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摘要 白细胞介素 10( I --L 1 0) 是一种作用广泛的抗炎细胞 因子
,

主要功能是 限制和最终终止炎症

反应
.

用 R A C E ( r a p id a m p l i f ie a t i o n o f e D N A e n d s 卜 P C R 方法扩增 出缝 白细 胞介素 1 0 ( I I
J 一

1 0 ) 的

e D N A
,

其全长为 1 2 4 5 n t
,

包含 5 `

非编码 区 1 5 6 n t
,

3 ’

非编码区 5 5 2 n t
,

开放阅读框 5 4 o n t
.

鲤 l x
J -

10 的开 放阅读框编码 17 9 个氨基酸
,

其 中包含构成两对二 硫键 的 4 个保 守半脆氨酸
.

R T
一

P C R 结

果显 示鲤 I --L 10 m R N A 主要在脾脏
、

鳃
、

头肾和肌肉中表达
.

将鲤 I I
J一

10 完整开放阅读框克隆到原

核融合表达 载体 p E T
一

32 a 一 c ( 十 ) 上
,

转入大 肠杆 菌 R os et t a
一

g a m i ( D E
。
) 内进 行表 达

,

经 SD S
-

P A G E 电泳后显示重 组 融合蛋 白在分子量约 3 9 k u 处有明显表达带
,

与预期分子量大小一 致
,

且主

要 以不可溶的包涵体形式存在
.

变性条件 下利用 H i s
·

iB n d 树脂成功纯化 了融合蛋 白
,

将其免疫

家兔
,

获得兔多克隆抗缝 I L
一

1 0 抗体
,

W es t e r n b lot 检测到兔多克隆抗链 I L
一

10 抗体可 有效地 与重

组蛋 白结合
.

这些结果为进 一 步研 究 I I
J 一

10 的功能奠定 了基础
.

关键词 维 IL
一

10 克隆 组织表达 原核表达

1 9 8 9年 F i o r e n t i n o
等 [ ’ 〕发现小鼠 T 辅助细胞株

能分泌一种新的细胞 因子
,

该因子能有效抑制 T hl

细胞株细胞因子的合成
,

故称为细胞因子合成抑制

因子 ( C SI F )
,

后被命名为 I L
一

10
.

在 E B 病毒基 因

组中也有一段开放阅读框与 I--L 10 具有 明显 同源性
,

被命名为 B C R F I 或 v I L
一

10 区2〕
.

1卜 10 主要由肥大细

胞
、

T 细胞
、

B 细胞
、

E B 病 毒转化 的 B 淋 巴细胞

和激活的角质细胞产生 sj[
.

它不仅 可通过抑制 T hl

细胞增殖和 IL
一

2
,

干扰素守
,

淋 巴毒素等细胞 因子

的产生来 抑制免疫应答
,

还可作为与 I--L 3 和 I L
一

4

的协同因子刺激未成熟肥大细胞 的增殖
,

具 有 B 细

胞活化增殖和分化效应闭
.

I L
一

1 0 是一分子 质量为 35 一 40 k u 的单链 糖蛋

白
,

其
c D N A 已 在 哺 乳 动 物 及 病 毒 中 克 隆成

功巨5一 7〕
.

近来 在 鲤 ( C y p
r i n u s c a r p 乞。 )

、

虹 缚 ( O n -

c o r人y n e人u : m y k i s : )
、

红 鳍 东 方 纯 ( aT k i介 g u r u -

br iP es )等鱼类 中也成功地得 以克 隆〔8一 ’ 。〕
.

缝 ( H y
-

oP hP ht al m ihc ht y : m iol itr x) 是一种滤食性鱼类
,

是

世界淡水鱼产量 的重要组成部分〔’ `〕 ,

它还在藻类水

华控制方面起着重要作用 l2[ 〕
.

本研究对缝 I L
一

10 的

全长
。 D N A 进行了克隆及序列分析

,

通过 R T
一

P C R

分析了其在正常链组织 中的表达情况
,

并将 I L
一

10

在大肠杆菌中进行 了高效表达
,

通过免疫家兔获得

了多克隆抗体
,

为 了解 I L
一

10 基因的功能及其在机

体内的免疫机制奠定了基础
.
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1 材料与方法

1
.

1 材料

宿主菌 为 大肠 杆菌 ( E s eh er i ch i a o cl i ) D E
3

和

D H 5 a ,

表达 载体为 p E T
一

3 2a
一 。 ( + ) ( 以 下 简 称

p E T
一

3 2 a )
,

均 由本实验室保存
; T 4 D N A 连接酶

、

E x T aq D N A 聚 合酶
、

D L Z。。 o 分 子 质 量 标 准 和

S D S
一

P A G E 低分子 量标准 蛋 白均 购 自 T a K a R a 公

司 ; 限制性 内切酶购 自 P or m eg a 公司 ; R N A 提取

试剂盒购 自 S i g m a 公 司 ; H I S
·

B i n d 树脂购 自 N o -

v a g e n 公司 ;
胶 回收试剂盒购 自 O m eg

。 公司 ; 质粒

小量提取试剂盒和质粒纯化试剂盒为 S b S 公 司产
口
口口

。

设计醚 IL
一

10 的特异引物 I L
一

1 0
一

F Z 和 IL
一

1于 R Z
,

分

别用 引 物对 I L
一

10
一

F Z 与 U P M ( U n iv e r s a l P r im e r

M i x )
,

I L
一

1 0
一

R Z 与 U PM 扩增缝 I L
一

1 0 的 5 ’

和 3 `

端序列
.

P C R 程序为
:

94 ℃预变性 s m in
,

后接 35

个循环 ( 9 4℃ 3 0 5 ,

6 1 oC 4 5 5 ,

7 2
口

C 6 0 5 )
,

最 后

72 ℃延伸 6 m in
.

P C R 产物经 1
.

0% 的琼脂糖凝胶电

泳后
,

用凝胶回收试剂盒对 目的片段进行纯化
,

纯

化产物 与 pM D
一

18 T 载体 连 接
,

转 化 于大肠 杆 菌

D H a5
,

将经 P C R 检测为 阳性克隆测序 (上海华诺

生物科技有限公司完成 )
.

1
.

2 总 R N A 的提取

实验继 (约 4 50 9 )购自华中农业大学水产站
,

取

头肾约 0
.

1 9
,

按 T ir oz l 试剂盒说明提取总 R N .A

1
.

3 R A C E
一

PC R 扩增 I -L 1 0 e D N A

e D N A 的合成按 S M A R T e D N A S y n t h e s i S K i t

( C lo n et c h ) 操作手册 进行
,

将所提缝 头肾总 R N A

反转录为 。 D N A 第一链
.

据鳞
、

虹蹲和红鳍东方纯

I L
一

10 的保守序列
,

设计鳞 I L
一

10 的正
、

反向简并引

物 I L
一

1 0
一

F l 和 I L
一

1 0
一

R l (表 1 )扩增继 I L
一

10 e D N A

的中间片段
,

P C R 程序为
:

94 ℃ 预变性 5 m in
,

后

接 3 5 个循环 ( 9 4 oC 3 0 5 ,

4 9 oC 4 0 5 ,

7 2 oC 4 0 5 )
,

最

后 7 2 oC 延伸 6 m i n
.

使用 P r im e r P r e m ie r 5
.

0 0 软件

表 1 眺 I卜1 0 扩增引物及表达所用引物

引物 核昔酸序列 (5
’

一 3
’
)

I L
一

1 0
一
F I C ( T A ) G ( C T ) G ( C A ) G ( C A ) ( C T ) T G A A G ( A G )

( A T ) G C T C

I L
一 1 0一 R l ( G C A T ) ( G A ) T C ( A C ) A G C T C ( T C ) C C C A T G

-

G C T T T

I L
一

1 0
一
F Z A G C G G G A T A T G G T C A A A T G T A G G

I卜 1 0
一

R Z C A G C T G T T G G C A G A A T G G T C T C C

U P M C T A A T A C G A C T C A C T A T A G G C

I L
一

1 0
一

E x p F A T T T G T G G A G G G C T T T C C T G T G

I-L 1 0一 E x p R T C T T T G A T G C C A G A T A C T G T T C

A e t in F C C T T C T T G G G T A T G G A G T C T T G

A e t i n R A G A G T A T T T A C G C T C A G G T G G G

I L
一

1 0
一

F A G G G G T A C C A G A A T G A T T T T C T C T A G A G T C

I L
一

1 0
一

R A G G A A G C T T T T A G T G C T T T T C T C T C T T T
-

G A T G C C

1
.

4 序列分析

将测序所得到 的
c D N A 序列用 N C B I 网站 ( hi

-

t p
:

/ / w w w
.

n e b i
.

n lm
.

n ih
.

g o v / b la s t ) 的 B l
才

A S T N
,

B L A S T X 和 T B L A S T X 软件进行同源基 因的搜索
,

查找与其相关的同源序列
;
氨基酸序列的推断通过

E x P A S y 网站 ( h t t p
:

/ / a u
.

e x p a s y
.

o r g / ) 的 T r a n s -

la t e 程序 完成
;
氨基 酸 序列 同源性 比较 由 lC us t

-

al W I
.

8 程序完成
;
信号肤预测使用 iS g n al P 3

.

0 软

件
.

1
.

5 R T
一

P C R 分析

实验用 3 尾鳞 (体重 ( 80 士 2
.

5 ) g ) 同时取 自中国

科学院水生生物研究所关桥渔场
,

驯养一周后分别

取其肝脏
、

脑
、

脾脏
、

鳃
、

脊髓
、

头 肾
、

肠
、

心脏

和肌 肉
,

提取 各组 织 总 R N A
.

使 用 R ve er t iA dMT

F i r s t S t r a n d c D N A S y n t h e s i s K i t ( F e r m e n t a s ) 并按

其说 明书进行逆转录合成
c D N A

.

根据鳞 1--1 10 保

守序列设计表达引物 I L
一

10 E x p F 和 I L
一

I OE x p R
,

内

参 p
一 a e t i n 的引物为 A e t i n F 和 A e t i n R (表 1 )

,

分别

用这两对引物进行 P C R 扩增
.

50 拌L 反应体系程序

如下
: 9 4 oC 预变性 5 m i n

,

后接 2 5一 4 5 个循环 ( 94 oC

3 0 5 , 5 9℃ 3 0 5 ,

7 2℃ 4 0 5 )
,

最后 7 2℃延伸 6 m i n
.

为避免扩增达平 台期
,

分别用琼脂糖凝胶 电泳检测

25
,

30
,

35
,

4 0 及 45 个循环的扩增产物
,

最后展

示第 35 个循环的扩增结果
.

1
.

6 原核表达载体的构建及质粒重组

用引物 I L 10
一

F 和 I L
一

1 0
一

R (表 1) 扩增 已获得的

IL
一

l o c D N A 序列上的完整开放阅读框
.

上游引物含

有 K P n 工酶 切 位 点 ( G G T A C C ) 和 起 始 密 码 子

( A T G )
,

下 游 引 物 含 H i n d lll 酶 切 位 点
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(A A G C T T )及终止密码子 ( T A A )
.

P C R 反应条件

为
: 9 4℃预变性 3 m in ; 后接 33 个循环

,

每个循环

依次包含 9 4 oC 3 0 5 ,

6 2 oC 4 5 5 ,

7 2 oC 6 0 5 ; 最后 于

7 2℃延伸 s m in
.

同时用质粒小量提取试剂盒 提取

p E T
一

32 a 质粒
,

用 K P n 工和 H in d lll 双 酶切 IL
一

10

和 p E T
一

3 2 a
表达载体并进行纯化

,

而后连接并转化

大肠 杆菌 D H 5 a ,

将 P C R 鉴定 阳性 菌落 p E T
一

3 2 a -

I --L I O测序检测基 因有无移码或突变
.

1
.

7 重组质粒的诱导表达及 SDS
一

P A G E 鉴定

从大肠 杆菌 中提取重组 p E T
一

3 a2
一

-II
一

10 质粒
,

将重组质粒转化到 D E 3

感 受态细胞
,

P C R 鉴定 阳

性菌落
,

菌液按 1 : 10 0 稀释于新鲜含氨节 青霉素

10 0 拌g / n 1L
,

卡那霉素 15 鸿 / rnI
矛 ,

四环素 12
.

5拌g / rnI
J ,

氯霉素 3 4 拌g / m L L B 培养液
,

37 ℃ 培养 至 O D 60 。 、

0
.

6 时
,

加异丙基硫代 份半乳糖昔 ( IP T G )至终浓度

为 l m m o l / I
J ,

再在 3 7 oC 与 2 5 oC 分别诱导 2
,

4
,

6

和 s h
,

经 P B S 洗 涤后超声破碎菌体
,

离心 收集上

清和包涵体沉淀
,

用 12 % SD S
一

P A G E 鉴定分析重组

蛋白在不同诱导时间段的表达量
.

1
.

8 兔多克隆抗体的制备

将 4 00 m L 重组菌液在 37 ℃条件下诱导 4 h
,

经

超声波破碎后
,

离心收集包涵体沉淀并在变性条件

下用 H IS
·

B i n d 树脂进行纯化
,

步骤详见 H i s
·

T a g

融合蛋白纯化操作手册
.

用所纯化 的蛋 白对 家兔进

行如下免疫
:

初次免疫用 3 00 拜 L (约 1 拼g /川
J

) 样品

多点注射兔胭淋 巴结和脚掌
; 2 周后加强免疫一次

,

15 0 拌L 样品于背部皮下
、

脚掌多点注射家兔
; 2 周

后再加强免疫一次
.

第三次注射 n d 后
,

自颈动脉

取血
,

将血清分离后于一 80 ℃保存
.

1
。

9 W e s t e r n b l o t

将诱导表达后的重组蛋白按常规方法转印至硝

酸纤维素膜 ( N C 膜 )上
,

封闭 l h 后加人兔抗鳞 IL
-

10 的多克隆抗体于室温下孵 育 Z h ; 然后加人碱性

磷酸 酶藕 联 的 山羊 抗 兔 I g G
,

室 温 下 孵 育 l h
,

N B T / B C IP 显色 1 0 m i n
.

2 结果

缝 I卜 10 的 全 长 。 D N A ( G e n B a n k 登 录 号
:

D Q o 5 8 2 9 5 ) 由 1 2 4 8 n t 组成
,

其编码 区有 5 4 0 n t
,

推

导编码 17 9 个氨基酸
,

预测 分子质量为 19
.

69 k .u

5 `

非编码区长 1 5 6 n t
,

3 `

非编码区长 5 5 2 n t
,

在 3 `

非

编码区 存在 4 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 ( 图 1)
.

缝 I L
一

10

含 6 个
a

螺旋
,

且在相对 较保守 的 F 螺旋 中 的第

1 5 3
一

1 6 9 个氨基酸处 ( G V Y K A M G E L D M L F K Y I E )
,

含有 I L
一

10 家族的特征序列 ( G
一

X Z
一

K A
一

X Z
一

「D
,

E ]
-

X
一

仆仁I I
J

V ]
一

「F L Y ]
一

[ F I L M V 〕
一

X Z
一

[ I L M V 」 [ E K
-

Q R」户
3 〕

.

此外
,

在第 1
一

22 个氨基酸处
,

存在一个

信号 肤 ( M I F S R V I F S A L V M L L L S E S A Q C ) ; 在 第

31
,

80
,

12 7 和 133 个氨基酸处
,

含有 4 个 构成 两

对二硫键 ( C y s 一 3 1 与 C y s 1 2 7
,

C y s 8 O 与 C y S 1 3 3 ) 的

保守半胧氨酸
.

维 I L
一

10 的组织表达如 图 3 所示
,

缝 I L
一

10 主

要在脾脏
、

鳃
、

头肾
、

肌 肉中表达
,

脑
、

心脏和肠

中也有少量表 达
,

而在 肝脏 和脊髓中几 乎没有 表

达
.

重组质粒 p E T
一

3 2 a 一 I卜 10 测 序结果 表 明 I L
一

10

的基因序列 和读 码框都与预期 的完全 一致
.

将重

组质粒转 人 大肠杆 菌 D E
3

感 受 态细 胞 内经 IP T G

诱导后
,

S D S P A G E 结 果 表 明
:

未诱 导 前重 组 蛋

白仅有微 弱表达
,

诱导 后则大量 表达
;
37 ℃ 条件

下诱导时
,

目的蛋 白基本 上是 以 不可溶 的包涵体

存在
,

而在 25 ℃诱导 同样长 的时间
,

可溶蛋 白量

并无明显增长
,

包涵 体 中 目的蛋 白量 则 明显 低于

在 37 ℃ 条件下诱 导 的量
;
37 ℃条 件下 诱导 Z h 后

的菌液 中目的蛋 白量 明显少 于诱 导 4
,

6 和 s h 后

的量
,

但诱导 4 h 之后表达量便无 明显增长
; 明显

的蛋 白特征带出现在 3 9 k u 处
,

与理论估计的相对

分子量相符
.

通过计算机软件分析
,

融合蛋 白的理

论等电点为 8
.

6 1
.

将包涵体溶人 6 m m ol / L 尿素结

合缓 冲液
,

利用其载体上含 H I S
·

T ag 融合标 签的

特性进 行纯 化
,

得单 一 的 目的蛋 白电泳 图带 ( 图

4 )
.

用制备 的兔抗缝重组 I L
一

10 多克隆抗体对表达

产物及未转染 重组 质粒 的宿主菌进 行免疫 印迹实

验
,

结果显示表达产 物在 目的蛋 白处 有一条 较粗

的蛋白印迹带
,

未诱导 及重组 菌超声 波后上 清中

有较淡条带 (图 5 )
.
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e e g g e a a a e a a a e a e a t t 18

t t a t t g a t t a t t e a t e t t g a a g a a e e t t e e a t e e a e a a g t t e e a t e a a a g t t e a a a e t t e e e a a a g e t e 8 7

a t e t g t a e a t e t e e t e t e t t e t g g g e t g a a t a t e a a g a a a g g e e a a g a a e a a a g a a a g a g a a e t g a a g a 1 5 6

a t g a t t t t e t e t a g a g t e a t e t t t t e t g e t e t g g t e a t g e t t e t g e t t t e t g a a a g t g e t e a g t g e a g a 2 2 5

策 1 F 5 R V 1 F 5 A L V M L L L 5 E 5 A Q C R 2 3

a g a g t t g a e t g t a a g t e t g a a t g t t g e t e a t t t g t g g a g g g e t t t e e t g t g a g g e t g a a g g a g e t e e g t 2 9吸

R V D C K 5 E C C 5 F V E G F P V R L K E L R 4 6

t e t g e a t a e a g a g a a a t a e a g a g g t t t t a t g a g t e e a a t g a e g a e t t a g a a e e a t t a t t a己 a e g a g a a e 3 6 3

5 A Y R E 1 Q R F Y E 5 N D D L E P L L N E N 6 9

g t g e a a C a g a a C a t c a a t a g t C C t t a t g g a t g e C a t g t e a t g a a e g a g a t e e t g e g e t t e t a e t t g g a g 4 32

V Q Q N 1 N 5 P Y G C H V M N E 1 L R F Y L E 92

a e e a t t e t g e e a a e a g e t g t e e a g a a g a a e e a C t t g e a C e e e a a a a e g C C e a t c g a e t C C a t t g g a a g t 50 1

T 1 L P T A V Q K N H L H P K T P 1 D 5 1 G 5 1 1 5

a t a t t t e a a g a t e t e a a g e g g g a t a t g g t e a a a t g t a g g a a a t a e t t t t e t t g e a a a a a t e e e t t t g a g 5 70

1 F Q D L K R D M V K C R K Y F 5 C K N P F E 13 8

t t t g c c a c c a t a a a g a a c t c a t a t g a a a a g a t g a a g g a a a a g g g t g t t t a t a a a g c a a t g g g a g a g c t t 6 3 9

F A T 1 K N 5 Y E K M K E K G V Y K A M G E L 16 1

g ta ta g tc tc t t a a g t a c ta c g a a c a g t ta tc g g c ta c a a a g a g a g a a a a g c a tC a a c a g g ta g t c g tC 07 8

D M L F K Y 1 E Q Y L A 5 K R E K H 一 17 9

g t g g a t t g g a t g g t g g c t g g c c a t g a t g a c g t g a g t c a a g t t t g已 a t a c t c t g a g a a c a a a g a a a g a a t 7 7 7

a a t g g a e a g a t e a a e e a e a t a e t g t a g g a t a a g g e a e a a a t g g a e t t e a t e e t t t a a e t t a t e g e t t e e 84 6

a e a t e a e e a t t e e a t e a e a e t a e t t g e t g a t g e a e t g e a a t g e C a g C C t e t t t a C e t t C t g t t t e t g g a 9 15

g t t e t g g a a a a t g t e a e a a t g g e a a t g t t t t a e a t t g a a e t a a a a g e a t a a a a t g t t g t t t a a g t e a e a 9 8 4

t t g a e t a g g g t t a t e t t g a a a g t t t g t t g t t g a a a t t t g t t g a a a t a a e t t a t e g t g t a a a t a t t g e g t 10 5 3

a a t a t a a a t a t t g t g t a a a e a e t g a t旦丝选旦 t g t a t t t t t g t e a a e t t t旦丛土旦 t t t e t t t a t t t t a t g 112 2

a g e t t a a a e g t t t里选土旦 a e t g t a t t t t t e a t a t t t e t g a t g e t t a t互过土旦 a t t t g t t a e e a g a a a t t 11 9 1

g t g t t a t g匡迁延回 t t a t t g c a a c c g a a a a a a a a a a a a a a a a a a己 a a a a a a a a a a a a 12 4 8

圈 1 缝 I L
一
1 0 e DN A序列及 由此推断的氮基酸序 列 《Ge

n B a n k登录号
: 】X洲 5 8 2 9 5 )

不稳定信号以 下划线标出
,

方框所示为 p ol y A 加尾信号

3 讨论

在低等脊椎动物 中
,

Z ou 等8j[ 首次报道了河豚

的 IL
一

1。
,

随后鲤和虹缚的 I L
一

10 相继被报道 9[,
`叼

.

在本研究 中
,

主要显示 了维 I L 10 。 D N A 的克隆及

重组蛋 白的表达
.

比较鳞 和其他动物 I L
一

10 的 c D
-

N A 和氨基酸序列
,

发现它们既有 明显的相 同性也

有差异性
.

在 I L
一

10 。 D N A 的 3 `

非编码 区
,

除了虹

蹲外
,

其他动物的 IL
一

10 均含有 m R N A 不稳定信号

A T T T A
,

但低等脊椎动物 m R N A 不稳定信号的数

量明显低于高等脊椎动物 m RN A
.

在不同动物 I L
-

10 c D N A 所编码 的氨基酸序列中
,

均含有一个信号

肤和 I --L 1。 的特征序列
,

但不同动物 I L
一

10 信号肤

的长度以及 特征序列的氨基酸存 在差异
.

在人 I L
-

1 0 多肤链中
,

第 3 0
,

8 0
,

12 6 和 1 3 2 个氨基酸处相

对应的四个半胧氨酸残基非常保守
,

这 4 个 C y S 在



f 1.鱿并乎 ` 瓜 第 “ 6 卷 第 2期 0 06 2年 2月
1 87

A
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .口 . . . . .曰 .口 .日 . . . . . . .曰日 . . . .

V E V K E S R RCS F F L L G PY E R I AO IFY E N S

V E S C F Gr V K E 3 Y E R R R L L I P AQY E N R S F

.侧 ..圈曰
Ca r p

i l SV e t a r C P

Ra i n b o 可

To r a f u 妙

h i Ce k e n

H U叮 Ia n

C On 3 e n S US

班V 3 V F I L GS一 AV L班 3 S F L L D AQ R C FV C DK T D

3 I F MV R S I F一 V L A班 E S L L LS AQV K E R R S C C D

CCL姻姻谓班 S S S C L L L L L L P A几人 LQE H C AQV R R S C C P D

班 T S S L L P G一一 一V L L L L CT C C AV 份 r C L C A A刃呵

一一 一一一一 H Q T C CQ人 L L L L L A几 T C L P几H E C L P

3 FV E V R F G PK LE LY R T S T R F I A DY E I A寸

V E K S R F F L G P A班 LE N RY S QY Y E R I D刀 J

H E E V K E E K Y S R R R F L L L L F I F P A DQ S R

1一 HH V V S S T R S L L C C L L L A G A P GQ T GQE N S S国H N N T F L P G P班 V K R R S R T L L F F F D D AQHK

含 金 金 * 金 言
. . . . . . . . . . . . . . . .-

… …

巴 B
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.

D

D一 E D M P一 E L L D入rV QQN IN S PY

D一 DLE P一 LN LE N V q Q呵 N S I PY

D一 E E E HH T S L L L I L D GLK V S P

D一 L I D DV L L DQ S IV K T T F F D P

E L D DN IQE E K S S L L L L F D GT F

D一 QN K E E K Y S L L L L L L F L D D G

V N E Y R 11 I L F L M DT I L PV T AQK H H S L D一

一 K N T S I PI G

HV扭 E Y E V R T T I L F L I L J P AQ刃 H H L J P一

一K T S I I P D G

H几H K S I L DY T F L D’V T L P A扭 JN R T印侧N DFK S S I I P D G

H Y 3 V R LR I L F L L MD G D P人 L A了’V TE T A PN K H V E 3 L I PQ

QV E Y S S R T L F ME DV R L P几 MQH T S T S Q一

一 Q一 H S G DL G

QE S L A班 IQ FY LE EV 班 PQE AN QK I D P D一
一 A一 U氏叹 S L G

姻姻调姻姻
00

JI 58666 9 55C 5a r p

i l Sv e r c a r P

Ra i n b o 可

To 工 a f u 妙

Ch i e k e n

H t n Ua n

C On s e n S U3 6 1
*

。 。 。
* 金 育 育 含 含

. .

… …
E F

. . . . . . . . . . . . .日 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

.
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

八ó只K RE泪泪姻通调 Ca r p

i S 1V e r e a r P

Ra i n b o 可

To r a f u 卯

h i C Ck e n

H U效la n

C On s e n 3 US

1 1 5 PN Y FS

S 1 1 I F 5QK R L D D班

0 N H E K K E 1 I F L I 2

1 1 7Q I F DQK EV L I

N H K H T 1 1 1 L L L G A

1 1任 EN K T R R L L L L

甘
姻

R` : F

v

姻N RY F

峭
H Y F ;

。
姻

H R F ;

R

祖
R L F L

印 p J一 E L I人 SK N Y E K K E S I M

义N P一 E F F人 K N 3 Y E K H K E T I

Y L A

Y L A

K K P一 F I DN E F ISY E K H S Q D

K N R一 F I D卜朴 JN Y K E S T T L M D

Y V L

Y L A

K R SK K I AQK E E K T I F班 DE Y L L

1 21
.

…
*

.。 .。

二
古

.
EN K o K o E 。 。 * ;N K LQE

弓弓V K S A班 E L GI L DK Y EEE F I

...

3V Y K人班 E L GH DK Y EEE L F I

333 LY K 人H E L G DL L FN Y E I
...

333 Y K L A班 GE N Y EEE L L L F I D

子子 Y K IH E N F I F I A G DY E I :::

333 Y K I丸H E N Y EEE S F I F I I DY H T

金 金 古 含 古 古
. .

… …
古 古 古 古

…
Ca r P1 7 4K S只V K H L一

i l Sv e r e 已 工 Pl 甲任 K S RE K H一
Rs i n b O份 19 K K H S R R 7一一

To z a f u 卯 1 76 K S R R砂护让 A

h i C Ck e n 1 7 1班 K R R R一一 一

H l
.

U们a n 1 7任 HK I F多 I一一 一

C On s e n 3 US I日 1

图 2峪 I卜 0 1与其他动物 I L
一

0 1氮基酸序 列同源性 比较

相 同氨基酸用
“ , ”

指示
,

相似的氨基酸用
“ . ”

指示
,

保守区域用方框表示
,

推导的 6 个
Q

螺旋 ( A
一

)F 用上划线

表示
,

4 个构成二硫桥的半耽氨酸以黑 色背景显示
,

图中 比较序列 的 G en B an k 登录号为
:

C ar p B A c 76 8 85 ; 51 1
-

v e r e a r p D Q 0 5 8 2 9 5 ; R a i n b o w t r o u t B A D Z O6 4 8 ; T o r a fu g u C A D 6 2 4 4 6 ; C h ik e n C A F 18 4 3 2 ; H u m a n C A G 4 6 8 2 5
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图 5 p E手3 2分IL- 10 表达产物的免疫印迹

1 和 3
.

诱导 4 h 的 p E下32 o I L
一

10 ( D E 3) 菌体总蛋 白上清

和沉淀 ; 2
.

未诱导 的 p E T
一 3 2 a 一 I L

一

1 0( D E 3) 菌体总蛋白

图 4 p E T- 3 2 , I L
一
1 0 表达产物的 SD S P A G E分析

1
.

分子质量标准
; 2

.

大肠杆菌 p E T
一

3 2 a( D E 3) 菌体总蛋白
;

3
.

未诱导的 p E T
一

32 a一 I L l o ( D E 3 )菌体总蛋白 ; 4 和 5
.

诱导

4 h 的 p E子 3 a2
一
I L

一

功 ( D E 3) 菌体总蛋 白上 清和沉淀
; 6

.

诱

导 4 h 的 p E T
一 3 2 a一 11

一 10 ( D E3 )菌体总蛋 白
; 7

.

纯化蛋白

人 I L
一

10 结构中形成两对二硫键
,

如破坏 了这两对

二硫键
,

则人 I L
一

10 活性丧失咖〕 ,

因此这 4 个 C ys

对 I L 10 空间结构的形成和功能起决定性作用
.

在

低等脊椎动物维 以及其他 3 种鱼类 的 I L
一

10 中也同

样存在相应的残基
,

说明由这 4 个 C ys 所形成 的二

硫键在 IL
一

10 的分子进化 中具有普遍重要 的意义
.

在人和鸡的成熟肤链 中只有构成两对二硫键的 4 个

半胧氨酸
,

而在 4 种鱼类成熟肤链 N 末端都另外存

在着两个半胧氨酸
,

这两个半胧氨酸是否构成二硫

键值得深入探讨
.

对 鱼类 I L
一

10 的 组 织 表 达 已 有 报 道
.

I n o ue

等 l0[ 〕报道在虹缚 中 I L
一

10 在鳃 中表 达最强
,

在头

肾
、

脾脏和肠中有较弱 的表达 ; Z o u
等8[] 研究表 明

在河豚中 I L
一

10 在肝脏和肾脏 中有 明显表达
,

在肠

和脊髓 中表达较弱
; 在鲤 中

,

I L
一

10 在头 肾和肠 中

大量表达
,

其次是在鳃和脾脏中川
; 在继中

,

I L
一

10

除了在脊髓 中没有检测到表达外
,

在所检测的其他

组织中均有不 同程度 的表达
.

I L
一

10 在不 同鱼类的

不同组织中表达差异可能与起始模板量以及循环数

的差异有关
.

此外
,

无论是在缝
,

还是在已经报道

的 3 种鱼类 I L 10 组织表达的研究中可以看出
,

I L
-

10 在大多数组织中的组成性表达量是很低 的
,

这与

人 I L
一

10 组成性表达的结果一致 l5[ 〕
.

我们在构建原核表达载体的研究中选用 了功能

强大的 p E T
一

32 a
作为表达载体

.

由于鱼类 I-L 10 的

重组表达未见报道
,

为获得最佳表达量
,

该研究摸

索了 IP T G 诱导的时间及培养温度对 IL
一

10 表达的

影响
.

缝 I L
一

10 无论是在高温还是在低温主要 以不

溶的包涵体形式存在
,

在 37 ℃条件下继 I -L 10 重组

蛋白的表达量在 4 h 后 已趋饱和
,

这些研究结果为

表达其他鱼类 的 I L 10 以及研究缝 I L 10 的功能奠

定了基础
.

w es t o m bl ot 分析结果表 明在未诱导菌及诱导

菌超声波破碎后的上清中有较淡 的单一条带
,

诱导

菌超声波破碎后 的沉淀 中有较深条带
,

这和 SD S

P A G E 结果中 目的蛋白主要 以不溶的包涵体形式存

在是一致的
,

这也充分说明了兔多克隆抗体能有效



f*1装并乎` 瓜 第 1 6 卷 第 2期 2 0 60 年 2 月 1 8 9

识别重组蛋白
.

8

参 考 文 献

9

2
1 0

3
l l

4

0目巧」, .山、工

5

l 4

6

F i o r e n t i n o D F
,

OB
n d M W

,

M o s m a n n T R
.

T w o t y p e s o f m o u s e

T h e l p e r e e l l IV
.

T h Z e l o n e s s e e r e t e a f a e t o r t h a t i n h ib i t s e y t o -

k i n e p r o d u e t i o n b y T h l e l o n e s
.

J E x p M e d
,

1 9 8 9
,

1 7 0 ( 6 )
:

2 08 1一2 0 9 5

H s u D H
,

d e W a a l
一

M a l e f y t R
,

F i o r e n t i n o D F
, e t a l

.

E x p r e s s i o n

o f i n t e r l e u k in
一 10 a e t i v i t y by E P s t e i n

一
B a r r v i r u s p r o t e i n B C R F I

.

S e i e n e e ,

19 9 0
,

2 50 ( 4 9 8 2 )
:
8 3 0一 8 3 2

S p i t s H
,

d e

W
a a l

一

M a l e fy t R
.

F u n c t i o n a l e h a r a e t e r i z a t i o n o f h u -

m a n I L
一
10

.

I n t A r e h A lle r g y I m m u n o l
,

1 9 9 2
,

99 ( 1 )
:
8一 1 5

M
o s m a n n T R

.

P r o p e r t i e s a n d f u n e t i o n s o f in t e r le u k i-n l o
.

A d y

I m m u n o l
,

1 9 9 4
, 5 6 :

l一 26

S e r g e i V K
,

S im o n a S
,

L a r a 5 1
, e t a l

.

H u m a n e y t o m e g a l o v i r u s

h a r b o r s i t s o w n u n iq u e I L
一

1 0 h o m o l o g ( e m v I --L 1 0 )
.

P r o e N a t t

A e a d S e i U S A
,

2 0 0 0
,

9 7 ( 4 )
:
1 6 9 5一 1 7 0 0

V i e i r a P
,

d e W a a l
一

M a lef y t R
,

D a n g M N
, e t a l

.

Ios la t i o n a

dn

7

e x p r e s s i o n o f h u m a n e y t o k i n e s y n t h e s i s i n h ib i t o r y fa e t o r e D N A

e lo n e s :
H o m o lo g y t o E p s t e i n

一

B a r r v i r u s o p e n r e a d i n g f r a m e

13C R F I
.

P r o e N a t l A e a d Se i U S A
,

1 9 9 1
,

8 8 ( 4 )
: 1 1 72一 1 17 6

P e r k in s H D
, v a n L e e u w e n B H

,

H a r d y C M
, e t a l

.

T h e e o m
-

p le t e e D N A s e q u e n e e s o f I --L 2
,

I L
一 4 ,

I -L 6 a n d l卜 10 f r o m t h e

E u r o p e a n r a b bi t ( Or 夕e t o l a g u s c u n i c u l u s )
.

C y t o k i n e ,

2 0 0 0
,

l 5

1 2 ( 6 )
:
5 5 5一 5 6 5

Z o u
J

,

C la r k M S
,

S e e o m b e s C J
.

C h a r a e t e r i z a t i o n , e x p r e s s i o n

a n d p r o m o t e r a n a ly s i s o f a n in t e r l e u k i n 1 0 h o m o lo g u e in t h e p u f f
-

e r fi s h
,

F u g u r u bir P e s Im m u n o g e n e t i e s
,

2 0 0 3
, 55 ( 5 )

: 3 2 5一

3 3 5

s a v a n R
,

I g a w a D
,

S a k a i M
.

C l o n i n g
, e h

a r a e t e r i z a t i o n a n d e x -

p r e s s i o n a n a ly s i s o f i n t e r l e u k i n
一 1 0 f r o m t h e e o m m o n e a r p ,

C夕P
-

r i n u s c a
rP i o L

.

E u r J B i o e h
e
m

,

2 0 0 3
,

2 7 0 ( 2 3 )
: 4 6 4 7一 4 6 54

I n o u e Y
,

K a m o t a S
,

I t o K
, e t a l

.

M o l e e u la r e lo n i n g a n d e x P r e s -

s i o n a n a ly s i s o f r a in bo w t r o u t ( 〔玩 e o 从夕n c h u s nz 夕k i
s s ) in t e r le u -

k i-n 1 0 e D N A s
.

F i s h S h e l l f i s h I m m u n o l
,
2 0 0 5

,

18 ( 4 )
:
3 3 5一 3 4 4

O p u s z y n s k i K
,

S h i r e m a n
J V

.

H e r b i v o r o u s F i s h e r 一 C u l t u r e a n d

U s e of r W e e d M a n a g e rn e n t
.

B o e a R a t o n A n n A r b o
r
L o n d o n T o -

k y o :
C R C P r e s s ,

1 9 9 5

谢 平
.

维
、

墉与藻类水华控制
.

北京
:

科学出版社
,

2 00 3

H u a n g J Y
,

B r u t l昭 D L
,

T h e E M ( ) T I F d a t a b a s e
.

N u e生e i e A c id
s

R e s ,

2 0 0 1
,

2 9 ( l )
:
2 0 2一 20 4

W i n d s o r
W T

,

S y t o R
,

T s a r b o P o u lo s A
, e t a l

.

D i s u lif d e b o n d

a s s ig n m e n t s a n d s e e o n d a r y s t r u e t u r e a n a ly s i s o f h u m a n a n d m u -

r in e in t e r te u ik n 10
.

B i o e h e m i s t r y
,

1 9 9 3
, 32 ( 3 4 )

:
8 8 0 7一 8 8 15

K u b e D
,

P正a t z e r C
, v o n K n e t h e n A

, e t a l
.

Is o la t i o n o f t h e h u -

m a n i n t e r l e u k i n 1 0 p r o m o t e r
.

C h a r a e t e r i z a t i o n o f t h e p r o m o t e r

a e t i v i t y i n B u r k i t t
’ 5 ly m p h o m a e e ll lin e s

.

C y t o k in e ,

1 9 9 5
,

7 ( 1 )
:

1一 7


