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［摘要］+ 构建了含有人白细胞介素 $ !"# $ %&（,-./0 "012342-560 %&，!"# $ %&）基因的重组质粒，在大肠杆菌中
的高效表达，并对其生物学活性进行了鉴定(用 78 $ 9:7扩增 !"# $ %& ;<=>，并插入原核表达载体 9?8 $ *’@(
将重组质粒转入 A#’%（<?*）感受态细胞，在 *BC用 "98D诱导 !"# $ %& 表达(表达的重组蛋白经复性纯化后，用

夹心 ?#"E>法检测其对外周血单核细胞（9AF:）合成 "G= $ !的抑制作用(重组质粒 9?8 $ *’@ H !"# $ %& 的 <=>
序列分析显示，克隆的 <=>序列和文献报道的 !"# $ %& ;<=>序列一致( E<E $ 9>D? 表明，重组蛋白相对分子
质量为 %I &&&(活性测定结果显示，重组蛋白能显著抑制 9AF: 合成 "G= $ !(这表明构建的 9?8 $ *’@ H !"# $ %&

可以在大肠杆菌中高效表达，经复性和纯化后，获得了具有高纯度和活性的 !"# $ %&(
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+ + %)I) 年，G6N320160N等人发现小鼠 8!’ 细胞株 <%&( DL^ % 产生一种能抑制 8!% 细胞株细胞因子 .7=>
转录的因子，称为细胞因子合成抑制因子（;T1N5602 UT01!2U6U 60!6@61N3T Q/;1N3，:E"G），同年被命名为 "# $ %&
（ "012342-560 $ %&，"# $ %&）［%］(随着与 "# $ %& 极其相似的 ?PU1260 $ A/33 病毒基因 A:7G%（W"# $ %&）的发现，
鼠源和人源 "# $ %&（."# $ %&，!"# $ %&）的 ;<=>相继得以报道［’］(

"# $ %& 具有抑制 8细胞、单核细胞以及巨噬细胞活化的效应因子功能，是一种对大多数造血细胞具有
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多重效用的多功能细胞因子，但其最根本的功能还是限制并最终终止炎症反应!体内外研究表明，"# $ %&
在调节 ’细胞、()细胞、细胞毒及 *+细胞、肥大细胞、粒细胞、树突细胞、角质细胞和内皮细胞的生长和 ,
或分化中起着重要的作用!对于在体内控制免疫反应和耐受中起重要作用的 *调节细胞，"# $ %& 在其分化
及功能发挥时也起着重要的作用［-］!造血细胞因子中，"# $ %& 是唯一和几个病毒基因组具有相关的同源
性，而这种同源性被证实与其调节免疫和炎症反应时的重要作用密切相关!
临床上，+"# $ %& 可应用于风湿性关节炎、肠炎、败血症休克、癌症、器官移植等! 本文主要研究了 +"#

$ %& 在 ./* $ -01中的克隆和表达，及其生物活性的测定!

%2 材料和方法
%3 %2 菌株和质粒
2 2 大肠杆菌扩增菌株 45 6!、大肠杆菌表达菌株 ’#0%（4/-）由本实验室保存，大肠杆菌表达载体 ./*
-01购自 "789:;<=>7公司!
%3 02 主要试剂
限制性内切酶 (?> " 和 ’@A5 "、*B 4(C #9=@:9<7 )9:、*@D酶、?(*E、4(C A@;F>; 4#0&&& 购自 *@F@;@公

司!人 "G( $ " H@1I )9: 购自 >’9<IJ9>7J>! C89?97K5LE 购自 E9>;J> 公司!柱式质粒（小量）纯化试剂盒购自
M9=A@公司!柱式离心式胶回收试剂盒购自鼎国公司! ’NC E;<:>97 CII@O )9: 购自 E9>;J> 公司!其它所需试
剂为国内分析纯常用试剂!
%3 -2 引物的设计与合成
引物根据 (N’"数据库中人的 "7:>;P>QF97 $ %& J4(C序列设计，由北京三博公司合成!
6’端引物：6’$ =@: @:@ J@: @:= @=: JJ@ ==: J@@ ==: @J: J $ -’
-’端引物：6’$ =:: ==: ==@ :JJ :J@ =:: :J@ :@: J:: J@: :=: J@: =:@ == $ -’
其中，J@:@:=和 ==@:JJ分别为 (?> "和 ’@A5 "酶切位点!

%3 B2 基因的扩增和克隆
扩增基因的 ENL程序为：R6S % A97、66S % A97、T0S % A97，循环 -& 次!用 (?> " , ’@A5 "双酶切 ENL

扩增产物及表达载体 ./* -01，用 %3 6U的琼脂糖凝胶电泳纯化回收酶切产物，混匀，加入 *B 连接酶，置
%VS反应过夜!
%3 62 重组质粒的鉴定
将过夜连接产物转化大肠杆菌 45 6!，并将转化细菌涂在含 6& #= , A# @A.9J9PP97 的琼脂糖平板上，

-TS过夜!挑取单克隆，用 ENL和 (?> " , ’@A5 "双酶切鉴定!将 ENL和双酶切鉴定正确的克隆进行 4(C
测序分析!
%3 V2 ./*-01 , +"# $ %& 在大肠杆菌中的表达
将含有正确 4(C序列的重组质粒转入大肠杆菌 ’#0%（4/-），挑单克隆于 #’ 培养基中（含 6& #= , A#

@A.9J9PP97），-TS、00& ; , A97过夜!取过夜菌液按 %：6& 接种，-TS、00& ; , A97培养至 W4V&&为 &3 X Y %3 &，加入
"E*Z（% AA<P , #），诱导 B +，V 6&& ; , A97，BS条件下收菌!
%3 T2 M4MKECZ/分析
收集的菌体以 6U堆积胶和 %-U分离胶分析［B］!

%3 X2 包涵体制备及洗涤
按每克菌体 X A#裂解液（0& AA<P , # *;9IK5NP，&3 6 A<P , # (@NP，&3 6 AA<P , # EHMG，.5 X3 &）的比例悬

浮菌体，在冰浴中超声 %& A97破碎菌体，R &&& ; , A97、BS离心 0& A97后，得到沉淀，即为包涵体!
在包涵体中加入 %&& A# 洗涤液（0& AA<P , # *;9IK5NP，&3 6 A<P , # (@NP，&3 6 AA<P , # EHMG，%U Y 0[

*;9:<7 %&&，.5 X3 &），超声 %& A97，R &&& ; , A97、BS离心 0& A97，弃上清!重复 - 次!
%3 R2 包涵体的变复性
将 0 =包涵体用 06 A#变性液（V A<P , # 盐酸胍，6& AA<P , # *;9IK5NP，6& AA<P , # $ $巯基乙醇，.5 X3 6）

溶解，加入 B& 倍体积的复性液（6& AA<P , # *;9IK5NP，% AA<P , # ZMMZ，% AA<P , # ZM5，%& AA<P , # /4*C，.5
X3 &），混匀后，BS静置 0B +!对 NH纯化系统的平衡缓冲液（0& AA<P , # (@CJK5CJ，.5 B3 6）透析 0B +，换液
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! 次"将复兴样品上样至 #$柱纯化，经洗涤缓冲液（%& ’’() * + ,-./01./，&2 3 ’’() * + ,-#)，4152 3）充分
洗涤后，用洗脱液（%& ’’() * + ,-./01./，3&& ’’() * + ,-#)，41 52 3）洗脱，收集洗脱液，进行 6!7 8980
:.;<［5］"
将洗脱液对 3 ’’() * + ,151#=! 透析 %5 >，冷冻干燥" ??1%=溶解至 &2 3 ’@ * ’+，&2 %% !’滤器过滤除

菌"
62 6&A >B+ C 6& 活性检测
62 6&2 6A :D$#的提取
A A 将柠檬酸钠加入人外周血中至终浓度 &2 !E7，用等体积生理盐水稀释"向 3& ’+离心管中加入 6% ’+
混匀的淋巴细胞分离液，再缓慢加入 63 ’+ 稀释的人外周血" 于吊篮式离心机 6FG% &&& H * ’IJ 离心 %&
’IJ"吸取白色的淋巴细胞层，并用 :D8于 6FG洗涤 % 次"加入 6 ’+红细胞裂解液，室温保持 6&3 K，用适量
:D8终止反应并洗涤"
62 6&2 %A 细胞培养
计数淋巴细胞，用含 6&7 L#8的 M:$B6N5& 培养基重悬细胞，并以 6 O 6&3 *孔接种 FN 孔培养板"空白

组不加 #(J .，对照组加 #(J .至终浓度 3 !@ * ’+，试验组加 #(J . 至 3 !@ * ’+，同时加系列浓度的 H>B+ C
6&（6& J@ * ’+、6&& J@ * ’+、6 &&& J@ * ’+）"将细胞于 !PG、37#=% 孵箱培养 5E >，收集细胞上清液"
62 6&2 !A 夹心

<+B8.检测细胞上清中的 BL, C "：将抗 >B+ 6& 的捕获抗体用 :D8稀释至 % !@ * ’+，每孔 3& !+，5G过
夜" :D8洗涤 ! 次，用含 67D8.的 :D8Q［3］溶液封闭，!PG保温 % >" :D8Q洗涤 ! 次，每孔加入 3& !+细胞上
清，室温静置 6 >" :D8Q洗涤 ! 次，加入用含 67D8.的 :D8Q稀释至 % !@ * ’+的生物素标记的抗 >B+ 6& 抗
体，每孔 6&& !+，室温静置 6 >" :D8Q洗涤 ! 次，用含 67D8.的 :D8Q以 6R % 3&& 稀释的 -SI?IJ01M:稀释，
每个加样孔加入 6&& !+，室温静置 6 >" :D8洗涤 ! 次后，用 Q$D底物显色，于 53& J’测 =9值"

%A 实验结果
%2 6A 利用 MQ C :#M反应扩增 >B+ C 6& 基因
A A 将 >B+ C 6& 基因 /9,.进行 :#M扩增，:#M产物经 62 37琼脂糖电泳分离，所得目的条带相对分子质
量与预期值一致"（图 6）
%2 %A 4<Q !%T * B+ C 6& 表达载体的构建
利用 Q5 9,.连接酶连接经 ,?U B和 D-’ 1B双酶切消化的 >B+ C 6& 基因片断和 4<Q !%T载体，连接产

物转入大肠杆菌 913#克隆菌株，在含有 .’4的 +D平板上培养"挑取单菌落经 :#M 和酶切鉴定，筛选含
有 4<Q !%T * >B+ C 6& 的阳性克隆，并用 9,.序列测定进一步验证，结果表明，重组质粒中 9,.序列和 ,#0
DB数据库中的基因序列一致"
%2 !A 目的蛋白的表达
将含有正确 9,.序列的重组质粒转入大肠杆菌 D+%6（9<!）中，经 B:Q; 诱导，B+ C 6& 的表达量约占

菌体总蛋白的 637（图 %）"
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!" #$ 包涵体的制备
%& ’ () 包涵体经过 * 次洗涤后，其纯度达 +,-（图 *）.

!" ,$ 蛋白质变复性、/0柱纯化浓缩
%& ’ () 样品经复性和 /0 柱纯化后，其纯度达 1*- .从每

升培养液中可回收 %& ’ () *" , 23（图 *）.
!" 4$ 5%& ’ () 生物学活性检测结果
夹心 6&%78结果显示，5%& ’ () 可以显著抑制 /9: 8 诱导

的 ;<0/ %=> ’ !的分泌（表 (），且该抑制作用与 5%& ’ () 的浓
度呈剂量依赖关系.当 5%& ’ () 的浓度达 ( 23 ? 2& 时，抑制效
率达 @*- .

表 !" #$% &!’ 对 ()* +诱导的 ,-.(表达 $/0 & !的抑制（! & 1 "，# 23）

实验组

（样品浓度：:3 ? 2&）

(

（<AB:C）

!

（/9:DE9A）

*

（()）

#

（())）

,

（()))）
FG#,) :2 )" **) H )" )+( )" 4#+ H )" )!, )" 4!* H )" )!( )" ,)( H )" )!(" )" *@+ H )" )#+""

$ $ "：! I )" ),，""：! I )" )( JK L9:DE9A.

*$ 讨论
5%& ’ () 是一种重要的免疫调节因子，具有抑制 M细胞、单核细胞以及巨噬细胞活化的效应因子功能，

对大多数造血细胞都具有免疫调节作用.在抗炎症、肿瘤治疗、抗器官移植排斥以及抗自身某些免疫疾病
中具有广阔的应用前景.因而，获得大量的、高纯度的 5%& ’ () 显得具有重要的意义.
运用大肠杆菌表达外源基因，具有成本低、效率高、周期短等特点，但同时也会受到各种因素的影响.

启动子对外源基因的表达具有很大的影响.本文采用 M+ 启动子，加入 %;MN 进行诱导，可获较高效率的表
达.虽然大肠杆菌表达的产物没有糖基化位点，但成熟 5%& ’ () 也没有糖基化，因而本实验中影响不是很
大.

%& ’ () 具有多向免疫活性，其中比较稳定的是抑制 ;O8、/9: 8诱导 ;<0/的 %=>!的分泌［4］，本文采
用此法测定表达的 5%& ’ () 的活性，得到较好的结果.
本文研究说明，载有 5%& ’ () 的 P6M *!Q可在大肠杆菌中稳定地表达，表达的 5%& ’ () 具有较好的生

物学活性，可用于进一步的研究.
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