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摘 要 以A50BCA方法，从经丝裂原诱导的猪外周血淋巴细胞总A*D中扩增出编码猪E8*"的基因。经测序证

实后插入载体FGHD03$%，并实现在大肠杆菌中的高表达。表达产物以包涵体形式存在，经";’(／H盐酸胍变性及精

氨酸存在的情况下复性。再经I:D:0J6F/,-’K6离子交换柱、J6F/L690#$$凝胶过滤柱分离获得电泳单一纯猪E8*0
"蛋白，细胞病变抑制实验检测纯化产物有干扰素活性。
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猪E8*"（B’-.<N6<NO6-P6-’N=,;;,，FE8*"）是

由5淋巴细胞和*Q细胞产生的细胞因子，在免疫

应答调控中处于中心地位，其抗病毒和抗肿瘤发生

的特性使其具有用于免疫预防和治疗的潜能［!］。

目前，有关人E8*"的基因工程技术研究［#、%］十分活

跃，而FE8*".I*D的克隆及表达国内却未见报

道。研究表明细胞因子是一类安全性较高的疫苗佐

剂，E8*"也是其中之一［4、3］，本实验室在猪疾病疫

苗的研究中拟采用FE8*"作为增强疫苗免疫效果

的佐剂，因此构建FE8*"的高表达菌株及摸索产物

的纯化方法就显得尤为重要。本文报道用大肠杆菌

表达系统，表达FE8*".I*D编码区，纯化后的目

的产物经检测具有干扰素活性。

! 材料与方法

!"! 材料

菌种：340(,#RH!0S(T6：&)5344"&67!"*%08!
%$68!12*842/"#*%,8!,+0U9’［5*(8.V,+0:;

,+0<!=!3>$!$（/%/*）］4
载体：FGHD03$%［2］及滤泡口炎病毒&J&均为

本实验室保存。

牛肾细胞+ISQ购于中国科学院细胞研究所。

猪E8*"标准品购自W6N6O<;6K科技有限公司。

!"# 方法

!"#"! FE8*".I*D片段的克隆：根据文献报道的

猪E8*".I*D序列［"］，设计了两条BCA引物。3X
引物在编码FE8*"成熟蛋白基因的第一个密码子

之前加入了一个?6%E酶切位点及D5W起始码。

%X引物与.I*D%X端互补，并设计了一个.+@Y#酶

切位点。从经丝裂原诱导的猪外周血淋巴细胞总

A*D中用A50BCA方法进行扩增。逆转录反应条

件依次为：#3Z!$;<N，%"Z!/，74Z%;<N。BCA
反应条件为：73Z预变性!1$K，74Z4$K，33Z4$K，

"#Z43K为一个循环，进行%$个循环的BCA扩增；

最后"#Z!1$K延伸反应。反应产物用![3\琼脂

糖凝胶电泳鉴定。回收和纯化BCA产物，连接在

FW:+05载体中，命名为FW:+0"。

!"#"# 测序及质粒构建：小量制备FW:+0"质粒，

测序工作在全自动测序仪上进行。测序方法按DSE
BAEJ+5+I>6B-<;6-C>.(6J6]T6N.<N=A6,L>A6,.0
O<’N̂<O%所附说明操作。重组质粒的构建，大肠杆

菌转化及克隆筛选按J,;_-’’̂［1］等的方法进行。

!"#"$ 菌 株 的 诱 导 表 达：菌 株 在 含 氨 卞 青 霉 素

（!$$$=／;H）的HS培养基中#1Z振荡培养过夜，次

日以!$\量接种扩大培养，#1Z继续培养%%4/，当

82$$约等于$[2时，快速变温至4#Z，诱导表达3/。

!"#"% 裂菌和包涵体洗涤：将!H诱导表达菌液离

心收集菌体，用J5:（#3\蔗糖，!$;;’(／H5-<K·

YC(FY1)$，!;;’(／H:I5D）洗涤!次。菌体重悬

于!$$;HJ5:中，冰浴超声破菌，每次超声%$K静



置!"#，反复共$"次。%""""&／’()离心%*’()，弃上

清得包涵体，再用包涵体洗涤液（%+,&(-.)/0%""，

*"’’.1／2,&(#·3415367"，%"’’.1／289,:，

";%*’.1／2<=41）洗涤!次，最后用>’.1／2尿素溶

液清洗（溶剂为超声液）。

!"#"$ 表达产物的变性与复性：上述洗涤后的包涵

体溶于包涵体裂解液（?’.1／2@A·341，%""’’.1／2
,&(#·3415367"，"7$’’.1／289,:5367"）室温下

缓慢搅动$B，%""""&／’()离心!"’()后取上清，经

蛋白浓度测定［C］后以包涵体裂解液将浓度调整至

%"’D／’2。变性蛋白质溶液在%"E预冷的复性液

（%""’’.1／2,&(#·3415367"，";$’’.1／289,:，

";*’’.1／220精氨酸）中快速稀释后不断搅动，间

隔$B后再次加入等量包涵体裂解液。如此重复$
次，使复性液中蛋白浓度约为%""!D／’2，%"E静置过

夜。再 将 复 性 液 置 于 透 析 袋 内，放 在 透 析 液（$"
’’.1／2,&(#·3415367"，%""’’.1／2尿素）中%"E透

析$>B，离心（%""""&／’()）%*’()，收取上清待用。

!"#"% 重组蛋白的柱层析分离纯化：

（%）FGFH5B=&.#HII离子交换层析：$"’’.1／2
5367"的,&(#·341，""%’.1／2<=41梯度洗脱。

（$）FH5B=JHK@0$*柱层析：以$"’’.1／2,&(#·

3415367"溶液平衡洗脱除盐，收集蛋白峰。

（!）FH5B=L&M%F0$""3N：以53?7>的GOF溶液

平衡洗脱，!$6"检测，收集主峰。

!"#"& 细胞病变抑制法测干扰素抗病毒活性：牛肾

细胞P9OQ0滤泡性口腔炎病毒R)J(=)=株为测定系

统（培养体系中采用马血清，以避免牛血清中可能存

在的牛病毒的污染）。牛肾细胞P9OQ株在CS孔

板上贴壁生长过夜（*+4T$培养箱，!?E培养），每

孔约有>万个细胞，!个孔为%组，每组各加不同稀

释度的待测样品（按倍比稀释法进行），在*+4T$
培养箱培养过夜（%*"%6B）再加%""%"",4R9*"的

滤泡性口腔炎病毒（UFU）攻击$>"!"B。以标准干

扰素为准计算待测RI<#的活性；对照孔以维持液

代替干扰素同时间同方法处理，待对照孔出现完全

细胞病变时，判断结果，用";%+结晶紫柠檬酸染色

观察病变。

# 结果与讨论

#"! ’()*!基因的克隆

#"!"! 5RI<#基因的N,0G4N扩增：以氰酸胍一

步法［%"］提取的N<:经甲醛变性胶电泳，%6F及$6F
条带清晰，$6F约为%6F的$倍，表明N<:提取完

整。N,0G4N产物经%;*+琼脂糖凝胶电泳后显示

一约>*"V5的片段，这与预计相符（结果未显示）。

#"!"# RI<0#表达质粒的构建：将N,0G4N产物直

接插入5@8P0,载体，转化3O%"%菌株，酶切鉴定

后对有插入片段的阳性转化子5@8P0#进行核酸

序列分析，测定结果表明，我们克隆的5RI<#序列

与文献报道完全一致。用"#$R／%&’3R双酶切

5@8P0#质粒后回收小片段，将之与同样酶 切 的

5W2:0*"!载体大片段相连接，转化/2%0O1AH菌株，

经酶切鉴定分离出一约>*"V5小片段的即为阳性重

组子5W2:0#（质粒图谱见图%）。

图% 重组质粒5W2:0#的质粒图谱

I(D7% F-&AL-A&H.X-BH&HL.’V()=)-51=#’(J5W2:0#

#"# 猪()*+!在大肠杆菌中的表达

5W2:0#表达质粒的启动子为GN、G2启动子，以

>$E热诱导表达。诱导表达后作F9F0G:@8，与未

诱导的对照菌相比较，并参照分子量标准物，在电泳

图谱上出现一条约%SY9新带（见图$）。光密度扫

图$ 重组质粒5W2:0#受体菌表达的F9F0G:@8
I(D7$ ,BHHK5&H##(.).X&HL.’V()=)-5W2:0#()()*+,-；

:7R)JALHJ-.-=1LH111M#=-H.X/2%0O1AH／5W2:0#；（,BH-=&DH-5&.-H()

(#()J(L=-HJVM=)=&&.Z7） O7R)JALHJ-.-=1LH111M#=-H.X/2%0O1AH／

5W2:0*"!； 4;G&.-H()’.1HLA1=&ZH(DB-’=&YH&#
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描结果显示，!"#$带占菌体总蛋白的%&’。对诱

导时间进行摸索后将其定为()。

!"# 包涵体的分离

诱导表达后的菌体按方法!*+*%作裂菌处理，

裂菌后的上清和沉淀作,$,-./01分析，!"#$带

主要存在于沉淀中。用含234567-8!&&的包涵体洗

涤液洗涤，表达产物仍存留于沉淀中。说明产物是

以包涵体的形式存在的。继以%96:／;尿素溶液洗

涤包涵体，可使其纯度进一步提高。蛋白定量结果

表明，包涵体得率约为+<&9=／;菌液。

!"$ %&’!活性检测

>?@!的活性有种属特异性的特点，但在某些动

物中又具有不同程度的交叉活性，A>?@!在牛细胞

上也有活性［!!］。由于目前尚无适当的建株的猪细

胞，因此本研究采用牛肾细胞B$CD株。国外相关

研究也有采用此细胞株的报道。同时，我们采用应

用较广的滤泡口炎病毒E,E>7F4G7G株作为攻击病

毒［!+］。

用牛肾细胞B$CD株与A>?@!初提物共育后

以E,E攻击的H次实验显示：同等蛋白量的情况下

实验组的检测终点与标准品（!I!&J>K／9=）接近。

这表明A>?@!的纯品比活约为!I!&J>K／9=。

!"( )%&’!的纯化

以,.,LA)G36ML??，梯度洗脱复性后的蛋白，

收集主峰即为目的蛋白峰（图H），除盐浓缩后用凝

胶过滤层析进一步纯化，主峰经聚丙烯酰胺凝胶电

泳显示为一约!"#$的单一条带（图%），蛋白浓度测

图H ,.-,LA)G36ML层析后的蛋白分析

?4=NH ,$,-./01G7G:OM4M6P5)LA365L47MP369
,.-,LA)G36MLQ)369G56=3GA)O

!N265G:QL:::OMG5L6P8;!-C:RL／AS;/-!；+*265G:QL:::OMG5L6P8;!-

C:RL／AS;/-(&H；H*B6:LQR:G3TL4=)5M5G7FG3FM；%N.365L47MP3695)L

47PL3463ALG#；(N.365L47MP3695)L9G47ALG#Q675G4747=A>?@!N

图% 凝胶过滤层析后的蛋白电泳分析

?4=N% ,$,-./01G7G:OM4M6P5)LA365L47MP369=L:
P4:53G5467Q)369G56=3GA)O

!N2)LAR34P4LFA63Q47L>?@-!；+*B6:LQR:G3TL4=)5M5G7FG3FM

定表明A>?@!最终得率约为!%9=／;。扫描结果显

示其纯度!U&’。

另外，在复性过程中，为了使变性包涵体的复性

效率提升至尽可能高，我们对;-精氨酸辅助复性的

最佳浓度进行了摸索。(&&79波长处浊度检测表

明，&*(96:／;;-精氨酸时光吸收值达到最低。此时

蛋白重新聚集的量最少，即复性率达到最高，进一步

提高;-精氨酸浓度对复性并无更大的帮助。
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“发酵法生产丙酮酸中试”通过鉴定和验收

由无锡轻工大学生物工程学院和常州常茂生物化学工程有限公司联合承担的江苏省“九五”工业重大科技攻关项目“发

酵法生产丙酮酸中试”（BRA!O@NIV），于LOOO年@L月VO日在常州通过江苏省科技厅组织的鉴定和验收。

丙酮酸是最重要的$I氧代羧酸之一。它不仅在生物能量代谢中具有十分重要的作用，而且是多种有用化合物的前体，因

而在化工、制药和农用化学品等工业及科学研究中有着广泛的用途。工业上生产丙酮酸的方法主要是酒石酸脱水脱羧法，其

高昂的成本使丙酮酸难以推广应用。为此，科学家们早在NO年前就开始关注发酵法生产丙酮酸的可能性，但由于丙酮酸在

代谢途径中所处的特殊地位，使得丙酮酸高产菌的选育十分困难，目前国际上仅有日本实现了发酵法丙酮酸的工业化生产，

历史尚未超过@O年。

无锡轻工大学生物工程学院选育获得了一株能利用无机氮源、糖酸转化率高、遗传性能稳定、抗杂菌能力强的丙酮酸高

产菌———光滑球拟酵母W"<IS?VOV，然后与常州常茂生物化学工程有限公司合作，采用“萃取I精馏”技术攻克了丙酮酸提取

的难关，N=罐中的丙酮酸产量、糖酸转化率和提取总收率分别达到JO]M8／=、KV]K̂ 和AV]@̂ ；在N$V中试规模的发酵罐上丙

酮酸产量、糖酸转化率和提取总收率平均达到NN]!8／=、NN]V̂ 和!O]N̂ ，建成了年产VO吨丙酮酸的中试生产装置，生产的丙

酮酸产品经常州市产品质量监督所抽样检测，符合企业标准_／VLOMOO:1"OO!ILOOO要求，经用户使用能满足要求。鉴定和

验收委员会在参观了生产现场之后，一致认为，该项目采用直接发酵法以葡萄糖为原料生产丙酮酸，技术指标达到国际先进

水平，填补了我国发酵法生产丙酮酸的空白。 （无锡轻工大学生物工程学院 李 寅 供稿）
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