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人 ＩＬ⁃３７ｂ 在大肠埃希菌中的表达、纯化及活性鉴定

李梦媛，韦荣飞，徐大模，杨星九，高　 苒∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京　 １００１２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 表达重组 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白并去除内毒素，鉴定其活性。 方法　 构建原核表达载体 ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ⁃３７ｂ，
转化大肠杆菌感受态细胞；经 ＩＰＴＧ 诱导表达的重组蛋白由 Ｎｉ２ ＋ ⁃ＮＴＡ 凝胶进行变性条件下的亲和层析纯化；用
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析、考马斯亮蓝染色鉴定重组蛋白是否为目的蛋白；去除蛋白中原核表达所产生的内毒素；将蛋白作

用于受 ＬＰＳ 刺激的 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞，收集培养上清，通过 ＥＬＩＳＡ 方法检测 ＩＬ⁃６ 的表达水平，鉴定蛋白的生物学活

性。 结果　 表达了纯度较好的重组 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白，降低了其中原核表达所产生的内毒素，经鉴定其具备良好的生物

学活性。 结论　 成功表达了具备良好生物学活性的 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＩＬ⁃３７ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ，
ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ⁃３７ｂ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｏ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ （Ｅ． ｃｏｌｉ） Ｒｏｓｅｔｔａ． Ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｎｉ２ ＋ ⁃
ＮＴＡ ｇｅｌ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｒｅｍｏｖｅｄ ａｎｄ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ． Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＩＬ⁃６ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＩＬ⁃３７ｂ ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ ｐｕｒｉｔｙ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ， ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｏ ｈａｖｅ
ｇｏｏｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＩＬ⁃３７ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ＩＬ⁃３７ｂ； Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 ＩＬ⁃３７ 是 ＩＬ⁃１ 家族细胞因子，最初被发现时被

命名为 ＩＬ⁃１Ｆ７［１］，目前是 ＩＬ⁃１ 家族中唯一一个没有

在小鼠体内发现有同类分子的细胞因子［２］。 ＩＬ⁃３７
的基因包含 ６ 个外显子，其编码产物有 ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ

共 ５ 种亚型，其中，外显子 １ ～ ３ 编码 ＩＬ⁃３７ 前体蛋

白的 Ｎ 末端，外显子 ４ ～ ６ 编码 Ｃ 末端 ＩＬ⁃１ 样细胞

因子结构［３］。 ＩＬ⁃３７ｂ 是五种亚型中序列最长的一

个，共有 ２１８ 个氨基酸，含有外显子 １、２、４、５、６；其



序列在 Ｎ 端有一段前导序列， 其中存在一个

ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 切割位点，ＩＬ⁃３７ｂ 前体分子经 ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 切

割修饰后成为成熟分子移入细胞核［４，５］。 近年来，
大量研究已证实 ＩＬ⁃３７ｂ 具有生物学活性，其能够作

为炎症抑制因子抑制多种免疫细胞的炎症反应，进
而调节固有免疫应答，ＩＬ⁃３７ｂ 对外源性刺激诱导的

结肠炎、关节炎、胰腺炎等多种炎症性疾病中都能

够发挥抗炎作用［６ － １１］。
目前，国外已有商品化的 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白，但价格

比较昂贵，商品包装量较少。 本实验通过成本较低

廉、操作较便捷的技术手段大量表达 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白，
并对其生物学活性进行了鉴定，为进一步研究 ＩＬ⁃
３７ｂ 在相关炎症性疾病中的机制提供了条件。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

含有全长 ＩＬ⁃３７ｂ 编码区基因的质粒 ｐＧＥＭ⁃Ｔ⁃
ＩＬ⁃３７ｂ 以及表达载体由本实验室保存，大肠杆菌

ＤＨ５α 购自天根生物公司，Ｔａｑ 聚合酶、限制性内切

酶、ｐＥＴ２８ａ（ ＋ ）质粒等购自 Ｔａｋａｒａ 公司，质粒提取

试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ 公 司。 Ｎｉ２ ＋ ⁃ＮＴＡ 凝 胶 购 自

Ｎｏｖａｇｅｎ 公司，透析袋购北京自亮蓝生物公司，尿
素、Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ、ＮａＨ２ＰＯ４、考马斯亮蓝等化学试剂购自

Ａｍｒｅｓｃｏ 公司。 内毒素去除和检测试剂盒购自金斯

瑞生物公司，ＩＬ⁃３７ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司，ＨＲＰ 标记

的山羊抗兔 ＩｇＧ 购自中杉金桥生物公司。 ＲＡＷ
２６４􀆰 ７ 细胞购自中国医学科学院基础医学研究所，
ＬＰＳ（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）购自 Ｓｉｇｍａ 公司，ＥＬＩＳＡ 试

剂盒购自 Ｒ＆Ｄ 公司，９６ 孔酶标板购自 ＣＯＳＴＡＲ 公

司，预染蛋白分子量 ｍａｒｋｅｒ 与 ＢＣＡ 蛋白浓度检测

试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。 引物合成服务由英潍捷

基（上海）公司提供，ＤＮＡ 序列测定服务由北京美吉

生物提供。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＩＬ⁃３７ｂ 基因的克隆与表达载体的构建

ＩＬ⁃３７ｂ 基因模板来自本实验室制备的含 ＩＬ⁃３７ｂ
全长编码区基因的质粒 ｐＧＥＭ⁃Ｔ⁃ＩＬ⁃３７ｂ。 以质粒

ｐＧＥＭ⁃Ｔ⁃ＩＬ⁃３７ｂ 为模板，通过 ＰＣＲ 技术对 ＩＬ⁃３７ｂ 编

码区基因进行扩增。 上游引物 Ｆ１：５’⁃ＧＧＡＡＴＴＣＣＡ
ＴＡＴＧＴＣＣＴＴＴＧＴＧＧＧＧＧＡＧＡＡＣ⁃３’（下划线为 Ｎｄｅ Ｉ
酶切 位 点 ）； 下 游 引 物 Ｆ２： ５ ’⁃ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡ
ＡＴＣＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＣＴＧＧＧＧＣＴＣ⁃３’ （下划线为 ＥｃｏＲ
Ｉ 酶切位点）。 ＰＣＲ 反应条件为：９４℃ ３ ｍｉｎ；９４℃

３０ ｓ，５８℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ；扩增 ３０ 个循环后，７２℃延

伸 ５ ｍｉｎ。 采用琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ 产物，并
进行胶回收，收集扩增的目的基因片段，用于连接

构建表达载体。 用限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｎｄｅ Ｉ 分
别对目的基因的 ＰＣＲ 产物与表达载体 ｐＥＴ２８ａ（ ＋ ）
进行双酶切，再次进行琼脂糖凝胶电泳，通过胶回

收纯化收集酶切产物，于室温过夜连接，构建表达

载体。 将连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α，取 １００ μＬ
转化液均匀涂布于具有卡那霉素抗性的 ＬＢ 平板，
于 ３７℃ 培养箱中倒置培养。 次日，挑选菌落进行

ＰＣＲ，通过琼脂糖凝胶电泳鉴定结果后，将阳性克隆

进行 ＤＮＡ 测序鉴定，检测 ＩＬ⁃３７ｂ 基因片段是否正

确插入，阳性克隆质粒命名为 ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ３７ｂ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 重组蛋白的表达与纯化

转化重组质粒 ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ⁃３７ｂ 进入大肠杆菌感

受态细胞后，将其均匀涂布于具有卡那霉素抗性的

ＬＢ 平板上，于 ３７℃培养箱中倒置培养过夜。 次日，
挑取单个菌落接种至 ３ ～ ４ ｍＬ ＬＢ 液体液体培养基

中，进行少量培养。 将培养的菌液按 １∶ ５００ 的体积

比接种到更多 ＬＢ 液体培养基中，进行 ３７℃，２００ ｒ ／
ｍｉｎ 振摇培养，每隔一段时间检测菌液 ＯＤ６００值。 培

养至菌液 ＯＤ６００值达到 ０􀆰 ５ ～ ０􀆰 ６ 时，加入终浓度 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导菌体表达蛋白，继续 ３７℃振摇

培养。 培养 １６ ～ １８ ｈ 后，以 ４℃，４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件离

心 ３０ ｍｉｎ，收集菌体沉淀。 用 ＰＢＳ 重悬沉淀，经超

声破碎，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 再次离心 ２０ ｍｉｎ，分别取细菌

裂解产物的上清与沉淀进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，分析

目的蛋白的表达形式［１２］。 电泳结果显示细菌裂解

产物的上清和沉淀中都有外源性重组蛋白表达的

条带，表明重组 ＩＬ⁃３７ｂ 具有可溶性和包涵体两种表

达形式。 由于沉淀中的目的重组蛋白较多，故再次

实验时诱导表达 １ Ｌ 菌液，离心并超声破碎菌体后，
收集其沉淀进行纯化。 重组 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白带有 ６ 个

Ｈｉｓ 标签，采用 Ｎｉ２ ＋ ⁃ＮＴＡ 凝胶进行变性条件下的亲

和层析纯化，变性结合缓冲液为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素，０􀆰 １
ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４，０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ，ｐＨ ８􀆰 ０；变性漂

洗缓冲液为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素，０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４，０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ，ｐＨ ６􀆰 ３；变性洗脱缓冲液为 ８ ｍｏｌ ／ Ｌ
尿素，０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４，０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ， ｐＨ
４􀆰 ５；具体步骤按 Ｍｅｒｃｋ 的 Ｈｉｓ Ｔａｇ 蛋白纯化操作手

册进行。 纯化完成后，通过 ＰＢＳ 对重组蛋白进行透

析复性，除去其中的尿素，于 ４℃环境透析 ２４ ｈ，每 ２
～ ３ ｈ 更换一次透析液。
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１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
配制 １２ ～ １５％的分离胶，将纯化蛋白过程中收

集的各组溶液进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳。 电泳结束后，
用考马斯亮蓝对电泳胶染色，至能明显观察到

ｍａｒｋｅｒ 与蛋白条带后，用乙酸脱色液洗涤至条带清

晰，于紫外显影仪下观察蛋白条带。 另外对一块胶

进行转膜，将蛋白条带电转至 ＰＶＤＦ 膜上，用 ５％ 脱

脂奶粉封闭，按 １∶ １０００ 的比例用 ＩＬ⁃３７ 抗体 ４ ℃孵

育过夜。 次日，用 ０􀆰 １％的 ＰＢＳＴ 洗膜去除非特异性

结合，加入 １ ∶ ５０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔

ＩｇＧ，洗膜后加显影液，观测蛋白条带。
１􀆰 ２􀆰 ４　 去除重组蛋白内毒素并鉴定内毒素残留量

使用金斯瑞生物的内毒素去除试剂盒与内毒素检

测试剂盒，通过凝胶吸附法除去重组蛋白溶液中的内

毒素，并检测去除内毒素后蛋白中内毒素残留量。
去除内毒素前调节蛋白溶液 ｐＨ 至 ６􀆰 ０ ～ ９􀆰 ０

之间，以达到更好的去除效果。 首先使用 ３ ～ ４ 倍柱

体积的再生缓冲液活化柱中的内毒素吸附树脂，控
制流速在 ０􀆰 ２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，确保体系内无热原；随后用

３ ～ ４ 倍柱体积的平衡缓冲液平衡树脂，流速控制在

０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；开始去除内毒素，加入样品，流速控制

在 ０􀆰 ２５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，用无热原接收管收集流出液；柱子

经再生后可重复使用或 ４ ℃保存。
用试剂盒中的无热源水溶解鲎变形细胞溶解

物（ｌｉｍｕｌｕｓ ａｍｅｂｏｃｙｔｅ ｌｙｓａｔｅ，ＬＡＬ）检测蛋白溶液中

的内毒素含量。 按 １∶ ５０ ～ １∶ ３２００ 梯度稀释重组蛋

白样品；分别将 ０􀆰 １ ｍＬ 的 ＬＡＬ 溶液与同体积的蛋

白样品混匀，３７℃孵育 １ ｈ，观察 ＬＡＬ 与蛋白样品是

否凝固成胶状物质。 按样品的稀释倍数计算内毒

素含量，若其含量达不到预期要求，可对柱中树脂

进行再生，再次去除内毒素。
１􀆰 ２􀆰 ５　 重组蛋白生物学活性的鉴定

采用 ０􀆰 ０５ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 不同浓度梯度的重组蛋

白与终浓度 １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ 共同作用于 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７
细胞，３７℃ 培养细胞 ２４ ｈ 后，收集培养上清，通过

ＥＬＩＳＡ 方法检测上清中 ＩＬ⁃６ 的表达量。 步骤如下，
提前 １ ｄ 在 ９６ 孔板上包被捕获抗体，室温过夜。 次

日弃去旧液，用 ０􀆰 ０５％ 的 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，用 １％
ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈ。 弃去旧液，洗涤后加入收集的

细胞培养上清样品与稀释好的标准品，室温封闭 ２
ｈ。 弃去旧液，洗涤后加入检测抗体，室温封闭 ２ ｈ。
弃去旧液，洗涤后加入 ＨＲＰ，避光室温孵育 ２０ ｍｉｎ。
弃去旧液，洗涤 ３ 次，加入按体积比 １∶ １混合的显色

液 Ａ 液与 Ｂ 液，避光孵育 １０ ～ ２０ ｍｉｎ，随后加入终

止液终止显色反应。 通过酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长

处的 ＯＤ 值，按照 ＯＤ 值绘制标准曲线，并通过其方

程计算样品中 ＩＬ⁃６ 表达量。

２　 结果

２􀆰 １　 表达载体的构建与鉴定

ＰＣＲ 扩增产物在 ５００ ｂｐ 左右有一条符合预期

结果的目的基因条带，如图 １ 所示；质粒经 ＥｃｏＲ Ｉ、
Ｎｄｅ Ｉ 双酶切后，在 ５００ ｂｐ 左右处也有一条与目的

基因大小相符的条带。 ＤＮＡ 测序结果与 ＢＬＡＳＴ 分

析显示 ＰＣＲ 扩增出的片段无碱基突变；构建的表达

质粒 ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ⁃３７ｂ，通过菌落 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆，
扩增出的基因片段同样在 ５００ ｂｐ 处，也与预期结果

相符。 对阳性克隆进行 ＤＮＡ 测序，结果显示 ＩＬ⁃３７ｂ
基因片段正确插入表达载体 ｐＥＴ２８ａ（ ＋ ）质粒中，碱
基无突变，可进一步用于目的蛋白的诱导表达。

注：１：ＩＬ⁃３７ｂ 基因的 ＰＣＲ 产物；２：ｐＥＴ２８ａ ／ ＩＬ⁃３７ｂ
质粒经 Ｎｄｅ Ｉ ／ ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切的结果。

图 １　 琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＰＣＲ 与酶切产物

Ｎｏｔｅ． １： ＰＣＲ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ｇｅｎｅ；
２： Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐＥＴ２８ ／ ＩＬ⁃３７ｂ ｂｙ Ｎｄｅ Ｉ ／ ＥｃｏＲ Ｉ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ ａｎｄ ｄｕａｌ⁃ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２􀆰 ２　 重组蛋白的表达与鉴定

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳结果如图 ２ 所示，经 ＩＰＴＧ 诱导

后，菌液在 ２５ ｋＤａ 左右处有一条与预期相符合的高

表达外源性蛋白条带，与预期蛋白的相对分子量相

符合；纯化后的蛋白中除一条目的条带外未见其他

条带；Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果显示诱导表达的重组 ＩＬ⁃３７ｂ
能够与相应的 ＩＬ⁃３７ 抗体产生特异性结合，其条位

置正确，大小相符［６，１３］，而未经 ＩＰＴＧ 诱导的菌液裂

解产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果则没有相应的条带。 经

检测从 １ Ｌ 大肠杆菌培养液的菌体沉淀中共纯化得

到约 ４０ ｍｇ 左右的重组 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白。
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注：１：未经 ＩＰＴＧ 诱导的菌体裂解液；２：经 ＩＰＴＧ 诱导的菌体裂解

液；３：经 ＩＰＴＧ 诱导的菌体裂解液沉淀；４：纯化后的 ＩＬ⁃３７ｂ；５：未
经 ＩＰＴＧ 诱导的菌体蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果；６：重组 ＩＬ⁃３７ｂ 的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果。

图 ２　 ＩＬ⁃３７ｂ 纯化的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析以及Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｎｏｔｅ． １： Ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ； ２： Ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌ
ｌｙｓａｔｅｓ ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ； ３： ＩＰＴＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ； ４： Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＩＬ⁃３７ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ； ５： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｅｆｏｒｅ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ； ６： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｆｏｒ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＩＬ⁃３７ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ．

Ｆｉｇ． ２　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＩＬ⁃３７ｂ

２􀆰 ３　 去除重组蛋白内毒素并鉴定内毒素残留量

内毒素检测试剂

盒中 ＬＡＬ 的灵敏度为 ０􀆰 ２５ ＥＵ ／ ｍＬ，计算公式：
内毒素含量 ＝ ０􀆰 ２５ × 样品稀释倍数 ／样品浓度。 经

公式计算去除内毒素后重组 ＩＬ⁃３７ｂ 的内毒素残留量

范围大约在 ０􀆰 ０４ ～０􀆰 ０７ ＥＵ ／ μｇ 范围内。 （见表 １）

表 １　 重组 ＩＬ⁃３７ｂ 中的内毒素残留量
Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＩＬ⁃３７ｂ
重组 ＩＬ⁃３７ｂ 样品

的稀释倍数
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ＩＬ⁃３７ｂ ｓａｍｐｌｅｓ

１∶ ５０ １∶ １００ １∶ ２００ １∶ ４００ １∶ ８００ １∶ １６００

样品状态
Ｓａｍｐｌｅ ｓｔａｔｅ ＋ ＋ ＋ － － －

内毒素含量
（ＥＵ ／ ｍＬ）Ｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ

１２􀆰 ５ ２５ ５０ １００ ２００ ４００

注：“ ＋ ”：样品凝固；“ － ”：样品未凝固。
Ｎｏｔｅ． “ ＋ ”：Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｉｄｉｆｉｅｄ；“ － ”：Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｏｌｉｄｉｆｉｅｄ．

２􀆰 ４　 重组蛋白生物学活性的鉴定

用 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞检测重组 ＩＬ⁃３７ｂ 对 ＬＰＳ 刺

激的抑制作用。 如图 ３ 所示，重组 ＩＬ⁃３７ｂ 在 ０􀆰 ０５ ～
２００ ｎｇ ／ ｍＬ 时均能够抑制 ＬＰＳ 刺激引起的 ＩＬ⁃６ 的表

达；且蛋白浓度在 １０ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 时与 ＬＰＳ 对照组

相比差异显著，表明以此种方式诱导表达的 ＩＬ⁃３７ｂ
具有良好的生物学活性。

注：与 ＬＰＳ 对照组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 ＩＬ⁃３７ｂ 对 ＬＰＳ 刺激 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 ＩＬ⁃６
表达量的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＰＳ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＩＬ⁃３７ｂ ｏｎ ＩＬ⁃６ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｎ ＬＰＳ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

本实验通过原核表达的方式大量生产包涵体

形式的 ＩＬ⁃３７ｂ 蛋白，随后复性使其恢复生物学活

性。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳结果显示经变性纯化的 ＩＬ⁃３７ｂ
中基本无其他杂蛋白条带；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示重

组 ＩＬ⁃３７ｂ 能够与相应的 ＩＬ⁃３７ 抗体产生特异性结

合，其条带清晰，大小正确，与文献报导相符［６，１３］。
证明通过本实验的纯化方式能够快捷、大量地得到

纯度较好的 ＩＬ⁃３７ｂ。
　 　 ＬＰＳ 系革兰阴性菌细胞壁外表层的内毒素脂多

糖，在细菌死亡细胞受到破坏后释放。 ＬＰＳ 性质稳

定，耐高温，能够引起发热、微循环障碍、内毒素休

克等症状［１４］。 实验中，通过凝胶吸附法去除了重组

ＩＬ⁃３７ｂ 样品中的大部分内毒素，降低了 ＩＬ⁃３７ｂ 在发

挥治疗与免疫功能的过程中对细胞、机体产生的毒

副作用，也减小了将其应用于其他实验研究时产生

的误差。
细菌、病毒感染以及 ＩＬ⁃１、ＴＮＦ⁃α 等细胞因子均

可诱导正常细胞产生 ＩＬ⁃６，ＩＬ⁃６ 能够刺激参与免疫

反应的细胞增殖、分化并提高其功能，如诱导 Ｔｈ１７
细胞分化、Ｂ 细胞抗体表达等，是机体炎症反应的标
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志性细胞因子之一［１５］。 本实验中，通过 ＥＬＩＳＡ 方法

检测 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞中 ＩＬ⁃６ 的表达量，以此检测

重组蛋白对促炎性细胞因子的抑制作用。 ＲＡＷ
２６４􀆰 ７ 细胞系小鼠来源的单核巨噬细胞，自身不表

达 ＩＬ⁃３７，避免了对实验的背景干扰［２］；重组 ＩＬ⁃３７ｂ
在 ０􀆰 ０５ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 时均能在不同程度上抑制 ＬＰＳ
刺激引起的 ＩＬ⁃６ 的表达；且蛋白浓度低至 １０ ｎｇ ／ ｍＬ
时，其 ＩＬ⁃６ 的表达量与 ＬＰＳ 对照组相比仍存在显著

差异，证明表达的 ＩＬ⁃３７ｂ 经纯化后具备良好的生物

学活性。
目前，商品化 ＩＬ⁃３７ 蛋白包装量较少，价格昂

贵，有些不具备生物学活性，只能在某些实验中作

为对照品使用。 本实验成功制备了纯度较好、内毒

素含量低并具备良好生物学活性的 ＩＬ⁃３７ｂ，为今后

进一步研究 ＩＬ⁃３７ｂ 在人类各种疾病中发挥的机制

提供条件。
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