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摘 要 人白细胞介素$!（+,-’$!）是一种异源二聚体细胞因子，由./"和.#(两个亚基通过

二硫键连接而成。首先构建了两个表达载体.0-$#%!’+./"和.0-$#%#’+.#(，并分别与线性

化多角体病毒基因组123共转染昆虫细胞株45%，用目视法筛选出重组病毒36270’+./"和

36270’+.#(。利用783激活的人淋巴细胞增殖试验，在条件培液中检测到重组+,-’$!的

生物活性，表达量约为$9(!!":／$"*细胞。经实时;,3和2<=>+?=@AB<>分析，+.#(和+./"
两亚基在昆虫细胞中获得表达。非还原条件下的C?D>?=@AB<>结果显示，重组+,-’$!的表观

分子量为&*E1F，+./"同源二聚体的表观分子量为%!E1F。重组.+/"具有明显抑制+,-’$!
生物活性的作用。

关键词 人白细胞介素$!，实时;,3，杆状病毒表达系统，共表达，昆虫细胞

学科分类号 G&)%

天然杀伤细胞刺激因子（2H4I）又称白介素’$!（,-’$!），是由活化的巨噬细胞在应答

胞内微生物病原过程中产生的一种新型的细胞因子。它是由一条重链./"和一条轻链

.#(通过共价键结合而成的异源二聚体［$，!］。,-’$!诱导J细胞和2H细胞产生,I2’#
和其它细胞因子，且,-’$!可以提高活化的2H细胞和J细胞的增殖活性以及2H细胞

的细胞毒性。抗原存在时，,-’$!和,-’!诱导产生的,I2’#可以促使原始J细胞向J+$
细胞发育，并促使已分化的J+$细胞增殖和分泌,I2’#［#!(］。因此，,-’$!是一座沟通先

天性抵抗力和后天获得性免疫力的桥梁。

,-’$!具有广泛的生物功能，可调节J+$／J+!应答反应，提高J+$免疫应答，影响淋

巴细胞增殖和细胞毒活性，对各种病原菌引起的感染性疾病有显著的治疗效果［*!)］，在

抗肿瘤生成和转移中起重要作用［%，$"］。,-’$!还与一些免疫病状的发生有关，包括内毒

素引发的休克和一些与J+$细胞异常有关的自身免疫性疾病。所以，,-’$!的拮抗剂也

许在治疗免疫紊乱的疾病中存在潜力［$$］。

完整的+,-’$!分子是由两个不同的亚基组成的，只有在同一表达系统中同时表达这

两个亚基，并使它们进行正确地装配，才有可能获得具有生物活性的,-’$!。所以，我们

利用杆状病毒表达载体系统（;K04），在昆虫细胞中表达重组+,-’$!。

! 材料与方法
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表达型载体!"#$%&’和!"#$%&%，()*+,-.!/.0.123+-420.核多角体病毒（(056"），由

789.:(;<大学<=>=?)@@8-:教授提供。昆虫细胞株?!+A+!*8-.3-),2!8-A.（?3&）购

自(@8-20.47B!8C)1*)-8C+1180*2+4（(7CC），D.0)1+E+1A7<线性化多 角 体 病 毒 基 因 组

>5(购自6/.-<2,84公司。含/!%F和/!GH0>5(的质粒!D?I/!%F和!D?I/!GH由

J+33@.44I#.K+0/8公司协议提供，其中!D?为质粒!D1)8:0-2!*（?L）的简称。>5(限制

酶和修饰酶为6-+@8,.公司产品。无血清昆虫细胞培养基?3I&HHMM?N<为E2O0+DK#
公司产品。PC#显色试剂盒和［!I%’6］A(76为(@8-:/.@公司产品；/M#I$’及大鼠抗

/M#I$’单抗（’(GI$）均由J+33@.44I#.K+0/8馈赠。

!"# 方法

!"#"! 表达型质粒的构建和重组病毒的筛选：用QO.M和?@.M双酶切质粒!D?I/!GH
获得/!GH0>5(片段，并经低熔点琼脂糖凝胶电泳回收，克隆入表达型质粒!"#$%&’的

QO.M和?@.M位点，构建成表达型质粒!"#$%&’I/!GH。用6:*M酶切质粒!D?I/!%F，按

上述方法将此片段克隆入!"#$%&%的6:*M位点，构建成表达型质粒!"#$%&%I/!%F。两

个表达型质粒分别与D.0)1+E+1A7<线性化病毒基因组>5(共转染昆虫细胞［$’］。用目视

法筛选获得分别含/!GH和/!%F0>5(的重组病毒(056"I/!GH和(056"I/!%F。

!"#"# 重组/M#I$’的生物活性和表达量的测定：按文献［$%］方法进行。

!"#"$ 实时（K8.1I*2@8）生物分子相互作用分析（DM(）检测重组/M#I$’及其亚基在昆虫

细胞中的表达：按文献［$G］方法偶联单抗，将重组病毒(056"I/!%F和(056"I/!GH（$R
$）共感染过的?3&细胞的条件培液，经超离心（$HHHHHS,）后的上清液，以昆虫细胞条件

培液作为阴性对照，并以野生型病毒感染过的昆虫细胞的上清液作模拟物（@+0T），各取

GH"1，用D2+:84:+-检测，阳性对照为$HH4,/M#I$’标准品。另外，重组病毒(056"I/!%F
和(056"I/!GH分别感染昆虫细胞的条件培液，经超离心的上清液，取GH"1样品用于检

测。阳性对照为表达重组/M#I$’的上清液。

!"#"% 表达产物的免疫印迹分析：样品在还原和非还原条件下，经?>?I6(EP后，转移

至硝酸纤维素膜上，依次加入第一抗体和第二抗体进行反应，用PC#显色系统进行显

色［$F］。

!"#"& /!%F和/!GH@K5(的检测（5+-*/8-4O1+*）：总K5(的提取参见E2O0+DK#公

司随抽提试剂7KMUV#!所提供的方法，探针标记的方法参考D+8/-24,8-<.44/82@公司

随K.4A+@6-2@8-#.O81124,L2*所附方法，5+-*/8-4O1+*的步骤与方法详见文献［$W］。

!"#"’ 重组/!GH对/M#I$’生物活性的影响：(056"I/!GH感染昆虫细胞的条件培液

经稀释后，与HX’4,／@1/M#I$’标准品混匀，以此作为待测样品，利用6J(激活的人淋巴

细胞增殖试验测定重组/!GH对/M#I$’生物活性的影响，对照组为相应稀释度的含

HX’4,／@1/M#I$’的野生型病毒感染上清液。

# 实验结果

#"! 表达型质粒的构建

用QO.M和?@.M双酶切所构建的质粒!"#$%&’I/!GH，可获得$H’YO!片段，证明

/!GH0>5(已克隆入质粒!"#$%&’中。用P0+KM酶切后出现ZFHO!和’F&O!两个片段，
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说明!"#$%&’(已正向克隆入质粒")*+,-.中。!",/%&’(全长++$$0"，其中含有

.$+0"的/1端非翻译区，在第+$$2+$.0"处有(34密码子（称为第一个(34），在第.$.2

.$#的(34为5*2+.的起始密码，第+6#!+6-0"处为7895位点。在构建")*+,-,2!",/
时，将!",/的7895片段（-..0"）克隆入")*+,-,的7895，这样去除了/’端非翻译区的

可能作为起始密码的(34。用7895酶解")*+,-,2!",/，可获得-..0"的片段。用

:%;<5酶解后出现=,$0"和.//0"片段，用>?@A5酶解后出现#=$0"片段，说明去掉第

一个(34的!",/%&’(已正向克隆入质粒")*+,-,中。

图+ 重组!5*2+.及其亚基的生物活性测定

BCDE+ >C;F;DC%?F?%9CGC9CH8;IJH%;@0CK?K9
!5*2+.?KLC988M0MKC98
!!5*2+.； "!",/;KFN；

#!"#$;KFN； O @;%P

!"! 重组#$%&’!在昆虫细胞中的表达

将重组病毒(%’7)2!",/和(%’7)2!"#$同

时感染QI-细胞，条件培液具有明显地促进7A(
激活的人淋巴细胞增殖作用，而在这两种重组病毒

单独感染QI-细胞和野生型病毒感染QI-细胞的

条件培液中，均检测不到生物活性（图+）。说明重

组!5*2+.在昆虫细胞中已表达成功，表达量约为

+R/!."D／+$=细胞。

!"( 实时)$*检测重组#$%&’!及其亚基的表达

!"("’ !",/和!"#$两亚基表达的检测：生物传

感器（>C;8HK8;J）是由7!?J@?%C?0C;8HK8;J(>公司

利用表面等离子体质子共振（QMJI?%H"F?8@;KJH8;2
K?K%H，Q7<）的旋光现象来检测生物分子间在真实

时间（<H?F29C@H）内的相互作用的原理而发明的一

种新型生物检测器。利用>5(技术，将配基或抗

体固定在感应片（%!C"）的表面，由于被固定的分子

能与相应的受体或抗原专一性地结合，并在检测器

中反映出来，用共振单位（<S）变化值（#<S）表

示，#<S值与专一性结合的蛋白量成正比，#<S
值越大，结合的蛋白量越多。在我们的实验中，将大鼠抗!5*2+.单抗与感应片表面的葡

聚糖耦联。耦联的抗体能与!5*2+.相互作用，从而可以检测!5*2+.的表达情况。检测

后通过简单的溶液洗脱使与感应片上抗体结合的抗原洗脱下来，再生的感应片可以进一

步用于检测。耦联好的感应片可以反复使用几百次，这样能在含大量的非特异性的蛋白

混合液中直接进行检测，无需经过纯化。

单独感染重组病毒(%’7)2!",/的细胞上清液上样后无明显<S值变化（#<ST
,=$）（图.，峰5），而单独感染重组病毒(%’7)2!"#$的细胞上清液上样后<S值变化明

显（#<ST..U.）（图.，峰55），两亚基共表达!5*2+.的<S值变化也很大（#<ST.$.-）

（图.，峰555）。说明!"#$肯定已有表达。从本实验及VH89HJK0F;9的结果可推测该单抗

结合!5*2+.是通过结合!"#$来实现的。

!"("! 重组!5*2+.的检测：重组病毒(%’7)2!",/和(%’7)2!"#$共感染细胞的上清

液上样后，<S值变化显著（#<ST.=6$），阳性对照!5*2+.的#<S为,+6$，阴性对照和
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模拟物的!"值无明显变化，!!"分别为#$%&和’()，故推测重组*+,-’%在昆虫细胞

中有表达。

!"# $%&’和$%#()*+,的+-./$0.1印迹分析

重组病毒./012-*3$)和./012-*345共感染昆虫细胞的总!0.，分别与$%1标记

的*3$)/60.和*345/60.探针杂交，在相应位置均有杂交信号（图$），此实验结果证

明*3$)和*345在昆虫细胞中已获得表达。

图% 实时7+.检测重组*3$)和*345的表达

89:;% <*=>=?@-A9B=7+.?CC?DEF=G3>=CC9EHEF>=-
/EBI9H?HA*3$)?HJ*345

"KLM@AM>=CM3=>H?A?HAEF9HC=/A/=@@C9HF=/A=JID./012-

*3$)

#KLM@AM>=CM3=>H?A?HAEF9HC=/A/=@@C9HF=/A=JID./012-

*345

$KLEHJ9A9EH=JB=J9MB/EHA?9H9H:>=/EBI9H?HA*+,-’%

图$ 重组病毒共感染昆虫细胞中，*3$)和

*345B!0.的0E>A*=>H印迹分析

89:;$ 0E>A*=>HI@EAA9H:?H?@DC9CEF*3$)?HJ
*345B!0.F>EBA*=9HC=/A/=@@C/E-9H-
F=/A=JID>=/EBI9H?HAN9>MC=C

0E>A*=>HI@EAA9H:?H?@DC9CEF*3$)B!0.（.）?HJ

*345B!0.（7）;1>EI=CO=>=$%1#@?I=@@=J*3$)

/60.?HJ*345/60.>=C3=/A9N=@D;

’K’5%:EFAEA?@!0.F>EB9HC=/A/=@@C/E-9HF=/A=JID
>=/EBI9H?HAN9>MC=C

%K’5%:EFAEA?@!0.F>EB9HC=/A/=@@C9HF=/A=JIDO9@J

AD3=N9>MC=C

!"’ 免疫印迹（203/0.145-/）分析结果

重组*+,-’%在非还原条件下的 P=CA=>HI@EA结果呈现%条印迹，分子量分别约为

Q%R6?和S&R6?（图4.）。其中S&R6?的带是重组*+,-’%，另一条Q%R6?的条带可能为

*345的二聚体*（345）%。同时在还原条件下，P=CA=>HI@EA的结果显示一条分子量约为

$&R6?的条带（图47），此条带是*345。

!"6 重组$%#(对$789:!生物活性的影响

从图)中可以看出，表达重组*345的上清液具有明显地抑制1T.激活的人淋巴细

胞增殖作用，而且抑制作用随浓度的递增而增强。
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! 讨 论

利用!"#$表达的重组外源蛋白可以正确折叠，形成正确的二硫键和寡聚化。它还

可以使绝大多数蛋白进行正确的翻译后修饰，包括%&和’&连接的糖基化、磷酸化、酰

图( 重组)*+,-.的免疫印迹分析

/012( 34564789:;6<8<:=505;>74?;@908<86
)*+,-.

34564789:;6<8<:=505;>74?;@908<86)*+,-.A8B47

8;8,74BA?081?;8B060;8（C）<8B74BA?081?;8B060;8（!）

-DEA:6A745AF478<6<86;>0854?6?4::5?;,08>4?64B9=
74?;@908<86G07A545

.DEA:6A745AF478<6<86;>0854?6?4::508>4?64B9=H0:B

6=F4G07A545

图I 重组)F(J对KLC激活的人淋巴细胞增殖作

用的影响

/012I M)44>>4?65;>74?;@908<86)F(J;8F7;:0>47<,
60;8;>KLC,<?60G<64B)A@<8:=@F);?=645
!)*+,-.N)（F(J）.； ")*+-.N@;?O

胺化、羧端甲基化和信号肽的去除等等作用。这些修饰作用往往与蛋白质在天然细胞环

境下所进行的修饰完全一致，从而使得重组产物与其相应的天然产物在结构和功能上都

非常地相似［-.］。此外，!"#$适合多基因的同时表达，该系统可以在单个被感染的昆虫

细胞中表达。这对那些必须以二聚体或多聚体形式才表现出生物活性的蛋白复合物来

说，无疑是个福音，而且表达出来的蛋白复合物可以以适当方式组装［-P］。再者，通常情况

下，该系统所表达的重组产物与其相应的天然产物所处的细胞亚单位（E;@F<76@486）相

同。正是基于!"#$上述独特的优越性，我们很自然地选择!"#$作为)*+,-.的表达系

统。

在)FQI?R%C的翻译起始位点的上游,-J.,-JJ位处还有一个可能的起始密码子

CMS，尽管3;:>等人在E’$细胞中表达重组)*+,-.时，发现该CMS对产生具有生物活

性的重组)*+,-.无重大影响［-T］，但是，在我们实验中却得到了截然相反的结果。保留该

CMS的重组病毒与重组病毒C?%K#,)F(J同时感染昆虫细胞的上清液无促进KLC激活
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的人淋巴细胞增殖作用；而去掉该!"#的重组病毒与!$%&’()*+,共感染昆虫细胞后，

表达产物明显地具有促进&-!激活的人淋巴细胞增殖作用。由于)*./和)*+,共表达

是维持分泌型)01(23生物活性所必需的，而任何一个亚基的单独表达均不具有生物活

性［24］，所以可以推测，在昆虫细胞表达系统中，保留该!"#会影响)*./亚基的表达效

率，从而不能与)*+,进行正确装配，再加上单独)*+,本身不具有生物活性，因此利用

56’7表达重组)01(23时必需对)*./$8%!上的第一个!"#进行改造，或去除或致变。

从实验结果分析，单独感染重组病毒!$%&’()*+,的昆虫细胞培养液可以抑制)01(
23对&-!激活的人淋巴细胞的增殖作用，说明重组)*+,与)01(23竞争结合人淋巴细

胞上的)01(23受体，从而阻断)01(23的生物功能，推测)*+,上存在与受体结合的9:(
;<=>。然而，只有当)*+,亚基与另一个蛋白分子（)*./或)*+,）结合后，才能使)*+,的

构型发生改变，将其与受体结合的位点暴露出来，在受体存在时就可以与之结合，因此单

独的)*+,单体是不具有抑制作用的。虽然两种二聚体分子都能与受体产生特异性结合，

但是只有异源二聚体分子)01(23（)*?,）与受体结合后，才能介导细胞内的信号传导，产

生一定的生物功能。据报道，鼠01(23的*+,亚基所形成的同源二聚体能与异源二聚体

形成的鼠01(23相拮抗，抑制鼠01(23对鼠脾脏细胞的增殖作用，而且它与受体的亲和力

与鼠01(23相当［3,］。但是，从我们的实验结果分析，产生拮抗作用的)*+,同源二聚体的

量是)*?,量的/!2,倍，可见，)*+,同源二聚体与受体的亲和力较)*?,的低。
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广西南宁海鑫琼胶厂生产

海鑫牌琼脂粉

我厂生产的高纯度、高强度海鑫牌琼脂粉的细度可以达

到644!344目。按4T5W!4TEW的比例就可达到组培苗培

养基的强度要求。真诚欢迎来信、来人看样、定货。

地 址：广西南宁市亭洪路UNX6号

电 话：（4VV6）EY5VEN3
传 真：（4VV6）EY3EV43
邮 码：F54456
联系人：王铁南 陈永康

FU5E期 沈 惠等：人白细胞介素63在昆虫细胞中的表达


