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【摘* 要】目的：在大肠杆菌中表达具有活性的重组人白细胞

介素#$&（ CN#$&）/ 方法：用 R-E 技术扩增人 CN#$& 成熟蛋白的

编码序列，克隆入原核表达载体 K30#)) 3M S NC- 中，构建融合

表达载体 K30#)) 3M S NC-#CN#$&，转化大肠杆菌 TN$!（P3(），

以 CR0U 诱导表达 CN#$& 融合蛋白，经镍柱亲和层析纯化，然后

用肠激酶消化除去 Q 端融合标签得到完全天然状态的重组人

CN#$&，经 Q#端氨基酸测序鉴定纯化的 CN#$&，用细胞病变抑制

法测定其活性/ 结果：成功构建了表达载体 K30#)) 3M S NC-#
CN#$&，PQ. 序列测定结果与预期结果一致/ 在 ("Y培养条件

下，CR0U 诱导表达的 CN#$& 融合蛋白占菌体蛋白总量 )(X 左

右，并且大部分以可溶形式存在/ 纯化后的融合蛋白经肠激

酶切割和回收后，所得目的蛋白（ CN#$&）纯度大于 &’X，该蛋

白 Q#端序列与理论值一致，其抗病毒活性与 CZQ#!$L 相当/
结论：获得了具有生物学活性的重组人 CN#$&/

【关键词】白细胞介素#$&；大肠杆菌；可溶性蛋白质；纯化

【中图号】[%,’* * * 【文献标识码】.

JK 引言

人白细胞介素#$&（ 6:=1A21?M6:#$&，CN#$&）是 $""(
年初发现的细胞因子［!］，它属于 CN#$, 家族的成员/
人外周血单核细胞（RTF-）和树突状细胞（P-）等在

病毒感染［! \ $］或 K92B C]-［( \ )］或脂多糖（NRG）［+］刺激

下可产生 CN#$&/ 尽管 CN#$, 家族的基因结构与 CN#!"
相似，但其蛋白质结构与干扰素（ CZQ）更相近，所以

也分别被称为 CZQ#"!（ CN#$&），CZQ#"$（ CN#$,.）和

CZQ#"(（ CN#$,T）［$］/ 近两年来的研究发现，CN#$& 具

有保 护 细 胞 抗 病 毒 感 染［!，$，’ \ ,］、抑 制 几 种 细 胞 增

殖［% \ ,］、上调 F^- C 抗原表达［! \ $］和诱导 P- 成熟［(］

等作用，在抗病毒感染和抗肿瘤等方面具有潜在的应

用前 景/ 我 们 在 克 隆 全 长 人 CN#$& >PQ. 的 基 础

上［&］，构建了重组人 CN#$& 的原核表达载体，在大肠

杆菌中进行表达、纯化并测定其抗病毒活性，为下一

步深入研究及临床应用打下基础/

LK 材料和方法

L/ LK 材料 K 含全长人 CN#$& 编码序列的质粒 K>P#
Q.(/ ! S _+#^67#0‘R‘##CN#$& 由本室构建［!"］；各种限

制性内切酶购自美国 Q1O 3:;25:@ T6925L7 公司；̂ 9=#
7=5A 5)6 PQ. 聚合酶、胶回收试剂盒（[C.W?6>M U12
3J=A5>=69: M6=）购自美国 [65;1: 公司；K30#)) 3M S NC-
I1>=9A 载体，+0 1.2$ Q9I5T2?1，TN$!（P3(），Q6#Q0.
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!"#$%"&’ 树脂，肠激酶切割清除试剂盒（(&)*+,-"&.#*
/0*.1.2* /.3)4+* -")）均购自美国 5,1.2*& 公司；蛋白

质分子量标准及所有 676$89:( 相关材料购自美国

%",$;.’；超滤管和蛋白质浓度测定试剂盒（<,,=.##"*
304# 3+,)*"& .##.> -")）购自美国 8"*+/*；重组人 ?@5$
!AB（ ?&)+,&$9）购自爱尔兰 6/C*+"&2$80,42C 公司；溶

菌酶和大部分其它化学试剂购自美国 6"2=. 公司；

水泡性口炎病毒（D6D）和人羊膜细胞（E?6!）为中

国预防医学科学院病毒所提供F
!F "# 方法

GF AF G H 表达载体的构建 H 以质粒 3/759IF G J DK$
!"#$LM8M"$?N$AO［O］为 模 板 设 计 8<; 引 物，序 列 如

下：正 向 引 物（ 8G ）：KP$:9<:9<:9<99:9L<
<<<9<LL<<99:<<<9<$IP；反 向 引 物（ 8A ）：KP$
:9::9:99:<<<::L!!"::L::9<L<9:::L:::$
LL:$IPF 其正向和反向引物的 KP端均加入不依赖连

接反应克隆（N?<）序列（下划线部分），反向引物的斜

体部分为终止密码子F 通过 8<; 扩增人 ?N$AO 成熟

蛋白编码序列，反应条件：OKQ GK ="& 热启动预变

性，ORQ RS #，TKQ IS #，UAQ RS #，共 IS 个循环，最

后 UAQ GS ="&F 8<; 产物用 N?< 特异的 LR 759 多

聚酶处理后，连接到带 N?< 接头的 3(L$RR (- J N?< 线

性载体中，构建重组质粒 3(L$RR (- J N?<$?N$AO，转化

感受态 #$ %&’( 5,1.%04*，氨苄青霉素（9=3）平板筛

选阳性克隆，经菌落 8<; 和酶切鉴定并测序F
GF AF AH 工程菌的诱导表达H 将质粒 3(L$RR (- J N?<$
?N$AO 转化感受态 #$ %&’( %NAG（7(I）即为工程菌，在

含 9=3 的 N% 平板上 IUQ培养过夜F 从转化平板上

挑取单菌落，接种于含 GSS =2 J N 9=3 的 VOW% 培养

基中，IUQ振荡培养过夜，将培养物 G XRS 稀释于含

9=3 的 N% 培养基中，置 IUQ 振荡培养大约 I C 至

"TSS &=为 SF T Y SF Z，加入 G ==,0 J N ?8L: 诱导表达F
对诱导温度和诱导时间等表达条件进行优化F 表达

后离心收集表达菌，冰浴超声破碎细胞，离心，将菌

体、破碎上清及破碎沉淀分别制成电泳样品并进行

676$89:( 电泳分析，以确定表达产物的溶解性F
GF AF IH 重组蛋白的纯化H 取培养过夜的工程菌 GXRS
稀释于含 9=3 的 N% 培养基中，置 IUQ 振荡培养大

约 I C 至 "TSS &= 为 SF T Y SF Z，加入 G ==,0 J N ?8L:，

ISQ诱导表达 K C 后离心收集细菌，悬浮后于冰浴中

进行超声处理，将裂解物离心，收集上清，然后按 5"$
5L9 !"#$%"&’ ;*#"& 说明书操作，对可溶性表达蛋白

进行纯化F 对洗脱液用超滤管进行脱盐和浓缩F 按

肠激酶切割清除试剂盒说明书操作，对纯化的融合蛋

白进行肠激酶消化和清除残余的肠激酶F 将样品再

过一次 5"$5L9 !"#$%"&’ 亲和柱，收集流过液即得到

完全天然状态的 ?N$AOF 样品进行 676$89:( 分析F
凝胶图像分析系统分析蛋白纯度F 用考马斯亮蓝蛋

白质浓度测定试剂盒测定蛋白含量F 对纯化后 ?N$AO
进行 5 末端氨基酸测序和活性测定F
GF AF RH ?N$AO 的体外抗病毒活性测定H 细胞病变抑

制法，按文献［GS］的方法进行F

"# 结果

"F ! # 表 达 载 体 的 构 建 # 以 3/759IF G J DK$!"#$
LM8M"$?N$AO 为模板，经 8<; 扩增获得编码人 ?N$AO
成熟蛋白的 759 序列，大小为 KIR B3，编码 GUZ 个氨

基酸F 用不依赖连接反应的克隆方法（N?<）将扩增的

序列插入 3(L$RR (- J N?< 载体，构建重组表达载体

3(L$RR (- J N?<$?N$AO（图 G）F 挑取阳性克隆，经菌落

8<;、酶切鉴定和 759 序列测定，结果均与预期设想

一致，表明该载体构建成功F

图 GH 重组表达载体 3(L$RR (- J N?<$?N$AO 的构建

"F "# 融合蛋白的诱导表达 # 工程菌经 G ==,0 J N
?8L: 在 ISQ诱导不同的时间后，进行 676$89:(，发

现与未诱导的对照菌相比，诱导菌在 )+ 为UU SSS左

右处有明显的表达带，其 )+ 与融合蛋白的理论计算

值一致（图 A）F 随着诱导时间的延长，表达水平逐渐

提高，但诱导 R C 后表达水平不再提高，经凝胶图像

分析系 统 分 析 表 明，融 合 蛋 白 占 菌 体 蛋 白 总 量 的

RI[左右，并且多数以可溶性蛋白形式存在（图 I）F
"F $# 重组蛋白的纯化# 在 ISQ培养条件下，诱导表

达的 ?N$AO 融合蛋白主要以可溶形式存在（图 I）F 可

溶性表达产物经 5"$5L9 亲和层析纯化后，获得了高

纯度重组 ?N$AO 融合蛋白F 纯化的 ?N$AO 融合蛋白经

肠激酶消化和回收后，得到完全天然状态的 ?N$AO（其

)+ 约为AS SSS），样品进行 676$89:( 后，经凝胶图

像分析系统分析显示，目的蛋白（ ?N$AO）的纯度超过

OT[（图 I）F 利用 9330"*’ %",#>#)*=# 公司的 ROA 蛋

白序列仪，采用 (’=.& 降解法，对纯化的重组人 ?N$
AO 蛋白的 5 端 GS 个氨基酸进行序列测定，结果为
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!"#$!"""%$，与人 &’()* 成熟蛋白基因编码的序列

一致+

,：蛋白质分子量标准；)：未诱导细胞；- . /：细胞分别诱导 , . 0 1+

图 )2 &’()* 融合蛋 白 在 !" #$%& 3’),（45-）中 诱 导 表 达 的

#4#(!6%5 分析

7：蛋白质分子量标准；,：未诱导细胞；)：细胞在 -89 : 诱导 ; 1；

-：细胞超声处理后的沉淀；<：细胞超声处理后的上清；;：纯化的

&’()* 融合蛋白；0：&’()* 纯品+

图 -2 重组人 &’()* 表达与纯化的 #4#(!6%5 分析

!" #$ %&’!( 的活性鉴定$ 用细胞病变抑制法测定纯

化产物的抗病毒活性，重组 &’()* 抑制 =#= 感染引起

的 ;8> ?&#@ 细胞病变的需要量为 8+ // !A B ’，而阳

性对照 &CD(")E 的为 8+ ;/ !A B ’+ 说明该重组 &’()*
具有生物学活性，其活性比 &CD(")E 的略低+

)$ 讨论

大肠杆菌遗传图谱明确，具有生长快速、安全性

好、可进行高密度培养和适合表达不同基因产物等特

点，已成为表达许多外源蛋白质的首选系统+ 大量的

有价值的基因产物在大肠杆菌中获得了表达［,, F ,)］+
但是，在 !" #$%& 中表达的外源蛋白一般以不溶的包涵

体形式存在+ 在目的蛋白中融合可溶性的蛋白标签

和降低重组菌的生长温度是减少包涵体形成的最常

用方法+ 我们所用的 G5"(<< 5H B ’&: 载体整合了一

个促溶解多肽 DIJ6 标签序列，保证了 &’()* 融合蛋

白能在大肠杆菌以可溶性形式表达+ 同时，用 G5"(<<
5H B ’&: 载体作表达还有很多优点：首先是它由 "K 强

启动子控制，充分诱导时，几乎所有的细胞资源都用

于表达目的蛋白，诱导表达几小时，目的蛋白通常可

以占到细胞总蛋白的 ;8> 以上；表达的蛋白还融合

有多聚组氨酸和 #(蛋白标签，有利于目的蛋白的纯

化和检测；在融合标签和目的蛋白之间有肠激酶和凝

血酶切割位点，利用它们可以切除所有融合的标签蛋

白；构建 载 体 时 采 用 不 需 要 连 接 反 应 的 克 隆 方 法

（’&:），这种方法快速高效，而且为定向克隆+
较低的生长温度由于降低了蛋白质的合成速度

和无活性聚集体形成的速率使细胞内易于形成聚集

的折叠中间产物浓度降至最低，因此低温有利于蛋白

产物的正确折叠，可以减少包涵体的形成，从而可以

得到大量特异性的可溶蛋白+ 我们在利用 G5"(<<
5H B ’&:(&’()* 诱导表达重组 &’()* 时，发现降低温度

可以增加重组 &’()* 蛋白可溶性表达，在 -8L下诱导

表达时，重组 &’()* 蛋白主要以可溶性形式存在+ &’(
)* 融合蛋白中的多聚组氨酸和 #(蛋白标签的存在，

可以用镍柱亲和层析或 #(蛋白亲和层析纯化，我们

用 DM(D"6 亲和层析一步法纯化，所获 &’()* 融合蛋

白的纯度很高+ 纯化的 &’()* 融合蛋白经肠激酶消

化，可以切除所有的融合标签，经回收后，得到了纯度

大于 *0>的重组 &’()*，D(末端氨基酸测序证明了重

组蛋白的正确性，同时，该蛋白具有抗病毒活性，说明

我们制备重组 &’()* 的方法是成功的+ 本研究获得的

高纯度重组 &’()* 为进一步进行其理论研究和临床

应用奠定了基础+
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环形电切术对宫颈病变的诊断治疗体会
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!" 引言 " *F-F 年，=41%E797::1 等［*］将环形电切术（ :""G 1:1@C
>4"8$437@2: 1W@78"% G4"@1E$41，LVV=）用于切除异常宫颈组织.
由于这种方法有着手术时间短，术中、术后出血少，术后感染

少，愈合彻底，不易复发，门诊可以施行，而且与冷刀一样能够

获得满意的病理标本等优点，在临床上已被广泛用于宫颈病

变的诊断和治疗. 如何正确地选择 LVV= 手术，避免宫颈的过

度治疗是本研究的重点. 我们对因宫颈病变行 LVV= 手术的

患者进行了回顾性分析，探讨 LVV= 对宫颈病变的诊断和治

疗价值，旨在指导正确选择病例，减少不必要的检查，避免宫

颈的过度治疗.

#" 对象和方法" &’’)C*’ O &’’(C*’ 解放军第 )’R 医院妇产科

门诊对因宫颈病变的患者 *(F 例，术前均行液基薄层细胞学

检测（M!M）和阴道镜检查加活检术，于月经干净后 ) Y / E 进

行 LVV= 治疗.

$" 结果

&. *S M!M，阴道镜及 LVV= 标本组织学对照检查S 经 M!M 检

查为炎症，术后阴道镜检查及 LVV= 证实均为炎症的患者 *’(
例；M!M 检查提示有不典型鳞状上皮细胞（5Q!ZQ）的患者 &+
例，其中 * 例阴道镜检查为宫颈上皮内病变!级（!J[!），

LVV= 术后证实 &+ 例患者均为炎症；M!M 检查为低度鳞状上

皮内病变（LQJL）的患者 && 例，阴道镜检查为炎症者 *& 例，

!J[! Y" *’ 例，LVV= 术后证实 *) 例为炎症，!J[! Y" F
例；M!M 检查为高度鳞状上皮内病变（\QJL）的患者 - 例，阴道

镜检查为炎症者 ) 例，!J[" + 例，!J[" Y# * 例，LVV= 术后

证实 * 例为炎症，!J[" R 例，!J[" Y# * 例.
&. &S LVV= 治疗的基本情况S 患者手术时间平均为 R. ’ #7%，

出血量平均为 **. + #L，患者术前及中术均未使用镇痛药物，

除 * 例患者因精神高度紧张，手术无法进行而改行静脉麻醉

外，其余均诉疼痛可以忍受，患者术后即可下地活动；术后随

访发现，患者均于术后 * HD 左右出现阴道少量血性分泌物，

出血时间平均 /. ( E. 宫颈外形恢复正常平均 -. R HD.

%" 讨论" 我们的研究结果表明，M!M 检查的敏感性高，但特

异度不高，而阴道镜检查有可能遗漏宫颈上皮内病变. 有文

献报道，阴道镜检查对 \QJL 的敏感度和特异度低至 (’] Y
R’]［&］. 阴道镜检查患者的主观因素起到很重要的作用. 通

常我们在临床工作中，多依赖活检来提高诊断准确性，但是活

检部位选择的是否正确，是保证诊断正确性的关键. 尤其是

老年人鳞柱交界上移，活检往往取材困难，这些都是导致阴道

镜检查的敏感度和特异度降低的原因. 亦有报道称 LVV= 手

术切割组织较多，创面大，愈合时间长，有可能导致宫颈管狭

窄，妊娠后导致早产、胎膜早破等［)］. 因此，LVV= 并不是所有

患者都必须选择的手术方法. 我们的研究表明，M!M 检查结

果为慢性炎症或 5Q!ZQ 的患者，阴道镜活检和 LVV= 标本的

组织学异常者的发生率极低. 我们可以利用 M!M 检查对癌前

病变的高度敏感性的这一特性，加上有经验的医师进行阴道

镜检查，使轻、中度宫颈糜烂和有生育要求的患者可以在细胞

学检查和阴道镜检查排除宫颈癌、癌前病变后，再选择其他的

物理治疗.
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