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摘要! 巨噬细胞炎症蛋白7/

$

是一种可诱导的分泌蛋白!通过相应受体对多种免疫细胞产生趋

化!在多种疾病的免疫反应和炎症损伤中发挥重要作用# 实验采用 $P76-$技术克隆出黄喉

拟水龟巨噬细胞炎症蛋白7/

$

$T9--'23%的成熟肽基因序列!通过双酶切将目的基因序列插

入到表达载体 2,P7/29上!然后转化进大肠杆菌 K'24 中!经 )6PO诱导后表达出了 2,P7/297

--'23 融合蛋白!以该融合蛋白为抗原制备多克隆抗体并进行 F=?I=3>7J0/II:>B 鉴定及抑菌性

检测# 实验表明!融合蛋白在 /0 Q"319 88/05')6PO!1 < 条件下得到高效表达&经 *4*7

6&O,凝胶电泳和 F=?I=3>7J0/II:>B 分析显示!所表达融合蛋白相对分子量为 /3 GL!与预测蛋

白大小一致并与带 +:?标签的多克隆抗体发生特异性反应# 经 +:?K:>C 镍柱纯化后 *4*7

6&O,电泳检测出现单一条带!说明获得了纯度较高的 T9--'23 重组蛋白# 抑菌实验表明!

T9--'23 重组蛋白对金黄色葡萄球菌"粘质沙雷氏菌和嗜水气单胞菌都有较强的抑菌作用#

关键词! 黄喉拟水龟& 巨噬细胞炎症蛋白7/

$

& 重组表达& 抗菌活性

中图分类号! *:1/5555555555555文献标志码'&

55黄喉拟水龟 #K,(/)*"'*(2+0,$是我国南方

常见的土著龟种"具有较高的观赏(药用及食用价

值"随着其人工繁殖及饲养的成功
*4 62+

"已逐渐显

示出良好的经济前景"目前为华南地区主要养殖

龟种之一) 巨噬细胞炎症蛋白7/

$

#T9;3/2<9B=

:>A09889I/3@ 23/I=:>"T)6$又名 --'23"是一种强

力趋化蛋白
*/+

"其已知的唯一受体为 --$7"由未

成熟 4-?(K细胞(记忆 P细胞(调控 P细胞等上

皮类细胞表达
*1 68+

"其对免疫细胞有很强的趋化

作用
*7 69+

) 研究显示 --'23 具有一定的限制性

表达部位"仅在粘膜和炎症上皮组织中表达
*:+

"

在胸腺器官中表达明显
*43+

%--'23 的受体 --$7

是调节性 P细胞的标志之一
*44+

"在固有免疫以及

获得性免疫中发挥着重要作用
*42+

) 本实验室用

粘质沙雷氏菌感染黄喉拟水龟"通过 *T&$P技

术构建了黄喉拟水龟的全长 ;4%&文库
*4/+

"其中

K,!!?23 为文库中免疫相关基因之一) 本研究

对 K,!!?23 进行原核表达"对表达蛋白进行了

纯化与复性"同时制备了所得蛋白的多克隆抗体

并进行 F=?I=3>7J0/II:>B 鉴定与抑菌性分析"为后

续蛋白功能研究打下基础)

45材料与方法

!"!#主要试剂及菌种

大肠杆菌K'24(4+8

$

(2T4497PM=;I/3?@?I=8(

,S 5,O 酶(A,0

%

(M@#

%

(4%&(39B8=>I6L3:A:;9I:/> Y:I

.=3213 购自宝生生物工程#大连$有限公司%)6PO(

P3:?(*4*(P,T,4(,4P&购自 63/8=B9公司%宽分

子量T93G=3(质粒小提试剂盒购自天根生化科技#北

京$有限公司%+$674&K底物显色试剂盒(+$67

O/9I&>I:7$9JJ:I)BO购自武汉博士德生物工程有限

公司%+:?K:>C 6L3:A:;9I:/> Y:I购自 %/M9B=> 公司%

丙烯酰胺(硝酸纤维素膜(*4*(甲叉双丙烯酰胺购自

鼎国生物技术有限责任公司)
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粘质沙雷氏菌与金黄色葡萄球菌由珠江水产

研究所谭爱萍等提供"嗜水气单胞菌由本实验室

史燕老师保存)

!"$#引物设计与合成

根据 ,S6&*@# <II2!

!

NNN1=S29?@1/3B5$网

站的多个功能"找出 K,!!?23 基因的 "$(框)

通过软件 63:8=323:8=38 对 2,P/29载体质粒和

K,!!?23 基因 "$(框序列进行分析"选择 M@#

%

和 A,0

%

作为表达载体的酶切位点"设计出了

一对特异性引物!

!!?237M@#

%

! 8H7&OPOOP&--&POOOO-7

PO-PO-P&PP7/H

!!?237A,0

%

!8H7O-OO&O-P-PP&-&OPO7

&-&P-PP-PPO&O7/H

将设计好的引物送往上海英骏生物技术有限

公司合成)

!"%#5(!!/$R 基因 YD*克隆

以本实验室保存文库 ;4%&为模板"用上述

引物进行 6-$扩增"反应体系如下! CC+2" /4

!

'"43 @,S 5,O 酶 KLAA=38

!

'"C%P6#43 88/05

'=9;<$4

!

'"!!?237M@#

%

4

!

'"!!?237A,0

%

4

!

'"库 ;4%& 43

!

'",S 5,O 酶 4

!

'"总体系 83

!

') 6-$反应条件!先 :1 Q预变性 / 8:>"然后

:1 Q变性 /3 ?"87 Q退火 /3 ?"02 Q延伸 2 8:>"

经 /8 个循环后再 02 Q延伸 0 8:>)

上述 6-$产物用 4E琼脂糖凝胶电泳检测后

纯化回收"纯化产物连接到 2T4749P载体上并转

化进 4+8

$

中"经过菌液 6-$鉴定后将筛选得到

的阳性克隆菌株送往英潍捷基 #上海$贸易有限

公司测序)

!"&#重组表达载体 BP-H%$5H!!/$R 的构建

提取测序正确 K,!!?23 菌株的质粒 4%&"

用 A,0

%

和 M@#

%

酶分别对目的片段 T9--'23

和表达载体 2,P7/29的质粒4%&进行双酶切"酶

切产 物 经 纯 化 回 收 后 用 P

1

4%& 连 接 酶 将

T9--'23 插入到 2,P7/29中) 构建好的载体经

酶切与 6-$鉴定后送往英潍捷基#上海$贸易有

限公司测序"提取测序正确重组表达质粒并转化

进 K'24 感受态细胞中)

!"'#Q5AAZ$R 重组蛋白的诱导及纯化

将重组菌液接种到含 &82 液体的 'K培养

基中"/0 Q(233 358:> 震荡过夜) 次日"取培养

过夜的菌液按照 4=83 的比例扩大培养至 "4

733

值

达到 317 左右"向菌液中分别加入终浓度为 312(

311(317(319 和 413 88/05'的 )6PO"/0 Q恒温

摇床上分别诱导 4(2(/ 和 1 <) 收集上述不同条

件诱导的重悬菌体"通过 *4*76&O,电泳结果确

定 T9--'23 融合蛋白诱导表达的最适条件)

根据上述所确定的条件对工程菌进行大量诱

导"用6K*清洗菌体"冰浴超声破碎 /3 8:>后用含 2

和 1 8/05'尿素的 6K*清洗菌体"收集到的沉淀溶

于含 7 8/05'尿素的 6K*中"/0 Q(423 358:> 恒温

摇 4 <"43 333 358:>离心 28 8:>"保存上清)

用 %/M9B=> +:?K:>C 蛋白纯化试剂盒对所得

蛋白进行纯化"将所得蛋白在 1 Q冰箱中用含梯

度摩尔浓度尿素的透析液进行透析) 收集复性蛋

白"用 6,O进行浓缩"最后分别用 *4*76&O,电

泳和分光光度计检测蛋白的纯度及其浓度)

!"(#Q5AAZ$R 重组蛋白多克隆抗体的制备及

E/72/91H<;622+1, 鉴定

取 / 8'浓缩后的重组蛋白送往珠海英平生

物有限公司进行多克隆抗血清的制备)

)6PO诱导后的菌液样品经 *4*76&O,电泳

后"采用湿转法将凝胶上的蛋白转至硝酸纤维素

膜上"利用融合蛋白上的 +:?标签"以制备的兔抗

血清为一抗(+$6标记的羊抗兔 )BO为二抗"

4&K显色"进行 F=?I=3>7J0/II:>B 分析)

!")#Q5AAZ$R 重组蛋白抗菌活性检测

采用琼脂糖扩散抑菌圈法"培养金黄色葡萄

球菌 # A2,@1"&$00$0(',(/)('$/?=>J9;<$(粘质沙

雷氏菌及嗜水气单胞菌至对数期"取 43

!

'菌液

与 4 8'液态 'K固体培养基混匀"均匀的涂于

'K固体培养基平板上) 待混合液凝固后"放置牛

津杯并加入 233

!

'复性好的 733 >B58'重组蛋

白 T9--'23"以最后一次透析液作为对照"过夜

培养 47 <"观察并测量出抑菌圈的直径)

取灭菌试管 48 支"平均分成 / 组"取对数生

长期的金黄色葡萄球菌(粘质沙雷氏菌和嗜水气

单胞菌"将其稀释至 43

8

58'"每支试管加 318

8') 向第 4 支试管中加入 318 8'重组蛋白

T9--'23"混匀后加入到第 2 支试管中"同样的

方法依次稀释至第 8 支试管"4 <8 管中重组蛋白

的浓度分别为 /33 (483(08(/018 及 49108 >B5

8'"/0 Q恒温培养箱中培养 49 <"根据细菌的生

长状 况 来 确 定 其 最 小 抑 菌 浓 度 # 8:>:8L8

:><:J:I/3@ ;/>;=>I39I:/>"T)-$)

1:8
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$

重组表达及抗菌活性分析 55

25结果

$"!#Q5AAZ$R 原核表达载体的构建

以文库 ;4%&为模板经特异性 6-$扩增得到

预期大小约为 274 J2 的特异性条带#图 4$) 切胶

纯化后连接到 2T4497P载体后测序"结果与 6$(

序列比对"显示 "$(框克隆正确) 将阳性克隆

"$(与 2,P7/29载体分别用 M@#

%

和 A,0

%

进行双酶

切"酶切产物连接得到重组载体质粒"经测序比对

显示重组表达质粒构建成功"说明 K,!!?23 基因

成功插入到了 2,P7/29表达载体上)

图 !#YD*框的克隆

*+,"!#A;61+1, 632./YD*

$"$#重组蛋白诱导表达

将表达菌株分别用不同浓度的 )6PO诱导不

同时间"以空质粒载体 2,P7/29和未经 )6PO诱

导的表达菌作为对照"*4*76&O,凝胶电泳结果

显示"经 )6PO诱导的重组菌在 2: GL 出现一条很

强的蛋白带"与理论蛋白分子量一致"而空质粒载

体 2,P7/29及未诱导的表达菌在此位置均没有目

的条带出现"说明 T9--'23 重组蛋白表达成功)

将表达菌株分别诱导 4(2(/(1 <"重组菌表达量随

着时间而增多#图 2$) 分别用终浓度为 312(311(

317(319 和 4 88/05'的)6PO诱导表达菌 1 <"结

果显示"4 88/05'浓度 )6PO诱导产生的蛋白较

少"其他 1 个浓度 )6PO诱导产生的蛋白相差不

大) 综合上述结果"我们选取浓度为 319 88/05'

)6PO诱导 1 < 的重组菌进行后续重组蛋白的大

量表达)

$"% # Q5AAZ$R 重组蛋白的纯化及 E/72/91H

<;622+1, 鉴定

重组菌经过诱导表达(超声破碎后"离心收集

包涵体) 用含 2 8/05'尿素的 6K*洗涤 2 次"去

除杂蛋白"然后直接溶于含 7 8/05'尿素的 6K*

中"/0 Q慢摇 4 <) 离心后取上清) 收集上述实

验过程部分包涵体与上清"*4*76&O,凝胶电泳

检测#图 /$"结果表明 K,!!?23 蛋白可溶性极

小"主要以包涵体形式存在于细胞中) 将上述初

步纯化的上清蛋白液过 +:?K:>C 镍离子亲和层析

柱"再梯度透析复性"*4*76&O,凝胶电泳检测

#图 1$"结果显示经纯化获得了较纯的融合蛋白)

图 $#BP-H%$5HAAZ$R 在大肠杆菌中表达 GKGH[=FP

T1宽分子量标准蛋白% 4 <11319 88/05')6PO诱导时间 4

<1 < 重组蛋白% 812,P7/29空载体诱导 1 <% 71未加 )6PO诱

导的重组菌)

*+,"$#GKGH[=FP63Q5AAZ$R /8B9/77/0+1

C"6,'&"XZ$!$KP%%

T1J3/9C 8/0=;L093?I9>C93C 23/I=:>?% 4 6113=;/8J:>9>I

23/I=:>?:>CL;=C J@ 319 88/05')6POA/34 61 <% 812,P7/29

=82I@ M=;I/3:>CL;=C A/31 <% 71=S23=??:/> /A>=B9I:M=;/>I3/01

图 %#重组蛋白 BP-H%$5HAAZ$R 初步纯化

GKGH[=FP电泳图

T1宽分子标准蛋白 893G=3% 417 8/05'尿素混合液上清% 217

8/05'尿素包涵体% /1破碎上清% 112 8/05'尿素洗涤上清%

81破碎沉淀)

*+,"%#-./9/46:<+1512B962/+1BP-H%$5HAAZ$R

B9/;+:+159? BC9+3+452+61<? GKGH[=FP

T1J3/9C 8/0=;L093?I9>C93C 23/I=:> 893G=3% 417 8/05'L3=9

8:SIL3=?L2=3>9I9>I% 217 8/05'L3=9:>;0L?:/> J/C@% /1J3/G=>

?L2=3>9I9>I% 112 8/05' L3=9N9?< ?L2=3>9I9>I% 81J3/G=>

23=;:2:I9I:/>1

8:8
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图 &#经 _+7X+10纯化后重组蛋白 GKGH[=FP分析

*+,"&#[C9+3+/0Q5AAZ$RV_+73C7+61B962/+1

55由于 2,P7/297!!?23 融合蛋白带有 +:?标

签"以此蛋白制备兔的多克隆抗体"以此抗体为一

抗"+$6标记的羊抗兔 )BO为二抗"进行 F=?I=3>7

J0/II:>B 检测"结果见图 8"在 /3 GL 左右出现特异

性条带"表明蛋白表达成功)

$"&#Q5AAZ$R 重组蛋白抗菌活性

抑菌实验表明"T9--'23 重组蛋白对金黄色

葡萄球菌(粘质沙雷氏菌及嗜水气单胞菌均有抑

菌作用#图 7$) 金黄色葡萄球菌(粘质沙雷氏菌及

嗜水气单胞菌的抑菌圈直径分别为 410 ;8(213 ;8

和 214 ;8) 最小抑菌浓度实验结果显示T9--'23

重组蛋白对嗜水气单胞菌的KL!值为 483 >B58'"

对金黄色葡萄球菌和粘质沙雷氏菌的 KL!值大于

/33 >B58') 这说明在 / 种菌中"T9--'23 重组蛋

白对嗜水气单胞菌的抑菌效果最强)

图 '#E/72/91H<;622+1, 检测纯化的 Q5AAZ$R 重组蛋白

*+,"'#E/72/91H<;622+1, 515;?7+7632./

9/46:<+152+61Q5AAZ$R

图 (#Q5AAZ$R 重组蛋白抑菌活性检测

41粘质沙雷氏菌% 21嗜水气单胞菌% /1金黄色葡萄球菌% &1空白对照组% K1/33 >B58'重组蛋白% -1733>B58'重组蛋白)

*+,"(#-./512+:+496<+5;542+>+2+/7639/46:<+1512Q5AAZ$R 61

B"(.7$(##3$7,%,+(#9*=7,19&'( 510B$77(0&( %(76$#6$+#

41A)//,2+, *,/0)'0)#'% 21I)/$*$#,'1"C/$@1+&,% /1AJ,(/),'% &1>=B9I:M=;/>I3/0% K123/I=:> ;/>;=>I39I:/> /A/33 >B58'% -123/I=:>

;/>;=>I39I:/> /A733 >B58'1

/5讨论

大肠杆菌原核表达系统培养周期短"表达量

比较高"成本也相对较低"是一个很好的工具)

2,P是如今原核表达使用最广泛的系统) 在该系

统中"将目的基因与 2,P载体连接一起时"会受

到强噬菌体 P0 转录及翻译的控制) 在 P0$%&

聚合酶作用下"诱导表达仅需几个小时就能让目

的蛋白数量达到总蛋白的一半以上) 该系统另一

个特点是可以使目的基因在非诱导条件下不转

录) 本实验所选的表达载体为 2,P7/29"它含有

P009;启动子"属于 P3S 融合蛋白表达载体"载体

上具有 +:?1P9B5*1P9B 融合标签"可以用镍柱亲

和层析法对融合蛋白进行纯化) 在 2,P7/29载体

上有一段编码序列"在融合蛋白表达时"它与 7 个

组氨酸标签序列会和目的基因一起表达"其表达

蛋白大小约为 23 GL"因此目的基因与表达载体

2,P/279形成重组蛋白经 *4*76&O,和 F=?I=3>7

J0/II:>B 鉴定时"特异性条带会比预想的大 23 GL

左右) 本实验预测目的基因 K,!!?23 编码氨基
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酸组成的多肽分子量为 :10/: GL"而重组蛋白

*4*76&O,凝胶检测特异性条带大小在 /3 GL 附

近"与上述相符) 本实验诱导表达的融合蛋白主

要以包涵体形式存在"T9--'23 蛋白分子量比较

小"而根据 63/I*;90=对氨基酸序列疏水性进行分

析"推测 T9--'23 蛋白为疏水性蛋白"其形成包

涵体可能与其表面亲水性有关)

--'23 是一种天然的抗菌蛋白"其对球菌和

O

6

杆菌有较强的抗菌活性"对真菌无明显作

用
*41+

) 本实验对金黄色葡萄球菌(粘质沙雷氏菌

以及嗜水气单胞菌 / 种细菌进行了抗菌性检测"

金黄色葡萄球菌为 O

?

球菌"粘质沙雷氏菌和嗜

水气单胞菌均为 O

6

杆菌"实验表明 T9--'23 对

三种细菌均有较强的抑菌作用) --'23 是肝脏

中的看家趋化蛋白"它与机体特异性细胞免疫

#-P'$可能有着密切关系
*48+

) !!?23 是高度保

守的编码基因"其蛋白质一般会以自分泌或旁分

泌的形式出现
*47+

) 其通过与受体 --$7 的共同

作用"参与机体各类免疫相关反应调节) 近年来"

人们对趋化因子的作用机理逐渐认识%增强或者

减弱胞内信号转导途径及 --'235--$7 的相互

作用"有可能为各种免疫疾病的防治提供新的

方法)

迄今为止"对 !!?23 的研究主要局限于人体

免疫和疾病方面"其蛋白功能还有待深入探讨)

本实验成功构建了黄喉拟水龟 2,P/2797!!?23

重组载体"经镍离子亲和层析柱纯化后得到较纯

的融合蛋白"并以此蛋白制备了多克隆抗体"通过

F=?I=3>7J0/II:>B 验证了蛋白的表达"同时研究了

其抑菌活性"可为后续 K,!!?23 蛋白功能研究

打下了基础)
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