码子（( @@;，B@@@）改为
@@W或 @@6；G个 L#/稀有密码子（(个 666，(个 66W）改为
66@；!个 EJ#稀有密码子 -6@改为 -6-；!个 ->#稀有密码子
;6;改为 ;66。
#"# 表达载体的构建
用 !"#X#和 $%&#双酶切 7-17/NO<1"!，用 @J2 9Y.#=K.&/’

P&’& Q&.回收 7/NO<1"!片段，插入表达载体 7X36的 !"#X#
和 $%&#位点之间，转化 ! * "#&’ :5+"，挑取转化菌单克隆培
养，提取质粒，分别用 L6X 方法和 !"#X#、$%&#双酶切鉴
定，结果与设计一致（图 !）。

图 ! L6X产物及表达载体酶切电泳

O&FZ! @J2 J2JK.#/7>/#J4&4 /U L6X 7#/ASK. =’A #J4.#&K.&/’ J’[I%J
=44=I /U JY7#J44&/’ TJK./#

P：%=#\J#；!：FJ’J /U 7>NO<1"!；

(：7X3617/NO<1"! !"#X# =’A $%&# A&FJ4.

#"; 重组蛋白的表达
表达质粒 7X3617/NO<"! 的启动子为 LX、L3 启动子，以

G(D热诱导表达。取开始诱导前以及诱导 ! ] G>的菌体作
E:E1L;@9电泳鉴定。在电泳图谱上出现一条约 !8\:的新
带（见图 (），光密度扫描结果显示 !8\:的条带约占细菌总
蛋白的 (+*G,。

图 ( E:E1L;@9分析 7/NO<1"!在大肠杆菌中的表达

O&FZ( 9Y7#J44&/’ /U 7/NO<1"! &’ ! Z "#&’
=’=2I[JA ^I E:E1L;@9

! ] G：JY7#J44&/’ /U 7X3617/NO<"! =. ! ] G>；P：P_ %=#\J#

#"< 包涵体的提取与变性
收集诱导表达后的菌体按方法 !*(*? 作裂菌处理。分

别取细菌裂解物的上清和离心后的沉淀作 E:E1L;@9分析，

!8\:的条带存在于沉淀中。包涵体用含 -#&./’ 01!""的洗涤
液洗涤，得到初步纯化的包涵体。包涵体在含 ?%/2$3盐酸
胍的变性液中较快地溶解至澄清。

#"$ 表达产物的复性与纯化
为了提高变性的蛋白质的复性效果，比较研究了含不同

浓度盐酸胍（"、"*+%/2$3、! %/2$3、!*+ %/2$3、( %/2$3）的复性
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液的复性效果。分别将 !"#$%蛋白浓度约 &!$’($%的变性
液多次间隔加入 #!$%含不同浓度盐酸胍的复性液，测定活
性并比较分析（表 )）。
变性的干扰素在不含盐酸胍的复性液中溶解度较低，在

!")$’($%时就会出现蛋白聚集、析出。在 !"# * &$+,(%的范
围内，随着盐酸胍的浓度升高干扰素的溶解度增大，但盐酸

胍的浓度大于 )$+,(%时，干扰素的复性率下降。在盐酸胍
的浓度为 )$+,(%时干扰素的复性效果最佳，溶解蛋白浓度
为 !")-.$’($%，重组猪干扰素/!) 的比活可达 0"1# 2 )!#

3($’。复性后重组蛋白经脱盐、浓缩，456789:;, 4/&!! 层析柱
纯化，洗脱液为 <=4（6> 0"?）收集主峰。4@4/<ABC电泳结果
表明，得到了较好纯化的重组猪!)/干扰素（图 1）。

图 1 纯化重组 6+DEF/!的电泳鉴定

EG’H1 DI5JKGLG98KG+J +L 63:GLG5I 6+DEF/!) M; 4@4/<ABC
)：63:GLG5I 6+DEF/!)；N：6:+K5GJ NO $8:P5:

!"# 重组猪!$%干扰素活性的测定
重组猪!)/干扰素的活性测定采用目前国内外已经建立

的 N@=Q细胞/R4R（水泡性口炎病毒）系统微量细胞病变抑
制法。多次活性检测结果表明，复性后的重组蛋白在 N@=Q
细胞上表现出较高的抗病毒活性，能够有效地抑制 R4R病
毒对细胞的破坏作用。将抑制 #!S细胞病变（T<C）的干扰
素的最高稀释度定为 )个干扰素单位。复性后重组猪!)/干
扰素的生物学活性为 0"1# 2 )!# 3($’。凝胶层析纯化后的重
组猪!/干扰素的生物学活性为 ."? 2 )!. 3($’。

& 讨 论
养猪业在我国有着悠久的历史，猪的品种资源和生产数

量均名列世界前茅。然而多种疾病，如猪瘟、伪狂犬病、猪传

染性胃肠炎等给养猪业造成很大的威胁。因此研制安全、高

效的抗病毒制剂来预防和治疗猪的传染病具有重要意义。

E:8J9+GU %5L5V:5等［&］研究发现原核表达的 6+DEF/!)具有
很高的抗病毒活性，比猪血白细胞诱导产生的干扰素活性约

高 .倍。本实验室克隆并成功表达的 6+DEF/!也具有较高抗
病毒活性，其与 6+DEF/!)基因同源性为 -0"&S，成熟蛋白氨
基酸的同源性分别为 -#"&S（另文发表）。为了比较研究两
者的生物学活性的差异与氨基酸组成的关系，研制高活性

6+DEF/!，本研究应用大肠杆菌偏嗜性密码子人工合成了
6+DEF/!)基因并成功地获得了高表达。获得表达的 6+DEF/!)
约为菌体总蛋白的 &#"?S，而未经改造的 6+DEF/!表达量约
为菌体总蛋白的 )#S，因此通过密码子改造使 6+DEF/!)表达
量提高约 )!S。
笔者在分析 6+DEF/!)成熟蛋白基因发现其存在较多的

大肠杆菌稀有密码子且有些密集分布，稀有密码子占 6+DEF/

!)成熟蛋白基因的 &&S，仅 A:’ 稀有密码子 ABA、ABB 和
TBB就有 ).个之多，占 6+DEF/!)成熟蛋白基因的 -"WS。在
大肠杆菌中密集 ABB(ABA密码子对蛋白的表达起较强的抑
制作用，其中原因主要有两点：细胞中 ABB(ABA密码子所对
应的 KXFA的含量极低，当翻译进行到 ABB(ABA密码子处时
受阻滞；ABB(ABA与天然的 4@序列（AABBABBY）近似，竞
争与 ).4 XFA 结合而抑制翻译进行［0］。在本研究中将
6+DEF/!)成熟蛋白编码基因中的稀有密码子进行了全面改
造。还考虑到在保留编码蛋白的 @FA序列的同时重新构建
基因的 #Z端，使其 A [ \的含量增加到最大限度，这将减少
$XFA的二级结构，有利于增加翻译效率。
重组 6+DEF/!)主要以包涵体的形式存在于大肠杆菌中，

为了避免了杂质对重组蛋白复性的影响以及大肠杆菌外膜

蛋白在包涵体的溶解和复性过程中可导致重组蛋白质的降

解［W］。本研究采用超声裂解分离出包涵体，通过差速离心和

含 \:GK+J ]/)!!的洗涤液充分洗涤后得到了较纯的包涵体。
在重组 6+DEF/!)的复性过程中，通过将变性蛋白分多次

加入复性液，在两次蛋白加入之间隔 )7，以及在复性液中加
入终浓度为 ) $+,·%^ )的盐酸胍可较好提高重组 6+DEF/!)在
复性液中的溶解度并能提高其复性效果。活性测定结果显

示：纯化的重组 6+DEF/!)的抗病毒活性约为 ."? 2 )!. 3($’。
本研究为进一步研究 6+DEF/!)的生物学特性以及研制

高活性 6+DEF/!奠定了基础。
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［ .］ T8+ X=（曹瑞兵），b7+3 =（周斌），T75J <‘（陈溥言）%$ +, H N+/
,593,8: 9,+JGJ’，’5J5 $+IGLG98KG+J，5a6:5UUG+J 8JI 89KGVGK; I5K5:$GJ8/
KG+J +L 6+:9GJ5 DEF/"H !(4&#+, (’ <+#=0#6 >6&0.4,$4&+, ?#0@%&*0$7（南
京农业大学学报），&!!1，!#（&）：0) ^ 0#

［ 0］ %G O<（李武平），%c >%（吕宏亮），@38J bd（段招军）%$ +, H >G’7
5a6:5UUG+J 8JI 63:GLG98KG+J +L DEF/#)M 8JI GKU 8JKGVG:8, 89KGVGK; H 3/0:
#%*% !(4&#+, (’ 20&(,(67（病毒学报），&!!&，.（1）：&?! ^ &??

［ W］ E5J’ ]%（冯小黎）H X5L+,IGJ’ +L :59+$MGJ8JK GJ9,3UG+J M+I; 6:+/
K5GJUH 8&(6&%** (’ 50(./%A0*$&7 +#9 50(;/7*0.*（生物化学与生物物
理进展），&!!)，!.（?）：?W& ^ ?W#

1-&&期 曹瑞兵等：猪!)/干扰素的基因改造与高效原核表达
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科学之渊，合作之源
———K))D!-)G&S-与国家自然科学基金委员会国际交流中心携手共拓科学网络

9;;U年 9月 :c日，美国 7##%?"#+’@"公司与国家自然科学基金委员会国际交流中心宣布签订长期友好合作协议，双方将
为推进并加速自然科学的探索与发现携手共进。

随着科技发展的日新月异以及人类对科技创新需求的日益增强，迅速提升全球化科技水平和增强解决科学疑难的能力

已成为时代赋予科研人员及科技管理工作者的共同使命。7##%?"#+’@" 是一家出色的新型网上社团，提供功能强大的在线论
坛。通过这个平台，各大公司和机构可以匿名形式将生化、材料及跨越多种学科领域的不同科学难题公之于众。而世界各地

掌握独特专长的科学家将在此解决这些最为棘手的科研问题。

科技在于创新，这要靠业界前辈的共同努力，更要寄希望于年轻一代的不懈追求。此次 K))D!-)G&S-与国家自然科学基金
委员会国际交流中心还特别推出为各大院校学生举办的网络“生化竞赛挑战———着眼自然科学，挑战生化竞赛”（5GGI：ZZOOOB
&))DC-)G&S-CD)G-FGB CD@Z）的活动。这一系列别开生面的生化科学挑战赛将于今年举办 ‘届，以期让更多的大学生通过这样的竞
赛，更加热爱自然科学并激发其创造性和潜在的才智。当大学生及科学爱好者注册参加网络“生化竞赛挑战”5GGI：ZZOOOB &))D’
C-)G&S-CD)G-FGB CD@Z的同时亦将成为 K))D!-)G&S-“全球解决者社团”中的一员，每月收到来自跨国企业的各种科研挑战，挑战奖金
额为 =;;; d :;;;;;美金不等。
关于 7##%?"#+’@"公司

K))D!-)G&S-公司是第一家以奖励为机制以促进科学研究全球化的电子商务公司。通过互联网技术突破时间和空间界限，
改变了传统科研的节奏，为化学、生物、生物化学、材料科学及跨越多种学科领域的不同科学难题寻求解决方案，从而提高人

类研发的能力和效率。在 OOOB &))DC-)G&S-B CD@网站上，全球领先公司可以提出其所需解决的科学挑战，而世界各地的科学家
可以接受挑战并提供解决方案，从而赢得国际荣誉和奖金。欲了解 K))D!-)G&S-更多信息并注册成为“解决者”，欢迎访问：
OOOB &))DC-)G&S-B CD@ZC)
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