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#双重活性的融合蛋白!研究其作为高效免

疫佐剂的可行性!作者利用基因重组技术将克隆到的
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*+!#

和
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基因的成熟肽片段利用一段柔性
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法检测其对小鼠脾淋巴细胞的促增殖活性!结果显示不同浓度的
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细胞的促增殖活性差异很大!其中以
'$"

"

B

'

C+

D"浓度的
)

*+!&!#
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制剂的应用奠定了良好的基础(
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细胞因子在调节动物机体免疫反应时具有多向

性&网络性的特点!各种细胞因子之间具有相互协调

和相互制约的作用!基于这些特点近年来很多研究

者们利用基因工程技术将功能类似或功能互补的细

胞因子进行组合取得了很多的成果!获得了很多高

效多功能的嵌合蛋白质*
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种重要的免疫调

节因子!具有多种生物学活性*
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属于
AL"

细

胞因子!主要发挥细胞免疫功能!
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属于
AL#

细

胞因子!主要发挥体液免疫功能!两者在免疫应答系

统中相辅相成!在分别刺激细胞与体液免疫的同时

也能相互诱导对方而开启另一支路*
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和
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的这些特点使得其在免疫佐剂的应用中具有

很好的效果*
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!本研究将两者进行融合表达!意在

获得一种具有双重活性!能够平衡
AL"

和
AL#

应答

的新型&高效的免疫增强剂(研究中采用基因工程

的方法将
*+!#

和
*+!&

的成熟肽基因串联后进行原

核表达得到重组蛋白
)

*+!&!#

!并对纯化&复性后的

蛋白进行了促淋巴细胞增殖活性的测定!在表达策

略及纯化方法上做了适当的改进!整个过程工序简

单!成本低廉!活性较好!对产业化应用具有重要的

意义(
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3PG @;0./0
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柱式
3PG

胶回收试剂

盒均为
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产品%质粒提取试剂盒为上海生工

产品%葡萄球菌
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蛋白
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电泳分析(回收
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产物与
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@3"FA

载体进行连

接!并用
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单酶切确定
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基因正向克隆到
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载体中!将正确重组的质粒分别命名为
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和
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!送上海生工进行序列测定(
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重组质粒
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进行酶切!回收
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和
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载体片
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连接酶连接!构建了重组质粒
)

12

)

*+!&!

#
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将鉴定正确的重组质粒
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+1

培养液!
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振荡培养过夜!

取过夜培养物以
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的比例接入新的含

氨苄青霉素"
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培养液中!
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振荡培养至对数中期"
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#!将温度迅

速升至
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进行诱导表达!将表达产物进行
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初步鉴定!并以制备的兔抗猪
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多克隆抗

体和兔抗猪
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多克隆抗体
"b%''

稀释后分别作

为一抗!
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标记的葡萄球菌
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蛋白作为二抗"
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b#'''

倍稀释#进行
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鉴定(
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融合蛋白的纯化%复性与促淋巴细胞增殖活性

鉴定
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与
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的融合表达及其产物的促淋巴细胞增殖活性

盐水溶解包涵体沉淀!多次反复透析后过滤除菌!用

@AA

法测融合蛋白对小鼠脾淋巴细胞的增殖活

性*
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!继续培养
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振荡混匀后用酶标仪读取
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值!测出
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表示!应用
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软件进行单因素的方差分析(
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结
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果

!F#

!

猪
()*!

%

()*%

基因的
>HI
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琼脂糖凝胶电泳后!在凝胶成

像系统下观察!可见
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左右大小的清晰条

带!与预期的
3PG

片段大小相符"图
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#!连接
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载

体后测序结果与原序列进行比对!结果一致!信号肽

序列部分均已去除!起始密码子
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序

列添加成功!
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复性后进行促小鼠脾淋巴细胞增殖活性检测!结果
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度即可控制目的基因的表达!这一点比用诱导剂诱

导表达的系统要节省操作步骤和成本(为了高效表

达具有双重活性的
*+!#

和
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的融合表达及其产物的促淋巴细胞增殖活性

两种分子在肽链的折叠过程中互不干扰而发挥预想

的协同效应!本研究在参考相关文献*
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+的基础上稍
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是否能够得到真正具有两者双重活性的融合蛋白还

需要进一步的研究(
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以上!目的蛋白的大量表达以致形成了不

溶性的包涵体!虽然方便了提取纯化的步骤!给后续

的复性也带来了一定的难题(本试验使用了尿素和

人工合成的烷基阴离子去垢剂
Ed+

"十二烷基肌氨酸
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种方法溶解包涵体!与尿素相比
Ed+

的透析复

性过程简单便利!不需要进行梯度透析!透析复性后

的蛋白也具有很好的促淋巴细胞增殖活性(
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个不同浓度的
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值略低于生理盐水对照组!表明
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的生

物学活性存在一个剂量相关性!在临床应用中要注

意选择合适的剂量(
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本试验成功构建了重组表达质粒
)
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)

*+!&!#
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并在大肠杆菌中成功表达了猪
*+!#

和
*+!&

的融合

蛋白
)

*+&!*+#

!纯化&复性后在适当浓度时具有明

显的促小鼠淋巴细胞增殖活性!此研究结果为利用

该蛋白作为高效免疫增强剂的开发及产业化应用奠

定了良好的基础(
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