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人白细胞介素!"#（$%&!"#）基因在杆状病毒

表达载体系统中的表达"

杨 林 张晓馨 陈新华 龙綮新 王"章 李迎秋
（中山大学生物医药中心、生物防治国家重点实验室 广州 3"$#73）

摘 要：人白细胞介素"#（89:5"#）是细胞介导免疫发生的关键调节因子，也是目前发现的唯

一的异源二聚体细胞因子，由;63和;!$两个亚基经二硫键连接而成。利用<0=重组技

术，分别构建了含89:5"#!63基因和!!$基因的重组转移载体质粒>=?=@65!63和>=?=@65

!!$。将两个重组转移载体分别与致死缺陷型线性化苜蓿丫纹液蛾核型多角体病毒（=?0;%
@.?-’&A&’B:CD*.,CE*B@.?-’&FC,-G）基因<0=共转染昆虫细胞，构建出遗传稳定的重组病毒

=?0;%5HII589:5"#（!63）与=?0;%5HII4589:5"#（!!$）。将两种病毒分别感染"#1细胞，

取细胞培养物上清和细胞裂解物上清进行J<J5;=AK和L*GM*,D+’&M检测，结果显示89:5"#

!63和!!$两基因均在昆虫细胞中获得表达，且能分泌至胞外。表达产物具有免疫原性。
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人白介素"#（8-P.DCDM*,’*-QCD5"#，89:5"#）是一种对R细胞和自然杀伤细胞（0.M-,*
SC’’*,I*’’，0S）具有多种调节功能的细胞因子，它可以刺激R细胞、0S细胞释放!干扰

素（CDM*,T*,&D5!，9)05!），诱导辅助性R细胞（U*’>*,RI*’’，RU）前体细胞向RU"细胞分

化，从而启动细胞介导免疫，在抗肿瘤，抗病毒等方面有着不可估量的临床应用前景［"］。

89:5"#是至今发现的细胞因子中唯一由异二聚体组成的糖蛋白分子，由分子量分别为

63Q<和!$Q<的大小两亚基（;63，;!$）以二硫键连接而成［#］。

杆状病毒表达载体系统是最具有应用前景的真核表达系统之一。它具有对外源基因

容量大，操作方便，不污染环境等优点。由于它是真核表达系统，故可使表达产物得到较

充分的翻译后修饰。目前，国际上已有数百家实验室和公司从事这一方面的研究［6］。

本文构建了含89:5"#!63和!!$亚基基因的重组转移载体质粒>=?=@65!63和

>=?=@65!!$，并应用杆状病毒表达载体系统表达两亚基基因，同时探讨了表达产物在昆

虫细胞中的加工修饰过程，为进一步开发出具有临床应用价值的89:5"#打下一定的基础。

" 材料和方法

"(" 材料

"’"’" 质粒和菌株：含人白介素"#（89:5"#）!63亚基和!!$亚基基因的质粒>K<5!63



和!"#$!%&由美国’()(*+,-.)-*+*/*(.),0123456教授惠赠；转移载体质粒!7,789购

自:;<=>+)?()公司；质粒!85/-,=+!-1@（>A9$）由本实验室保存；大肠杆菌#BC!由美国

1,=+!!-.)-*+*/*(惠赠，基因型："#!$%%，"%&’(ADE（!F&%&’)">AC），*"+,AG，-.’/A，.01
+/A，23-/ED，4*51A，-.%/A；大肠杆菌H>A&E购自:=4I(?<公司，基因型：-.’/A，.0+/A，

23-/ED，4*5，*"+,AG（=@J，I@K），-.%/A，"#!$%%，"（%&’1!-6/7），［2’，4-&89D，!-6/7，

%&’9LM">AC］。

!"!"# 昆虫细胞株和杆状病毒：草地贪夜蛾细胞（:!6+6!4.-&;-#25!.-+&E，:;E）引自英

国自然环境研究会病毒研究所（N"OP，.)-*+*/*(46Q+=454?R，ST64=U，")?5<)U）；粉纹夜蛾

细胞（<-5’*6!%#"5&05，<0$C8A$%）由武汉病毒所惠赠；含合成启动子和#$半乳糖苷酶基因

的无包涵体粉纹夜蛾重组株（V)N:Q$1Q.$’）由本实验室构建［%］；致死缺陷型线性苜蓿丫

纹夜蛾核型多角体病毒基因#N7购自:;<=>+)?()公司。

!"!"$ 试剂：昆虫细胞裂解缓冲液（AW）：A&II45／XV=+-!BG0C，A9&II45／XN<P5，AY
V=+*4)Z$A&&，A&II45／XN<2，A&II45／XN<:+，A&II45／XN<::+；蛋白酶抑制剂混合物

（:=4*(<-(.);+[+*4=P4,\*<+5）（C&W）：F&&$?／IX8()]<I+U+)(BP5，C&&$?／IX:;()<)*;=4$
5+)(，C&&$?／IX7!=4*+)+)，C&&$?／IXX(/!(!*+)，C&&$?／IX:(!-*<+)7，C&II45:>12。

!"!"% 抗体：抗人.X$Â!%&／!G&以及抗人.X$Â !9C单克隆抗体购自:;<=>+)?()公司；

BO:标记兔抗鼠.?’购自华美生物工程公司。

!0# 方法

!"#"! 重组质粒的构建：参照萨姆布鲁克等的方法略作修改进行［C］。

!"#"# 重组病毒的构建和扩增：参照杨林等的方法进行［D］。采用磷酸钙沉淀法将经聚

乙二醇纯化的含!9C和!%&基因的重组转移载体质粒与7,>N:Q$SPPJ#N7共转染

:;E细胞。致死缺陷型线性化病毒基因组#N7（7,>N:Q$SPPJ#N7）由于其必需基因

的部分缺失，只有通过与重组转移载体质粒#N7同源重组，才能修复致死性缺失，复制

出具有感染力的病毒粒子，重组率高达到EEY以上，故一般无需进行空斑纯化，构建得到

重组病毒7,>N:Q$SPPJ$;.XÂ（!9C）和7,>N:Q$SPPJ$;.XÂ（!%&）。

!"#"$ 人白介素Â !9C和!%&基因的表达与鉴定：7,>N:Q$SPPJ$;.XÂ（!9C），7,>$
N:Q$SPPJ$;.XÂ（!%&）及V)N:Q$1Q.J’感染对数生长期的:;E细胞，̂G_培养Ĝ %
ED;，收获细胞进行总蛋白的1#1$:7’"、3(-*(=)$[54*检测以及薄层色谱扫描测定外源蛋

白表达量。

# 结果

#&! 重组转移载体质粒’()(*$+!$,与’()(*$+!%-的构建与酶切鉴定

将!"#$!9C用="4&酶切，收集AA9F[!的!9C基因片段；转移载体质粒!7,789用

:>&&酶切，由于="4&位点与:>&&位点无法互补配对，故引入中间载体!85/-,=+!*。

将!"#$!9C用="4&酶切后的基因片段插入!85/-,=+!*用="4&切出的窗口中，筛选正向

的重组子，再用:>&&和8-&&酶切，收集小片段，这样，就得到了含两个钝端的!9C片

段，即可插入!7,789用:>&&酶切的窗口中，再次筛选正向的重组子，得到重组转移载

体质粒!7,789$!9C。构建过程如图A所示。酶切鉴定结果显示，经7&>B&酶切的
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!"#"$%&!%’比!"#"$%载体多出了一个()(*!的小片段，用"#$+!酶切的!"#"$%&
!%’也比!"#"$%载体多出了一个,,-.*!的小片段，均与预期大小一致（图-）。

图, 重组质粒!"#"$%&!%’构建路线图

/012, 3456789#70454:7;<8<#4=*05>57!?>6=0@4:!"#"$%&!%’

图- 重组质粒!"#"$%&!%’的酶切鉴定

/012- A01<67045!>77<854:7;<!?>6=0@!"#"$%&!%’
B："AC"／"#$+!D%&’@#；"：!"#"$%／()*E!；

$：!"#"$%&!%’／()*E!；3：!"#"$%／"#$+!；A：!"#"$%&!%’／"#$+!2
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图! 重组质粒"#$#%!&!’(构建路线图

)*+,! -./0123$1*./.415626$.78*/9/1":907*;.4"#$#%!&!’(

将"<=&!’(用"#$!和%&’"酶

切，收集>(?>8"的!’(基因片段；质粒

"#$#%!也用"#$!和%&’"酶切，切

除一 个 多 余 的"?(启 动 子，收 集 大 片

段，将两个片段用@’A*+906连接，从而

将!’(基因插入"#$#%!用"#$!和

%&’"切出的窗口中，构建成重组转移

载体质粒"#$#%!&!’(，构建过程如图!
所示。酶切鉴定结果显示，经"#$!和

%&’"酶切的"#$#%!&!’(比"#$#%!
载体 多 出 了>(?>8"的 基 因 片 段，用

()*B!酶 切 的 "#$#%!&!’(可 得 到

’’’C8"，!D(?8"，>E’?8"和?>E!8"的四

个片段，均与预期大小一致（图’）。

!"! 重 组 病 毒#$%&’()**+(,-.(/!
（!01）与#$%&’()**+(,-.(/!（!23）的

构建

重组转移载体质粒"#$#%!&!!D和

"#$#%!&!’(采用改进的聚乙二醇沉淀

法 进 行 纯 化。 纯 化 后 的 质 粒 =F#
+,>E(/7／+,>C(/7 值 分 别 为 ?GHC 和

?GH>，表明重组转移载体质粒=F#纯

度较理想。将高纯度的"#$#%!&!!D重

组转 移 载 体 质 粒 =F# 与 %9$3:.I.:;

图’ 重组质粒"#$#%!&!’(的酶切鉴定

)*+,’ =*+601*./"91162/.4156":907*;"#$#%!&!’(
J：#=F#／()*B!K-./;$；#："#$#%!／%&’"K"#$!；

%："#$#%!&!’(／%&’"K"#$!；-："#$#%!／()*B!；=："#$#%!&!’(／()*B!,

C! 微 生 物 学 报 ’?卷



!"#$%&"’$()%*+,-."&+/012共转染!"3细胞，经过同源重组得到了遗传稳定的重组病毒

2*145678896:;!6<=（#>?）。共转染@(后观察到!"3细胞有病毒空斑出现。收集病毒液。

将高纯度的A2*2)>6#@B重组 转 移 载 体 质 粒012与)%*+,-C-,(!"#$%&"’$()%*6
+,-."&+/012共转染!"3细胞，经过同源重组得到了遗传稳定的重组 病 毒2*1456
78896:;!6<=（#@B）。共转染@(后观察到!"3细胞有病毒空斑出现。收集病毒液。

将D7;约为>!<B"E的重组病毒2*145678896:;!6<=（#>?）原液感染处于生长对

数期的!"3细胞，=FG培养F=:后，收集培养物上清，用适量的细胞裂解液裂解贴壁的细

胞单层，取适量的细胞裂解液和培养物上清进行H0H642CI分析，可观察到感染2*1456
78896:;!6<=（#>?）的细胞裂解液蛋白质样品比感染了J#145678869的样品多了一条

约><K0的蛋白带（图?）。该蛋白带与预期的表达产物大小一致，表明:;!6<=#>?基因得

到了表达。

将D7;约为>!<B的重组病毒2*145678896:;!6<=（#@B）原液感染处于生长对数

期的!"3细胞，=FG培养F=:后，收集培养物上清，用适量的细胞裂解液裂解贴壁的细胞

单层，取适量的细胞裂解液和培养物上清进行H0H642CI分析，可观察到感染2*1456
78896:;!6<=（#@B）的细胞裂解液蛋白质样品比感染了J#14567889的样品多了一条

约@BK0的蛋白带（图L）。该蛋白带与预期的表达产物大小一致，表明:;!6<=#@B基因得

到了表达。

图? 感 染 了 重 组 病 毒 2*1456788—:;!6<=
（#>?）的!"3细胞裂解物及培养物上清的H0H6
42CI分析图

M"EN? H0H642CI%#%,O/"/-PQ:$!"3*$,,,O/%Q$%#(*+,6
Q+&$/+A$&#%Q%#Q"#P$*Q$(R"Q:&$*-ST"#%#Q."&+/2*1456

78896:;!6<=（#>?）

D：D"(6&%#E$A&-Q$"#S-,$*+,%&R$":EQS%&K$&；2：!"3*$,,
*+,Q+&$/+A$&#%Q%#Q"#P$*Q$(R"Q:&$*-ST"#%#Q."&+/2*16

45678896:;!6<=（#>?）；)：!"3*$,,,O/%Q$"#P$*Q$(R"Q:

J#14567889；8：!"3*$,,,O/%Q$"#P$*Q$(R"Q:&$*-ST"6

#%#Q."&+/2*145678896:;!6<=（#>?）N

图L 感 染 了 重 组 毒 株 2*145678896
:;!6<=（#@B）的!"3细胞裂解物及培养物

上清的H0H642CI分析图

M"ENL H0H642CI%#%,O/"/-PQ:$!"3*$,,,O/%Q$
%#(*+,Q+&$/+A$&#%Q%#Q"#P$*Q$(R"Q:&$*-ST"#%#Q

."&+/2*145678896:;!6<=（#@B）

D：D"(6&%#E$A&-Q$"#S-,$*+,%&R$":EQS%&K$&；

2：!"3*$,,*+,Q+&$/+A$&#%Q%#Q"#P$*Q$(R"Q:&$6

*-ST"#%#Q."&+/2*145678896:;!6<=（#@B）；

)：!"3*$,,,O/%Q$"#P$*Q$(R"Q:&$*-ST"#%#Q."&+/

2*145678896:;!6<=（#@B）；8：!"3*$,,,O/%Q$

"#P$*Q$(R"Q:J#14567889N
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!"# !#$与!%&基因在"#’和$%&$()*%细胞中表达产物的分析与鉴定

为了证实上述二基因获得了表达，采用抗人!"#$%!&’／!(’与!)*的单克隆抗体抗

体进行表达的鉴定。对+,-./#0112#3!"#$%（!)*）和4,-./#0112毒株分别感染的

"#5细胞裂解物和培养物上清的676#.+89进行转膜，:;<=;>,?@A=结果显示，重组毒株

感染的细胞培养物上清中有一条分子量为%BC7的特异性反应带，细胞裂解物上清中除

分子量为%BC7的特异性反应带外，还有一条约)$C7的条带，可能是信号肽切割不完全

形成的。而作为对照的4,-./#0112毒株感染的细胞裂解物上清结果为阴性，证明该基

因得到了正确表达且能分泌至胞外。用$%#*D$2&细胞重复实验，也得到相同的结果

（图(）。

对+E-./#0112#3!"#$%（!&’）进行:;<=;>,?@A=分析，可见重组毒株感染的细胞培

养物上清中有一条分子量为)FC7的特异性反应带，细胞裂解物上清中除分子量为)FC7
的特异性反应带外，还有一条约&’C7的条带，可能是信号肽切割不完全形成的。证明该

基因也得到了正确的表达和分泌（图B）。

图( 感染了+E-./#0112#3!"#$%（!)*）的

"#5细胞和$%&*D$2&细胞裂解物及培养物

上清的:;<=;>,?@A=分析

GHIJ( :;<=;K?@A=L,L@M<H<AN=3;"#5E;@@L,O$%#
*D$2&E;@@@M<L=;L,OEP@=P>;<PQ;>,L=L,=H,N;E=;ORH=3

>;EAK?H,L,=SH>P<+E-./#0112#3!"#$%（!)*）

T：THO#>L,I;Q>A=;H,KA@;EP@L>R;HI3=KL>C;>；+："#5

E;@@@M<L=;H,N;E=;ORH=34,-./#0112；D："#5E;@@

EP@=P>;<PQ;>,L=L,=H,N;E=;ORH=3+E-./#0112#3!"#

$%（!)*）；1："#5E;@@@M<L=;H,N;E=;ORH=3+E-./#

0112#3!"#$%（!)*）；7：$%#*D$2&E;@@@M<L=;H,N;E=#

;ORH=34,-./#0112；9：$%#*D$2&E;@@EP@=P>;<P#

Q;>,L=L,=H,N;E=;ORH=3+E-./#0112#3!"#$%（!)*）；

G：$%#*D$2&E;@@@M<L=;H,N;E=;ORH=3+E-./#0112#
3!"#$%（!)*）J

图 B 感 染 了 +E-./#0112#3!"#$%
（!&’）的"#5细胞和$%&*D$2&细胞裂

解物及培养物上清的:;<=;>,?@A=分析

GHIJB :;<=;K?@A=L,L@M<H<AN=3;"#5E;@@L,O
$%#*D$2&E;@@@M<L=;L,OEP@=P>;<PQ;>,L=L,=

H,N;E=;ORH=3>;EAK?H,L,=SH>P<+E-./#0112#

3!"#$%（!&’）

T：THO#>L,I;Q>A=;H,KA@;EP@L>R;HI3=KL>C;>；

+："#5E;@@@M<L=;H,N;E=;ORH=34,-./#0112；

D："#5E;@@EP@=P>;<PQ;>,L=L,=H,N;E=;ORH=3+E#

-./#0112#3!"#$%（!&’）；1："#5E;@@@M<L=;H,#

N;E=;ORH=3+E-./#0112#3!"#$%（!&’）；7：

$%#*D$2&E;@@@M<L=;H,N;E=;ORH=34,-./#

0112；9：$%#*D$2&E;@@EP@=P>;<PQ;>,L=L,=

H,N;E=;ORH=3+E-./#0112#3!"#$%（!&’）；G：

’%#*D$2&E;@@@M<L=;H,N;E=;ORH=3+E-./#

0112#3!"#$%（!&’）J
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!!" 外源基因表达量的测定

在薄层扫描仪上对"##$%&’(的结果进行了扫描，测定了)*+,-波长下的吸收波，

结果表明，%.)蛋白和%/+蛋白分别占!"*细胞总蛋白的01002和31)32。

# 讨论

#$% &’()%!!#*和!"+在昆虫细胞中的表达和分泌

从456758,9:;7的结果分析，在!"*和#$%)<0=/细胞培养物上清和细胞裂解液上

清中，都可检测到>?@$0A&.)和&/+亚基基因的表达产物，证明二亚基在两种昆虫细胞

中都得到了表达，且能分泌至胞外。可见，昆虫细胞能识别>?@$0A&.)和&/+信号肽并

进行切割。

#!! 外源基因表达水平的探讨

为了提高外源基因表达水平，本论文在转移载体质粒的选择和外源基因自身条件的

优化两方面，做了以下一些探讨：带有滞晚期强启动子&’()B8;-;758和!0+B8;-;758的

转移载体质粒比晚期或早期启动子能更高效地表达外源基因，不过后者具有对外源重组

蛋白更强的加工修饰能力，选用带有&’()B8;-;758和!0+B8;-;758的转移载体质粒，以

提高外源基因的表达水平。此外，虽然基因组#C&可在杆状病毒系统中得到剪接并获

得低水平表达［3，D］，但至今仍无高水平表达的报道，采用>?@$0A&.)和&/+的E#C&作为

外源基因的来源，以提高表达水平。值得一提的是有报道表明-FC&.’端非编码区&G
富含序列控制着-FC&的不稳定性［*］。因此，删除了>?@$0A&.)E#C&.’端A)A9B的部

分B;:H（&）序列，也删除了>?@$0A&/+E#C&.’端.A/9B的部分B;:H（&）序列，以尽量减

少外源-FC&的&G富含序列，提高表达水平。虽然本文就上述因素进行了改进，但表

达水平依然不够理想，这很可能与!"*细胞的密码子编好有较大关系。

通过比较发现：同样编码甘氨酸（’:H）的四个密码子’’G，’’I，’’&和’’’在

!"*细胞中的使用的频率并不相同，其频率分别为’’G：A+1+J；’’I：A+1+J；’’&：

A01/J；’’’：)1)J，’’’的使用频率比其它三个明显的低。

再比较这四个密码子在>?@$0A&.)和&/+中的使用情况，结果如表0所示。

表% "#,细胞与外源基因密码子使用频率的比较

KL9:50 I;-BL8M6;,;NE;O;,P6LQ5N85RP5,EH957S55,!"*E5::6L,ON;85MQ,Q5,56G,M7：J（TPL,7M7H;NE;O;,）

I;O;, !"* >M@$0A&.) >?@$0A&/+

’’G A+1+（0.+） .1*（0） .1+（0）

’’I A+1+（0.+） +（+） 0D1.（U）

’’& A01/（0.*） .1*（0） 0D1.（U）

’’’ )1)（.U） 31*（A） U10（A）

在>?@$0A&.)和&/+中，’’’的出现率却都比’’G高。因此这很可能是限制&.)
和&/+基因在!"*细胞中获得高效表达的瓶颈。在将来的工作中，可望通过同义突变，

将’’’突变成’’G，以提高表达水平。
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!!! 信号肽的识别与切割

"#$%#&’()*%结果显示，细胞裂解物泳道除预期大小的印迹外，还有一条比预期印迹

大的印迹，估计是由于信号肽切割不完全而形成的。可见，杆状病毒表达载体系统对

+,-./0!12和!34蛋白信号肽的识别和切割仍很有限，改进的方法是采用杆状病毒自身

的信号肽（如5678的信号肽序列）代替外源基因的信号肽，以获得最好的表达分泌效果。
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