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① QIAexpress系统高效表达鸡 Χ-干扰素 cD NA 的研究

吴志光3 　夏 春　汪 明　蒋金书
(中国农业大学动物医学院, 北京 100094)

摘　要　为深入进行基因工程鸡干扰素的研究,将前期工作所得到的 pGEM T EasyöCh IFN 2Χ2重组质粒中

的Ch IFN 2Χ2基因亚克隆到表达质粒 pQ E30上,构建了重组表达质粒pQ E2Ch IFN 2Χ2,转化大肠杆菌M 15,构

建了高效表达重组蛋白的双质粒Q IA exp ress系统。经对重组蛋白的可溶性判定、包涵体的溶解、纯化、复性及

活性测定,结果表明 Ch IFN 2Χ2的表达水平为 22% ,包涵体的纯度为 80% , 生物学活性为 3 200～ 6 400 Uõ

m g- 1。本方法可供大量制备活性鸡 Χ2干扰素参考。
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Express ion of Ch icken In terferon -Χ cD NA by QIAexpress System

W u Zh iguang　X ia Chun　W ang M ing　J iang J in shu
(Co llege of V eterinary M edicine, Ch ina A gricu ltu ral U niversity, Beijing 100094, Ch ina)

Abstract　 In o rder to lucub ra te recom b inan t ch icken in terferon s, the ch icken in terferon2Χ
(Ch IFN 2Χ2) gene w as subcloned in to h igh level exp ression vecto rs pQ E30 fo r con struct ion of

exp ression p lasm ids pQ E30öCh IFN 2Χ2. M 15 stra in s (con ta in ing pR EP4) tran sfo rm ed w ith

pQ E30öCh IFN 2Χ2 fo rm ed Q IA exp ress system , w h ich can eff icien t ly p roduce recom b inan t

p ro tein. T he inclu sion bodies of recom b inan t p ro tein s w ere iso la ted, d isso lved, pu rif ied,

renatu red and the act ivity w as tested. T he resu lt show ed that the exp ression level w as abou t

22% , the pu rity of inclu sion bodies w as 80%. T he an t i2vira l act ivity w as 3 200～ 6 400 Uõ

m g - 1. T h is research estab lished a foundat ion fo r the p roduct ion of Ch IFN 2Χ la rgely.
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Χ2干扰素 ( In terferon gamm a, IFN 2Χ)是淋巴细胞分泌的功能调节蛋白,具有抗病毒、抗肿

瘤等活性,并在免疫应答调控中起重要作用,其免疫调节的活性和抑制细胞分裂的活性远比

Α、Β干扰素高,具有免疫预防和治疗的潜能[1, 2 ]。由生物诱导产生 IFN 2Χ,因来源少、成本高、纯

化工艺复杂等诸多限制而价格昂贵,极大限制了临床和科研的应用。自 80年代初期以来,利用

基因工程技术生产的人重组干扰素在临床治疗中已显示出一定的疗效[3 ]。猪狗等动物重组干

扰素的研究取得了较大的进展[4, 5 ]。近几年关于重组鸡干扰素的研究也非常活跃,但都处于实

验室研究阶段,距离养鸡业大规模的应用尚有一段距离[6, 7 ]。原核表达存在着表达蛋白的活性

低,不易于纯化以及菌株不稳定等问题,限制了向规模化生产的转化。本研究在总结多方面经

验的基础上,挑选了Q IA exp ress系统,建立了高效、稳定表达重组Ch IFN 2Χ的双操纵子、双质
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粒和双抗性筛选表达系,表达的产物为融合蛋白,与其他系统表达的融合蛋白相比具有易于纯

化,N 2端仅为 6个组氨酸,具有不影响蛋白活性等优点。本研究为筛选高效表达及制备干扰素

技术进行探讨。

1　材料与方法

111　材料

菌种: 大肠杆菌 JM 109 由本实验室保存,宿主表达菌M 15,购自Q IA GEN 公司,基因型

N als, St rs, R if s, L ac- , A ra- , Gal- ,M tl- , F - , R ec+ , U vr+ , L on+。其自身还含有低拷贝的表达

调节质粒 pR EP4 (含卡那霉素抗性基因) ,用以维持高水平的 lac阻遏蛋白。

载体: pQ E30表达载体,购自Q IA GEN 公司。

滤泡性口炎病毒 (V SV )购于中国生物药品检定所。

SPF 鸡胚由中国农业大学赵继勋教授提供。

112　方法

11211　Ch IFN 2Χ2 基因片段的亚克隆　根据已有的Ch IFN 2Χ2 cDNA 序列[8 ]设计了一对引

物,并分别在 5′引物和 3′引物的末端设计了一个 S p h É和一个H ind Ë酶切位点。应用 PCR

技术从质粒 pGEM T öCh IFN 2Χ2中克隆Ch IFN 2Χ2基因片段。

11212　重组表达质粒 (pQ EöCh IFN 2Χ2)的构建及诱导表达　将 PCR 产物用 S p h É 和H ind

Ë 双酶切,经低融点琼脂糖法回收 500 bp 的特异片段,同时表达载体也进行 S p h É 和H ind

Ë双酶切,回收 3. 0 kb 的大片段,然后用 T 4 DNA 连接酶连接,转化 JM 109,小量快速抽提质

粒进行鉴定,阳性重组质粒转化M 15, 37℃振荡培养OD 600 = 0. 5～ 0. 7 时进行 IPT G 诱导表

达,收集表达菌体进行表达产物的鉴定。

11213　SD S2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SD S2PA GE)　取 1 mL 表达菌体离心沉淀,经 0. 5 mmo lõ

L - 1 T ris2HC l和加样缓冲液 90℃裂解变性 5 m in,高速离心后直接用于 SD S2PA GE。

11214　判断蛋白的可溶性及纯化　参照Q IA exp ress○R Pu rif ica t ion 试剂盒提供的方法鉴定所

表达的蛋白是否形成不溶性包涵体,再根据此结果来决定纯化的方法。本实验表达的蛋白为不

溶性包涵体,因此采用分步变性纯化法 (N i2N TA 柱纯化)。将冻存在- 70℃的细菌沉淀,室温

下融化 15 m in, 提取包涵体后加入裂解缓冲液B (5 mLõg- 1湿重) , 室温下摇动 1 h。 4℃,

10 000×g 离心 20 m in。收集上清液加入到预先平衡的N i柱中,混匀,室温下剧烈摇动 15～ 60

m in,装柱。依次用 2×4 mL 缓冲液 C, 4×0. 5 mL 缓冲液D , 4×0. 5 mL 缓冲液 E 洗柱,收集

洗脱液。将收集的样品,进行 SD S2PA GE 分析。

11215　W estern b lo t 分析　根据Q IA exp ress○R D etect ion 手册, SD S2PA GE 结束后, 取出凝

胶,在转移缓冲液中浸泡 30 m in,将浸泡过的与胶同样大小的N C 膜和滤纸,按纤维垫—滤纸

—凝胶—N C 膜—滤纸—纤维垫的结构,装入转印夹。转印时凝胶侧接负极,N C 膜侧接正极,

电泳槽冰浴, 100 V , 350 mA 转印 1 h。转印结束后,按剪下分子量标准的膜条用氨基黑染色,

其余部分先封闭 2 h,然后以鼠A n ti2H is抗体为一抗,以羊抗鼠 IgG2HR P 为二抗进行反应,最

后在底物中显色。

11216　包涵体的制备　采用冻融 (- 70℃)和冰浴超声波破碎法,每次超声 10 s,间隔 10 s,功

率为 350 W ,然后 10 000×g 离心 30 m in,沉淀用含 0. 5% T riton X2100和 10 mmo lõL - 1 ED 2
TA 的缓冲液洗涤 2次,制备所需包涵体。
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11217　包涵体的溶解与复性　收集包涵体溶于 8 mo lõL - 1尿素缓冲液,通过分步透析进行复性。

11218　生物学活性的测定　对复性后的包涵体蛋白,采用细胞病变抑制法测定其抗病毒活

性[9 ]。即鸡胚成纤维细胞在 96孔板上生长约 24 h,待细胞长成单层后,去除生长液,每孔加入

2倍倍比稀释的干扰素 100 ΛL ,每个稀释度接 2孔, 37℃孵育过夜,加入 100 ΛL 100TC ID 50的

V SV 病毒进行攻毒, 37℃培养 1～ 2 d,待对照孔细胞全部发生明显的细胞病变时在倒置显微

镜下观察结果,将抑制 50%细胞病变的干扰素的最高稀释度定为 1个干扰素单位。

2　结　果

211　重组Ch IFN-Χ2表达质粒的构建和鉴定

图 1　表达Ch IFN-Χ2的

　　　基因工程菌的构建

通过 PCR 技术从质粒 pGEM T öCh IFN 2Χ2 中亚

克隆了Ch IFN 2Χ2 基因片段,双酶切后与 pQ E30 相连

接, 构建 pQ EöCh IFN 2Χ2 表达质粒, 酶切鉴定 (图 2) ,

将阳性的表达质粒转入M 15 (pR EP4) , 构建了表达

Ch IFN 2Χ2的 基因工程菌 (图 1)。

212　重组Ch IFN-Χ2基因的高效诱导表达及鉴定

经 SD S2PA GE 结果表明, 与未诱导对照组比较,

并参照蛋白分子量标准, 在电泳图谱上出现约 16～

18 kD 的特异带 (图 3) , 初步确定为表达的干扰素蛋

白。对诱导条件的摸索表明OD 600= 0. 5,诱导表达 5 h

时,表达量最高, 12D 分析表明,表达量占菌体总蛋白的 22%左右。W estern B lo t t ing 结果可见

在分子量大小相符的特异带,证明为具有 6×H is的干扰素蛋白 (图 4)。

图 2　重组质粒酶切鉴定图

1, 2均为阳性重组表达

质粒酶切结果; M　M arker

图 3　SD S-PAGE分析

1　空质粒对照; 2, 3　转染重组

干扰素质粒组; M　M arker

图 4　W estern blot分析

1　纯化的蛋白样品; 2　细菌

粗裂解样品; M　M arker

213　蛋白可溶性判定及纯化

SD S2PA GE 结果表明,表达的蛋白为不溶性包涵体,离心后裂解液上清内未见特异带。包

涵体经 8 mo lõL - 1尿素缓冲液 (pH 8. 0)变性后,应用镍鏊合剂亲和层析,在不同 pH 的洗脱条

件下,进行重组蛋白的纯化。SD S2PA GE 电泳的结果显示,仅在分子量约 17 kD 处有一条清晰

的目的蛋白带,而且只有在pH 4. 5的尿素洗脱液中含有纯化的目的蛋白,纯度达到 95%以上。
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214　包涵体的纯化、溶解与蛋白的复性

对收集的菌体进行- 70℃冻融后超声、离心,用含有 T riton X2100的缓冲液反复洗涤,包

涵体纯度可达到 80%。用强变性剂 8 mo lõL - 1尿素对包涵体进行变性,分步透析法进行复性。

215　重组蛋白活性检测

Ch IFN 2Χ2活性的检测是采用目前国内外已经建立的细胞病变抑制法在鸡胚成纤维细胞2
水疱性口炎病毒 (CEF2V SV )系统上对透析后的样品进行了抗病毒活性测定。多次活性检测结

果表明,包涵体复性后的蛋白在CEF 细胞表现出很高的抗病毒活性,能够有效地抑制V SV 病

毒对细胞的破坏作用。将抑制 50%细胞病变 (CPE)的干扰素的最高稀释度定为 1个干扰素单

位,其生物学活性约为 3 200～ 6 400 Uõm g- 1。

3　讨　论

1) 目前,禽类疾病的防制仍然采用疫苗免疫、化药以及抗生素。然而大量使用抗生素和化

药容易导致环境问题以及危害人类健康。疫苗免疫预防也存在血清型单一以及疫苗研发的速

度赶不上毒株变异的速度而常导致免疫失败等问题。而细胞因子作为一种高效的天然物质,是

未来防治疾病的方向。其中鸡Χ2干扰素主要来源于由T 淋巴细胞,由 164个氨基酸组成,含有

19个氨基酸的信号肽。它不仅具有抗病毒、细菌和寄生虫等功能,还具有作为免疫增强剂调节

免疫反应的功能,以及促进增重等功能。而考虑在养鸡生产中推广使用干扰素,必须建立高效

生产干扰素的体系,利用基因工程技术生产重组干扰素是一条有效途径。

2) 本研究选择了目前较为先进的Q IA exp ress双质粒 (pQ E, pR EP4)系统, 将 pGEM T

EasyöCh IFN 2Χ2重组质粒中的Ch IFN 2Χ2基因亚克隆到表达质粒pQ E30上,构建了重组表达

质粒 pQ E2Ch IFN 2Χ2。pQ E 表达系统是一种建立在噬菌体 T 5启动子转录翻译系统上的高效

表达载体,含有 2个 lac操纵子序列以及重组蛋白N 端含 6个组氨酸序列,前者可以增加 lac

抑制因子的结合能力,确保 T 5启动子的有效表达,后者可使表达产物带有组氨酸尾,有利于

重组蛋白的纯化,但并不影响蛋白的分泌、重折叠以及融合蛋白的结构和功能。在M 15宿主菌

中含有的低拷贝型质粒 pR EP4具有高水平表达 lac阻遏蛋白的功能,由于 T 5启动子的转录

可以被 lac阻遏蛋白所调节, 因此 pQ E 表达系统可有效调节重组蛋白的表达。另外, 由于

IPT G 可与 lac阻遏蛋白结合并使之失去与操纵子结合的能力,从而使RNA 聚合酶从操纵子

下游开始转录,并翻译成蛋白质,而 pQ E 表达载体所编码的重组蛋白可在 IPT G 的诱导下迅

速表达。由此可见, pQ E 表达载体这种独特的“双操纵子”系统与pR EP4产生的高浓度 lac阻

遏蛋白同时确保了在转录水平上的有效调控,有利于产物高效表达和纯化,又可使细菌免受高

浓度异源蛋白的危害。同时,由于双质粒载体上的抗性基因使整个工程菌具有氨苄青霉素和卡

那霉素的双重抗性, 因此在反复传代中质粒不易丢失, 能够稳定持续表达目的蛋白。

L ow en thal等[10 ]曾使用该系统表达了Ch IFN 2Χ,获得了高活性的重组蛋白。然而Q IA exp ress

系统表达重组Ch IFN 2Χ在国内尚属首次,该系统的应用为推广使用Ch IFN 2Χ奠定了基础。
3) 包涵体的纯化采用了超声裂解法及 T riton X2100的缓冲液反复洗涤,包涵体纯度达到

了 80% ,复性之后的活性测定表明,纯化的包涵体与柱层析纯化的重组蛋白生物学活性相当,

对CEF 无毒性,这就省去了蛋白纯化的过程,使有活性重组蛋白的获得方法更加简单,有利于

大规模生产。另外,在研究中对基因工程菌进行了数十次的传代,结果表明构建的双质粒菌株

能够十分稳定地高效表达Ch IFN 2Χ2,这一特点适合规模化发酵生产。
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简讯

我校“农业部饲料工业中心”通过国际质量体系认证

中国农业大学农业部饲料工业中心顺利通过由M oody 国际认证有限公司组

织的 ISO 900122000质量体系认证 (认证编号 0142A )。这是国内首家以教学、科研

为主体通过 ISO 9001体系认证单位。这对我校饲料工业中心与国际接轨,提高整

体管理水平和地位、更好地为我国饲料工业及农民服务将起到重要作用。

我校获准一项 2001年度“创新研究群科学基金”

经国自然科学基金委员会生命科学部推荐、同行专家评议、专业评审组遴选

以及专家小组实地考核、国家自然科学基金委员会审定,我校动物科技学院以李

德发教授为学术带头人的动物营养学研究群体获得 2001年度“创新研究群体科

学基金”的支持,资助时间 3年,金额为 360万元。
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