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摘要 :将 IL15 和 PAP基因通过一甘氨酸接头 ( Gly4Ser) 3 连接在一起 ,构建原核和植物表达载体 ,以期表达具有导

向杀伤活性的融合蛋白. 在引物设计中 ,通过引物在 IL15 基因下游引入 ( Gly4Ser) 3 的编码序列和 Bam HI 位点 ,

然后采取分步克隆及 PCR、酶切、连接等一系列分子克隆方法 ,将 IL15 和 PAP基因融合在一起 ,构建融合蛋白的

原核与植物表达载体. 经 PCR 和 Nco I/ Sal I双酶切鉴定及测序 ,证实原核表达载体 pET32a - IL15/ PAP 及植物

表达载体 pB2I P中均插入了正确的融合基因序列.
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Abstract : To link IL15 gene and PAP gene by a mediate sequence ( Gly4Ser) 3 and express a new kind of

fusion protein with target killing effects on the tumor cells overexpressing IL15R in E. coli and plants , a

DNA linker consisting of ( Gly4Ser) 3 coding sequence and Bam HI restriction site was introduced into the

downstream of IL15 gene , then the vectors for expressing the fusion protein in E. coli and plants were con2
structed by step2by2step cloning and PCR , enzyme digestion and linkage techniques. The PCR , restriction

analysis with Nco I/ Sal I and sequencing claimed that the fusion gene of interest was inserted into the

prokaryotic expression vector pET32a2IL15/ PAP and the plant expression vector pB2IP respectively.
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　　商陆抗病毒蛋白 (pokeweed antiviral protein ,简 称 PAP)是一种具有 N2糖苷酶活性的单链蛋白 ,可
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使核糖体失活而抑制蛋白质合成过程 ,对动物病毒

和植物病毒均有广谱的杀灭作用. 国内外都已从美

洲商陆中克隆出不同结构的 PAP ,并对其 cDNA 和

氨基酸序列进行了鉴定[1 ,2 ] . 在医学领域内 , PAP

与抗体连接后构成免疫毒素 ,可特异性地杀伤能被

相应抗体识别的细胞. 此外 ,PAP 也是构建重组细

胞毒性融合蛋白的适宜材料[3 ] . 白介素 15 (inter2
leukin 15 ,简称 IL15)是机体重要的细胞因子之一 ,

具有抗肿瘤活性. 成熟的人 IL15 由 114 个氨基酸

残基组成 ,属 4α螺旋细胞因子家族 ,主要刺激 NK,

T ,B 细胞增殖分化. 研究表明[4 ] , IL15 与其受体

( IL15R)相结合而发挥生物学作用. IL15/ IL15R 系

统与多种疾病的发生和发展有密切联系 ,在一些自

身免疫性疾病中 , IL15/ IL15R 异常表达 ;成人 T 淋

巴细胞白血病、多发性骨髓瘤等恶性肿瘤细胞表面

也有 IL15R 的组成型表达. 因此 ,杀伤 IL15R 阳性

的病变细胞是治疗 IL15/ IL15R 系统相关疾病的重

要思路. 作者拟通过引物设计和分步克隆的方法 ,

用甘氨酸接头 ( Gly4Ser) 3 将人 IL15 和 PAP 基因连

在一起 ,构建 IL15/ PAP 融合蛋白的原核和植物表

达载体 ,以期为进一步表达融合蛋白及其活性研究

提供材料.

1 　材料与方法

1. 1 　材料

1. 1. 1 　质粒和菌株 　pUCm2T2IL15 质粒为甘肃亚

盛集团博士后科研工作站北京实验室 (简称本实验

室)构建 ,其中含人 IL15 成熟肽编码基因 ,长度为

345 bp , 编码 114 个氨基酸组成的蛋白 ;该基因侧

翼分别有 Bam HI和 Sal I识别位点. 质粒 pUCm2T2
PAP为本实验室保存 ,含 942 bp 的 PAP 基因[2 ] ,其

上、下游克隆位点也分别是 Bam HI 和 Sal I. 原核

表达载体 pET32a 为本实验室保存 ,克隆载体 pUCm

- T购自上海生工生物技术公司. 植物表达载体

pBPAP12 为本实验室构建 ,有 35S 启动子、Bam HI

和 Sal I克隆位点等植物表达框架. DH5α菌株由北

京天为时代科技有限公司提供.

1. 1. 2 　酶和试剂 　限制性内切酶 Bam HI , Sal I ,

Nco I及 T4 DNA 连接酶 ,Taq DNA 聚合酶等均为大

连宝生物工程公司产品. dNTPs ,DNA marker 为北京

鼎国生物公司产品. 质粒提取试剂盒、PCR 纯化试

剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒等由北京天为时代生

物科技公司提供. DNA 序列分析由上海博亚生物

公司完成.

1. 2 　方法

1. 2. 1 　融合基因的设计 　选择甘氨酸接头

(Gly4Ser) 3 为连接序列 ,将 IL15 基因和 PAP 连接在

一起[5] .

1. 2. 2 　接头序列的 PCR 法引入 　应用 PCR 技术

在 IL15 基因下游引入接头序列. 设计一对引物 ,序

列如下 :

5’- GCG CCATGG CGATGAACTGGGTGAATGTAATAAGTG - 3’

　　　　　Nco I

5’- CGC GGATCCP CGATCCGCCACCGCCAGAGCCACCTCCGCCT2

　　　　　Bam HI

GAACCGCCTCCACC AGAAGTGTTGATGAACATTTG - 3’

在上游引物中加入 Nco I 切点 ;在下游引物中

去掉终止密码子 ,并引入 ( Gly4Ser) 3 的 45 bp 及

Bam HI酶切位点 ,斜体部分为接头序列.

以 pUCm2T2IL15 质粒为模板 ,用上述引物进行

PCR 扩增. 反应体系共 50μL ,反应条件为 : 94 ℃1

min ,94 ℃30 s ,49 ℃30 s ,72 ℃1 min ,共 30 个循

环 ,最后 72 ℃延伸 10 min. 在 10 g·L - 1琼脂糖电泳

检查后 ,回收 PCR 产物 ,将其命名为 IL15/ L (即

IL15 加接头序列) .

1. 2. 3 　IL15/ PAP 融合基因原核表达载体的构建

　采用分步克隆 ,即先扩增出 IL15/ L 及亚克隆出

pET32a2PAP ,再将 IL15/ L 插入 pET32a2PAP 中 ,完

成融合. 然后按下列步骤进行. 第 1 步 ,用 Bam HI/

Sal I分别双酶切 pUCm2T2PAP 和 pET32a ,在凝胶回

收后将 PAP 和 pET32a 按 5∶1 (体积比) 连接. 连接

体系为 10μL ,反应条件为 16 ℃,过夜. 然后将连接

产物直接转化 CaCl2 法制备的 DH5α感受态细胞 ,

经氨苄青霉素抗性筛选及双酶切鉴定等 ,得到阳性

重组子 pET32a2PAP. 第 2 步 ,将纯化的 PCR 产物

IL15/ L 和 pET32a2PAP 分别用 Nco I/ Bam HI 双酶

切 ,经过与上述类似的步骤得到 pET32a2IL15/ PAP

阳性克隆. 对所获克隆进行 PCR 鉴定 ,使用的上、

下游引物序列分别为 :

5’- GCG CCATGG CGATGAACTGGGTGAATGTAATAAGTG - 3’

5’- CGC GTCGAC TCAGAATCCTTCAAATAGATCACC - 3’

PCR 反应条件为 :94 ℃1 min ,94 ℃50 s ,53 ℃

1 min ,72 ℃2 min ,共 30 个循环 ,最后 72 ℃延伸 10

min. PCR 检测后 ,再进行 Nco I/ Sal I 双酶切鉴定 ,

最后挑选阳性克隆进行测序.
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1. 2. 4 　IL15/ PAP 融合基因植物表达载体的构建

1. 2. 4. 1 　IL15/ PAP 的 PCR 点突变 　为利用植物

表达载体 pBPAP12 中的 Bam HI 和 Sal I 克隆位

点 ,参照文献 [ 6 ]对 pET32a2IL15/ PAP 中的融合基

因进行 PCR 点突变 ,去除内含 Bam HI 位点. 合成

如下 4 条引物 :

IPU1 :5’- GGA GGATCC ATGAACTGGGTGAATGTAATAAGTG - 3’

　　　　　　Bam HI

IPL1 :5’- CGC GTCGAC TCAGAATCCTTCAAATAGATC - 3’

　　　　　　Sal I

IPU2 :5’- GTGGCGGATCGGG C TCCATGAAGTC - 3’

IPL2 :5’- GACTTCATGGA G CCCGATCCGCCAC - 3’

IPU1 和 IPL1 分别为 IL152PAP 基因上、下游引

物. IPU1 中含 Bam HI位点. IPL1 中包括 Sal I位点

与终止密码子 TGA. IPU2 和 IPL 2 分别是引入突变

的正向和反向引物 ,其中带下划线者为突变碱基.

以 pET32a2IL15/ PAP 为模板 ,分别用 IPU1/ IPL

2 ,IPU 2/ IPL 1 引物对进行第 1 轮 PCR 反应 ,再以

凝胶回收的第 1 轮 PCR 产物为模板进行第 2 轮

PCR ,用 IPU1/ IPL1 引物对扩增出带突变的 IL15/

PAP 融合基因. PCR 反应体系都为 50μL ,第 1 轮

PCR 条件为 : 94 ℃1 min ,94 ℃30 s ,53 ℃30 s ,72

℃1 min ;第 2 轮 PCR 条件为 :94 ℃2 min ,94 ℃60

s ,53 ℃60 s ,72 ℃3 min ;两轮 PCR 都进行 30 个循

环 ,最后 72 ℃延伸 10 min.

1. 2. 4. 2 　IL15/ PAP 融合基因与植物表达载体的

连接 　用 Bam HI 和 Sal I 双酶切点突变 PCR 产

物 ,插入到同样双酶切的 pBPAP12 中 ,经 PCR、双酶

切鉴定后进行序列测定. 将构建的载体命名为

pB2IP.

2 　结果与分析

2. 1 　原核表达载体 pET32a - IL15/ PAP的构建

以 IL15 基因为模板 ,用加接头的引物进行扩

增 ,得到 1 条约 410 bp 的的条带 ,大小与预期的相

符 (图 1) . 用 Nco I/ Sal I 双酶切构建的重组质粒

pET32a2IL15/ PAP ,经 10 g·L - 1琼脂糖电泳 ,可见约

1 350 bp 的条带 ,大小与预期的一致 (图 2) . 对重组

质粒进行测序分析 ,结果见图 3. 从图 3 可看出 ,插

入位点、IL15、接头、PAP 各构件完整无缺 ,拼接正

确. 用 DNAMAN 软件分析 ,结果表明 ,插入序列与

目标序列完全吻合 ,无阅读框移位 ,说明表达载体

pET32a2IL15/ PAP 构建成功.

11DNA 标准 DNA marker ; 2～5. PCR 产物 PCR products

图 1 　IL15/ L PCR产物电泳

Fig11 　Electrophoretic profile of PCR products of IL15/ L

11重组质粒 Nco Ⅰ+ Sal Ⅰ;双酶切 pET32a- IL15/ PAP/ Nco Ⅰ+

Sal Ⅰ;21DNA 标准 DNA marker

图 2 　pET32a- IL15/ PAP的酶切鉴定

Fig12 　Enzyme analysis of pET32a- IL15/ PAP

2. 2 　植物表达载体的构建

对 pET32a - IL15/ PAP 质粒中的融合基因进行

PCR 点突变. 在第 1 轮 PCR 反应中 ,分别扩增出了

404 bp 和 965 bp 的 2 个片段 ,再以回收的这 2 个片

段为模板进行第 2 轮 PCR ,扩增出了带目的突变的

IL15/ PAP 融合基因. 将第 2 轮 PCR 终产物插入

pBPAP12 的表达框架. 重组子经双酶切鉴定 (图

4) ,结果表明 ,切下了约 1 350 bp 的片段 ,与预期相

符.按照目标序列设计引物测定插入片段的序列 ,

与预期序列完全一致 ,并且原接头下游与 PAP 基

因之间的 Bam HI 位点按设计被改变 (图 5) . 构建

的植物表达载体结构见图 6.
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上行 :DNA 序列 ,下行 :氨基酸序列 ;划线部分为接头序列 ,划线前部分为 IL15 ,划线后部分为 PAP. The underlined letters indicated linker

( Gly4Ser) 3 and Bam HI restriction site , before the underlined is the sequence of IL15 , after the underlined is the sequence of PAP.

图 3 　原核表达载体 pET32a2IL15/ PAP中融合基因的完整序列及相应的氨基酸序列

Fig13 　Nucleotide and deduced amino acid sequences of cloned IL15/ PAP fusion gene
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11DNA 标准 DNA Marker ; 21pB- IP/ Bam HI 单酶切对照 pB- IP/ Bam

HI control ;31pB- IP Bam HI/ Sal Ⅰ双酶切 pB- IP/ Bam HI + Sal I

图 4 　pB2IP的酶切鉴定

Fig14 　Enzyme analysis of pB- IP

RB :右边界 Right border ;NPT:植物选择标记 Neomycin

phosphotransferase ;35S:35S启动子 35S CaMV promotor ;NOS:

终止子 Terminater ;LB :左边界Left border.

图 6 　植物表达载体 pB- IP结构

Fig16 　Structure of plant expression vector pB- IP

箭头所示为突变碱基 The arrow indicated the mutated base

图 5 　植物表达载体 pB- IP插入片段部分序列测定结果

Fig15 　Partial result of sequencing of foreign fragment in pB- IP

3 　讨论

构建细胞因子融合毒素旨在利用细胞因子与

其受体的特异性结合来达到特异性杀伤高表达相

应细胞因子受体的肿瘤细胞的目的. 由于 IL2R 比

较特异的分布于被激活而增殖的 T淋巴细胞表面 ,

因此 I L2 被广泛用作构建多种导向药物的载

体[7 ,8 ] , IL15 也被用来构建融合毒素[4 ] . 在多数以

细胞因子作为载体的导向药物中 ,弹头都采用绿脓

杆菌外毒素 ( PE) 和白喉毒素 (DT) 变异体等[9 ,10 ] .

作者以 IL15 为载体 ,PAP 为弹头 ,设计了一种新型

的、可消除 IL15R 高表达细胞的导向药物基因.

IL15 与 IL2 生物学活性、受体结构等有很多相似

之处 ,但 IL15 的副作用小 (特别是血管渗出综合征

低) 、与相应受体亲和力高及协同性分布等都是IL2

所不具备的特点. 因此 , IL15 导向药物的临床应用

有剂量小、特异性强及毒副作用低等优势[4 ,11 ,12 ] .

与细菌毒素 ( PE ,DT 等) 相比 ,植物性毒素 PAP 细

胞毒性更强 ;其次 ,PAP 与细菌毒素无免疫交叉反

应 ,病人体内也不含天然的抗 PAP 抗体 ,尤其当病

人对 PE或 DT 类毒素蛋白产生抗性时 ,以 PAP 为

主体的毒素蛋白就显得更为重要 ,相互之间可起到

互补 ,甚或可联合应用. 因此 , IL152PAP 融合蛋白

可能成为一种特别应用价值的导向性药物.

蛋白质的功能取决于其空间结构. 在进行蛋白

融合表达时 ,一般都要使用接头序列将两多肽连接

起来 ,这样可使两基因在空间上各自分离 ,折叠形

成各自的三维结构 ,以发挥其生物学功能. 作者选

用了 Huston 设计的、具刚性结构的甘氨酸接头[5 ] ,

期望 IL15 与 PAP 互不干扰而形成各自的天然构

象 ,从而同时获得具有 2 种蛋白功能的重组蛋白 ,

达到预期的目的. 在接头序列的引入途径上 ,没有

采取分步克隆策略中通常单独克隆接头序列的方

法 ,而是通过 PCR 引物引入接头序列 ,这样就减少

了工作量及加快了工作进展.

植物作为生产药用蛋白的生物反应器 ,为人类
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提供了一个更加安全和廉价的生产体系. 与其他生

产系统相比 ,它具有许多潜在的优势[13 ] . 如对真核

生物蛋白进行准确的翻译后加工和蛋白糖基化 ;成

本较低 ,周期较短等. 本研究构建了植物表达载体 ,

为研究利用植物生产该融合蛋白提供了试验材料.
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