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IL3一PE38KDEL融合基因的构建及原核表达 
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【摘 要】目的：构建原核表达载体PQE30一IL3一Linker—PE38KDEL，并诱导和鉴定其蛋白表达。方法：用PCR方法扩增所需要的 

目的片段 IL3及 PE38KDEL再通过酶切和连接的方法定向克隆到载体 PQE30一Linker中得到融合基因PQE30一IL3一Linker- 

PE38KDEL。重组载体经酶切，菌落PCR鉴定，DNA序列分析插入片段完全正确，转化感受态大肠杆菌SG13009，经 IPTG诱导， 

SDS—PAGE分析分子量大小，Westem blot鉴定。结果：经限制性内切酶酶切鉴定，菌落 PCR及 DNA序列分析表明重组表达载体 

PQE30一IL3一Linke卜PE38KDEL构建成功，IPTG诱导后得到了与预计分子量相符的目的蛋白。经 Westernblot鉴定在分子量57 kD 

处有明显特异性条带，说明目的蛋白正确表达。结论：成功构建融合蛋白IL3一PE38KDEL，为后续的蛋白质纯化及功能研究奠定基 

础。 
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Construction and prokaryotic expression of fusion gene I L3-PE38KDEL 

CHEN Yu。etal 

(Department ofHematology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To construct a prokaryotic expression plasmid of PQE30一IL3一Linker—PE38KDEL and identify its recombinant 

protein expression．Methods：The IL3 and PE38KDEL gene were amplified by polymerase chain reaction (PCR )and cloned into the 

prokaryotic expression plasmid PQE30-Linker constructed after being sequenced．The recombinant vector confirmed by restriction 

endonucleases digestion，coenobium PCR，and DNA sequence analysis was transformed into E．coli SG13009．The expression of the 

protein was induced by IPTG．Relative molecular weight of the expression product was detected by SDS-PAGE．Finally，the fusion protein 

was examined by Western blot．Results：The results of restriction endonuclease digestion，coenobium PCR and DNA sequence analysis 

showed that the prokaryotic expression vector PQE30一IL3-Linker-PE38KDEL was constructed successfully．With induction of IPTG，the 

relative molecular weight of the expression product was identical to the expected value．The expressed 6×His-IL3-PE38KDEL fusion 

protein were identified at relative molecular mass of 57KD by Western blot with anti-His monoelonal antibody，showing the fusion protein 

expressed correctly．Conclusion：The fusion protein IL3-PE38KDEL is successfully constructed，which lays a solid foundation for the 

further research of protein purification and function． 

【Key words】Fusion gene；Interleukin 3(IL3)；PE38KDEL；Prokaryotie expression；PQE30 

急性髓 系白血病(Acute myelogenous leukemia。 

AML)是我国最常见的恶性血液病。已有研究表明， 

白血病干细胞(Leukemia stem cells，LSC)是产生白 

血病细胞和维持自血病状态的祖先细胞ll_ 。LSC多 

处在 G。期，对常规化疗药物无效，是白血病复发的 

根源。近年 的研究显示 ，细胞 因子白介素 3(Inter． 

1eukin 3，IL3)受体 仅链(CD123)是LSC特异性的表 
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面标志 ，而正常人类造血干细胞没有此标志【3_。因而 

IL3受体 链成为治疗白血病的重要靶点。 

本课题拟用基因工程技术构建一种新的免疫 

毒素 IL3一PE38KDEL，IL一3为导向分子，铜绿假单 

胞菌外毒素衍生物PE38KDEL为细胞毒性分子，免 

疫毒素 IL3一PE38KDEL可以靶向性的针对 LSC发 

挥特异性的杀伤作用。该原核表达载体应具有靶向 

性高 ，免疫毒素副作用低的特点，为克服白血病多 

药耐药、减少白血病复发带来福音。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒与菌株 含 PE38KDEL片段的重组铜绿假单胞 

菌外毒素表达质粒 pGEX4T一1一PE38KDH 由四川I大学华西 

医学院微生物教研室李虹教授提供 ，含有 II 3片段的基因 

GM—CSF—II 3由北京大学免疫教研室马大龙教授惠赠，表达 

载体 PQE30，大肠杆菌 E li DH5 OI．，SG13009均由重医检验 

系重点实验室保存。 

各种 限制性 内切酶 ，TaqDNA聚合酶 ，PrimeSTARm HS 

DNA Polymerase酶，DNA分子量标准 DL2000Marker，500 bp— 

Marker，蛋 白质 Marker，T4连接酶 ，质粒小抽试剂盒 ，胶回收 

试剂均购合于 Takara公司，引物的合成南上海英骏公司完 

成。IPTG，考马斯亮蓝 R250购于 Sigma公司。镍离子亲和层 

析柱(Ni 一NTA)购于 Novagen公司。 

1．1．2 引物设计 由上海英俊公司完成。 

设计寡链单核苷酸 Linker F (正向 )：5’一CGGAGGTG— 

eAecTTCAGGAcGTeCACTGcA一3’；单核苷酸 Linker R(反 

向)：5’一GTCCACCTCCTGAACCTCCACCTCCGGTAC一3’。 

据 Genbank人类细胞L大j子 IL一3基因全序列 (序列 号 

NM000588)去除信号肽设计引物 ：IL3一F(正向)：5’一ACAG 

℃ GCTCcCATGACCCAGACAA一3’(含 Sph I酶切 位 

点)；IL3一R(反向)：5’一CG(I _r (= AAAGATCGCGAGGCT— 

CAAAG一3’(含 n I酶切位点)。 

以重组 铜绿假单胞 菌外毒 素表达质粒 pGEX4T一1一 

PE38KDEL序列(含 PE38KDEI 片段 )设计引物 ：PE38KDEL 

— F(正向 )：5’一ATC TGcA GAGGGccGcAGCcTGGccG一3’ 

(含 ￡I酶切 位 点 )；PE38KDEL—R(反 向 )：5’一ACA 

ITrAGAGCTCGTCT1TCGGCG一3’(含 HindⅢ酶切位 

点)。 

1．2 方法 

1．2．1 重组质粒 PQE30一Linker的构建 为使融合蛋白有良 

好的空间结构自由伸展，提高药物学及生物学活性。设计由 

谷氨酸和丝氨酸构成的疏水柔性肽(G4SG )作为 Linker连在 

IL3与 PE38KDEL之间，上下游分别引入 Kpn I及 ￡I酶切 

位点。经变性退火后形成 34 bp大小的双链 DNA。反应条件 

为：95℃变性 5 rain，75℃ 30 S，从 75℃至 30％缓慢退火至少 

1 h，用 2％的琼脂糖凝胶电泳检测 Linker合成后的结果。用 

n I及 I双酶切表达质粒 PQE30，将合成的 Linker与 

载体 PQE30以摩尔比为 10：1的比例混合，在 T4连接酶的作 

用下，l4℃连接 16 h。 

1．2．2 重组载体 PQE30一IL3一Linker的构建 以重组质粒 

GM—CSF—IL3为模板 ，用 PrimeSTARTM HS DNA Polymerase 

酶扩增出目的片段 IL3，PCR反应条件为 ：98 预变性 5 rain， 

然后 98℃变 10 S，63℃退火 10 S，72℃聚合延伸反应 30 S，共 

循环 30次。最后于 72℃聚合延伸反应 5 rain。PCR产物回收 

提纯后以 sp I／Kp,,I进行双酶切，并克隆至具有相同酶切 

位点的质粒 PQE30--Linker中。 

1-2．3 PQE30一IL一3～Linker—PE38KDEL融合基因构建及鉴 

定 以重 组 铜绿 假单 胞 菌外 毒 素 表达 质 粒 pGEX4T一 

1一PE38KDEI 为模板，用 PrimeSTAR HS DNA Polymerase酶 

扩增目的片段 PE38KDEL。反应参数如下：98％预变性 5 rain， 

98℃变性 10 s，65 oC退火 10 S，72~C聚合延伸反应 1 rain，共循 

环 30次。最后 72％聚合延伸反应 5 rain，PCR产物回收提纯 

后以 I／Hindm进行双酶切处理，并克隆至具有相同酶切 

位点的重组质粒 PQE30--IL3一Linker中，转化感受态大肠杆 

菌 E．coliDH5 Ot。经氨苄青霉素(100 gfn]1)筛选，挑单菌落 

接种于含 Amp的 LB中培养，37％振摇过夜，同时做重组质 

粒的酶切鉴定并送大连宝生物公司进行序列测定。 

1．2．4 重组 PQE30一IL3一Linker—PE38KDEL融合蛋白的诱导 

表达 将重组表达载体 pQE30一IL3一Linker—PE38KDEL转化 

感受态大肠杆菌 SGI3009，挑单个菌落接种人 LB培养液(含 

100 mg／L氨苄青霉素，50 mg／L卡那霉素 )中，37~C恒温水平 

振摇过夜，次日将饱和培养物按 1：50接种于 2O ml新鲜 LB 

(含 100 mg／L氨苄青霉素，50 mg几卡那霉素)培养液中，分 5 

管，以相同条件37~(2振摇培养大约 2 h，待 OD~=0．6时，对照 

管不加IPTG，其余4管加 IPTG至浓度依次为0．I、0．5、I．0、 

2．0 nlnlol／L继续培养，分别于 2．5、4、6和 8 h取 1 ml菌液，离 

心收集沉淀，加入 1 X SDS—PAGE上样缓冲液 ，煮沸 10 rain， 

12 000 r／min离心 5 rain，取上清进行 SDS—PAGE分析。以确 

定最佳诱导表达条件。最后大量表达。 

1．2．5 融合蛋白表达形式分析 大量诱导表达的工程菌 

4℃，12000 r／min离心 10min，每 100ml菌液加 5ml1×Bind— 

ing Buffer(NaCI 500 mmol／L．Tris—cl 20 mmol／L，pH7．9)重悬，超 

声碎菌20min，功率400W，超声 5 s，停 5 S。4℃下 12000 r／min 

离心 10 rain，分别取上清和沉淀 SDS—PAGE分析蛋白质表达 

形式。 

1．2．6 融合蛋白 IL3一PE38KDEL的免疫印记分析 收集诱 

导工程菌 1 ml，12 000 r／rain离心 10 rain，加入 1×SDS上样 

Buffer充分混悬，100％煮沸 10 min，1000 r／min离心 lmin备 

用。配 15％分离胶，1mm厚 10孑L梳，每孑L上样 10 l。电泳 9O 

min后切胶，将目的片段切下置于负极缓冲液中浸泡30 rain。测 

胶长及胶宽，剪取与胶等面积大小滤纸 8张，剪下与胶等大 

的 PVDF膜放甲醇中浸泡 15 S，再放于正极缓冲液中浸泡。 

按正确顺序放于电转仪中以5 V电压转 15 rain。电转毕取出 

膜在 TBS中略清洗，置于丽春红染液中染色约 2 rain，明显条 

带即可取出在双蒸水中清洗干净。膜以闭液(PBS，pH7．4，含 

5％的脱脂奶粉和0．5％的Tween一20)封闭 1 h，加入以封闭液 

稀释(1：200)的鼠抗 6 X His单克隆抗体 4℃孵育过夜 ，TBST 

洗膜 4次，每次 10rain，羊抗鼠的二抗(1：3 000)37℃温育 1 h， 

TBST洗膜 4次后，洗去二抗后以ECL发光试剂盒进行显色， 

x光片曝光后进行显影定影。 
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2 结 果

2 ． 1 人 类 细 胞 因 子 I L 3 及 假 单 胞 菌 外 毒 素 P E 3 8

K D E L 的 P C R 妒 螬

P C R 扩 增 得 到 了 相 应 的 目 的 片 段 ， 大 小 分 别 为

3 9 9 b p 、
1 0 3 8 b p ， 如 图 1 所 示 。

M l

2 0 0 0 b p

1 0 0 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

10 0 b p

M 1

2 0 0 0 1) n

1 0 0 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

10 0 b p

M ． D N A M a r k e r D I ．2 0 0 0 ；
M ． D N A M a r k e r D L 2 0 0 0 ；

1 ． 均 为 日的 片段 I I ．3 的 P C R 1 ． 目的 片段 P E 3 8 K D E L 的扩

扩增 产 物 ( 3 9 9 1l 『1 ) 增 产 物 ( 1 0 3 8 b p )

图 1 I I 。 3 P C R 产 物 电泳 图 图 2 P E 3 8 K D E L P C R 产 物 电泳 图

2 ． 2 重 组 融 合 质 粒 I I ．3 一 P E 3 8 K D E I ． 的 酶 切 鉴 定

将 已 构 建 构 的 重 组 质 粒 P QE 3 0 一 I L 3 一 L i n k e r —

P E 3 8 K D E L 分 别 经 风 f I 、
H i n d IlI ；印 厶 I 、点加月 I ；

印 ／z I 、
日 i n d Ⅲ 行 双 酶 切 鉴 定 ， 其 酶 切 后 的 小 片 段 分

别 为 1 0 3 8 b p 、
3 9 9 b p 、 l 4 7 5 b p 与 预 期 相 符 。 大 连 宝

生 物 公 司 D N A 序 列 报 告 显 示 ， 所 构 建 的 融 合基 因 核

苷 酸 序 列 及 表 达 框 无 误 ， 该 质 粒 P QE 3 0 一 I L 3

e r — P E 3 8 K D E L 构 建 成 功 ，

M ． 1 2

1 0 0 0 b p

7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

其 酶 切 结 果 如 图 2 所 示
3 M ，

0 0 0 0 b p

5 0 0 0 b p

3 0 0 0 b p

2 0 0 0 b p

M 1 ． D N A M a r k e r D I 一2 0 0 0 ； M 1 ． 1 k b p D N A L a d d e r M a r k e r ：

1 ． 融 合 基 因 经 体 z I 、 H i n d 珊 双 酶 切 得 到 长 约 1 0 3 8 b p 的 小 片段 即

P E 3 8 K D E L ；

2 ． 融合基 因经 s 『j ^ I 、 蛳 ，z I 双 酶切得 到长约 4 0 0 b p 的小 片段 即 I L 3 ；

3 ． 融 合拭 因经 S p h I 、Ⅳ抽 d III 双 酶切 得 到长 约 1 5 0 0 ¨ 的小 片段 即

P QE 3 0 — 1L 3 一 I 。i n k e r
— P E 3 8 K D E L

图 3 重 组 质 粒 I L 3 一 P E 3 8 K D E I ． 酶 切 鉴 定 电泳 图

2 ． 3 融 合 蛋 白 的 表 达 及 S D S — P A G E 分 析

将 重 组 质 粒 P QE 3 0 一 I L 3 一 P E 3 8 K D E L 从 克 隆 菌

D H 5 a 中 提 出 ， 转 入 表 达 宿 主 菌 S G l 3 0 0 9 ， 经 I P T G

诱 导 后 ， 与 空 载 体 转 化 的相 同菌 株 的 表 达 产 物 比 较 。

都 出 现 了 新 的 蛋 白条 带 ， 分 子 量 为 5 7 k D 与 预 期 的

分 子 量 大 小 相 符 。 诱 导 时 间 在 2 ． 5 ～ 8 h 内 ． 在 I K F G

浓 度 为 0 ． 1 ～ 2 ． 0 m m o l ／L 之 间 表 达 无 明 显 差 异 ， 表 达

量 占菌 体 总 蛋 白 量 的 1 7 ． 6 5 ％ 。 见 图 4 。 蛋 白质 的 可

溶 性 分 析 显 示 ： 目 的 蛋 白 仅 存 在 于 包 涵 体 沉 淀 中 ．

上 清 液 未 见 明 显 表 达 。

l
、 。

2 3 4 5
。

M
一 一

6
。

7 8 9 k D

《” 鬟 瀚 髓

熊、 紫

6 6 ． 4

4 4 3

M ． 蛋 白质 分 子 量 M a r k e r ；I ． 诱导 8 h 后 的工 稗 菌 ；2 ． 诱 导 8 h

后 的空 载 ；3 ． 诱 导 6 h 后 的 工 程 菌 ；4 ． 诱 导 6 h 后 的空 载 ；5 ． 诱

导 4 h 后 的 丁 程 菌 ；6 ． 未 诱导 的空 载 ；7 ． 诱 导 2 ． 5 h 后 的 空 载 ：

8 ． 诱 导 2 ． 5 h 厚 的 T 程 菌 ；9 ． 未诱 导 的 丁 程 菌

图 4 S D S — P A G E 分 析 重 组 质 粒 P QE 3 0 一 I T． 3 一 L i n k e r -

P E 3 8 K D E L 在 宿 主 菌 S G l 3 0 0 9 的蛋 白表 达

2 ． 4 融 合 蛋 白 I L 3 ～ P E 3 8 K D E L 的 免 疫 印 记 分 析 及

序 列 测 定

利 用 特 异 抗 组 氨 酸 标 签 的 抗 体 对 目 的 蛋 白 行

免 疫 印 记 分 析 表 明 ， 在 分 子 量 约 5 7 k D 的 地 方 出 现

明 显 的 目 的 条 带 ， 与 预 期 相 符 。 证 实 了 表 达 产 物 能

够 被 抗 组 氨 酸 标 签 的单 克 隆 抗 体 特 异 性 结 合 。 说 明

构 建 的 免 疫 毒 素 P QE 3 0 一 I L — L i n k e r - P E 3 8 K D E L 在

宿 主 菌 中得 到 表 达 。

5 7

M ． 预 染 M a r k e r ； 1 、 2 、 3 ． 均 为诱 导 4 h 后 的 目的蛋 白 ；

4 ． 诱导 4 h 后 的空载

图 5 融 合 蛋 白 I L 3 一 L i n k e r — P E 3 8 K D E L W e s t e r n b 10 t 鉴 定
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3 讨 论 

在白血病细胞群中，并非所有的细胞都有相同 

的增殖能力，而是存在一个等级系统。其中只有小 

部分有极强的增殖潜能，它们构成和维持了白血病 

状态。近几年来在这一领域的研究有所进展 。发现 

并证实了自血病干细胞的存在_̈． 随着 白血病干细 

胞相对特异性抗原 CD123(IL一3受体 o【链 )的发现 ， 

将 CD123作为靶点特异性清除 LSC的研究越来越 

受到人们的关注I 。铜绿假单胞菌外毒素(Pseu— 

domonas aeruginosa exotoxin，PE)是由铜绿假单胞 菌 

分泌 ，约为 66 000的 1条单链 多肽 。由 163个氨基 

酸构成，毒性强烈，将它与靶向分子融合可以获得 

相应的免疫毒素。PE38KDEL是将 PE分子的受体 

结合区 I a区、部分 I b区去掉从而降低其免疫原 

性及非特异性毒性 ，同时将羧基端 REDLK置换为 

内质网保守序列 KDEL，大大提高毒素分子的跨膜 

效应，使其活性增大6～10倍，从而增强所构免疫毒 

素的杀伤力l 5_61。去掉结合区(Ia区)的PE其细胞毒 

特异性就完全取决于载体的特异性。因此非特异性 

毒副作用很低 。临床治疗空问较大。 

本课题尝试将靶 向分 子 CD123(IL3Rc~链 )的 

选择性配体即人类细胞因子 IL3与经修饰的多肽毒 

素 PE38KDEL引入疏水柔性肽共价连接起来构建 

重组原核表达载体IL3一Linker—PE38KDEL。IL3R与 

IL3结合后能迅速内化到细胞浆，接着PE裂解为大 

小 M．37 000及 M 27 000 2个片段 ，大片段最后进 

入高尔基体与延长因子 2(EF )结合使其糖基化失 

活 ，抑制蛋 白合成从而导致细胞凋亡 。故利用 IL3 

携带生物毒素杀伤 白血病 干细胞就成为很有希望 

的治疗办法。 

目前国内外尚无 IL3一PE38KDEL重组免疫毒 

素的构建报道。本课题将融合基因IL3一PE38KDEL 

成功构建到 PQE30原核表达载体 中。选用这一载体 

是考虑到 PQE30是 属于 PDS质粒家族 ，带有大肠 

杆菌 T5启动子和转录终止信号 ，能够编码 6个组 

氨酸残基，外源基因经多克隆位点插入后，表达的 

蛋白带有六聚组氨酸接头。六聚组氨酸接头对蛋白 

质的空问构象及生物学活性影响非常小，但是对表 

达蛋 白的纯化有重要意义_8j。由于组氨酸 的咪唑环 

能够与金属 Ni 形成螯合物。利用 —NTA树脂可 

以 达 到 纯 化 蛋 白甚 至 柱 上 复 性 的 目的 。 因 此 

PQE30一IL3一Linker—PE38KDEL融合基因构建成功． 

序列正确无误 ，顺利诱导表达 目的蛋白，分子量与 

预计相符 ，Western blot条带单一清晰，融合蛋白的 

成功构建 ，为下一步蛋 白质纯化 、复性 及生物学活 

性鉴定打下基础 
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