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摘　要：旨在克隆和表达林麝ＩＬ１β，为其用于林麝疾病的防治奠定基础。从林麝外周血单核细胞中提取总ＲＮＡ，

ＲＴＰＣＲ扩增ＩＬ１β（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β）基因。将ＩＬ１β成熟肽编码序列连接到ｐＥＴ３２ａ（＋）原核表达载体进行表达，

纯化目的蛋白并检测其生物学活性。序列分析表明，林麝ＩＬ１β开放阅读框（ＯＲＦ）长８０１ｂｐ，编码２６６个氨基酸，

且在反刍动物中高度保守。ＩＰＴＧ诱导林麝ＩＬ１β融合蛋白（ＭＢｒＩＬ１β）表达，得到约３５ｋｕ的目标带，且大部分以

可溶形式存在。对上清蛋白分离纯化得到约３５ｋｕ的单一条带。细胞增殖试验结果显示，林麝ＩＬ１β融合蛋白能

明显促进小鼠成纤维细胞（Ｌ９２９）增殖，表明其具有生物学活性。运用大肠杆菌表达系统可高效可溶性表达具有生

物学活性的 ＭＢｒＩＬ１β融合蛋白。
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数量锐减，现已为我国一级珍惜保护动物［１］。近年

来人工圈养成为增加林麝种群数量的一个重要手

段，虽取得一定成效，但仍存在很多制约因素，其中

以细菌感染而引发的各种传染病为主［２］，因此对这

些疾病的防御和治疗成为当前麝类保护工作的首要

任务。

ＩＬ１β是ＩＬ１家族的重要成员，主要由活化的

巨噬细胞和血液单核细胞产生，是体液免疫反应的

启动因子［３］。研究发现，所有ＩＬ１β蛋白质在其Ｃ

末端均含有１个保守序列（ＦＣ）ｘＳ（ＡＳＬＶ）ｘ（２）

Ｐｘ（２）（ＦＹＬＩＶ）（ＬＩ）（ＳＣＡ）Ｔｘ（７）（ＬＩＶＭ），

Ｋ．Ｈｏｆｍａｎｎ等
［４］将其定义为ＩＬ１家族的标志。

ＩＬ１β首先以蛋白前体（ｐｒｏＩＬ１β）的形式合成，由

于缺少疏水的信号肽，不能分泌到细胞外，故不具备

生物学活性，必需经ＩＬ１β转化酶（ＩＣＥ）剪切，成为

成熟肽后才能发挥其功能［５］。ＩＬ１β在病菌引起的

身体防御、炎症反应、免疫应答和组织损害等免疫过

程中具有重要作用［６］。同时ＩＬ１β作为一个重要的

介炎因子，在炎症反应中可诱导和增强其他许多与

炎症相关的功能基因的表达，特别是细胞因子的表

达［７］。在人和其他物种中，ＩＬ１β已用于病毒性感染

和肿瘤等多种疾病的临床治疗，但由于种属差异性

较大，现有的人和小鼠ＩＬ１β临床制剂无法用于林

麝的疾病治疗。

本研究对林麝ＩＬ１β基因进行克隆，并成功表

达出了具有生物学活性的林麝ＩＬ１β融合蛋白，为

实现ＩＬ１β对林麝免疫疾病的防治奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

林麝外周血样采自四川省理县米亚罗林麝养殖

场。

１．２　方法

１．２．１　林麝外周血淋巴细胞分离及总ＲＮＡ提取

　　于林麝外周静脉采血，用人淋巴细胞分离液分

离外周血淋巴细胞，在１０μｇ·ｍＬ
－１的ＣｏｎＡ诱导

下，３７℃培养４８ｈ，ＴＲＩｚｏｌ法抽提总 ＲＮＡ，利用

ＴａＫａＲａ反转录试剂盒将ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，存

于－８０℃超低温冰箱待用。

１．２．２　林麝ＩＬ１β基因的ＰＣＲ扩增及序列分析　

　根据水牛ＩＬ１β基因的ｃＤＮＡ全序列设计１对引

物 （Ｆ１：５′ＡＴＧＧＣＡＡＣＣＧＴＡＣＣＴＧＡＡＣＣ３′，

Ｒ１：５′ＧＧＧＡＧＡＧＡＧＧＧＴＴＴＣＣＡＴＴＣ３′）进行

ＰＣＲ扩增。纯化扩增片段并将该片段克隆到

ｐＭＤ１９Ｔ载体上，随后转化犈．犮狅犾犻ＪＭ１０９，菌落

ＰＣＲ鉴定阳性克隆后送华大基因（ＢＧＩ）测序。利用

在线分析软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｔｏｏｌｓ／）分

析林麝ＩＬ１β蛋白基本特征。本研究用到的ＩＬ１β
基因序列ＧｅｎＢａｎｋ登录号见表１。

表１　序列分析所用犐犔１β序列的犌犲狀犅犪狀犽登录号

犜犪犫犾犲１　犌犲狀犅犪狀犽犪犮犮犲狊狊犻狅狀狀狌犿犫犲狉狅犳犐犔１β狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犪犾狔狕犲犱

物种Ｓｐｅｃｉｅｓ 名称Ｃｏｍｍｏｎｎａｍｅ ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

林麝犕狅狊犮犺狌狊犫犲狉犲狕狅狏狊犽犻犻 Ｆｏｒｅｓｔｍｕｓｋｄｅｅｒ ＫＣ４１７３４３

马鹿犆犲狉狏狌狊犲犾犪狆犺狌狊 Ｒｅｄｄｅｅｒ ＡＡＡ６２２３４

水牛犅狌犫犪犾狌狊犫狌犫犪犾犻狊 Ｗａｔｅｒｂｕｆｆａｌｏ ＡＡＲ９９０５４

非洲水牛犛狔狀犮犲狉狌狊犮犪犳犳犲狉 Ａｆｒｉｃａｎｂｕｆｆａｌｏ ＢＡＪ１１６０７

绵羊犗狏犻狊犪狉犻犲狊 Ｓｈｅｅｐ ＮＰ＿００１００９４６５

牛犅狅狊犜犪狌狉狌狊 Ｃａｔｔｌｅ ＮＰ＿７７６５１８

白鲸犇犲犾狆犺犻狀犪狆狋犲狉狌狊犾犲狌犮犪狊 ＢｅｌｕｇａＷｈａｌｅ ＡＦ３２０３２２

猪犛狌狊狊犮狉狅犳犪 Ｐｉｇ ＮＰ＿００１００５１４９

１．２．３　林麝ＩＬ１β原核表达及目的蛋白的分离纯

化　　根据林麝ＩＬ１β成熟肽编码序列设计原核表

达引物（Ｆ２：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＧＣＡＧＣＣＧＧＣＡＧＴ

ＣＡＧＴＡ３′，Ｒ２：５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＧＧＡＧＡ

ＧＡＧＧＧＴＴＴＣ３′），引物上分别添加 犈犮狅ＲＩ和

犡犺狅Ｉ酶切位点（下划线表示）。ＰＣＲ扩增片段和

５３７１
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ｐＥＴ３２ａ（＋）分别进行双酶切，连接后转化ＪＭ１０９

感受态细胞，筛选阳性克隆并测序鉴定。将构建成

功的ｐＥＴ３２ａ（＋）ＩＬ１β载体转化ＢＬ２１感受态细

胞，菌落ＰＣＲ及酶切鉴定后，将菌液接种于新鲜的

含氨苄青霉素（１００μｇ·ｍＬ
－１）的ＬＢ液体培养基

中，３７℃、２４０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养至菌液ＯＤ６００ｎｍ值

为０．４时，加入ＩＰＴＧ（异丙基βＤ硫代吡喃半乳糖

苷）至终浓度为０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，１６℃诱导过夜。

收集诱导后的菌体，ＰＢＳ溶液重悬，加溶菌酶至终

浓度为１ｇ·Ｌ
－１，冰浴条件下超声破碎，１００００犵、４

℃离心１０ｍｉｎ，收集上清。用 Ｈｉｓ亲和层析柱 Ｎｉ

ＮＴＡＡｇａｒｏｓｅ对上清蛋白进行纯化，杂蛋白洗脱液

（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，５０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｐＨ７．０）洗去杂蛋白，目的蛋白

洗脱液（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＴｒｉｓＨＣｌ，５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ，３００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｐＨ７．０）洗脱得到

ＭＢｒＩＬ１β融合蛋白。用 ＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａ１５超滤管

对 ＭＢｒＩＬ１β融合蛋白进行浓缩，紫外分光光度计

测定其浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ对全菌、上清和纯化后蛋

白进行分析。

１．２．４　融合蛋白生物学活性检测　　复苏小鼠Ｌ９２９

细胞，培养４８ｈ后调节细胞浓度至２×１０５ 个·ｍＬ－１。

将该细胞悬液加至９６孔板中，１００μＬ·孔
－１；然后加

入 ＭＢｒＩＬ１β融合蛋白，使其终浓度分别为１、１０、

１００ｎｇ·ｍＬ
－１，不加 ＭＢｒＩＬ１β蛋白组作为阴性对

照。加好后置３７℃培养５６ｈ，加入 ＭＴＴ（四甲基偶

氮唑盐），让其终浓度为１ｍｇ·ｍＬ
－１，继续培养４ｈ，

吸去上清，加入ＤＭＳＯ（二甲基亚砜），１５０μＬ·孔
－１，

吹打混匀后用酶标仪检测Ａ５７０ｎｍ值。按照下式计算

细胞增殖率，细胞增殖率＝（ＯＤ试验组－ＯＤ阴性对照组）／

ＯＤ阴性对照组。

２　结　果

２．１　林麝犐犔１β基因的克隆及序列分析

图１为林麝ＩＬ１βＰＣＲ产物电泳检测图。测序

结果表明，林麝ＩＬ１β开放阅读框长８０１ｂｐ，编码

２６６个氨基酸残基，蛋白分子质量为３０．５ｋｕ，将该

序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ，获得登录号为 ＫＣ４１７３４３。林

麝ＩＬ１β成熟区编码序列长４６２ｂｐ。

ＩＬ１β序列比对和各功能位点预测结果如图２

所示。序列比对显示林麝ＩＬ１β基因和其他哺乳动

物一样，Ｎ端没有信号肽序列，在１１３～１１４氨基酸

之间有１个ＩＣＥ切割位点。切割后其成熟肽含１５３

个氨基酸残基，分子质量为１７．６４ｋｕ，等电点６．９６。

序列比对结果显示，林麝ＩＬ１β与赤鹿、水牛、非洲野

牛、牛和羊基因氨基酸序列同源性分别为９４．０％、

９５．９％、９５．５％、９４．４％和９４．４％，表明该基因在反

刍动物中高度保守；与白鲸和猪的同源性分别为

７６．７％和７０．３％。林麝ＩＬ１β有６个保守的半胱氨

酸残基（Ｃｙｓ）分别在３４、１１２、１２１、１３７、１５６和１８４位

点上，１个潜在的Ｎ端糖基化位点在５８位上。与其

他反刍动物相比，第１６、１４６、２４０位的氨基酸是林麝

ＩＬ１β基因所特有的，这是否具有特殊意义，还有待

进一步研究。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准ＤＬ２０００；１．ＩＬ１β开放阅读

框序列；２．ＩＬ１β成熟肽编码序列

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．ＴｈｅＯＲＦｏｆＩＬ１β；２．Ｔｈｅｍａ

ｔｕｒｅｅｎｃｏｄｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＩＬ１β
图１　林麝犐犔１β犘犆犚产物电泳检测

犉犻犵．１　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犐犔１β犳狉狅犿犕狅狊犮犺狌狊犫犲狉犲狕狅狏狊犽犻犻

２．２　林麝犐犔１β的原核表达及融合蛋白的纯化

ＩＰＴＧ诱导结束后收集表达菌体，ＳＤＳＰＡＧＥ

分析融合蛋白表达情况（图３）。结果显示，表达菌

在３５ｋｕ有１条特异带，大小与预期相符，其中

ｐＥＴ３２ａ（＋）载体上的标签Ｔｒｘ和 Ｈｉｓ大小约为１８

ｋｕ，ＩＬ１β成熟肽约为１７ｋｕ，说明成功表达ＭＢｒＩＬ

１β融合蛋白。菌液经超声破碎后，收集上清蛋白，对

该融合蛋白表达形式进行分析，结果显示融合蛋白部

分存在于上清中，以可溶形式存在。上清蛋白经纯化

后，ＳＤＳＰＡＧＥ显示在３５ｋｕ处有单一条带，表明分

离纯化成功，得到了特异的 ＭＢｒＩＬ１β融合蛋白（图

３）。蛋白溶液浓缩后测得其浓度为３．８ｇ·Ｌ
－１。

２．３　融合蛋白生物活性检测

ＭＴＴ法细胞增殖试验结果显示，纯化后的

ＭＢｒＩＬ１β蛋白能促进Ｌ９２９细胞增殖，促进效果有

显著统计学意义（犘＜０．０１）。在１～１００ｎｇ·ｍＬ
－１

浓度范围内增殖效果和蛋白浓度呈正相关，表现出

明显的剂量依赖性（图４）。

６３７１



　１１期 邹丹丹等：林麝ＩＬ１β基因的克隆、表达及生物学活性检测

△．表示糖基化位点；．表示保守半胱氨酸位点；↓．所示处为ＩＣＥ剪切位点；灰色区域为成熟ＩＬ１β多肽的１５３
个氨基酸

△．ＴｈｅｔｒｉａｎｇｌｅｉｎｄｉｃａｔｅｐｏｔｅｎｔｉａｌＮｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ；．Ｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｉｎｄｉｃａｔｅｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓ；↓．Ｔｈｅ

ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅＩＣＥｃｕｔｓｉｔｅ；ＴｈｅｇｒｅｙａｒｅａｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｍａｔｕｒｅＩＬ１βｐｅｐｔｉｄｅ
图２　林麝犐犔１β蛋白与其他物种序列比对分析

犉犻犵．２　犃犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犐犔１β狅犳犕狅狊犮犺狌狊犫犲狉犲狕狅狏狊犽犻犻狑犻狋犺狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．ＩＰＴＧ诱导后的全菌

蛋白；２．上清蛋白；３、４．纯化后 ＭＢｒＩＬ１β蛋白（３是４０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１的咪唑洗脱杂蛋白，４是５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的咪

唑洗脱杂蛋白）

Ｍ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍ

ｃｒｕｓｈｅｄｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧ；２．Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｒｏｍ

ｃｒｕｓｈｅｄｃｅｌｌｓ；３，４．ＰｕｒｉｆｉｅｄＭＢｒＩＬ１βｐｒｏｔｅｉｎｓ
图３　融合蛋白犛犇犛犘犃犌犈分析

犉犻犵．３　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狉狅狋犲犻狀犲狓狋狉犪犮狋犲犱犳狉狅犿狋犺犲

犈．犮狅犾犻

３　讨　论

ＩＬ１β序列比对发现，所有的反刍动物均有６个

保守的半胱氨酸残基、１个 Ｎ糖基化位点，半胱氨

酸残基形成的二硫键对于蛋白质成熟肽的形成和分

泌有重要作用［８］，糖基化位点对于信号转导、蛋白质

稳定性及功能发挥具有重要意义［９］，这些区域的重

要功能决定了其在反刍动物中的保守性。Ｊ．Ｃａｒｌ

等［１０］对人ＩＬ１β进行结构功能分析，发现了影响该

基因活性的氨基酸残基位点和受体结合位点，人

ＩＬ１β成熟肽含有 ３ 个特殊结构域，其中包括

Ａｒｇ
１１７、Ｃｙｓ

１２１、Ａｒｇ
１２４、Ｈｉｓ１４３、Ｃｙｓ

１８４、Ｇｌｕ２０９、Ｔｒｐ
２３３

和Ａｓｐ
２５８氨基酸残基。因为这些氨基酸残基对于

ＩＬ１β功能的发挥具有重要作用，因此他们在哺乳

动物中非常保守。但序列比对发现在反刍动物、猪

和白鲸的ＩＬ１β序列中，１１７和１２４号位不带电的谷

氨酸代替了带电荷的精氨酸。这表明反刍动物ＩＬ

１β与猪、白鲸的遗传进化关系更近，它们之间具有

较强的交叉生物学活性。林麝ＩＬ１β生物制剂可能

也适用于它们细菌性疾病的防治，为这些濒危动物

和经济动物的保护奠定基础。

．犘＜０．０５；．犘＜０．０１
图４　不同浓度 犕犅狉犐犔１β蛋白对犔９２９细胞增殖的影响

犉犻犵．４　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱狅狊犲狊狅犳犕犅狉犐犔１β狆狉狅狋犲犻狀

狅狀狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犔９２９犮犲犾犾

由于ＩＬ１β成熟肽不需要糖基化修饰就具有生

物学活性，因此本研究选用大肠杆菌表达体系来实
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现目的蛋白的表达［１１］。已有研究表明，ＩＬ１βＣ端

的１５３个氨基酸多肽是决定其生物学活性的区

域［１０］，因此本试验克隆了林麝ＩＬ１β成熟肽序列并

对其进行表达。由于大肠杆菌表达速度快，不能对

表达的真核蛋白进行翻译后修饰和正确的折叠，所

以大部分融合蛋白都是以包涵体的形式存在，不具

备生物学活性［１２］。为了让融合蛋白以具有活性的

可溶的形式表达，本试验对表达条件进行了分析和

研究。研究发现，诱导剂ＩＰＴＧ的浓度和表达温度

是影响融合蛋白可溶性的关键因素。降低诱导剂浓

度和温度能降低融合蛋白表达速度，让其更好的折

叠从而增加其可溶性。另外，有研究表明，带有

狋狉狓犅／犵狅狉突变型的菌株比只有狋狉狓犅 突变型的菌株

更有利于融合蛋白的可溶表达；在诱导剂的选择上，

因为乳糖对细胞没有毒性，所以比ＩＰＴＧ更适合作

为诱导剂；另外载体上的ＧＳＴ标签也能增加融合蛋

白的可溶性［１３］。研究显示，氨基酸同源性为６０％是

物种间存在交叉生物学活性的阈值［１４］，林麝与小鼠

间为６１．２％，且它们β折叠区氨基酸序列更为保守，

因此本研究采用小鼠Ｌ９２９细胞来检测 ＭＢｒＩＬ１β的

生物学活性。研究报道，ＩＬ１β在体外试验中的用量

为１０ｎｇ·ｍＬ
－１［１５］，本研究测得１０ｎｇ·ｍＬ

－１的 ＭＢ

ｒＩＬ１β蛋白能够明显促进淋巴细胞增殖，因此可以满

足后续研究需要。

４　结　论

本试验克隆了林麝ＩＬ１β基因，并在大肠杆菌

中成功表达其可溶性的成熟肽，利用 Ｈｉｓ亲和层析

柱对融合蛋白进行分离纯化，淋巴细胞增殖试验证

明纯化后的融合蛋白具有生物学活性，为实现ＩＬ１β
对林麝免疫疾病的防治奠定基础。
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