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猪源 ＣＸＣＬ１７ 的原核表达及其对猪巨噬细胞的趋化作用

齐佳欣ꎬ钟秋ꎬ刘芮伶ꎬ郑健ꎬ李昱辰∗ꎬ杨倩

(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本研究旨在探究 ＣＸＣ 趋化因子配体 １７(ＣＸＣ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １７ꎬＣＸＣＬ１７)对巨噬细胞的趋化作用并解

析其分子机制ꎮ [方法]构建表达猪 ＣＸＣＬ１７ 蛋白的重组菌ꎬ该菌经 ＩＰＴＧ 诱导后高效表达 ＣＸＣＬ１７ 蛋白ꎬ并主要以包涵体

形式存在ꎻ包涵体经过变性、纯化和复性获得重组蛋白ꎬ利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对纯化的 ＣＸＣＬ１７ 蛋白进行验证ꎮ
通过 ＣＣＫ￣８ 法筛选 ＣＸＣＬ１７ 蛋白对猪巨噬细胞的最佳作用浓度范围ꎬ并以此设置浓度梯度处理猪巨噬细胞ꎬ用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 试
验检测 ＣＸＣＬ１７ 对巨噬细胞的趋化活性ꎮ 通过免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞微丝骨架的变化及相关通路的激活情况ꎬ
以揭示 ＣＸＣＬ１７ 趋化巨噬细胞迁移的作用机制ꎮ [结果]重组菌在 ＩＰＴＧ 终浓度为 １.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１及 ３７ ℃诱导条件下表达

７ ｈꎬ获得高表达量的重组猪 ＣＸＣＬ１７ 蛋白ꎮ 该蛋白纯化后的纯度可高达 ９５％ꎮ 重组猪 ＣＸＣＬ１７ 蛋白可以剂量依赖诱导猪

巨噬细胞迁移ꎬ其机制为通过激活微丝骨架下游的 ＬＩＭＫ / Ｃｏｆｉｌｉｎ 信号通路引起细胞微丝骨架重排ꎬ促进细胞微丝骨架解

聚、聚合ꎬ从而有利于巨噬细胞迁移ꎮ [结论]本研究重组表达了猪 ＣＸＣＬ１７ 蛋白ꎬ并发现 ＣＸＣＬ１７ 蛋白调控细胞微丝骨架诱

导猪巨噬细胞迁移的分子机制ꎬ为 ＣＸＣＬ１７ 作为黏膜免疫增强剂提供了试验依据ꎮ
关键词:ＣＸＣ 趋化因子配体 １７ꎻ原核表达ꎻ巨噬细胞ꎻ迁移ꎻ黏膜免疫
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＣＸＣ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １７(ＣＸＣＬ１７)
ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｉｎｄｕｃｉｎｇ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ｔｏ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｐｒｏｄｕｃｅ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ
ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎꎬｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｒｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓꎬ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｈｅ ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ
ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬ ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｔｈｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＣＸＣＬ１７ ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｔｅｓｔ. Ｔｈｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｓｋｅｌｅｔｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ＣＸＣＬ１７￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ７ ｈ. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｈｅｄ ａｓ ｈｉｇｈ ａｓ ９５％. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｓｈｏｗｎ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ. Ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｓｋｅｌｅｔｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＬＩＭＫ / Ｃｏｆｉｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍꎬｔｈｅｒｅｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｓｋｅｌｅｔｏｎ ａｎｄ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. [ Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ ] Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｄ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ
ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｓｋｅｌｅｔｏｎ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ
ＣＸＣＬ１７ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ＣＸＣ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １７ꎻｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎻｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻｍｕｃｏｓａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ



　 第 ５ 期 齐佳欣ꎬ等:猪源 ＣＸＣＬ１７ 的原核表达及其对猪巨噬细胞的趋化作用

趋化因子是一类由细胞分泌的小分子蛋白质[１]ꎬ由 ６０~１２０ 个氨基酸组成ꎬ它具有引导免疫细胞定向

迁移的功能[２]ꎮ 在黏膜免疫中ꎬ趋化因子发挥着至关重要的作用[３]ꎮ 黏膜上皮细胞受到病原体入侵时ꎬ
上皮细胞会分泌大量的趋化因子和细胞因子招募免疫细胞至炎症部位ꎬ从而产生免疫应答[４]ꎮ 目前研究

最多的黏膜趋化因子主要有 ＣＣＬ２５ 和 ＣＣＬ２８[５]ꎮ 在人和小鼠中ꎬＣＣＬ２５ 在胸腺和肠上皮细胞中组成型表

达ꎬ其与特定的受体 ＣＣＲ９ 结合后对 ＣＣＲ９＋免疫细胞具有趋化作用[６]ꎮ 而 ＣＣＬ２８ 则主要在乳腺和唾液腺

的柱状上皮细胞中表达ꎬ它可以促进表达 ＣＣＲ１０ 和 ＣＣＲ３ 的 Ｔ 细胞、Ｂ 细胞和嗜酸性粒细胞的向黏膜趋

化及归巢[７]ꎮ 最新发现的一种黏膜趋化因子 ＣＸＣＬ１７ꎬ尽管报道较少ꎬ但已经得到了广泛关注ꎮ ＣＸＣＬ１７
(Ｃ－Ｘ－Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １７)属于 ＣＸＣ 家族ꎬ它的前体蛋白由 １１９ 个氨基酸编码ꎬ其中含有 ２１ 个氨

基酸的切割片段ꎬ通过酶切割形成成熟的蛋白[８]ꎮ ＣＸＣＬ１７ 主要在黏膜处表达ꎬ尤其是在呼吸道黏膜组织

中具有很高的表达水平[９]ꎮ 在以往的研究报道中ꎬ人们发现 ＣＸＣＬ１７ 与巨噬细胞有一定的联系ꎮ 如当人

感染甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒或 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 病毒后ꎬ肺部中的 ＣＸＣＬ１７ 表达量上调ꎬ而且会出现由巨噬细胞

和多形核细胞组成的炎性浸润ꎮ 进一步研究发现仅在巨噬细胞处检测到大量的 ＣＸＣＬ１７[１０]ꎮ 另有研究报

道ꎬＷＴ 小鼠腹腔注射重组 ＣＸＣＬ１７ 蛋白可以显著增加其腹腔中的巨噬细胞和树突状细胞数量[１１]ꎬ以上均

提示 ＣＸＣＬ１７ 与巨噬细胞的募集密切相关ꎮ
目前ꎬ对于趋化因子 ＣＸＣＬ１７ 的研究主要集中在人和鼠方面ꎬ对猪的研究较少ꎮ 因此ꎬ本试验将表达

猪源重组 ＣＸＣＬ１７ 蛋白ꎬ并研究其对猪巨噬细胞的趋化作用及其涉及的分子机制ꎬ为 ＣＸＣＬ１７ 作为黏膜免

疫增强剂提供了试验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

基因组快速抽提试剂盒(ＤＣ１０３－０１)、产物纯化试剂盒(ＤＣ３０１－０１)、质粒小提试剂盒(ＤＣ２０１－０１)、
大肠杆菌 ＤＨ５α 和大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞购自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ
限制性内切酶购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＴ４ ＤＮＡ 连接酶购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ异丙基硫化－β－半乳糖

苷( ＩＰＴＧ)、结晶紫购自南京寿德生物科技有限公司ꎻ兔 ＣＸＣＬ１７ 抗体(Ａｇ１２５１６)购自武汉三鹰生物技术有

限公司ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒、鼠 Ｔｒｘ 抗体、ＨＲＰ－山羊抗鼠 ＩｇＧ、ＨＲＰ－山羊抗兔 ＩｇＧ、ＨＲＰ￣ＧＡＰＤＨ 抗体、肠激酶

(２０４０１ＥＳ６０)和内毒素去除试剂盒(６０４０４ＥＳ０３)购自上海翌圣生物有限公司ꎻＲＰＭＩ １６４０、胎牛血清培养

基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ兔 ＬＩＭＫ１ 抗体(３８４２Ｓ)、兔 ｐ￣ＬＩＭＫ１ / ＬＩＭＫ２ 抗体(３８４１Ｓ)、兔 Ｃｏｆｉｌｉｎ 抗体(３３１８)和兔

ｐ￣Ｃｏｆｉｌｉｎ 抗体(３３１１)购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ鬼笔环肽(Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ)和考马斯亮蓝快速染色液

购自上海碧云天生物技术有限公司ꎻ显色试剂盒(ＥＤ００１５－Ｃ)购自山东思科捷生物技术有限公司ꎻ细胞松

弛素 Ｄ(ｃｙｔｏｃｈａｌａｓｉｎｓ ＤꎬＣｙｔｏ Ｄ)购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司ꎻ蛋白分子质量标准购自金斯瑞生物科技股份有

限公司ꎻ原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ 由本课题组保存ꎮ
１.２　 引物设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中猪 ＣＸＣＬ１７ 基因的编码区序列(ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ:ＫＵ９７８９０７.１)ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０
在线软件设计特异性引物扩增 ＣＸＣＬ１７ 基因ꎬＰＣＲ 扩增目的片段大小为 ３２６ ｂｐꎮ 引物对序列如下:Ｆ:５′￣
ＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＧＣＣＣＡＡＡＴＡＣＡ￣３′ꎬＲ: ５′￣ＴＣＧＡＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＡＴＡＡＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡ￣３′ꎬ下划线

分别为 ＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ酶切位点ꎮ 引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ
１.３　 重组表达载体的构建

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法从猪肺组织中提取总 ｍＲＮＡꎬ并用反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡꎮ 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法从

ｃＤＮＡ 中扩增猪 ＣＸＣＬ１７ 基因序列ꎮ ＰＣＲ 反应体系(５０ μＬ):２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬꎬ上、下游引物

(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)各 ２ μＬꎬｃＤＮＡ(２００ ｎｇ􀅰μＬ－１)５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １６ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃
变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产物经 １０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂

糖凝胶电泳鉴定并回收ꎬ通过 ＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ两个位点酶切ꎬ利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将目的基因序列与 ｐＥＴ￣
３２ａ 载体连接ꎬ将连接产物转化至 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ再接种到含有氨苄抗性的 ＬＢ 平板上ꎮ 挑取单菌落

至有氨苄抗性 ＬＢ 培养基中培养ꎬ将阳性克隆菌液送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行序列鉴定ꎮ
１.４　 蛋白诱导表达及条件优化

将测序正确的原核表达质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 和 ｐＥＴ３２ａ 空质粒分别转化至 ＢＬ２１ 感受态ꎬ接种至

３３９



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４７ 卷

氨苄抗性的 ＬＢ 固体培养基筛选阳性菌株ꎬ３７ ℃培养过夜ꎮ 挑取单克隆菌落于试管中ꎬ３７ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１

振荡过夜培养ꎬ随后以 １ ∶１００ 比例接种至 ＬＢ 液体培养基中ꎬ振荡培养约 ４ ｈ(菌液 Ｄ６００值为 ０.７２)ꎬ分别

用终浓度为 ０、０.２、０.４、０.６、０.８、１.０、１.２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＩＰＴＧ 进行诱导ꎬ诱导结束后收集菌体ꎬ用 ＰＢＳ 清洗菌

体 ３ 次ꎬ超声破碎后收集上清液ꎬ利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定上清液中的蛋白表达情况ꎬ确定最适诱导终浓度ꎮ
分别收集最适 ＩＰＴＧ 终浓度下诱导 ０、２、３、４、５、６ 和 ７ ｈ 后的菌体ꎬ超声破碎后收集上清液ꎬ利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
鉴定上清液中蛋白表达情况ꎬ优化 ＣＸＣＬ１７ 蛋白表达所需的时间ꎮ 同时用未诱导菌液作对照ꎬ比较 １６、２５
与 ３７ ℃条件下诱导时蛋白在超声破碎后上清液和沉淀中的表达情况ꎮ 各条件下的样品经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

离及考马斯亮蓝染色后进行分析ꎮ
１.５　 重组蛋白的分离纯化

收集的菌体用缓冲液 Ｗ１(２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＴｒｉｓꎬｐＨ８.０)重悬ꎬ随后用超声波破碎仪破碎ꎬ低温高速离心后

收集包涵体ꎮ 为确保包涵体的纯净度ꎬ用包涵体洗涤液 Ｗ２(５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＥＤＴＡ、
５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ、０.５％ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ꎬｐＨ８.０)清洗包涵体ꎬ离心(４ ℃、１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１、１０ ｍｉｎ)后收集沉淀ꎮ
用 ８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１尿素溶解包涵体沉淀并搅拌加速溶解ꎬ离心(４ ℃、１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１、１０ ｍｉｎ)后收集沉淀ꎬ获得

粗蛋白ꎮ Ｎｉ￣ＮＴＡ 树脂用 ＴＢＳ 缓冲液(１５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌ、２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＴｒｉｓꎬｐＨ８.０)预平衡ꎬ将上清液加至

Ｎｉ￣ＮＴＡ 亲和层析柱中结合ꎬ使用 １０ 倍柱体积的咪唑缓冲液浓度梯度(２０、８０、２６０、５００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)洗脱蛋

白并收集洗脱液ꎮ 纯化后的蛋白用十二烷基肌氨酸钠(终浓度为 ２ ｇ􀅰Ｌ－１)复性ꎬ使用肠激酶 ２５ ℃过夜酶

切去除 Ｔｒｘ 标签ꎬ通过镍柱结合 ＣＸＣＬ１７ 蛋白过滤杂蛋白ꎮ 最后ꎬ使用内毒素去除试剂盒(６０４０４ＥＳ０３ꎬ翌
圣)去除内毒素ꎮ 用 ＴＢＳ 平衡琼脂糖树脂后以 ０.２５ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１的速度将纯化的蛋白加载到树脂上ꎮ 收集

洗脱液后进行浓缩ꎬ用 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度后用于巨噬细胞免疫试验ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测重组蛋白

纯化后的蛋白样品通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离ꎬ再将产物转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉 ３７ ℃封

闭 １ ｈꎬ再用兔 ＣＸＣＬ１７ 抗体(１ ∶ ５００)和鼠 Ｔｒｘ 抗体(１ ∶ １ ０００) ４ ℃ 过夜孵育ꎮ 用含 ０.０５％ Ｔｗｅｅｎ￣２０ 的

ＴＢＳＴ 缓冲液洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ再分别用 ＨＲＰ－山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体(１ ∶５ ０００)、ＨＲＰ－山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体

(１ ∶５ ０００)作为二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后使用显色试剂盒进行检测ꎮ
１.７　 ＣＣＫ￣８法检测细胞毒性

采用 ＣＣＫ￣８ 法测定 ＣＸＣＬ１７ 和 Ｃｙｔｏ Ｄ 对巨噬细胞的毒性作用ꎮ 用含 ２％胎牛血清的培养基在 ９６ 孔

板上的 ５ 个重复孔中培养 １０４ 个细胞ꎬ使用不同浓度(２０、１００ 和 ５００ ｎｇ􀅰ｍＬ－１)ＣＸＣＬ１７ 预处理巨噬细胞

２４ ｈꎬ或使用不同浓度(１０－２、１０－１、１、１０、２０ 和 ５０ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１)Ｃｙｔｏ Ｄ 处理巨噬细胞 ２ ｈꎬ按照 ＣＣＫ￣８ 试剂盒说

明书检测猪源 ＣＸＣＬ１７ 或 Ｃｙｔｏ Ｄ 对巨噬细胞活力的影响ꎮ
１.８　 趋化因子 ＣＸＣＬ１７ 对巨噬细胞的趋化作用

根据 ＣＣＫ￣８ 法测定猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白对巨噬细胞的安全浓度范围ꎬ设置不同浓度梯度处理巨噬细胞ꎮ
将 ５×１０５ ｍＬ－１细胞 ２００ μＬ(细胞混液ꎬ含 ２％血清)接种于 ５ μｍ 小室的上室ꎬ下室加入 ６００ μＬ １６４０ 培养

基(含 １０％血清)ꎬ把重组猪 ＣＸＣＬ１７ 蛋白加至下室ꎬ３７ ℃共培养 ２４ ｈꎮ ＰＢＳ 清洗 １ 次后用 ４％多聚甲醛将

小室固定 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ用 １０ ｇ􀅰Ｌ－１结晶紫染色 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ用手术刀轻轻地将小室划

开并用镊子取下ꎬ将小室贴在载玻片上ꎬ显微镜下观察并计数ꎮ
１.９　 趋化因子 ＣＸＣＬ１７ 对巨噬细胞微丝骨架的影响

根据 ＣＣＫ￣８ 法测定出的 Ｃｙｔｏ Ｄ 对巨噬细胞的安全浓度范围ꎬ选择 １０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 Ｃｙｔｏ Ｄ 或 ＤＭＳＯ 预

处理巨噬细胞 １ ｈꎬ再使用猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白(１００ ｎｇ􀅰ｍＬ－１)处理巨噬细胞 １ ｈꎬ用 １ ∶２００ 稀释的鬼笔环肽

染色ꎬ共聚焦显微镜下检测巨噬细胞微丝骨架的变化情况ꎮ
１.１０　 数据的统计学分析

通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条带进行灰度值分析ꎬ得到的灰度值数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 制

作柱状图ꎬ并进行方差分析和差异显著性检验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 猪源 ＣＸＣＬ１７ 基因扩增及原核表达质粒构建

以猪肺组织来源的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增后获得目的基因序列ꎬ用 １０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳鉴

４３９
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定ꎮ 结果显示:在 ３００~４００ ｂｐ 处有明显单一扩增条带ꎬ符合预期目的片段长度 ３２６ ｂｐ(图 １－Ｂ)ꎮ 将目的

片段转接 ｐＥＴ３２ａ 载体ꎬ得到 ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 质粒ꎬ大小为 ６ １６３ ｂｐ(图 １－Ａ)ꎮ 对质粒进行酶切验证ꎬ
结果显示载体片段及目的基因片段相符合(图 １－Ｃ)ꎬ且测序结果与猪源 ＣＸＣＬ１７ 基因序列一致ꎬ表明原核

表达质粒构建成功ꎮ

图 １　 原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 的构建

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ ｐｌａｓｍｉｄ
　 　 Ａ. 原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 质粒图谱ꎻＢ. ＲＴ￣ＰＣＲ 产物的电泳分析(１ 和 ２ 均为 ＣＸＣＬ１７)ꎻＣ. ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 质粒的酶

切验证(１.空质粒对照ꎻ２.ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 的 ＥｃｏＲⅠ单酶切产物ꎻ３.ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 的 ＮｏｔⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切产物)ꎮ
Ａ. Ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ ｐｌａｓｍｉｄꎻＢ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ(ｂｏｔｈ Ｌａｎｅｓ １ ａｎｄ

２ ａｒｅ ＣＸＣＬ１７)ꎻＣ. Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ ｐｌａｓｍｉｄ(１. Ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ２. ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ ＥｃｏＲⅠ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎻ３. Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ ＮｏｔⅠａｎｄ ＥｃｏＲⅠ) .

２.２　 重组猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白诱导表达

将重组 ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 质粒转化 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ挑取阳性单克隆菌落ꎬ加入

１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 于 １６ ℃过夜诱导表达ꎬ同时使用未诱导菌液及空载体诱导菌液作为对照ꎮ 超声波破碎

后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ 结果显示ꎬｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 在相对分子质量 ３５×１０３ 附近有 １ 条十分明显的

条带ꎬ与预期大小一致ꎬ在该诱导条件下重组蛋白主要以包涵体形式存在(图 ２)ꎮ

图 ２　 重组猪源 ＣＸＣＬ１７ 的诱导表达

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＸＣＬ１７ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 Ｍ.蛋白分子质量标准ꎻ１.空载体未诱导ꎻ２.空载体诱导ꎻ３.全菌未诱导ꎻ４.全菌诱导ꎻ５.ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 诱导后上

清液ꎻ６.ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 诱导后沉淀(方框标示条带为可能要表达的目的蛋白)ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｔｈｅ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎬｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅｄꎻ２. Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎬｉｎｄｕｃｅｄꎻ３. Ｗｈｏｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａꎬｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅｄꎻ４. Ｗｈｏｌｅ

ｂａｃｔｅｒｉａꎬｉｎｄｕｃｅｄꎻ５. Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ６. Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ(Ｔｈｅ ｂｏｘ ｍａｒｋｉｎｇ
ｓｔｒｉｐ ｍａｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｂｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ) .

２.３　 重组猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白诱导表达条件的优化

对含有重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ｓｕｓ￣ＣＸＣＬ１７ 的大肠杆菌在不同条件下诱导表达ꎬ以确定蛋白表达的最佳诱

导条件ꎮ 首先ꎬ保持温度和诱导时间不变ꎬ使用不同浓度的 ＩＰＴＧ 诱导蛋白表达的结果显示ꎬ在 ＩＰＴＧ 浓度

为 １.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１时蛋白表达量最高(图 ３－Ａ)ꎮ 随后对蛋白诱导的时间条件进行优化的结果显示ꎬ在诱导
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７ ｈ 时蛋白的表达量最高(图 ３－Ｂ)ꎮ 最后ꎬ对蛋白诱导温度条件进行优化的结果显示ꎬ在 ３７ ℃诱导时ꎬ猪
重组 ＣＸＣＬ１７ 蛋白在包涵体中的表达量最高(图 ４)ꎮ 综上ꎬ在 １.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ、３７ ℃和诱导 ７ ｈ 条件

下ꎬ重组猪源 ＣＸＣＬ１７ 表达量最高ꎬ且 ＣＸＣＬ１７ 蛋白主要以包涵体形式表达ꎮ 以上述条件作用于后续

试验ꎮ

图 ３　 猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白诱导表达的 ＩＰＴＧ 浓度(Ａ)和时间(Ｂ)条件优化

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｏｐｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＰＴＧ(Ａ)ａｎｄ ｔｉｍｅ(Ｂ) ｆｏｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 Ａ. ＩＰＴＧ 诱导浓度的优化(Ｍ. 蛋白分子质量标准ꎻ１~７. ＩＰＴＧ 浓度依次为 ０、０.２、０.４、０.６、０.８、１.０ 和 １.２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎻＢ. ＩＰＴＧ 诱导时

间的优化(Ｍ. 蛋白分子质量标准ꎻ１~７. 诱导时间依次为 ０、２、３、４、５、６ 和 ７ ｈ)ꎮ
Ａ. ＩＰＴＧ ｏｐｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＰＴＧ(Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１－７. ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ０ꎬ０.２ꎬ０.４ꎬ０.６ꎬ０.８ꎬ１.０ꎬａｎｄ １.２

ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎻＢ. ＩＰＴＧ ｏｐｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ(Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１－７. Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｓ ０ꎬ２ꎬ３ꎬ４ꎬ５ꎬ６ ａｎｄ ７ ｈꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ) .

图 ４　 猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白诱导表达温度优化

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｏｐｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 Ｍ. 蛋白分子质量标准ꎻ１. 未诱导全菌ꎻ２. 诱导全菌ꎻ３. １６ ℃诱导ꎬ上清液ꎻ４. １６ ℃诱导ꎬ沉淀ꎻ５. ２５ ℃诱导ꎬ上清液ꎻ６. ２５ ℃诱

导ꎬ沉淀ꎻ７. ３７ ℃诱导ꎬ上清液ꎻ８. ３７ ℃诱导ꎬ沉淀ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｈｏｌｅ ｃｅｌｌꎻ２. Ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｈｏｌｅ ｃｅｌｌꎻ３. Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ １６ ℃ ꎻ４. Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ １６ ℃ ꎻ５. Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ ２５ ℃ ꎻ６. Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ ２５ ℃ ꎻ７. Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ ３７ ℃ ꎻ
８. Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｔ ３７ ℃ .

２.４　 重组蛋白 ＣＸＣＬ１７ 表达形式的鉴定及纯化

将包涵体溶解于 ８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１尿素溶解液中以破坏其蛋白质结构中的氢键ꎬ以提高蛋白质可溶性ꎮ 随

后通过镍柱纯化蛋白ꎬ再用十二烷基肌氨酸钠(终含量为 ２ ｇ􀅰Ｌ－１)复性蛋白ꎬ最后通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验对纯化蛋白进行检测ꎮ 结果表明ꎬ所获得的猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白的纯度达到 ９５％以上

(图 ５－Ａ)ꎮ 经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证该蛋白是猪 ＣＸＣＬ１７ 重组蛋白ꎬ且纯化效率高(图 ５－Ｂ)ꎮ 肠激酶切除 Ｔｒｘ
标签蛋白后可以得到猪 ＣＸＣＬ１７ 蛋白ꎬ相对分子质量约为 １１×１０３(图 ５－Ｃ)ꎮ
２.５　 重组蛋白 ＣＸＣＬ１７ 对猪肺泡巨噬细胞的趋化作用

根据猪源 ＣＸＣＬ１７ 的最佳使用浓度(１０~５００ ｎｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ设置浓度梯度并处理巨噬细胞(图 ６－Ａ)ꎮ 为

探究趋化因子 ＣＸＣＬ１７ 对巨噬细胞迁移的影响ꎬ在小室上室接种巨噬细胞ꎬ在小室下室添加重组猪源

ＣＸＣＬ１７ 蛋白(２０、１００ 和 ５００ ｎｇ􀅰ｍＬ－１)并作用 ２４ ｈꎬ结晶紫染色后在光镜下观察巨噬细胞的迁移情况ꎮ 结

果显示:ＣＸＣＬ１７ 能够有效诱导巨噬细胞迁移ꎬ并具有明显的剂量依赖性(Ｐ<０.０５)ꎻ而空白组中仅观察到

６３９



　 第 ５ 期 齐佳欣ꎬ等:猪源 ＣＸＣＬ１７ 的原核表达及其对猪巨噬细胞的趋化作用

少量巨噬细胞发生迁移(图 ６－Ｂ 和 Ｃ)ꎮ 这表明 ＣＸＣＬ１７ 能够有效诱导巨噬细胞发生细胞迁移ꎮ

图 ５　 猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白的纯化及鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１７ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 Ａ. 重组 Ｔｒｘ￣ＣＸＣＬ１７ 蛋白的纯化鉴定(Ｍ. 蛋白分子质量标准ꎻ１. 空载体未诱导ꎻ２. 空载体诱导ꎻ３. 全菌未诱导ꎻ４. 全菌诱导ꎻ５. 诱导后

上清液ꎻ６. 诱导后沉淀ꎻ７. 纯化后样品)ꎻＢ. 为浓缩后蛋白样品的 Ｔｒｘ 标签单抗(左)和 ＣＸＣＬ１７ 单抗(右)的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定(Ｍ. 蛋白分子

质量标准ꎻ１ 和 ３. 未纯化 Ｔｒｘ￣ＣＸＣＬ１７ 蛋白ꎻ２ 和 ４. 已纯化 Ｔｒｘ￣ＣＸＣＬ１７ 蛋白)ꎻＣ. 肠激酶切除 Ｔｒｘ 标签后用 ＣＸＣＬ１７ 单抗的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

(Ｍ.蛋白质分子质量标准ꎻ５.纯化 Ｔｒｘ￣ＣＸＣＬ１７ 蛋白ꎻ６.切除 Ｔｒｘ 标签的 ＣＸＣＬ１７ 蛋白)ꎮ
Ａ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｔｒｘ￣ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｓｔａｎｄａｒｄꎻ１. Ｅｍｐｔｙ ｃａｒｒｉｅｒ ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅｄꎻ

２. Ｅｍｐｔｙ ｃａｒｒｉｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ３. Ｗｈｏｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｏｔ ｉｎｄｕｃｅｄꎻ４. Ｗｈｏｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ５. Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ６. Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ
７. Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅ)ꎻＢ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＸ￣ｌａｂｅｌｅｄ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ( ｌｅｆｔ) ａｎｄ ＣＸＣＬ１７ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ( ｒｉｇｈｔ) ｏｆ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓａｍｐｌｅｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ(Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓꎻ１ ａｎｄ ３. Ｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｔｒｘ￣ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ２ ａｎｄ ４. Ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｔｒｘ￣
ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ)ꎻＣ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１７ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｆｔｅｒ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ Ｔｒｘ ｔａｇｓ ｂｙ ｅｎｔｅｒｏｋｉｎａｓｅ(Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄꎻ５. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｘ￣ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ６. Ｒｅｍｏｖｅ ｔｈｅ ＣＸＣＬ１７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｒｘ ｌａｂｅｌ) .

图 ６　 ＣＸＣＬ１７ 对巨噬细胞迁移能力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＸＣＬ１７ ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ
　 　 Ａ. 用 ＣＣＫ￣８ 方法检测不同浓度的猪源 ＣＸＣＬ１７ 处理 ２４ ｈ 后的巨噬细胞活性ꎻＢ. 以 ＣＸＣＬ１７ 的最佳使用浓度梯度作用于巨噬细

胞 ２４ ｈ 后ꎬ光学显微镜下观察巨噬细胞的迁移ꎻＣ. 细胞计数显示巨噬细胞迁移的数量ꎮ ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｂｙ ｔｈｅ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｖａｒｙｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＣＸＣＬ１７ ｆｏｒ

２４ ｈꎻＢ. Ｓｅｔｔｉｎｇ ｕｐ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＬ１７ ｆｏｒ ｕｓｅ ｉｎ(Ａ)ꎬ ｔｈｅｎ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ａ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｕｓｉｎｇ ｐｉｇ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ＣＸＣＬ１７ ｔｏ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎻＣ. Ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.６　 趋化因子 ＣＸＣＬ１７ 对巨噬细胞微丝骨架的影响

为了进一步探究猪源 ＣＸＣＬ１７ 调节巨噬细胞微丝骨架的作用机制ꎬ用免疫荧光法检测巨噬细胞微丝

骨架变化ꎮ 根据 ＣＣＫ￣８ 试验测定出的猪源 Ｃｙｔｏ Ｄ 的安全范围(图 ７－Ａ)ꎬ用 Ｃｙｔｏ Ｄ 预处理巨噬细胞ꎬ再使

用猪源 ＣＸＣＬ１７(１００ ｎｇ􀅰ｍＬ－１)作用巨噬细胞 １ ｈ 并收集细胞ꎬ经鬼笔环肽染色后ꎬ在共聚焦显微镜下观察

巨噬细胞微丝骨架的变化情况ꎮ 结果显示:ＣＸＣＬ１７ 能诱导巨噬细胞微丝骨架发生明显改变ꎬ表现为巨噬

细胞的肌动蛋白向细胞膜的一侧聚集并形成突起ꎮ 然而ꎬ使用 Ｃｙｔｏ Ｄ 预处理巨噬细胞能够显著抑制

ＣＸＣＬ１７ 诱导的巨噬细胞微丝骨架变化(图 ７－Ｂ)ꎮ
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为了进一步探究趋化因子 ＣＸＣＬ１７ 调节巨噬细胞微丝骨架的作用机制ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 试验检测细胞

微丝骨架的变化及通路中的关键蛋白 Ｃｏｆｉｌｉｎ 和 ＬＩＭＫ 的表达水平ꎮ 结果显示ꎬ猪源 ＣＸＣＬ１７ 处理巨噬细

胞 １ ｈ 后ꎬＣＸＣＬ１７ 蛋白能显著上调 ＬＩＭＫ 和 Ｃｏｆｉｌｉｎ 蛋白的磷酸化水平(Ｐ<０.０５)ꎬ表明 ＣＸＣＬ１７ 可以激活

ＬＩＭＫ / Ｃｏｆｉｌｉｎ 信号通路诱导巨噬细胞微丝骨架改变ꎬ从而诱导巨噬细胞迁移(图 ８)ꎮ

图 ７　 ＣＸＣＬ１７ 对细胞微丝骨架的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＸＣＬ１７ ｏｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ
　 　 Ａ. 不同浓度 Ｃｙｔｏ Ｄ 处理 １ ｈ 后巨噬细胞的活性ꎻＢ. Ｃｙｔｏ Ｄ 最佳使用浓度(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)预处理巨噬细胞 １ ｈ 后再用 ＣＸＣＬ１７ 处理

巨噬细胞 １ ｈꎬ共聚焦显微镜下观察巨噬细胞微丝骨架的变化情况ꎮ
Ａ. Ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｙｔｏ Ｄ ｆｏｒ １ ｈꎬｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎻＢ. Ａｆｔｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ｏｆ Ｃｙｔｏ Ｄ ｆｏｒ ｐｒｅ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ １ ｈꎬａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｒｅａｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ＣＸＣＬ１７ ｆｏｒ １ ｈꎬａｎｄ
ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｕｓｉｎｇ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ.

图 ８　 ＣＸＣＬ１７ 对巨噬细胞中微丝骨架调控信号途径相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＸＣＬ１７ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
　 　 Ａ. 微丝骨架调控信号途径中关键蛋白 ｐ￣ＬＩＭＫ、ＬＩＭＫ、ｐ￣Ｃｏｆｉｌｉｎ 和 Ｃｏｆｉｌｉｎ 的表达水平ꎻＢ. Ｃｏｆｉｌｉｎ 和 ｐ￣Ｃｏｆｉｌｉｎ 的灰度值统计ꎻ
Ｃ. ＬＩＭＫ 和 ｐ￣ＬＩＭＫ 的灰度值统计ꎮ

Ａ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐ￣ＬＩＭＫꎬＬＩＭＫꎬｐ￣Ｃｏｆｉｌｉｎ ａｎｄ Ｃｏｆｉｌｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｓｋｅｌｅｔｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓꎻ
Ｂ. Ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｖａｌｕｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃｏｆｉｌｉｎ ａｎｄ ｐ￣ＣｏｆｉｌｉｎꎻＣ. Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＬＩＭＫ ａｎｄ ｐ￣ＬＩＭＫ.

３　 讨论

黏膜免疫是机体免疫系统的重要组成部分ꎬ它与其他免疫系统协同作用ꎬ有效防御病原微生物的入

侵[１２－１３]ꎮ 在控制及清除病原体感染的过程中ꎬ黏膜免疫系统发挥着关键作用ꎬ它通过精准招募特定的免

疫细胞ꎬ识别和应对各种入侵的微生物ꎮ 在这一复杂而精细的调控机制中ꎬ趋化因子作为关键的“信使”
分子ꎬ发挥着不可或缺的作用ꎮ 作为一类能调节免疫细胞在黏膜组织中迁移和定位的细胞因子ꎬ趋化因子
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在黏膜组织中高表达[１４－１６]ꎮ 目前ꎬ有多种经典黏膜趋化因子如 ＣＣＬ２５、ＣＣＬ２８ 和 ＣＸＣＬ１４ 等已经广为熟

知ꎬ它们通过与免疫细胞表面的受体结合ꎬ能够激活细胞内信号通路ꎬ具有调控免疫细胞迁移、增殖和分化

等功能[１７]ꎮ 作为趋化因子 ＣＸＣ 家族的新成员ꎬＣＸＣＬ１７ 已被发现在气管、支气管和肺等呼吸系统组织黏

膜中高表达[９]ꎮ 然而ꎬ目前关于该趋化因子的研究主要聚焦于其在肿瘤发生和发展中的作用[１８－１９]ꎬ关于

ＣＸＣＬ１７ 对黏膜免疫的影响研究还相对缺乏ꎮ 因此ꎬ本研究在制备重组猪源 ＣＸＣＬ１７ 蛋白的基础上进一步

探究了其对猪黏膜免疫细胞的调控作用ꎮ
巨噬细胞是黏膜中重要的免疫细胞ꎬ具有吞噬、呈递抗原和分泌炎症介质的能力[２０－２１]ꎮ 大部分巨噬

细胞集中于固有层ꎬ仅有极少数巨噬细胞在上皮细胞间进行持续巡逻活动[２２]ꎮ 当黏膜组织受到病原体入

侵时ꎬ上皮细胞会分泌一系列的趋化因子ꎬ以形成一个独特的趋化梯度浓度ꎬ诱导巨噬细胞沿着梯度浓度

向病原体所在的组织或细胞迁移[２３－２５]ꎮ 已有研究表明 ＣＣＬ２[２６]、ＣＣＬ２０[２７]和 ＣＣＬ５[２８]等趋化因子可以诱

导巨噬细胞迁移ꎮ 在本研究中ꎬ猪 ＣＸＣＬ１７ 同样能够诱导巨噬细胞迁移ꎬ且具有剂量依赖性ꎮ 因此ꎬ当黏

膜受到病原微生物入侵时ꎬＣＸＣＬ１７ 可以快速募集巨噬细胞到黏膜组织ꎬ这一行为有助于提高黏膜免疫反

应的效率和准确性ꎬ从而有效消灭病原体ꎮ
已有研究证实ꎬ趋化因子可以通过调控细胞微丝骨架重排诱导细胞迁移[２９]ꎮ 例如ꎬＡｎｔｏｎｏｓａｎｔｅ 等[３０]

发现 ＣＸＣＬ８ 通过激活微丝骨架相关的蛋白ꎬ如 ＦＡＫ、ＲｈｏＡ、Ｃｄｃ４２ 以及乙酰化 α－微管蛋白等ꎬ促进胶质母

细胞瘤细胞迁移ꎮ 在本研究中ꎬ猪 ＣＸＣＬ１７ 可以使巨噬细胞微丝骨架发生明显重排ꎬ在细胞前进的一侧生

成突起ꎮ 肌动蛋白是细胞微丝骨架的主要组成部分ꎬ它是一种相对分子质量为 ４２×１０３ 的球状蛋白ꎬ可逆聚

合成细丝(Ｆ－肌动蛋白)ꎬ通过动态修饰肌动蛋白聚合引起细胞骨架重排实现细胞迁移[３１]ꎮ 本研究发现ꎬ
使用肌动蛋白的解聚剂 Ｃｙｔｏ Ｄ 预处理ꎬ可有效阻断 ＣＸＣＬ１７ 对巨噬细胞微丝骨架的调节ꎮ Ｃｏｆｉｌｉｎ 是迁移

细胞中肌动蛋白动力学的核心调控组分ꎬ它可以通过切断活性催化肌动蛋白聚合或解聚ꎬ参与细胞骨架的

重塑和动态变化[３２－３３]ꎮ 而 ＬＩＭ 激酶(ＬＩＭ ｋｉｎａｓｅｓꎬＬＩＭＫ)作为 Ｃｏｆｉｌｉｎ 的上游蛋白ꎬ对 Ｃｏｆｉｌｉｎ 的 Ｓｅｒ３ 有高

度亲和力ꎬ能特异地将 Ｓｅｒ３ 位点磷酸化使 Ｃｏｆｉｌｉｎ 失活ꎬ这一过程对肌动蛋白的解聚和聚合起到关键的调

节作用[３４]ꎮ 因此ꎬＬＩＭＫ / Ｃｏｆｉｌｉｎ 信号通路是细胞微丝骨架的重要调控途径ꎮ 在本研究中ꎬ我们发现

ＣＸＣＬ１７ 能显著增强巨噬细胞中 ＬＩＭＫ 和 Ｃｏｆｉｌｉｎ 的磷酸化水平ꎮ 这提示 ＣＸＣＬ１７ 通过增强 ＬＩＭＫ 磷酸化

实现对 Ｃｏｆｉｌｉｎ 活性的调控ꎬ改变巨噬细胞微丝骨架ꎬ最终促使巨噬细胞迁移ꎮ
目前关于 ＣＸＣＬ１７ 的确切受体分子仍存在一些争议ꎮ 尽管已有研究表明 ＣＸＣＬ１７ 的结合受体可能是

Ｇ 蛋白偶联受体家族分子 ＧＰＲ３５(Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３５ꎬ正式命名为趋化因子受体 ＣＸＣＲ８)ꎬ且该

受体与 ＣＸＣＬ１７ 具有相同的黏膜表达特性ꎬ能够在黏膜 ＤＣｓ 和巨噬细胞等单核细胞中表达[３５－３７]ꎮ 但最近

也有研究发现ꎬ抑制 ＣＸＣＲ８ 并未影响 ＣＸＣＬ１７ 对人单核细胞系(ＴＨＰ￣１)的招募ꎬ且过表达 ＣＸＣＲ８ 后ꎬ
ＴＨＰ￣１ 细胞对 ＣＸＣＬ１７ 的响应能力也未出现明显增强[３８]ꎮ 因此ꎬＣＸＣＬ１７ 是否通过 ＧＰＲ３５ 激活 ＬＩＭＫ /
Ｃｏｆｉｌｉｎ 信号途径而引起巨噬细胞微丝骨架重排ꎬ仍有待于进一步研究ꎮ

本研究揭示了猪源黏膜趋化因子 ＣＸＣＬ１７ 通过调控 ＬＩＭ / Ｃｏｆｉｌｉｎ 信号途径促进肌动蛋白聚合 /解聚ꎬ
引起细胞微丝骨架重排ꎬ诱导巨噬细胞迁移的分子机制ꎮ 本研究结果有助于阐明黏膜趋化因子 ＣＸＣＬ１７
增强猪鼻腔黏膜免疫的具体机制ꎬ为其在动物黏膜免疫中的有效应用提供理论依据ꎮ
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