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【摘要】　目的　构建ＥＢ病毒ｖＩＬ１０基因的原核表达载体并纯化ｖＩＬ１０，进行小鼠实验探究其对 ＭＣ３８肿瘤细胞的作

用，为进一步探究ｖＩＬ１０的在机体内的作用及其机制奠定基础。　方法　根据ｖＩＬ１０的ＤＮＡ序列，设计引物并通过

ＰＣＲ扩增获得ｖＩＬ１０基因；构建重组质粒ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１，将重组质粒转化犈．犮狅犾犻．犇犎５α；抗性平板筛选阳性菌落，

提取质粒后做ＰＣＲ、双酶切及测序鉴定；将鉴定正确的重组质粒ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１转化犈．犮狅犻犾．犇犈３并用氨苄西林筛

选、ＩＰＴＧ诱导表达，超声波破碎菌体提取蛋白并做ＳＤＳＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定；大量培养阳性菌株，破碎菌体后提取

蛋白，利用ＧＳＴ标签纯化ｖＩＬ１０，取少量纯化产物再次做ＳＤＳＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定；凝血酶切掉ＧＳＴ标签，透析袋

除盐、浓缩蛋白后测定蛋白含量，备用；收集 ＭＣ３８细胞，皮下注射６周龄体重相近的野生型、ＩＬ１０基因敲除型Ｃ５７ＢＬ／

６Ｊ小鼠，３周后取成功构建的肿瘤模型小鼠，按４００μｇ／ｋｇ肿瘤周围浸润注射ｖＩＬ１０，每７天注射１次，共注射２次。末

次注射７ｄ后处死小鼠，剥离肿瘤称重并记录、分析。　结果　ＰＣＲ获得的ｖＩＬ１０基因大小约为５１３ｂｐ，重组质粒ｖＩＬ

１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的ＰＣＲ、双酶切结果均符合预期，基因测序结果与ｖＩＬ１０模板序列相符；转化ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．

犮狅犻犾．犇犈３经ＩＰＴＧ诱导表达，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳显示与对照组对比可见４５ｋｕ条带，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示该蛋白表达成功；阳

性菌株经大量培养，提取蛋白后用ＧＳＴ标签进行纯化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示该蛋白能被特异性纯化，经切割透析浓缩

后测定蛋白含量为０．５６ｍｇ／ｍＬ；动物实验结果显示，野生型（Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ）小鼠注射ｖＩＬ１０蛋白组比未注射组肿瘤重量

明显增加（犘＜０．０５）；ＩＬ１０基因敲除（ＩＬ１０ＫＯ）小鼠注射ｖＩＬ１０组比未注射组肿瘤重量明显增加（犘＜０．００１）。　结

论　经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定含有重组质粒ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３能成功表达ｖＩＬ１０，动物实验表明ｖＩＬ１０能

够促进肿瘤生长。为探究ｖＩＬ１０对肿瘤的作用研究及其机制奠定了基础。
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ｂｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄ．Ａｆｔｅｒｃｕｔｔｉｎｇ，ｄｉａｌｙｓｉｓａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｏｂｅ０．５６ｍｇ／ｍｌ．

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅ（Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ）ｍｉｃｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｖＩＬ１０ｐｒｏｔｅｉｎ

ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｔｈｅｎｏｎｉｎｊｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）；ｔｈｅｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｏｆＩＬ１０ｇｅｎｅ

ｋｎｏｃｋｏｕｔ（ＩＬ１０ＫＯ）ｍｉｃｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｖＩＬ１０ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｔｈｅｎｏｎｉｎｊｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

（犘＜０．００１）．　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ犈．犮狅犻犾．犇犈３ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｖＩＬ１０

ｐＧＥＸ４Ｔ１ｃｏｕｌｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｖＩＬ１０，ａｎｄａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｖＩＬ１０ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈ，

ｌａｙｉｎｇａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖＩＬ１０ｏｎｔｕｍｏｒｓａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ（ＥＢＶ）；ｖＩＬ１０；ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ＧＳＴｔａｇｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　ＥＢ病毒（犈狆狊狋犲犻狀犫犪狉狉狏犻狉狌狊，ＥＢＶ）属于疱疹病

毒，超过９０％的成年人隐形感染或显性感染该病

毒［１３］。ＥＢＶ感染通常是良性的、无症状的，也可发展

为潜伏感染，或导致严重疾病［４５］。ＥＢＶ潜伏感染有

时会引起各种致瘤性疾病，如ＥＢＶ相关淋巴组织增生

性疾病、伯基特淋巴瘤、霍奇金淋巴瘤、ＮＫ／Ｔ细胞淋

巴瘤和上皮癌［６８］；其中，ＥＢＶ感染是目前公认的鼻咽

癌发生、发展的重要因素之一［３，９１１］。ＥＢＶ编码的细

胞因子，可使病毒逃逸或减少宿主抗病毒反应并建立

潜伏期，其中重要的细胞因子就是病毒白细胞介素１０

（ＥＢＶｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ｖＩＬ１０），它是人类白细胞介素

１０（ｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ｈＩＬ１０）的同源物
［２，１０，１２］。

ｖＩＬ１０是一种由ＢＣＲＦ１基因编码的晚期裂解期蛋

白，与ｈＩＬ１０具有８４％的氨基酸同源性，ＥＢＶ编码的

ｖＩＬ１０蛋白质分子量大小约为１７ｋｕ
［２，１２］。ｖＩＬ１０能

刺激人 Ｂ细胞产生免疫球蛋白，并促进其增殖分

化［２，７］。ｖＩＬ１０可抑制单核细胞和巨噬细胞分泌

ＴＮＦ、ＩＬ１、ＩＬ２，还可抑制淋巴细胞产生干扰素，加强

病毒的免疫逃逸能力。但ｖＩＬ１０对肿瘤的作用及机

制至今未见报道［３，１２１４］。本研究拟将ｖＩＬ１０进行大量

表达与纯化，并通过Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生鼠与ＩＬ１０ＫＯ基

因敲除鼠进行实验，研究ｖＩＬ１０对 ＭＣ３８肿瘤发生和

发展的影响，为进一步研究其免疫学机制奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　主要试剂　质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶ＤＮＡ

回收试剂盒、血液／细胞／组织基因组ＤＮＡ提取试剂

盒购自北京天根生化科技有限公司；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ?

ＧＸＬＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ，犛犪犾

Ⅰ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ购自宝生物工程（大连）有限公

司；ＩＰＴＧ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ凝胶及电泳液相关试剂购自

北京索莱宝科技有限公司；超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒

购自万达生物科技；ＧＳＴ标签蛋白纯化试剂盒、ＳＤＳ

ＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５Ｘ）、ＢｅｙｏＢｌｕｅ
?考马斯亮蓝

超快染色液、ＧＳＴ抗体（小鼠单抗）、ＨＲＰ酶标山羊抗

小鼠ｌｇＧ（Ｈ＋Ｌ）等购自上海碧云天生物技术股份有

限公司；

１．２　质粒与菌株　犈．犮狅犻犾．犇犎５α感受态细胞购自北

京天根生化科技有限公司，犈．犮狅犻犾．犇犈３感受态细胞

来自实验室杜峰博士馈赠。质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１为本室

保存。

１．３　细胞系与实验动物　ＭＣ３８细胞购自北纳生物

（ＢＮＣＣ）公司，ＮＰＲＣ１８细胞为本室保存。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ

小鼠与ＩＬ１０ＫＯ小鼠购自济南朋悦实验动物繁育有

限公司。

２　方法

２．１　目的基因片段扩增　根据ＥＢ病毒的ＩＬ１０编

码基因与质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１设计特异性引物，引物序列

如下：ｖＩＬ１０Ｆ：ＧＧＣ犌犃犃 犜犜犆 ＡＴＧ ＧＡＧ ＣＧＡ

ＡＧＧＴＴＡＧＴＧＧＴＣＡＣＴＣＴＧＣ，ｖＩＬ１０Ｒ：ＧＧＣ

犌犜犆犌犃犆ＴＣＡＣＣＴＧＧＣＴＴＴＡＡＴＴＧＴＣ。将上

游引物命名为ｖＩＬ１０Ｆ并引入限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ

酶切位点，斜体部分为识别位点。将下游引物命名为

ｖＩＬ１０Ｒ并引入限制性内切酶犛犪犾Ⅰ酶切位点，斜体

部分为识别位点。用哺乳动物细胞ＤＮＡ提取试剂盒

提取人鼻咽癌细胞ＮＰＲＣ１８基因组ＤＮＡ。将提取的

ＤＮＡ 与 ｖＩＬ１０Ｆ，ｖＩＬ１０Ｒ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ? ＧＸＬ

·２３１·
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ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ
?
ＧＸＬＢｕｆｆｅｒ，ｄＮＴＰ

Ｍｉｘｔｕｒｅ，ｄｄＨ２Ｏ混匀并进行ＰＣＲ循环，反应总体系

为５０μＬ，反应参数为：９８℃预变性４ｍｉｎ，９８℃变性

１０ｓ，６０℃复性１５ｓ，６８℃延伸５０ｓ，循环３０次，６８℃

再延伸４ｍｉｎ。

２．２　ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的构建和鉴定　将ｖＩＬ１０

的ＰＣＲ 产物与适量 １０×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀，经

１．２％琼脂糖凝胶电泳后成像拍照并保存。电泳参数

为：１１０Ｖ，３０ｍｉｎ。将含有ｖＩＬ１０的琼脂糖凝胶切

下，并使用天根琼脂糖ＤＮＡ凝胶回收试剂盒进行回

收。

分别将ｖＩＬ１０与ｐＧＥＸ４Ｔ１进行犈犮狅ＲⅠ、犛犪犾

Ⅰ双酶切，酶切体系为：２０μＬｖＩＬ１０／ｐＧＥＸ４Ｔ１，４

μＬ１０×Ｈｂｕｆｆｅｒ，１２μＬｄｄＨ２Ｏ，２μＬ犈犮狅ＲⅠ，２μＬ

犛犪犾Ⅰ。反应条件为３７℃，４ｈ。取双酶切产物，进行

１．２％琼脂糖凝胶电泳，成像并拍照保存。电泳参数

为：１１０Ｖ，３０ｍｉｎ。分别切下并回收含有双酶切产物

ｖＩＬ１０／ｐＧＥＸ４Ｔ１的琼脂糖凝胶。

使用 Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ１６℃过夜连接ｖＩＬ１０和

ｐＧＥＸ４Ｔ１，连接体系为：３０μＬｖＩＬ１０，１０μＬｐＧＥＸ

４Ｔ１，５μＬ Ｔ４ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ，５μＬ１０×Ｔ４ＤＮＡ

ＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ。使用化学转化法将连接产物导入感受

态犈．犮狅犾犻．犇犺５α，３７℃孵育１ｈ后涂布于氨苄抗性平

板，挑取阳性单菌落单独培养。使用天根质粒小提试

剂盒提取质粒，以重组质粒为底物，进行ＰＣＲ、双酶切

鉴定，并将重组质粒发往生工生物公司测序。

将测序成功的质粒命名为ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１，将

ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１与ｐＧＥＸ４Ｔ１再次分别转化犈．

犮狅犻犾．犇犈３涂布氨苄抗性平板，挑取阳性菌落，扩大培

养并储存备用。

２．３　基因工程重组表达菌的诱导表达和ＳＤＳＰＡＧＥ

分析　取０．３ｍＬ转化ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．

犇犈３菌液加入３０ｍＬＬＢ液体培养基。３７℃，１６０ｒ／

ｍｉｎ摇床培养至ＯＤ６００ 为０．８时加入ＩＰＴＧ致终浓度

为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，２８℃，１００ｒ／ｍｉｎ摇床诱导表达４ｈ。

设置ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３为对照组，做同等处

理。温度４℃４０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１５ｃｍ）离心１０

ｍｉｎ后弃上清，剩余部分用ＰＢＳ洗涤２次，加入适量

裂解液、ＰＭＳＦ、溶菌酶、ｄｄＨ２Ｏ后冰浴超声波破碎１５

ｍｉｎ，提取蛋白。超声参数为：３００Ｗ，工作１０ｓ，休息

１０ｓ。温度４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径６ｃｍ）离心３０

ｍｉｎ，取上清至另一试管中，加入适量ｄｄＨ２Ｏ重悬沉

淀。分别取８０μＬ 上清液和沉淀悬浊液与２０μＬ

ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（５×）混匀并９９℃高温

加热１０ｍｉｎ，冷却备用。

用ｄｄＨ２Ｏ清洗玻璃板晾干后固定于制胶架，配

制浓度为１２％的分离胶并缓缓加入玻璃板中，至玻璃

板高度的３／４处后加入７５％乙醇液封，待其凝固后倒

掉上层７５％乙醇，并用ｄｄＨ２Ｏ轻轻冲洗玻璃板，用吸

水纸吸干多余ｄｄＨ２Ｏ后加入５％的浓缩胶至玻璃板

顶端，缓缓插入造孔梳等待浓缩胶凝固。设置ｖＩＬ１０

ｐＧＥＸ４Ｔ１为实验组，ｐＧＥＸ４Ｔ１为对照组，等量上

样。８０Ｖ，电泳４５ｍｉｎ电泳至分离胶顶端后转为１２０

Ｖ，继续电泳至溴酚蓝指示剂到分离胶底部，切下带有

目的条带的分离胶，平铺于塑料盒内，在分离胶表面滴

加适量ＢｅｙｏＢｌｕｅ
ＴＭ 考马斯亮蓝超快染色液，使染液铺

满整个胶面，室温４０ｒ／ｍｉｎ水平摇床３０ｍｉｎ。用

ｄｄＨ２Ｏ洗净染液，拍照保存。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫印迹　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳步骤

同２．３，当电泳至溴酚蓝指示剂到分离胶底部时，停止

电泳。裁剪大小适当的 ＰＶＤＦ膜，并用甲醇激活１

ｍｉｎ。切下带有目的条带的分离胶后采用湿转法将蛋

白转至ＰＶＤＦ膜上。转膜参数为：电压１００Ｖ，时间

６０ｍｉｎ，全程在冰水浴中进行。小心取出ＰＶＤＦ膜，

放入孵育盒，使膜没入含５％ＢＳＡ的ｄｄＨ２Ｏ中，４℃，

４０ｒ／ｍｉｎ摇床封闭２ｈ。弃５％ＢＳＡ的ｄｄＨ２Ｏ，加入

稀释５０００倍的ＧＳＴ抗体（小鼠单抗），４℃，４０ｒ／ｍｉｎ

摇床过夜。

回收ＧＳＴ抗体（小鼠单抗），并用１×ＴＢＳＴ，室温

２４０ｒ／ｍｉｎ摇床洗脱ＰＶＤＦ膜，每１０ｍｉｎ更换１×

ＴＢＳＴ，共洗脱６次。加入适量稀释３０００倍的 ＨＲＰ

酶标山羊抗小鼠ｌｇＧ（Ｈ＋Ｌ），４℃，４０ｒ／ｍｉｎ摇床４ｈ。

回收抗体，洗膜方法同上。取出 ＰＶＤＦ膜，将超敏

ＥＣＬ化学发光 Ａ液与Ｂ液等量混匀，均匀滴加于膜

上，曝光拍照保存。

２．５　ｖＩＬ１０蛋白的亲和层析纯化　培养５００ｍＬ含

有ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３菌液，并设置

等量含有ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３为对照，培养及

提取蛋白方法同２．３，取上清液备用。取５ｍＬ混合均

匀的ＢｅｙｏＧｏｌｄ
ＴＭ
ＧＳＴｔａｇＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＲｅｓｉｎ，温度４

℃３０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径６ｃｍ）离心３０ｓ，弃储存液，

加入裂解液重复平衡２次，弃裂解液。将蛋白上清液

与凝胶混匀，４℃，８０ｒ／ｍｉｎ摇床１ｈ。将混合液装入

配套的纯化柱，使上清液缓慢流出，再次加入１ｍＬ裂

解液洗柱，重复５次。加入０．５ｍＬ１×ＧＳＨ 以洗脱

ｖＩＬ１０，重复５次，每次均收集液体备用。此液体即为

含有ｖＩＬ１０的洗脱液，取少量进行 ＳＤＳＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，方法同２．４。收集剩余洗脱液体备用。

２．６　ｖＩＬ１０蛋白的切割、透析、浓缩　将含有ｖＩＬ１０

的洗脱液装入透析袋，置于足量的含１５０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，ｐＨ８．０的２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液中，过

夜；加入适量Ｔｈｒｏｍｂｉｎ，４℃过夜；收集透析袋内液体

·３３１·
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与 ＢｅｙｏＧｏｌｄ
ＴＭ
ＧＳＴｔａｇＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＲｅｓｉｎ混匀，４

℃，８０ｒ／ｍｉｎ摇床１ｈ；温度４℃３０００ｒ／ｍｉｎ（离心半

径６ｃｍ）离心３０ｓ，收集上清。上清即含有切掉ＧＳＴ

标签的ｖＩＬ１０。再次将ｖＩＬ１０装入透析袋，置于足量

的ＰＢＳ缓冲液中，４℃过夜。取出透析袋包埋于大量

蔗糖中除水浓缩４ｈ，收集溶液，用Ａ２８０ｎｍ测定蛋白

浓度。－２０℃保存备用。

２．７　ＭＣ３８细胞复苏及培养　将 ＭＣ３８细胞从液氮

中取出，迅速放入３７℃水浴锅中水浴融化，温度４℃

１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径６ｃｍ）离心５ｍｉｎ，弃上清。用

１ｍＬ１６４０完全培养液重悬细胞沉淀，转移至含１０

ｍＬ１６４０完全培养液的细胞培养皿中，放入３７℃，含

５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养，待细胞铺满皿底面积

９０％时，取出培养皿，倒掉培养液并用１ｍＬＰＢＳ洗涤

皿底，弃废液。用１ｍＬ胰酶消化细胞，待细胞几乎完

全脱落后加入２ｍＬ１６４０完全培养液，混匀并吹打皿

底使细胞全部脱落。将细胞悬液转移至离心管中，

１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径６ｃｍ）离心５ｍｉｎ。弃上清，加

入１．２ｍＬ１６４０完全培养液重悬细胞，分为等量３

份，滴加到３个含有１０ｍＬ１６４０完全培养液的培养

皿中，放入３７℃，含５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中继续培

养。

２．８　ｖＩＬ１０对肿瘤的作用　收集 ＭＣ３８细胞，用

ＰＢＳ洗涤细胞并测定细胞浓度为７．６×１０
７ 个／ｍＬ。

挑选６至８周龄的、体重相近的雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠

与ＩＬ１０ＫＯ 小鼠，各８只，每只皮下注射１００μＬ

ＭＣ３８细胞悬液。常规饲养３周后两组随机取４只小

鼠进行ｖＩＬ１０（４００μｇ／ｋｇ）肿瘤周围浸润注射，其余小

鼠注射等量ＰＢＳ，每７天注射一次共注射２次。末次

注射７天后处死小鼠，剥离肿瘤称重并记录、分析。

结　果

１　重组质粒狏犐犔１０狆犌犈犡４犜１的构建和鉴定

ｖＩＬ１０的ＰＣＲ产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳结

果显示，电泳条带清晰，大小符合预期范围（图１Ａ）。

ｖＩＬ１０与ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈犮狅ＲⅠ、犛犪犾Ⅰ双酶切电泳

结果显示，电泳条带清晰，大小均符合预期范围（图１

Ｂ）。取重组质粒，进行犈犮狅ＲⅠ与犛犪犾Ⅰ双酶切鉴定，

经１．２％琼脂糖凝胶电泳后结果显示，大小符合预期

（图１Ｃ）。

选取该重组质粒进行测序，经比对，测序结果正

确。重组质粒ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１结构图如图２所

示。

２　重组菌的诱导表达和犛犇犛犘犃犌犈分析

将转入ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３与转

入ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３破碎后取适量上清，提

取蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，考马斯亮蓝染色。ＧＳＴ

标签蛋白大小为２６ｋｕ，ｖＩＬ１０蛋白大小约为１７ｋｕ。

结果显示，转入ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３

与转入ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３相比，４５ｋｕ下方

有一明显条带（图３Ａ）。转入ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的

犈．犮狅犻犾．犇犈３蛋白提取液经ＧＳＴ标签蛋白纯化试剂

盒纯化，结果显示，４５ｋｕ下方有一明显条带，大小符

合预期，表明本研究成功表达并纯化了ｖＩＬ１０（图３

Ｂ）。

　　Ａ　ＭＤＮＡ标志物（ＤＬ５０００）　１　ｖＩＬ１０的ＰＣＲ产物　Ｂ　Ｍ

ＤＮＡ标志物（ＤＬ５０００）　１　ｖＩＬ１０双酶切产物　２　ｐＧＥＸ４Ｔ１双酶

切产物　Ｃ　ＭＤＮＡ标志物（ＤＬ１００００）　１　重组质粒双酶切鉴定

图１　犘犆犚扩增及重组质粒鉴定琼脂糖凝胶电泳结果

Ａ　ＭＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５０００）　１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｖＩＬ１０　Ｂ　

ＭＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５０００）　１　ｖＩＬ１０ｄｏｕｂｌｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔ　２　ｐＧＥＸ４Ｔ１ｄｏｕｂｌｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ　Ｃ　Ｍ

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ１００００）　１　Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊

图２　重组质粒狏犐犔１０狆犌犈犡４犜１图谱

犉犻犵．２　犕犪狆狆犻狀犵狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狏犐犔１０狆犌犈犡４犜１

３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋免疫印迹

取转入ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３与转

入 ｐＧＥＸ４Ｔ１ 的 犈．犮狅犻犾．犇犈３ 提 取 蛋 白 进 行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。结果显示，转入ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ

４Ｔ１的 犈．犮狅犻犾．犇犈３菌株ｖＩＬ１０表达阳性，转入

ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３不表达ｖＩＬ１０（图４Ａ）。
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　　Ａ　Ｍ 蛋白分子量标志物　１　转入ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．

犮狅犻犾．犇犈３蛋白提取液　２　转入ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈　３

　蛋白提取液　Ｂ　Ｍ 蛋白质分子量标准　１　ｖＩＬ１０的ＧＳＴ标签纯

化产物

图３　狏犔１０的考马斯亮蓝染色结果

Ａ　ＭＰｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ　１　Ｔｒａｎｓｆｅｒｔｏ犈．犮狅犻犾．

犇犈３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｏｆｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１　２　Ｔｒａｎｓｆｅｒｔｏ犈．犮狅犻犾．

犇犈３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｏｆｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１　Ｂ　ＭＰｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ　１　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＧＳＴｔａｇｇｅｄｖＩＬ１０

犉犻犵．３　犆狅狅犿犪狊狊犻犲犫狉犻犾犾犻犪狀狋犫犾狌犲狊狋犪犻狀犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳狏犔１０

　　Ａ　１ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　Ｍ　蛋白质分子质量

标准　２　ｐＧＥＸ４Ｔ１的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　Ｂ　Ｍ 蛋白质分子质量标准　

１　ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１的ＧＳＴ标签纯化　２　ｐＧＥＸ４Ｔ１的ＧＳＴ标签

纯化

图４　狏犔１０的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

Ａ　１ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ　２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｐＧＥＸ４Ｔ１　Ｂ　Ｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ　１　ＧＳＴｔａｇｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｖＩＬ１０ｐＧＥＸ

４Ｔ１　２　ＧＳＴｔａｇｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＧＥＸ４Ｔ１

犉犻犵．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犔１０

将蛋白提取产物分别进行ＧＳＴ标签蛋白纯化后

做 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，结果显示，可见转入ｖＩＬ１０

ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３所表达的ｖＩＬ１０能被纯

化，大小符合预期，转入ｐＧＥＸ４Ｔ１的犈．犮狅犻犾．犇犈３

不表达ｖＩＬ１０（图４Ｂ）。

４　狏犐犔１０对肿瘤生长的影响

ｖＩＬ１０经纯化、切割、浓缩后测得ｖＩＬ１０浓度为

０．５６ｍｇ／ｍＬ。收集 ＭＣ３８细胞并用ＰＢＳ混匀，使用

血细胞计数板测得细胞浓度为７．６×１０
７ 个／ｍＬ。对

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠与ＩＬ１０ＫＯ小鼠进行 ＭＣ３８细胞悬

液皮下注射，小鼠肿瘤模型制备功后，分别于肿瘤周围

浸润注射ｖＩＬ１０与ＰＢＳ。每７天注射一次共注射２

次。

动物实验结果显示，野生型Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠注射

ｖＩＬ１０比注射ＰＢＳ肿瘤重量明显增加，结果具有统计

学意义（犘＜０．０５），基因敲除ＩＬ１０ＫＯ小鼠注射ｖＩＬ

１０比注射ＰＢＳ肿瘤重量明显增加，结果具有统计学意

义（犘＜０．００１），表明ＥＢＶｖＩＬ１０能够促进肿瘤生长

（图５Ａ）。图５Ｂ为离体 ＭＣ３８肿瘤图片，肿瘤组织

状况良好。

Ａ　肿瘤重量分析　
犘＜０．０５，

犘＜０．００１　Ｂ　离体肿瘤图片

图５　离体肿瘤分析

Ａ　Ｔｕｍｏｕｒｗｅｉｇｈｔａｎａｌｙｓｉｓ　
犘＜０．０５，

犘＜０．００１　Ｂ　Ｅｘ

ｖｉｖｏｔｕｍｏｕｒｐｉｃｔｕｒｅｓ

犉犻犵．５　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犻狊狅犾犪狋犲犱狋狌犿狅狌狉狊

讨　论

本研究通过基因工程技术、分子生物学技术成功

构建了ｖＩＬ１０ｐＧＥＸ４Ｔ１质粒，通过原核表达、纯化

了ｖＩＬ１０，并通过初步的动物实验以观察ｖＩＬ１０对肿

瘤的生长的影响。结果显示原核表达系统能够成功表

达ｖＩＬ１０基因，并能够通过ＧＳＴ标签蛋白纯化获得

ｖＩＬ１０，ｖＩＬ１０在荷瘤小鼠体内能够促进 ＭＣ３８肿瘤

的生长。为进一步优化纯化ｖＩＬ１０的表达及纯化方

法，本研究也曾利用真核表达载体ｐＣＤＮＡ３．１Ｎ

ＧＳＴ，构建了重组质粒 ｖＩＬ１０ｐＣＤＮＡ３．１ＮＧＳＴ。

当ＨＥＫ２９３细胞生长达到约７０％时用ＯＭＥＭ和ｌｉｐｏ

２０００转染ｖＩＬ１０ｐＣＤＮＡ３．１ＮＧＳＴ和ｐＣＤＮＡ３．１

ＮＧＳＴ，培养６ｈ更换为 ＤＭＥＭ 完全培养基，通过

ＧＳＴ标签纯化蛋白并作 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。ＧＳＴ纯

化结果显示真核表达系统表达量较少，且成本较高。

不适宜大量制备ｖＩＬ１０蛋白。

本研究今后拟从质粒构建和诱导表达条件等方面

继续提高ｖＩＬ１０的表达水平，大量纯化ｖＩＬ１０并进

行动物实验，利用Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生鼠与ＩＬ１０ＫＯ基因

敲除鼠，检测其促炎细胞因子的表达水平、免疫细胞数

量变化、脾细胞ＩＦＮγ分泌水平等免疫指标以研究

ｖＩＬ１０对小鼠免疫系统的影响；再次构建多种荷瘤小

鼠，将不同浓度的ｖＩＬ１０注射至荷瘤小鼠瘤灶中，应

用流式细胞术检测各组肿瘤细胞的增殖情况、Ｔ细胞

特异性杀伤作用等，以研究ｖＩＬ１０对体内不同肿瘤组

织作用效果。为探究其免疫学作用机制及与肿瘤细胞

的相互作用机制奠定基础。
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组ＢＣＧ的构建与表达 ［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２０１８，１３（１２）：

１３０１１３０４，１３０９．

［１２］　阳瑞雪，周瑶佳，何汶璐，等．病毒白介素１０（ｖＩＬ１０）的研究进展
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“ＭＨＣＩａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｏｐｅｒｏｎ”ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０１６，６８（６）：２６２５２６３６．

【收稿日期】　２０２４０９０３　【修回日期】　２０２４１１３０

·０４１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２５年２月　第２０卷第２期

Ｆｅｂ．２０２５，　Ｖｏｌ．２０，Ｎｏ．２


	2025-02

