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!"#$!的基因克隆及在原核中的表达
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摘 要：从人外周血中分离出白细胞，提取其总 5.6，根据文献报道的 783/!的核苷酸序列合

成 9:和 #:端引物，用 5;3<=5 的方法获得了 783/!的基因 >?.6，并在大肠杆菌中获得了高效表

达，表达量占全菌的 !$@，并对表达产物进行了分离纯化和活性分析，获得了纯度大于 04@
的样品，该样品表现出明显的生物学活性。
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783/ 是一种重要的细胞因子，具有广泛的生物学活性。不仅对多种免疫活性细胞有

重要调节作用，而且参与造血、神经内分泌及抗肿瘤等多种生理过程［/］，并与发热、炎症以

及某些疾病的病理变化有关。783/ 参与介导炎症反应，是重要的炎症介质，能促进骨髓释

放中性粒细胞，诱导单核细胞和多核细胞趋化浸润到炎症局部，在局部释放溶酶体酶；783
/ 还具有破坏结缔组织的作用［"］，能诱导成纤维细胞增殖，并能诱导上皮细胞、成骨细胞

产生胶原蛋白，诱导破骨细胞、成纤维细胞和软骨细胞等释放胶原酶分解胶原蛋白，并能

促进骨质吸收，促进平滑肌细胞增殖。

783/ 对代谢也有较大的影响［"］，它能参与恶液质的形成，有致负氮平衡的效应，可刺

激骨骼肌细胞分解蛋白质；它还具有降低血糖的作用，这与它能刺激胰岛素分泌、增强胰

岛素的活性和促进葡萄糖转运到胞浆有关。并且 783/ 对血浆中的微量元素也有影响，包

括引起铜离子增加和锌离子、铁离子的减少。

另外 783/ 在免疫细胞的激活中也发挥着重要作用，它可以作用于巨噬细胞和单核细

胞，诱导其产生对肿瘤细胞的细胞毒活性，并且还能够促进原始骨髓造血干细胞的集落增

殖，同时能够促进人体其他细胞释放造血生长因子而促进造血。依据以上机理，国外试用

783/!治疗肿瘤［#］以及治疗高剂量化疗和同源骨髓移植后［!，9］促进造血功能恢复的临床"
期试验。

本工作是从人外周血中分离白细胞，经 <B6 活化后提取其总 5.6，用 5;3<=5 的方法

获得了 783/!基因的 >?.6，在大肠杆菌中获得了高效表达，并对表达产物进行了分离纯化

和活性分析。

$ 材料和方法

$%$ 实验材料

大肠杆菌 ?B9#，本室保存；人外周血白细胞，取自正常成年人；C83! 细胞株，购自中



国科学院上海细胞研究所；!"##$% 细胞株，本室保存；&’(%%) 载体，含有 *#*+ 温度诱导启

动子，本室保存；限制性内切酶，",-./0 聚合酶，"1./0 连接酶，总 +/0 提取试剂盒，+"$
*!+ 试剂盒，质粒快速提取试剂盒分别购自华美公司、博大公司；分离纯化介质 !2$34&5,$
6784 99，34&5,:4; <$%= >?@4，.A$34&5,6784 99，为 *5,6B,C?, 公司产品。

!"# 人外周血白细胞总 $%& 的制备

静脉抽取正常成年人血液 =B#，肝素钠抗凝。将血液用 DE1) 培养基对倍稀释后，加

入淋巴细胞分层液，%))) 6FB?@ 离心 %)B?@，吸取白细胞环，用含 D)G小牛血清的 DE1) 培养

基洗细胞 H 次，将细胞数调整为 D I D)E J B#，加入终浓度 E)!KFB# 的 *L0，于 HMN =G!O%

培养箱中活化 =5，收集细胞。用总 +/0 提取试剂盒从细胞中提取总 +/0 用于反转录反

应。

!"’ ()*+!!基因的 $,+-.$ 扩增

据 文 献 报 道 的 5P#$D" 基 因［E，M］，设 计 引 物：=Q 端 引 物：0"<00""!00"<$
<!0!!"<"0!<0"!0!"<00!" HQ端引物：0!<"!<0!""0<<00<0!0!000""<!0"<< 在 =Q
引物中加入 !"#+P 位点，在该位点的下游加入起始密码子 0"<，并在 0"< 前加入了一个

0，以适当调整 3. 序列。在 HQ引物中加入了 $%&P 位点，在该位点的上游加入终止密码子

"00。按照 +"$*!+ 试剂盒的方法进行反转录反应，获得的反转录产物即可作为 *!+ 反

应的模板。

*!+ 反应条件为：REN预变性 HB?@，然后按 R1N DB?@，=%N DB?@，M%N DS=B?@ 进行 H=
个循环，最后 M%N延伸 MB?@。

!"/ ()*+!!表达载体的构建及表达

用 !"#+P 和 $%&P 双酶切 *!+ 产物和 &’(%%) 载体，电泳纯化，回收 5P#$D"基因和线性

化的 &’(%%) 载体，然后用 "1 ./0 连接酶连接 5P#$D"基因和线性化载体，转化大肠杆菌

.L=#，H)N培养 DE5 后，挑取单克隆，进行酶切鉴定及测序，将测序正确的单克隆接种于

0&T 的 #’ 培养基中，H)N培养 15，然后 1%N诱导 = U E5，离心收集菌体，进行 3.3$*0<A 分

析。

!"0 表达产物的分离纯化

菌体经超声破碎后，离心取上清，用乙酸调 &L 至 =SV，采用 !2$34&5,6784 99 柱（$：

DSECB I D=CB）分离纯化，流动相 0 液为 )S)%B7WF# L0!$/,0! 缓冲液，’ 液为 DB7WF# /,!WF
)S)%B7WF# L0!$/,0! 缓冲液（&L=SV），H)B?@ 内由 D))G 0 至 D))G ’ 进行梯度洗脱，流速

VB#FB?@。分步收集流出液，3.3$*0<A 分析，合并含 5P#$D"的组份，用 34&5,:4; <$%= >?@4
（$：DSECB I %)CB）柱脱盐，流动相为 )S)%B7WF# "6?8$L!W，&LMS)，流速 VB#FB?@。脱盐后样品

再用 .A0A$34&5,6784 99（$：DSECB I DVCB）柱做进一步纯化，流动相为 )S)%B7WF# "6?8$L!W，
&LMS)，流速 VB#FB?@，收集穿过峰，即为目的蛋白。

!"1 ()*+!!的生物活性测定［2］

制备的 5P#$D"纯品 D))!# 上板，作倍比稀释后，加入 D))!# A#$1 细胞，细胞浓度为

% I D)E FB#，HMN，=G!O% 培养箱培养 %15 后，每孔吸出 =)!# 培养上清依次加入另一块 RE
孔板中，同时吸取未经 5P#$D"诱导的 A#$1 细胞培养上清在同一块板上，加入 =)!# !"##$%
细胞，细胞浓度为 D I D)E FB#，HMN，=G!O% 培养箱中继续培养，显微镜下观察细胞的生长
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状态。

! 结果和讨论

!"# 表达载体的构建

以人外周血白细胞总 !"# 为模板，采用 !$%&’! 方法扩增。扩增产物经琼脂糖电泳

发现在约 ()*+, 处有一明显扩增片段（图 -），用 ."# 回收试剂盒回收该片段，用 !"#!/0
$%& / 双酶切后，克隆至 12344( 载体上，转化大肠杆菌 .5*!，经 6(7培养后，挑取单克隆，

分别用 !"#!/、!"#!/0$%&/ 酶切鉴定（图 4），双酶切结果显示，有一约 ()*+, 片段，取该质粒

测序，序列正确。

图 # $%&’($ 扩增结果

89:;- !$%&’! <=>?@A

- ;-+, ."# @BCC=<；4 ; &<DC?EA DF !$%&’!;

图 ! 重组质粒的酶切鉴定

89:;4 ’GB<BEA=<9HBA9DI DF <=EDJ,9IBIA 1@B>J9C

- ; .K4((( @BCC=<；4; /K%-" C9:=>A9DI ,L !"#!/0

$%&/；6; /K%-"C9:=>A9DI ,L !"#!/;

!"! 重组人 )*&#!的高效表达

将 /K%-"质粒转化 .5*!，按方法 -)M 节诱导工程菌表达。N.N%&#OP 分析，发现诱导

后在 -Q)*+. 处出现一条新蛋白质条带，证实为重组蛋白（图 6）。薄层扫描分析表明，重

组蛋白的含量约占菌体总蛋的 R(S。

!"+ 重组蛋白的分离纯化

将菌体超声破菌后，N.N%&#OP 分析上清和沉淀，发现重组蛋白为胞内可溶性表达，离

心收集上清液。由于大肠杆菌内多为酸性蛋白，而 /K%-"的等电点为 1/M)* 左右，因此我

们将超声破菌后上清调 15 值至 *)Q，用 ’T%>=1GB<D>=88 柱进行纯化，大部分杂蛋白不被吸

附而穿过，目的蛋白被吸附在柱上，用 -JD@0K "B’@ 溶液梯度洗脱，约在 ()6JD@0K "B’@ 浓度

时，目的蛋白被洗脱下来。将洗脱样品用 O4* F9I= 柱脱盐后，再用 .P#P%N=1GB<D>=88 柱做

进一步纯化，流动相选择 15M)( 的 ()(4JD@0K $<9>%5’@ 缓冲液，在这种 15 状态下，/K%-"不

被吸附而穿过，收集穿过峰样品，N.N%&#OP 分析，在 -Q)*+. 左右明显可见目的蛋白条带

（图 R），经扫描分析，纯度大于 UQS。
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图 ! "#$%!在大肠杆菌中表达的 &’&$()*+
!"#$% &’&()*+, -.-/01"1 23 4567411"2. 23 89(:!! $ "#$%

:$;2/4<=/-7 >4"#?@ A-7B47；C $ ’DE"（89(:!）>"@?2=@ ".F=<4(

A4.@；%$ 8.F=<4F ’DE"（89(:!）$

图 , "#$%!纯品的 &’&$()*+
!"#$G &’&()*+, -.-/01"1 23 3".-/ 672F=<@1

: $;2/4<=/-7 >4"#?@ A-7B47；C$ )=7"3"4F 7?89(:!$

-., /"#$%!的生物活性测定

依据 89(:!能够诱导 ,9(G 细胞分泌产生 89(C，并且在一定浓度范围内，产生的 89(C 的

量与加入的 89(:!有一定的量效关系［H］，因而，我们按材料方法中的细胞测活方法，对 ?89(
:!纯品的生物学活性进行了分析，发现经 ?89(:!诱导后的 ,9(G 细胞的培养上清能明显地

促进 IJ99(C 细胞的增殖，细胞生长状态良好（图 E(*）。而未经 ?89(:!诱导的 ,9(G 细胞的

培养上清则不能促进 IJ99(C 细胞的增殖，细胞萎缩，破碎（图 E(K）。由此可知我们制备的

?89(:!纯品表现出明显的生物学活性。

图 0 经 /"#$%!诱导的 +#$, 细胞培养上清对 12##$- 细胞的增殖作用

!"#$E J?4 4334<@ 23 672/"347-@"2. 23 IJ99(C <4//1 1@"A=/-@4F L0 @?4 <=/@=74 12/=@"2. 23

,9(G <4//1 ".F=<4F L0 ?89(:!
*$ I=/@"M-@4 @?4 IJ99(C <4//1 >"@? @?4 <=/@=74 12/=@"2. 23 ,9(G <4//1 ".F=<4F L0 ?89(:!；

K$ I=/@"M-@4 @?4 IJ99(C <4//1 >"@? @?4 <=/@=74 12/=@"2. 23 ,9(G <4//1$
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