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全基因序列进而进行该基因的原核表达!获得具有生物学活性的蛋白&利用
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诱导鸡胚成纤维细胞
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基因表达!克隆了
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基因全长
2345

序列!将开放阅读框 "

678

#连接构建于

表达质粒
,
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中获得重组表达载体
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!转化
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#菌株!经
0AB9

诱导后检测&表达产物检

测显示该蛋白的相对分子量为
()CD

&说明获得了
*+

基因的高效表达!为进一步进行
*+

基因的活性检测以及利

用
*+

蛋白进行抗病毒转基因的研究奠定了基础&
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组织培养细胞或动物机体细胞在病毒或其它干

扰素诱生剂的作用下!可产生一种低分子量的可溶

性糖蛋白!即干扰素"

0N=?XZ?X-N
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#&当干扰素

进入其它未感染的细胞时!可以诱导细胞产生蛋白

质!抑制其它病毒复制&

*+

蛋白就是在
084

诱导

下产生的蛋白质!是继
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寡腺苷酸合成酶和
AFI

蛋白激酶后发现的又一种抗病毒蛋白&

"&I#

年!

TLNP?NK@NN

首次发现小鼠
5#9"I

号染色体上有一

个显性基因能抵抗正黏液毒科的病毒"流感病毒#!

并将该基因命名为
K
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!即
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基

因!该基因表达使得
5#9

对流感病毒
4UE

株不敏

感!能抵抗致死剂量的流感病毒'
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&人类细胞质中

的
*+5

蛋白可抑制流感病毒)水泡性口炎病毒)麻

疹病毒 '
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&随后在小鼠'
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)大鼠'
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(中都发现了
*+

蛋白的抗病性&

在禽类!虽然
"&&)

年用免疫荧光技术检测了单

细胞水平
*+

蛋白的抗病毒活性!发现
*+

蛋白对

流感病毒)水泡性口炎病毒)麻疹病毒)

E?NP@L

病毒

均无抗性'
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!但
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等证实了鸡
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基因具有抗
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病毒)流感病毒的活性'
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!而且这种活性与第
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位氨基酸"

5>N
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E?X

#有密切关系!
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基因编码
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期 尹春光等$鸡
*+

基因的克隆与原核表达
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个氨基酸!第
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位为
5>N

使抗病性明显加

强'
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&鸡是禽流感的自然宿主!禽流感的爆发不仅

带来了巨大的经济损失!同时还危害到了人类的健

康!因此利用鸡的
*+

基因进行抗病研究!生产基因

工程药物具有重大的现实意义&

*+

基因的原核表达未检索到国外的相关报

道!国内鸡
*+

基因的部分编码区获得了原核表

达'
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!但是全编码区的原核表达国内尚未见报道&

本试验拟克隆
*+

基因的全编码区!期望获得完整

的
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基因序列!利用表达载体
,

9:;!<=!#

实现其

在大肠杆菌中的表达&
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材料与方法
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菌株
3V)

"

由本实验室保存!限制性核酸内切
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#&鼠抗人
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抗体"
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"华美生物

工程公司#!其余试剂均为国产分析纯&
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鸡胚成纤维细胞的培养与诱导
!

用鸡胚"
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日龄#组织块培养法培养鸡胚成纤维细胞!取培养
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代生长状态良好的细胞进行诱导!在培养液内

加入诱导剂"

,

-.

/

0

$

1

!

"%%

$

O

+

KT

a"

#继续培养
#<R

&

"$#$#

!

*+

基因全长
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克隆
!

用
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一步

法提取总
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!反转录获得
2345
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!巢式
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转录的
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为模板扩增全长
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基因序列&
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扩增
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基因
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!

利用获得的全长
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序列设计引物扩增
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基因开放阅读框"
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序列连接载体与序列鉴定
!
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目的

产物回收纯化后连入
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!酶切鉴

定)测序后!命名连接正确)序列正确的克隆为
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&
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重组表达载体的构建与鉴定
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将
,

:9678

用

-$40

和
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双酶切后的目的片段连入同样酶切的

,
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#平板!
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培养过夜&挑取阳性克隆进

行
A17

及酶切鉴定)同时送北京诺赛基因
345

测序&

"$#$I

!

菌落
A17

鉴定阳性克隆
!

将测序正确的重

组质粒转化
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#感受态细胞!挑选阳性克

隆!分别用
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通用引物和
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基因特异引

物进行菌落
A17

鉴定&扩增条件为$
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琼脂糖凝

胶电泳检测!得到预期条带!即为阳性转化子&

"$#$(

!

重组子的诱导表达
!

接种鉴定正确的单菌

落于
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培养基"
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KT

a"

5K
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'(c

震摇"

'

#

)R

#培养至
BC

I%%NK

达到
%HI

#

"H%

&

<c

保存过

夜!次日早晨离心收集上清&将细胞重悬于
T̀

培

养基!

'(c

摇床培养至
BC

I%%NK

到
%H<

#

"H%

&加入

%H"K-.

+

T

a"

0AB9

至终浓度分别为
%

)

%H#

)

%H<

)

%HI

)

%HF

)

"H%KK-.
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!

'(c

培养
#R

后将摇瓶

置冰上
)KLN

!取
FKT

培养物
)%%%X

+

KLN

a"

!

<

c

离心
)%KLN

!去上清&重悬细胞于
%H#)

倍体积

预冷的
#%KK-.

+

T

a"

BXL>!V1.

"

,

VFH%

#中!离心&

除去上清!每
"H)KT

培养物用
"%%KT

无菌水悬浮

加入
"%%

$

T#eE3E

样品缓冲液在 "用前加入

"K-.

+

T

a"

3BB

至终浓度为
"%% KK-.

+

T

a"

#!

"%%c

加热
)

#

"%KLN

!

"#%%%X

+

KLN

a"离心
"%KLN

置冰上!取上清点样&

"$#$F

!

表达产物鉴定
!

收集诱导后的重组表达菌!

经过
ÀE

重悬)裂解"溶菌酶终浓度
"%%

$

O

+

KT

a"

#)

磁力搅拌)超声破菌)离心)洗涤)尿素室温溶解后

离心取上清!进行
E3E!A59:

电泳!电转移至

A_38

膜上!用
)d

脱脂奶粉封闭
"R

!

ÀE

洗涤%以

鼠抗人
#1"#

抗体为一抗"

"f")%%

倍稀释#室温反

应
#R

!洗涤%以辣根过氧化物酶"

V7A

#标记的羊抗兔

0

O

9

作为二抗"

"

!

)%%%

倍稀释#室温反应
#R

!洗

涤%室温孵育!曝光!显影!定影&

!

!

结
!

果
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!
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基因全长
9;<=

克隆与
DEF

区的序列分析

利用诱导后的鸡胚成纤维细胞总
745

反转录

获得的
2345

为模板!获得了
#H(CW

的特异条带&

回收连接测序得到的鸡
*+

基因全长
2345

序列!

提交
9?Ǹ@NC

!获得登录号为
:S'<F()#

&序列全

&(&
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#预测蛋白分子量为
()CD

!

A0

值是
(H<#

&该

序列与
9?Ǹ@NC

上禽类
*+

基因的同源性为

F#H)d

!与人)小鼠的同源性分别是
<(H<'d

和

')H)<d

&预测蛋白序列与人类及小鼠)大鼠)马)

牛)羊等的序列对比发现都含有
5BA

*

9BA

结合域
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末端都具有动力蛋白家族结构域
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P
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末端都有
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拉链结构域"
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是动力蛋白家族的成员'
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(

&说明已经获得了
*+

基因
2345678

序列!可以用于表达载体的构建与

表达&
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,
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重组载体的鉴定

用碱裂解法提取重组质粒!经载体
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#和特异性引物 "
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!

4-=07

#鉴定均获得

#H"CW

大小的片段"图
"

!图
#

#%说明连接方向正确&

单酶切和双酶切鉴定!载体片段为
<&(%W

,

!目的片

段长
#""FW

,

!与预期结果一致&酶切鉴定正确命

名为
,
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&将构建好的
,
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质粒转化
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菌株!阳性菌作为表达重组子进行表达!表

达的阳性重组子命名为
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诱导表达后重组子的鉴定结果
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菌株中
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检测到了表达产物!不同浓度
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的

诱导表达未出现明显的差异&将诱导后表达的菌株

摇菌进行超声波破碎分离包含体!
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检测到
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的表达产物!与预测的理论值相符"图
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分析表明!表达的产物具有特异性!

能够与抗体发生特异的反应!表达产物的大小与预期
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是多种诱导剂诱导细胞产生的具有抗病

毒)抗肿瘤和免疫调节功能的一类可溶性糖蛋白&

这种蛋白质并非直接作用于病毒!其活性又受到另

一组细胞基因的调控!即在干扰素作用于细胞时!又

诱生另一类基因产物!由于这类基因产物引起细胞

广泛的抗病毒活性!抑制细胞分裂和肿瘤细胞增殖

以及调控免疫系统功能的活性!因此!这个系统称为

干扰素系统&
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对分子量与预期相符!可以与抗体特异性结合&为
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基因的活性检测以及利用
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蛋白
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