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[摘要 ] 对巴斯德毕赤酵母高效分泌表达的猪 -干扰素 ( Po IFN- )纯化工艺和纯化后重组蛋白的部分生化特

性进行了研究, 结果表明:猪 -干扰素 ( P oIFN- )发酵液经离心、透析、过滤处理之后, 依次利用亲和层析和离子

交换层析使目的蛋白得到了纯化.经 N端氨基酸测序, W estern-blot, 对酸、热、巯基乙醇的稳定性和糖基化程度等

检测后发现, 所表达的猪 -干扰素 N端氨基酸序列 (前 5个 )正确,对酸和热基本稳定, 二硫键对目的蛋白的活

性至关重要, 没有发现目的蛋白的糖基化.
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Abstrac t: In th is study, we developed the techn ique fo r pur ifying recom binant po rc ine- inte rferon ( PoIFN- ) that w as

e fficien tly expressed by P ichia Pastor is and stud ied the biochem ical character istics of PoIFN- . Recom b inant po rcine

IFN- w as purified to homogeneity by affinity chroma tog raphy and ion-exchange chrom atog raphy stepw isely afte r cen trifu-

ga tion、dialysis and filtration. The resu lts of its b iochem ica l characteristics show ed that the first five am ino acids of N-

term inal o f the purified pro tein w as correct. The pro tein w as heat and ac id- stab le and the dithio la te-bond was cruc ia l to

the pro te in activ ity. No g lycosy la tion w ere found on the target pro te in.
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干扰素 ( Interferon, IFN )是一类重要的细胞因子, 具有种属特异性,在同种细胞上具有广谱的抗病毒、

抗细胞增殖、免疫调节等多种生物活性.根据干扰素的来源和性质可分为 型干扰素和 型干扰素
[ 1, 2 ]

.

猪干扰素 ( Po IFN)也可分为 I型和 型, I型包括 、、 和 4种, 型仅有 1种. I型猪干扰素基因无

内含子,基因组中一般含有多个 I型猪干扰素基因
[ 3]
.猪 IFN- ( PoIFN- )基因家族分为二类同源的、但明

显不同的基因类型: Po IFN- 1和 PoIFN- 2.目前, PoIFN- 1基因已经在真核和原核细胞中得到表达, 但相

关的分离纯化报道很少. 通过研究表明, Po IFN- 可被用作动物疫苗的免疫增强剂和猪病毒病的治疗

剂
[ 4, 5]

,因此,在获得较高水平表达产物的基础上, 探索重组 PoIFN- 的分离纯化工艺,具有重要的理论意
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义和实践价值.

1 材料和方法

1 1 材料

1 1. 1 试剂

磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、Tris、甲醇、氯化钠、三氟甲基磺酸、苯酚、脱氧胆酸钠和三氯乙酸购自上海国

药生物公司,辣根过氧化物酶、PVDF膜和咪唑购自上海西唐生物公司, BCA试剂盒购自 Pierce公司.

1 1 2 设备及仪器

高速离心机 ( S igma) ,凝胶电泳仪 ( B io-rad) , 凝胶图像处理系统 (上海 Tanon) , pH计 (M illipore) , M i-l

lipo re 0 2 m滤器 ( Pall) ,截留相对分子质量 3 500的透析袋 (上海华美 ) , FPLC分离纯化系统和 H isT rap

HP K it亲和预装柱 (安玛西亚 ), H isTrap DEAE FF离子交换预装柱 ( GE H ea lthcare) , 真空干燥器 ( Sa-

vant) .

1 2 方法

1 2 1 纯化

发酵液于 4 12 000 r/m in离心 15m in, 收集上清液; 上清液用 pH 8 0、PO
- 3
4 20 mmo l/L、N aC l 500

mmo l /L透析 24 h后,于 4 10 000 r/m in离心 15m in,再次收集上清液;上清液经过 0 2 m微孔滤器过滤

后上样金属 N i
2 +
亲和预装柱 ( 1mL) ,通过不同浓度的咪唑进行阶段洗脱, 收集流出峰并测其活性;活性峰

用 pH 7 6、Tris 20mmo l/L透析 24 h后,上样 DEAE FF离子交换预装柱 ( 1 mL) ,通过不同浓度的 NaC l阶

段洗脱,收集流出峰并测其活性.

1 2 2 活性检测

猪 -干扰素的活性检测采用 W ISH细胞 (人羊膜传代细胞株 ) - VSV (滤泡性口炎病毒 )抗病毒系

统
[ 6]
. IFN抗病毒活性单位的定义是指能抑制 50%细胞病变或 50%病毒空斑形成效应的 IFN最高稀释度

的倒数.

1 2 3 纯度检测

SDS- PAGE银染电泳鉴定纯度
[ 7 ]
.

1 2 4 蛋白浓度测定

蛋白浓度用 BCA试剂盒,具体步骤见盒中说明书.

1 2 5 蛋白质免疫印迹

样品先进行 SDS- PAGE电泳, 结束后切下含有目的蛋白的胶;将 NC膜和 3mm滤纸按海绵垫 滤纸

( 3张 ) 凝胶 NC膜 滤纸 ( 3张 ) 海绵垫的结构放入转印电泳槽,冰浴下 200mA恒流转印 3 h. 结束

后将 NC膜依次置于: 封闭液中振摇 1 h,用封闭液稀释为 1 6 000的鼠抗 Po IFN 一抗中振摇 1 h; PBST中

洗 3次,每次 10m in;用封闭液稀释为 1 5 000的 HRP标记山羊抗小鼠 IgG的二抗中振摇 1 h; PBST洗 3

次,每次 10m in.最后将膜浸入底物溶液中直至适中的颜色出现,用去离子水冲洗终止反应.

1 2 6 蛋白质 N端氨基酸序列、等电点 ( pI)的测定

委托上海中科院生化与细胞所测试中心检测.

1 2 7 对酸、热、巯基乙醇稳定性的检测

猪 -干扰素对酸的稳定性:将 1mL纯化的蛋白样液在 4 下置于 pH 2 0、20mmo l的磷酸二氢钠

溶液中透析 24 h.

猪 -干扰素对热的稳定性:将 1mL纯化的蛋白样液放入 Eppendo rf离心管中,置于 56 水浴锅内

1 h.

猪 -干扰素对巯基乙醇的稳定性:将 200mmo l -巯基乙醇加入纯化的蛋白样液中,在 4 下置

于 pH 7 4的磷酸二氢钠溶液中透析 24 h.

通过抗病毒系统检测猪 -干扰素的活性
[ 8]
.

1 2 8 糖基化修饰的初步鉴定

( 1)辣根过氧化物酶 (HRP)的糖链切割:取一定量 HRP于 Eppendorf离心管中,依次加入 100 L三氟
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甲基磺酸和 50 L苯酚,于 0 1 000 r/m in旋转 1 h,加 100 L 20mmo l/L T ris终止反应,并于 4 pH 7 4、

20mmo l磷酸缓冲液内透析 24 h;用三氯乙酸沉淀法沉淀,加入适量的样品缓冲液后进行 SDS- PAGE电

泳
[ 9, 10]

.

( 2)猪 -干扰素的糖链切割:先通过三氯乙酸沉淀法将目的蛋白沉淀, 冷冻抽干后, 按方法 ( 1)对目

的蛋白进行糖链切割.

2 结果与分析

2 1 纯化

图 1显示亲和层析后 (泳道 4)的杂蛋白量已经大幅减少,再经离子交换层析分离纯化后 (泳道 6) ,可

以获得较为单一的目的蛋白.表 1显示了这一纯化路线的纯化效果, 最终的蛋白比活为 1 5 10
4
IU /mg,

蛋白回收率为 1 33% ,纯化倍数为 0 27.

表 1 猪 -干扰素的分离纯化的效果

Table 1 P arification efficiency o f Po IFN-

样品
蛋白浓度 /

( mg /mL)

蛋白活力 /

( 104 IU /m L)

蛋白比活 /

( 104 IU /m g)
蛋白收率 /% 纯化因子

上样前发酵液 3 00 23 7 67 100

亲和上样前透析液 1 64 6 18 3 77 54 67 0 49

亲和上样收集的峰 0 73 2 06 2 82 24 33 0 75

离子交换前透析液 0 11 0 61 5 55 3 67 1 97

离子交换收集的峰 0 04 0 06 1 50 1 33 0 27

2 2 W estern blot、蛋白质 N端氨基酸序列和等电点 ( pI)的测定

检测发现相对分子质量 16 100和 21 000 2条蛋白的 N端前 5个氨基酸序列均是 E- A - E- A - X,对

照猪 -干扰素 N端前 5个氨基酸序列 ( C- D- L- P- Q )和载体 信号肽最后 5个氨基酸序列 ( R - E-

A - E- A )发现,所测的前 4个氨基酸序列是载体 信号肽末端未切除的部分; X在一般情况下是 C,正好

是目的蛋白的第一个氨基酸,这样连同W estern b lo t分析结果 (图 2)均证明,在 16 100和 21 000出现的 2

条蛋白 N端保持完好, 且均是猪 -干扰素.另外,相对分子质量 16 100的目的蛋白等电点为 4 5~ 4 8,而

用软件分析猪 -干扰素裸蛋白的等电点为 6 4.

表 2 猪 -干扰素对酸、热、巯基乙醇的稳定性

Table 2 The stability of P oIFN- in face of acid、heat and m ercaptoethanol

条件活性 未经处理 酸 ( pH2 0 ) 热 ( 56 , 1 h) 巯基乙醇 ( 200mmo l)

干扰素滴度 / ( IU /mL ) 628 503 312 0
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2 3 对酸、热、巯基乙醇稳定性的检测

表 2说明在酸、热和巯基乙醇存在的条件下:猪 -干扰素在 pH2 0时基本稳定,在 56 1 h内具有一

定的稳定性,而它对巯基乙醇则十分敏感,表明二硫键对维持其活性有着非常重要的作用.

2 4 糖基化修饰的初步鉴定

图 3显示 HRP经 TFM S切割后相对分子质量由 40 000左右移至 30 000附近,说明 TFM S法确实能够

切除糖蛋白的糖链. 图 4显示 16 100和 21 000这 2条带经 TFM S法切割后,并没有出现位置上的明显变

化,所以初步认为表达的猪 -干扰素没有发生糖基化.

3 讨论

在金属螯合亲和层析纯化过程中,本文选用咪唑为竞争性物质,通过改变咪唑浓度来洗脱目的蛋白.

实验中目的蛋白洗脱下的咪唑浓度较低, 显示目的蛋白结合不很牢固,可能与蛋白质的空间结构有关,也

可能与目的蛋白 C末端 H is的降解有关; 在离子交换层析纯化过程中,缓冲液的 pH值是影响分离效果的

关键因素之一,实验中选用的 pH 7 6缓冲液可以较好地达到分离纯化重组猪 -干扰素的目的.

从整个纯化效果来看,蛋白回收率、比活和纯化因子都不理想,可能的原因是:在纯化过程中, 一些

含有目的蛋白组分较高、但纯度不是很高的样品不得不被放弃; 有相当一些目的蛋白可能因为外界条

件的变化而改变了其空间构象,造成目的蛋白的失活.

本实验中的目的蛋白 C端理论上带有 15个氨基酸残基的抗原表位和 6个组氨酸残基, 如果表达完

整,相对分子质量应该在 21 000左右.实验结果显示相对分子质量在 16 100和 21 000的 2条蛋白均是目

的蛋白,造成两者相对分子质量差异的原因可能是:大部分目的蛋白 C末端的 6个 H is,甚至 15个抗原表

位氨基酸残基已经降解.另外, 目的蛋白理论等电点应在 6 4左右, 这与所测的 4 5~ 4 8也有明显差异,

可能的原因是:目的蛋白 C端的 15个抗原表位氨基酸序列 ( E - Q- K - L- I- S- E- E- D - L- N - S-

A - V - D)中有 5个是酸性氨基酸,只有 1个是碱性氨基酸, 这也说明目的蛋白 C末端 6个 H is可能已经

部分或全部降解,从而导致整个蛋白的电负性增加.

三氟甲基磺酸法 ( TFM S) 可以切除与肽链直接相连的单糖以外的所有糖基,而肽键则在同样的条件

下保持稳定,最后通过电泳比较糖链切割前后蛋白相对分子质量的变化来判断某一蛋白是否糖基化.该法

反应温和,速度很快, 对糖基化类型没有选择性,可以作用于所有类型的糖链.经过 TFM S法切割后的目的

蛋白 (图 3、图 4)相对分子质量未发生明显变化,故初步判断目的蛋白没有糖基化.
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