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人 IL-16在大肠杆菌中的融和表达

曹廷兵 ,叶治家 ,甘立霞 ,钟小林 ,巩　燕 ,彭家和　　(第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室 , 重庆
400038)

　　提　要:目的　将人 IL-16 cDNA克隆至原核融合表达载体 PinpointTMXa-3 上 ,并进行表达研究。方法　含 IL-16 cDNA的质粒 IL-

16/PGEM-3ZF(+)和 PinpointTMXa-3 原核融合表达载体经酶切消化 、目的 DNA片段的分离 、重组连接 、筛选 、序列分析等系列操作 , 获
得重组质粒 PinpointTMXa-IL-16 , 将质粒 PinpointTMXa-IL-16 转化至大肠杆菌 JM109 , 用 IPTG 诱导表达 JM109 工程菌 ,Western blotting 检

测表达产物。结果　IL-16 cDNA 成功克隆至融合表达载体 PinpointTM Xa-3 , Western blotting 检测经诱导含有 PinpointTM Xa-IL-16 质粒的
JM109 细菌 ,有 IL-16融合蛋白的表达.结论　成功地表达了 IL-16融合蛋白。
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Fusion expression of human interleukin-16 in E.coli
CAO Ting-bing , YE Zhi-jia , GAN Li-xia , ZHONG Xiao-lin , GONG Yan , PENG Jia-he(Department of Biochemistry , Third Military Medical University ,

Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To construct the plasmid PinpointTMXa-IL-16 and then observe the expression of fused IL-16 in E.coli.Methods　IL-

16 cDNA was isolated from plasmid IL-16 PGEM-3Zf(+)and ligated to the expression vector PinpointTMXa-3 after enzyme digestion , target DNA

fragment isolation , recombinant ligation , and screening.After the DNA sequence of plasmid PinpointTMXa-IL-16 was analyzed , it was transfected to

E.coli strain JM109 with the inducement of IPTG.The expression of IL-16 was identified withWestern blotting.Results　PinpointTMXa-IL-16 was

constructed successfully and IL-16 fused with the biotin was expressed in E .coli.Conclusion　IL-16 is expressed in E .coli , which found a basis

for batch production of the fusion protein.
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　　白细胞介素-16(Interleukin-16 , IL-16)是 1995年被

正式命名的新的细胞因子
[ 1]
,因其具有诱导人和大鼠

CD4
+
淋巴细胞游走应答的效应 ,故过去被称为淋巴细

胞趋化因子(Lymphocyte chemoattractant factor , LCF)。
IL-16前体其 C端 130 个氨基酸的分泌型多肽通过靶

细胞表面的CD4分子广泛参与了体内的免疫调节及炎

症反应 ,并且具有抑制 HIV复制等多种功能
[ 2～ 4]

。本
研究把我室前期获得的 IL-16 cDNA的克隆质粒 IL-16 
pGEM-3Zf(+)和原核融合表达载体 Pinpoint

TM
Xa-3进

行重组 ,得到融合表达质粒 Pinpoint
TM
Xa-IL-16 ,把此重

组质粒转化到大肠杆菌 JM109中 ,然后经 IPTG诱导表

达 ,产生了分子量约 33×10
3
的特异蛋白带 。这些实验

结果为重组 IL-16蛋白的大量获得并进行后续研究奠
定了基础 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　PinpointTM Xa 融合表达系统 、T4DNA 快速连接试剂盒 、
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T7DNA测序试剂盒均购自 Promega公司 ,羊抗 IL-16多克隆抗体
购自Santa Cruz 公司 ,免疫组化染色 S-P试剂盒购自中山生物技

术有限公司。

1.2　IL-16 cDNA和融合表达载体 Pinpoint
TM
Xa-3的构建

　　取 5 μg IL-16 pGEM-3Zf(+)质粒 DNA 先以 2 μl EcoR Ⅰ

(20U μl)酶切5 h , 酶切体积50μl , 然后进行酚抽提 , 乙醇沉淀纯
化 ,沉淀溶解于 50 μl 1xSI外切核酸酶缓冲液中 , 加 2.5U SⅠ 外

切核酸酶消化 2 min , 立即加入等体积饱和酚终止反应 , 然后进

行常规纯化;再用 2μl HindⅢ(20 U μl)酶切 ,这样就产生一端平

头另一端为HindⅢ 粘性末端的 IL-16 cDNA片段。 1.2%琼脂糖

凝胶电泳分离后 ,用透析袋法回收 IL-16 cDNA片段[ 5] 。沉淀溶

解于 10μl 快连 kit的溶解缓冲液中 , 置-20 ℃备用。

　　取 2μg PinpointTMXa-3 载体质粒 DNA 分别加 1μl HindⅢ(20

U μl)和NruⅠ(10 U μl)进行双酶切 ,反应体积 50μl ,酶切反应 5

h。酶切后得到的载体与目的片段 IL-16 cDNA 具有相同末端 ,

即一端为平头而另一端为 HindⅢ的粘性末端。 凝胶电泳分离

后 ,用透析袋法回收载体 DNA 片段[ 5] , 沉淀溶解于 10 μl 快连
kit的溶解缓冲液中 ,置-20 ℃备用。

1.3　IL-16 cDNA同载体 Pinpoint
TM
Xa-3的连接转化及

鉴定
　　IL-16 cDNA和 PinpointTMXa-3载体 , 按 3∶1 的摩尔浓度比且

总量约 500 ng , 按 T4DNA 快连 kit 说明书进行连接 , 于室温

(25 ℃)连接 30 min , 把连接产物转化于用 CaCl2制备的 JM109

感受态细胞中 ,然后取 200μl转化菌液涂布于氨苄青霉素平板

上。在含有氨苄青霉素的转化平板上挑取 10 个单菌落 , 按常
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规方法对质粒进行提取和酶切鉴定[5] 。

　　取 4 个经酶切鉴定的重组质粒进行序列测定 , 测序采用

T7DNA测序试剂盒说明书方法进行。

1.4　重组质粒的诱导表达及重组表达产物的免疫印迹
　　取经鉴定的含有重组质粒PinpointTMXa-IL-16的工程菌按照

PinpointTMXa表达系统操作手册 , 用 IPTG诱导 IL-16 的表达;表

达的重组蛋白经SDS-PAGE分离后转印至 NC 膜上 , 抗原抗体反

应中的第一抗体为羊抗人 IL-16 多抗 , 第二抗体是生物素标记-

抗羊 Ig , 第三步反应采用辣根过氧化物酶标记-链霉卵白素 ,

DAB 显色。

2　结果

2.1　重组质粒的酶切鉴定
　　在连接转化的氨苄青霉素平板上挑取 10 个单菌落 , 选用

SalI 和HindⅢ双酶切 , 经电泳鉴定 10 个质粒有 7 个释放出 737

bp的 DNA片断 , 如图 1。

2.2　重组质粒 Pinpoint
TM
Xa-IL-16的序列测定

　　在 7 个酶切鉴定的质粒中 ,取 4 个质粒进行序列分析 , 结

果发现:所分析的 4 个重组质粒中有 3 个质粒的阅读框架是正

确的 , 如图 2。

2.3　重组蛋白的免疫印迹
　　用羊抗人 IL-16的多抗对表达产物进行免疫学鉴定 , 可以

看出转化有重组质粒的细菌 ,经 IPTG 诱导表达后 ,其表达产物

中有与抗 IL-16 抗体反应的蛋白带(融合表达部分是 14×103的

生物素化多肽 ,而 IL-16 的分子量为(17～ 20)×103左右[6 ,7] , 所

以 IL-16融合蛋白的分子量约 33×103 ,而在 PinpointTMXa 的对照

质粒中的相应位置则没有特异性的抗原抗体复合物条带出现 ,

如图 3。

图 1　重组质粒的 Sal Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切图谱

Fig 1　Restriction analysis of recombinants with Sal Ⅰ and Hind Ⅲ

1 ,12:Undigested recombinants;2, 3～ 10:Recombinants with Sal Ⅰ and Hind Ⅲ digestion;11:DNA molecular mass standards

图 2　重组 PinpointTM Xa-IL-16质粒 5′端阅读框架测序

Fig 2　Sequening of 5' reading frame of recombinant plasmid PinpointTM Xa-IL-16

图 3　融合 IL-16蛋白的Western blotting分析

Fig 3　Western blotting of fused IL-16 proteins

1:PinpoitTMXa cont rol vector which produces a 40×103 biotinylated fusion protein;2:PinpoitTMXa-3 vector containing IL-16 cDNA

which produces 33×103 specifi c biotinylated fusion protein;3:Host cell JM109 which produces an endogenous 22.5×103 biotiny-

lated protein;4:Protein molecular mass standards
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3　讨论

　　在分子克隆实验中 ,常常需要把酶切产生的粘性末
端用SI外切核酸酶削成平头末端 ,再与其它的平端进
行连接。SI 外切核酸酶从 3′※5′方向水解 DNA 单链 。
在反应中酶的用量及反应时间较难掌握 ,很容易产生
“星号”活性 ,导致双链 DNA 的水解。因为这些原因影
响了SI外切核酸酶的应用。我们在大量的实验中摸索
出了可控制其活性的使用方法:首先 ,被 SI 外切核酸酶
处理的DNA片段用量尽量大一些;其次 ,把 SI外切核酸

酶稀释至 1 U μl(试剂公司售出的 SI外切核酸酶通常为
100U μl),以便于酶量的准确吸取;另外 ,严格控制消化
时间 ,终止反应时立即加入饱和酚混匀 ,以便将酶完全 、
快速灭活 ,然后再进行后续纯化步骤处理核酸。经此处
理的DNA片段在克隆实验时效果理想。
　　据文献报道 , IL-16的全长 mRNA是一个 2.6 kb分

子 ,编码80×10
3
无生物活性的蛋白质前体 ,之后经加工

修饰产生 C端 130个氨基酸的分泌型多肽 ,并进一步自
聚成有生物活性的四聚体。关于 IL-16抑制HIV复制
的活性是 1995年Bauer等

[ 2]
首次报道的。他们发现 rIL-

16C端 130个氨基酸能抑制人免疫缺陷病毒(HIV)及其
相关病毒一猴免疫缺陷病毒(SIV)的活性。此后 Zhou

等将 IL-16 C端这130个氨基酸的 cDNA导入HIV-1敏
感的 CD4

+
jurkat细胞后 ,发现在这种稳定表达和分泌

IL-16的细胞中 ,HIV-1病毒虽可侵染 ,但几乎不能复制 ,
因而引起了人们对 IL-16的极大关注 。
　　此外 ,目前认为 IL-16还是一个早期的促炎细胞
因子 ,在过敏性哮喘病人及类肉瘤病人的肺泡灌洗液 ,
类天疱疮病人的水疱液中都检测到了高水平的
IL-16

[ 8]
。在炎症反应中 , IL-16可作为趋化因子吸引

CD4
+
T 淋巴细胞 、嗜酸性细胞和单核细胞等 ,诱导它

们表达 IL-2R 并释放细胞因子 ,从而加强炎症过程。
IL-16的促炎作用提示以 IL-16为靶标筛选其特异性抑
制剂有可能用于 IL-16为主要炎症介质疾病的防治有
重要意义 。
　　本研究成功地将 IL-16 cDNA 克隆至原核融合表
达载体 Pinpoint

TM
Xa 上 ,得到重组质粒 Pinpoint

TM
X-IL-

16 ,再将重组质粒转化至大肠杆菌 JM109中 ,得到的工
程菌经 IPTG 诱导表达 ,表达的重组蛋白经Western免

疫印迹检测 ,确有与 IL-16抗体结合 ,分子量约为 33×
10

3
的新增蛋白带出现 。这为后面的 IL-16的功能和活

性的研究打下了良好的基础。
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讨论

　　宫颈小细胞癌(SCCC)是一种罕见而独特的原发恶性肿瘤 ,
属于神经内分泌系统肿瘤 , 是最侵袭性的妇科恶性肿瘤 , 占宫

颈恶性肿瘤的 1%6%[1] ,国内尚未见相关的病例报道。宫颈小
细胞癌主要症状为不规则阴道流血或排液或月经间期出血。
目前 SCCC的临床诊断主要依赖光镜检查 , 其镜下表现与小细
胞肺癌相似 ,细胞体积小 , 短梭形或圆形 , 大小较一致 , 胞浆少 ,

核浓染 ,染色质呈细颗粒状 , 无核仁或核仁不明显 , 电镜下可见
胞浆内电子高密度核心的膜被神经内分泌颗粒。免疫组化可
有神经内分泌标记阳性结果 , 如神经特异性烯醇化酶(NSE)、
CgA、突触素(Syn)和 CD57 等 , 也通常有上皮性标记物阳性 , 如

CK。近年已有针对膜抗原 CD56 的单克隆抗体 123C3 , 据报道
诊断SCCC敏感性达 99%[ 2] 。鉴别诊断主要包括淋巴瘤 、类癌
和分化良好的神经内分泌肿瘤。细胞神经内分泌癌增殖快 , 倍

增时间短 , 易早期发生转移 , 可转移至骨 、肺 、肝 、脑 、膀胱 、尿
道 、胰腺等。早期患者盆腹腔淋巴结转移及淋巴血管受侵率明
显高于常见类型宫颈癌[ 3] 。本例患者术后诊断为Ⅱb 期 , 右髂
外淋巴结有转移。

　　由于 SCCC 发病率低 , 恶性程度高 , 迄今尚无较统一的治疗

方案。传统宫颈癌治疗方法即手术及放疗对 SCCC的疗效差 , 目
前多主张综合治疗 , 即手术联合放化疗 , 化疗多采用 VAC PE 和
PDD+5FU方案。但总体疗效仍不理想 , 5年生存率仅为 14%[3] 。
影响预后的因素主要有淋巴结有无转移和病灶大小, 有淋巴结
转移和病灶直径>2 cm 者生存时间显著缩短[ 4] 。本例患者盆腔
淋巴结有转移, 尽管对其进行了手术联合放化疗治疗, 术后 8 月

即出现复发。对 SCCC 的治疗尚需进行更多的研究。
　　关键词:宫颈小细胞癌
　　中图法分类号:R737.33　　　文献标识码:B
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