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摘要 用 R A C E P C R 获得 了级 白介 素
一

1日( I L
一

1田 的全长
c D N A

,

撅 11 厂 1俘的 c D N A 全 长 为

1 2 98 n t (核普酸 )
,

其 5
`

非编码 区包含 U T R 9 3 n t ; 3 `

非编码区包含 4 5 2 n t ; 其开 放阅读框 内包含

7 5 3 nt
,

翻译成 2 51 个氨基酸
.

将撅 I L
一

1俘克隆到原核表达载体 p E T
一

3 a2 上
,

在大肠杆菌 R os et t a -

g a m i ( D E 3) 内以包 涵体形式得以高效表达
.

关键词 撅 白介素
一
1 , 基因克隆 原核表达

白介素 一 1盯 I--L 1田是一个具有 广泛 生物学活

性 的细胞 因子
,

它可促进胸腺细胞
、

T 细胞
、

B 细

胞的活化
、

增殖 和分化
; 促 进免疫球 蛋 白的合成

和分泌 ; 并且刺激 骨髓干 细胞 的增 殖
; 在 炎症反

应 中刺 激单 核细胞 和 巨噬细胞 分泌促 炎介质川
.

由于 IL
一

1日在免疫应答和炎症反应 中发挥着重要 的

功能
,

已经有多种哺乳动物 (如绵羊
、

马
、

猪
、

奶

牛 ) 的重组 .II
一

1月被用作疫苗的免疫佐剂川
.

目前
,

在多种鱼类 中发现了 I L I归分子
,

但只有少数研究

对 体 外 表 达 的 I L l p 的 生 物 学 活 性 进 行 了 鉴

定 二3 一 5」
.

鳃 ( s i n i P
e r c a 。 h u a t s i ) 是我国一种重要的淡水

养殖 对象
,

但 是各 种 疾 病 的发 生 严 重影 响其 产

量比
7〕

.

免疫防治是控制疾病发生的一种重要途径
.

目前对级免疫学研究 已经在免疫球蛋 白和一些非特

异性免疫 因子方面展开巨8一 ’ 。」
.

本研究对级 I L
一

1日的

全长 c D N A 进行 了克隆和序列分析
,

并在大肠杆菌

( E
.

。 01 1) 中进行了高效表达
,

为鉴定其生物学活性

和免疫佐剂的研制奠定基础
.

1 材料与方法

1
.

1 s M A R T R A C E p C R 扩增撅 I -L l p e D N A 全长

鳅 IL
一

1俘cD N A 片段 由抑制性差减杂交 的方法

获得
,

使用构建的 SM A R T C D N A 文库扩增
c D N A

全长 巨̀ 。〕
.

参考 S M A R T f : A C E P C R K i t ( C l o n t e e h )

操作手册扩增 I I
J 一

1月e D N ,、 的 5 ’

和 3
`

末端
.

p C R 所

用的引物见表 1
.

在 2 5 拼 L 反应体系中
,

取 1
.

。 拌L

c D N A 用 作 模 板
.

P C R 反 应 条 件 为
:

94 ℃ 变 性

3 m i n ; 9 4 oC 3 0 5 ,

6 6 oC 3 e s ,

7 2℃ 4 5 5 ,

5 个循环 ;

9 4℃ 3 0 5 , 6 2 aC 3 0 5 ,

7 2
`

℃ 4 5 5 ,

2 0 个循环 ; 7 2 aC

延伸 s m in
.

P C R 产 物纯化 后 与 p G E M
一

T 载体 连

接
,

转化大肠杆菌 D H S二 P C R 检测 阳性克隆后测

序
.

2 0 0 4
一

1 1一 0 8 收稿
,

2 0 0 5一 0 2
一 0 1 收修改稿

二

国家 自然科学基金 资助项 目 (批准号
:

( 3 0 1 30 1 50 , 3 0 0 2 5 0 35 )

, *

通讯作者
,

E
一
m a i l

: p i n n , e @ ih b
.

a e
.

e n
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表 i 撅 I L
一

印 c N D A全长扩增所用的引物

引物名称

MI R F I F I

MI R F I F Z

MI R F I R I

MI R F I R Z

U P M

引物序列

T G G GC T G G AC G A G AT T C G A G A GT C A

T C G A G AC A AT C C AT T T C T G G GC T G

G A AC AT C T CT GT AT C C T T T GC C AC C

C A A GT C A G AC C C G AT A A G G A GT T T G A

C T A AT C A GC AT C C AT T A A G GC G

作用

扩增 3 ’

末端第一轮

扩增 3 `

末端第二轮

扩增 5’

末端第一轮

扩增 5`

末端第二轮

扩增 5`

和 3
’

末端的通用引物

1
.

2序列分析

用 AB I PR I s M37 7 自动测序仪进行测序
,

测

序结果通过 B L A S T X 在 G e n B a n k 数据库中进行相

似 性 检 索 ( h t t p
:

/ / w w w
.

n e b i
.

n lm
.

n ih
.

g o v
/

B L A S T / ) ; 氨基酸序列的多重对准采用 C L U S T A L

w l
.

8 程序完成
.

超声破碎
,

分别收集上清和沉淀
,

进行 S D S
一

P A G E

对表达产物进行分析
.

1
.

3 重组级 I L
一

l p原核表达载体的构建

用引物 P l 和 P Z 扩增已获得的 11一 1日c D N A 序

列上的开放阅读框
.

I L
一

1日基因的上游引物序列 P l

为 G G A G G T A C C A A G A T G G A A T C C G A G

A T G
,

下游引物序列 P Z 为 G G A A A G C T T T T A

G G A T G C C C T T G G C A G G
,

分别含有 K P n 工和

H in d 班酶切位点 (用下划线表示 ) 以及起始密码子

和终止密码 子 (用黑体 表示 )
.

P C R 反应 条件 为
:

9 4 oC 预变性 3 m i n ; 9 4 oC 变性 3 0 5 ,

5 4 aC 退火 4 5 5 ,

7 2 oC 延伸 1 m i n
,

3 3 个 循环
; 7 2 oC 再延 伸 5 m i n

.

P C R 扩增产 物经 1
.

0 %琼 脂糖凝胶 电泳鉴定
.

用

K nP 工和 H in d 班分别双酶切扩增的 I L
一

1月和 p E T
-

3 2 a 表达载体
,

连接后 转化大肠杆菌 D H a5
.

P C R

鉴定阳性菌落后测序
.

1
.

5 兔多克隆抗体的制备

表达的 I L
一

1日蛋 白切胶 回收后
,

电洗脱并浓缩

蛋 白
,

按 8 0 0 拌g / m L 浓度溶解于 。
.

7 % 的生理盐水

中
,

并按以下免疫程序来免疫家兔
.

6 00 拜L 蛋白溶

液 (约 50 0 拌g )与等量弗 氏完全佐剂混匀
,

多点注射

兔胭淋巴结和脚掌
.

2 周后用 3 00 川
才

蛋白溶液加等

量弗氏非完全佐剂混匀
,

背部皮下
、

脚掌多点 注

射
.

4 周后
,

用 15 。 拌L 蛋 白溶液加等量弗氏非完全

佐剂再免疫一次
.

在第三次免疫 2 周后
,

分离抗血

清
.

1
.

6 免疫印迹

将诱导前后的含空载体和 I L
一

l p 的表达菌总蛋

白电泳后
,

用 M i n i P r o t e i n 11 C e l l ( B i o
一

R a d 公司 )

转移至硝酸纤维素膜上
,

分别用制备 的兔抗级 I L
-

1俘抗体和鼠抗 6 组氨酸的单抗与之反应
,

二抗分别

为碱性磷酸酶祸联的山羊抗兔或抗 鼠 Ig G 血清
.

各

步骤之间用含 0
.

05 % T w ee
n 的 P B S 清洗 膜 3 次

,

每次 s m in
,

最后用 N B T / B C IP 显色
.

1
.

4 重组质粒的诱导表达及 s DS
一

P A G E 鉴定

将重组质粒 p E T
一

3 2 a 一 I --L 1日转化到 R o s e t t a 一 g a -

m i ( D E 3 )感受态细胞内
,

3 7 oC 培养 2 0 h
.

P C R 鉴定

阳性菌落
,

将 阳性 的菌液重新接种于含氨节青霉素

( a m p i e i l l i n ) 10 0 拜g / m L
、

卡 那 霉 素 ( k a n a m y e i n )

1 5 拼g / m L
、

四环素 ( t e t r a e y l i n e ) 1 2
.

5 拌g / m L
、

氯霉

素 ( e h l o r a m p h e n i e o l ) 3 4 拌g /m L 的 L B 培养液 ( 以含

空载体的细胞设立空白对照 )
,

在 37 ℃
,

15 0 r/ m in

条件下培养 4 h 至 0 D 60 。

为 。
.

6一 0
.

7 时
,

取出 1 m L

作为阴性对 照
.

诱 导组加异丙基硫代 p
一

半乳 糖昔

(I P T q )至终浓度为 1 m m ol / L, 然后继续以相 同培

养条件培养
,

分别在培养 3
,

6
,

g h 后吸取诱导组菌

液各 l m L 测定 0 D 60 。

值
.

收集的菌液经离心后进行

2 结果

级 I L
一

1月的 e D N A 全长为 12 9 5 n t ( 图 1 )
,

其 s ’

非编码区包含 U T R 9 3 n t ; 3 ’

非编码 区包含 4 5 2 n t ;

其开放阅读框内包含 7 53 nt
,

翻译成 25 1 个氨基酸
.

在 3 `
U T R 发现 6 个 m R N A 不稳定信号 A T T T A 和

1 个 m R N A 的加尾信号 ( A A T A A A )
.

级 I L
一

1俘与

其他鱼类的 I L
一

1日序列氨基酸相似性分别为
:

舌齿

妒 ( D i e e n t r a r e h u 、 l a b r a x ) 7 2 %
,

真妒 ( L a t e o l a b r a x

j a P o n i e u s ) 6 9%
,

大菱虾 ( S e o P入t人a zm u 、 m a x im u 、 )

6 8%
,

牙 鲜 ( P a r a zi c 人t人夕5 o z i v a e e u s ) 6 7%
,

真鳃

( P a g r o s o m u s
m a

j
o r

) 6 7%
,

金头绸 ( S p a r u 、 a u
ar

-

t a ) 6 5%
,

大 西 洋 鲤 ( S a l m 。 、 a l a : ) 5 5%
,

虹 缚
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(O n
c o r h夕 nc hus m 夕 kis s )IL - lp 5 5%

,

虹 缚 I L
一

1日2

5 3%
,

鲤 ( C夕户r ￡n u s c a r户10 ) I L
一

l p 3 4 %
,

鲤 I L
-

l p2
一

1 3 1%
,

斑马鱼 ( D a n i o r e r i o ) 3 1% (图 2 )
.

T C T T C C T G C A G A T C T T T C T T
AA

T T CA G

AAAAA
呕啡 AA

T C C GA G A T G

AAA
T G CAA C A T G

M E 5 E M K C N M

A G C G A GA T G T G G A G C C T C AA GA T GC C C AA G G GA C T G G A C T T GG A G A T T A C A C A T C A C C C A

S E 何 W 5 L K M P K G L D L E 1 T H H P

L T M R 5 V V N L V 1 A M E R L K G S G

T C A G T G CG G A G CA C C A A G T G C A C A G A T GA A A A C C T G C T CA A C T T C A T GA T GG A G A G C A T A

5 V R 5 T K C T D E N L L N F M M E 5 1

V E E Q T V F E R G 5 A P P L Q F R R T

GA T GA G T A C C A G T GC A G T G T GA C T G A C A G C AA G AA GA GG A G C T T A G T T C T G G T C CA AA A C

D E Y Q C 5 V T D 5 K K R 5 L V L V Q N

A G CA T G G A G C T C CA C G CA A T GA T G C T G C A GG G A G G C GC T G A AA A C T C C A A A G T T T A C C T G

5 M E L H A H M L Q G G A E N 5 K V Y L

乃入 C A T G T C GA C C T A C A T C C A T C C T G C A C C C A G C G C T GA G G C C A GA A C T G T G G C T C T G G G C

N H 5 T Y 1 H P A P 5 A E A R T V A 毛 G

A T C A G G G G CA CA几A T C T C T A C C T G T C T T G C C A CA A GG A T G G T C C C G A几G C AA C C T T G C A T

1 R G T N L Y L 5 C H K D G P E A T L H

C T GG A G G C C G T G G A G GA CA A AA A CA G T C T G T T GA G T A T C C G C T CG G A C A G C GA CA T G G T G

L E A V E D K N S L L S I R S D S D M V

C G A T T T C T C T T C T A C A A A C A G G A C A C C G G G G T GA A C A T C A G C A CC C T C G T G T C T G T C G C C

R F 毛 F Y K Q D T G V N 1 5 T L V 5 V A

T T C C G T GA C T G G T A CA T A A G C A CA G CA G T C GA T A A C AA C AA GC C G G T G GA A A T GT G C C T G

F R D W Y 1 5 T A V D N N K P V E M C L

G A G A C C G C C C A A C G C CA CC G AA C C T T C AA CA T C C A G C A T CA GA G T T C AA A C C T G C C AA GG

E T A Q R H R T F N 1 Q H Q 5 5 N L P R

G e ; T e e匝囚
弓T G

AAA
T G T G二 T e T G e A T C T GG G G G A G T T T GA C C C A C T T A C GA T G AA A A T

A 5 S t o P

T T T G C T A T T G AA CA GA A C G T A A A A T A T A C T T C A C T T C A G C T A T T T T GA T T C A A AT A A T C A

G C A A A A A A T A C T T T T T T T T T A A A GT A C T A T C A C T G T C T G C T A G AA G GA C T T C T G C A A G T T

T T T T CA GA G T G T C T A T T T A C T G T A T G T A C C A A G T A CA GA A A G T G AA A T A C T T A G T G T A T T

G A C A T A A T C AA T T T T C A C CA C A A GG T G G C A T T A T T G T G C T G T C T G G T GA G T A T C C T A T G T

A T T T A T T A T G C T G T A T G A C A T GA C N C N C T G T T AA T G C T T T T A T C T A T T A A T T T A T T T A T C

T A T T T A T A C C C A T T T T AA C G T A T A T A T T T A T T T G G AA A T T T G C T T A C T A A C A A T T A T T T A

乃入 T GA T GT G C T G T G GA T T T T T A A T A AA G C C T T A T AA C CA A几几几灿叼U U公穿沪决几勺U

6 0

1 2 0

9

1 8 0

2 9

2 4 0

4 9

3 0 0

6 9

3 6 0

8 9

4 2 0

1 0 9

4 8 0

1 2 9

5 4 0

1 4 9

6 0 0

1 6 9

6 6 0

1 8 9

7 2 0

2 0 9

7 8 0

2 2 9

8 4 0

2 4 9

9 0 0

2 5 1

9 6 0

1 0 2 0

1 0 8 0

1 1 4 0

1 2 0 0

1 2 6 0

1 2 9 8

图 1 级白介紊
一
1 , 的 cD N A序列和推断的氮墓吸序 列

( G e n
aB

n k登 录号
:

A Y 6 4 74 3 0 )
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O m

OmZ

S m
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S日
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S C

C C
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Dr

S S

O m

OZ m

S功

P O

去改刀

S曰

l D

L j

S C

C C

C C 12 1

Dr

S S

口」刀

自
刀 2

5扭

尸 O

去改刀

S a

D 1

L j

S C

C C

C C2 1 1

r D
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S S

O功

口功 2

S mo PP ma SI D匀C Sc C

C C 1 1 2

SS 枷

0 1刀 2

o S P m助a I S D匀c SCC

C C 1 21

图 2级白介素
一

l p与其他鱼中白介素
一

1, 的氮基酸序列比较

lC us at lw 进行序列 比较时相同氨基酸用 (
`

)表示
,

相 似性 的氨基酸用 (
.

) 表示
.

用 于 比较 的 白介素
一
1母序列号 分别为

:

撅 ( S c ) A Y 6 4 7 4 3 0 ; 舌齿妒 ( D I ) C A C 4 1 0 o 6 ; 真妒 ( L j ) A A Q 8 9 6 o l ; 真纲 ( p m ) A A p 3 3 15 6 ; 金头绷 ( S a ) C A D l l 6 o 3 ;

大菱醉 ( S m ) C A C 3 3 8 6 7 ; 牙鲜 ( P o ) B A B8
6 8 8 2 ; 虹缚 ( O

陀 ) I L
一

l p C A A o 6 1 5 7 , 虹 缚 I-L l pZ C A B 5 3 5 4 1 ; 大西洋蛙 ( 5 5 )

A A T 3 6 6 4 2 ;
鲤 ( cC ) I--L l归B A A 2 4 5 3 8 ;

鲤 I -L 1日2
一
1 C A C 19 8 8 7 ;

斑马鱼 ( D
r
) N p

一

9 9 80 0 99

将 基 因 重 组 质 粒 p E-T 3 2 a 一 I L
一

1月转 化 于

R o s e t t --a g a m i ( D E 3 ) 感受 态细胞 内
.

经 IP T G 诱导

后
,

含 p E T
一

32 二 I L
一

l p 的大肠 杆菌在大约 45 k u 处

出现一条 明显的蛋 白特征带
,

这与理论估计的分子

质量 44
.

2 k u 相符 ( 图 3)
.

经 IP T G 诱导的相应空载

体克隆总蛋白
、

未诱导的重组表达克隆总蛋 白分别

作为空 白对照和阴性对照
.

阴性对照 中重组蛋 白仅

有微弱表达
; 而诱导后

,

重组蛋白大量表达
,

并且

表达量在诱导后 3一 g h 内逐渐上升
.

细菌经超声波

破碎后
,

在上 清中可 以 看出少量重组蛋 白的存在
,
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大部分的重组蛋 白存在于沉淀中
,

这说明重组蛋 白 为不溶的包涵体形式存在于细胞内
.

4,̀

ku9766

0nU
召 .1舟呼

.

…
ù、J曰i.nà月崎4

冉̀J21

2 3 4 5 6 7 8

图 3 p E -T 3 2 -a 1卜表达产物的 SD S p A G E 分析

1
.

分子质量 标 准 ; 2
.

含 空载体 p E T
一 3 2a 的 R o s e t t a 一 g a m i ( D E 3 )菌体 总蛋 白 ;

3
.

诱导 6 h 上清液总蛋白 ; 4
.

诱导 6 h 沉淀总蛋白 ; 5
.

未诱导 的含 p E -T 32 --a I -L

l p的菌体总蛋 白 ; 6一 8 分别为诱导 3
,

6 和 g h 含 p E -T 32 -a IL
一

l p的菌体总蛋 白

4)
,

用 I P T G 诱导之后
,

随着重组蛋 白的大量表达
,

用制备的多抗在 I L
一

1日条带的下方出现模糊的带
,

而

用单抗在相应 的区段检测到两条微弱 的带
.

在 同样

条件下
,

空载体在诱导前后
,

没有检测 到与重组 I L
-

l p大小相应的条带
.

2 3 4 5 6

图 4 p E -T 3 2-a I卜 l p表达产物的免疫印迹

1
.

用抗 6 组氨酸单抗体检测 诱导之前的空 白对照总 蛋白
; 2

.

用

抗 6组氨酸单抗检测诱导 6h 的空 白对 照总蛋白 , 3
.

用兔抗绷重

组 I--L 1日多抗检测诱导之前的重组菌
; 4

.

用兔抗级 重组 I L
一

1日多

抗检测诱导 6 h的重组菌
; 5

.

用抗 6 组氨酸单抗检测诱导之前的

重组菌 , 6
.

用抗 6组氨酸单抗检测诱导 h6 的重组菌

在用 IP T G 诱导之前
,

无论是用制备的兔抗级重

组 I-L 1日多克隆抗体还是用抗 6 组氨酸的单抗进行检

测
,

都能够检 测到一条 清晰 的重组 I L
一

l p 条 带 (图

3 讨论

鱼类细胞因子的研究起步于 1 9 8 5 年
,

lC e m 检测

到斑点叉尾蛔 ( I c t a l u r u : p u n c t a t u : ) 的单核细胞能

产生具有 I --L l 生物活性的因子 11[ 〕
.

但是直到 10 年

后
,

才获得第一个鱼类 I -L 1 的基 因川
.

在哺乳 动 物 中
,

I L
一

1日的 前 体分 子 的 质量 为

3 1 k u ,

被 I C E ( I L
一

1 c o n v e r t i n g e n z y m e )切割为 1 7 k u

的成熟蛋白后
,

才具有广泛生物学活性 lj[
.

级 I L
一

1日

同其他鱼的 I--L 1俘一样
,

缺乏 IC E 的酶切位点 a[,
` 2〕

.

目前在鱼类 中发现酶切后 的 IL
一

1日缺少 经典 的信号

肤
.

目前 在虹缚和鲤 中发现 了两个 IL
一

1日
.

虹缚 的

I L I解 的 m R N A 在第 三个外显 子编码 区 域缺少 了

g nt
,

在第 四个外显子由于选择性拼接造成 I--L 1解 又

缺少了 g nt
.

鲤 I L
一

1邵 与鲤 I L l p氨基酸序列仅有

74 %的相似性
; 并且鲤 I L I解 在基因组中存在多个

拷贝
,

鲤 I L
一

1解 之间相似性为 95 %一 99 % 3[,
’ 习

.

其
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他鱼 IL
一

1日基因是否存在多基 因现象 目前没有报道
,

级 I L
一

l p是否存在两个以上的基因尚待进一步证实
.

p E T 表达系统是近年来广泛使用 的原核表达系

统
,

其 T 7 启动子可以高效地表达外源蛋 白
,

所表达

外源蛋白量一般 占总蛋 白的 25 % 以上
,

甚至可达到

细菌总蛋 白量 的 50 %
.

在本实验 中
,

重组蛋 白在诱

导后大量地 表达
,

并且多数 以不溶的包涵体形式存

在于细胞内
,

可以方便地被纯化出来
.

从 p E T
一

3 a2
一

lL
一

l p 表达产物的 S D --S P A G E 分析

来看
,

含空载体的空白对照在约 45 k u 处也出现一条

较弱的带
,

但是在免疫 印迹 中
,

没有 出现该条 带
,

这条带应该是大肠杆菌的一种组成性表达蛋白
.

在诱导之前
,

无论用单抗或多抗来检测
,

均能

够检测到清晰的一条带
,

而在诱导之后的 I L
一

1俘条带

的下方发现微弱的杂带
.

由于抗 6 组氨酸 的单抗具

有很高的特异性
,

是不与缺少 表达质粒 的大肠杆菌

的蛋 白进行反应 ; 这说明杂带是表达的 I L
一

1俘的降解

产物
.

IL
一

1日的降解可能是 由于表达蛋白在菌体 内的

大量积累
,

促进菌体产生蛋白酶来降解这种对 细菌

本身无益的蛋白
.

虽然在哺乳 动物 中
,

只有切割后的成熟蛋 白才

具有广泛生物学活性
,

但 是在 鱼类 中存在着特殊的

现象
,

目前有实验证明
,

将鲤的 I L
一

1俘前体分子 C 末

端 的 1 62 个氨基酸构成的多肤 与病原菌抗 原一起免

疫鱼
,

鱼体能够产生更高 的特异性抗体咖〕 ; 由虹缚

I L
一

1日衍生出来的两个小肤 ( 10 一 12 个氨基酸构成 )具

有诱导白细胞迁移的功能川
.

重组的鳅 IL
一

l p是否具

有生物学功能尚待于进一步的实验证明
.
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