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摘 要 白细胞介素-8 (interleukin-8, IL-8)是一种 CXC 家族趋化因子，主要通过趋化炎症细胞参与机体免

疫反应。本研究通过 RT-PCR 技术，扩增得到含一对酶切位点的青海湖裸鲤 IL-8 成熟蛋白 DNA 序列(gpI

L-8)，经酶切连接至 pET30a (+)质粒得到原核表达重组质粒 pET30a-gpIL-8，将重组质粒转化入大肠杆菌 B

L21 后成功诱导得到分子量约 13.7 kD 的重组蛋白，重组蛋白以包涵体和可溶性蛋白两种形式存在。对影

响蛋白表达量的诱导物浓度和诱导时间进行优化，发现包涵体重组蛋白表达量随诱导时间增加而增加，随

诱导物浓度增加呈先增加后减少的趋势，在 0.4 mmol/L IPTG 诱导 8 h 时表达量最高。可溶性重组蛋白表

达量总体上随诱导时间的增加呈先增加后减少趋势，随诱导物浓度的增加表达量无明显改变，在 0.4 mmo

l/L IPTG 诱导 6 h 时即可表达高浓度的可溶性重组蛋白。因可溶性蛋白有利于后续实验，利用最佳诱导条

件诱导后对可溶性蛋白进行纯化，得到高纯度的 IL-8 重组蛋白，测得浓度达 101.5 μg/mL，满足后续实验

要求。本研究为青海湖裸鲤 IL-8 多克隆抗体制备，及其功能、作用机制研究提供了理论依据。 

关键词 青海湖裸鲤, IL-8, 原核表达, 诱导条件优化 

Construction of Prokaryotic Expression System and Optimization of 
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Abstract Interleukin-8 (IL-8) is one of CXC chemokines playing the important role in mediating inflammatory 

response and being involved in immune response. In this study, the primers with two restriction enzyme cutting 

sites were used to clone the complete DNA sequence of IL-8 mature protein of Gymnocypris przewalskii 

przewalskii. Then the gpIL-8 gene was cloned into the prokaryotic expression vector pET30a (+) to construct the 

recombinant vector pET30a-gpIL-8. After that, the recombinant plasmid was transformed into E. coli BL21 strain 

to the expression of target protein. A molecular weight of 13.7 kD recombinant protein which existed in forms of 

inclusion body and soluble protein was successfully expressed by induction. The concentration of inducer and the 

induction time affecting the expression level of recombinant protein were optimized, the expression level of 

inclusion body increased with the augment of induction time, while the expression level firstly increased and then 

decreased with the augment of the concentration of inducer, and the expression level was the highest at 0.4 

mmol/L IPTG for 8 hours. On the whole, the expression level of soluble recombinant protein firstly increased and 

then decreased with the augment of the induction time, while the expression level of soluble protein didn’t change 

obviously with the augment of the concentration of inducer, and the expression level was the highest at 0.4 

mmol/L IPTG for 6 hours. Owing to soluble protein being beneficial to subsequent experiments, it can use the 
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best induction conditions to purify soluble recombinant protein of gpIL-8, a concentration of 101.5 μg/mL, which 

can meet the requirements of the subsequent experiments. The result laid a foundation for the preparation of IL-8 

polyclonal antibody, and the research of function and mechanism of IL-8 in Gymnocypris przewalskii przewalskii. 

Keywords Gymnocypris przewalskii przewalskii, Interleukin-8 (IL-8), Prokaryotic expression, Conditions 

optimization 

白细胞介素-8 (interleukin-8, IL-8/CXCL8)是一种小分子质量蛋白，属于趋化因子 CXC 亚家族成员(La

ing and Secombes, 2004)。在哺乳动物中，IL-8 主要由巨噬细胞、单核细胞、上皮细胞、血管内皮细胞、

纤维母细胞等多种细胞分泌(Nakamura et al., 1991)，与 CXCR1 和 CXCR2 结合趋化中性粒细胞等白细胞

到达损伤、感染部位，参与炎症反应，在先天性免疫反应中发挥重要作用(Harada et al., 1994)。IL-8 的基

因结构和氨基酸序列特征已经在不同物种中被揭示，基因结构分析显示，在哺乳动物、鸟类、爬行类、鱼

类中 IL-8 基因均由 3 个内含子和 4 个外显子组成，不同物种的 IL-8 氨基酸序列中均含有四个高度保守的

半胱氨酸残基(Li and Yao, 2013; Nguyen et al, 2017)。目前对哺乳动物 IL-8 的功能已经有较深入的研究，

但鱼类 IL-8 功能的研究依旧较少(Wang et al, 2016)。现有研究显示鱼类 IL-8 的功能与哺乳动物类似，具

有趋化白细胞、促进炎症反应的功能(Wang et al., 2013; Wang et al., 2017)。 

青海湖裸鲤是青藏高原天然鱼类中发挥经济效益最大的一种鱼类(武云飞和吴翠珍, 1991)，在维护青

海湖及周边地区生态系统稳定中发挥重要作用。在野外调查和人工养殖过程中发现，青海湖裸鲤极易感染

多种寄生虫，可导致鱼体大量死亡(杨延宝和廖翔华, 1999; 杨延宝等, 2000; Tong et al., 2015)，已成为青

海湖裸鲤保护和人工驯化养殖的重要限制因素。目前对青海湖裸鲤免疫系统及免疫基因的研究很少，尚没

有有关 IL-8 基因的研究。本研究利用实验室前期鉴定的青海湖裸鲤 IL-8 (gpIL-8)基因设计引物，结合 RT-

PCR 技术克隆得到带有酶切位点的青海湖裸鲤 IL-8 成熟蛋白基因序列，通过基因工程技术构建青海湖裸鲤

IL-8 原核表达系统，并对重组蛋白诱导表达条件进行优化，经诱导、纯化得到高纯度的重组蛋白。该研究

为青海湖裸鲤 IL-8 多克隆抗体制备及进一步研究青海湖裸鲤 IL-8 的生物学活性、作用机制提供了有效的

研究工具。 

1 结果与分析 

1.1 IL-8 原核表达载体构建及转化 

以青海湖裸鲤 cDNA 为模板，利用带有 BamH1 和 HoX1 酶切位点的特异引物扩增得到 247 bp 的目的

条带，并成功连接到 PMD19T载体。通过 BamH1 和 HoX1 双酶切 PMD19T-gpIL-8 重组质粒获得与预期大小

一致的带有粘性末端的目的条带(图 1)。对 pET30a 空质粒进行双酶切得到带有粘性末端的线性质粒。用

T4 DNA 连接酶连接酶切的目的条带和质粒，并转入 DH5a 大肠杆菌感受态中进行克隆，用 BamH1 和 HoX1

对阳性克隆提取的质粒进行双酶切得到与预期大小一致的两个条带 (图 2)。经测序确认成功构建

pET30a-gpIL-8 表达载体，将重组质粒转化入 BL21 感受态后得到表达重组 IL-8 蛋白的工程菌。 

 

图 1 PMD19T-gpIL-8 重组质粒双酶切 
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注: M: DL 2 000 Marker; 1, 2: PMD19T-gpIL-8 质粒双酶切 

Figure 1 Double enzyme digestion of PMD19T-gpIL-8 recombinant vector 

Note: M: DL 2 000 Marker; 1, 2: Double enzyme digestion of PMD19T-gpIL-8 vector 

 

图 2 pET30-gpIL-8 表达载体的提取和双酶切 

注: M: DL 2 000 Marker; 1, 2: pET30-gpIL-8 表达载体; 3: pET30 空质粒双酶切; 4: pET30-gpIL-8 表达载体双酶切 

Figure 2 Extraction and double enzyme digestion of pET30-gpIL-8 expression vector 

Note: M: DL 2 000 Marker; 1, 2: pET30-gpIL-8 expression vector; 3: double enzyme digestion of pET30 vector; 4: double enzyme 

digestion of pET30-gpIL-8 expression vector 

1.2 重组 IL-8 蛋白的诱导表达 

含重组质粒 pET30a-IL-8 的表达菌株经 1 mmol/L IPTG 诱导 4 h 后，菌体破碎液的上清液和沉淀中均

含有约 14 kD 的融合蛋白，与预测的重组蛋白分子量 13.7 kD 一致。在未经 IPTG 诱导的含重组质粒的表

达菌株破碎液上清和沉淀中同样含有与预测分子量大小一致的重组蛋白，但表达量比诱导组低；含 pET30a 

(+)空质粒的 E.coli BL21 诱导后上清液与沉淀中未出现融合蛋白条带，表明目的基因在大肠杆菌中被成功

诱导表达(图 3)。 

 

图 3 gpIL-8 重组蛋白诱导表达 

注: M: 蛋白分子 Marker; 1: 含重组质粒的菌液诱导后沉淀; 2: 含重组质粒的菌液诱导后上清液; 3: 未诱导含重组质粒的菌

体沉淀; 4: 未诱导含重组质粒的菌体上清液; 5: 含空质粒菌液诱导后沉淀; 6: 含空质粒菌液诱导后上清液 

Figure 3 Inducible expression of gpIL-8 recombinant protein 
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Note: M: Protein molecular marker; 1: Protein precipitate of induced bacteria with pET30-gpIL-8 vector; 2: Protein supernatant of 

induced bacteria with pET30-gpIL-8 vector; 3: Protein precipitate of uninduced bacteria with pET30-gpIL-8 vector; 4: Protein 

supernatant of uninduced bacteria with pET30-gpIL-8 vector; 5: Protein precipitate of induced bacteria with pET-30a vector; 6: 

Protein supernatant of induced bacteria with pET-30a vector 

1.3 gpIL-8 融合蛋白表达条件优化 

为提高融合蛋白在大肠杆菌中的表达量，对诱导剂的浓度和诱导时间进行了优化。结果发现，当诱导

物浓度一定时，包涵体重组蛋白表达量随诱导时间增加而增加，在诱导 8 h 时产生大量的包涵体蛋白。当

诱导时间一定时，重组蛋白表达量随诱导物浓度的增加呈先增加后减少的趋势，IPTG 诱导浓度在 0.4 

mmol/L 时包涵体重组蛋白表达量最高(图 4)。因此，包涵体重组蛋白在 0.4 mmol/L IPTG 诱导 8 h 时表达量

最高。 

当诱导物浓度一定时，可溶性重组蛋白表达量随诱导时间呈先增加后减少的趋势，诱导 6 h 时可溶性

蛋白表达量最高。当诱导时间一定时，随诱导物 IPTG 浓度的增加可溶性蛋白表达量无明显改变，在 0.4 

mmol/L IPTG 诱导 6 h 时可溶性蛋白表达量达到最高(图 5)。 

 

图 4 gpIL-8 包涵体蛋白诱导条件优化 

注: M: 蛋白分子 Marker; 1: 未诱导; 2~5: 0.1 mmol/L IPTG 诱导 2 h, 4 h, 6 h, 8 h; 6~9: 0.4 mmol/L IPTG 诱导 2 h, 4 h, 6 h, 8 h; 

10~13: 0.8 mmol/L IPTG 诱导 2 h, 4 h, 6 h, 8 h; 14~17: 1.0 mmol/L IPTG 诱导 2 h, 4 h, 6 h, 8 h 

Figure 4 Optimization of induction conditions of Inclusion body protein 

Note: M: Protein molecular marker; 1: Inclusion body protein in the uninduced group; 2~5: Inclusion body protein induced

 by 0.1 mmol/L IPTG for 2, 4, 6, 8 hour; 6~9: Inclusion body protein induced by 0.4 mmol/L IPTG for 2, 4, 6, 8 hour;

 10~13: Inclusion body protein induced by 0.8 mmol/L IPTG for 2, 4, 6, 8 hour; 14~17: Inclusion body protein induced 

by 1.0 mmol/L IPTG for 2, 4, 6, 8 hour 
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图 5 gpIL-8 可溶性蛋白诱导条件优化 

注: M: 蛋白分子 Marker; 1: 未诱导; 2~5: 0.1 mmol/L IPTG 诱导 2 h, 4 h, 6 h, 8 h; 6~9: 0.4 mmol/L IPTG 诱导 2 h, 4 h, 6 h, 8 h; 

10~13: 0.8 mmol/L IPTG 诱导 2 h, 4 h, 6 h, 8 h; 14~17: 1.0 mmol/L IPTG 诱导 2 h, 4 h, 6 h, 8 h 

Figure 5 Optimization of induction conditions of soluble protein 

Note: M: Protein molecular marker; 1: Soluble protein in the uninduced group; 2~5: Soluble protein induced by 0.1 mmol

/L IPTG for 2, 4, 6, 8 hours; 6~9: Soluble protein induced by 0.4 mmol/L IPTG for 2, 4, 6, 8 hours; 10~13: Soluble pr

otein induced by 0.8 mmol/L IPTG for 2, 4, 6, 8 hours; 14~17: Soluble protein induced by 1.0mmol/L IPTG for 2, 4, 6,

 8 hours 

1.4 重组蛋白的纯化和浓度测定 

由于可溶性蛋白易纯化且有利于后续实验，因此从上清液中纯化可溶性重组蛋白。基于诱导条件优化

结果，用 0.4 mmol/L IPTG 诱导菌液 6 h，取破碎液上清进行重组蛋白纯化，获得高纯度的 IL-8 重组蛋白(图

6)。通过制作标准曲线(图 7)，测得纯化的重组蛋白浓度可达 101.5 μg/mL。 

 

图 6 gpIL-8 重组蛋白纯化 

注: M: 蛋白分子Marker; 1, 2, 3: 菌体破碎液上清液; 4: 第一次重组蛋白洗脱液; 5: 第二次重组蛋白洗脱液; 6: 第三次重组蛋

白洗脱液 

Figure 6 Purification of gpIL-8 recombinant protein 

Note: M: protein molecular marker; 1, 2, 3: Protein supernatant of bacteria; 4: The first eluate of gpIL-8 recombinant protein; 5: The 

second eluate of gpIL-8 recombinant protein; 6: The third eluate of gpIL-8 recombinant protein 
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图 7 BSA 蛋白质浓度标准曲线 

Figure 7 The BSA standard curve of protein concentration 

2 讨论 

功能基因在体外的表达主要用原核和真核两种表达系统实现，目前，原核表达系统的研究更加深入，

技术也更加成熟(范翠英等, 2012)。大肠杆菌是第一个被用于外源基因表达的宿主菌，因其具有遗传背景清

楚、生长繁殖快、易操作、成本低、易表达等优点，成为外源基因表达的首选系统(Baneyx, 1999; Sørensen, 

2005)。pET 系统是基于 T7 RNA 聚合酶与其强启动子之间的特异性、转录高效性建立的表达载体，能对

外源基因进行高效表达(吴一凡等, 2002; 范翠英等, 2012)，并能使表达的蛋白携带 6-His 标签，便于目的蛋

白的鉴定和纯化。本研究以大肠杆菌 BL21 作为宿主菌，利用 pET30a (+)表达载体对青海湖裸鲤 IL-8 基因

进行原核表达。 

对构建的青海湖裸鲤 IL-8 重组蛋白表达系统进行诱导表达，发现该系统可诱导产生包涵体和可溶性

蛋白两种形式的重组蛋白，且可溶性蛋白表达量高，说明该系统能很好的表达可溶性蛋白，这得益于 IL-8

相对较小的分子量，将有利于后期对青海湖裸鲤 IL-8 融合蛋白进行纯化及后续研究。为提高融合蛋白的表

达量，对影响表达量的诱导时间和诱导物浓度进行了优化。结果显示，在诱导物浓度一定时，随着诱导时

间的增加，可溶性蛋白的表达量总体上先增加后减少，在诱导 6 小时时达到最高，而包涵体蛋白的表达量

随诱导时间的增加而增加，表明长时间的诱导会使可溶性蛋白变性为包涵体蛋白，反而不利于可溶性蛋白

的获得。当诱导时间一定时，可溶性蛋白的表达量并没有随诱导物浓度的升高呈现出明显的变化，诱导物

浓度在 0.4 mmol/L 时即可表达较高水平的可溶性蛋白，而包涵体形式的蛋白随诱导物浓度的增加表达量先

增加后减少，在 0.4 mmol/L 时表达量最高，表明诱导剂浓度的增加并不一定使蛋白表达量增加，反而会抑

制蛋白的表达，这可能是由于高浓度的 IPTG 对细胞具有毒性作用(常云胜等, 2018)。 

本研究成功构建青海湖裸鲤 IL-8 原核表达系统，并对重组蛋白诱导表达条件进行了优化，发现在 0.4 

mmol/mL IPTG 诱导 6 h 的条件下可得到高浓度的可溶性蛋白，对可溶性蛋白进行纯化得到高纯度青海湖

裸鲤 IL-8 重组蛋白。该研究为青海湖裸鲤 IL-8 多克隆抗体制备，及功能、作用机制研究提供了理论依据。 

3 材料与方法 

3.1 实验材料 

一龄青海湖裸鲤由青海湖裸鲤救护中心提供。基因克隆载体 PMD19-T 购自 TaKaRa 公司，大肠杆菌 D

H5a 感受态购自天恩泽生物技术有限公司，表达菌株 BL21 感受态购自上海生工生物工程有限公司，pET3

0 (+)质粒在-20℃条件下保存于本实验室。 
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3.2 主要试剂 

总 RNA 提取试剂盒购自 Omega Bio-Tek 公司；反转录试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司；T4

DNA 连接酶、限制性内切酶 BamH1 和 Hox1 购自 NEB 公司；质粒小量提取试剂盒、PCR 产物凝胶回收试

剂盒、IPTG (异丙基硫代半乳糖)购自生工生物工程(上海)股份有限公司；SDS-PAGE 凝胶快速配制试剂盒、

考马斯亮蓝快速染液、His 标签蛋白纯化试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、彩虹蛋白 Marker 购自碧云天

公司；引物合成和测序由武汉天一辉远生物科技有限公司完成。 

3.3 IL-8 原核表达载体构建及转化 

按总 RNA 提取试剂盒中的说明书对青海湖裸鲤头肾组织总 RNA 进行提取，经琼脂糖凝胶检测后，按

照反转录试剂盒中的说明书将 RNA 反转录为 cDNA。 

根据青海湖裸鲤成熟肽 DNA 序列设计一对带有酶切位点的引物(F: CGGGATCCATGAGTCTTAGAG

GTCTGGGTGTA (BamH1); R: CCCTCGAGTCATGGGGCTTTGTTGGCAAT (Hox1))，并由武汉天一辉远

公司合成。以青海湖裸鲤 cDNA 为模板扩增目的序列，扩增产物纯化后连接至 PMD-19T 载体，并转化 D

H5a 感受态细胞后在 LB 固体培养基(含 50 μg/mL Amp+)上进行培养，经菌液 PCR 鉴定为阳性的菌液送至

武汉天一辉远生物公司进行测序确认。 

利用质粒小量抽提试剂盒提取测序正确的重组克隆质粒，分别使用 BamH1 和 Hox1 内切酶在 37℃下

对重组克隆质粒和原核表达载体 pET30 空质粒进行双酶切，酶切后回收目的片段和酶切的空载体。在 16℃

条件下，利用 T4 DNA 连接酶过夜连接回收的目的片段和表达载体，之后转化 DH5a 感受态，并在含有卡

那霉素的 LB 固体培养基(含 30 μg/mL Kan+)上进行培养。对通过菌液 PCR 和双酶切验证为阳性的克隆菌

株进行质粒提取，提取的重组质粒转化入 BL21 感受态细胞中，在含有卡那霉素的 LB 固体培养基(含 30 

μg/mL Kan+)上进行培养。通过菌液 PCR 和酶切验证为阳性的克隆送至天一辉远公司测序，以确定成功构

建青海湖裸鲤 IL-8 表达菌株。 

3.4 IL-8 重组蛋白诱导表达 

将带有重组质粒的表达菌株和带 pET30 空质粒的菌株以 1:100 的比例接种到 LB(含 30 μg/mL Kan+)

液体培养基中，带重组质粒的菌株接种两份，37℃、200 r/min 震荡培养约 3 h 至菌液 OD600 达到 0.4~0.6，

在一份重组质粒菌液和空质粒菌液中加入 IPTG 至终浓度达到 1 mmol/L，另一份带重组质粒菌液不加 IPT

G，继续在上述条件下诱导 4 h，各收集 3 mL 菌液进行超声破碎，收集破碎后的上清和沉淀进行 SDS-PA

GE 电泳分析。 

3.5 重组蛋白诱导表达条件优化 

为得到更高浓度的重组蛋白，对诱导表达过程中 IPTG 的浓度和诱导时间进行优化。将成功表达重组

蛋白的菌株按1:100比例分别接种到4个含有20 mL LB (含30 μg/mL Kan+)液体培养基的试管中，37℃、

200 r/min 培养约 3 h，使 4 个试管中菌液 OD600 达到 0.4~0.6，在各试管中加入不同量的 IPTG，使 4 个试

管中的 IPTG 终浓度分别为 0.1 mmo/L、0.4 mmol/L、0.8 mmol/L、1 mmol/L。37℃、200 r/min 条件下对

4 个试管中的菌液进行诱导，在诱导 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h 时分别从每个试管中取 3 mL 菌液，对收

集的菌液分别进行超声破碎和离心，收集上清液和沉淀进行 SDS-PAGE 电泳，经考马斯亮蓝染色后观察表

达情况，确定最佳诱导条件。 

3.6 重组蛋白纯化和浓度测定 

按 1:100 的比例将构建的青海湖裸鲤 IL-8 表达菌株接种至 100 mL LB (含 30 μg/mL Kan+)液体培养

基中，在 37℃、200 r/min 条件下培养约 3 h，使 OD600 达到 0.4~0.6，根据以上优化的最佳诱导条件对菌

液进行诱导，离心后对收集的菌体进行超声破碎，离心取上清液，根据蛋白纯化试剂盒说明书中的步骤过

镍柱纯化重组蛋白，纯化后蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，检测其纯度。利用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定

纯化蛋白的浓度，先根据说明书中的方法制作标准曲线，再利用标准曲线和样品吸光度计算蛋白浓度。 
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