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摘
!

要!通过
)*+

方法扩增不含信号肽的鸡
,-!*./

成熟蛋白基因!克隆至原核表达载体
0

12!3#4

"

5

#!构建原

核表达质粒
0

3#,-!*./

!通过
6)2,

诱导重组鸡
,-!*./

蛋白表达!经镍离子亲和层析纯化后!用
-22

法检测表

达重组蛋白的生物学活性!并制备兔抗鸡
,-!*./

多克隆抗体(结果表明成功地构建了
0

3#,-!*./

原核表达质

粒!

.7.!)8,1

结果显示表达的重组蛋白约
3(9:

!主要以包涵体形式表达!纯化后得到高纯度目的蛋白(

;<=>!

<?@ABC>

结果表明!该重组蛋白能与制备的抗鸡
,-!*./

抗体特异性结合(

-22

试验证实!该重组蛋白具有明显

增强鸡骨髓细胞增殖的生物学活性%这些研究结果表明!表达的重组
DE,-!*./

蛋白及其多克隆抗体拥有相应的

生物学功能!这将为进一步研究鸡
,-!*./

蛋白的生物学功能及其应用奠定基础(
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粒细胞
!

巨噬细胞集落刺激因子是一种具有多

项潜能的造血生长因子!不仅能刺激造血祖细胞增

殖)分化和成熟并从骨髓向外周转移!而且还能活化

中性粒细胞)巨噬细胞)树突状细胞及其他单核细

胞!在细胞因子网络中占有重要地位!在免疫反应中

具有重要作用+
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,

(

!!

"JII

年
A:?

O

<==

等首次在小鼠肺组织培养上

清中发现一种能刺激粒细胞和巨噬细胞形成集落的

因子!并命名为
,-!*./

+

#

,

(

,-!*./

是可由人的

许多组织器官产生的糖基化蛋白!相对分子质量从

#3

到
#''9:

不等(

"JF&

年!

7<]4L4?><?

等首次利

用大肠杆菌表达系统成功表达了鼠的
,-!*./

蛋

白!并利用凝胶过滤层析纯化蛋白!用纯化蛋白免疫

家兔制备多克隆抗体!

;<=><?@ABC>

试验证实制备

抗体能与天然的鼠
,-!*./

蛋白特异性结合+

3

,

(

"JFF

年!

,?<<@X<?

O

等采用大肠杆菌表达系统成功

表达了人的
,-!*./

基因!相对分子质量约为
"(

9:

!并发现非糖基化的蛋白同样具有生物学活

性+

(

,

(在国内!舒邓群等在
#''&

年成功构建猪

,-!*./

基因的真核表达载体
0

,-!*./

!在体外

转染了
*\.!I

细胞!并用细胞表达产物进行
;<=>!

<?@ABC>

试验!结果表明
*\.!I

细胞表达产物能与

小鼠抗猪
,-!*./L8X

特异性结合+

&

,

(而关于鸡

,-!*./

基因的原核表达)表达产物活性检测等相

关基础研究!国内外未见报道(

!!

本研究以获得的四川山地鸡
,-!*./7P8

为

模板!

)*+

扩增获得鸡
,-!*./

基因表达片段!

亚克隆入表达载体!测序鉴定后!转化入大肠杆菌

经
6)2,

诱导表达!利用
PM!P28

琼脂糖凝胶柱对

表达重组蛋白进行纯化!制备兔抗鸡
,-!*./

蛋白

的多克隆抗体!并用
-22

法检测重组蛋白的生物

学活性!为下一阶段关于鸡
,-!*./

重组蛋白生物

学功能及其应用的研究奠定基础(

I

!

材料与方法

IJI

!

菌种与质粒

!!

大肠杆菌
7Q&

"

)

A]#"

)原核表达载体
0

12!3#4

"

5

#)

0

*E,-!*./

由四川大学动物疾病防控生物

工程研究中心提供(

IJ!

!

酶及主要相关试剂

!!

限制性核酸内切酶
C

1

0

#

)

B"++

$

)

2

(

连接酶)

7P8 -4?9<?

)

0

-7"F!2

载体)蛋白质相对分子质

量标准等购自大连宝生物"

24̂ 4+4

#有限公司%辣

根过氧化物酶标记羊抗鼠
6

O

,

和
78A

显色试剂盒

购自
268P,1P

公司%

PM!P28

购自
H68,1P

公

司%弗氏完全佐剂购自
.M

O

L4

公司%胶回收试剂盒

为上海华舜生物技术公司产品%新西兰大白兔由四

川农业大学实验动物中心提供(

IJK

!

引物设计

!!

利用
)?ML<?

基因分析软件!参照
8Y<?

T

等+

%

,发

表的鸡
,-!*./D7P8

基因序列设计
#

条引物
)"

)

)#

!可扩增不包含信号肽成熟蛋白区!分别在引物

&_

端插入
C

1

0

#

)

B"++

$

酶切位点(

)"

$

&_!**8!

,82*2,82,8**8*88*828*2**2,*2,*!

28*!3_

%

)#

$

&_!,*,8822*228,82,*8,2*!

222*2**2*2,,,8,*8*!3_

(引物由大连宝生

物工程有限公司合成(

IJ$

!

鸡
@A'>CE

基因的成熟蛋白编码区的扩增与

克隆

!!

对鸡
,-!*./

基因成熟蛋白编码区的
)*+

扩

增按以下程序进行$

J(`&LM@

%

J(`('=

!

&&`

('=

!

I#`3'=

!

3&

个循环%

I#`

延伸
&LM@

(

)*+

产物在
'GFa

琼脂糖凝胶进行电泳!凝胶回收目的

条带直接与
0

-7"F!2

载体连接!转化大肠杆菌

7Q&

"

感受态菌!抽提抗性质粒进行酶切鉴定!将阳

性重组质粒命名为
0

2!,-!*./

!并送大连宝生物

公司进行序列测定(

IJ%

!

鸡
@A'>CE

基因原核表达质粒的构建

!!

用
C

1

0

#

)

B"++

$

酶将
0

2!,-!*./

双酶切!凝

胶纯化后连入经同样酶切处理的
0

12!3#4

"

5

#载

体!转化大肠杆菌
7Q&

"

感受态菌!抽提质粒!经酶

切鉴定为阳性的命名为
0

3#,-!*./

!并将阳性重

组质粒送大连宝生物公司测序(

IJL

!

重组鸡
@A'>CE

蛋白在大肠杆菌中的诱导表达

!!

将阳性重组质粒
0

3#,-!*./

转化大肠杆菌

A]#"

"

713

#感受态细胞!挑取单菌落于
3I`

振荡

培养过夜"

"'

%

"&E

#!次日!将培养物以
"b"''

的

稀释度接种于含相应抗生素的新鲜
]A

液体培养基

中!于
3I`

振荡培养约
3E

!至
D<

%''@L

达到
'G%

时!

加入终浓度为
"G'LLCB

-

]

c"

6)2,

!继续培养
3

E

!离心收集菌体!以
.7.!)8,1

电泳检测重组蛋白

的表达(

IJ&

!

重组鸡
@A'>CE

蛋白表达产物的纯化

!!

离心收集
&''L]

诱导表达菌体!将菌体重悬

于适量的超声缓冲液"

&' LLCB

-

]

c"

2?M=!Q*B

0

QFG'

!

'G#LLCB

-

]

c"

1728

#中!加入溶菌酶至

%#I
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巨噬细胞集落刺激因子的原核表达及生物学活性分析

终浓度为
"L

O

-

L]

c"

!

3I`

作用
3'LM@

!置冰浴

中超声破碎细菌!

( "̀#'''?

-

LM@

c"离心
#'LM@

!

收集沉淀(将沉淀溶于
FLCB

-

]

c"尿素!

(`

溶解

过夜!然后
"#'''?

-

LM@

c"离心
"'LM@

取上清!

用镍离子金属螯合柱纯化蛋白!收集洗脱液!待

.7.!)8,1

分析后!合并含纯化洗脱蛋白质的组

分(

IJM

!

鸡
@A'>CE

蛋白的生物活性检测

!!

无菌采集
#'

日龄鸡胫骨内骨髓细胞!制备骨髓

细胞悬液!用
"%('

细胞培养液"含
&a

新生牛血清!

"''6d

-

L]

c"双抗#重悬细胞!调整细胞浓度为
&e

"'

&

-

L]

c"

!将细胞加入
J%

孔板内!每孔
"''

&

]

!

将纯化的表达产物加入试验孔!使其终浓度为
#&'

&

O

-

L]

c"

!并设阴性和空白对照(将
J%

孔板置于

3I`&a*\

#

培养箱培养
('

%

(FE

%每孔加入
#'

&

]3!

"

(

!

&

#

!

双甲基
!#!

噻唑
!

"

#

!

&

#

!

二苯基溴化四氮

唑蓝"

-22

#"

&L

O

-

L]

c"

#!再置
3I`&a*\

#

培

养箱培养
3

%

(E

%每孔加入
"''

&

]#'a.7.!'G'"

LCB

-

]

c"

Q*B

溶液!混匀!继续
3I`&a*\

#

培

养箱培养
3

%

(E

(以空白对照孔调零!波长
&I'

@L

测每个孔的
D<

值(计算增殖指数
.6

"增殖指

数
f

试验组的
!

&I'

*对照组的
!

&I'

#(

IJ#

!

鸡
@A'>CE

蛋白的
N5.4)6:=*.

分析

!!

取纯化的重组鸡
,-!*./

蛋白免疫成年新西

兰大白兔!常规制备多克隆抗体!

c#'`

冻存(

!!

将纯化的重组鸡
,-!*./

蛋白作
"&a

聚丙烯

酰胺凝胶电泳!然后电转到硝酸纤维素膜上进行

;<=><?@ABC>

检测!具体方法$将膜置
"a

牛血清

白蛋白"

A.8

#中
3I`

封闭
#E

!于兔抗鸡
,-!*./

多克隆抗体"

"b&''

稀释#中
3I`

温育
"G&E

!用

含
"a 2N<<@#'

的
2A.

漂洗
3

次!每次
&LM@

!于

二抗"羊抗兔
6

O

,!Q+)

!工作浓度为
"b#'''

#中
3I

`

温育
"E

!用含
"a2N<<@#'

的
2A.

漂洗
3

次!

每次
&LM@

!

78A

显色后观察结果(

!

!

结果与分析

!JI

!

鸡
@A'>CE

成熟蛋白编码区扩增与克隆

!!

抽提重组质粒经
C

1

0

#

)

B"++

$

双酶切!电泳

出现
#

条带$其中一条带为载体质粒!约
3'''X

0

!

另一条带为所克隆的
,-!*./

成熟肽编码区片段!

约
(''X

0

"图
"

#!与预期的大小一致(

!J!

!

鸡
@A'>CE

基因原核表达质粒的构建

!!

抽提筛选阳性质粒经
C

1

0

#

)

B"++

$

双酶切鉴

-$7P8

相对分子质量标准
6g

%

"$

0

,!

,-!*./

双酶切产物

-$7P8 L4?9<?6g

%

"$

0

,!,-!*./VM!

O

<=><VNM>EC

1

0

#

*

B"++

$

图
I

!

3

@'@A'>CE

的
!

"

#

!

和
$%&O

"

双酶

切鉴定结果

E/

B

JI

!

O458=.*9

3

@'@A'>CE7/

B

45.47F

-

!

"

#

!

%

$%&O

"

定!电泳后出现约
(''

和
%'''X

0

#

个片段"图
#

#!

与预期大小一致(阳性重组质粒
0

3#,-!*./

的测

序结果表明
,-!*./

基因已正确插入到表达质粒

0

12!3#4

"

5

#中!无突变和移码(

-$7P8

相对分子质量标准
6g

%
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收集诱导后的菌体!加
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上样缓冲液处理后

进行
.7.!)8,1

电泳!用考马斯亮蓝染色鉴定!融

合表达产物的相对分子质量约为
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蛋白相对分子质量约
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基因大肠杆菌表
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!!

通过镍离子金属螯合柱对重组鸡
,-!*./

蛋

白进行纯化!

.7.!)8,1

分析发现在约
3(9:

处有

"

条清晰的条带!显示了目的蛋白良好的纯化效果
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蛋白生物活性测定
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骨髓细胞增殖试验表明鸡
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重组蛋白

具有明显促进鸡骨髓细胞增殖的生物学活性!增殖

指数"
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#达到了
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分析
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以制备的兔抗鸡
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蛋白多克隆抗体进

行
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分析!结果显示在相对分子质量
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条明显的显色带!表明鸡
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蛋白能与制备的兔抗鸡
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具有多种生物学活性!它可诱导造血

前体细胞分化增殖!维持造血前体细胞和成熟血细

胞"粒细胞系和单核细胞系#的存活!增强中性粒细

胞和巨噬细胞的吞噬和杀伤功能!促进嗜酸性粒细

胞的杀伤活性!诱导树突状细胞成熟+

I

,

!并向疫苗注

射部位集聚+

F

,

!使其具有明显的增强疫苗免疫反应

的作用(目前!

,-!*./

已被广泛应用于器官移

植)肿瘤病治疗和疫苗佐剂等研究+

J!"#
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(国内研究

证明
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对生长抑素
7P8

疫苗有一定的免疫

增强作用+
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,
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目前!人和鼠的
,-!*./

基因已在大肠杆菌表

达系统实现表达!相对分子质量约
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(而对于

鸡
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基因的原核表达)生物学活性的相关研
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巨噬细胞集落刺激因子的原核表达及生物学活性分析

!!

作者利用本实验室克隆成功的鸡
,-!*./

基

因为模板!通过
)*+

)酶切等方法!成功构建了鸡

,-!*./

基因的原核表达载体!并在大肠杆菌中成

功地进行高效表达(针对温度)

6)2,

浓度)诱导时

间等影响
BG"+0(

中蛋白表达量的因素进行摸索!以

期达到高效表达
,-!*./

蛋白(结果表明
3I`

条

件下!

"LLCB

-

]

c"的
6)2,

诱导浓度)

(E

诱导时

间效果最好!蛋白质表达量最高(对蛋白的可溶性

分析发现!在
#3

%

3&`

!表达蛋白都主要以包涵体

的形式存在!尽管包涵体具有富集目标蛋白质)抗蛋

白酶)对宿主毒性小等优点!但包涵体蛋白质的复性

率一般都很低!这大大增加了基因工程产品的制造

成本(因此!作者下一步将考虑更换表达载体)利用

信号肽序列)融合伴侣等因子来提高重组
,-!*./

蛋白的可溶性!为重组
,-!*./

蛋白进一步应用奠

定基础(

!!

为了验证试验所获得
,-!*./

重组蛋白及兔

抗鸡
,-!*./

多克隆抗体的生物学功能!作者进行

了
-22

试验和
;<=><?@ABC>

试验(

-22

试验表

明大肠杆菌表达的重组鸡
,-!*./

蛋白具有促进

鸡骨髓细胞增殖的生物学活性(

;<=><?@ABC>

分析

显示制备的多克隆抗体与表达重组蛋白能特异性结

合!表明表达的重组蛋白具有免疫反应性(这些结

果对于新型鸡用免疫佐剂的研发具有重要意义!同

时也为进一步研究鸡
,-!*./

的生物学功能等提

供重要的理论依据及实验材料(
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