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摘要 根据梭鱼IL-22cDNA序列设计特异性引物,从梭鱼脾脏中扩增IL-22用于表达片段,连接至载体

pUC57。分别以BamHⅠ和 KpnⅠ对含有目的基因的质粒和pQE-30进行酶切,连接并转化到大肠杆菌 M15
中,以IPTG进行诱导表达。表达产物通过Ni-NTA亲和层析进行纯化。经SDS-PAGE对表达产物进行鉴定。

SDS-PAGE显示该IL-22表达质粒经IPTG诱导后,IL-22重组蛋白主要在菌体培养上清中表达。通过优化蛋白

表达及纯化方法,成功获得了梭鱼IL-22活性蛋白。
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  白细胞介素(interleukin,IL)-22,又称IL-10相

关的 T 细 胞 衍 生 的 可 诱 导 因 子 (IL-10related
Tcell-derivedinduciblefactor,IL-TIF),由 Du-
moutier等[1]用IL-9刺激的T淋巴细胞瘤细胞中

得到。IL-22主要由活化 T 细胞、NK(naturekil-
ler)细胞、肥大细胞、B 细胞及 嗜 酸 性 粒 细 胞 分

泌[2]。IL-22能够诱导BD-1(β-defensin-1)、S100A7
(psoriasin)、S100A8和S100A9等抗炎基因及抗菌

蛋白RegIIIβ、RegIIIγ、lipocalin-2及一氧化氮合酶

(iNOS)的表达[3-6],提示哺乳类IL-22在炎症反应

及细菌免疫中具有重要的免疫调节作用。
然而,直到近年才有低等脊椎动物IL-22基因

的相关报道。2006年,Igawa等[7]首次在斑马鱼中

发现了IL-22基因,发现斑马鱼IL-22与哺乳类

IL-22具有相同的基因组结构(5个外显子/4个内含

子)。Qi等[8]报道了两栖类模式动物非洲爪蟾IL-
22基因,该基因与人和斑 马 鱼 的 相 似 性 分 别 为

40.6%和14.1%。但目前关于鱼类IL-22的研究多

局限在基因克隆及表达分析上,关于IL-22对下游

基因的表达调控的研究相对较少。获得某些基因的

活性蛋白,能够在蛋白质水平上对某些基因的功能

进行阐述。真核表达系统操作流程相对复杂、价格

昂贵。因此,构建合适的原核表达载体,通过优化表

达及纯化方法来获得IL-22蛋白,对于深入研究某

些基因的功能具有重要的意义。
梭鱼(Lizahaematocheila),为鲻科鱼类,肉细

味美、营养丰富,是我省沿海地区重要的经济鱼类之

一。梭鱼具有广盐、广温性及食性广、食物链短、生
长快等优点。随着梭鱼人工育苗和淡化放养技术的

研究成功,梭鱼已成为淡水养殖尤其是沿海滩涂的

重要养殖对象[9]。正是由于梭鱼良好的经济和食用

价值,国际生物学计划海洋生产力组(IBP/PM)与
联合国粮农组织一起将梭鱼等鲻科鱼类的研究列为

国际生物学的研究课题之一。笔者在前期克隆获得

梭鱼IL-22cDNA 全长序列的基础上,构建原核表

达质粒,通过改良蛋白纯化及洗脱的方法,获得了梭

鱼IL-22活性蛋白,旨在为深入研究低等脊椎动物

IL-22的生物学活性奠定基础。

1 材料与方法

1.1 所需溶液、培养基及缓冲液

K-phosphate溶液(1L):含K2HPO4125.4g,

KH2PO423.1g,pH6.8,高压蒸汽灭菌(126℃,15
min)。
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TB培养基(1L):蛋白胨12g;酵母抽提物

24g;甘油4mL,灭菌后加入100mLK-phosphate
溶液。

裂解缓冲液(Lysisbuffer,LB)(1L):Tris-HCl
50mmol/L;NaCl5mmol/L;MgCl25mmol/L;β-
巯基乙醇5mmol/L;甘油20%;NP-400.1%;加入

咪唑至2mmol/L,调节pH 至8.0,过滤除菌。
漂洗缓冲 液-1(Washingbuffer-1,WB-1):在

LB溶液中加入咪唑浓度至20mmol/L,pH为8.0。
漂洗缓冲液-2(Washingbuffer-2,WB-2):Tris-

HCl20 mmol/L;NaCl100 mmol/L;KCl100
mmol/L;MgCl25mmol/L;β-巯基乙醇5mmol/L;
甘油20%;NP-400.1%;加入咪唑至50mmol/L,
调节pH 至7.5,过滤除菌。

漂洗缓冲 液-3(Washingbuffer-3,WB-3):在

WB-2溶液中加入咪唑浓度至100mmol/L,pH 为

7.5。
洗脱缓冲液-1(EB-1):Tris-HCl20mmol/L;

NaCl100 mmol/L;MgCl2 5 mmol/L;KCl100
mmol/L;β-巯基乙醇5mmol/L;甘油20%;NP-40
0.1%;加入咪唑至250mmol/L,调节pH 至7.5,
过滤除菌。

洗脱缓冲液-2(EB-2):在EB-1溶液中加入咪唑

浓度至500mmol/L,pH 为7.5。
1.2 梭鱼 IL-22 基因原核表达载体的构建

根据梭鱼IL-22cDNA序列(GenBank登录号:

JF960524) 设 计 特 异 性 引 物 Ex _ 22F:

GGATCCCACCCGCTGAATCAAC(含有BamHⅠ
酶切 位 点)和 Ex_22R:GGTACCTCACTGAT-
TCTTCTTC(含有KpnⅠ酶切位点),以梭鱼脾脏

cDNA为模板扩增目标序列。PCR反应条件为:

94℃5min;94℃30s,58℃30s,72℃90s,35个

循环;72℃10min。琼脂糖凝胶电泳检测,回收纯

化目的片段。之后将目的片段克隆至pUC57载体

上,转化大肠杆菌 M15。提取质粒,以BamHⅠ和

KpnⅠ对目的序列和pQE-30质粒分别进行双酶

切,37℃ 过夜。将酶切产物进行连接(16℃,过
夜),10μL连接体系包括:6μLxeIFN-λ1cDNA酶

切产物,2μLpQE-30酶切产物,1μL10×T4lig-
asebuffer,1μLT4DNA连接酶。连接产物转化

大肠杆菌 M15感受态细胞,PCR筛选重组克隆,测
序检查有无移码或突变。

1.3 梭鱼 IL-22 重组蛋白表达检测

测序正确的表达菌株按照1∶100接种于10
mL含卡那霉素(50μg/mL)和100μg/mL氨苄青

霉素(Ampicillin,Amp)的LB培养液中,30℃200
r/min培养至菌液D600为0.4~0.6。取出1mL菌

液分别作为阴性对照,剩余菌液加入终浓度为0.2
mmol/L的IPTG,然后继续以上述条件进行培养。
培养3h后,取出1mL作表达分析。为了检测融合

蛋白的表达形式,另外取出诱导后的重组质粒菌液

2mL,离心收集菌体,用200μLPBS重悬,超声波

处理(15W,超声10s,间隔10s)20min。破碎产物

于4℃、12000r/min离心20min收集上清,沉淀

用100μL的PBS重悬。表达产物用变性不连续

SDS-PAGE电泳分析。
1.4 梭鱼 IL-22 重组蛋白的纯化

扩大培养500mL表达菌液,收集的菌液用裂

解缓冲液(LB)重悬(每100mL菌液加入1mL裂

解溶液),4℃、12000r/min离心10min离心收菌,
超声波破碎(15W,超声10s,间隔10s)20min,

4℃、12000r/min离心30min,收集上清。将 Ni-
NTA树脂加到蛋白纯化重力柱中,加入600μLLB
溶液进行平衡纯化柱。将细胞裂解上清液加到纯化

柱中,于冰上静置30min后,流出液相,收集流出

液。重新将流出的液体上柱,重复过柱1次并收集

流出液备用。依次加入 LB(5mL)、WB-1、WB-2
和 WB-3进行漂洗(每个 WB溶液重复5次,每次

5mL);然后加入 EB-1和 EB-2(每个溶液重复3
次,每次1mL),对所收集的溶液进行SDS-PAGE
电泳检测。

2 结果与分析

2.1 梭鱼 IL-22 诱导表达检测

采用特异性引物Ex_22F和Ex_22R,以梭鱼脾

脏cDNA为模板,扩增到约462bp与预期长度一致

的特异性条带,经过测序验证是梭鱼IL-22。分别

以BamHⅠ和KpnⅠ对IL-22和pQE-30进行双酶

切,酶切产物连接并转化大肠杆菌 M15。经IPTG
诱导后3h后,SDS-PAGE电泳显示在17ku处出

现了1条明显的新增蛋白条带,分子质量大小与预

计大小一致。对诱导表达细胞进行超声波破碎,检
测上清液和沉淀中IL-22表达情况,结果显示IL-22
在上清和沉淀中均有表达,但主要集中在上清中(箭
头所示,图1)。
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 1:未诱导的表达菌体 UninducedM15transfectedwithpQE-30-

IL-22plasmid;2:超声波破碎菌体沉淀 ThesedimentofM15af-
terultrasonicationtreatment;3:超声波破碎菌体上清 Supernate

ofM15afterultrasonicationtreatment;M:蛋 白 标 记 Protein

marker.

图1 重组梭鱼IL-22诱导表达的SDS-PAGE电泳分析

Fig.1 SDS-PAGEanalysisoftheinduced
expressionofIL-22inE.coli

2.2 重组蛋白的纯化

SDS-PAGE电泳显示,在将含有IL-22重组蛋

白的LB溶液加到Ni-NTA 树脂中,流出的液体中

并不含有IL-22重组蛋白(图2)。在经过漂洗缓冲

液 WB1、WB2、WB3 的漂洗后,以EB-1和EB-2溶

液对目的蛋白进行洗脱。结果显示,EB-1和EB-2
溶液均能将IL-22重组蛋白从 Ni-NTA 树脂上洗

脱,而且洗脱的蛋白呈单一性,大小与IL-22重组蛋

白预期大小一致(箭头所示,图2)。

 1:上柱流穿 Thesolutionflowthecolumn;2:EB-1洗脱Solu-
tionwashedbyEB-1;3:EB-2洗 脱 SolutionwashedbyEB-2;

M:蛋白质标记Proteinmarker.

图2 梭鱼IL-22蛋白纯化的SDS-PAGE分析

Fig.2 SDS-PAGEanalysisofthepurified
recombinantproteinofIL-22

2.3 重组蛋白质量浓度测定

以NanoTop(Thermal)在260nm处检测纯化

蛋白吸光度,并换算成蛋白质的质量浓度。结果显

示,所纯化的蛋白质量浓度为0.12mg/mL。进一

步以不同浓度的BSA为参照,采用SDS-PAGE方

法验证了纯化蛋白纯度及浓度,结果显示,所纯化的

蛋白为单一条带,浓度与 NanoTop所检测的质量

浓度一致(图3)。

图3 梭鱼IL-22重组蛋白浓度检测

Fig.3 TheconcentrationofrecombinantproteinofIL-22

3 讨 论

目前,对于低等脊椎动物IL-22的研究主要集

中在基因克隆和表达分析上,而对于IL-22功能的

研究则相对较少。Qi等[8]发现非洲爪蟾IL-22在

LPS和PolyI:C在脾脏和肠中呈上调表达。Monte
等[10]制备了虹鳟IL-22活性蛋白,检测了虹鳟IL-22
的生物活性。结果显示,虹鳟IL-22能够上调β-de-

fensin等多种抗菌肽表达。上述研究提示低等脊椎

动物的IL-22可能与哺乳动物IL-22具有相似的功

能,在炎症反应、免疫系统调控中发挥着重要的

功能。
笔者在已有梭鱼IL-22cDNA 序列的基础上,

通过设计特异性引物扩增并克隆到462bp的梭鱼

IL-22序列,构建了重组质粒IL-22/pQE30,并转化

M15表达菌株,经IPTG诱导,梭鱼IL-22重组蛋白

在 M15菌株中成功表达。进一步通过对细菌破碎

后的沉淀和上清中重组蛋白进行分析,发现重组

IL-22主要存在于上清中,分子质量约为17ku,表
明IL-22重组蛋白并不是以包涵体形式存在,而是

以可溶蛋白的形式存在。采用Ni-NTA树脂亲和层

457



 第6期 王资生 等:梭鱼白细胞介素-22原核表达及活性蛋白的制备  

析纯 化 该 重 组 蛋 白,得 到 了 质 量 浓 度 为 0.12
mg/mL的重组蛋白。为了保证获得蛋白的活性,本
研究并未使用尿素对重组蛋白进行纯化,而是采用

了较为温和的咪唑来进行重组蛋白的洗脱,这样就

保证了重组蛋白的生物学活性[11]。该研究为深入

研究梭鱼IL-22基因的功能奠定了基础,同时也为

获得鱼类乃至真核生物其他免疫基因的活性蛋白提

供了重要的借鉴。
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interleukin-22proteinwithbiologicalactivity

WANGZi-sheng1,2 QIZhi-tao1,2 HUANGBei3

ZHANGQi-huan1,2 QIUMing1,2 SHAORong2

1.KeyLaboratoryofAquacultureandEcologyofCoastalPoolofJiangsuProvince/

DepartmentofOceanTechnology,YanchengInstituteofTechnology,Yancheng224051,China;
2.ChemicalandBiologicalEngineeringCollege,YanchengInstituteofTechnology,

Yancheng224051,China;

3.StateKeyLaboratoryofFreshwaterEcologyandBiotechnology/InstituteofHydrobiology,

ChineseAcademyofSciences,Wuhan430072,China

Abstract ToconstructaprokaryoticexpressionsystemofLizahaematocheilainterleukin(IL)-22,

thepartialIL-22genewasclonedfromspleenusingthespecificprimersbyPCRandinsertedintopUC57
vector.Then,theplasmidandpQE-30vectorweredigestedwithBamHⅠandKpnⅠ,ligatedandsub-
clonedintoM15.TheIL-22proteinwasexpressedbyIPTGinduction,purifiedbyNi-NTAandconfirmed
bySDS-PAGE.TheSDS-PAGEresultshowedthatafterinducedbyIPTG,theIL-22wasexpressedsuc-
cessfullyinM15,andmainlyexpressedinsupernatant.TheresultsindicatedthattheIL-22prokaryotic
expressionvectorwasconstructedsuccessfullyandtherecombinantproteinpossessedbiologicalactivity.

Keywords Lizahaematocheila;interleukin-22;prokaryoticexpression;proteinpurification
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