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扬州鹅 IL-4 蛋白原核表达及其多克隆抗体制备
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摘 要：白细胞介素 4（Interleukin 4,IL-4）是一种调节巨噬细胞极化的关键多功能性细胞因子，在鹅抗病毒

免疫中发挥着重要作用。为制备抗鹅白细胞介素 4（IL-4）的多克隆抗体，本研究首先以从扬州鹅脾脏组织

中获取的 cDNA 为模板，通过聚合酶链式反应扩增、克隆扬州鹅 IL-4 基因，并将该基因克隆到原核表达载体 
pGEX-6P-1 中，经测序验证正确后将其命名为 pGEX-6P-1-goose-IL-4。将 pGEX-6P-1- goose-IL-4 表达质粒

转化至大肠杆菌 BL21（DE3）感受态细胞，分别用 0.2、1、5 mmol/L 的异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷（IPTG）

在 16℃和 37℃下诱导表达。SDS-PAGE 和 Western Blot 结果均显示：在 0.2 mol/L IPTG 、16℃条件下诱导

20 h 可高效表达为 35 kDa 鹅 IL-4 融合蛋白。随后，用纯化后的扬州鹅 IL-4 融合蛋白免疫 BALB/c 小鼠 8 次，

采血验证多克隆抗体产生情况。Western Blot 结果表明，所制备的抗体能特异性检测鹅 IL-4 融合蛋白，证明

抗体制备成功。本研究为进一步研究鹅 IL-4 蛋白的免疫功能奠定了基础。
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扬州鹅是我国自主培育的优良鹅种，具有广泛的

养殖规模和良好的经济价值。随着养鹅业的规模化发

展，疾病防控成为制约产业发展的关键因素。深入了

解扬州鹅的免疫机制，对于开发有效的免疫防治策略

至关重要。

白细胞介素 4（Interleukin 4，IL-4）是一种具有多

种生物学功能的细胞因子，分子量大约为 18 KDa[1]。

IL-4 主要由 T 细胞、B 细胞、巨噬细胞和其他免疫细胞

产生，被认为是调节过敏反应和炎症的重要因素之一，

同时也在免疫反应、细胞信号传导以及抗体类转换中扮

演重要角色 [2-3]。作为一种关键的细胞因子，IL-4 在免

疫细胞的调节过程中发挥着核心作用。IL-4 已被证实在

巨噬细胞极化、促进 B 细胞增殖分化以及免疫球蛋白

类别转换中具有不可或缺的功能 [4-5]。例如，IL-4 通过

加强 B 细胞与 T 细胞之间的相互作用，促进体液免疫

应答，尤其是促进由 IgE 介导的免疫应答反应的发生 [6]。

而 IL-4 激活 B 细胞产生的抗体主要是 IgG1 和 IgE，是

机体免疫的重要调节因子 [7]。此外，IL-4 还具有促进淋

巴细胞增殖的活性，在一些过敏反应性疾病的发病过程

中发挥着重要作用 [8]。

目前，哺乳动物 IL-4 的功能机制研究比较成熟，

相关成果也充分揭示了其在免疫稳态维持、过敏反应调

节以及抗肿瘤免疫中的复杂机制 [9-10]。这些研究为揭示

禽类病毒感染免疫规律以及禽病的免疫防控提供了理论

基础 [11]。相较于哺乳动物，禽类 IL-4 的研究起步较晚且

进展相对缓慢，主要集中在鸡、鸭等少数品种上 [12-14]，

关于扬州鹅 IL-4 的相关研究尚处于起步阶段。已有研

究表明，鹅感染小鹅瘟病毒后，鹅的免疫组织中多种细

胞因子（如 IL-8、IL-18）的表达水平发生变化 [15-16]。

在病毒感染过程中，IL-4 的表达会因免疫抑制状态的不

同而有所变化。本研究成功构建了扬州鹅 IL-4 的原核

表达载体，并在此基础上制备了其多克隆抗体。这一研

究成果为深入探讨 IL-4 蛋白在病毒感染免疫反应中的

作用机制奠定了坚实的基础。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂    扬州鹅脾脏组织 cDNA、原核表达载
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体 pGEX-6p-1、氨苄青霉素、大肠杆菌 BL21（DE）均

为本实验室提供，质粒小提试剂盒（DP103）、蛋白质

分子质量 Marker 均为天根生化科技有限公司提供；考

马斯亮蓝染色液、GST 标签蛋白纯化试剂盒（耐变性

剂型）均为碧云天生物科技有限公司提供；限制性内切

酶 BamHI 和 EcoRI 均为赛默飞世尔科技公司提供；乳

化弗氏佐剂、弗氏不完全佐剂均为扬州必帮生物技术有

限公司提供；IPTG 诱导剂为北京索莱宝科技有限公司

提供。

1.2 扬州鹅 IL-4 原核表达载体构建    依据 GenBank 公

布的鹅 IL-4 基因序列（XM-013175717.2）设计合成引物，

具体引物序列如下：上游引物为 5'-GGATCCATGAGC

ATCTCCTTCTCCGTCC-3'，其 中 加 入 了 BamHI 酶 切

位点（下划线部分为酶切位点）；下游引物为 5'-GAAT

TCTCACAAATTCTCTTTCGCTACT-3'，加入了 EcoRI

酶切位点（下划线部分为酶切位点）。以鹅脾脏组织

cDNA 为模板进行 PCR 扩增，PCR 扩增体系共 20 μL：

2×PCR Master Mix 10 μL，上 下 游 引 物（10 μmol/L）

各 1 μL，cDNA（50~1 000 ng/μL） 1 μL，RNase-Free 

ddH2O 7 μL。PCR 程序为 94℃预变性 3 min；94℃变

性 30 s，54℃退火 30 s，72℃延伸 2 min，35 个循环；

72 ℃延 伸 5 min，4 ℃保 存。PCR 产 物 经 1% 的 琼 脂

糖凝胶电泳检测，回收纯化目的条带，-20℃储存。

将 pGEX-6P-1-goose-IL4 原 核 表 达 载 体 经 BamHI 和

EcoRI 双酶切，将载体与目的片段进行 ExnaseII 同源重

组酶连接，将连接的产物转化入 BL21，转化后的 BL21

涂布含氨苄青霉素的 LB 平板，置于 37℃培养箱培养过

夜，挑取单菌落培养。

1.3  扬 州 鹅 IL-4 融 合 蛋 白 表 达 诱 导 条 件 摸 索    取

pGEX-6P-goose-IL4 质粒转化菌 100 μL，加入到含有

氨苄青霉素抗性的 5 mL LB 液体培养基中，置于 37℃

摇床培养过夜；分别加入 2、10、50 μL 的 IPTG（终浓

度为 0.2、1、5 mol/L），于 16℃和 37℃温度下分别诱

导 20 h 和 5 h，通过 10% SDS-PAGE 电泳来分析蛋白

的表达状况，从而确定菌体的最佳培养温度、浓度以及

培养时间，最终选择菌体合适的诱导条件进行蛋白表达。

1.4 扬州鹅 IL-4 融合蛋白诱导和纯化    将含有 pGEX-

6p-goose-IL-4 重组质粒以及空载体的 BL21 阳性菌，按

照 1:1 000 的比例分别接种到含有氨苄青霉素抗性的培

养基里，在培养箱中以转速 225 rpm、温度为 37℃条件

下进行振荡培养。随后加入 IPTG 诱导剂，使其终浓度

达到 0.2 mol/L，再在转速 150 rpm、温度 16℃条件下

进行诱导培养 20 h，后收集菌液，并利用碧云天蛋白纯

化试剂盒所提供的方法进行蛋白纯化操作。

1.5 Western Blot    首先按照实验室的标准流程，利用

5% 的浓缩胶和 12% 的分离胶进行 SDS-PAGE 电泳分

析。之后，采用湿法将分离胶上的蛋白转移到 PVDF 膜

上。转印完成后，将 PVDF 膜放置在摇床上，用含有

5% 脱脂奶粉的溶液封闭 1 h 45 min，接着用 TBST 缓

冲液洗涤膜 3 次，每次 5 min。随后，将膜加入到稀释

1 000 倍的 GST 单克隆抗体溶液中，4℃条件下孵育过

夜。再次用 TBST 缓冲液洗涤膜 3 次，每次 5 min，然

后在二抗中孵育 1 h 15 min，用 TBST 缓冲液洗涤膜 3

次，每次 5 min。洗涤结束后，将膜放入成像仪中，避

光条件下滴加 100 μL ECL 显色液进行曝光。

1.6 考马斯染色    通过 1.5 中的实验验证，重组蛋白经

SDS-PAGE 分离后，采用考马斯亮蓝染色法检测其纯度。

通过配制 10% 下层胶和 5% 上层胶，取全部样品，上样

至凝胶中，90 V 电泳 20  min，后改 120 V 35 min 继续

电泳至结束。凝胶取出后，切掉上层的胶部分，放入盒

子中，然后加入 15 mL 考马斯亮蓝染色液。在水平旋

转仪上进行染色 1 h，转速为 60 rpm，结束后将考马斯

染色液回收，后用超纯水洗膜 3 次，每次 10 min。

1.7 扬州鹅 IL-4 蛋白多克隆抗体制备    将经过纯化处理

的蛋白与弗氏佐剂按照等体积比例进行混合，确保充分

乳化，随后通过腹腔注射的方式将其注入 7~8 周龄的雌

性 BALB/c 小鼠体内，每只注射 180 μL，每次免疫间

隔时间为 7 d，第 2~4 次免疫，使用弗氏不完全佐剂，

其余步骤相同；第 5~6 次免疫，用获取的蛋白抗原进行

直接注射，每只注射 250 μL，取一只小鼠进行眼球取血，

分离血清，进行 Western Blot 验证抗体效果，若小鼠没

死可放回笼中继续饲养，1 周后，再进行 2 次免疫，2

次免疫时间间隔 1 周，最终经过共 8 次免疫，全部小鼠

进行眼球取血，分离血清，并分装保存在 -20℃ 冰箱。

2 结  果 

2.1 扬州鹅 IL-4 原核表达载体构建结果    利用常规

PCR 方 法 扩 增 获 得 鹅 源 IL-4 基 因， 大 小 为 413 bp

（图 1A）。然后通过同源重组方法将 IL-4 基因克隆

入 pGEX-6p-1 载体中，获得重组原核表达质粒 pGEX-
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6p-goose-IL4，测序结果表明无碱基突变，方向正确且

阅读框完整，说明已成功构建 IL-4 原核表达重组质粒

pGEX-6p-goose-IL-4（图 1B）。

 

 

2.2 扬州鹅 IL-4 融合蛋白表达诱导条件摸索对比结果    

通 过 温 度 为 37 ℃和 16 ℃，IPTG 浓 度 以 0、0.2、1、

5 mol/L 为条件进行摸索对比，经 SDS-PAGE 分析诱导

后的蛋白，在约 35 kDa 处呈现出特异性条带（图 2），

符合预期结果。Western Blot 验证结果也显示，在大约

35 kDa 位置有条带出现（图 3）。

2.3 扬州鹅 IL-4 融合蛋白诱导和纯化结果    对经过

16℃、20 h 诱导后的蛋白进行纯化处理并分析，诱导表

达的重组菌经超声破碎处理后，取其上清液，再用洗脱

液进行洗脱操作。通过考马斯亮蓝染色法对蛋白纯化结

果进行分析，结果显示（图 4），IL-4 重组蛋白的纯化

效果较为理想，在 35 kDa 条带的位置呈现出一条清晰

可见的条带。

2.4 扬州鹅 IL-4 蛋白多克隆抗体制备鉴定结果    以 IL-4

蛋白为抗原，免疫后的小鼠血清做一抗，进行 Western 

Blot 检测，结果表明，所制备的多克隆抗体能够特异性

地识别 IL-4 蛋白，并且在大约 35 kDa 的位置检测到了

特异性条带（图 5），这一结果与预期一致，从而证实

了所获得的多克隆抗体具有良好的特异性。

IPTG 浓度：0、0.2、1、5 mol/L；温度、时间：37℃ 5 h、16℃ 20 h。

图 3  pGEX-6P-goose-IL-4 蛋白诱导 Western Blot 结果

M：蛋白分子量标准；IPTG 浓度：0、0.2、1、5 mol/L；温度、时间：37℃ 5 h、

16℃ 20 h 。

图 2  pGEX-6P-goose-IL-4IPTG 诱导表达

M：DNA 分子量标准（2kb）；1~2：IL-4 基因 PCR 产物。

图 1IL-4 基因 PCR 扩增结果（A）和重组质粒构建结果（B）

A

B

Sequence ID: Query_ 4011899    Length: 1007    Number of Matches: 1 

Range 1: 48 to 461 Graphics                                         ▼Next Match ▲Previous, Match 

Score                     Expect              Identities                   Gaps                     Strand 

760 bits(411)         0.0                    413/414(99%)            0/414(0%)            Plus/Plus

Query 1 

Sbjct  48  

Query  61 

Sbjct  108 

Query  121 

Sbjct  168 

Query  181 

Sbjct  228 

Query  241 

Sbjct  288 

Query  301 

Sbjct  348 

Query  361 

Sbjct  408

ATGAGCATCTCCTTCTCCGTCCTGCTCACCTTCCTGGCGCTGCTGGCCTGCCACAGCCAC

ATGAGCATCTCCTTCTCCGTCCTGCTCACCTTCCTGGCGCTGCTGGCCTGCCACAGCCAC

GAGGCCGCGGTGCTGGAGCGCTCGATCTTTCTGAAGGAGAGCATCCGGCTGCTGGGCGAG

GAGGCCGCGGTGCTGGAGCGCTCGATCTTTCTGAAGGAGAGCATCCGGCTGCTGGGCGAG

ATCCTCTCAACGCAGGTTTCCTGTGACAAGACGAACGTGACAAATGTTTTCGCAGGCAAT

ATCCTCTCAACGCAGGATTCCTGTGACAAGACGAACGTGACAAATGTTTTCGCAGGCAAT

GAGACAGACAACGACATGGAGATCCTGTGCAAAGCCTCCACGGTTGTTTTCGAGAGCCTG

GAGACAGACAACGACATGGAGATCCTGTGCAAAGCCTCCACGGTTGTTTTCGAGAGCCTG

GGCTGCCACAAGCAGCTGAAGGGCATCTACCTCAACTTGCTGCACATCGCGACAGAGAAG

GGCTGCCACAAGCAGCTGAAGGGCATCTACCTCAACTTGCTGCACATCGCGACAGAGAAG

AGCAGCGGCCTCAAGGCACCGTGTCCCGTGGCAGCAGGCAACACTACCTCACTGCAGGAG

AGCAGCGGCCTCAAGGCACCGTGTCCCGTGGCAGCAGGCAACACTACCTCACTGCAGGAG

TTTCTAGGGGGCCTACACAGAACCCTCCAACGAGTAGCGAAAGAGAATTTGTGA

TTTCTAGGGGGCCTACACAGAACCCTCCAACGAGTAGCGAAAGAGAATTTGTGA

60 

107 

120 

167 

180 

227 

240 

287 

300 

347 

360 

407 

414

461

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

1          2            M        bp

413
500

250

IPTG mol/L   0       0.2        1        5        0       0.2       1          5       M

180 kDa
130 kDa
100 kDa
70 kDa
55 kDa
40 kDa

35 kDa
25 kDa

15 kDa

37℃ 5 h                           16℃ 20 h

IPTG mol/L     0         0.2       1         5          0       0.2         1          5   M

37℃ 5 h                             16℃ 20 h

35 kDa

M：蛋白质分子质量标准；1：细菌裂解液；2：上样流穿液；3~5：洗涤液；6~8：

洗脱液。

图 4 考马斯染色分析蛋白纯化结果

M 1 2 3 4 5 6 7 8kDa

35
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3 讨  论

本研究成功构建了扬州鹅 IL-4 蛋白的原核表达载

体 pGEX-6p-1-goose-IL4，并在大肠杆菌 BL21 （DE3）

中实现了高效表达；扬州鹅 IL-4 融合蛋白分子量约为 

35 kDa，与预期大小相符，并且通过优化 IPTG 浓度、

诱导时间和温度等表达条件，获得了较高的蛋白表达量。

在 0.5 mol/L IPTG、16℃诱导 20 h 的条件下，扬州鹅

IL-4 融合蛋白的表达量最佳，这为后续大规模制备扬州

鹅 IL-4 融合蛋白提供了可行的方案。

尽管在其他禽类上（如鸡、鸭等物种）已经开展了

IL-4 的原核表达和抗体制备 [12-14]，但目前对于扬州鹅

IL-4 抗体制备以及生物学功能的研究仍较为有限。本研

究通过纯化扬州鹅 IL-4 融合蛋白后免疫小鼠获得了能

够特异性地识别扬州鹅 IL-4 蛋白的多克隆抗体。此多

克隆抗体的成功制备，为后续研究扬州鹅 IL-4 的生物

学功能以及感染免疫调节机制提供了重要的工具。研

究表明，禽类 IL-4 在调节巨噬细胞极化、免疫细胞增

殖、分化以及细胞因子分泌等生物学过程中扮演着关

键作用 [17-19]。利用本研究制备的多克隆抗体，今后可

深入探索扬州鹅 IL-4 在体内的表达分布规律以及与其

他感染免疫相关分子的互作机制。此外，还可通过构建

IL-4 蛋白功能获得和缺失模型，进一步研究 IL-4 在扬

州鹅免疫应答过程中的具体功能和作用机制 [18-20]。

尽管本研究取得了一定的进展，但 IL-4 蛋白的具

体应用仍然存在一些问题。例如，其在体内的具体作用

途径和效果需要进一步明确。此外，不同病毒感染下

IL-4 的作用机制也可能存在差异，这些都需要通过更多

的实验进行深入探究。

4 结  论

本研究成功表达纯化 IL-4 蛋白并制备了扬州鹅

IL-4 多克隆抗体，为后续开展鹅 IL-4 功能机制研究提

供了基础。
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武定鸡 FABP6 基因克隆及生物信息学分析
邱文才 1，苏  航 1，杨明华 1，赵素梅 1，潘洪彬 1，黄  英 1*，李永能 2*

（1. 云南农业大学动物科学技术学院，云南省动物营养与饲料重点实验室，云南昆明 650201；
2. 云南农业大学组织部，动物医学院，云南昆明 650201）

摘 要：本研究旨在克隆武定鸡脂肪酸结合蛋白 6（FABP6）基因 CDS 区序列并进行生物信息学分析，为后

续研究 FABP6 基因对武定鸡脂肪代谢与沉积的影响提供参考。以武定鸡为试验对象，设计 FABP6 引物、提

取总 RNA、反转录、PCR 扩增并克隆其编码区序列，并进行同源性比对及系统进化树构建；运用生物信息学

软件对其编码蛋白的理化性质、亲 / 疏水性、跨膜区、信号肽、修饰结构、保守结构域及二、三级结构进行

预测。结果显示：武定鸡 FABP6 基因 CDS 序列全长 387 bp，FABP6 蛋白等电点 7.82，平均疏水指数 -0.566，
为亲水蛋白，不存在信号肽和跨膜区，主要定位于细胞质。FABP6 蛋白被 14 个磷酸化位点修饰，无糖基化

位点，主要由 α- 螺旋、延伸链和无规卷曲构成。武定鸡 FABP6 与原鸡、火鸡、珍珠鸡、雪鸡、环颈雉鸡、鹌鹑、

鸿雁、棕硬尾鸭、天鹅和绿头鸭基因同源性分别为 99.2%、96.6%、96.4%、96.1%、96.1%、95.9%、90.2%、

89.7%、89.7% 和 89.4%。FABP6 蛋白与 FABP2、FABP3、FABP4、FABP5、FABP7、FABP9、NR1H4、RXRA、

SLC10A2 和 SNX24 蛋白存在互作关系。本研究明确了 FABP6 基因在武定鸡脂肪代谢与沉积中的核心作用，

为其分子机制的深入解析奠定了理论基础，也为我国优质地方鸡种的肉质改良与高效新品种培育提供了候选

基因。

关键词：武定鸡；FABP6 基因；基因克隆；生物信息学分析
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脂肪酸（Fatty Acid，FA）不仅是一种基础营养物质，

也是细胞代谢活动的重要调节物之一 [1-2]。脂肪酸由于

其高度疏水性，通常不以游离状态存在和运输，而细胞

内的脂肪酸结合蛋白能够与这些疏水分子结合，以确保

脂质结合、转运和代谢的顺利进行 [3-4]。脂肪酸结合蛋

白家族（Fatty Acid Binding Proteins，FABPs）是一种

小型且高度保守的细胞质蛋白家族 [5]。它们作为细胞内

的脂肪酸载体，能够与脂肪酸和其他疏水性配体结合，

并负责将这些脂肪酸运输到脂质氧化与合成的特定位置，

对动物体内脂肪酸的代谢和沉积具有重要影响 [6]。脂肪

酸结合蛋白 6（Fatty Acid Binding Protein 6，FABP6）

是 FABPs 的成员之一，又称为回肠型脂肪酸结合蛋白

（Ileum Fatty Acid Binding Protein，Ileum-FABP，IL-

FABP），在小肠远段被发现和分离，可以在肠道上皮

细胞中与脂肪酸进行结合和转运 [7]。研究表明，FABP6
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