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院ꎬ江苏 南京 ２１００００)

　 　 摘要:　 本研究参考大肠杆菌密码子的偏好性ꎬ对 ＧｅｎＢａｎｋ 中已经发表的鸭 α￣干扰素基因序列进行优化ꎬ人工合成后

与原核表达载体 ｐＥＴ３０ａ￣ＥＬＰ 连接ꎬ构建原核表达质粒 ｐＥＴ３０ａ￣ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰꎮ 将重组表达质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３) 中ꎬＩＰＴＧ 诱导表达重组蛋白 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰꎮ 根据类弹性蛋白多肽 (ＥＬＰ) 具有温度敏感的可逆相变特性ꎬ通过重复

可逆相变循环(ＩＴＣ)纯化重组蛋白质ꎻ纯化的蛋白质主要以包涵体的形式存在ꎬ通过变性、复性处理后ꎬ采用细胞病变抑制

法分别在ＭＤＣＫ/ ＶＳＶ 和ＤＥＦ/ ＶＳＶ 中检测重组蛋白质的抗病毒活性ꎮ 结果表明ꎬ合成的重组鸭 α￣干扰素基因能成功表达ꎬ
重组蛋白 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 分子质量约８０ ０００ꎬ纯化后的重组蛋白质纯度约 ９０％ꎮ 通过抗病毒试验检测重组 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 在

ＭＤＣＫ/ ＶＳＶ 系统中的抗病毒活性为 １􀆰 ０×１０６ Ｕ/ ｍｌꎬ比活性为 １􀆰 ２５×１０６ Ｕ/ ｍｇꎻ在 ＤＥＦ/ ＶＳＶ 系统中的抗病毒活性为 １􀆰 ０×１０７

Ｕ/ ｍｌꎬ比活性为１􀆰 ２５×１０７ Ｕ/ ｍｇꎬ比ＭＤＣＫ/ ＶＳＶ 系统中活性高１０个单位ꎬ 验证了干扰素的抗病毒活性与受体细胞的应答可

能存在一定关系ꎮ 这一研究结果为鸭 α￣干扰素防治禽类病毒性疾病的探索奠定了基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｗｉｔｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｄｏｎ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ ｔｈｅ ｄｕｃｋ α￣ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ
ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋꎬ ａｆｔｅｒ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｉｔ ｗａｓ ｌｉｇａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ３０ａ￣ＥＬＰ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ￣ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３)ꎬ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｐｈａｓｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ ｅｌａｓｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ( ＥＬＰ )ꎬ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｉｎｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｃｙｃｌｉｎｇ (ＩＴＣ). Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｉｎｌｙ ｅｘｉｓ￣
ｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ. Ａｆｔｅｒ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉ￣
ｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＭＤＣＫ / ＶＳＶ ａｎｄ ＤＥＦ / ＶＳＶ ｂｙ
ｍｉｃｒｏ￣ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ α￣ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ. Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ８０ ０００ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉ￣
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ｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ９０％. Ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ ｉｎ
ＭＤＣＫ / ＶＳＶ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ １􀆰 ０×１０６Ｕ / ｍｌꎬ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ １􀆰 ２５×１０６ Ｕ / ｍｇ. Ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ＤＥＦ / ＶＳＶ ｓｙｓｔｅｍ
ｗａｓ １􀆰 ０×１０７Ｕ / ｍｌꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ １􀆰 ２５×１０７ Ｕ / ｍｇꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ １０ ｕｎｉｔｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ＭＤＣＫ / ＶＳＶ ｓｙｓ￣
ｔｅｍ. Ｉｔ ｉｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｙ ｔｈｅ
ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ α￣ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｖｉａｎ ｖｉｒａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｄｕｃｋꎻ α￣ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

　 　 干扰素(Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎꎬ ＩＦＮ)是一类具有抗病毒、抗
肿瘤和免疫调节等多种生物学功能的糖蛋白[１￣５]ꎮ
目前国内外关于禽类干扰素的研究比较多的主要是

Ⅰ型和Ⅱ型干扰素ꎬＩＦＮ￣α 是 Ｉ 型干扰素ꎬ在所有干

扰素中 ＩＦＮ￣α 的抗病毒活性最为突出[６￣７]ꎮ 中国是

养鸭大国ꎬ近年来鸭养殖业一直在稳步增长ꎬ但是由

于养殖环境与技术相对落后ꎬ导致鸭病毒性传染病

(如鸭瘟、鸭呼肠孤病毒、鸭坦布苏病毒、鸭病毒性

肝炎等)威胁着鸭养殖业的发展[８]ꎮ 禽类干扰素具

有广谱、高效、安全等优点ꎬ现已有部分应用于临床

并得到了较好的防治效果[９￣１０]ꎮ 目前关于鸭干扰素

的研究虽已取得一些成果ꎬ但存在表达量低、纯化

难、抗病毒活性不高、操作繁琐、成本较高、难以实现

规模化等问题ꎬ有待进一步探究ꎮ
类弹 性 蛋 白 多 肽 ( Ｅｌａｓｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅꎬ

ＥＬＰ)具有温度敏感的可逆相变特性[１１]ꎬ当达到临

界温度时溶解度降低ꎬ以聚合物的形式从溶液中析

出ꎬ能够帮助实现外源蛋白质的纯化[１２]ꎬ能够增加

外源蛋白质的可溶性表达[１３]ꎬ可以延长蛋白质半衰

期ꎬ作为药物的传送载体[１４]ꎮ 因此ꎬ本研究合成鸭

α￣干扰素 (ＤｕＩＦＮ￣α) 基因ꎬ并与 ＥＬＰ 融合表达ꎬ旨
在实现鸭 α￣干扰素的高效可溶表达ꎮ 根据 ＥＬＰ 的

特性ꎬ经重复可逆相变循环( Ｉｎｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｃｙｃ￣
ｌｉｎｇꎬＩＴＣ)纯化重组蛋白质ꎬ通过细胞病变抑制法在

不同细胞中检测 ＤｕＩＦＮ￣α 的抗病毒活性ꎬ为研制新

型的安全高效的鸭干扰素制品以及探索鸭 α￣干扰

素在临床防治禽类病毒性疾病的应用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂

限制性内切酶 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｎｄｅ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 购自 Ｔｈｅｒ￣
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬＴ４ ＤＮＡ 连接酶、１ ｋｂ ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ、Ｐｒｅｓｔａｉｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ 分子量 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｓ 公司ꎬ质粒小量提取试剂盒购自 ＴａＫａＲａ 公

司ꎬ胶回收试剂盒、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳试剂盒、包涵体

纯化溶解试剂盒均购自康为世纪公司ꎬＦＭ 培养基、
ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清购自生工生物工程(上海)
股份有限公司ꎮ
１.２　 菌株、载体、病毒及细胞

ＤＨ５α 感受态细胞、ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞购

自康为世纪公司ꎬｐＥＴ３０ａ￣ＥＬＰ 载体和 ＶＳＶ(水疱性

口炎病毒)由扬州大学孙怀昌教授惠赠ꎬ鸭成纤维

细胞(ＤＥＦ)和犬肾细胞(ＭＤＣＫ)由本实验室保存ꎮ
１.３　 基因序列的设计合成

由于鸭干扰素序列相对保守ꎬ依据大肠杆菌密

码子的偏爱性ꎬ参考 ＧｅｎＢａｎｋ 已经发表的鸭 α￣干扰

素基因序列(登录号:ＤＱ８６４７５７)进行序列优化ꎬ并
在两端引入酶切位点 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｎｄｅ Ｉꎬ由生工生物

工程 (上海) 股份有限公司合成目的基因并与

ｐＵＣ５７ 载体连接ꎮ
１.４　 基因序列的克隆与测定

重组质粒 ｐＵＣ５７￣ＤｕＩＦＮα 经 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｎｄｅ Ｉ
限制性内切酶双酶切鉴定ꎬ用胶回收试剂盒对

ＤｕＩＦＮα 片段回收ꎬ并与同样经 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｎｄｅ Ｉ 双
酶切处理的 ｐＥＴ３０ａ￣ＥＬＰ 载体 １６ ℃过夜连接ꎬ连接

产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ用 Ｘｈｏ Ｉ
和 Ｎｄｅ Ｉ 双酶切筛选疑似阳性克隆ꎬ经鉴定正确的

重组质粒 ｐＥＴ３０ａ￣ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 进行序列测定ꎮ
１.５　 目的基因的诱导表达

将 ｐＥＴ３０ａ￣ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 重组质粒转化至大肠

杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ挑取阳性克隆过夜培

养ꎬ转接种培养 ２ ｈ 至菌液 ＯＤ６００达到 ０􀆰 ６ꎬ加入终浓

度为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧꎬ ３７ ℃ 恒温诱导培养 ８ ｈ
后离心收集菌体ꎬ低温条件下超声破碎细菌ꎬ高速离

心取上清液ꎮ
１.６　 纯化重组蛋白质

超声破碎后的菌体裂解液低温高速离心ꎬ取上

清液分别加入等体积的 ＮａＣｌ 溶液ꎬ使盐离子终浓度

分别为 ２ ｍｏｌ / Ｌ、３ ｍｏｌ / Ｌꎬ分别在 ２８ ℃和 ３０ ℃ 水浴

中孵育 １０ ｍｉｎꎬ盐离子处理后的混合液在室温下高
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速离心ꎬ弃上清液ꎬ沉淀即为初步纯化的 ＤｕＩＦＮα￣
ＥＬＰꎮ 用预冷的 ＰＢＳ 重悬析出的重组蛋白质ꎬ经 ８％
的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ比较可沉降最高浓度目的蛋白

质的最佳盐浓度与温度[７￣８]ꎮ
１.７　 包涵体变性、复性

初步纯化的 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 不溶于 ＰＢＳ 溶液ꎬ以包

涵体的形式存在ꎮ 低温高速离心弃上清液ꎬ沉淀用含

８ ｍｏｌ / Ｌ 尿素和蛋白酶抑制剂的包涵体溶解液室温变

性 １ ｈ[９]ꎮ 变性后的样品低温超高速离心ꎬ取上清液

ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰꎬ加入预冷的复性液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣
Ｈｃｌ、 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ、 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＳＧ、 １ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＧＳＨ)ꎬ使尿素终浓度为 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ[１０]ꎬ放置于 ４ ℃冰

箱过夜复性ꎮ 复性后的纯化蛋白质经鉴定后用 ０􀆰 ２２
μｍ 滤器过滤除菌ꎬ保存于－８０ ℃ 备用ꎮ
１.８　 重组蛋白质的抗病毒活性分析

１.８.１ 水疱性口炎病毒(ＶＳＶ)的 ＴＣＩＤ５０测定 　 将生

长状态良好的 ＭＤＣＫ 细胞和 ＤＥＦ 细胞分别接种于

９６ 孔板ꎬ待细胞长成单层后ꎬ每孔接入 １００ μｌ 由相

应培养基 １０ 倍梯度稀释的 ＶＳＶꎬ每个梯度设置 ８ 个

重复ꎮ 置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱培养 ２ ｈ 后弃

掉含病毒的细胞培养液ꎬ每孔接入 １００ μｌ 细胞维持

液继续培养ꎬ同时设置不加病毒的阴性对照组ꎮ 在

倒置显微镜下观察并记录细胞病变的情况ꎬ直至细

胞状态不再变化时ꎬ根据 Ｒｅａｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＶＳＶ
的 ＴＣＩＤ５０ꎮ
１.８.２　 重组蛋白质抗病毒活性检测 　 待生长状态

良好的 ＭＤＣＫ 细胞和 ＤＥＦ 细胞接种于 ９６ 孔板长成

单层后ꎬ分别加入 １０ 倍梯度稀释的复性 ＤｕＩＦＮα￣
ＥＬＰꎬ每孔 １００ μｌꎬ每个梯度 ４ 个重复ꎬ在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２细胞培养箱共孵育 １８ ｈ 后弃掉含蛋白质的培养

液ꎬ 每孔接入 １００ μｌ 含 １００ ＴＣＩＤ５０的 ＶＳＶꎬ同时设

置阴性对照组(只加梯度稀释的 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ)ꎬ阳
性对照组(只加 ＶＳＶ)和空白对照组(不加 ＤｕＩＦＮα￣
ＥＬＰꎬ也不加 ＶＳＶ) [１１￣１２]ꎮ 继续培养 １８ ｈ 后开始记

录细胞病变情况ꎬ以阳性对照组 ７５％ 以上的细胞出

现病变时ꎬ试验组能保护 ５０％ 细胞不发生病变的最

高稀释度作为一个活性单位 ( Ｕ)ꎬ 根据 Ｒｅａｄ￣
Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＤｕＩＦＮα ￣ＥＬＰ 的抗病毒活性[１３￣１４]ꎮ

２　 结 果

２.１　 重组基因的克隆

重组表达质粒 ｐＥＴ３０ａ￣ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 双酶切后

的产物经 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ结果见图 １ꎮ
图 １ 显示ꎬ出现与预期大小相符的 ２ 个条带ꎬ分别约

为５ ３００ ｂｐ和２ ２００ ｂｐꎮ 序列分析结果表明ꎬ克隆的

基因序列与优化后的 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表鸭 α￣干扰

素(ＤＱ８６４７５７)的基因序列同源性为 １００％ꎬ重组质

粒构建成功ꎮ

Ｍ:１ ｋｂ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:Ｘｈｏ Ｉ / Ｎｄｅ Ｉ 双酶切 ｐＥＴ３０ａ￣ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰꎮ
图 １　 ｐＥＴ３０ａ￣ＤｕＩＦＮ￣α￣ＥＬＰ 双酶切鉴定

Ｆｉｇ.１　 ｐＥＴ３０ａ￣ＤｕＩＦＮ￣α￣ＥＬＰ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎ ｍａｐ

２.２　 重组蛋白质纯化

诱导的蛋白质上清液与终浓度为 ２ ｍｏｌ / Ｌ、
３ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 分别在 ２８ ℃、３０ ℃ 水浴ꎬ初步纯

化的样品经 ８％ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ结果表明ꎬ重组

蛋白质成功表达ꎬ大小为８０ ０００ꎬ不同纯化条件下目

的产物的含量没有显著差异ꎬＥＬＰ 的临界温度为

２８~３０ ℃ꎮ 通过一轮可逆相变循环ꎬＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ
得到初步纯化ꎬ但是仍然存在一些杂蛋白质(图 ２)ꎮ

Ｍ:Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１:２ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ / ２８ ℃ 纯化ꎻ２:３ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ /
２８ ℃ 纯化ꎻ３:３ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ / ３０ ℃ 纯化ꎻ４:重组菌诱导上清液ꎮ
图 ２　 重组蛋白 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 纯化结果

Ｆｉｇ.２　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ

２.３　 纯化产物结果鉴定

初步纯化后的表达产物经过变性、复性后ꎬ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 结果显示重组蛋白质纯度约 ９０％(图 ３)ꎮ 蛋

白质定量软件测得纯化产物质量浓度为 ０􀆰 ８ ｍｇ / ｍｌꎮ
２.４　 重组蛋白质的抗病毒活性检测

经检测 ＶＳＶ 在 ＭＤＣＫ 细胞上的 ＴＣＩＤ５０为 １ ｍｌ
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Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１:纯化产物 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰꎮ
图 ３　 重组蛋白 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 复性后的产物鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｒｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ

１０－５.８３ꎬ在 ＤＥＦ 细胞上的病毒滴度为每 １ ｍｌ １０－７􀆰 １７ꎮ
采用细胞病变抑制法检测复性后的重组蛋白质

ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 的抗病毒活性ꎬ结果表明重组蛋白质

在 ＭＤＣＫ 和 ＤＥＦ 上均能抵抗 ＶＳＶꎬ具有抗病毒活

性ꎮ 阴性对照组(图 ４Ｃ、图 ５Ｃ)较空白对照组(图
４Ｂ、图 ５Ｂ)和阳性对照组(图 ４Ａ、图 ５Ａ)没有发生病

变ꎬ说明重组 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 自身对 ＭＤＣＫ 细胞与

ＤＥＦ 细胞没有毒副作用ꎮ 试验组(图 ４Ｄ、图 ５Ｄ)较
阳性对照组(图 ４Ａ、图 ５Ａ)没有发生显著的病变ꎬ说
明重组蛋白质 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 对接入 ＶＳＶ 的 ＭＤＣＫ
细胞和 ＤＥＦ 细胞具有保 护 作 用ꎬ 重 组 蛋 白 质

ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 具有抗病毒活性ꎮ 经 Ｒｅａｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 法

计算ꎬＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 在 ＭＤＣＫ / ＶＳＶ 中的抗病毒活性

为 １􀆰 ０ × １０６ Ｕ / ｍｌꎬ比活性为 １􀆰 ２５ × １０６ Ｕ / ｍｇꎻ在

ＤＥＦ / ＶＳＶ 中的抗病毒活性为 １􀆰 ０×１０７ Ｕ / ｍｌꎬ比活

性为 １􀆰 ２５×１０７ Ｕ / ｍｇꎬ活性比在 ＭＤＣＫ / ＶＳＶ 中高 １０
个单位ꎮ

３　 讨 论

ＥＬＰ 具有温度敏感的可逆相变特性[１１]ꎬ在低于

临界温度时以可溶形式溶解在缓冲液中ꎬ随着温度

升高溶解度逐渐下降ꎬ到达临界温度时开始集聚ꎬ从
溶液中析出ꎻ同时通过增大 ＥＬＰ 与水分子之间的表

面张力ꎬ例如增加溶液中的盐离子浓度ꎬ提高溶液中

的离子强度ꎬ进而使目标蛋白质集聚析出[８]ꎮ 因此

基于 ＥＬＰ 温敏特性并增加盐离子浓度ꎬ经离心便可

以分离纯化目的蛋白质ꎬ操作简单且成本较低ꎮ 另

外ꎬ由于 ＥＬＰ 可以延长蛋白质半衰期ꎬ提高在动物

体内的稳定性[１５]ꎬ也被用作体内药物传送的载

体[１６￣１８]ꎮ 目前大多数重组干扰素都是通过亲和层

Ａ:阳性对照ꎻＢ:空白对照ꎻＣ:阴性对照ꎻＤ:试验组ꎮ
图 ４　 重组蛋白质 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 在 ＭＤＣＫ / ＶＳＶ 系统中抗病毒

活性

Ｆｉｇ.４　 Ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ
ｉｎ ＭＤＣＫ / ＶＳＶ ｓｙｓｔｅｍ

Ａ:阳性对照ꎻＢ:空白对照ꎻＣ:阴性对照ꎻＤ:试验组ꎮ
图 ５　 重组蛋白质 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 在 ＤＥＦ / ＶＳＶ 系统中抗病毒活

性

Ｆｉｇ.５　 Ａｎｔｉｖｉｒａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ
ｉｎ ＤＥＦ / ＶＳＶ ｓｙｓｔｅｍ

析进行纯化[１９￣２１]ꎬ操作繁琐ꎬ成本较高ꎬ且难以实现

规模化ꎬ而且重组干扰素的半衰期比较短ꎬ难以长时

间在体内维持其抗病毒活性ꎮ 因此本研究设计并表

达了融合蛋白 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰꎬ利用 ＥＬＰ 的温敏特性

使下游蛋白质纯化过程得以简化ꎬ大大降低了纯化

的成本ꎮ 融合蛋白 ＤｕＩＦＮα￣ＥＬＰ 实现了高效、可溶

表达ꎬ通过简单的可逆相变循环纯化蛋白质ꎬ得到的

目的蛋白质纯度较高ꎬ达到约 ９０％ꎻ重组蛋白质的

抗病毒活性最高达到 １􀆰 ０×１０７ Ｕ / ｍｌꎮ 以上研究结

果充分体现了 ＥＬＰ 的功能优势ꎮ
本研究采用经典的稀释法[２２] 对变性蛋白质进
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行复性ꎬ通过加入复性缓冲液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、
１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ、１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＳＧ、１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ)稀
释变性蛋白质溶液ꎬ使尿素终浓度为 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ以降

低变性剂的浓度ꎮ 同时ꎬ复性液中含有 ＧＳＳＧ 和

ＧＳＨꎬ这 ２ 种低分子质量的含巯基的化合物提供了

合适的氧化还原电位ꎬ创造了蛋白质正确折叠的环

境ꎬ从而提高二硫键正确配对的产率[２３]ꎬ促使蛋白

质正确折叠ꎮ 采用经典的稀释法对蛋白质进行复

性ꎬ操作简单且效果较好ꎮ
干扰素的抗病毒活性与很多因素有关ꎬ比如机

体自身免疫力、受体细胞的应答等ꎬ同种亚型的干扰

素在不同受体细胞上测得的活性会有很大差异[２４]ꎬ
不同亚型在相同的受体细胞上测得的效价也不尽相

同ꎮ 本研究采用细胞病变抑制法在 ＭＤＣＫ 细胞中

接入 ＶＳＶ 测定重组鸭 α￣干扰素的抗病毒活性为

１􀆰 ０×１０６ Ｕ / ｍｌꎬ比活性为 １􀆰 ２５×１０６ Ｕ / ｍｇꎮ 进一步

探究用同种属 ＤＥＦ 细胞进行生物学活性测定ꎬ在
ＤＥＦ 细胞中接入 ＶＳＶ 测得重组鸭 α￣干扰素抗病毒

活性为 １􀆰 ０×１０７ Ｕ / ｍｌꎬ比活性为 １􀆰 ２５×１０７ Ｕ / ｍｇꎬ
比在 ＭＤＣＫ 中活性高 １０ 个单位ꎮ 本研究结果进一

步验证了干扰素的抗病毒活性与受体细胞的应答可

能存在一定关系ꎮ
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