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研究报告                                                               

胸腺素α1 与复合α干扰素融合蛋白的表达及其生物学 
活性 

刘先俊 1, 刘方欣 1, 黎波 2, 周辉云 3, 王琴琴 1 
1 重庆医科大学, 重庆 400016 

2 重庆百萃生物科技有限公司, 重庆 400060 
3 重庆康尔威药业股份有限公司, 重庆 401122 

摘  要: 实验旨在获得具有双重生物学活性的重组胸腺素α1(Thymosin alpha1, TM-α1)与复合α干扰素(IFNα-con)融合

蛋白。选择大肠杆菌偏爱的密码子, 将合成的 TM-α1 与 IFNα-con 编码序列构成的融和基因克隆至大肠杆菌表达载体

pET-22b(+)、在宿主菌 BL21(DE3)-Codon plus-RP-X 中成功表达了可溶性融合蛋白(TM-α1-IFN-con)。表达量占总蛋白

的 20%以上。通过硫酸铵沉淀、疏水层析、阴离子交换层析、阳离子交换层析、分子筛层析后, 产品纯度达到 96%以

上。采用细胞病变抑制法测定融合蛋白的抗病毒活性, 采用细胞增殖实验检测融合蛋白对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响。

结果表明, 融合蛋白的抗病毒活性优于市售的 IFNα1b 和 IFNα2a。对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响与市售的合成胸腺素

α1 相同。已有研究证实, 该融合蛋白具有良好的体外抗 HBV 作用, 其体外抗 HBV 活性比联合应用 TM-α1 和干扰素α

强, 且细胞毒性明显低于联合应用 TM-α1 和干扰素α。以上结果表明, 通过大肠杆菌表达的可溶性融合蛋白(TM-α1- 

IFN-con), 既具有良好的干扰素α抗病毒作用, 也具有胸腺素α1 促淋巴细胞增殖作用。 

关键词 : 复合α干扰素 , 胸腺素α1, 融合蛋白 , 重组 , 活性  
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Abstract: This study aimed to obtain recombinant fusion protein of thymosin alpha1(TM-α1) and consensus IFNα (IFNα-con) 
which have bath TM-α1 and IFNα-con activities. The DNA sequence for the fusion protein was cloned into expression vector of 
pET-22b (+) and expressed in BL21 (DE3)-Codon plus-RP-X. The expressed product (TM-α1-IFN-con) was soluble, and amounted 
to more than 20% in total proteins of E. coli. By precipitation of (NH4)2SO4, hydrophobic interaction chromatography (HIC, Phenyl 
Sepharose 6 Fast Flow), anion-exchange chromatography (Q Sepharose Fast Flow), cation-exchange chromatography (SP Sepharose 
Fast Flow) and gel filtration (Sephadex G-75), it was purified to more than 96% purity. The activity of fusion protein for antivirus 
was tested by cytopathic-effect inhibition assay and activity for promoting lymphocyte proliferation was tested by cell proliferative 
assay. The activity for antivirus was higher than commercial IFNα1b and IFNα2a and activity for promoting lymphocyte proliferation 
was similar to commercial TM-α1. The fusion protein had better effect for anti-HBV in vitro, its effect was stronger than combination 
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of IFNα and TM-α1 and cell toxicity was less than combination of IFNα and TM-α1. The above results show that it has effect bath 
antivirus of IFNα and promoting lymphocyte proliferation of the soluble fusion protein expressed in E. coli. 

Keywords: IFNα-con, TM-α1, fusion protein, recombinant, activity 

干扰素(Interferon, IFN)是一类由单链分子组成

的蛋白多肽, 临床上已广泛用于治疗病毒性疾病、

肿瘤和多发性硬皮病等疾病。但干扰素也存在抗病

毒比活性低、大剂量使用时副作用较大等缺点。1983
年, Amgen 公司首先根据已报道的 13 种α型干扰素

的基因序列同源性设计出的一个全新的干扰素分子

即复合α干扰素(Consensus IFNα, IFNα-con), 其抗

病毒比活性是天然干扰素的 10 倍以上, 具有疗效显

著, 副作用更小等优点。 
胸腺素α1(Thymosin alpha1, TM-α1)是从胸腺

组织中分离出的、含 28 个氨基酸残基组成的小分子

多肽。作为一种免疫反应的调节因子, 临床上已广

泛用于治疗免疫系统受抑制或被破坏的疾病如慢性

乙肝、丙性肝炎、癌症、爱滋病等。由于 TM-α1 肽

链较短 , 基因工程生产非常困难。因此 , 主要通过 

化学合成法进行生产, 使 TM-α1 产品产量低、价格

昂贵。 

已有资料证实[1], 将干扰素与胸腺素α1 联合应

用, 可明显增强干扰素的抗病毒效果。我们将复合

干扰素与胸腺素α1 的编码基因构成融合基因, 通过

选用大肠杆菌偏爱的密码子, 在大肠杆菌中实现了

该融合蛋白(TM-α1-IFN-con)的高效表达。体外实验

表明 , 该融合蛋白不仅有明显的抗病毒作用 , 也具

有胸腺素α1 的增强免疫性作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
离心机(BECKMAN COULTER AvantiTM J-20),

超声波细胞破碎机(宁波新芝科学仪器研究所), 纯

化仪(Pharmacia ÄKTA Primer), DNM-9602 酶标检测

仪 (北京普朗新技术有限公司 ), 凝胶图像分析仪

(GelDocXR 凝胶成像系统, Bio-Rad)等。 

pET-22b(+)、BL21(DE3)-Codon plus-RP-X 购自

Qiagen, Phenyl Sepharose 6 Fast Flow、Q Sepharose 

Fast Flow、SP Sepharose Fast Flow、Superdex 75 购

自 Amersham Pharmacia Biotech, IPTG、3H-TdR、

ConA 购自 Sigma, 蛋白质分子量标准购自上海西巴

斯生物技术有限公司 , WISH 细胞(人羊膜细胞)、 

VSV(水泡性口炎病毒)购自上海生化与细胞生物所, 

IFNα1b(赛若金)购自深圳科兴生物公司、IFNα2a(福

康泰)购自长春生物制品研究所, Nde I、BamH I 和 

DNA 分子量标准购自上海生工。TM-α1(日达仙)购

自意大利法玛西亚普强(Pharmacia & Upjohn S.P.A),

小牛血清、1640 培养基购自北方同正公司等。 

LB 液体培养基: 2%胰蛋白胨(Tryptone, Oxoid)、

1%酵母提取物(Yeast Extract, Oxoid)和 2% NaCl。 

昆明种小鼠购自重庆中药研究院实验动物研究

室(批准文号: 医动字第 310101001)。 

1.2  融和基因的设计 
根据已报道的 IFNα-con 与 TM-α1 的编码序列, 

选用大肠杆菌偏爱的密码子, 将 TM-α1 置于融和

蛋白的 N 端, IFNα-con 置于融和蛋白的 C 端, 中间

用一段包含十个氨基酸残基的连接肽将 2 者连接起

来。同时, 在 TM-α1 基因 5′端添加起始密码 ATG 和

克隆用限制性内切酶 Nde I 识别序列, 在 IFN-con 基

因片段末端添加串联终止密码 TAATAG 和限制性内

切酶 BamH I 识别序列(图 1)。上述序列由上海生工

合成。 

1.3  融合基因的克隆与表达 
将上述合成的融合基因质粒经限制性内切酶

Nde I 和 BamH I 双酶切后回收小片段, 将带 T7 启动

子的原核表达质粒 pET-22b(+), 经 Nde I 和 BamH I

双酶切后回收大片段。通过 T4 DNA 连接酶连接(图

2), 转化大肠杆菌 DH5α, 筛选重组子。经酶切鉴定

和序列分析确证后的重组质粒命名为 pET-TIN。将

pET-TIN 转化 BL21(DE3)-Codon plus-RP-X 宿主菌。

LB 培养, 筛选含有重组质粒的菌株。为了优化诱导

表达条件, 分别在 25oC、30oC诱导表达 2 h与 4 h, 离

心收集菌体 , 超声波细胞破碎机破碎 , 离心分别收

集上清液与沉淀。将沉淀用 0.9% NaCl 洗涤 3 次后, 

收集沉淀, 加入 2% SDS, 煮沸 5~10 min, 短暂离心

后取上清 , 与上述样品同时进行 15% SDS-PAGE, 

考马斯亮蓝染色。 

从 LB平板上挑取单菌落, 接种至含有 100 μg/mL
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氨苄青霉素的 10 mL LB 培养基中(50 mL 培养三角

瓶), 37oC 220 r/min 振摇培养 12 h(菌密度为 OD600 

0.1 左右), 1%转接至 1 L LB 培养基中, 37oC, 220 r/min

培养 3 h, 加入 IPTG 至终浓度 0.5~1.0 mmol/L 诱  

导表达, 继续培养 4 h 后, 离心收集菌体, 备分离纯

化用。 

 
图 1  融合蛋白的基因序列与对应的氨基酸序列 

Fig. 1  Sequence for fusion protein of gene and amino acid 

 
图 2  重组质粒(pET-TIN)构建示意图 

Fig. 2  Schematic diagram for construction of pET-TIN 

1.4  融合蛋白的分离纯化 
将离心收集的菌体用超声波细胞破碎机破碎

(300 W、30 s×3 次)后, 12 000 r/min 离心 10 min, 收

集 上 清 液 , 硫 酸 铵 沉 淀 后 , 参 照 Amersham 

Pharmacia Biotech 公司提供的层析条件, 依次进行

疏水层析(Phenyl Sepharose 6 Fast Flow)、阴离子交

换层析(Q Sepharose Fast Flow)、阳离子交换层析(SP 

Sepharose Fast Flow), 15% SDS-PAGE, 考马斯亮蓝

染 色 检 测 纯 化 结 果 , 最 后 通 过 凝 胶 过 滤 层 析

(Superdex 75)获得纯化后的重组复合干扰素与胸腺

素 α1 的融合蛋白 (TM-α1-IFNα-con), 15% SDS- 

PAGE、凝胶成像系统分析纯度以及 Lorry 法测定蛋

白质浓度。 

1.5  融合蛋白的抗病毒活性分析[2] 
采用细胞病变抑制法测定融合蛋白的抗病毒活

性。将 WISH 细胞(人羊膜细胞)悬液接种于 96 孔板, 

每孔 3.5×104 cell/100 μL, 37oC, 5% CO2 条件下培养

4~6 h, 取融合蛋白纯化后样品, 做系列稀释后每孔

加入 100 μL, 37oC 培养 24 h。吸弃上清, 用含 3%牛

血清的 DMEM 培养基稀释 VSV(水泡性口炎病毒)

至工作浓度, 每孔加入 100 μL, 感染细胞, 37oC, 5% 

CO2 继续培养 24 h, 每样做 3 个复孔。结晶紫染色, 

测定每孔的 A578 nm 光吸收值 , 分别计算各试验样

品的半效稀释倍数 , 即从样品溶液至相当于标准

品 50%最大效应点的稀释倍数 , 并按下式计算试

验结果 : 

待检样品效价=标准品效价×(待检样品预稀释

倍数/标准品预稀释倍数)×(待检样品半效稀释倍数/

标准品半效稀释倍数) 

1.6  融合蛋白的免疫学活性分析[3] 
采用细胞增殖实验检测融合蛋白对小鼠脾淋巴

细胞增殖的影响。用 3H-TdR 掺入法, 取新鲜小鼠脾

脏在钢筛上研磨后用淋巴细胞分离液分离出单核细

胞, 用 PBS 洗后, 悬于含 10%小牛血清的 1640 培养

液中, 向 96 孔板中加入 5× 105/孔的脾细胞和 5 μg/mL

的 ConA. CO2 孵箱中 37oC 培养 6 h, 再加入不同浓

度的融合蛋白和合成 TM-α1 标准品, 继续培养 72 h, 

每孔加入 3H-TdR 2 μCi 培养 6 h, 收获细胞于玻璃纤

维滤纸上, 晾干后测定 cpm 值, 按下式计算增殖率: 

增殖率(%)[(实验组 cpm 值−对照组 cpm 值)/对

照组 cpm 值] ×100% 
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测定结果(cpm 值)用 X S± 表示, 应用 SPSS10.0 

for Windows 统计软件进行统计学分析。 

2  结果 

2.1  融和基因克隆后的酶切鉴定 
将融和基因克隆至原核表达质粒 pET-22b(+)中, 

转化大肠杆菌 DH5α, 筛选重组子后分离提取重组

质粒, 经 Nde I 和 BamH I 双酶切后, 1%琼脂糖凝胶

显示, 在分子量约为 650 bp 附近可清楚地观察到酶

切出 DNA 条带(图 3), 表明已将融合基因(643 bp)成

功克隆至原核表达质粒 pET-22b(+)中。 

 

图 3  pET-TIN 的双酶切结果 
Fig. 3  Electrophorogram of double digestion for pET-TIN 

 

2.2  融和蛋白的诱导表达 
将重组质粒转化 BL21(DE3)-Codon plus-RP-X

宿主菌、筛选后, 在 LB 培养中、在 IPTG 诱导后, 

15% SDS-PAGE、考马斯亮蓝染色后, 可见明显的

表达蛋白条带 , 其分子量大小与理论预计值符合

(图 4)。对可溶性表达情况分析表明, 融和蛋白以胞

内可溶性表达和包含体表达 2 种形式, 但以可溶性

胞内表达为主(图 4)。优化表达条件证实, 30oC 诱导

表达 4 h 为最佳(图 4)。在该表达条件下 , 其胞内

可溶性表达占大肠杆菌菌内可溶性蛋白的 20%以

上 (SDS-PAGE、考马斯亮蓝染色、凝胶成像系统

分析)。  

2.3  融和蛋白的分离纯化 
2.3.1  疏水柱层析(HIC)[4] 

将菌体破碎、硫酸铵沉淀后的样品通过 Phenyl 

Sepharose 6 Fast Flow 疏水柱层析、梯度洗脱、分部

收集。将样品、上样穿过峰、洗涤峰以及梯度洗脱

中分部收集的样品同时进行 SDS-PAGE、考马斯亮

蓝染色。结果表明, 虽在上样穿过峰(图 5, 泳道 2)、

洗涤峰中可能有少量融和蛋白丢失(图 5, 泳道 3), 

但经梯度洗脱后, 可除去较多杂蛋白(图 5, 泳道 5、

6、7、8、9)。 

 

图 4  融合蛋白表达的 SDS-PAGE 
Fig. 4  SDS-PAGE for fusion protein expressed 

1: inclusion body induced in 30oC 4 h in bacteria broken; 2: 
supernatant induced in 30oC 4h in bacteria broken; 3: inclusion 
body induced in 30oC 2 h in bacteria broken; 4: supernatant induced 
in 30oC 2 h in bacteria broken; 5: inclusion body induced in 25oC 4 
h in bacteria broken; 6: supernatant induced in 25oC 4 h in bacteria 
broken; 7: inclusion body induced in 25oC 2 h in bacteria broken; 8: 
supernatant induced in 25oC 2 h in bacteria broken; 9: MW marker 
for proteins 

 

图 5  HIC 纯化融合蛋白的结果 
Fig. 5  Electrophorogram of HIC for fusion protein 

purification 
1: sample; 2: passing peak; 3: washing peak; 4~9: fraction 

collection for gradient eluting peak; 10: MW marker for proteins 
 
2.3.2  阴离子交换柱层析(Q 柱)[4] 

合并 HIC 柱层析经梯度洗脱、分部收集的样品, 

通过阴离子交换柱层析(Q Sepharose Fast Flow), 经

上样、洗涤、梯度洗脱、分部收集。将样品、上样

穿过峰、洗涤峰以及梯度洗脱中分部收集的样品同

时进行 SDS-PAGE、考马斯亮蓝染色。结果表明, 通

过阴离子交换柱层析(Q 柱)对样品进一步纯化后 , 

样品中杂蛋白也越来越少且主要是目的蛋白即融合

蛋白(图 6, 泳道 5、6、7、8)。 

2.3.3  阳离子交换柱层析(SP 柱) 

将 Q 柱层析分部收集的样品, 通过阳离子交换

柱层析(SP Sepharose Fast Flow), 经上样、洗涤、梯

度洗脱、分部收集。将样品、上样穿过峰、洗涤峰
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以及梯度洗脱中分部收集的样品同时进行 SDS- 

PAGE、考马斯亮蓝染色, 结果见图 7。收集 6、7 管

之洗脱收集液, 便于下一步纯化。 

 

图 6  阴离子交换层析纯化融合蛋白的结果 
Fig. 6  Electrophorogram of anion-exchange 

chromatography for fusion protein purification 
1: MW marker for proteins; 2: sample; 3: passing peak; 4: washing 

peak; 5~8: fraction collection for gradient eluting peak 

 

图 7  阳离子交换层析纯化融合蛋白的结果 
Fig. 7  Electrophorogram of cation-exchange 

chromatography for fusion protein purification 
1: MW marker for proteins; 2: passing peak; 3: washing peak; 4~7: 

fraction collection for gradient eluting peak 
 
2.3.4  分子筛层析 

将上述 SP 柱纯化分部收集之 6、7 管混和液, 通

过分子筛层析(Sephadex G-75)进行最后的分离纯化, 

分部收集流出峰, SDS-PAGE、考马斯亮蓝染色, 结果

见图 8。结果表明, 所纯化后的融合蛋白呈单一条带, 

经凝胶成像系统分析显示, 融合蛋白纯度达到 96.4%。 

 
图 8  分子筛层次纯化融合蛋白的结果 

Fig. 8  Electrophorogram of molecular exclusion 
chromatography for fusion protein purification 

1~3: fraction collection for eluting peak; 4: MW marker for proteins 

2.4  融合蛋白的抗病毒活性 
采用细胞病变抑制法测定融合蛋白的对水泡性

口炎病毒(VSV)的抑制活性, 并以市售 IFN-α1b 和

IFN-α2a 作为对照, 分别计算其比活性(u/mg), 结果

表明, 融合蛋白的体外抗病毒活性优于 IFN-2a 或

IFN-α1b(表 1)。因此, 通过大肠杆菌表达的融合蛋

白具有很好的体外抗病毒活性。 

表 1  融合蛋白的抗病毒活性 
Table 1  Effect for antivirus of TM-α1-IFNα-con 

Sample Specific activities(u/mg) 

IFN-α1b 0.9×107 

IFN-α2a 2.5×108 

Fusion protein 4×108 

 

2.5  融合蛋白的促小鼠脾淋巴细胞增殖活性 
采用 3H-TdR 掺入法检测融合蛋白对小鼠脾淋

巴细胞增殖的影响, 通过与市售的合成 TM-α1对比, 

计算小鼠脾淋巴细胞的增殖率。结果表明(表 2), 加

入不同浓度的合成 TM-α1 和融合蛋白, 在实验范围

之内两组相比没有显著性差异(P>0.5), 而与阴性对

照组(生理盐水)相比均有显著差异(P<0.01)。表明 , 

融合蛋白具有与合成 TM-α1 相似的促小鼠脾淋巴细

胞增殖活性。 

表 2  融合蛋白的促淋巴细胞增殖活性 
Table 2  Effect for promoting lymphocyte proliferation of 

TM-α1-IFNα-con 

Sample concentration
(mg/L) Cpm ( X S± ) 

proliferation 
rate 
(%) 

P 

12.5 29,3701±1,0562 99  

25 30,6307±1,3825 108  

50 31,6844±1,7896 115  
Synthetic 
TM-α1 

100 28,7925±9682 95  

12.5 29,7750±1,3825 102 >0.05

25 33,6692±1,1485 128 >0.05

50 31,0508±2,9036 110 >0.05
Fusion 
protein 

100 29,4380±1,7253 100 >0.05

saline  14,7463±4681   
 

3  讨论 

将 2 种功能相同或相近的蛋白质或多肽以融合

蛋白(fusion protein)的形式构成新的蛋白质, 近年来

已有较多的研究报道[5,6]。已经证明, 2 种蛋白质或多
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肽中间通过连接肽(Linker)连接起来后, 只要不影响

或几乎不影响其各自的空间结构形成, 即能各自发

挥其生物学作用且具有协同作用的效力。TM-α1 在

水溶液中一般不表现出固定的结构, IFN-α分子 N 端

和 C 端都伸展在分子外部, TM-α1 通过一亲水而又

柔性的连接肽无论与 IFN-α融合 N 端或 C 端融合都

不会导致两者在构象上的显著变化, 但有关干扰素

融合蛋白的文献证明, 将一短肽融合于干扰素分子

的 N 端更有利于其抗病毒活性的保留, 同时由于融

合蛋白的二硫键不再处于 N 端第一氨基酸位置, 十

分有利于二硫键的形成和稳定。对于 TM-α1 分子而

言, 融合于 N 端后与其前体胸腺素α原 N 端结构一

致 , 一方面有利于其免疫学活性的保留 , 延长

TM-α1 分子的半衰期, 另一方面由于其在水溶液中

不表现出固定的结构 , 免疫原性也很弱。因此

TM-α1 与 IFN 融合优选方式为 N 端是 TM-α1, C 端

为复合干扰素, 中间通过连接肽连接而构成的融和

蛋白。通过选择大肠杆菌偏爱的密码子, 实现了在

大肠杆菌表达系统中的可溶性高表达(可溶性表达

量占细菌蛋白质的 20%以上)。经过非亲和层析手段

(包括疏水层析、离子交换层析、分子筛层析等)的应

用, 可使融合蛋白的纯度达到 96%以上。经体外生

物学活性分析表明, 该融合蛋白的抗病毒活性优于

市售的α干扰素(包括 IFNα1b、IFNα2a), 并具有与

合成 TM-α1(日达仙)相同的促细胞增值活性。表明, 

所构建的融合蛋白具有双重的生物学活性。已有研

究资料进一步证实, 该融合蛋白具有良好的体外抗

HBV 作用, 其体外抗 HBV 活性比联合应用 TM-α1

和干扰素 α强 , 且细胞毒性明显低于联合应用

TM-α1 和干扰素α [7,8]。基于该融合蛋白的上述特性, 

有望开发为新一代的有较好前景的抗病毒药物, 进

一步的工作是研究其体内应用的效果。 
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更  正 

本刊第 24 卷第 4 期 547 页刊登的张莹莹, 朱恒奇, 等作者的文章“小鼠泛素结合酶 UBE2W 的抗体

制备及组织表达谱分析  ”一文，作者需作如下更正： 

原通讯作者为“周晓巍”，现改为“周晓巍, 黄培堂”二人共同为通讯作者。 


