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研究报告                                                               

IL-1ra-Fcε融合基因的克隆、表达及鉴定 

刘中成 1,2, 邹民吉 2, 王园园 2, 王嘉玺 2, 徐东刚 2 
1 河北大学药学院, 保定 071002 
2 军事医学科学院基础医学研究所, 北京 100850 

摘  要: 白细胞介素-1 与免疫球蛋白 E 在过敏性哮喘发病中发挥着重要作用。本试验克隆了白细胞介素-1 受体拮抗剂

(IL-1ra)及 IgE 分子恒定区 cDNA 片段, 构建了融合基因原核表达载体 IL-1ra-Fcε/pBV220。将其转化大肠杆菌 BL21(DE3), 

实现了融合蛋白的高效表达, Western blotting 结果表明表达蛋白为目的融合蛋白, 主要以包涵体形式存在; 利用分子筛

和阳离子交换层析对表达产物经进行了纯化, 纯化的包涵体复性后经体外功能试验表明, 融合蛋白的活性与 IL-1ra 没

有显著性差异; 初步药代动力学分析显示 IL-1ra-Fcε半衰期比 IL-1ra 延长了 4.78 倍。 

关键词 : 白细胞介素 -1 受体拮抗剂 (IL-1ra), 免疫球蛋白 E(IgE), 融合基因 , 鉴定 , 半衰期  

Cloning, Expression and Identification of IL-1ra-Fcε Fusion 
Gene 
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Abstract: Both interleukin-1 and IgE are important in the pathogenic mechanism of the allergy asthma. cDNA of interleukin- 
1receptor antagonist (IL-1ra) and IgE were cloned and a prokaryotic expression vector IL-1ra-Fcε/pBV220 was constructed. The 
vector was transformed into Escherichia coli BL21(DE3). The fusion protein was expressed successfully in the form of inclusion 
body. The recombination protein of IL-1ra-Fcε was highly purified by chromatography of gel filtration and ion exchange, which was 
identifited by Western blotting. The cell assay showed that the activity of IL-1ra-Fcε was as high as IL-1ra in vitro after refolding. 
The pharmacokenetic profile of IL-1ra-Fcε and IL-1ra was analyzed, and the half time of IL-1ra-Fcε is 4.78 times than that of IL-1ra. 
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过敏性哮喘是在一定遗传背景之上, 由多种因

素参与的慢性气道炎症疾病, 对其发病机制仍不十

分清晰。过敏性哮喘发病率与死亡率呈现逐年升高

的趋势, 已成为全球性的公共卫生问题。抗炎治疗

及抑制 IgE 水平升高一直是哮喘治疗的研究热点。

白细胞介素-1 (IL-1)为体内作用较强的前炎症细胞

因子之一, 在哮喘病发生、发展过程中具有重要作

用[1−3]。白细胞介素-1 受体拮抗剂(IL-1ra)是生物体

内的一种天然蛋白分子, 与 IL-1α、IL-1β同为 IL-1

家族成员[4], 能特异性地与 IL-1 受体结合, 但无致
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炎功能 , 从而拮抗 IL-1 生物活性 [5,6]。研究表明 , 

IL-1ra 具有治疗和预防哮喘的作用 [7,8]。但是由于

IL-lra 在体内不稳定, 半衰期极短, 限制了他的广泛

应用。免疫球蛋白 E 在哮喘发病过程中的作用早已

获得公认[9]。IgE 与其高亲和力受体的结合是触发肥

大细胞、嗜碱性粒细胞脱颗粒, 导致哮喘发病的关

键因素  [10,11]。封闭 IgE 与其高亲和力受体的结合, 

即可阻断过敏反应, 达到治疗哮喘的目的, 以 IgE Fc

区作为靶点治疗过敏性哮喘已有大量文献报道[10−13]。 

本研究针对 IL-1ra 和 IgE 在哮喘发病中的重要

作用, 利用基因工程技术构建了 IL-1ra 和 IgE 分子

恒定区融合基因, 以其获得同时具有 IL-1ra 和 IgE 

分子恒定区活性的双功能蛋白分子, 同时又可延长

IL-1ra 在生物体内的半衰期, 从而达到治疗哮喘的

目的。为进一步探索过敏性哮喘发病机理及治疗研

究提供新的途径。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种与质粒 

大肠杆菌 DH5α、BL21(DE3)、质粒 pBV220 及

IL-1ra/pBV220 均为本室保存。 

1.1.2  主要仪器及试剂 

2400PCR 仪购自美国 PE 公司, 蛋白纯化系统

Biologic Duo-Flow system 购自 Bio-Rad 公司; 人脾

cDNA 文库为本室保存; Taq DNA 聚合酶, dNTP, T4 
DNA 连接酶, 限制性核酸内切酶 EcoR I、BamH I

购自 TaKaRa 公司; 兔抗人 IL-1ra 多抗为本室保存, 兔
抗人 IgE 多抗购自 Santa Cruz 公司, 羊抗兔 HRP-IgG

抗体购自中杉公司; PRMI 1640 培养基、FBS、MTT
均为 Invitrogen 公司产品; rhIL-2、A23187 购至 Sigma

公司 ; Yeast Extract 与 Trypton 购自 Oxoid 公司 ; 

IL-1ra/IL-1F3 ELISA 试剂盒购自 R&D 公司, 其它均为

分析纯试剂。DNA 测序由上海英骏生物公司完成。 

1.1.3  动物及细胞株 
雄性大耳白兔由军事医学科学院动物中心提供; 

EL-4、CTLL-2 均为本室保存, 购自中国科学院上海

细胞中心。 

1.2  方法 
1.2.1  人 IgE Fc3-4 基因的钓取 

依据人 IgE Fc3-4 基因编码序列及表达载体

pBV220 多克隆酶切位点, 设计一对引物。上游引物

(5′-3′): GTGAGCGCCTACCTAAGCC, 下游引物(5′- 
3′): CGGGATCCTTATCATTTACCGGGATTTACAG, 
划线部分为 BamH I 酶切位点。按照以下反应程序从

人脾 cDNA 文库扩增目的基因: 94oC, 5 min; 94oC, 

30 s; 58oC, 30 s; 72oC, 60 s; 25 个循环, 72oC, 7 min。

纯化回收目的基因片段克隆到 pGEM-T 载体上, 经

测序正确后进行下一步实验。 

1.2.2  IL-1ra-Fcε融合基因克隆表达载体的构建 

分别以 IL-1ra/pBV220 和经测序正确的 IgE 
Fc3-4 为模板, 以蛋白柔性较强的(Gly4Ser)3 为 linker, 
设 计 引 物 如 下 : 上 游 引 物 (5′-3′):CGGAATTCAT 
GCGACCCTCTGGGAGAAAATC; 同 时 根 据

pBV220 载体特征对启动子 SD 序列进行优化, 并将

基因 3′端部分密码子更改为大肠杆菌偏性密码子 , 
设 计 优 化 上 游 引 物 (5′-3′): CGGAATTCAATGC 
GTCCGTCTGGTAGAAAATC, Linker(5′-3′)TCTACT 
TCCAGGAGGACGAGGGTGGAGGCGGTTCAGGC
GGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGGTGAG
CGCCTACCTAAGCCG, 中间引物(5′-3′): GTGAGC 
GCCTACCTAAGCCG, 下 游 引 物 (5′-3′): CGGGA 
TCCTTATCATTTACCGGGATTTACAG, 斜 体 部 分

为优化序列, 划线部分为 EcoR I、BamH I 酶切位点。

采用两步重叠 PCR 法扩增目的基因: 首先, 利用将

IL-1ra 基因与 linker 通过重叠延伸 PCR 方法扩增, 
所得片段经电泳回收后再次与 IgE Fc3-4 基因进行

重叠延伸法扩增。目的片段经琼脂糖凝胶电泳回收纯

化, 经 EcoR I、BamH I 双酶切 , 酶切产物与质粒

pBV220 重组, 转化 DH5α, 提取质粒后酶切鉴定, 
筛选阳性克隆 , 核苷酸序列分析正确后进行表达 , 
所得质粒命名为 IL-1ra-Fcε/ pBV220。 
1.2.3  重组蛋白在宿主菌的表达 

将测序正确的 IL-1ra-Fcε/pBV220 质粒和对照

质粒 pBV220 转化大肠杆菌 BL21(DE3), LB 培养基

(0.1 g/L 氨苄青霉素), 30oC 培养至 OD600 达 0.4~0.6, 

水浴 42oC, 诱导表达 4.5 h, 收集菌体超声破碎, 离

心后分别取上清和沉淀进行 12% SDS-PAGE, 确定

目的蛋白的表达与存在形式。分别以兔抗人 IL-1ra

多抗、兔抗人 IgE 多抗, 利用 Western blotting 方法

验证目的蛋白。 

1.2.4  重组蛋白的纯化与复性 

经超声破碎裂解菌体, 8000 r/min, 离心 10 min, 
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收集包涵体, 分别用含 1% TritonX-100 和含 2 mol/L

尿素的 PBS (pH 7.4) 缓冲液洗涤包涵体。以适量的含

8 mol/L 尿素、5 mmol/L 二硫苏糖醇(DTT)的 0.1 mol/L 

PB(pH 8.5)变性缓冲液溶解包涵体, 4oC 放置, 磁力搅

拌器搅拌过夜, 使其充分溶解。12 000 r/min, 20 min

离心去除不溶物及杂质, 收集上清。过 S300 分子筛

层析后, 12% SDS-PAGE 电泳检测目的蛋白所处洗

脱峰。选择含有目的蛋白洗脱峰经 S-sepharose 阳离

子柱层析 (SPFF)纯化 , 变性缓冲液平衡阳离子柱 , 

以含 100 mmol/L NaCl 变性缓冲液洗脱目的蛋白。 

逐步透析法复性目的蛋白, 将纯化后的目的蛋白

用变性缓冲液稀释至 0.1 mg/mL 左右, 内含 1 mg/mL

聚乙二醇(PEG)4000、精氨酸 0.4 mol/L、氧化型谷

胱甘肽(GSSG)0.1 mmol/L、还原型谷胱甘肽(GSH)  

1 mmol/L。分别用含有 6、4、2 和 0 mol/L 尿素的

10 mmol/L PBS (pH 8.5), 于 4oC, 搅拌透析。复性完

成后再对含有 25 mmol/L PMSF 的 10 mmol/LPBS 

(pH 7.4), 于 4oC, 搅拌透析。PEG20000 浓缩复性蛋

白, Bradford 法测定蛋白浓度, 然后进行活性分析。 

1.2.5  重组蛋白生物学活性测定[14] 

EL-4 细胞表面高表达 IL-1 受体, 在 IL-1 刺激下

EL-4 细胞分泌 IL-2, 通过检测 IL-2 依赖细胞株

CTLL-2 存活情况可反映 IL-1 的含量变化。本实验

在 EL-4/CTLL-2 IL-1 测活系统的基础上, 通过加入

不同量的重组蛋白, 利用融合蛋白与 IL-1 竟争结合

EL-4 细胞表面的 IL-1 受体, 以其对 IL-1 活性的抑制

作用为指标, 用 MTT 法测定 CTLL-2 存活情况间接

测定 IL-1ra 的生物学活性。操作过程如下: 纯化后

的重组蛋白用完全培养基进行梯度稀释, 以完全培

养基作为对照, 依次加入 96 孔板, 每孔 50 μL, 每个

样品重复 3次, 然后依次加入钙调蛋白 A23187(终浓

度为 5×10−7 mol/L ), IL-1 (l0 u/mL) 100 μL, 处于对

数生长期的 EL-4 细胞(2×106/mL) 100 μL, 总体积

250 μL, 37oC, 5% CO2 培养箱培养过夜; 将 100 μL

培养上清液对应转入一个新的 96 孔板, 分别加入

CTLL-2 细胞(1×105/mL)100 μL, 培养 20 h; 每孔加

入 l00 μL MTT(5 mg/mL), 37oC 孵育 4 h, 然后每孔

加入 100 μL 酸化 10%SDS; 使用酶联仪测 570 nm 波

长光吸收, 比较不同样品对 CTLL-2 细胞存活的影

响 , 而确定其体外细胞活性。同时以相同浓度的

IL-1ra 作为阳性对照, 比较二者之间的差异。 

1.2.6  初步药代动力学分析 

选择雄性大耳白兔 , 皮下注射给药 , 分别注射

等量的 IL-1ra 和 IL-1ra-Fcε, 注射剂量为 200 μg/kg, 
分别于注射后 0.25 h、0.5 h、1.0 h、2.0 h、3.0 h、4.0 h、

5.0 h、6.0 h、8.0 h、12.0 h、24.0 h、48.0 h 经耳缘静脉

采血 400 μL, 1%肝素钠抗凝, 血液于 4oC 放置 10 min
后, 5000 r/min, 离心 10 min, 收集血浆, −20oC 保存备

用。按 IL- 1ra/IL-1F3 ELISA 试剂盒说明检测不同时间

点血浆中 IL-1ra 浓度。以 Excel 2003 绘制血药-时间曲

线, 采用统计矩方法进行初步药代动力学分析。 

2  结果 

2.1  IL-1ra-Fcε融合基因的克隆 
分别将以 IL-1ra/pBV220 为模板扩增的 IL-1ra

基因(456 bp)和从人脾 cDNA 文库中钓取的 Fcε3-4

基因(639 bp)与直接合成的 linker 经两次重叠延伸

PCR, 获得融合基因全长(1140 bp)。克隆到 pGEM-T  

 
图 1  IL-1ra 基因、Fcε3-4 和融合基因 IL-1ra-Fcε的 PCR 产物鉴定 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis analysis PCR products of IL-1ra, Fcε3-4 and IL-1ra-Fcε fusion gene 
M: DL2000 marker; 1: IL-1ra gene; 2: Fcε3-4 gene; 3: IL-1ra-Fcε fusion gene 
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载体上, 转入大肠杆菌 DH5α, 随机挑取阳性克隆, 

经测序后与 GenBank 提供序列相一致。 

2.2  IL-1ra-Fcε/pBV220 融合基因表达载体的构建 
测序正确后, 用 EcoR I/BamH I 双酶切 pBV220

载体及目的片段, 连接, 转化大肠杆菌 DH5α, 挑取

单克隆提取质粒, 进行双酶切鉴定, 获得 1140 bp 目

的条带 , 与预期结果一致 , 成功构建 IL-1ra-Fcε/ 

pBV220 融合基因表达载体(图 2)。 

 

图 2  重组质粒 IL-1ra-Fcε/pBV220 的酶切图谱 
Fig. 2  Digestion analysis of recombinant plasmid 

IL-1ra-Fcε/pBV220 
1: IL-1ra-Fcε/pBV220 digested byBamH I/EcoR I; 

M: DL2000 marker 
 

2.3  IL-1ra-Fcε融合蛋白的表达 
将融合基因 3′端密码子经过优化和未优化的

IL-1ra-Fcε/pBV220 质粒以及 pBV220 质粒分别转入

表达宿主菌 BL21, 42oC 诱导表达 4.5 h。菌体超声破

碎, 离心后分别取上清和沉淀进行 SDS-PAGE。从图

3 中可看出空载体中没有目的蛋白的表达, 密码子

经优化和未经优化的载体表达没有明显差异, 目的

蛋白主要以包涵体形式存在 , 约占全菌表达量的

38.2%, 分子量为 44 kD 左右, 与预期目的蛋白分子

量一致(图 3)。 

2.4  IL-1ra-Fcε融合蛋白纯化与鉴定 
将包涵体溶解后 , 经 S300 分子筛层析和

S-sepharose 阳离子柱层析纯化后, 经 SDS-PAGE 分

析纯化的融合蛋白, 结果显示, 在大约 44 kD 附近

的位置出现了一条蛋白条带, 薄层扫描测定目的蛋

白纯度在 90%以上(图 4)。分别用兔抗人 IL-1ra 多抗

及兔抗人 IgE 多抗对纯化的重组蛋白进行 Western 

blotting 鉴定(图 5), 可见在相应位置处有一阳性反

应条带。 

 

图 3  IL-1ra-Fcε融合蛋白表达的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the IL-1ra-Fcε expression 
M: protein marker; 2, 3: improved gene; 6~8: unimproved gene; 

1, 5: whole lysate of bacterial with pBV220; 2, 6: whole lysate of 
bacterial with IL-1ra-Fcε/pBV220; 3, 7: precipitate of the bacterial 

lysate with IL-1ra-Fcε/pBV220; 4, 8: supernatant after lysis of 
bacteria with IL-1ra-Fcε/pBV220 

 
图 4  融合蛋白 IL-1ra-Fcε纯化后的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of purified IL-1ra-Fcε fusion 

protein 
M: protein marker; 1, 2: purified IL-1ra-Fcε by S300; 

3, 4: purified IL-1ra-Fcε by SPFF 

 
图 5  纯化的融合蛋白 IL-1ra-Fcε Western blotting 

鉴定结果 
Fig. 5  Western blotting analysis of purified fusion 

protein IL-1ra-Fcε 
1: anti-IL-1ra; 2: anti-Fcε 

 

2.5  IL-1ra-Fcε融合蛋白体外细胞活性测定 
MTT 法检测结果表明, 随着 IL-1ra 和 IL-1ra- 
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Fcε浓度的增大, OD570呈逐渐降低的趋势, 显示存活

的 CTLL-2 细胞逐渐减少。表明重组 IL-1ra-Fcε能够

与 IL-1竞争结合 EL-4细胞膜表面上的 IL-1受体, 使

得 IL-2 的合成减少, 造成依赖 IL-2 的 CTLL-2 细胞

死亡。统计学分析显示 IL-1ra 和 IL-1ra-Fcε的生物学

活性之间无统计学差异。 

 

图 6  不同剂量 IL-1ra 和 IL-1ra-Fcε对 CTLL-2 
细胞增值影响的比较 

Fig. 6  Comparision of the effects of IL-1ra and IL-1ra-Fcε 
on increment rate of CTLL-2 at different concentrations 

 
2.6  药代动力学分析 

根据 ELISA 测定的各时间点血浆中样品浓度,  

绘制血药浓度-时间曲线(图 7), 以统计矩方法分析

结果。如图 7 所示 , 皮下注射 1 h 后 , IL-1ra 和 

IL-1ra-Fcε在血浆中的浓度均达到最高 , 并呈逐渐

降低的趋势。IL-1ra 浓度于 12 h 后低于试剂盒检测

限以下; 而 IL-1ra-Fcε融合蛋白在 24 h 时浓度为

32.65 pg/mL, 48 h 时未检测到 IL-1ra-Fcε分子。具体

动力学参数见表 1, IL-1ra-Fcε半衰期达到 13.40 h, 

与 IL-1ra 半衰期 2.80 h 相比提高了 4.78 倍, 代谢稳

定性显著提高, 与预期结果相吻合。 

 

图 7  IL-1ra 和 IL-1ra-Fcε血药浓度－时间曲线图 
Fig. 7  Plasma concentration-time profiles of IL-1ra 

and IL-1ra-Fcε 

表 1  IL-1ra 及 IL-1ra-Fcε的药代动力学参数 
Table 1  Pharmacokinetic parameters of IL-1ra and IL-1ra-Fcε administered to rabbit 

 Cmax (pg/mL) Tmax (h) t1/2 (h) AUC(0.25-inf) (pg·h/mL) MRT (h) 

IL-1ra 372 ± 40.13 1.0 2.80 ± 0.58 3994.83 ± 386.67 4.76 ± 0.86 

IL-1ra-Fcε 393 ± 28.52 1.0 13.40 ± 1.27 5287.58 ± 574.15 14.68 ± 2.45 

 

3  讨论 

炎性细胞浸润和炎性因子增加是过敏性哮喘的

主要病理症状之一, 炎性作用与哮喘发病机制密切

相关。IL-1 是体内作用较强的致炎因子, 研究表明

IL-1 是促进哮喘发病的关键因子之一。IL-1ra 作为

唯一的 IL-1 天然受体拮抗剂, 在调节免疫、抑制炎

症方面发挥了重要作用, IL-1ra 可通过拮抗 IL-1 的

生物学效应达到治疗哮喘的作用。2001 年 , 由

Amgen 公司生产的重组人白细胞介素-1 受体拮抗剂

(专利名称为 Kineret)被 FDA 和欧洲 EMEA 批准上市, 

用于治疗 RA, 但是由于 IL-lra 在体内不稳定, 而且

微量的 IL-1 就可以引起完全的生物学效应, 在疾病

治疗过程中 rhIL-lra的用量高达 100~150 mg/d, 频繁

用药加重了病人的身体、心理和经济负担[15−17]。蛋

白融合是延长药物半衰期的最有效的方法之一, 因

此本研究采用融合策略以延长 IL-lra 的半衰期。 

免疫球蛋白 E 在速发型变态反应中的作用早已

获得公认。研究证实, IgE-FcCε2 区域对于 IgE 与其

受体 FcεRI 的结合只具有一定的调节作用, Cε3-Cε4

是与其受体 FcεRI 结合的关键位点。所以本研究利

用基因工程技术将 IL-1ra 和 IgE 的 Fc3-4 区构建成

融合蛋白 , 以期形成具有双重功能的新型蛋白 , 一

方面可以延长 IL-1ra 在体内的半衰期, 另一方面利

用 IgE 的 Fc 封闭 IgE 的受体, 抑制肥大细胞、嗜碱

性粒细胞脱颗粒, 从而达到防治哮喘的目的。 

有关 IgE 的 Fc 区体外表达已有大量研究, 但此

蛋白疏水性较强, 原核表达中大多以包涵体形式存
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在, 复性后很难恢复活性[18,19]。所以大部分 IgE 的

Fc 区均在哺乳动物细胞表达, 技术难度较大及费用

较高, 不适合大量表达。本研究将在大肠杆菌中易

于可溶性表达的 IL-1ra 与 IgE 的 Fc 区融合后, 表达

产物仍以包涵体形式存在, 我们曾对不同的原核表

达载体和菌株进行了筛选 , 但仍未实现可溶性表

达。pBV220 为温控性表达载体, 具有启动能力强、

操作简单、经济的特点, 我们通过对不同表达条件

及温度进行了摸索, 表达产物均为包涵体, 但 42oC

诱导时融合蛋白产率最高。我们在复性体系中除加

入常用的 GSSG/GSH 氧化还原体系外 , 还加入了

PEG4000, 精氨酸 , 并采用逐步降低尿素浓度的方

法, 使融合蛋白较好的恢复活性。经 EL-4/CTLL-2

细胞评价体系显示蛋白复性良好, 与 IL-1ra 生物学

活性没有显著性差异。 

经典药物动力学是以房室模型理论为基础的研

究方法 , 参数估算所需公式多而复杂 , 且模型确定

受试验设计和血药浓度检测方法影响, 有时一种药

物以不同途径给药或检测方法不同时, 可以有不同

的隔室模型。统计矩理论是研究随机现象的一种数

学方法, 1978 年 Yamaoka 和 Cutler 同时报道统计矩

用于药物动力学研究。研究表明 IL-1ra 代谢途径符

合线性药物动力学特征, 所以本研究以统计矩方法

分析药物代谢动力学, 与经典药物动力学研究方法

相比, 本法更简便、可靠、实用且易于掌握[20]。本

实验采用 ELISA 方法直接测定血药浓度, 方法灵敏

较高, 实验中设计了 13 个采样点, 但 12 h 后既检测

不到 IL-1ra 分子, 24 h 后检测不到 IL-1ra-Fcε分子, 

实验结果与预期目标相符 , 证实了 IL-1ra-Fcε半衰

期显著长于 IL-1ra。 

由于人嗜碱性粒细胞本身不易提取, 获得特异

性致敏原也具有较大的难度, 另外, IgE 分子 Fc 区种

属差异较大, 人 IgE 分子不能与其他种属嗜碱性粒

细胞相结合, 所以体外评价 IgE 分子与其表面受体

结合较困难[21]。Tanaka 等通过构建稳定表达人 FcεRI

的细胞株, 在体外评价了 IgE 分子与其高亲和力受

体的结合[22]。由于条件所限, 本研究中仅评价了融

合蛋白 IL-1ra 部分活性, 未对 IgE Fc 区部分活性进

行评价。另外, 有关此融合蛋白具体的治疗功能还

需大量的研究来分析, 以期为深入了解变应性哮喘

病发病机理及哮喘病治疗提供新的途径和方法。 
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