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Abstract
AIM: To obtain the recombinant consensus 
interferon (cIFN) gene by overlap extension PCR 
and to express it using a prokaryotic expression 
system to identify its activities.

METHODS: Overlap extension PCR was per-
formed to obtain the cIFN gene and to construct 
the high expression vector for the production 
of cIFN protein according the preferred codon 
of E.coli. The expression vector pRA-cIFN was 
transformed with BL21 (DE3) E.coli straining. 

The expression of cIFN was identified by SDS-
PAGE and Western blotting and purified by 
metal-chelating chromatography, and refolded 
by stepwise dialysis method. Then, the immune 
and biological activities of cIFN were detected 
by ELISA, MTS chromometry and hemaggluti-
nation inhibition test.

RESULTS: The cIFN gene was obtained by 
overlap extension PCR. Its DNA length was 534 
bp which is consistent with its theoretical length. 
SDS-PAGE and Western blotting showed that 
the pressed cIFN protein in E.coli BL21 (DE3) 
was in the form of inclusion bodies and its mo-
lecular weight was 23.3 kDa. We achieved the 
refolding of E.coli-expressed cIFN with a step-
wise dialysis method. The biological activity of 
the refolded cIFN was detected by ELISA, MTS 
chromometry and hemagglutination inhibition 
test, showing that cIFN had obvious immuno-
logical activities, dose-dependent suppressive 
activity of PLC/PRF/5 cell proliferation and 
HBsAg secretion inhibitory activity.

CONCLUSION: Overlap extension PCR is a 
simple method to obtain the recombinant genes. 
cIFN protein produced in this study has signifi-
cant anti-virus and anti-tumor cell proliferation 
activities.
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摘要
目的: 用重叠延伸PCR(overlap extension PCR)
法获得人工优化的干扰素-重组复合干扰素
(consensus interferon, cIFN)基因, 用原核表达
系统对其进行表达, 鉴定表达的cIFN活性. 

方法: 根据大肠杆菌的偏爱密码子, 人工设
计cIFN的高表达基因, 用overlap PCR法合成
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■背景资料
干扰素是目前治
疗病毒性肝炎的
首选一线药物之
一, 临床使用已多
年, 但尚存在临床
疗效不够理想、

副反应较大等缺
陷, 其原因可能与
宿主和病毒因素
有 关 以 外 ,  还 与
IFN产品本身的性
质、剂型及给药
方式等有关系.

■同行评议者
朱传武, 副主任医
师, 苏州市第五人
民医院传染科



cIFN全基因, 用基因重组技术构建其原核表
达载体pRA-cIFN, 在大肠杆菌BL21中进行高
效表达, 用SDS-PAGE和Western blotting鉴定
cIFN表达, 用GuHCl阶段透析法进行蛋白变
性、复性, 用TALON(His)6亲和层析柱进行纯
化, 用ELISA、MTS比色定量法及血凝抑制试
验检测cIFN的免疫活性和生物活性. 

结果: 成功合成了cIFN全基因, 其DNA长度
与理论长度534 bp相符; 用基因重组技术成
功构建了cIFN原核表达载体pRA-cIFN, 并用
大肠杆菌BL21进行了高效表达, SDS-PAGE
和Western blotting鉴定结果显示, 表达蛋白主
要以包涵体形式存在, 其分子质量符合理论
值23.3 kDa; 用GuHCl阶段透析法成功进行包
涵体蛋白的复性, 亲和层析法纯化后cIFN的
ELISA、MTS比色定量法及血凝抑制试验结
果显示, 表达蛋白具有明显的cIFN免疫学活
性、剂量依赖性PLC/PRF/5细胞增殖抑制作
用和HBsAg分泌抑制作用.

结论: 重叠延伸PCR法是获得重组复合基因
的有效简便的方法, 我们通过重叠延伸PCR法
获得并表达的cIFN具有明显的抗病毒、抗细
胞增殖活性.

关键词: 重组复合干扰素; 重叠延伸PCR; 原核表

达; 活性鉴定
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0  引言

干扰素(IFN)是一类具有抗病毒、抗肿瘤、免疫

调节等多种生物学活性的重要细胞因子, 目前广

泛应用于病毒感染性疾病的临床治疗, 但当前的

IFN产品存在临床疗效尚不够理想、难以清除

病毒、复发率较高、副作用多等缺陷, 有必要

寻找更有效的药物来治疗难治性感染和复发感

染. 重组复合干扰素(consensus interferon, cIFN)
是非天然存在的Ⅰ型IFN, 是通过对已知IFNα各
亚型序列筛选, 采用每个位点上最常出现的氨

基酸决定簇, 用基因重组技术复合而成[1]. cIFN
对Ⅰ型受体的亲和力比IFNα高数倍, 生物活性

高出5-10倍, 临床试验也显示比IFNα具有更好

的效果. 美国Amgen公司已生产cIFN, 活性比原

IFNα强10倍, 在临床应用上很受欢迎, 已进入我

国市场, 我国也有多家单位正在研制复合干扰
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素, 还没有一家获准生产. 重叠延伸PCR(overlap 
extension PCR)方法是用重叠延伸连接两个或多

个目的序列的基因复合和基因重构的简便有效

方法[2-4]. 基于以上cIFN的优点和重叠延伸PCR
方法的有效简便性, 我们用重叠延伸PCR方法合

成cIFN全基因, 再用大肠杆菌表达系统实现了

高效表达, 拟使用于病毒性肝炎的靶向治疗等

应用研究.

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌高效表达载体pRA获赠于日

本东北大学大学院生物工学蛋白质研究室, 表达

HBsAg的肝癌细胞系-PLC/PRF/5细胞获赠于日

本东北大学加龄医学研究所医用细胞资源中心, 
相关的分子生物学、免疫学及生化学试剂在相

应的生物试剂公司购买.
1.2 方法 
1.2.1 重叠延伸PCR法进行cIFN全基因合成: 参
考文献[1]的序列, 又根据大肠杆菌的偏爱密码

子, 人工设计重组复合干扰素的高表达基因. 人
为地把cIFN全基因分成8个片段并合成其长片

段寡核苷酸, 相临的每两个片段之间均有一部

分重叠序列, 并在N-末端和C-末端各导入限制

性内切酶NcoⅠ、SacⅡ的酶切位点. 混合此8个
长片段寡核苷酸后进行第一次PCR; 把第一次

PCR产物作为模板, 使用两末端引物继续进行第

二次PCR. 图1A为重叠延伸PCR的模式图.
1.2.2 构建cIFN表达载体pRA-cIFN: 用限制性内

切酶NcoⅠ和SacⅡ进行cIFN基因和pRA载体的

双酶切, 用T4连接酶连接后经JM109工程菌的克

隆筛选, 得到cIFN的表达载体pRA-cIFN, 表达载

体pRA被设计为重组基因的N-末端有目的蛋白

纯化用的(His)6 tag和活性测定用的c-myc基因.  
用ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer测序以鉴定

表达载体的序列准确性.
1.2.3 c IFN的表达、纯化及变性复性: 把构建

好的表达载体pRA-cIFN转化到BL21大肠杆菌

中, 使用2YT培养基进行大量培养. 收集的细菌

沉淀用超声破碎后经47℃, 11 000 g离心20 min, 
其沉淀中富含cIFN表达蛋白的包涵体. 参照文 
献[5-7], 用6 mol/L GuHCl变性cIFN包涵体蛋白, 
用TALON(His)6 tag亲和层析柱纯化蛋白, 纯化

后的目的蛋白依次用6、3、2、1、0.5、0 mol/L 
GuHCl阶段透析法进行复性. 用SDS-PAGE和
Western blotting进行蛋白的表达鉴定.
1.2.4 cIFN的免疫活性测定: 用IFNα双抗体夹心

www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究根据大肠
杆菌的偏爱密码
子 ,  人 工 设 计 了
cIFN的高表达基
因, 并用重叠延伸
PCR方法成功合
成cIFN的全基因, 
实现了大肠杆菌
表达系统中的高
效表达.
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ELISA试剂盒检测cIFN的抗原活性, 加入的cIFN
浓度依次为0.058、0.58、5.8、58 nmol/L, 按说

明书进行操作, 最后测A 450.
1.2.5 MTS比色定量法测定cIFN的细胞增殖抑

制活性: PLC/PRF/5细胞铺至96孔板后CO2孵箱

培养过夜, 加入cIFN继续培养48 h, cIFN浓度依

次为20、10、5、2.5 mg/L. 弃培养上清后加入

MTS, 测A 492, 按公式计算cIFN对PLC/PRF/5细胞

的增殖抑制率. 增殖抑制率(%) = [1-(A experiment well-
A background well)/(A control well-A back ground well)]×100%.
1.2.6 血凝抑制试验检测cIFN的抗HBV活性: 
PLC/PRF/5细胞铺至96孔板后CO2孵箱培养过

夜, 加入cIFN继续培养, c IFN浓度依次为0、
1.56、3.125、6.25、12.5、25、50 mg/L, 干预培

养48 h后收集培养上清. 用HBsAg血凝抑制检测

试剂盒检测培养上清中HBsAg含量, 观察cIFN
的HBsAg分泌抑制作用, 拟说明cIFN的抗HBV
活性.

2  结果

2.1 cIFN的重叠延伸PCR及其表达载体的构建 
通过重叠延伸PCR方法成功获得了cIFN的全基

因(图1B), 加上酶切位点其全长符合理论长度

534 bp. 用此cIFN基因成功构建了原核表达载体

pRA-cIFN, 基因测序结果显示表达载体的基因

序列完全正确.
2.2 cIFN的表达鉴定及纯化 用BL21大肠杆菌实

现了cIFN的高效表达(图2A-B), 分别显示cIFN
表达蛋白的SDS-PAGE和Western blotting结果, 
其分子质量符合理论大小23.3 kDa. 结果显示质量符合理论大小23.3 kDa. 结果显示量符合理论大小23.3 kDa. 结果显示

目的蛋白主要以包涵体形式表达, 培养上清中

和超声破碎上清中的可溶性表达蛋白量较低. 
cIFN表达蛋白的纯化前和纯化后SDS-PAGE结
果图2C为, 经(His)6 tag亲和层析柱纯化后包涵体

形式的表达蛋白能达到比较高的纯度.
2.3 cIFN的免疫活性鉴定 把纯化后的cIFN经

GuHCl阶段透析法变性复性后进行ELISA干扰

素活性测定, 结果显示cIFN具有很强的IFNα抗
原活性(图3A).
2.4 cIFN的细胞增殖抑制活性测定 MTS比色定

量法测定cIFN对肝癌细胞系PLC/PRF/5的细胞

增殖抑制实验结果显示, 所表达的cIFN在干预

浓度10 mg/L时其细胞增殖抑制率能达到35%, 
说明cIFN具有明显的细胞增殖抑制作用(图3B).

■应用要点
cIFN作为一种高
效的新型干扰素, 
不仅可以单独使
用, 也可以用于抗
体导向干扰素、

长效干扰素等新
剂型干扰素. 抗体
导向干扰素可以
把干扰素特异性
地集中在病毒感
染细胞周围, 是非
常有应用前景的
新型干扰素剂型.

25.0 kDa

16.5 kDa

47.5 kDa

32.5 kDa

1      2      3         4A 1     2          3       4      5C1      2      3         4B

图  2  cIFN的表达及纯化. A: cIFN的SDS-PAGE; B: cIFN的Western blotting. 1: Marker; 2: 培养菌液上清; 3: 超声破碎后上清; 

4: 包涵体成份. 检测抗体为抗(His)6IgG-HRP. C: 亲和层析法纯化后cIFN的SDS-PAGE. 1: Marker; 2: 包涵体总成份; 3: 柱通

过; 4: 柱洗涤; 5: 柱洗脱.

图  1  重叠延伸PCR法扩增
cIFN. A: 重叠延伸PCR法原

理示意图; B: cIFN的PCR产

物. 1: Marker; 2: cIFN第一

次PCR产物; 3: cIFN第二次

PCR产物.
←

←
←

1st PCR

←

← ←

2nd PCR

1          2          3

1000 bp

  500 bp
  400 bp
  300 bp
  200 bp

  100 bp

A B
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2.5 cIFN的抗病毒活性测定 用HBsAg血凝抑制

检测试剂检测cIFN干预培养后的PLC/PRF/5细
胞培养上清中HBsAg含量, 结果显示cIFN在1.56 
mg/L时明显抑制PLC/PRF/5细胞分泌HBsAg, 说
明表达的cIFN具有明显的抗HBV作用(图3C).

3  讨论

IFN是一类具有多种生物学活性的重要细胞因

子, 是迄今为止研究得最为详尽, 同时也是第一

个利用基因工程技术开发生产并用于临床治

疗的细胞因子, 目前广泛应用于病毒感染性疾

病的抗病毒治疗. IFN的抗病毒机制是其与细

胞膜特异性受体结合, 在细胞内产生抗病毒蛋

白, 通过激活核苷酸内切酶, 使病毒单链RNA和

mRNA降解, 抑制病毒合成, 是目前治疗病毒性

肝炎首选一线药物之一[8-9], 临床使用已多年. 但
当前的IFN产品尚存在临床疗效尚不够理想、

副反应较大等缺陷, 其原因可能与宿主和病毒

因素有关以外, 还与IFN产品本身的性质、剂型

及给药方式等也有关系, 很多研究小组和制药

行业正致力于寻找更适合于临床应用的疗效更

强、毒副作用更低的新型IFN[10-12].
目前临床上用于病毒性肝炎治疗的 I F N

包括普通I F Nα、c I F N和聚乙二醇化干扰素

α(PEG-IFNα), 后两者均为改变IFN的性质或剂

型而制成的新型IFN. cIFN是通过筛选已知IFNα
各亚型序列后用基因重组技术复合而成的非天

然IFN, 和普通IFN相比, 其体外抗病毒、抗增

殖、激活自然杀伤细胞和基因诱导活性都有明

显增高. PEG-IFNα是在IFNα分子上交联无活

性、无毒性的PEG分子, 延缓IFNα注射后的吸

收和体内清除过程, 其半衰期较长, 每周1次给

药即可维持有效血药浓度. 除此之外, 正在研究

的IFN剂型还有融合IFN和特异性抗体而制成的

抗体导向IFN、融合IFN和白蛋白而制成的长效

IFN等[13]. 抗体导向IFN是把单克隆抗体作为载

体的导向药物, 从理论上讲, 这种剂型IFN因其

导向载体-单克隆抗体特异性高, 可以特异性地

把IFN集中在HBV感染细胞周围, 不仅提高疗效

和降低毒副作用, 而且还可以延长IFN的半衰期, 
是非常有应用前景的新型IFN剂型. 我院正在进

行实验室阶段或临床试验阶段的新型IFN研究.
在进行不同剂型IFN研究时, 其核心主体

-IFN本身的性质至管重要. cIFN是一种新型IFN, 
因其和Ⅰ型IFN受体的亲和力较强, 其生物学活

性优于普通IFN. cIFN已分别被美国FDA和我国

卫生部批准用于治疗慢性乙型肝炎和慢性丙型

肝炎, 国内外已有很多关于cIFN治疗慢性乙型

肝炎和慢性丙型肝炎的成功报道[14-21]. cIFN治疗

慢性乙型肝炎在抗病毒应答率、持续抗病毒应

答率及诱导HBeAg/抗HBe血清转换方面均优于

普通IFN. cIFN治疗慢性丙型肝炎的研究报道多

于慢性乙型肝炎, 尤其对复发和其他IFN无效的

丙型肝炎患者, cIFN可获得较高的疗效. 因其良

好的应用前景, 国内有实验室进行cIFN的表达

及相关制备工艺研究[22-23].
根据以上理论基础及临床需要, 我们正在

开展c I F N及其导向药物研究 ,  本文报道有关

cIFN蛋白的表达及其活性测定结果. cIFN是人

工优化的非天然IFN, 不能用传统的PCR方法扩

增其基因. 重叠延伸PCR方法是现有基因的重要

改造手段, 也可作为已知序列的基因全合成的

有效手段. 我们参考已报道的cIFN序列, 又根据

大肠杆菌的偏爱密码子, 人工设计了cIFN的高

表达基因, 之后用重叠延伸PCR方法成功合成了

■名词解释
重组复合干扰素
(cIFN): 是通过筛
选已知IFNα各亚
型氨基酸序列每
个位点上最常出
现的氨基酸, 再用
基因重组技术复
合而成的新型非
天然干扰素. cIFN
和普通IFNα相比, 
受体的亲和力和
生物活性均明显
提高.

图  3  cIFN的活性鉴定. A: cIFN的ELISA法免疫活性结果; 

B: cIFN的MTS法细胞增殖抑制活性结果; C: cIFN的血凝抑

制法HBsAg分泌抑制活性结果. a: 实验组, 1: 阳性对照; 2: 0 

mg/L; 3: 1.56 mg/L; 4: 3.125 mg/L; 5: 6.25 mg/L; 6: 12.5 mg/

L; 7: 25 mg/L; 8: 50 mg/L; b: 阴性对照组.
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cIFN的全基因, 其基因长度为534 bp. 我们用此

基因构建了原核表达载体, 在大肠杆菌表达系

统实现了高效表达, 其分子质量为23.3 kDa. 活
性测定结果显示, 在本研究中获得的cIFN蛋白

具有明显的剂量依赖性PLC/PRF/5细胞增殖抑

制活性和抗HBV活性, 我们将用此cIFN进行病

毒性肝炎的靶向治疗等应用研究.
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■同行评价
本文研究具有新
颖性, 实验方法具
备一定的难度, 研
究结果有待进一
步开发利用, 具有
应用价值.


