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新型融合基因 hIFNα1-CB在大肠杆菌中表达
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　　摘　要　目的　构建人干扰素α1和抗菌肽 B的融合蛋白表达质粒 p HC,并初步研究融合蛋白的抗病毒活性。方

法　重组质粒 p HC转化 E . coli JM 83,温控诱导表达 , SDS-PAGE制备蛋白质 ,病变抑制法测定其抗病毒比活性。结果

　得到分子量约为 21 ku的目的蛋白 ,抗病毒比活性为 2. 62× 106 IU /mg。结论　成功构建了融合蛋白表达质粒 pHC,

重组蛋白的构象及 C-端的 β位酰胺化等因素可能影响重组蛋白的生物学活性。
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　　干扰素 ( Interferon , IFN )主要分为 α-IFN ,β -

IFN,ω-IFN和γ-IFN。干扰素有广谱的抗病毒活性、

抗肿瘤作用和免疫调节功能。 抗菌肽 ( Antibacterial

Peptide, AP)最早在昆虫体内发现 ,是昆虫免疫应答

的产物 ,迄今已从动物界不同组织中分离和鉴定出

100多种具有抗菌作用的肽类物质。 Cecropins是其

中一种 ,亦称为天蚕素。抗菌肽分子量小、热稳定、水

溶性好 ,具有抗菌、抗病毒和杀伤肿瘤细胞的功能 ,而

不破坏人体正常细胞。基于它的这种选择性效应和分

子无抗原性的特点 ,抗菌肽可望成为新一代的抗菌、

抗病毒、抗肿瘤的药物。然而 ,天然抗菌肽来源十分困

难 ,不能满足研究和临床应用的需要 ,通过基因工程

技术生产抗菌肽已成为人们普遍关注的焦点。

由于人干扰素、抗菌肽在医学研究方面有着不可

估量的前景 ,国内外学者通过各种途经研制干扰素和

抗菌肽。重组的 hIN Fα十多年前就用来治疗某些肿

瘤
[1 ]
。近年来 ,我国病毒基因工程国家重点实验室利

用噬菌体显示技术改造人干扰素 α1,得到高受体结

合能力和高比活性的新人干扰素 α1
[2, 3 ] ;天然抗菌肽

和抗菌肽的类似物的研究更是层出不穷。 早在 1987

年 , Jaynes等就报道将修饰过的天蚕素 B基因以融

合蛋白的方式在大肠杆菌中表达。我国的谢维 [4 ]等也

积极寻找更高活性的抗菌肽 ,他们的研究还证明抗菌

肽与其它因子融合 ,抗菌肽的抗菌作用受到抑制。受

他们启发 ,我们选择自然界中活性最强的抗菌肽 B

( CB) cDN A与人干扰素α1 cDN A融合 ,构建融合蛋

白表达质粒 ,通过大肠杆菌表达 ,以期得到具更强抗

病毒、抗肿瘤活性的药物。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌种、质粒　E. coli JM83东南大学医学院生

化教研室保存 , pUCNde-h IFNα1、 pUCNde-CB由本

室构建 ,分别克隆有 h IFNα1和 CB cDNA; pBV 220

原核表达质粒 ,含有λ噬菌体启动子 PR PL ,由南京军

事医学研究所张林元教授馈赠。

1. 1. 2　工具酶　内切酶、 T4连接酶购自大连宝生物

工程公司。

1. 2　方　法

1. 2. 1　 DNA操作　 DNA提取、酶切、电泳、回收、纯

化方法见《分子克隆》 (金冬雁等译 )。

1. 2. 2　重组表达质粒 pHC诱导表达　接种转化有

pHC的 E. coli JM 83单菌落至 1. 5ml LA(含有 80

μg /ml氨苄青霉素的 LB液体培养基 ) , 30℃培养过

夜 ,转 1 ml过夜培养菌至 40 ml LA, 30℃振荡培养

至 OD600≈ 0. 4后转至 40℃摇床诱导表达。分别取诱

导 1, 2, 3, 4 h菌液 1 ml,离心收集菌体 ,加 1× SDS

凝胶加样缓冲液 100μl,混匀 ,沸水浴 5 min,取 15μl

行 6% ～ 20%梯度 SDS-PAGE,考马斯亮蓝 R250染

色。

1. 2. 3　包涵体制备　收集 40℃诱导 3 h的 600 ml
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培养液中菌体 ,溶于 50mmol /L Tris-Cl ( pH 8. 0) , 1

mmol /L EDTA, 100 mmol /L NaCl裂解缓冲液中 ,

加 PM SF至终浓度为 0. 5 mmol /L ,超声破碎细胞 ,

离心 ,洗涤缓冲液 ( 50 mmol /L Tris-Cl [pH 8. 0 ] , 1

mmol /L EDTA, 100 mmol /L NaCl, 0. 5% Triton X-

100)漂洗 ,沉淀即为包涵体。

1. 2. 4　融合蛋白快速纯化　漂洗后的包涵体加 6

m l 1× SDS凝胶加样缓冲液 , 42℃温浴溶解包涵体 ,

溶解后的包涵体蛋白拟 6%～ 20%梯度制备性 SDS-

PAGE,凝胶用预冷的含 0. 25 mol /L KCl和 1

mmol /L D TT的染色液染色 ,切取目的蛋白条带 ,置

于硅化的玻璃管中。用 1mmol /L DTT漂洗 ,研碎胶

条 ,加 3倍体积的浸提缓冲液 ( 50 mmo l /L Tris-Cl

[pH 8. 0 ]、 0. 1% SDS、 0. 1 mmol /L EDTA、 5 mmol /

L DT T、 150 mmo l /L NaCl )洗脱 ,离心 ,取上清 ;用 4

倍体积的预冷 (- 20℃ )丙酮沉淀蛋白 ;所得沉淀以含

6mol /L盐酸胍的稀释缓冲液 ( 50 mmol /L Tris-Cl

[pH8. 0] , 0. 1 mmol /L EDT A, 1 mmo l /L DT T, 150

mmol /L NaCl, 20%甘油 )溶解 ;加 20倍体积的稀释

缓冲液 ,室温过夜复性 ;重新装入透析袋 ,用稀释缓冲

液透析 ;适当浓缩。 取适量拟 6% ～ 20%梯度 SDS-

PAGE,观察重组蛋白纯度。

1. 2. 5　抗病毒活性检测　按文献方法进行
[5 ]
。 采用

V SV-W ISH系统进行 ,抗病毒活性测定采用病变抑

制法 ,以 50%保护的稀释度为终浓度 ,并用标准干扰

素校正。

2　实验结果

2. 1　重组质粒 pBV220-h IFNα1-CB的构建

pBV 220用 EcoRⅠ /Bam HⅠ 双酶切 ,去掉两酶

切位点间约 10bp的小片段 ,使其线性化。 pU CNde-

h IFNα1用 EcoRⅠ /NdeⅠ 双酶切分离出约 490bp

h IFNα1 cDN A片段 ; pU CNde-CB用 NdeⅠ / Bam H

Ⅰ双酶切分离出约 130bp CB cDN A片段。将这两个

基因片段与线性化的 pBV 220重组 ,连接后转化 E.

coli JM 83。整个重组表达质粒构建如图 1。由于线性

化后的 pBV 220不可能自身环化 ,因此理论上讲

Amp抗性菌落应含有所需要的重组质粒。 为此 ,从

Amp

Fig 1. Cons t ruction of exp ression v ector pHC
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抗性菌落抽提质粒进行酶切分析 (图 2) ,经 EcoRⅠ

酶切后片段约 4. 2 kb (泳道 4) ,此为空载体及

h IFNα1 cDN A和 CB cDNA之和 ;经 EcoRⅠ /Bam H

Ⅰ 双酶切后 ,除产生 3. 6kb的空载体之外 ,还出现了

580 bp的小片段 (泳道 5) ,此即为所克隆的 hIFNα1-

CB DNA,测序正明与文献报道一致。 这些结果表明

我们获得了插入有融合基因 h IFNα1-CB的重组表达

质粒 pBV220-hIFNα1-CB,将其命名为 pHC。

M: Lam bda DN A /Hind Ⅲ ; Lane1: pBV220; Lane2: pHC; Lane3:

pBV 220 /EcoR .Ⅰ ; Lane4: pHC /E coRⅠ ; Lane5: pHC /EcoRⅠ + Bam H

Ⅰ

Fig 2. Res triction Analysi s of pHC

2. 2　重组质粒 pHC的诱导表达

pHC是温控表达质粒 ,由噬菌体的强启动子

PRPL启动转录。 PRPL受温度敏感性阻遏蛋白调

控 ,通常选择 42℃进行诱导表达 ,但我们发现就 pHC

而言 40℃诱导效果要好于 42℃ ,可能的原因是目的

蛋白在 42℃时稳定性差 ,易被宿主菌降解。图 3是

h IFNα1-CB融合基因在大肠杆菌中表达分析 ,诱导

1, 2, 3, 4 h后可见约 21 kD的蛋白带 (泳道 1, 2, 3,

4) ,与设计的大小相符合 ,而未诱导的样品缺乏此条

带 (泳道 0) ,因此 ,此诱导带即为目的蛋白。融合蛋白

经初步定位 ,主要以包涵体形式存在。

2. 3　目的蛋白纯化

　　制备性 SDS-PAGE纯化包涵体中目的蛋白 ,经

变性、复性后 ,取约 3μg样品电泳检测 ,结果见图 5。

重组蛋白的纯度达 70%。

M: Protein molecular w eight Marker; Lane 0: w ithout induction; Lane

1, 2, 3 and 4: 1, 2, 3 and 4 h af ter thermal induction respectiv ely.

Fig 3. SDS-PAGE analysis of h IFNα1-CB ex pres sion in E . col i

M: Protein molecular w eigh t Marker; Lane 0: wi th out ind uction; Lane

3: 3 h af ter induction; Lane 1: Pu rif ied fusion p rotein.

Fig 4. Fusion protein pu rif ied b y preparat ive SDS-PAGE

2. 4　抗病毒活性检测

2. 4. 1　以抗病毒作用为指标 ,分析 hIFNα1- CB融

合蛋白生物学活性 ,结果见表 1。

Tab 1. Ex amine protective p ercentag e(% ) of fusion protein antivi ral activity b y CPE

Samples
Dlu tion 4- 1

A B C

4- 2

A B C

4- 3

A B C

4- 4

A B C

4- 5

A B C

4- 6

A B C

4- 7

A B C

4- 8

A B C

Standard IFNα1 0 4 100 1 3 92 1 3 83 2 2 64 2 2 45 2 2 27 3 1 8 4 0 0

Purifi ed h IFNα1-CB 0 4 100 0 4 100 1 3 92 1 3 82 2 2 60 2 2 40 3 1 18 3 1 8

　　 A: Abnormal averag e( per w ell) B: Normal average( per w el l) C: Protect ive percentage
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2. 4. 2　当融合蛋白稀释至 4- 55时 ,能保护半数细胞

免受攻击病毒损害 ,经标准品修正 ,包涵体中经过纯

化的融合蛋白比活性 2. 62× 10
6
IU /mg,结果见表 2。

Tab 2. Dis tance rat io of sample

Sample standard IFNα1 purif ied h IFNα1-CB

Dis tance ratio 0. 74 0. 5

　　表 2表示当融合蛋白稀释到 4
- 5. 5
时 ,能保护半

数细胞免受攻击病毒损害 ,经标准品修正 ,包涵体中

经过纯化的融合蛋白比活性 2. 62× 106 IU /mg。

3　讨　论

表达质粒 pBV220是温控诱导表达载体 ,是我国

张智清等构建。我们通过特异的引物对人干扰素α1

进行改造 ,氨基端去掉信号肽序列 ,羧基端去掉 11个

氨基酸 ,这种分子改造不影响干扰素的活性 [ 6]。

h IFNα1 cDN A和 CB cDNA以特定方向连接至酶切

线性化的 pBV 220。PRPL启动子下游 Eco RⅠ位点连

接 h IFNα1 cDN A 5′端 , hIFNα1 cDN A 3′端 NdeⅠ位

点连接 CB cDNA 5′端 , CB cDN A 3′端 Bam HⅠ 位点

连接至线性化的 pBV 220另一端 ,这样构建了重组表

达质粒 pHC。两个片段拼接后大小为 588bp,编码

195个氨基酸的融合蛋白 ,分子量约为 21 ku, 1～ 156

为干扰素氨基酸序列 ; 159～ 195为抗菌肽氨基酸序

列 ;连接部位两个氨基酸分别是组氨酸和蛋氨酸 ,即

CAT ATG( NdeⅠ 识别位点 )所编码的序列。 我们将

pHC导入 E. col i JM 83菌株 , 40℃诱导表达 ,制备性

SDS-PAGE纯化融合蛋白 ,根据卫生部标准 ,初步研

究了融合蛋白抗病毒活性 ,比活性为 2. 62× 10
6
IU /

mg。活性相对较低的原因可能有以下几点:①人干扰

素α1有五个 Cys,形成两个二硫键 ,其中 29～ 139之

间的二硫键维持人干扰素 α1的天然结构和热稳定

性 ,对干扰素α1的抗病毒活性至关重要
[6 ]
,融合蛋白

复性时一些因素如 DTT可能影响二硫键的正确形

成。②有人认为 C-端酰胺化是抗菌肽完整功能所不

可缺少的
[7 ]
,为了模拟天然抗菌肽 ,解决 E . coli无翻

译后酰胺化修饰之问题 ,我们在终止密码前设计一个

天冬酰胺密码子 AAC,以便直接翻译出 C-端带酰胺

的多肽。这种 β位酰胺基团与天然抗菌肽中α位酰胺

基团对抗菌活性作用的差异尚不清楚 ,谢维等认为加

入天冬酰胺密码子 AAC的基因 ,编码出 C-端带有酰

胺基团的抗菌肽具抗菌活性 [2, 3 ] ,但它是否影响其抗

病毒活性还有待研究。 ③融合蛋白 hIFNα1和 CB仅

间隔两个氨基酸 (分别是 H和 M ) ,且其中之一为极

性碱性氨基酸 ,这样可能妨碍 h IFNα1和 CB折叠成

相对独立的高级结构。 因此 ,可以通过优化复性体系

以及 h IFNα1和 CB之间插入连接肽等方法进一步提

高重组蛋白的活性。要说明的是 ,我们仅测定了重组

蛋白的抗病毒作用 ,对该蛋白的抗肿瘤作用等未作测

定 ,只有对这些指标进行综合分析 ,才能全面评价

h IFNα1-CB融合蛋白的生物学功能及活性。
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Expression of a Novel Fusion Gene hIFNα1-CB in E . coli
Q IU Ding-Hong, M AO Xiao-Hua, GAO Xiang-Dong

1 , L I Xin-Rong, LIN Bi-Rong
1 , XU Heng
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School

of B iopharmaceutics ,China Pharmaceutical University ,Nanjing 210009 ,China

ABSTRACT　 AIM　 To const ruct a plasmid expressing fusion pro tein, and to study the antiviral activity of

the proteins.METHODS　 Artifically modified hIFNα1 cDN A was fused precisely to the reading f rame o f CB

cDN A and further cloned into expression vecto r pBV 220. The plasmid w as t ransfo rmed into E. coli and

expressed under thermal induction. The fusion protein was purified by prepa retiv e SDS-PAGE. RESULTS　

Expression analysis rev ealed accounts fo r 2. 8% o f total cellular pro teins. Antiv iral activi ty of this fusion

pro tein w as 2. 62× 106 IU /mg by CPE. CONCLUSION　 We succeeded in const ructing the recombinant

plasmid expressing hIFNα1-CB fusion proteins. Facto rs such as non-nativ e confo rmation and β -amida tion

w ere responsible for the low activ ity o f hIFNα1-CB fusion molecule.

KEY WORDS　 Gene recombination; Human interferonα1( hIFNα1) ; Cecropin B( CB) ; Antivi ral activity

·校园信息·

中国药科大学 2002年 10月国际 (地区 )学术交流信息

　　△ 10月 2日　中药学院闵知大教授应邀赴香港科技大

学进行为期一个月的合作研究。

△ 10月 8日　应我校邀请 ,日本九州大学药学部学部长

姬野胜教授和末宗洋教授来校访问。

△ 10月 11日　以日本高木康为首的日本长崎县药剂师

会代表团一行 11人来校考察访问。

△ 10月 12日　应我校邀请 ,日本贵志丰和教授来校作

有关生药学方面的系列讲座。

△ 10月 13日　经我校推荐并经澳门大学录取 ,药学院

硕士研究生陈莹、中药学院硕士研究生万建波和余华、商学院

硕士研究生胡元佳赴澳门大学攻读硕士学位课程 ,作为我校

与澳门大学商定的联合培养研究生项目。

△ 10月 13日　美国弗吉尼亚大学沈宗瀛教授应邀来我

校作系列讲座。

△ 10月 14日　法国巴黎十一大学药学院 PROGNON

教授应邀来我校基础部进行合作研究。

△ 10月 17日　李萍教授应台湾中国医药学院的邀请 ,

赴该校参加 “ 2002年中草产业技术品质管制研讨会”。

△ 10月 22日　制药有限公司总经理王强应邀随南京市

经济委员会组织的医药访问团赴美国和加拿大进行招商考

察。

△ 10月 25日　应日本岐阜药科大学的邀请 ,吴晓明校

长和王季平处长赴该校参加日本岐阜药科大建校 70周年校

庆。

△ 10月 30日　应我校邀请 ,日本岐阜药科大葛谷昌之

校长、事务局长水谷治雄先生、森裕志教授来校访问并讲学。

同时恰逢今年两校建立校际交流关系 20周年 , 10月 31日 ,三

位外宾参加了我校举行的中国药科大学和日本岐阜药科大学

建立 20周年庆典。
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