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重组猪!干扰素基因定点突变及在大肠杆菌中的表达
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摘 要 用巨引物 EFG法介导的定点突变把猪!干扰素（E(H5+/!）第 "3位 F.C（1IF）突变为 1.J（1KF），同时将其成
熟蛋白 +端第一个密码子 1I1同义突变大肠杆菌偏爱的密码子 1IF，构建了大肠杆菌融合基因表达载体 >I7L/
H5+，表达产物占菌体总蛋白的 $%M。将以包涵体形式表达的目的蛋白经变、复性处理，并以 5ENF进一步纯化，得
到了具有较高生物活性的产物（&$%%HOP8Q）。
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干扰素是动物中目前所知出现最早、作用最快

的第一抵御病毒体系。人和鼠的干扰素已得到深入

研究，但对于猪的干扰素研究相对较少。我国是养

猪大国，而猪的病毒性疾病种类多、危害大，发展具

广谱抗病毒效应的猪干扰素无疑有重要意义。

猪!型干扰素（E(H5+/!）基因无内含子，蛋白糖
基化修饰也不重要［!］，因而方便利用原核表达载体

表达。我们在研究中克隆到编码猪!型干扰素成熟
肽部分的基因片段［$］并在大肠杆菌中进行了表达，

发现其活性较低，估计其编码肽段的第 "3位 F.C可
能影响了干扰素的抗病毒活性［#］。本实验参照

E(H5+/!!序列［!］将此位点突变为 1.J，然后用大肠杆
菌融合表达系统表达出 IT1/H5+融合蛋白，目的产
物纯化后具有较高的抗病毒活性。

! 材料与方法

!"! 材料
菌种和质粒：受体菌 3 * 0(,# UV&!、3 * 0(,# WN$!

为本室保藏菌种；>I7L/S1/# 载体购自 E;-J8-A9-公
司；>OF8/H5+质粒为本室构建、保存。
工具酶和试剂：EX? U+K聚合酶购自上海生工

生物工程公司，限制酶、1S U+K连接酶、T! 核酸酶
购自 1-Y-G-公司，V?H5+/!标准品购自卫生部上海

生物制品研究所，T2>;2A.9A $%%购自 E;-8-A9-公司，
其它试剂均为国产分析纯。

人羊膜上皮细胞（ZHTV）及水疱性口炎病毒
（’T’）购自卫生部上海生物制品研究所。
!"# 方法
!"#"! 定点突变：采用巨引物 EFG法［S］。根据所得
E(H5+/!序列［$］设计 #条引物：

E!：&[IK1FF1I!IKFF1IFF1FK #[；
E$：&[IF1IK1FFKI1FF KI1I4KIKKF#[；
E#：&[FKIKK11FKIKK1IIIF11I #[。
其中 E!处于 H5+基因的 &[端，斜体 ! 为引入

的突变碱基，并在前面加了 IK1FF（下划线部分），
以便与经 .+5VH酶切后用 T!核酸酶削平的载体进
行平端连接构成新的 .+5VH 酶切位点。E$ 处于
H5+基因内部，斜体 4 为引入的突变碱基。E#处于
H5+基因的 #[末端，下划线部分为引入的 30(GH酶
切位点（引物示意参见图 !）。

图 ! 引物示意图
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以 !"、!#为引物，$%&’()*+质粒为模板，用 !,-
聚合酶进行扩增，条件为 ./0预变性 1’23，./0145，
6#0退火及延伸 /45，#/个循环，产物用低熔点琼脂糖
法割胶回收，记为 %。再以 %、!1 作引物，$%&’()*+
质粒为模板，用 !,-聚合酶进行扩增，扩增条件：./0
预变性 1’23，./0145，6#0退火及延伸 745，14个循
环，所得产物即为突变后 )*+。暂记作 8!9)*+(!"。
!"#"# 表达质粒的构建：构建过程参见图 #。用
":低熔点琼脂糖凝胶分离回收 !,- 聚合酶扩增的
8!9)*+(!"，以 !"#; )酶切。载体质粒 $<=>(?@(1 经
$%&A) 酶切后，以稀释的 B" 核酸酶削平，再以
!"#; ) 酶切，酚：氯仿：异戊醇抽提后，与酶切后的
8!9)*+(!"于 "60进行一平端一粘端连接，产物转化
用常规 &C&D# 法

［/］制备的感受态细胞 ! E "#’( FG#"，
用菌落 !&;法初步筛选，即直接挑取微量菌体作为
!&;反应的模板。将得到的阳性质粒进行表达，产
物用 BHB(!I<=蛋白电泳复选。最后对得到的重组
质粒测序确认，记为 $<=>()*+。

图 # $!<=>()*+ 质粒构建示意图
*2JE# &935K8-LK293 9, 8ML9’N23C3K $DC5’2O $!<=>()*+

!"#"$ 重组菌株的诱导表达：将含 $<=>()*+重组
质粒的菌株接种于含氨苄青霉素（/4"JP’G）的 # Q
R@I液体培养基（蛋白胨 "6JPG，酵母提取物 "4JPG，
+C&D /JPG）中于 140震荡培养过夜，次日 "："44接种
扩大培养，140振荡培养至对数中期，加 )!@<至终

浓度 "’JP’G，诱导 1S后离心收集菌体。
!"#"% 表达产物纯化：
（"）细胞破碎及包涵体洗涤：以超声波破碎诱
导后菌体，离心后沉淀用适量包涵体洗涤液

（#4’’9DPG @825PA&D，$A7T4，/’’9DPG =H@I，4T4#:
溶菌酶，U/"JP’G !VB*，U/"JP’G苯甲酰胺）重悬，室
温下置于磁力搅拌器上搅拌 "S。加 4T#/体积 "4:
（) P*）脱氧胆酸钠，使其终浓度为 #:（) P*），继续
搅拌 "S。室温 "U 444J离心 #4’23。沉淀以 #:（) P
*）脱氧胆酸钠的包涵体洗涤液重复洗涤 "遍。
（#）变性溶解配置变性缓冲液：7’9DPG 尿素，

/4’’9DPG 甘氨酸，4T#/’9DPG#(巯基乙醇，U/"JP’G
!VB*，U/"JP’G苯甲酰胺，4T"’9DPG @825PA&D，$A.T"。
溶解洗涤后的包涵体，使蛋白浓度约为 "T/’JP’G，
室温搅拌，溶液变清亮时表明包涵体已完全溶解。

（1）透析复性：以 4T"’9DPG @825PA&D，$A.T" 配
制 " W U’9DPG尿素溶液共 U 管，取等量洗涤后的包
涵体分别溶于其中，以 BHB(!I<=凝胶电泳检测目
标蛋白开始溶解时的尿素浓度，大致估算折叠中点。

配制含折叠中点尿素浓度的变性缓冲液，将变性溶

解的包涵体于 /倍体积此缓冲液中透析 #遍，以使
其缓慢通过折叠中点。再将其对 / 倍体积 FGV
（4T#/: 碳酸氢钠，4T#4:甘露醇，4T#4:乳糖）透析
过夜。最后对 !FB透析。
（?）*!G& 纯化：由于透析后蛋白溶液体积较
大，浓度较低，而 *!G&上样量有限，故需先用 BC8K9(
82-5超滤系统对 "4444H 滤膜超滤至合适体积。以
!FB平衡 BM$SMLX2L #44 柱 " 个柱体积，上样浓缩后
的蛋白液，以 !FB洗脱，流速 "’GP’23，收集洗脱峰。
!"#"& 细胞病变抑制法测干扰素抗病毒活性：采用
Y)BA细胞PZBZ系统测定［U］。

# 结 果

#"! 定点突变
首轮 !&; 产物 % 为 #U.N$，第二轮扩增产物

8!9)*+(!"为 /U4N$，均为单一条带，如图 1所示。
#"# 表达质粒的构建
首先用质粒 !&;法初步筛选，得到 /个阳性重

组子。分别诱导表达后，进行 BHB(!I<= 蛋白凝胶
电泳，有一个重组子表达的产物大小与预期相同。

将此重组质粒进行测序，序列与设计的完全一致（结

果未显示）。

#"$ 重组蛋白的表达及包涵体分离
如图 ? 所示，诱导后 BHB(!I<= 电泳图谱上在
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!"#$处出现明显加深条带，约占菌体总蛋白的
%&’。诱导时间为 %()*。表达产物主要以包涵体
形式存在，经洗涤后可得到纯度高于 +&’的产物。

图 " ,-.产物电泳分析图
/012" 3456789:*985;0; <=<4>;0; 9? ,-. :89@A67

B2B<#58；C(D；%( 8,9E/FG!C

图 ! 重组蛋白表达
/012! H*5 5I:85;;09= 9? 8569JK0=<=7 :89750=

B2 B<8#58；C(LM%CG:N3OGE/F K5?985 0=@A6709=；%(LM%CG:N3OGE/F <?G

758 0=@A6709=；"(PA:58=<7<=7 ?8<6709= <?758 65=780?A1<709= 9? K89#5= 6544;

Q07* CR &&&1；!(,54457 ?8<6709= <?758 65=780?A1<709= 9? K89#5= 6544; Q07*

CR &&&1；)(PA:58=<7<=7 ?8<6709= <?758 5I78<670=1 Q07* ;9@0AJ @59I>G

6*94<75；S(,54457 ?8<6709= <?758 5I78<670=1 Q07* ;9@0AJ @59I>6*94<75

!"# 重组蛋白的变复性处理
浓度为 C()J1TJM的重组蛋白在含 +J94TM尿素

的变性液中搅拌 "*后即变清亮。P$PG,UN3凝胶电
泳表明在 !J94TM 尿素处开始有目的蛋白条带出现
（结果未显示），因而折叠中点约在 "()J94TM尿素处。
!"$ %&’(纯化
见图 )。以 ,LP 平衡 P5:*<68>4GP%&& 柱（C() V

)"()6J），上样经 ,LP透析的复性产物，可看到明显的
目的蛋白峰出现，保留时间约为 !&J0=。复性后存在
于上清中的蛋白基本为活性形式的 ,9E/F单体分子。
!") 重组蛋白活性鉴定
在WEPXTYPY系统上，采用细胞病变抑制法，用

标准干扰素作对照。于 ZS孔板上将两种干扰素均做

图 ) P%&&快速液相色谱在高浓度盐酸胍中
分离纯化复性后的 E/F!

/012) P5:*<68>4GP%&& 154 ?0478<709= 9? 85=<7A85@ E/F!

倍比稀释，以结晶紫染色显示其抗病毒活性，用酶标

仪测定 )!&=J的 ! 值，确定其比活性为 )%&&EDTJ1。

* 讨 论

,9E/FG!是已知干扰素中与 XAE/FG!同源性最
高的。它同样在 C [ ZZ，%Z [ C"Z之间形成 %个二硫
键，其中 %Z [ C"Z 之间的二硫键对于干扰素的生物
活性更为重要［R］。文献报道，XAE/FG!$ 的第 +S 位
多一个 ->;，将其改成 U;:后，生物学活性有明显提
高［"］。我们在以前的研究中克隆到编码猪!型干扰
素成熟肽部分的基因片段，在大肠杆菌中进行原核

表达，结果其抗病毒活性只有 "S&&EDTJ1（陈涛等，待
发表）。查究其序列，发现其编码的肽段恰在第 +S
位也多出一个 ->;，可能影响了干扰素的生物活性。
本实验用巨引物 ,-.法介导的定点突变将其突变
为 H>8（以 ,9E/FG!C 为参照），同时将干扰素成熟肽
的第一个氨基酸（->;）的密码子 HNH同义突变大肠
杆菌偏爱的密码子 HN-，以期提高其活性和表达效
率，得到了较满意的结果。所运用的巨引物 ,-.方
法只需设计 "条引物，进行两次 ,-.反应就可在模
板的任意部位引入突变，是一种简单有效的方法［!］。

在构建融合蛋白表达载体时，由于 ,9E/FG!基
因内部已有一个 "#$XE酶切位点，故采用一平端一
粘端方式连接，以保证阅读框的正确。因 PC核酸酶
用量较难控制，因而在高倍稀释的 PC 核酸酶作用
后，除用菌落 ,-.法初步筛选外，还需将得到的质
粒表达产物用 P$PG,UN3蛋白电泳作复选，排除被
切过头的载体，最后对得到的重组质粒测序确认。

目的蛋白以包涵体形式表达的一个好处是可以

通过洗涤、离心方法将其迅速纯化，但包涵体蛋白需

经过变复性处理才能得到有生物活性的蛋白。一般

C!""期 陈 涛等：重组猪!干扰素基因定点突变及在大肠杆菌中的表达



用 !"#$%&的盐酸胍或 ’"#$%&的尿素进行变性溶解，
然后将变性液直接稀释或透析到较低的变性剂浓

度，蛋白质即可在一定程度上自发复性。其中确定

蛋白质在多大浓度的变性剂下进行重折叠（即折叠

中点），并以明确方式通过此区域非常重要［’］。本实

验只是对 (#)*+,!的折叠中点进行了粗略估算，更
适宜的条件有待进一步摸索。提纯过程中，在包涵

体洗涤及变复性初期加入适量 (-.*及苯甲酰胺可
抑制目的蛋白降解，适量的",巯基乙醇则有助于防
止二硫键氧化和减少蛋白间凝聚形成。

总之，本实验通过对 (#)*+,!基因进行有目的的
改造，使其得到了较好的表达，经纯化后具有较高的

生物活性，为进一步研究利用 (#)*+,!打下了基础。
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关于综述文章投稿的说明

近一时期，我刊综述类来稿激增，编辑部非常感谢大家对这个栏目的支持。但就来稿质量而言，尚不尽如人意。主要的

问题是：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。而且因为盲目选择热点，内容撞车的也较多。

为使此栏目更加新颖并更具可读性，我刊决定今后将优先筛选一些结合自身研究工作，文献新、有观点、有评论、有展望，

反映当前生物技术最新研究进展的综述文章。欢迎大家根据上述要求，踊跃投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。

《生物工程学报》编辑部
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