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鸡白细胞介素 2基因的克隆、原核表达及功能研究

郭 川1 , 2 , 郑忠辉2 , 吴国平2 , 3 , 林 由1 , 苏文金1 , 曹敏杰1

(1. 集美大学生物工程学院 , 福建 厦门　361021 ; 2. 厦门大学生命科学学院 , 福建 厦门　361005 ;

3. 集美大学水产学院 , 福建 厦门　361021) 　

摘要 : 以 RT - PCR法从鸡脾脏细胞中扩增出鸡白细胞介素 2编码基因 , 通过双酶切、连接步骤克隆进原核

表达载体 pQE30及 pGEX - 4T - 3 ,构建了鸡白细胞介素 2基因的重组原核表达质粒 pQE30 - chIL - 2及 pGEX

- chIL - 2. 重组质粒转化大肠杆菌 JM109后经诱导表达 , 分别得到两种表达产物. 以 SDS - PAGE和 Western

blot检测确认表达产物为带 6 组氨酸标签及 GST蛋白的融合鸡白细胞介素 2 , 分子量分别为 16 kDa 及

39. 5 kDa. 表达蛋白与抗鸡白细胞介素 2单抗均有良好的免疫结合性 , 进一步证实为鸡白细胞介素 2. 表达

产物经过纯化复性后 , 具有明显促进鸡脾淋巴细胞增殖的作用.
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Abstract : The gene encoding chicken interleukin - 2 (chIL - 2) was amplified from chicken spleen cells

by RT - PCR. Following double digestion by restriction endonucleases and ligation , chIL - 2 was cloned

into prokaryotic expression vectors of pQE30 and p GEX - 4T - 3 to construct recombinants of pQE30 -

chIL - 2 and p GEX - chIL - 2 , which were consequently transformed into E. coli JM109. Two kinds of

recombinant protein were obtained with IPTG induction. The molecular weights of the expressed proteins

were 16 kDa and 39. 5 kDa on SDS - PAGE and they were regarded as 6His and GST labeled protein

respectively as checked by Western blot . Both proteins revealed specific reaction to anti - chIL - 2

mAb , further confirming that recombinant proteins are chicken interleukin - 2. After purification and

renaturation , the 6His - chIL - 2 showed biological activity in stimulating chicken lymphocyte proliferation.

Keywords : chicken interleukin - 2 ; cloning ; expression ; Western blot

白细胞介素 2 (interleukin - 2 , IL - 2)是 T淋巴细胞在经抗原或有丝分裂原刺激之后产生的一种细胞

因子 , 具有促进 T细胞的激活和增殖、B细胞的活化、增强 NK细胞的杀伤作用等功能[1 ]
, 在机体的免

疫应答中发挥着重要作用. 研究表明 , IL - 2能促进机体免疫发应 , 与疫苗联用能增强其免疫保护效

果[2 - 5 ]
, 因此可以作为新一代免疫增强剂或免疫佐剂. Schauenstein等人在 1982年首次发现经 ConA诱导

的鸡脾淋巴细胞条件培养基可诱导淋巴细胞的增殖[6 ] , 表明鸡体内存在功能类似哺乳动物 IL - 2的细

胞因子. 鸡白细胞介素 2 (Chicken interleukin - 2 , chIL - 2)基因克隆的成功[7 ]
, 使 chIL - 2的研究进入了

基因水平 ,并先后在原核及真核表达系统中实现体外表达 ,推动了禽类传染病基因工程疫苗的研究及
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应用. chIL - 2对免疫原性较弱的基因工程疫苗起到免疫增强作用[8 ]
. 一些造成重大经济损失的病原如

传染性法氏囊病病毒、新城疫病毒、禽流感病毒等感染后会引起免疫抑制 , 而这种免疫抑制大多伴有

IL - 2 分泌异常或对 IL - 2 反应异常[9 , 10 ]
. 由于鸡白细胞介素 2是一种新近发现的禽类细胞因子且在鸡

体内免疫调节过程中扮演重要角色 , 而国内外对此蛋白功能等方面的研究还较少. 特别是原核细胞所

表达的重组 chIL - 2 , 经过复性后能否具有促进淋巴细胞增殖的功能还未见报道. 本实验分别用两种原

核表达载体 pQE30及 p GEX - 4T - 3 , 对 chIL - 2进行原核表达 , 并比较其表达效果 , 为 chIL - 2的制备

提供依据. 对表达产物生物活性功能的研究可为 chIL - 2作为免疫增强剂应用奠定理论基础.

1　材料与方法

1. 1　材料及试剂

健康鸡取自厦门某鸡场. Trizol试剂、TaqDNA聚合酶、T4DNA连接酶、限制性内切酶 BamH I和 Sal

I、抗 6组氨酸单克隆抗体、pQE30及 p GEX - 4T - 3质粒载体购自 Invitrogen公司 ; 琼脂糖凝胶回收试剂

盒购自 Promega公司 ; 抗谷光甘肽 S - 转移酶 ( GST)单克隆抗体来自 Pierce公司 ; 抗鸡白细胞介素 2单克

隆抗体、大肠杆菌 JM09由本实验室保存. 辣根过氧化酶标记的兔抗小鼠 IgG购自 DAKO公司 ; 琼脂糖

来自Bio - Rad公司 ; Ni - NTA亲和层析柱购自Novagen公司 ; SDS - PAGE用蛋白质标准分子量购自 Fer2
mentas公司 ; 免疫印迹用蛋白质标准分子量购自 New England Biolab公司 ; IMDM培养液和胎牛血清来自

GIBCO公司.

1. 2　方法

1) PCR引物设计. PCR反应的引物设计按 GenBank (AF000631)中 chIL - 2的序列为依据进行 : 上游

引物 primer1 为 5’ - cgcggatccgcatctctatcatcaaaaag - 3’; 下 游 引 物 primer2 为 5’ - acgcgtcgact2
tatttttgcagatatctcacaaag - 3’. 其中 , primer 1 加入 BamH I酶切点 , primer 2加入 Sal I酶切点.

2) RT - PCR. 取鸡脾脏组织 , 用Lymphoprep 试剂提取淋巴细胞 , 并用 ConA激活. 具体步骤参照文

献[11 ] . 以 Trizol试剂提取淋巴细胞总 RNA , 用 Oligo (dT) 15引物进行常规 RT - PCR扩增合成 cDNA. 再

以 cDNA为模板进行 PCR扩增 , 反应条件为预变性 94 ℃, 3 min ; 94 ℃, 30 s ; 59 ℃, 45 s ; 72 ℃, 2 min.

共进行 30个循环 , 最后在 72 ℃下延伸 7 min. PCR产物在 1. 2 %琼脂糖凝胶电泳上作分析检测.

3) 表达载体的构建与鉴定. BamH I及 Sal I双酶切的 PCR产物、pQE30和 p GEX - 4T - 3载体质

粒 , 以 T4 DNA连接酶在 22 ℃下进行连接反应 4 h , 并转化 JM109感受态细胞 , 涂布 LB平板 (含氨苄青

霉素 100μgΠmL) . 37 ℃过夜培养 , 挑选单菌落 , 培养后以细菌 DNA作为模板 , 分别用 chIL - 2特异引物

和 p GEX - 4T - 3载体通用引物以 PCR筛选含重组菌. 阳性菌质粒送至上海博亚公司进行序列测定.

4) 融合蛋白的诱导表达. 将重组细菌接种于 5 mL LB培养基 (Amp) , 37 ℃摇床过夜培养 , 次日按

1 %接种量转于另一 5 mL LB (Amp)培养基. 振摇扩增并测定 600 nm的吸光值 , 待 OD600 = 0. 5～0. 7时 ,

加入异丙基硫代半糖苷 ( IPTG)至终浓度为 0. 5 mmolΠL 进行诱导 , 37 ℃继续振摇 4 h后 , 12 000 g离心 1

min , 沉淀分别重悬于 50 mmolΠL Tris - HCl (pH8. 0) , 1 mmolΠL EDTA , 100 mmolΠL NaCl缓冲液后超声波破

碎 , 12 000 g离心 20 min后沉淀用含 5 molΠL尿素的 PBS缓冲洗涤 ,包涵体最后溶于含 8 molΠL尿素的 PBS

缓冲液中. 改变诱导表达的温度、IPTG浓度诱导时间等表达条件 , 对表达效果条件进行优化.

5) SDS - PAGE及 Western blot 检测表达蛋白. 将未诱导对照、IPTG诱导后样品及溶解于尿素后的

表达蛋白样品经 SDS处理后 , 12 %聚丙烯酰胺电泳胶电泳 , 考马斯亮蓝染色检测蛋白表达水平. 同时 ,

以上样品电泳后经电转移至硝酸纤维素膜 , 以抗 6 - His单克隆抗体和抗 GST单克隆抗体作为一抗、辣

根过氧化酶标记的兔抗小鼠 IgG为二抗作免疫印迹反应 , 分别检测以 pQE30及 p GEX - 4T - 3为表达载

体的表达产物. 两种载体的表达产物进一步用抗 chIL - 2单克隆抗体作为一抗进行Western blot检测.

6) 包含体的纯化及复性. chIL - 2的纯化及复性采用金属 Ni
2 +鳌合 6 - His亲和层析法及一步复性

法 , 具体步骤参照文献[12 ]进行 , 并稍作修改. 将溶解于 5 molΠL尿素的 6his - chIL - 2按 10倍于凝胶的
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体积上样于 Ni - NTA 亲和层析柱 , 用不含尿素的复性缓冲液洗涤至 OD280 < 0. 005后将柱置于 4 ℃过夜

复性 12 h. 用含 250 mmolΠL咪唑的 PBS进行洗脱 , 洗脱液于 SDS - PAGE进行电泳检测.

7) 重组 chIL - 2的生物活性检测. 按文献 [ 11 ]的方法提取鸡脾脏淋巴细胞 , 用 PBS洗涤并用含

10 %胎牛血清的 IMDM培养液稀释至 1×10
6

cellsΠmL , 取 2 mL细胞悬液于 24孔培养板中 , 加入纯化复

性并过 0. 22μm滤器的 6His - chIL - 2至终浓度为 200 pgΠmL. 在 5 % CO2、40 ℃下培养 48 h后在显微镜

下观察细胞生长. 对照组则加入 PBS洗脱液以替代重组 chIL - 2.

2　结果

2. 1　PCR扩增和表达载体的构建及鉴定

　　　图 1　PCR筛选重组子

　　　Fig. 1　PCR screening of recombinant chIL - 2

(M: DNA标准分子量 ; 1～3 : 细菌 DNA作模板的 PCR结果)

以鸡脾脏淋巴细胞提取的 RNA

为模板 , 用 ChIL - 2特异性引物进行

RT - PCR扩增. 扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳 , 在约 420 bp 处呈现一条与预

期产物大小相符的条带. 回收扩增产

物 , 经酶切、连接、转化后对阳性克

隆质粒进行 PCR 鉴定 , 结果 (图 1

(a) )表明转化菌 1、2、3已含有重组

表达质粒 pQE30 - chIL - 2. 图 1 (b)为

以 p GEX - 4T - 3 通用引物扩增的结

果 , 泳道 2、3得到约 550 bp 的片断 ,

而 p GEX - 4T - 3空载体扩增出的片断约为 130 bp (泳道 1) , 证实 p GEX - 4T - 3载体中已插入约 420 bp

的片段. 重组质粒测序结果表明在两种载体中插入的片段均为 chIL - 2基因.

2. 2　重组质粒在大肠杆菌中的表达

两种含有重组质粒的 JM109宿主菌 , 经 0. 5 mmolΠL IPTG在 37 ℃下诱导后 , 可获得 chIL - 2的高效

表达. 超声波破碎 , 离心后分离上清及沉淀 , 经 SDS - PAGE后知表达蛋白主要存在于包含体中 , 两种

表达产物的分子量分别为 16 kDa及 39. 5 kDa (图 2) , 与预计的蛋白质大小基本相同 (chIL2本身大小约

14 kDa , 6 - His标签为 2 kDa , GST标签蛋白为 26 kDa) , 因此 , 表达产物可能是分别带 6 - His及 GST标

签蛋白的 chIL - 2蛋白 , 经凝胶成像仪分析测定 , 融合蛋白的表达量约为菌体总蛋白的 20 %及 35 %.

图 2　chIL - 2蛋白表达结果的 SDS - PAGE分析

Fig. 2　SDS - PAGE analysis of expressed chIL - 2

(M: 标准蛋白质 ; 1 : 菌体诱导前全蛋白 ; 2 : 菌体诱导后全蛋白 ; 3 : 超声裂解液上清 ; 4 : 溶于 5 molΠL尿素的裂解液沉淀 ;

5 : 溶于 8 molΠL尿素的裂解液沉淀 ; 6 : 纯化后 6His2chIL - 2. 箭头所指为目的蛋白位置)
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2. 3　融合蛋白的 Western Blot分析

为了证明表达蛋白分别是带 6 - His及 GST标签的 ChIL - 2蛋白 , 表达产物经 SDS - PAGE后电转移

至硝酸纤维素膜并分别经抗 6 - His单克隆抗体、抗 GST单克隆抗体为一次抗体、兔抗鼠 IgG - HRP为

二次抗体反应后以 DAB底物检测. 由图 3 可见 , 在分子量为 16 kDa及 39. 5 kDa处出现了清晰的条带.

将两种表达蛋白与抗 chIL - 2单克隆抗体反应 ,也观察到表达蛋白的阳性反应 (图 4) . 图中 1、3、4泳道

的 16 kDa及 32 kDa处皆出现显色条带 , 表明重组 chIL - 2在变性条件下能够形成同源二聚体. 泳道 5、

7、8也出现分子量与理论值相符的显色条带 , 分子量稍小的位置 (29 kDa)出现的条带推测为 chIL - 2的

降解产物. 以上结果证实表达蛋白分别为 6 - His及 GST融合的 chIL - 2蛋白.

2. 4　包含体的纯化及复性

包含体经过 5 molΠL尿素溶解及 Ni - NTA 亲和层析柱纯化并复性后可在 SDS - PAGE检测中得到 16

kDa及约 32 kDa的纯化条带 (图 4 , 泳道 6) , 其中 32 kDa的条带应是 6His - chIL - 2所形成的二聚体条带.

2. 5　重组 chIL - 2的生物活性检测

图 4　Western blot检测 chIL - 2蛋白的表达
(与抗 chIL - 2单克隆抗体反应结果)

Fig. 4　Western blot analysis of expressed chIL - 2
(reaction with anti - chIL - 2 mAb)

(M: 标准蛋白质 ; 1、5 : 菌体诱导前全蛋
白 ; 2、6 : 超声裂解液上清 ; 3、7 : 溶于 5

molΠL尿素的裂解液沉淀 ; 4、8 : 溶于 8

molΠL尿素的裂解液沉淀. 图中 1～4 为

6His - chIL - 2 ; 5～8为 GST - chIL - 2)

将纯化并复性后的 6His - chIL - 2加入鸡脾淋巴细胞培养

48 h后 , 在显微镜下可观察到淋巴细胞的明显增殖且有细胞聚

集现象 , 而对照组细胞已开始凋亡 (图 5) . 说明重组 6His - chIL

- 2具有促进鸡淋巴细胞增殖的生理活性.

图 3　Western blot检测 chIL - 2蛋白的表达

Fig. 3　Western blot analysis of expressed chIL - 2

(M: 标准蛋白质 ; 1 : 未诱导菌体 ; 2 : 诱导菌体)

图 5　6His - chIL - 2促进鸡脾淋巴细胞增殖

Fig. 5　Proliferation activity of 6His - chIL - 2 on chicken lymphocytes

3　讨论

目前 , 许多种哺乳动物如人、鼠、牛、猪等的白细胞介素 2已经得到纯化 , 并已进行克隆、序列测

定及功能性研究[13 - 17 ]
. 它们与人白细胞介素 2之间的氨基酸同源性为 58 %～100 %. 鸡白细胞介素 2是

第一个被鉴定的非哺乳动物白细胞介素 , 与人白细胞介素之间遗传同源性只有 26. 5 %[7 ] . 由于近年来
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禽流感在东亚及东南亚地区频繁爆发 ,使得对禽流感疫苗及其佐剂的研究意义非凡 ,而 IL - 2以其良好

的免疫促进作用理所当然成为现阶段免疫佐剂研究的热点. Zhou 等最近报道了有关鸭白细胞介素 2

(Duck interlukin - 2 , duIL - 2)的表达及其功能研究 , 发现 duIL - 2和 chIL - 2会与它们的单克隆抗体起

免疫交叉反应 , 而且 duIL - 2能够促进鸡和鸭两类脾脏淋巴细胞的增殖[18 ] , 这提示氨基酸同源性只有

55 %～56. 7 %的两类 IL - 2在结构及功能机理上可能存在着某种尚未知晓的因素. 因此 , chIL - 2的生

理功能、作用机理等内容还有待进一步研究. 但是要对 chIL - 2进行更深入的研究 , 必须得到足量可供

研究用的活性蛋白. 在以大肠杆菌为宿主菌的表达系统中一般都难以得到可溶性的表达产物 , 尽管在

酵母表达系统中可得到可溶的重组 chIL - 2蛋白 , 但其生物活性未得到验证[19 ]
.

文献[11 ]报导的利用单克隆抗体偶联的亲和层析柱来纯化天然 chIL - 2的方法尽管能得到高纯度

天然蛋白 ,但由于在鸡淋巴细胞培养液中天然 chIL - 2的含量一般在 100 pmolΠmL以下 ,因此 ,要得到一

定量蛋白用于研究 , 尤其是用于作为免疫增强剂使用显然是难以进行的.

4　结语

实验结果表明 ,构建的表达载体 pQE30 - chIL2及 p GEX - chIL - 2都能在大肠杆菌中表达出 chIL - 2

重组蛋白. 此结果已被抗标签蛋白 (6 - His及 GST)单克隆抗体及抗 chIL - 2单克隆抗体的 Western blot

所证实. 尽管两种表达产物均以包含体形式存在 , 但融合 6 - His的表达产物可以用金属镍离子亲和纯

化柱在变性促溶条件下得到纯化且表达产物可溶于浓度较低的 5 molΠL尿素 , 这对于其复性是一个有利

的条件. 本实验采用柱上复性 , 即先让变性蛋白结合在 Ni - NTA固相载体上 , 然后通过复性缓冲液的

流洗去除变性剂而使之尽可能折叠成天然结构. 固相 Ni - NTA树脂的结合可以防止在去除变性剂时变

性蛋白疏水基团相互作用而发生聚集. 实验结果表明 , 6His - chIL - 2在经过纯化并复性后能够明显地

促进鸡脾淋巴细胞的增殖 , 证明其恢复了部分生理功能. GST - chIL - 2由于融合了 GST蛋白 , 可以更

稳定地存在于大肠杆菌细胞内 , 且具有更大的表达量. 表达产物虽然因溶解性问题无法用亲和层析柱

纯化 , 但包含体经过洗涤或电洗脱可得到纯度较高的表达产物. 该融合蛋白也可用凝血酶酶切而得到

目的蛋白 , 但此类蛋白是否具有生理活性有待进一步研究.
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