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融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ原核表达载体的构建及
在大肠埃希菌中的表达

陈慧红1，余新炳2，高兴政1

【摘要】  目的 构建融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ的原核表达载体并予以表达。 方法 采用聚合酶链反应（PCR）
从人基因组 DNA中扩增出 IFN-α1b基因，克隆入原核表达载体 pGEX-4T-1，构建原核表达载体 pGEX-4T-1 / IFN-α1b。
利用 PCR法从恶性疟原虫基因组 DNA中扩增出环子孢子蛋白Ⅱ区（CSPⅡ）基因，克隆入原核表达载体 pGEX-4T-1，
构建原核表达载体pGEX-4T-1 / CSPⅡ。用限制性内切酶BamHⅠ和EcoRⅠ将 IFN-α1b 从原核重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-
α1b中切下，克隆入经相同酶切的原核重组质粒pGEX-4T-1 / CSPⅡ中，构建融合基因的原核表达载体 pGEX-4T-1 / IFN-
α1b / CSPⅡ。融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ经异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（ IPTG）诱导，在大肠埃希菌中进行初步表达。 
结果 构建的原核表达载体 pGEX-4T-1 / IFN-α1b、pGEX-4T-1 / CSPⅡ和 pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ经 PCR 和酶切鉴定
与预期结果一致。证实融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ拼接成功并正确地克隆入原核表达载体。在大肠埃希菌中表达出融合
蛋白 IFN-α1b / CSPⅡ，该融合蛋白经十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析与理论预测值相符。经
蛋白质印迹法（Western blotting）鉴定具有免疫原性。 结论 构建了融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ的原核表达载体，并
在大肠埃希菌中表达了融合蛋白 IFN-α1b / CSPⅡ。
【关键词】  融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ；环子孢子蛋白Ⅱ；基因重组；序列分析；基因表达
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Construction of Prokaryotic Expression Vector of the Fusion Gene
IFN-α1b / CSPⅡ and Expression in E. coli
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【Abstract】 Objective  To Construct the prokaryotic expression vector of the fusion gene IFN-α1b / CSPⅡ.  Methods
IFN-α1b was amplified from the human genomic DNA by PCR and cloned into prokaryotic expression vector pGEX-4T-1. The re-
combinant plasmid pGEX-4T-1 / IFN-α1b was constructed. Circumsporozoite proteinⅡ（CSPⅡ）was amplified from the Plasmodi-
um falciparum genomic DNA by PCR and was cloned into the prokaryotic expression vector pGEX-4T-1. The recombinant plasmid
pGEX-4T-1 / CSPⅡ was constructed. IFN-α1b was cut from the recombinant plasmid pGEX-4T-1 / IFN-α1b digested with
BamHⅠ and EcoRⅠ and ligated with the recombinant plasmid pGEX-4T-1 / CSPⅡ also digested with BamHⅠ and EcoRⅠ.
The recombinant prokaryotic plasmid pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ was constructed. The fusion gene IFN-α1b / CSPⅡ was ex-
pressed in E. coli by IPTG.  Results  The prokaryotic expression vector pGEX-4T-1 / IFN-α1b，pGEX-4T-1 / CSPⅡ and
pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ were identified by PCR，enzyme digestion and gene sequencing. The expressed fusion protein / IFN-
α1b / CSPⅡ in E. coli was identified by SDS-PAGE and Western blot.  Conclusion  The prokaryotic expression vector of the
fusion gene IFN-α1b / CSPⅡ was successfully constructed，which was then expressed in E. coli.
  【Key words】 Fusion gene IFN-α1b / CSPⅡ；Circumsporozoite proteinⅡ（CSPⅡ）；Recombinant DNA；Sequence
analysis；Gene expression
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  治疗乙型肝炎常用药物干扰素 α（ IFN-α）临床
上有很严重的毒副作用［1］。恶性疟原虫环子孢子

蛋白Ⅱ（circumsporozoite protein，CSPⅡ）作为一个
导向分子，能与肝细胞发生特异性结合［2］。本研究拟

将 CSPⅡ与 IFN-α 连接，以提高药物作用的靶向性，
达到导向性治疗的效果，从而提高 IFN-α 疗效、降低

毒副作用。通过聚合酶链反应（PCR）获得的目的基
因 IFN-α1b 和 CSPⅡ进行拼接，构建融合基因 IFN-
α1b / CSPⅡ的原核表达载体，并在大肠埃希菌中表
达，为进一步研究其功能奠定实验基础。

材料与方法
1 菌株和质粒
大肠埃希菌 JM109 与原核表达载体 pGEX-4T-1
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为本室保种。

2 工具酶和主要试剂
限制性内切酶BamHⅠ、EcoRⅠ 和 XhoⅠ购自广

州华美生物工程公司。T4 DNA 连接酶购自美国 Pro-
mega 公司。Taq DNA 聚合酶和脱氧核苷三磷酸
（dNTP）购自上海生工生物工程技术服务有限公司。
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

IPTG（异丙基-β-D-硫代半乳糖苷）、SDS（十二烷基
磺酸钠）、丙烯酰胺（acrylamide，Arc）、亚甲双丙烯
酰胺（ N，N-methylene bisacrylamide Bis）、TEMED
（N，N，N'，N'-四甲基乙二胺）、过硫酸胺、甘氨酸、Tris
碱及 β-巯基乙醇购自上海生工生物工程技术服务有
限公司。辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔 IgG、
联苯二胺（DAB）及考马斯亮蓝 R-250 购自广州华美
生物工程公司。

3 方法
3. 1 人基因组 DNA的提取 按常规方法提取［3］。

3. 2 IFN-α1b 基因的 PCR 扩增 根据 IFN-α1b 的基
因序列，按文献［4］方法设计合成 1 对引物：
P1：5'-GC GGA TCC ATG TGT GAT CTC CCT GAG-3'

 BamHⅠ
P2：5'-GC GAA TTC AGA GCT TTC CTT CCT CCT TAAT-3'

 EcoRⅠ
PCR 反应条件为 95 ℃ 预变性 5 min，94 ℃ 50 s，

57 ℃ 50 s，72 ℃ 1 min 20 s，共 32 个循环。最后一
轮反应为 72 ℃ 7 min，置于 4 ℃保存。
3. 3 原核表达载体 IFN-α1b / pGEX-4T-1 的构建  
IFN-α1b的 PCR产物经凝胶回收试剂盒纯化后，用限
制性内切酶 BamHⅠ 和 EcoRⅠ 双酶切后，与经
BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切的原核表达载体 pGEX-4T-1
在 T4 DNA连接酶的作用下过夜连接，其连接产物转
化感受态细菌 JM109，经 PCR和酶切鉴定出阳性重组
质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b。该质粒经基因测序进一步
证实。

3. 4 恶性疟原虫体外培养及基因组 DNA的提取 分
别按文献［5］及［6］方法进行。
3. 5 CSPⅡ基因的扩增 根据恶性疟原虫 CSP 基因
的已知序列按文献［7］方法设计合成下列引物：
P1：5'-GC GAA TTC ATG ACT GAA TGG TCC CC-3'

EcoRⅠ
P2：5'-GG CTC GAG TTA ATT AAG GAA CAA GAAG-3'

XhoⅠ
以恶性疟原虫基因组 DNA 为模板，于 Ependorf

管中依次加入灭菌双蒸水 36 µl、10 × PCR 缓冲液 5
µl、dNTP 3 µl、P1 1 µl、P2 1 µl、模板 DNA 1 µl、Taq
DNA聚合酶 3 µl，反应总体积为 50 µl。

PCR反应条件：95 ℃ 预变性 5 min 后，94 ℃ 50
s，56 ℃ 50 s，72 ℃ 1 min 30 s 进行 32 个循环，72 ℃
延伸 7 min，置于 4 ℃保存。
3. 6 pGEX-4T-1 / CSPⅡ载体以及重组质粒 pGEX-4T-
1 / IFN-α1b / CSPⅡ的构建 pGEX-4T-1 用限制性内切
酶EcoRⅠ和XhoⅠ双酶切，酶切产物与经相同酶切的
CSPⅡ基因在 T4 DNA 连接酶的作用下过夜连接。连
接产物经常规氯化钙法转化大肠埃希菌感受态细菌

（JM109）。阳性重组质粒 pGEX-4T-1 / CSPⅡ经 PCR、
酶切和基因测序进行鉴定。

用限制性内切酶BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切重组质
粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b，获得目的基因 IFN-α1b。将
IFN-α1b 和经BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切的重组质粒
pGEX-4T-1 / CSPⅡ在 T4 DNA连接酶的作用下过夜连
接，并将连接产物转化 JM109，阳性重组质粒 pGEX-
4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ经酶切，PCR和基因测序鉴定证
实。

3. 7 融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ的序列测定 通过双
脱氧链末端终止法，对融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ 进行
序列测定。

3. 8 重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ工程菌的
诱导和表达  将含有重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b /
CSPⅡ的甘油菌BL21 /（DE3）划线于含有氨苄青霉素
的 LB培养基平板上，37 ℃ 温箱过夜培养。次日，挑
取菌落接种于 5 ml 的含有氨苄青霉素的 LB 培养基，
于 37 ℃振荡过夜。取过夜培养物以 1: 50 稀释接种
于含有氨苄青霉素的 LB 液体培养基中，37 ℃剧烈振
荡培养 4 h，使之达到对数生长期。将 IPTG加入到对
数生长期的培养物中，使其终浓度为 1 mmol / L，继续
37 ℃振荡培养 4 ～ 5 h，收集培养的细菌，用于 SDS-
PAGE分析。
3. 9 表达蛋白的 SDS-PAGE 分析及蛋白质印迹法
（Western blotting）检测 取 1 ml 上述菌液，8 000 × g
离心 5 min，弃上清，加入 50 µl 2 × SDS 加样缓冲液
（50 mmol / L Tris·HCl pH 6. 8，2% SDS，10% 丙三
醇，5% β-巯基乙醇，0. 1% 溴酚蓝），水浴煮沸 5
min，取 10 µl 进行 SDS-PAGE。所用分离胶浓度为
8%，浓缩胶为 5%。开始电压为 50 V，进入分离胶
后电压为 80 V。考马斯亮蓝染色。
将上述电泳后的凝胶置于转移装置中，将蛋白质

转移到硝酸纤维素膜（NC膜），200 mA 4 ℃ 电转移 2
h。转移膜用氨基黑染色，洗膜检查转移效果。将转
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印后的硝酸纤维素膜放在平皿中，加封闭液，室温下

轻轻振荡 2 h。用封闭液稀释兔抗人 IFN-α1b 的单
抗。用 TTBS（Tris缓冲盐溶液中含有 0. 1% 聚山梨酸
20）洗 3 次，每次 10 min，再加入兔抗人 IFN-α1b 单
抗稀释液，室温下轻轻振荡 2 h。弃去反应液，用 TT-
BS洗 3 次，每次 10 min。用封闭液稀释 HRP标记的
羊抗兔 IgG，加入二抗 HRP 标记的羊抗兔 IgG，室温
下轻轻振荡 1 h。弃去反应液，用 TTBS洗 3 次，每次
10 min。取 6 mg DAB溶于 9 ml 0. 01 mol / L Tris·HCl
（pH 7. 6）中，加 10 µl 30% H2 O2充分混匀，将膜浸入

上述显色液中，室温下轻轻摇动。观察显色反应，当

条带达所需深度时，立刻用水洗膜，再将膜转入

PBS中。

结  果

1 CSPⅡ基因的扩增
以恶性疟原虫基因组 DNA 为模板，经 PCR 扩增

出 CSPⅡ基因。其 PCR 产物经 1. 0% 琼脂糖凝胶电
泳检测，扩增片段长度为 225 bp，与理论预测值相符
（图 1）。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1：DL2000 标志物， 2 ～ 4：恶性疟原虫 FCC1 / HN CSPⅡ基因的 PCR
产物。

1：DL2000 marker， 2 - 4：PCR products of CSPⅡ gene of Plasmodium
falciparum FCC1 / HN.
图 1 恶性疟原虫 FCC1 / HN株 CSPⅡ基因 PCR产物

Fig. 1 PCR products of CSPⅡ gene of Plasmodium falciparum
FCC1 / HN

2 重组质粒 pGEX-4T-1 / CSPⅡ的鉴定
以重组质粒 pGEX-4T-1 / CSPⅡ为模板，以CSPⅡ

的 P1 和 P2 引物进行 PCR扩增。经 1. 0% 琼脂糖凝
胶电泳显示 PCR扩增产物为 225 bp，与 CSPⅡ理论预
测值相符。对经 PCR 初步鉴定的阳性重组质粒进一
步用EcoRⅠ和XhoⅠ双酶切鉴定。共切出 2 条带，1
条带为载体 pGEX-4T-1，另 1 条带分子量为 225 bp 的
CSPⅡ基因，与 PCR产物在同一水平线上。经 PCR和

酶切鉴定初步证实 pGEX-4T-1 / CSP Ⅱ 构建成功
（图 2）。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1：DL2000 标志物， 2：以 pGEX-4T-1 / CSPⅡ为模板 PCR 产物， 
3：重组质粒 pGEX-4T-1 / CSPⅡ经EcoRⅠ 和XhoⅠ 双酶切， 4：λDNA /
HindⅢ 标志物。
1：DL2000 marker， 2：PCR product of pGEX-4T-1 / CSPⅡ， 3：The re-
combinant plasmid pGEX-4T-1 / CSPⅡ digested with EcoRⅠ and XhoⅠ， 
4：λDNA / HindⅢ marker.

图 2 重组质粒 pGEX-4T-1 / CSPⅡ的鉴定
Fig. 2 Identification of the recombinant plasmid pGEX-4T-1 / CSPⅡ

3 IFN-α1b基因的扩增
以提取的人基因组 DNA为模板，以人的 IFN-α1b

基因（HuIFN-α1b 基因）序列设计的 P1 和 P2 为引
物，进行 PCR扩增，产物经 1. 1% 琼脂糖凝胶电泳，
结果显示扩增出的基因片段为 519 bp，与理论预测值
相符（图 3）。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M：DL2000 标志物， 1、2：HuIFN-α1b基因的 PCR产物。
M：DL2000 marker， 1，2：PCR products of the HuIFN-α1b.

图 3 HuIFN-α1b基因的 PCR产物
Fig. 3 PCR products of the HuIFN-α1b gene

4 重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b的鉴定
以重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b 为模板，以 IFN-

α1b基因序列设计的 P1 和 P2 为引物进行 PCR 扩增，
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经 1. 1% 琼脂糖凝胶电泳，显示扩增出 519 bp 片段，
与 IFN-α1b的理论预测值相符。经 PCR 产物初步鉴
定的重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b 用 BamHⅠ 和
XhoⅠ双酶切，结果显示，1 条带为载体 pGEX-4T-1，另
1 条带为 IFN-α1b片段，其片段长度与 PCR 产物在同
一水平线上，与理论预测值相符（图 4）。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1：λDNA / HindⅢ 标志物， 2：重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b 经
BamHⅠ和XhoⅠ双酶切， 3：以重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b 为模板
的 PCR产物， 4：DL2000 标志物。
1：λDNA / HindⅢ marker， 2：Recombinant plasmid pGEX-4T-1 / IFN-α1b
digested with BamHⅠ and XhoⅠ， 3：PCR products of the recombinant
plasmid pGEX-4T-1 / IFN-α1b， 4：DL 2000 marker.

图 4 重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b的鉴定
Fig. 4 Identification of the recombinant plasmid pGEX-4T-1 / IFN-α1b

5 重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ的鉴定
以重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ为模板，

分别以 IFN-α1b 和 CSPⅡ的 P1、P2 为引物，进行
PCR扩增，经 1% 琼脂糖凝胶电泳，显示 IFN-α1b 和
CSPⅡ的基因片段长度分别为 225 bp 和 519 bp，均与
理论预测值相符。

将重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ分别进行
双酶切，再经 1. 0% 琼脂糖凝胶电泳分析。结果表
明，经EcoRⅠ 和XhoⅠ双酶切切出两条带，其中 1 条
为载体 pGEX-4T-1，另 1 条为 CSPⅡ（225 bp）。经
BamHⅠ和EcoRⅠ双酶切切出两条带，1 条为 pGEX-
4T-1，另 1 条为 IFN-α1b（519 bp）。经BamHⅠ和
XhoⅠ双酶切切出两条带，1 条为 pGEX-4T-1，另 1 条
为 IFN-α1b / CSPⅡ（738 bp）。以上基因片段长度均
与理论预测值相符。

6 融合基因测序
用双脱氧链末端终止法对融合基因 IFN-α1b / CSP

Ⅱ进行测序。结果，其中GGATCC 为 IFN-α1b 上游引
物 P1 中引入的BamHⅠ的酶切位点，ATG为引入的

起始密码子。AGCTCT 为 IFN-α1b 下游引物 P2 中引

入的丝氨酸连接臂，GAATTC 是 IFN-α1b 下游引物 P2

和 CSPⅡ基因上游引物 P1 中引入的EcoRⅠ的酶切位
点。CTCGAG 是 CSPⅡ基因下游引物 P2 中引入的限
制性内切酶XhoⅠ的酶切位点。测序结果显示，融合
基因 IFN-α1b / CSPⅡ拼接成功，重组质粒 pGEX-4T-1 /
IFN-α1b / CSPⅡ构建成功（图 5）。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 5 融合基因 IFN-α1b / CSPⅡ序列图
Fig. 5 Sequencing map of the fusion gene IFN-α1b / CSPⅡ

7 表达融合蛋白的 SDS-PAGE分析
用 1 mmol / L IPTG 进行诱导表达，经 8% SDS-

PAGE 分析结果表明，含重组质粒 pGEX-4T-1 / IFN-
α1b / CSPⅡ的大肠埃希菌 BL21 /（DE3）在约 Mr
53 000 处出现 1 条特异蛋白带，分子量与理论预测值
相符。经 IPTG 诱导的 pGEX-4T-1 / BL21 /（DE3）与
未经 IPTG 诱导的 pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ的大肠
埃希菌BL21 /（DE3）在相应位置均未见明显表达蛋
白带（图 6）。

8 融合蛋白的Western blotting分析
将经 IPTG诱导表达的菌体蛋白经 SDS-PAGE后，

转移到 NC膜上，用兔抗人 IFN-α1b 单克隆抗体对表
达产物进行 Western blotting 检测。结果显示，经诱导
的pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ在约 Mr 53 000 处出现
单一条带，而未经诱导的对照质粒 pGEX-4T-1 / IFN-
α1b / CSPⅡ无特异性条带。表明表达的融合蛋白 IFN-
α1b / CSPⅡ可为单克隆抗体 IFN-α1b所识别（图 7）。
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1：经 IPTG诱导的 pGEX-4T-1 / BL21 /（DE3）， 2：未经 IPTG 诱导的
pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ / BL21 /（DE3）， 3 ～ 5：经 IPTG 诱导的
pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ / BL21 /（DE3）， M：蛋白质标志物。
1：pGEX-4T-1 / BL21 /（ DE3） induced by IPTG， 2：pGEX-4T-1 / IFN-
α1b / CSPⅡ / BL21 /（DE3）before induction， 3 - 5：pGEX-4T-1 / IFN-
α1b / CSPⅡ / BL21 /（DE3）induced by IPTG， M：Protein marker.

图 6 大肠埃希菌蛋白表达产物的 SDS-PAGE 分析
Fig. 6 SDS-PAGE analysis of E. coli protein induced with IPTG

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1：蛋白质标志物， 2：经 IPTG诱导的 pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ，
3：未经 IPTG诱导的 pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡ。
1：Protein marker， 2：pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡinduced by IPTG，
3：pGEX-4T-1 / IFN-α1b / CSPⅡbefore induction.

图 7 大肠埃希菌表达产物的Western blotting 分析
Fig. 7 Western blot analysis of E. coli protein induced with IPTG

讨  论

恶性疟原虫环子孢子蛋白 CSP成熟区的基因，由
I区、中央重复区及Ⅱ区等组成。研究结果表明 CSP
Ⅱ能作为配体与肝细胞受体结合，并且 CSP 基因的
COOH末端与 CSP入侵肝细胞有关［2］。

  IFN-α1b是比较理想的治疗乙型肝炎药物，本研

究将其与导向分子 CSPⅡ相连，以期达到导向性治疗
和预防乙型肝炎的目的［1，8］。IFN-α1b 基因由 5'端非
编码区、信号肽编码区、成熟肽编码区和 3'端非编
码区构成［4］。本研究克隆了其成熟肽区的序列，其成

熟肽编码区编码 166 个氨基酸（基因片段为 498
bp）。由于其成熟肽编码区无内含子，本研究直接以
人基因组 DNA 为模板扩增 IFN-α1b。为使 IFN-α1b
和 CSPⅡ基因拼接后仍保持原各自空间构象和功能，
采用丝氨酸连接臂将其连接［9］。为提高拼接效率，先

将两个基因分别克隆入原核表达载体，再进行拼接。

构建的融合基因的原核重组质粒经双脱氧链末端法测

序得到证实，而且是正向插入原核表达载体 pGEX-
4T-1 中。通过 Expasy网站相关软件对融合蛋白 IFN-
α1b / CSPⅡ的氨基酸序列分析，表明该融合蛋白中的
IFN-α1b和 CSPⅡ仍保持原有的特征性序列、基元和
功能域。

本研究使用的原核表达载体是 pGEX-4T-1，属于
融合型表达载体。表达效率高，产生的融合蛋白比天

然蛋白稳定，易于鉴定纯化。本研究结果为进一步研

究其功能奠定了实验基础。
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