
由免疫球蛋白 E（immunoglobulin⁃E，IgE）介导

的过敏性疾病是临床上的常见病、多发病，其影响

超过全球30%的人口，并且伴随着人们生活方式的

变化和环境污染加重，过敏性疾病的发病率仍在逐

年上升［1-2］。肥大细胞是引起过敏性疾病的主要效

应细胞之一，其表面FcεRⅠ受体结合的特异性 IgE
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［摘 要］ 目的：对小鼠白细胞介素3（interleukin⁃3，IL⁃3）进行原核表达条件筛选和优化，为体外肥大细胞模型的高效率构建

奠定物质基础。方法：根据小鼠 IL⁃3的核苷酸序列进行大肠杆菌偏爱密码子优化并构建至pET⁃28a（+）质粒中，随后转化至大

肠杆菌BL21（DE3）并筛选小鼠 IL⁃3在该体系下表达的最佳条件，结合镍亲和层析和离子交换层析对其进行纯化，验证其促进

小鼠骨髓细胞分化为肥大细胞的活性。结果：成功构建pET⁃28a（+）⁃IL⁃3原核表达载体，诱导出在SDS⁃PAGE中显示约16 kDa
的蛋白条带，并通过四因素多水平参数筛选确定了最佳的诱导条件。最终纯化的小鼠 IL⁃3与干细胞生长因子联合诱导小鼠骨

髓细胞分化可成功获得表面FcεRI和CD117双阳性的肥大细胞，且具有β⁃己糖胺酶释放功能。结论：构建了小鼠 IL⁃3的表达

载体并筛选了最佳的原核表达条件，所纯化的小鼠 IL⁃3能够成功用于过敏反应研究的体外肥大细胞模型构建。
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Optimization of the prokaryotic expression of mouse interleukin⁃3 and investigation of its
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［Abstract］ Objective：In this study，the conditions for the prokaryotic expression of mouse interleukin⁃3（IL⁃3）were screened and
optimized，in order to lay the foundation for effective culture of mouse bone marrow⁃derived mast cells（BMMCs）in vitro. Methods：
Nucleotide sequences of mouse IL⁃3 were optimized according to the commonly used codons in Escherichia coli（E. coli）and it were
then synthesized and cloned into the pET⁃28a（+）vector. The mouse IL⁃3 plasmid was transformed into E. coli BL21（DE3）and the
expression conditions was optimized. The recombinant mouse IL⁃3 was further purified and applied in the culture of mouse bone marrow
⁃derived mast cells（BMMCs）in vitro to confirm its bioactivity. Results：The plasmid of pET⁃28a（+）⁃IL⁃3 was successfully constructed，
and the recombinant mouse IL⁃3 was expressed at approximately 16 kDa by SDS⁃PAGE analysis. The finally purified mouse IL⁃ 3
combined with mouse stem cell factor could induce the differentiation of surface FcεRI and CD117 double positive BMMCs，which
further exhibited the function of β⁃Hexosaminidase release. Conclusion：In this study，the recombinant plasmid for mouse IL⁃3 was
constructed and the expression conditions in E.coli were optimized accordingly. The finally purified mouse IL⁃3 could be successfully
utilized in the culture of BMMCs in vitro for the investigation of allergy.
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可与过敏原交联结合，引起细胞活化并释放各类可

引起过敏反应的生物活性介质［3］。因此，肥大细胞

也是研究过敏性疾病发病机制、诊断方法和治疗策

略的重要工具。

目前，骨髓来源的肥大细胞已被广泛地用作过

敏反应研究的体外细胞模型，但其应用的前提是需

要通过诱导培养使其分化为成熟的肥大细胞，并且

在此过程中需要持续给予细胞因子［4］。白细胞介素

3（interleukin⁃ 3，IL⁃3）则是促进肥大细胞分化、增殖

过程中最重要的细胞因子之一［4］，IL⁃3主要由活化

的T细胞产生［5］，其完整的一级结构由166个氨基酸

组成，其中第 1~26位氨基酸为信号肽序列（Uniprot
ID：P01586）。尽管国内外已有多个厂家开发了基

于大肠杆菌重组形式的商品化的小鼠 IL⁃3产品，但

长期且持续性地进行肥大细胞的分化和培养仍需

要较大的构建和维持成本。为了进一步提高体外

肥大细胞模型构建的效率并降低原代细胞培养过

程中的 IL⁃3使用成本，构建并且筛选出能够高效生

产小鼠 IL⁃3的表达和纯化体系尤为必要。

本研究针对现有小鼠 IL⁃3核苷酸序列进行大

肠杆菌偏爱密码子优化，通过构建质粒并筛选其在

大肠杆菌原核表达体系中最佳的菌密度、诱导温

度、时间和诱导剂浓度等因素，并在纯化后验证其

在促小鼠肥大细胞分化成熟中的活性，从而为高

效、经济的原代肥大细胞培养奠定物质基础。

1 材料和方法

1.1 材料

E.coli BL21（DE）感受态细胞（南京诺唯赞生物

科技股份有限公司）；小鼠 IL⁃3基因合成、重组质粒

构建（南京金斯瑞生物科技股份有限公司）。

胰蛋白胨、酵母粉、氯化钠、卡那霉素、三羟甲

基 氨 基 甲 烷（tris（hydroxymethyl）aminomethane，
Tris）、乙二胺四乙酸（ethylenediaminetetraacetic ac⁃
id，EDTA）、氧化型谷胱甘肽（glutathione disulfide，
GSSG）、还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）、精氨

酸、甘油、异丙基硫代半乳糖苷（isopropylthio⁃β⁃ga⁃
lactoside，IPTG）、咪唑、尿素、盐酸胍、二硫苏糖醇

（dithiothreitol，DTT）、精氨酸、丙烯酰胺/甲叉双丙烯

酰胺 30%溶液（29∶1）、考马斯亮蓝G250、牛血清白

蛋白（bovine serum albumin，BSA）（上海生工生物工

程股份有限公司）。HisTrap HP亲和层析柱（5 mL）、
HiTrap Desalting（5 mL）、Resource Q（1 mL）（Cytiva
公司，美国）。BCA蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云

天生物科技公司）。Supersil C4 300Å色谱柱（大连

依利特分析仪器有限公司）。商业化小鼠 IL⁃3、SCF
（美国 PeproTech 公司）。PE anti ⁃mouse CD117（c⁃
Kit）Antibody、APC anti⁃mouse FcεRIα Antibody（Bio⁃
Legend公司，美国）。小鼠抗二硝基苯单克隆抗体

（anti⁃DNPIgE）、白蛋白⁃二硝基苯（DNP⁃HSA）、β⁃己
糖胺酶底物（4⁃硝基苯基 N⁃乙酰基⁃β⁃D⁃氨基葡萄

糖）（Merck公司，美国）。BABL/c小鼠3只（SPF级），

6~8周龄，购自南京青龙山动物繁殖场，动物实验经

南京医科大学实验动物福利伦理委员会批准（伦理

批文编号：IACUC⁃2007037）。
1.2 方法

1.2.1 小鼠 IL⁃3原核表达载体的构建

从UniProt（登记号：P01586）、GenBank（登记号：

AAA39291.1）中检索并获取小鼠 IL⁃3的氨基酸序列

信息及其对应的核苷酸序列，并委托南京金斯瑞生

物科技股份有限公司进行大肠杆菌偏爱密码子优

化和基因合成，并将其连接至 pET28a（+）表达载体

的NcoⅠ和XhoⅠ之间，通过Sanger法测序对构建产

物进行确认。

1.2.2 小鼠 IL⁃3的诱导表达和条件优化

取2 μL浓度为0.1 μg/μL的pET⁃28a（+）⁃IL⁃3重
组质粒加至100 μL的BL21（DE3）感受态中并于冰上

静止30 min，42℃热激70 s后置于冰上静止5 min，加
入450 μL LB培养基（胰蛋白胨：10 g/L，酵母粉：5 g/L，
氯化钠：10 g/L）后于37℃震荡培养1 h。取转化后的

菌液 100 μL涂布于固体LB培养基（含 50 μg/mL卡

那霉素），置于 37 ℃培养过夜。挑取单克隆菌落接

种于含有 50 μg/mL卡那霉素 LB液体培养基中，并

在37 ℃、240 r/min条件过夜培养。

取培养后菌液，按 1∶100（v/v）再接种至含卡那

霉素的LB培养基中，按照菌密度、诱导剂浓度、诱导

温度、诱导时间4个因素进行多因子参数设置，其中

菌密度是其在 600 nm处吸光值（A600=0.6或 0.8），诱

导剂浓度为 0.3、0.5、1.0 mmol/L终浓度的 IPTG，诱

导温度为16 ℃、28 ℃、37 ℃，诱导时间为8 h或16 h。
按以上因素和水平完成诱导组别设置后，在180 r/min
转速下按预设条件进行震荡培养，并重复进行3次。

将诱导后菌液离心并收集菌体，使用 160 μL
10 mmol/L 磷酸盐缓冲溶液（phosphate buffered sa⁃
line，PBS）重悬菌体，加入40 μL 5×Laemmli样品缓冲

液，沸水浴中处理10 min。将样品在4 ℃，12 000 r/min
条件下离心 10 min后，取 15 μL上清液进行 SDS⁃
PAGE检测。将电泳凝胶进行考马斯亮蓝染色，使
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用 ImageJ软件对凝胶中16 kDa处的诱导条带的面积

和强度进行计算，分析各个组别的蛋白表达情况。

1.2.3 小鼠 IL⁃3的表达形式分析

将小鼠 IL⁃3表达菌接种于 3 mL含卡那霉素的

LB液体培养基中，并在 37℃、240 r/min条件过夜培

养。将培养菌液进一步转入 300 mL 含卡那霉素

的 LB培养基中，在相同的条件下振摇至菌液 A600

为 0.6时加入终浓度 1 mmol/L的 IPTG，并在 37℃、

180 r/min条件震荡培养 8 h。使用 SDS⁃PAGE检测

小鼠 IL⁃3的表达形式：取 IPTG诱导前菌液、诱导后

菌液，12 000 r/min离心收集菌体，按上述表达条件

优化中所述电泳步骤处理样品。同时将剩余诱导

后菌液离心后，使用PBS洗涤菌体，再次离心后重悬

于 10 mL PBS 中，利用超声破碎仪进行细胞裂解

（70%功率，工作 5 s，间隔 5 s，总时长 30 min），取

100 μL破碎后产物在4 ℃，12 000 r/min条件下离心

10 min，分离上清液和沉淀用于SDS⁃PAGE检测。

1.2.4 小鼠 IL⁃3的分离纯化

基于上述结果，将超声破碎后的沉淀溶解于变

性液中（20 mmol/L Tris⁃HCl，0.5 mol/L NaCl，5 mmol/L
咪唑，6 mol/L盐酸胍，1 mmol/L DTT，pH 8.0）。将

HisTrap HP层析柱装载到ÄKTA层析系统，使用上样

缓冲液（20 mmol/L Tris⁃HCl，0.5 mol/L NaCl，5 mmolL
咪唑，8 mol/L 尿素，1 mmol/L DTT，pH 8.0）平衡层析

柱后，将变性后的小鼠 IL⁃3 上样至层析柱中，逐

次使用 2%、4%、50%、100%比例的洗脱缓冲液

（20 mmol/L Tris⁃HCl，0.5 mol/L NaCl，500 mmol/L 咪

唑，8 mol/L 尿素，1 mmol/L DTT，pH 8.0）进行洗涤和

洗脱，分别收集洗脱峰进行SDS⁃PAGE电泳检测。

根据已报到的方案略作调整进行蛋白质复

性［6］。具体如下：合并上述洗脱的小鼠 IL⁃3，于4 ℃
透析至复性液中（50 mmol/L Tris⁃HCl，0.5 mol/L Na⁃
Cl，5 mmol/L EDTA，1 mmol/L GSH，0.1 mmol/L
GSSG，0.5 mol/L精氨酸，10%甘油，pH9.5），持续24 h。

收集复性后产物，先使用HiTrap Desalting层析

柱将产物溶液置换至离子交换A溶液中（20 mmol/L
Tris⁃HCl，pH8.5），置换后产物上样至相同溶液平衡

后的Resource Q层析柱，使用梯度递增的离子交换

B溶液中（20 mmol/L Tris⁃HCl，1 mol/L NaCl，pH 8.5）
进行蛋白洗脱，分别收集不同的洗脱峰进行 SDS⁃
PAGE检测分析。同时，按照说明书使用BCA蛋白浓

度测定试剂盒对纯化后小鼠IL⁃3的浓度进行测定。

基于最终纯化的小鼠 IL⁃3，使用反向⁃高效液相

色谱法对其进行纯度测定，具体如下：使用 Supersil

C4 300Å色谱柱（4.6 mm×300 mm）、流动相A为含有

0.1%TFA 和 10%乙腈的水溶液、流动相 B 为含有

0.09%TFA和 80%乙腈的水溶液进行样品的梯度洗

脱测定，色谱条件为 0~5 min（100%流动相A，0%流

动相B）、5~60 min（流动相A由 100%至 0%，流动相

B由0%至100%），监测280 nm处的紫外吸收信号。

1.2.5 小鼠 IL⁃3促肥大细胞分化成熟的活性研究

按照已报道的方法进行小鼠原代肥大细胞分

化培养［7］。首先通过颈椎脱臼法处死小鼠后取其股

骨，将骨髓细胞冲出后用于后续洗涤和培养处理，并

且分为两组：一组在培养过程中加入终浓度10 ng/mL
的本研究中纯化的小鼠 IL⁃3并配合 10 ng/mL的商

业化小鼠 SCF，另一组在培养过程中加入 10 ng/mL
商业化小鼠 IL⁃3 并配合 10 ng/mL 的商业化小鼠

SCF，均置于 37 ℃、5% CO2条件下培养。在培养第

3周和第 5周时分别取样进行肥大细胞分化状态和

细胞比例检测［8］，具体如下：将细胞收集后，500 g离

心 5 min 后弃上清，使用含 10%胎牛血清的 RP⁃
MI1640培养基调整细胞浓度为 1.0×106/mL，分别移

取300 μL上述细胞悬液，离心后使用300 μL流式染

色缓冲液（含 0.5% BSA的 PBS溶液，pH 7.2）重悬，

分别取 100 μL 细胞悬液加入 3 μL PE anti ⁃mouse
CD117（c ⁃ Kit）Antibody 和 3 μL APC anti ⁃ mouse
FcεRIα Antibody，室温孵育 15 min。随后加入 1 mL
流式染色缓冲液清洗细胞，500 g离心 5 min后弃上

清，再次加入 300 μL流式染色缓冲液重悬，采用流

式细胞仪检测肥大细胞表面特异性标志物FcεRI和
CD117的表达水平并计算该细胞群所占比例。

参照已报道的方法进行小鼠肥大细胞被激发

后的β⁃己糖胺酶释放量测定［9］。使用培养第5周的

肥大细胞与小鼠抗二硝基苯基的 IgE抗体孵育过

夜，将细胞收集后，500 g离心 5 min后弃上清，并使

用台式液（tyrode’s solution）洗涤并重悬，分组加入

10μL PBS、DNP ⁃ HSA、3% Triton X ⁃ 100 后，置于

37 ℃、5% CO2条件下培养孵育 30 min。反应结束

后，离心并吸取 50 μL上清与 50 μL β⁃己糖胺酶底

物混合后，37 ℃孵育1.5 h，随后使用75 μL 0.2 mol/L
甘氨酸溶液（pH 10.7）终止反应，并测定405 nm处测

量其吸光度值，β⁃己糖胺酶释放率计算公式如下：

（ODDNP⁃HSA-ODPBS）/（ODTriton X⁃100-ODPBS）×100%。

1.3 统计学方法

实验数据使用 GraphPad Prism 8软件进行统计

学分析，各组数据表示为均数±标准差（x ± s），多组

定量资料比较采用单因素方差分析（one⁃way ANO⁃
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VA）检验，多组间比较采用Dunnett法。P < 0.05 为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 小鼠 IL⁃3基因序列优化

应用OptimumGeneTM算法分析，小鼠 IL⁃3原始

核苷酸序列的密码子适应指数（codon adaptation in⁃
dex，CAI）和GC含量分别为0.35和47.53%。经优化

后，CAI值和GC含量分别提高到 0.97和 55.50%，优

化前与优化后的核苷酸序列如图1所示。

2.2 小鼠 IL⁃3蛋白的原核表达和条件优化

根据不同的菌密度、IPTG诱导剂浓度、诱导温

度及诱导时间设计四因素多水平因子条件筛选最

佳的小鼠 IL⁃3的诱导表达条件（图 2A）。经 SDS⁃
PAGE以及考马斯亮蓝G250染色检测，结果显示，

在不同的因素和水平下均可观察到约 16 kDa处的

蛋白诱导条带，与小鼠 IL⁃3理论序列的分子量相符

合；同时可观察到目的蛋白的表达量随着温度的升

高（16℃~37℃）表现为上升趋势，而 IPTG单因素的

变化对目的蛋白表达量的影响程度较小；诱导时间

从 8 h增加至 16 h后，目的蛋白的表达量呈下降趋

势（图2B~E）。
为了进一步分析选定的四因素及各个水平对

小鼠 IL⁃3的表达量影响情况，将每组实验重复 3次

画横线的部分表示经优化后的密码子。

图1 优化前和优化后的小鼠 IL⁃3的基因序列及其编码的氨基酸序列

Figure 1 The gene sequence of mouse IL⁃3 before and after codon optimization and its corresponding amino acid sequence

Optimized
Original

001
001

GACACCCACCGTCTGACCCGTACCCTGAACTGCAGCAGCATCGTTAAGGAAATCATTGGT
GATACCCACCGTTTAACCAGAACGTTGAATTGCAGCTCTATTGTCAAGGAGATTATAGGG

D T H R L T R T L N C S S I V K E I I GG
Optimized
Original

061
061 AAGCTCCCAGAACCTGAACTCAAAACTGATGATGAAGGACCCTCTCTGAGGAATAAGAGC

K L P E P E L K T D D E G P S L R N K SS

AAACTGCCGGAGCCGGAACTGAAGACCGACGATGAGGGCCCGAGCCTGCGTAACAAGAGC

Optimized
Original

121
121

TTCCGTCGTGTGAACCTGAGCAAATTTGTTGAGAGCCAGGGTGAAGTGGACCCGGAGGAT
TTTCGGAGAGTAAACCTGTCCAAATTCGTGGAAAGCCAAGGAGAAGTGGATCCTGAGGAC

F R R V N L S K F V E S Q G E V D P E DD
Optimized
Original

181
181

CGTTACGTTATCAAGAGCAACCTGCAAAAACTGAACTGCTGTCTGCCGACCAGCGCGAAC
AGATACGTTATCAAGTCCAATCTTCAGAAACTTAACTGTTGCCTGCCTACATCTGCGAAT

R Y V I K S N L Q K L N C C L P T S A NN
Optimized
Original

241
241

GACAGCGCGCTGCCGGGCGTGTTCATTCGTGATCTGGACGATTTCCGTAAGAAACTGCGT
GACTCTGCGCTGCCAGGGGTCTTCATTCGAGATCTGGATGACTTTCGGAAGAAACTGAGA

D S A L P G V F I R D L D D F R K L RR
Optimized
Original

301
301

TTTTATATGGTTCACCTGAACGATCTGGAAACCGTGCTGACCAGCCGTCCGCCGCAGCCG
TTCTACATGGTCCACCTTAACGATCTGGAGACAGTGCTAACCTCTAGACCACCTCAGCCC

F Y M V H L N D L E T V L T S R P P Q PP
Optimized
Original

361
361

GCGAGCGGTAGCGTTAGCCCGAACCGTGGCACCGTGGAGTGC
GCATCTGGCTCCGTCTCTCCTAACCGTGGAACCGTGGAATGT

A S G S V S P N R G T V E CC

后，使用 ImageJ图像分析软件计算各组 SDS⁃PAGE
结果中目的条带的面积强度。如图 3所示，当诱导

条件设置为诱导前菌液度吸光值为 0.6、使用 IPTG
终浓度为 1 mmol/L、诱导温度为 37 ℃、诱导时长为

8 h时，小鼠 IL⁃3在大肠杆菌中具有平均最高的表

达量。

2.3 小鼠 IL⁃3的表达形式分析和纯化表征

进一步的诱导表达和超声破碎产物的 SDS⁃
PAGE结果显示，位于 16 kDa处的小鼠 IL⁃3存在于

超声破碎后沉淀物中，几乎全部以包涵体形式表

达，破碎后的上清液中无可观测的目的蛋白条带

（图 4A）。因此，对分离的包涵体变性溶解后，在

8 mol/L咪唑条件下进行Ni2+亲和层析纯化。由层析

紫外吸收图谱可见，在50%比例的洗脱缓冲液条件

下（咪唑浓度约 250 mmol/L）出现一个明显的洗脱

峰，进一步收集后经 SDS⁃PAGE分析确认小鼠 IL⁃3
成功得到了纯化（图4B）。在经过透析复性后，产物

通过阴离子交换层析进一步纯化，并在低NaCl浓度

条件下出现洗脱峰。收集主要峰组分进行分析显示

最终纯化的小鼠 IL⁃3在SDS⁃PAGE中表现为单一蛋
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白条带。根据BCA蛋白浓度测定结果，最终纯化的

小鼠 IL⁃3的浓度为0.08 mg/mL（图4D），其在反向色

谱中所测定的纯度＞85%，色谱峰保留时间：32.230
（图4E）。
2.4 小鼠 IL⁃3促进小鼠肥大细胞分化成熟的活性

验证

使用流式细胞仪检测原代培养的骨髓细胞中肥

大细胞的分化情况，通过圈定分析肥大细胞表面特异

性标志物FcεRI和CD117双阳性的细胞群计算该细

胞群所占比例。结果显示，随着诱导培养时间从3周
持续至5周，本研究中纯化的小鼠 IL3配合商业SCF
刺激组中FcεRI+ CD117+肥大细胞占比从23.3%（肥大

细胞数量/流式细胞术圈定总细胞数量：3 702/15 920）
增加至67.8%（肥大细胞数量/流式细胞术圈定总细胞

数量：7 202/10 625）（图5A、B），高于阳性对照组中使

用商业化小鼠 IL⁃3配合商业化小鼠SCF的培养参照
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8 h of 16 h

A B

A：小鼠 IL⁃3表达条件优化的参数设置；B：菌液吸光值为0.6时，加入不同浓度 IPTG在不同温度下培养8 h后，目的蛋白的表达检测结果；

C：菌液吸光值为0.6时，加入不同浓度 IPTG在不同温度下培养16 h后，目的蛋白的表达检测结果；D：菌液吸光值为0.8时，加入不同浓度 IPTG
在不同温度下培养8 h后，目的蛋白的表达检测结果；E：菌液吸光值为0.8时，加入不同浓度 IPTG在不同温度下培养16 h后，目的蛋白的表达

检测结果。箭头处所示为小鼠 IL⁃3。
图2 小鼠 IL⁃3蛋白的表达条件优化

Figure 2 Optimization of the prokaryotic expression of mouse IL⁃3
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A~D：使用图像分析软件计算在不同参数条件下诱导表达小鼠 IL⁃3在SDS⁃PAGE中条带面积强度。

图3 重组小鼠 IL⁃3的表达情况分析

Figure 3 Analysis the protein content of recombinant mouse IL⁃3

16 ℃ 8 h28 ℃ 8 h37 ℃ 8 h
80 000
60 000
40 000
20 000

0

IL⁃
3表

达
情

况

A600=0.6

16 ℃ 8 h28 ℃ 8 h37 ℃ 8 h
80 000
60 000
40 000
20 000

0

IL⁃
3表

达
情

况

A600=0.8

IPTG（mmol/L）0.30.5 1.0 0.30.5 1.0 0.30.5 1.0

IPTG（mmol/L）0.30.5 1.0 0.30.5 1.0 0.30.5 1.0

16 ℃ 16 h28 ℃ 16 h37 ℃ 16 h

IPTG（mmol/L）

80 000
60 000
40 000
20 000

0

IL⁃
3表

达
情

况

A600=0.6

16 ℃ 16 h28 ℃ 16 h37 ℃ 16 h
80 000
60 000
40 000
20 000

0

IL⁃
3表

达
情

况

A600=0.8C D

A B

0.30.5 1.0 0.30.5 1.0 0.30.5 1.0

IPTG（mmol/L）0.30.5 1.0 0.30.5 1.0 0.30.5 1.0

第43卷第2期
2023年2月

胡昊扬，许志强. 小鼠 IL⁃3的原核表达条件优化及其促肥大细胞分化成熟的活性研究［J］.
南京医科大学学报（自然科学版），2023，43（2）：179-186 ··183



南 京 医 科 大 学 学 报
第43卷第2期
2023年2月

（图5D、E），进一步证实了本研究中所纯化小鼠 IL⁃3
在原代肥大细胞培养过程中的生物活性。

进一步的对肥大细胞被激发后的β⁃己糖胺酶的

释放量进行测定，结果显示，本研究中纯化的小鼠

IL⁃3配合商业 SCF刺激组中，肥大细胞在经过小鼠

抗二硝基苯基的 IgE抗体致敏和 DNP⁃BSA 刺激后

β⁃己糖胺酶释放量较 PBS 对照组显著升高（P <
0.05），计算所得释放率为 22.1%（图 5C）；在商业化

小鼠 IL⁃3配合商业化小鼠 SCF，同样可观察到被激

发后的β⁃己糖胺酶释放量较 PBS对照组显著升高

（P < 0.05），释放率为19.3%（图5F）。
3 讨 论

肥大细胞在过敏性疾病的发病机制中属于最

核心的效应细胞之一，其既可通过 IgE交联抗原的

方式被激发，也可被非 IgE依赖的途径物质直接活

化［10］，进而释放各类生物活性介质，如活性胺、脂质

介质、细胞因子等。因此，肥大细胞是研究过敏性

疾病及其他相关免疫炎症反应发生和发展机制的

重要工具之一。小鼠骨髓来源的肥大细胞已被广

泛地应用于体外细胞模型［8］，其一般需要在 IL⁃3的
支持下进行4~6周的体外分化培养。尽管目前已有

多个厂家提供了商业化可获得的 IL⁃3蛋白，并且基

于大肠杆菌的表达体系也已被广泛应用，但为了降

低肥大细胞诱导分化和培养过程中的商业化小鼠

IL⁃3的使用成本，进一步提高体外模型的构建效率

并推进其应用，需要能够高效、快速和稳定地获得

具有能够诱导肥大细胞分化生物活性的小鼠 IL⁃3，
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A：小鼠 IL⁃3在大肠杆菌中的表达形式分析（泳道M：标准分子量Marker；泳道 1：未加入 IPTG培养的菌体裂解物；泳道 2：加入 1 mmol/L
IPTG诱导的菌体裂解物；泳道3：诱导后菌体裂解物的上清液；泳道4：诱导后菌体裂解物的沉淀）；B：变性条件下对 IL⁃3包涵体蛋白的层析纯

化图谱和检测结果，虚线框和箭头所示分别为层析收集部分及其SDS⁃PAGE结果；C：复性后 IL⁃3进一步进行阴离子交换层析纯化图谱和检测

结果，虚线框和箭头所示分别为层析收集部分及最终纯化小鼠 IL⁃3的SDS⁃PAGE结果；D：小鼠 IL⁃3的浓度测定结果，空心圆及其拟合线所示

分别为标准浓度的BSA（0、0.25、0.50 mg/mL）在BCA测定体系下产生的吸光度及相应标准曲线，实心三角形所示为小鼠 IL3在BCA体系中测

定的浓度；E：小鼠 IL⁃3在C4色谱柱中的洗脱图谱，数字标示为积分识别色谱峰的保留时间。

图4 小鼠 IL⁃3的表达形式分析和纯化表征

Figure 4 Analysis of the expression formand purification of mouse IL⁃3
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A~C：使用本研究中纯化的小鼠 IL⁃3配合商业化SCF培养原代肥大细胞3周（A）、5周（B）的分化结果及肥大细胞释放β⁃己糖胺酶的功能

分析（C）；D~F：使用商业化小鼠 IL⁃3配合商业化SCF培养原代肥大细胞3周（D）、5周（E）的分化结果及肥大细胞释放及肥大细胞释放β⁃己糖

胺酶的功能分析（F）。横坐标APC为细胞表面FcεRIα受体的流式检测数值；纵坐标PE为细胞表面CD117（c⁃Kit）的流式检测数值；Q2圈定区

域为FcεRI+ CD117+肥大细胞占比。两组比较，***P < 0.001（n=4）。
图5 流式细胞术分析肥大细胞分化

Figure 5 Analysis of the differentiation of mast cells from mouse bone marrow cells by flow cytometry
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因此对于其原核表达条件建立和优化尤为必要。

在异源表达系统中，密码子优化可提高了靶基

因的翻译效率，从而尽可能地提高宿主中原始物种

DNA序列编码的蛋白质表达［11］。因此在本研究中，

首先针对小鼠 IL⁃3的原生核苷酸序列进行大肠杆

菌偏爱密码子优化，使其CAI指数和GC含量均得到

了提升。根据OptimumGeneTM算法工具优化原则，

核苷酸序列的CAI指数高于 0.8时被定义为具有高

基因表达水平，本研究中优化后的序列CAI从优化

前的 0.35升高至 0.97，属于从根本层面对小鼠 IL⁃3
的表达进行了优化。优化后的序列经过基因合成

后克隆至 pET⁃28a（+）载体质粒，通过该质粒的Nco

Ⅰ和XhoⅠ位点进行了连接并且保留了羧基端的6个
组氨酸标签，该标签不仅极大的提高了下游的纯化

效率，并且为诱导表达后的目的蛋白验证提供了靶

点，本研究中诱导表达以及最终纯化后的小鼠 IL⁃3
均通过Western blot进行了组氨酸标签检测（数据未

展示）。异源基因能否在大肠杆菌高效表达受到多

种因素的影响，而表达条件的优化则能够在合适的

条件下最大程度提高目的蛋白质的获取量［12，13］。为

了筛选小鼠 IL⁃3原核表达的最佳条件，本研究根

据菌培养密度、诱导剂浓度、诱导时温度和诱导时

长 4个因素进行了多个代表性水平的因子参数设

置。经过 3次重复实验后发现诱导前菌密度A600为

0.6时且 IPTG终浓度为 1.0 mmol/L，在 37 ℃条件下

诱导 8 h具有最高的蛋白表达量，而诱导前菌密度

A600为0.8时、诱导温度为16 ℃或28 ℃时、诱导时长

为16 h时均呈现不同程度的蛋白检测量降低，这可

能分别与细菌生长超过对数期、低温影响了细菌的

生长、过久的培养导致营养不再充分或代谢物累积

影响细菌状态等有关。

通过表达形式分析，本研究构建的小鼠 IL⁃3表
达质粒在大肠杆菌中主要以包涵体形式表达，这可

能与其含 2 对分子内二硫键有关（Uniprot ID：

P01586），其在大肠杆菌中错误配对可能是形成包

涵体主要原因。因此，为了获得具有生物活性的蛋

白，必须进行包涵体变性和复性使 IL⁃3恢复折叠和

活性构象。我们首先使用Ni2+亲和层析对变性后的

IL⁃3进行粗捕获，并进一步利用氧化还原复性体系

结合透析法对纯化产物复性以促进二硫键的再配
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对［6，14］，随后将复性产物进行阴离子交换层析以获

得最终的 IL⁃3。尽管我们并未对二硫键的具体形成

进行表征和鉴定，但随后其在促肥大细胞分化成熟

中表现的生物活性间接地证明了本研究中小鼠 IL⁃3
的活性构象恢复，这也是本研究中最重要的目的。

在后续的诱导肥大细胞分化成熟的活性测定中，我

们选取了商业化的小鼠 IL⁃3作为对照。由于目前

商业化 IL⁃3产品中尚无关于诱导肥大细胞分化相

关的活性数据，而仅有促进NFS⁃60细胞增殖的活性

信息，我们选择了现有常见的商品中该活性较佳的

产品（ED50≤0.05 ng/mL）用于后续的参照。流式细

胞术对原代细胞培养悬液的分析检测中发现使用

研究中纯化的小鼠 IL⁃3 配合商业化 SCF 获得的

FcεRI+ CD117+肥大细胞比例略高于商业化产品对

照，同时前者被激发后β⁃己糖胺酶释放率也略高

于商业产品对照，该结果表明本研究中最终纯化

的小鼠 IL⁃3具有与现有商业化产品相比具有相当

甚至略高的诱导肥大细胞分化成熟的能力，进一

步证明本研究中构建的小鼠 IL⁃3表达和纯化体系

能够较好地满足体外肥大细胞模型的构建。另

外，在小鼠原代肥大细胞分化培养中使用的 IL⁃3
终浓度为 10 ng/mL，本研究中优化条件后获得的

IL⁃3 浓度为 0.08 mg/mL（=80 000 ng/mL），单次制

备便可满足多次使用需求，同时该体系具有快

速、方便、价格低廉的特性，能够降低原代细胞培

养过程中对商业化小鼠 IL⁃3的依赖，提高模型构

建的效率。

综上所述，本研究基于密码子和表达条件优化

策略，不仅得出了小鼠 IL⁃3的最佳原核表达参数还

探索了其纯化和复性工艺，为体外肥大细胞模型的

建立奠定坚实的物质基础。
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