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摘要

問白素-13 ( interleukin-13 )為一發現不久的細胞激素

( cytokine) ，是由活化的 T cell 所分泌實在體外( in vitro ) 

的狀態下為 B cell 和 monocyto 的調節物。根據研究顯示:

interleukine-13 和 inter1 eukine-4 有許多相似的功能?且可促進免

疫球蛋白的類別轉換( Ig class switching )及 IgE 、 IgG4 的分

泌 o Interleukin-13 可抑制 inflammatory cytokine 的合成世而

interleukin-13 在發炎反應，過敏反應、及許多臨床疾病上都有重

要意義 O

為了更進一步瞭解 interleukin 13 的功能以及在各種疾病上

所扮演的角色空本實驗的第一部分是利用大腸桿菌表達系統

( E. coli/pET-30 expression system )來表現人類 interleukin-的

( hIL-13 )希望能夠得到多量且穩定的 hIL-13 以供研究 O

Interleukin-13 為一真核細胞所表現的蛋白質?於是我們也利用

桿狀病毒載體/昆蟲細胞表達系統( Baculovirus/insect cell 

system) ，將 hIL-13 以及全長 hIL“ 13 cDNA 分別構築至桿狀病

毒載體 pAcG2T 以及桿狀病毒載體 pVL1393 之中?並感染昆蟲

細胞- SF-9' 來表現 interleukin-13 '以期得到更接近自然狀態，

以提供更進一步的研究。在實驗最後 9利用人類單核球( hmman 

monocyte )以及人類白血球過多症細胞株(. Human Leukemic 

cellline ) - TF-1 細胞會測定 hIL-13 的生物活性 O



Abstract 

Interleukin 13 (IL-13) is a recently found cytokine secreted 

by activated T cells that is a potent in vitro modulator of human 

monocyte and B cell functions. The studies of IL-輛帽-13 and IL-幽儡酬儡酬.

indicate t也ha試t they share many common bi泊ologica叫1 activities. Both 

IL-13 and IL-4 inhibit the production of proinflammatory cytokines, 

chemokines and hemotopoietic growth factors by human monocyte, 

and can also enhance the Ig isotype class switching and the 

secretion of 1εE and IgG4. These indicate that IL-13 play an 

important role in anti-inflammatory responses, allergic responses 

and many clinical diseases. 

In order to further invegstigate the functions and roles of hIL.胸

口， we hope to obtain a large quantify and reliable source of hIL-13. 

Firstly多 we use a E.coli/pET-30 expression system to produce 

recombinant hIL-13 protein. hIL-13 DNA was ligated with pET刁O

plasmid and transformed them into E. coli BL21 (DE3 ) , hIL-13 

fusion protein wsa purified using His-Binding Resin. 

Since hIL-13 is an eukaryotic protein, we also use a 

Baculovirus/insect cell system to express hIL值 13. Two transfer 

plasmids (pVL1393 , pAcG2T ) was ligated with hIL-13 cDNA, 

respectively, and co-transfected the ligands with Baculovirus DNA 

into SF -9 insect cell 1ine. In this eukaryotic system, we wish to 

obtain recombinant hIL-13 that will resemble its native confer part. 

The biological activity of the recombinant hIL-13 was determined 

by using TF -1 cellline and human monocytes. 
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第一章 文獻整理

問白素 13 (Interleukin 吟， IL-13 )為一發現不久的一個

細胞激素( Cytokine ) ，是由活化的 TH2 細胞所產生，目前已

發現其可在體外( in vitro )的情況下影響 B 細胞和單核球的功

能 O 而 IL-13 的許多功能與另一個亦是由 TH2 所分泌的細胞激素

----interleukin 4 (IL斗)，十分的接近，而這兩個細胞激素之筒，

其氛基酸序列也有相當高的相似性 O 而由實驗結果發現， IL-4 

與 IL圓的具如此多的相似功能，可能其接受體( receptor )含有

一共同的組成成分之故 O

第一節 Interleukin 13 的發現

老鼠的 interleukin 13 (mouse IL-13 , mIL-13 )最初是由

Brown 等人，於 1989 年由 Cl.Ly-1 + 2 一/9 T cell c10ne 的 cDNA 基

因庫( cDNA library )所發現( 11 ) ，當時稱其為 P600 ，比

P600 蛋白質主要是由 TH2 細胞所產生，其mRNA 大約為合 1300

個核糖核酸、碼製一含有 131 個氛基酸的蛋白質，且為誘導性的

( inducible) 0 

人類與 P600 具高度相似性的蛋白質，於 1993 年由 Mckenzie

等人分離而得 O 他們以 P600 的 cDNA 為探針( probe )來篩選

由 B21 CD4 ~ T -cell c10ne 建立的 cDNA 基筒庫?得到一個

4 



positive clone 會而全長的人類 IL-13 (hIL-13 ) cDNA clone 則

是後來在 Con A 所活化後的 A10 CD8 十 T-cell clor峙的 cDNA 基

因庫中所選殖得到。

第二節人類與老鼠 Interleukin 口的 m扎心d 與蛋白質

( Human and mouse interleukin 13 mRAN and protein ) 

mIL曰 13 是一個含 131 個氛基酸的賠蛋白( glycoprotein ) , 

具有二個。“linked 酵化位置( glycosylation sites )及一個 N

linked 賠化位置 o hIL-凹的 cDNA 碼製一相似，且含 132 個氛

基酸的蛋白質 O 然而， hIL-13 的 cDNA 含有幾種不同的型式;

有一部分的hIL目的其 cDNA 所碼製的蛋白質，在第 61 個氯基酸

的位置由 Glycine ( Gly )改變為 Aspartic acid ( Asp ) ( 71 ) ; 

另一方面會由 A10 cDNA 基因庫所得的 hIL-13 cDNA ，其碼製

的蛋白質則在第 98 個氛基酸的位置，較由 B21 所得者多了一個

Glutamine 0 hIL-13 也含有一段疏水性的前導序列( hydrophobic 

leader sequence) ，而這段前導序列在 Gly21 的位置被切下，而

成為一成熟的hIL-13 0 

mIL-13 與 hIL-13 其基因序列( nucleotide sequence )有 66%

的相似性?而氯基酸序列( amino acid sequence )則有 58%的相

似性， hIL-13 也含有 3 個酵化位置，然而由 COS-7 細胞所表現

hIL-口的情形顯示 hIL-的主要仍是以非聽化

5 



( unglycosylated )的型式分泌?分子量約為 10kDa ，只有一小

部分以較高分子量的蹄化型式分泌 O

第三節 lnterleukine 13 對細胞株的影響

( Responses of cloned celllines to IL闢 13. ) 

目前已有許多的細胞株( cellline )被用來測定一些細胞激

素的活性 o TF -1 cell (human premyeloid cellline )可被許多細

胞激素所刺激而分裂(如 IL行、 IL-3 、 GM-CSF )而此細

胞株也會被 hIL-13 及 mIL-13 所刺激而分裂( 3,9 ) ，而 hIL-13

(不論有或無 Gln98 )與 mIL-13 對 TF仕的影響相近 O 另一細胞

株 B9 (mouse hybri吐oma ce111ine) (Aarden et al., 1987 ) ，已

被分離出數株次細胞株( subclone) ，如 B9 cell 可對 IL-6 有分

裂的反應( poliferative response )雪 B9.11 cell 則對 IL-11 有反

應 O 目前又已分離出 B弘l刁 ce缸，可對 IL-13 有分裂的反應

( 11 ) 0 

對 T 細胞株而言， mI江L-仆-1口3 與 hI迋I且L-且幽廿.

於 T 細胞沒有 I且L咀 l口3 的接受體( 1丘L翱 l臼3 r昀ec臼eptωor丸， II且L.酬“扎ω闢酬.闢心-1臼3R) 0 綜合

許多的實實‘驗結果顯示雪不論 mI且L且 1口3 或 hI註I且L-1口3 ，對人類的細胞有

相似的活性?而對老鼠的細胞而言，則是 mIL-13 的影響較為明

顯 O

6 



第四節 lnterleunkin 日對人類單核球的影響

( The effects of IL國 13 on human monocyte. ) 

對人類單核球( human monocyte )而言， IL-13 可對其有

許多影響，如型態( morphology) ，表面抗原的表琨( surface 

antigen expression ) ，抗體依賴型細胞毒殺作用( antibody

dependent celluar cytotoxicity, ADCC )以及細胞激素的合成

( cytokine synthesis ) ( 70, 73 )。若將人類單核球培養於含 IL-13

的情形下時?可使單核球增強對受質的黏的性產生 homotypic

aggregation 的現象，以及增長其存活時問 O

除了影響單核球的型態之外， IL-13 也影響其表現型

( phenotypes ) 0 IL-13 與 IL-4 相似?均可影響人類單核球的

一些 integrin superfamily 的表現?例如:可增加 CDllb 、

CDllc 、 CD18 、 CD29 及 CD4ge ( VLA-5 )的表現，因為

CD 11 b/CD 1 8 以及 CDllc/CD18 這兩個異質雙聚體

( heterodimers )是參與細胞與細胞之間的交互作用， homotypic 

aggregation ，與受質間的吸咐作用( 92 )實可與纖維蛋白原

( fibrinogen )的結合 O 而 VLA-5/CD29 為 fibrinogen 的接受體?

所以正可以解釋 IL-行為何可影響單核球的型態、聚集等的現

象 O 而同屬於此一超基因家族( superfamily )的其他蛋白質:

CDlla 、 CD49b ( VLA-2 )、 VLA刁、 CD49d ( VLA咀4 )、

CD49f ( VLA-6 )、 CD61 (β3 )及β4 則沒有顯著的影響

( 27 ) 0 另外， IL-13 對 Major histocompatibility complex 

(孔任IC ) classII 、 CD13 及 CD泊的表現也有劑量依賴性的
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( dose-dependent manner )正調節( upregulation )的作用，對

CD64 ( F c r RI )、 CD32 (FcγRII )、 CD16 (Fc r RIII) 

及 CD14 則有負調節( downregulation )的作用;而 h征fC classI 、

CD54 (ICAM-1 )、 ICAM-2 或 CD58 (LFA回3 )的表現則沒

有什麼影響 O

對人類單核球的抗體依賴性細胞毒殺作用( antibody

dependent celluar cytotoxicity, ADCC) 而言， IL-13 對此有抑

制的作用 9 且認為這與降低其 Fcγ 閱( CD64 )的表現有關

( 95 ) 0 IFN-γ 及 IL-10 亦會對單核球的 ADCC 活性有促進的

作用，並增加其 Fcγ 酷的表現( 94 ) ，也可抑制 IL-4 與 IL

U 對民 γ 郎的負調節作用 O 有趣的是，雖然 IFN- r 與 IL-1 。

可防止 IL閉口對 Fc r RI 的負調節作用，但單核球的 ADCC 活性

仍然被抑制，顯示 ADCC 的活性不僅只與 CD64 的表現多寡有

關， IL-13 可能還以另一個機制控制著單核球的 ADCC 活性 O

Lipopolysaccharide ( LPS )可刺激人類單核球產生

proinflammatory cytokines chemokines 以及 hematopoietic

growth factor , IL自 13 可抑制這現象，而 IL-4 與 IL-1。同樣有此

作用( 26, 27) 0 被抑制的 proinflammatory cytokines 包括 IL-1

α 、 IL-1 β 、 IL-6 、 IL品、 MIP-1α 、 TNF-α( tumor necrosis 

factorα) 、 IL-10 、 GM-CSF ( Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor )以及 G-CSF ，而這此抑制作用均發生

在轉錄( transcription )階段 o IL-1 接受體( receptor )的捨抗

物( IL-1 receptor antagonist, IL-1 ra )的分泌卻會受 IL-13 的影響
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而升高( 73 ) 0 顯示 IL-的具有抑制發炎( anti-inflammatory ) 

的功能 O

CD14 ，單核球表面的分子?為- glycosylphosphatidylinositol 

( GPI )“linked 蛋白質 9 表現在單核球及嗜中性球

( neutrophils )的表面?可調節單核球與淋巴球( lymphocyte ) 

間的交互作用?也是 LPS 引起草核球分泌 proinflammatory

cyto隘的的主要接受器( 67 ) 0 IL-13 與 IL-4 可以降低 CD14

在單核球上的表現 o 除此之外， INF- r ( interfom-γ) 
phorbolesters 以及 Ca2 +也可以降低 CD14 在單核球上的表現，其

機制是經由活化一細胞膜上的酵素…--membrane個bound protease 

( s )會此酵素活化之後?可造成 CD14 分子由膜上脫落，進而

使在單核球上的 CD14 降低( 5 ) 0 而 IL-13 與 IL-4 則是在轉錄

( transcription )的階段，抑制 CD14 mRNA 的合成會使 CD14

表現減少( 5 ) 0 由於 LPS 可引起 pro-inflammatory cytokine 的

生成，而 CD14 又是 LPS 主要的接受體，所以 IL扭的的抑制發炎

反應的功能，可能是經由降低單核球 CD14 的表現，進而抑制

LPS 引起的細胞激素的釋放 o IL-的也可以抑制 PMA 所刺激單

核球之後的扑仔"α( tumor necrosis factorα) 的分泌，而此途

徑與 CD14 並沒有關聯，所以 IL-13 除了以降低 CD14 表示的機

制、抑制發炎反應之外，另外還存在一個與 CD14 無關( CD14 

independent )的機制，直接抑制 pro-inflammatory cytokine 的分

泌，進而抑制發炎反應 O

除了以上的作用之外， IL-13 還可促進人類單核球呈獻抗

原( Antigen presentation )的能力 O 綜合來說， IL-13 對於人類
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單核球的影響與 IL-4 類似乎均可降低單核球的抗體依賴細胞毒

殺作用，降低發炎反應以及增加呈獻抗原的能力 O 且由 IL-的抑

制單核球 IL-12αchain 及βchain 的表現看來， IL-13 也與 IL-

4 一樣?可抑制 TH 1 細胞的發展( 43 )雪而較偏向於發展成 TH2

的途徑 O

第五節 IL闢 13 抑制 HIV 在單核球內的複製

( IL圓的 inhibits HIV replication in monocytes. ) 

HIV -1 (human immunodeficiency virus )在培養的人類單核

球中的複製作用( replication ) ，可被 IL-13 所抑制( 76 ) , 

IL-13 可抑制反轉錄複製酵素( reverse transcriptase )以及病毒

蛋白( p24 )的合成。而前病毒 DNA (proviral DNA )仍可在

與 IL-13 培養過的單核球中被偵測到 9顯示間V 並沒有被消滅而

只是被抑制 o IL個 13 對 HIV-1 的影響與 IL-13 影響單核球 CD14

的表現有協同的作用( S ynergize ) ，由於 LPS 是阻V-1 於翠核

球中表現的一個強有力的刺激物( 83 ) ，而 CD14 對於 LPS 科

激潛伏性的或是慢性的王丑V-1 在單核球中的表現J '都是必需的;

所以 IL咀 13 造成單核球 CD14 的降低，使得目V 潛伏性為人在被

革韻氏陰性菌( Gram-negative )感染後，由 LPS 引起祖V-1 的

表現的門雄升高了，進而使病人仍然停留於潛伏期 O
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第六節 IL帽的對老鼠巨噬細胞的影響

( The effect ofIL圓的 on mouse macrophages. ) 

老鼠巨噬細胞( Macrophage, M φ) 由骨髓( bone 

marrow )分離出來在體外( in vitro )培養時實會因培養液中含

有不同的細胞激素費而發展出具有不同表現型的細胞:若培養於

含 GM-C卸的培養液中?簡稱為 G1'v岱fφ; 若培養於含 M-CSF

( Macrophage colony-stimulating factor )的培養液中 F 簡稱為

MM φo GMMφ與 MMφ 間最大的差別在於 G孔位4φ 為一較

佔優勢的抗原呈獻細胞( antigen-presenting cells, APC) ，而且

主要引起 THl 細胞的反應(紗， 38 ) 0 

IL-13 並不能引起培養於 GM-CSF 的巨噬細胞發生分裂反

應，但可以延長其存活的時悶，並且增加 MMφ 的 L但C class I 

與 h征-IC class II 之表現?但對於原本就表現較高量 h征-IC class II 

的 GMMφ ， IL-13 頁IJ 沒有此作用( 30 ) 0 IL-13 可降低人類單

核球上 IgG 接受體( Fc r R )的表現，同樣的?對於這兩類的

老鼠巨噬細胞， IL-13 均可以降低 Fc r R 的表現，但與人類單
核球比較之下， IL-13 似乎對老鼠巨噬細胞的 FcγRII 並無明

顯影響 O 另外， CDllb 的表現也受 IL-13 的影響而增加 O

若將 G悶在 φ或岫4φ 事先與 IL-13 或 IL-4 培養之後 9 再

以 LPS 加以活化，以刺激其產生細胞激素 O 結果發現此前發炎

細胞激素的生成有被抑制的現象空如 IL-1 、江而以及 TNF

α? 而 IL-12α 及且-12β 的mRNA 生成也被抑制 O 在這些功能

方面， IL-13 與 IL-4 的效果相近冒雨以抗 IL-4 單株抗體( anti-
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IL-4 mAb )只能抑制 IL-4 的反應?對 IL-13 則沒有作用雪顯示

IL-13 與 IL-4 為分別作用的細胞激素( 30) 0 

對於殺死細胞內寄生蟲( intracellular parasites ) , NO 

( nitric oxid )扮演了一個重要的角色( 91 ) 0 IL-4 與 IL-10

均有抑制活化的巨噬細胞產生 NO 的能力， IL-13 在這方面也有

類似的能力 o GMMφ若先與 IL“ 13 培養之後，再以 LPS 刺激，

則其NO 的產生較沒有以 IL-13 處理者有明顯下降 o MMφ原本

NO 的產量就比較低， IL-13 或 IL-4 對其 NO 產生貝IJ 沒有影響 O

而這個現象與以下的結果正好相關 IL-13 可以在體外( in 

vitro )的情形之下雪延長一細胞內寄生蟲……Leishmania m可or

在 G協4φ 中的存活時間?但對於MMφ卻沒有此作用( 30 ) 0 

雖然 IL-13 會降低巨噬細胞的細胞毒殺( cytotoxic )作用，但對

吞噬作用( phagocytic capacity )及抗原呈獻能力( antigen

presenting capacity )並不影響 O 將巨噬細胞培養於含 GM-CSF

或 I江L-圖.圖.廿的培養液中 9 其抗原豆獻能力與培養在不含這些細月胞包j激毅

素時能力相近 O 因此認為， IL-13 並非經由影響巨噬細胞的處理

抗原或呈獻抗原的能力?而降低其細胞毒殺作用( 30) 0 

在骨髓巨噬細胞的發展方面會 mIL-13 可以使得體外 (in

vitro )培養的老鼠骨髓細胞( mouse bone marrow cultures )發

展出大型黏的性細胞( large adherent cells ) ，而這些 large

adherent cells 是由非黏附性細胞前驅物( nonadherent 

precursor )發展而來 O 非黏咐性細胞前驅物在骨髓中的含量很

少?在胸腺( Thymus )或脾臟( Spleen )並不存在 O 這些由

mIL-13 引起的細胞?可表現哀。萃細胞的成熟標記( mature 
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markers) ，如 MAC回 1 (CDllb) 及 F4/80 與 GMMφ和

孔位在 φ 相較之下雪雖然抗原呈獻能力並無差別?吞噬能力

( phagocytic capacity )卻變得很微弱 O 自此書 mIL-13 可刺激老

鼠骨髓細胞發展出 macrophage咀like 的細胞?但與 GMMφ 或 MM

φ 不同 O

第七節 lnterleukin13 對人類 B 細胞的影響

( The effect of interleukin on human B cells. ) 

對於高度純化的胎兒骨髓 S μ\CDIO+ 、 CD19+的細胞

( s μ +，CDIO+，CD19+ cells derived from fetal bone marrow) ，在

與 anti-CD40 mAb 共同作用下， IL-13 可以促進其分裂

( proliferation ) ( 85 ) ，也可使事先以抗 IgM 單株抗體

( anti-IgM mAb )活化的 B 細胞會發生分裂反應( 18, 70 ) 0 

IL-4 的作用較 IL-13 高 2 到 3 倍 O 不論 IL-13 或 IL-4 ，在缺乏

anti-CD40 mAb 的共同刺激時空均無法促使 B 細胞產生分裂反

應 O 這些結果與 IL-13 對正常成人 B 細胞的反應相同( 18 )。

至於 B 細胞的表現型( phenotypes )方面會 IL-的可以刺激

其 CD23 、 h征fC class II 、 sIgM 、 CD71 以及 CD72 等表現的

升高。而 CD19 、 CD20 、 CD25 、 CD40 、卸任IC class 1 、 B7 、

ICAM-I (Int紀er叩cell註lu叫Ila叮ra祕dhe晦es討ion molecωule闢 1 )、 LFA-1 (leukocyte 

a扣Ir恥l比ct丘lOn岱1卜-assocla仗te吋da組nt說1ge缸切n-幽刁

顯著影響( 8斜4 ) 0 1江L-4 也有向樣的作用，但其效果較 I且L-1臼3 強 O
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IL-13 可刺激脾臟 B 細胞之 h征IC class II 及 CD72 表現的增加，

而對於扁桃腺分離得之 B 細胞( tonsillar B cells )以抗 CD40 單

株抗體( anti-CD40 mAb )及 IL-4 或 IL-13 作用之後，只有部分

的 B 細胞的 CD23 以及 CD71 有增高的現象?顯示 IL-13 可能只

作用於 tonsillar B cell 的部分細胞 O

IL-13 對於培養中的前 B 細胞( pre-B cells) ，並不能夠促

進其表現 CD23 、 CD40 或 E丑A-DR ( 82 ) , IL-4 卻有作用，

這結果顯示 IL-4 對 pre-B cell 的影響 IJ、於成人 B 細胞 O 一般來

說，培養中的胎兒 pre-B 細胞只有 6-9 %會自發性的分化

( differentiated )成 S μ+細胞( 85 ) , IL-4 與 IL-13 均沒有使

S μ 、 CD19+ pre-B 細胞轉變成 S μ+ B 細胞的能力 O

細胞激素( cytokines )對 B 細胞的分裂( poliferation )及

分化( differentiation )是必需的，它們不僅決定了免疫球蛋白

( Immunoglobulin , Ig )分泌的量，也決定免疫球蛋白的類別

轉換( isotype switching) (89) 0 例如， IL-4 可引起 19G4 和

19E 的 switching ( 82) , TGF-β( transforming growth factor 

β) 則會引起 19A 的 switching ( 89 ) 0 除了細胞激素之外 'B

細胞表面的 CD40 與其結合體( ligand )…--CD4+ T 細胞表面的

CD40R 之間的交互作用所提供的共同刺激( costimulation ) 

對 B 細胞的分裂與兔疫球蛋白的產生都是必需的( 3 ) 0 

1L-13 被發現可以劑量依賴型( dose-dependent )的方式，

引起培養中的 PBMC (peripheral blood mononuclear cel1s )產生

免疫球蛋白( Ig) ，而且除了生成 19M 和 19D 外，也有 19E 的
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生成，顯示 IL-13 與 IL-4 相似，均為 IgE 的類別轉換西子( switch 

factors) (18 , 84) 0 若將高度純化過的純真 sIgD+脾臟 B 細胞

( naive sIgD+ splenÎc B cells ) ，以 IL-13 加一共同刺激訊號(如

活化的 CD4+ T 細胞， antÎ-CD40 mAb )刺激後 9 可引起 IgG4

和 IgE 的產生( 18, 84) ，但其能力較 IL-4 弱些 O 這個結果則

可以排除先前所懷疑 IL-的引起的 IgE 的生成?是由於有 IgE

committed B 細胞的污染而產生的問題 O 以 anti-IL-4 mAbs 作用

時實只能夠封鎖住 IL-4 所引起的免疫球蛋白之生成?對於 IL-13

所引起的 IgE 及 IgG4 的產生，並沒有影響?這點又再次說明了

IL閉口與 IL-4 的作用是各自獨立的 O 而由上述的結果可以知道，

在 T 細胞所分泌的細胞激素之中， IL-的是除了 IL-4 之外，另

一個可以使純真人類 B 細胞( naive human B cells )轉換成為產

生 IgG4 以及 IgE 細胞的另一個重要的細胞激素 O

免疫球蛋白類另IJ轉換成 IgE 是由於引起 germlineεmRNA

的合成( 35 ) 0 起初， IL-4 被認為是唯一可以引起 B 細胞 ε

mR了這A 合成的細胞激素( 35 ) ，然而?且也13 也被發現可以促

使純化的 B 細胞之 germlineε mRNA 的表現而使免疫球蛋白類

別轉換成 IgE ( 84 ) 0 在引起免疫球蛋白類別轉換( Ig isotype 

switching )方面， IL-13 與 IL-4 並沒有加成( additive )或協同

( synergistic )的效果?因此推測 IL-13 與 IL-4 在引起免疫球蛋

白的合成時?是利用共同的訊號傳遞的途徑( signal transduction 

pathway) (18, 84 ) 0 

T 細胞在被活化之後， IL-13 蛋白質在 2 個小時之後，即可

被偵測到?而 IL-13 mRNA 一直到 72 個小時後仍可被偵測到;
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1L-4 頁'1要在 T 細胞被活化 24 小時之後，其mRNA 才被偵測到

( 102 ) 0 這些現象顯示在 T 細胞活化後會且-13 較 1L-4 早被

合成且存在的時間也較 1L-4 長。因此認為 1L-13 在調節過敏病人

( allergic patients )的 19E 合成上 P 扮演一非常重要的角色 O

另外一個較有趣的現象則是，老鼠與人類 1L-13 ( m1L-13 

and h1L-的) ，均無法使老鼠的 B 細胞發生免疫球蛋白的類別轉

換 o 1L-4 可以促使 LPS 活化的老鼠 B 細胞雪在活化的 TH2 細胞

的協助之下?產生適量 19G 1 和 19巨型但 1L值 13 不能 O 再者，若

將老鼠的 1L-4 基因破壞( mice with disrupted 1L-4 gene ) ，這隻

老鼠在面對寄生蟲感染時，將無法產生 IgE ( 59 ) 0 綜合這些

結果，得知 IL-13 並沒有影響老鼠 B 細胞的功能 F 而這與人類 B

細胞比較的話?貝'J 可能因為老鼠 B 細胞缺乏有效的 IL-13 接受體

(如nctional IL-13 receptors) 0 

第八節人類 lnterleukin 13 並不能活化人類 T 細胞

( Human interleukin 13 does not activate human T cells. ) 

對於人類 T 細胞，丘-13 則沒有類似 IL-4 的功能 o IL-4 可

以促進活化的 T 細胞( activated T cells ) ，以及 T-cell clones 的

生長( 34) ，並且引起 CD4 i T 細胞表現 CD8 位( 81 ) 0 雖

然對於人類或老鼠的單核球或巨嗜細胞以及人類 B 細胞， IL-

13 均有類似 IL斗的功能堅但 IL-13 卻沒有活化人類 T cells 的能

力( 105 ) 0 另外，高濃度的 IL峭的對於 1L-4 引起的了細胞分
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裂反應?並沒有抑阻的作用?顯示 IL-13 對於 T 細胞來說?並非

正4 的結抗物( H. Yssel ) 0 IL-13 也無法使得 CD4+T 細胞表

現 CD8α' 因此認為人類 T 細胞並不表現 IL-13 接受體。

第九節 Interleukin 日對自然殺手細胞的影響

( The effects of interleukin 13 on NK cells. ) 

IL-2 對於 NK 細胞( Nature Killer cells )產生 IFN-γ 來說是

一強抑制物( 101 ) , IL-2 對 NK 細胞的作用則可被 IL-4 有效

的抑制( 73 ) 0 以高濃度的 IL-2 ( 100U/ml )刺激 CD3 -CD16 

tCD56 +NK 細胞產生 IFN- r ' 仍可被丘-4 完全抑制. IL-13 只

能抑制較低量的 IL-2 (20U/ml )對 NK 細胞的刺激 F 且只能夠

有部份抑制的作用( H. Yssel )。這些結果顯示 IL馳 13 可抑制 IL-2

刺激 NK 細胞產生 IFN- r ' 但較 IL-4 主丈力差一些 O

第十節 Interleukin 日與 interleukin 4 接受體共有一相同次單

f立( IL-13 and IL闢4 receptors share a common subunit. ) 

由於 IL-13 大部份的生物活性均與 IL-4 相似 9且兩者之間也

沒有加成成協同的作用?所以一般認為 IL-13 與 IL-4 可能有一共

同接受體 O 而由 Zurawski 等人於 1993 年的實驗中?他們設計了

一個 IL-4 的突變物- IL-4Y124D ，將 IL-4 的第 124 個氯基酸由
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Tyrosin 改變成 Aspartic acid 0 這個突變物雖然仍保有與 IL-4 接

受體結合的能力?但無法將訊號傳至細胞內( 60 ) 0 由於 IL-

4Y124D 可以抑制由 IL-13 與 IL-4 所引起 TF-1 細胞株( 104 ) 

及 B 細胞( 68 )的反應?所以認為 IL-4 與 IL-13 的接受體含有

一共同次單位( common subunit ) 0 IL-4 接受體為含有一 α

chain ( p140 )及- r chain (現稱為 common r chain, r c 

chain )的異質二聚體( heterodimer) (6) 0 IL-13 雖不會與

IL-4R 或 IL-4Rαchain 結合，但卻可競爭 TF-1 細胞株的 IL-4

結合位置( 104) 0 因此最初認為 r c chain 為 IL-4R 與 IL-13R

的共有次單位 O

然而實另一細胞抹一 X-linked severe combined 

immunodeficiency ( X-SCID ) B 細胞?此細胞雖不表現 r c 

chain'但卻會 IL-13 有反應( 68 )，且 IL-4Y124D 又可抑制止"的

的作用;再者， IL-4 所引起 MC/9 細胞株的分裂反應，可被抗

γc chain 單株抗體( anti咀 r c chain mAb )所抑制，而此抗體卻

不影響 IL-凹的作用( 42 ) 0 這些結果均指向 r c chain 似乎不

存於 IL-13R 之中 O 再由於抗 IL-4Rαchain 單株抗體( anti-IL-

4Rαchain mAb )可抑阻 IL-4 與 IL閉口的活性( 65 ) ，所以確

認 IL-4Rαchain 才是 IL-4及與 IL-13R 所共有 O 而 IL-13R 除了

含 IL-4αchain 外，也以發現一分子量約為 60-70kDa 的次單位

( 78 ) 0 由上述結果可知， IL-4αchain 可與 r c chain 結合而

形成 IL-4R (此接受體不與止-13 結合)會或與 IL-13 的另一次

單位結合，而形成 IL-13R 0 
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到目前為止， IL-13 的結構，分泌形式實功能實生物活性等?

都有初步的瞭解 O 但仍有許多方面，如:訊號傳遞形式，接受體

結構?對過敏病人的影響， TH l 與 TH2 之間的平衡?甚至與自
體免疫疾病之間的關係 9 都有待進一步之研究 O

20 



第一節 hIL-13 於大腸桿菌之 pGEX“2T 載體之表達

第二章 材料與方法

(一) hIL-13 DNA 由台大益主監老師提供，已構築至 pGEX-2T

可

表現載體中?且已轉型至 E. coil 0 

(二)載體 DNA (pGEX-2T )之簡介:

Pst I 

pGEX 
-4950 bp 

,... 5 

8ssH !I 

M1ul 

hIL-13 被放置於 BamHI 和 EcoRI 兩個限制酵素的切割位置

之間?而與 Glutathione-各transtèrase ( GST )形成一融合蛋白

質( fusion protein ) 0 形成的融合蛋白質可以利用含 Glutathione

agarose beads 的管柱加以純化書並可利用 Thrombin 將 GST 與

hIL-13 切問 O
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(三) hIL-13 之 DNA 序列分析

本實驗室是採用雙去氧核糖核酸鍊終止法( Sanger F et 

al.,1977 )為原理的試劑 Sequenase Verson 2.0 (USB ,Ohio ) 0 

a. 質體 DNA 之純化

我們將構築好的 pGEX-2T 質體?利用 Wizard :tvlinipreps 

( Promega )的 DNA 純化系統，將質體 DNA 純化出來 9 其步

驟如下:

將隔夜培義在 L Broth 中的 E. coi/ 取1.5ml 以 1500中m 離

心，將菌體沉澱下來。倒去上清液後，以 200μi 的 Cell Resuspend 

Solution 將菌體再次懸浮 O 加入 200μi 的 Cell Lysis Solution 雪

小心的混合至澄清 O 加入 200μ1 Neutralization Solution ，上下

反轉混合均勻 O 以 14，000rpm 離心 5 分鐘?取出上清液後，加入

1ml DNA purification Resin 作用 1 分主童後再移到 minicolumn ，再

以 2ml Wash Solution 清洗雪將 minicolumn 以 12，000rpm 離心 2

分鐘?加入到 μ1 ，的-70 0C 的水， 1 分鐘後習以 1200。中m 離

心 20 秒f!p得 O

b. 模板( templete )準備
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先取 4μg 的 pGEX-2T 雙股 DNA' 體積約為 27μ1 ，再

加入 3μi 鹼性溶液( 2M NaOH, 2mM EDTA )，靜置 10 分鐘書

使雙股 DNA 降解成單股 O 再加入 2μi 的中和鹽類溶液( 3M 

Ammonium autate ) ，使解離的單股 DNA 能穩定 O 再加入 3-4

倍體積的絕對酒精雪置於-70 0C沉澱的分鐘後?以 14，000rpm 離

心 30 分鐘?再以 200μ1 的 70%漓精清洗 9 真空乾燥後，加入 7

μ1 ddH20 溶解後備用。

c. ~I 子( primers ) 

本實驗共用了二組 pnmers . 

第一組:

pGEX 5' sequencing primer 

5'- ( GGGCTGGCAAGCCACG叮叮叮G J -3' 

pGEX 3' sequencing primer 

5'- ( CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG J 刁 4

第二組:

5' primer 

. 5' -GCCCTGTGCCTCCCTCTACAGCCCTCAGG-3 ' 

3‘ pnmer 

.5' -TTTCGCGAGGGACGGTTCAACGAA TTCGC-3 ' 

23 



位.黏結作用( annealing ) 

把所需的 pnmers 配置成 2pmole 的濃度?並準備 65
0

C的水

浴槽?把( b )中準備的 7μ1 單股質體加入 2μ15X之反應緩

街液( reaction buffer )及 1μi 配置好的 pnmer 0 混合均勻後?

置於“℃水浴中 2 分鐘，使其自然降溫至 35 0C以下?再將其置

於冰上備用 O 在此同時，分別將四種不同的中止混合物

( termination mixture, ddG, ddA, ddT, ddC) ，取 2.5μ1 ，分裝

於標示好的微量離心管中 O 再以 1 :5 將標示混合物( labeling 

mixture )稀釋於 dd沌。中賢以 1 :8 將 sequenase 稀釋於 Sequenase

dilution buffer 中之後?產於冰上備用 O

e. 標示反應( labeling reaction ) 

將直於冰上空已黏上 pnmer 的 DNA 混合物，加入 1μ10.lM

DTT , 2μi 稀釋過的標示混合物， 0.5μi 的( 35S ) dATP , 

及 2μi 稀釋過的 sequenase ，將其充分混和均勻後，直於室溫

下作用 2-5 分鐘 O

E 終止反應( termination reaction ) 

把已經標誌好裝有終止混和物的微量離心管?置於 37 0C 中

預熱 2 分鐘 O 此時再取 3.5μi 已經完成標示反應的標示:昆和物
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至每個裝有終止混和物的微量離心管中?於37 0C 中作用 5 分鐘 O

再加入 4μi 的終止反應溶液至每個離心管中賢以終止合成反

應、 O 此時?完成的反應物可於-20
0

C下保存 1-2 星期 O

g. 電 ì7j<. ( electrophoresis ) 

本實驗室利用雙去氧核糖核酸( ddNTP )來終止 DNA 的聚

合反應，因此合成出來的 oligonucleotide 會有不同的長度 O 再利

用 8 % polyacrylamide及 7M urea 的電泳膠片分離並解讀。以 1700

伏特的電壓進行電泳後，可使相差一個氮鹼基的 oligonucleotide

在電泳膠上分離間，再以真空乾熱乾膠後 9 以 X 光底片於 70
0

C

下感光 2刁夭 O 洗片後 9 置於 light box 上判讀 O

(四) hIL-13 蛋白質的表現

a. 步驟

將轉形成功的 E. coli 菌株 9 先隔夜培養在 L-Broth 中?然後

取 1110 體積接種在含有安匹西林( Ampillin 100μ g/ml ) 

3000ml 的 L-Broth 中?放在 37
0

C下?搖動培養，一直到吸光度

約在 OD600=0.5 時(約二小時) 0 加入 IPTG

( Isopropylthiogalactosidase )於 L-Broth 中，使其終濃度為

O.lmM ，繼續培養至 OD600 = 1.5 0 之後以 3000g 離心的分鐘，

使萬體沉澱，再以 11100 L-Broth 體積的 TBS ( Tris Buffer 
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saline) ，將 L-Broth 洗去 O 離心將菌體沉澱下來，再加入 TBS

( 6g pelletl20 ml TBS ) ，菌體懸浮後?加入 MgCh ( 1M) 150 

μg ; DNase 1 ( 10 mglml ) 60μ1 Aprotinin 200μ1 

PMSF (血enylmethyl-sulfonyl fluoride 100mM) 150μ1 

Tween闖20 150ul 0 混合後?以均質機( homogenizer )將菌體打

破 O 再以 15，000 中m ，在 4 0C下雪離心半小時，取上清液 O 此

時上清液約有 30ml ，加入的 μl 的 EDTA ( 0.5M) ，混合均

勻 O 通 0.45um 的 minipore 之後備用 O

b. 備準 Glutathione agarose beads 

取 Glutathione agarose beads (powder) 浸泡於 TBS 中型使

其膨脹，再移至管柱中?並以合 0.25mM EDTA 的 TBS 沖洗之 O

( 16g E. coli pellet /50 mg Glutathione agarose bead powder) 

c. 純化hIL-13

將( a )準備好的上清液?通( b )準備的管柱三次後，再

以 TBS 將沒有結合在管柱中的雜蛋白質洗去，直到洗下的 TBS

OD280<0.003 為止。洗完之後 9 以洗出緩街液( Glutathione elution 

buffer: Tris 0.605g, Glutathione 0.154g / 100ml ddH20 pH8.0 )將

GST hIL-13 fusion protein 沖下雪並以 TBS 沖洗管柱(管拉可重

複使用) 0 收集的蛋白質以透析膜/PBS 透析之 O
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d. SDS咀PAGE ( SDS平olyacrylamide Gel Electrophoresis )分析

• Resolving gel ( 12.5 % ) 

試藥:

1 :29,30% Bis-Acrylamide 3.75ml 

1. 51\在 Tr泊，pH8.6 2.25ml 

H20 3ml 

SDS(Sodium dodecyl sulfate,20%) 45ul 

A.P.(Ammonium persulfate,10%) 35ul 

TEMED(N,N, 

將上述試藥混合均勻後，加於 mini-proten 的玻璃中，並加

20%酒精壓平實靜置 60 分鐘 O

• Stacking gel 

試藥:

Bis-Acrylamide (1 :29 , 30%) 0.5ml 

Tr峙， 0.5M pH 6.8 0.95ml 

H20 2.25ml 

SDS(Sodium dodecyl sulfate , 20%) 17.5ul 

A.P.(Ammonium persulfate, 10%) 20ul 

TE1\在ED (N扎
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將上述試藥混合均勻後?把 resolving gel 上層的酒精倒掉?

加入比混合物?並將齒槽插上書做出凹槽，靜星 30 分鐘 O 在 gel

完成前?可先處理欲分析的樣品 O 將欲分析的樣品，與合

Bromophenoblue 的 SDS平AGE sample buffer在沸水中煮 3 分鐘 F

待 gel 完成後?將煮好的樣品加入凹槽中賢以 110 伏特的電壓，

使樣品由陰極跑向陽極 O 當樣品通過 Stacking gel 與 Running gel 

的界面時，把電壓增大為 150 伏特 O 但當染料跑出 gel 後即可關

掉電源，取下 εel '置於 Stacking buffer (0.1 % Coomassive blu吼 10

% Acetic acid,50 %methanol )中染色 2 小時後?再以脫色液將顏

色去掉 O

(五)西方點墨、法( Westem Blot )分析

a. 轉印( Transfer ) 

採舟 ATTO coporation 的 AE-6675 HORIZBLOT 0 將 SDS

PAGE gel 放於負拯處， NC ( nitro-cellulose) paper 緊貼於

SDS-PAGE gel 0 使用的毫安培數為 NC paper 的面積( cm2 )乘

以 2.5 0 轉印的時間為 40 分鐘 O 轉印完後可用 2%的 Ponceau-S

染色，檢查轉印是否成功並可用鉛筆標出分子量 O

b. 雜交( Hybridization ) 
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轉印成功的 N-C paper ，先以 5%的脫脂奶粉做阻斷

( Blocking )的工作?置於 4 0C下作用隔夜。將 Rabbit anti -hIL-13 

polyclonal Ab ( IgG )以 1000x 稀釋於脫脂奶粉中，再與 N-C

paper 於室溫中作用 2 個小時後，以 TBS個Tween 洗三次?每次 10

分鐘 O 在本實驗中所使用的二級抗體( secondary antibody )有

二種雪分別是接上放射性C25月的 protein A 以及接上 Alkaline

phosphat 的山羊抗兔子 IgG 的抗體( Goat anti-rabbit IgG 

mAb) 0 方法分別為:

( 1 ) Protein A labeled [125月

取 50ule 25月protein A 稀釋於 20ml 脫脂奶中，與 N-C paper 

在室溫中作用 2 小時 O 以 TBS-Tween 洗六次，每次 10 分鐘 O 最

後待 N-C paper 乾了後，以 X 光片壓片，洗片即可 O

( 2 ) Alkaline phosphatase 

取接有 alkaline phosphatase 的 goat anti-Rabbit IgG '以 1000X

稀釋於脫脂奶中會與 N-C paper 在室溫下作用 2 小時 O 以 TBS

Tween 洗六次，每次 10 分鐘 O 加入 substrate buffer ，蓋上錫箔

紙?於室溫下作用十分鐘使其呈色 O
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第二節 ιIL13 於大腸桿菌之 pET闢30 載體之表達

(一) pET-30 載體表達系統之簡介

Pvu 1(4479) 

Sg! 1(4479) 

Sma 1(4353) 

Nru 1(4136) 

AlwN 1(3693) 

BSII(345O) 

BspLU 11 1(3277) 

pET<30a(+) 
(5422bp) 

Sap 1(3 

Bsl1107 

Tlh111 1(3022) 
BspG 1(2803) 

T7 promoter pt'封神r 1f69348~1 
h 

PshA 1(2021) 

Pfl1108 1(2063) 

1(2240) 

1(2258) 

11(2283) 

pET upst悟am primer .6921為什 F 
主二答"~"""'I-"'''''C'' ..V-7C-...,-. T7 promc桶~ lac operato x.血! 伽

AGATCGATCTCιAτCCCGCGAAA TT AA T ACGACTCACT AT AGGGGAAT TGτGAGCGGAτAACAAτTCCCCTCTAGAAAτAATτTTGTTTAACττTAAGAAGGAGA 

」盤上 His.Tag S.Tag 坐且v 到L

TAT ACAT ATGCACCAτCATCATCAτCATτCTTCTGGTCTGGTGCCACGCGGτT(1 GGT A TGAAAGAAACCGCTGCTGCT AAAτTCGAACGCCAGCACAτGGACAGCCCAGATCτz 
NetHrs刊 I SHI sH I sHI sH I sSerSerG !yLeuVolProArQGIγs.rGIγNetLysGIυThrAloA I oAI olysPheG I uArgG I nH I s t1etAspSer?roAspLe l..'" 

PET-3Oa(4ethrombin Eag l 
之色11 .1也!.- ~哩旦控白色也乏笠L 一包L!..但也!!.一組tLJ5c也1... HIs.Tag 
CGT ACCCACGACGACGAC .4. AGGC CAτGGClGAT4τCGGATCCGAAτTCGAGCTCCGTCGACAAG月CT T GCGGC CGCAC TCGAGC ACC ACCACC ACC AC CACτGAGAτcccccτGC7 1l .. 
GlyThr坐監控位已~AI副etAloA叩 f leGlγSerG I uPheGl uleuArgArgG I nA I oCγsG I yArgThrArgA I oProProrroProProLeuArgS" e r- G IγCysE吋

e明te-rok.lnase ‘

pET.30b(吋 GCGAτATCGGAτCCGAAτTCGAGC TCCGT CGACAAG&TτCtGGCCGC AC T CGAGCAC C ACCACC ^CC ̂ CCAC亨GA
A I 01 le5erAspProAsn5erSerSerVol Asplγsl'、"AIαAloAloleuGlu抖 IsHlsHls約 1 sHI sHI sEnd 

pET.3Oc(+) , GGAT AτCTGτGCATCCCAATτCCAGCτCCCTCGACAAGC可 TGCGGCCCCACτCCAGC ACC AC CAC C AC C AC C ACτCAG I.. rCCGGC 1 G::: r A!.. 
。 GlyTyrLeuTrplleAral1叫rQA' aProSerThrSerleuArQProH I SSer$erThrThr ThrThrThrThrG I u j I eAr是且具包

Bpu11021 τ7 termlnator 

CAAAGCCCGAAAGGAAGCτGAGTτCGC TGCTGCCACCGC T GAGCAAτAACT AGCATAACCCCτTGGGGCCτC T AAACGGGTC TT GAGGGGττrττTG 
d 

T7ìerminalor primer #69337-1 

pET-30a叫什 cloning/expression region 
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(二) hIL-13 DNA 之製備

由於 pGEX-2T 載體中的 hIL-13 DNA 並不合終止密碼?而

是利用 pGEX-2T 載體所提供的終止密碼 O 於是我們想利用 PCR

( Polymerase chain reation )的方法將終止密碼建立 O 我們使用

了二個 pnmers ，分別具有 BamHI 和 EcoR1 雪等限制酵素位置雪

其序列如下:

5'個GCGGATCCCCTCCCTCTACAGCCCTCAGG

于“GGCGAATTCTCAGTTGAACCGTCCCTCGCGAAA

(三) PCR 反應模版之置備

將 pGEX-2T 質體自 E. coli 中分離世並 BamHI及 EcoR1於 37

。c ，作用1.5 小時，把產物於 2%低融點( Low me1ting gel )洋

菜膠上以電泳分離後，在紫外燈下切下含 hIL-13 DNA 的膠 9 還

於微量離心管中，於“℃水浴 15 分鐘，再以 PCR prep 

( Promega )將 hIL-13 DNA 純化出來 T 步驟如下:

加 0.5ml resin 至以融解的洋菜膠中?並迅速移至 1.5ml 針筒

珠中再打入 minicolumn 內，並將洋菜膠打掉 O 以 2ml Wash 

Solution 沖洗會以 12000 rpm 離心 2 分鐘，再加 30μ1 , 65 oc ' 
70

0

C的水，一分鐘後，以 12000 rpm 離心 20 秒即得 O
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PCR 反應之條件

Template(hIL-13) 0.01ug 

pnmers 各 20pmole

dNTP 

Mg2+ 

10x pfu buffer 

pfu 

95 oc 5min 

95 oc 1m泊， 60 oc 2m泊， 72 oC 2min 

72 0C 10min 

sock at 4 oC 

0.2mM 

2mM 

5λ 

1 unit 

1cyc1e 

38cyc1e 

1cyc1e 

待反應完成後習以前述方法將 PCR 產物回收 O

(四)用限制酵素切 pET-30a 及欲插入 pET刁Oa 的 hIL-13 DNA 

將載體 pET-30a DNA 和 PCR 產物?皆以 BamHI 和 EcoRI

同時在 37 0C作用1.5 小時 O 再分別以 2%低融點洋菜膠電泳分離

後賢以用( b )的方法純化 O 得到合 BamHI 終端和 EcoRI 終端

的 pET-30a 及 hIL-13回DNA 0 
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(五)接合( ligation ) 

將已被 BamHI ' EcoRI 限制酵素作用過的載體( vector ) 

DNA (pET-30a )和 hIL-13 insert DNA 以 T4DNA 1iεase 進行按

合?其條件如下:

pET-30aDNA 

hIL-的DNA

DTT(100mM) 

Ligase 

Ligase buffer 

ddH20 

在 16
0

C下雪作用整晚 O

(六)轉型( Transformation ) 

( 1 ) Competent cell 之制備

2址(l OOng/μg)

1ul(206ng/μg) 

1μi 

l μ1 

2μi 

13μi 

將隔夜培養的 E.coli ( JM109 )賢以 1/50 倍體積稀釋在

L-Broth ，在 37 0C培養到 OD600 約為 0.6 0 此時取 50ml 菌液，以

2500rpm ，在 4
0

C下離心 5 分鐘後賢以 25ml 無菌、冰的 O.lM

CaClz '小心的將菌體重新混合懸浮?再靜置於;水中 30 分鐘 O

以 2500 rpm 於 4
0

C下離心 5 分鐘，將菌體沉澱，此時再以 1 ml 

冰的 CaClz ( O.lM )混合 9 放於;水中 l 小時後備用 O
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( 2 )轉型

取 100ul 已準備好的 competent cell '加至 20μi 由(五)

制備好的 ligant 中，均勻混合後?靜置於冰上 30 分鐘?之後再

放置於 42
0

C下 3 分鐘，再放置於冰上 5 分鐘。取 200ul 的 L-Broth

加至此作用完的 compete的 cells 中?並於 37 0C下培養 l 小時 O

將此培養完的 E. coli ， 塗抹在含有 30ng kanamycinlml 的平板培

養基上，於 37 0C下培養隔夜 O

(七)篩選( selection ) 

將平板培養基土長出來的菌落各別培養，並純化其質體

DNA ，再以 BamHI 、 EcoR1 限制酵素於 37 0C下，作用 2 IJ、時?

之以 1%洋菜膠電泳分析後，選擇其質體中含 hIL-13 DNA 的質

體，以前述方法?將此質體再次轉型 9 至表現宿主細胞 E. co /i 

BL21 (DE3 ) 

(八)表現及純化 hIL-13 fusion protein 

將轉型成功的 BL21 (DE3 )，取一單一菌落，接種至 L-Broth

(含 30ng/ml 之 kanamycin ) ，在 37 0C下 ß萬夜培養 O 然後取 1110

體積於同樣含 Kanamycin 的 L-Broth 中會置於 37 0C搖動，直到

吸光度 OD600=0.5 0 此時加入 IPTG 至終濃度為 lmM會繼續培養
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3-4 小時 O 以 3000g 於 4 0C下離心 10 分鐘書將菌體收集後?以

Binding Buffer 將 L-Broth 洗去後?再次離心 O 以 4/100 L“ Broth 

體積的 Binding buffer 將菌體再次懸浮 9 加 0.1%NP-40 , PMSF 

(至 1mM) Aprotinin ( 1% v/v) 0 放置於;水中賢以超音波將

菌體打破後 9 再以 39，000g ，再 4 0C下離心 20 分鐘後取上清液，

通 0.45 micron minipor 0 再將上清液通過以 His-binding Resin 充

填的管柱 O 而此管柱的充填方法如下:

1.先取 ddH20 至管柱，使之通過管柱 O

2.以 inversion 方式，將 His七inding Resin 小心的混合後，將 Resin

加至管柱中 O

3. 當 Storage buffer 流過後?以下列 buffer 活化及平衡 Resin

3 volume sterile ddH20 

5 volume 1 X charge buffer 

3 volume 1 X binding buffer 

以約 10 倍管柱體積/小時的流途，使上清液通過管柱三次

後，先以 10 倍 Resin 體積的 Binding buffer 清洗 F 再以 6 倍 Resin

體積的 Wash buffer 清洗，最後以 6 倍Rsin 體積的 Elute buffer 

將目標蛋白質( hIL咽口 fusÎon protein )引流下來 O

(九) SDS-PAGE 與西方點墨法分析
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將引流下來的蛋白質 p 用 SDS“PAGE sample buffer 煮沸三分

鐘後，以 SDS-PAGE 分析之 O 並以向前述之作法?將電泳後的

膠片雪轉印到 N-C paper 上?以兔子抗人類 IL-13 抗體測定 O

(十)蛋白質測定

本實驗室是採用 BIO-RAD PROTEIN ASSA Y 的方法 O 以

。、 2 、 4 、 6 、 8 、 10 μg BSAlml 當成 standard 0將 O 、 2 、

4 、 6 、 8 、 10μg BSA 與欲測的樣品皆溶於 0.8ml 的水中 O

均勻混合?再加入 0.2ml 的 Bio-Rad reagen ，混合後靜差 5 分鐘?

再測定 280nm 的吸光值，做出標準曲線( stan吐ard curve) ，再

計算樣品的濃度 O
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第三章結果

第一節 hIL-13 於 pGEX-2T 載體系統中表達

在本實驗中賢以 pGEX-2T 這個表達載體所表現的 hIL-13 是

一個與 GST ( Glutathio帥-S-Transferase )融合的蛋白質?所以

表現出來的融合蛋白質其分子量大約為 38 kDa 左右 O 自此實在

以 IPTG 刺激之前與之後的 E. coli totallysate ，用 SDS-PAGE 進

行分析時會刺激之後在大約 38 kDa 左右處?有較刺激前產生更

多的蛋白質(菌1. ) ，這與我們預期的結果相同。但以 Glutathione

agarose beads 將這融合蛋白質加以純化時卻發現，純化到的蛋白

質絕大部份均以降解( degradation )，且成為分子量約為 28 kDa 

的蛋白質(園 2.) 0 用兔子抗 hIL-13 抗體( Rabbit anti-hIL-13 

Abs )做西方墨點法分析( Westem blot analysis )時發現，這

28 kDa 的蛋白質可以被兔子抗 hIL-13 抗體所認識(圈 3.) ，而

且這 28 kDa 的蛋白質在以 IPTG 刺激之後就已存在於 E. coli 中

(圖1.) 0 

第二節 hIL-13 DNA 序列分析

我們將由 basophil 得到的 cDNA 構築至 pGEX-2T 載體之

後，對 hIL-13 作序列分析會得到的結果發現，其序列並沒有不同 O

(圈 4. ) 
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5'- ATG GCG CTT TTG TTG ACC ACG GTC ATT GCT CTC ACT TGC CTT 

GGC GGC TTT GCC TCC CCA GGC CCT GTG CCT CCC TCT ACA GCC 

42 

84 

CTC AGG GAG CTC ATT GAG GAG CTG GTC AAC ATC ACC CAG AAC 126 

CAG AAG GCT CCG CTC TGC AAT GGC AGC ATG GTA TGG AGC ATC 168 

AAC CTG ACA GCT GGC ATG TAC TGT GCA GCC CTG GAA TCC CTG 210 

ATC AAC GTG TCA GGC TGC AGT GCC ATC GAG AAG ACC CAG AGG 252 

ATG CTG AGC GGA TTC TGC CCG CAC AAG GTC TCA GCT GGG CAG 294 

TTT TCC AGC TTG CAT GTC CGA GAC ACC AAA ATC GAG GTG GCC 336 

CAG TTT GTA AAG GAC CTG CTC TTA CAT TTA AAG AAA CTT TTT 378 

CGC GAG GGA CGG TTC AAG TGA 399 

國 4. hIL-13 DNA 序列
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第三節 構築 hIL-13 基因至 pET-30a 表現載體

在利用 pET-30a 這個表達載體表現 hIL-13 時會我們先將

hIL-13 DNA 由 pGEX-2T 載體中?用 Bam丑I 與 EcoR1 切下(圖

5. )，並且做了一次 PCR ( Polymerase Chain Reaction )，將 hIL-13

DNA 的終止密碼( stop codon )建立(閻 6.) 0 在將這以 PCR

產生的 hIL-13 DNA構築於 pET-30a 的 Bam丘I與 EcoR1這兩個限

制酵素位置之間 O 將與 hIL-13 DNA 完成接和( Ligation )的

pET-30a 載體先轉型( Transform )至 JM109 這抹 E. co/i 突變體

中?在將站在109 中的 pET刁Oa 載體分離出來(國 7.) ，待確定

已將 hIL-13 DNA 成功的按合至 pET-30a 載體後 9 再把這接合成

功的 pET-30a 載體轉型至表現寄主( expression host ) - BL21 

( DE3 )這個 E. coli 突變體中型並且以 IPTG 刺激 hIL-13 的表

現 O

第四節 hIL-13 蛋白質於 pET-30a 表現系統之表現、確認與純化

在這個表達系統之中，所表現的蛋白質也是一個融合蛋白

質 9 而由於是與一分子量約為 6 kDa 且含有六個 Histid恆的一小

段 polypeptide 按合在一起，所以此融合蛋白質的分子量約為

16kDa 左右 O 我們把以 IPTG 刺激之前與刺激之後的 E. coli total 

lysate 用 SDS-PAGE 分析後發現，在小於 20 kDa 處， IPTG 刺激

之後出現了大量的蛋白質?這在以 IPTG 刺激之前幾乎沒有(國

8.) 0 我們在以兔子抗 hIL-13 抗體對其作西方墨點分析時 F 這個

自刺激而表現的蛋白質可以被抗 hIL-13 抗體所認識(圈 9. )。
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於是以 His-Binding Resin 純化這個蛋白質(圈 10.) ，且純化得

到的蛋白質也可以被兔子抗 hIL-13 抗體所認識(國 1 1.) 0 所以

在這個表達系統中?我們可以表達 hIL-13 這個蛋白質?並且可

以純化得到 O
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輔 1 2 3 4 

圈 1.12% SDS.♂AGE analysis and westem blot analysis. 
SDS-PAGE analysis. 

M: low range marker 
lane 1: E. coli totallysate before IPTG induction 
lane 2 : E. coli totallysate after IPTG induction 

Western blot analysis. 
lane 3: E. coli totallysate before IPTG induction 
lane 4: E. coli totallysate after IPTG induction 
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棚 1 2 3 4 5 6 

圈 2. 12% SDS-PAGE analysis. 
M: low range marker 
lane 1: E. coli totallysate before IPTG induction 
lane 2: E. coli totallysate after IPTG induction 
lane 3, 4: the supematant ofE. coli lysate 
lane 5: GST -hIL-13 fusion protein 
lane 6: GST 
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'1 2 3 4 5 6 

圈 3. Westem blot analysis. ( 2nd Ab: protein A [ 125I J) 

lane 1: E. coli totallysate before IPTG induction 
lane 2: E. coli totallysate after IPTG induction 
lane 3, 4: the supematant ofE. coli lysate 
lane 5: GST可hIL-13 fusion protein 
lane 6: GST 
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圈 4. 以 Sequence Version 2.0 Kit 作的 DNA序列分析

4是
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閻 5. 1 %Agarose electrophoresis of hIL-13cDNA cut from 

pGEX-2T vector with BamHI and EcoRl restriction 
enzymes. 
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賄 1 2 3 4 

kb 
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51 

2.0 

05 

閻 6. 1 %Agarose electrophoresis of PCR products. 

M: marker 
lane 1: template only (hIL-13 DNA 企agment ) 

lane 2: primers only 
lane 3, 4: template and primers. 
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師 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

園 7. 1 %Agarose electrophoresis of pET刁o plasmid 

purified 企om transformed JM 1 09. 
lane 1, 2, 3 : pET刁o plasmid 
lane 4 個 13 : pET-30 plasmid digested with Bam丘f

andEcoRl 
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圈 8 . 15% SDS PAGE analysis. 

M : Low range protein marker 

lane 1 , 3 , 5 : before IPTG induction 

lane 2 , 4 , 6 : 2hr after IPTG induction 
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唱唱團E

圈 9. Westem blotting analysis by ant卜hIL-13 polyclonal Ab. 

M : Low range protein marker 

lane 1 ' 3 ' 5 : before IPTG induction 

lane 2 , 4 , 6 : 2hr after IPTG induction 
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圈 10. 15% SDS-PAGE analysis. 

M : low range protein marker 

lane 1 : cell totallysate a丘er IPTG induction 

lane 2 : cell extract 

詢問 3 : cell extract iflow through 

lane 4 ' 5 ' 6 : recombinant hIL-13 eluted from His

binding resin 
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唱唱

國 11. Westem blotting analysis by anti占IL-13 polyclonal Ab. 

M : low range protein marker 

lane 1 : cell totallysate after IPTG induction 

lane 2 : cell extract. 

lane 3 : cell extract i flow through 

lane 4 , 5 ' 6 : recombinant þIL-13 eluted from His-binding 

resm 
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於克為仰)~色之表達
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k"k 也:0，.、 p一、

弟一享 有百言

原核生物細胞( prokaryote )與真核生物細胞( eukaryote ) 

所表現的蛋白質?有著某種程度的不同 O 例如真核細胞的蛋白質

多了轉譯後的修飾作用( post-translational modification ) 0 我們

為了希望能夠得到較接近於島然狀態的 hIL值 13 ，於是選用真核

細胞表現系統一桿狀病毒/昆蟲細胞表現系統

( Baculovirus/insect cell expression system )來表現hIL-13 0 

桿狀病毒( Baculovirus )具有許多族群，幾乎在大部份的

昆蟲身上都可以找到，且不會寄生於非節肢動物身上 O

Baculovirus 顆拉為長桿狀?其外殼直徑約為 40-50um ，長為

200-400um (Haprrap et 泣， 1972) ，且可攜帶大約的kbp 如此

大的外來 DNA (Fraser et al., 1986) 0 每一種桿狀病毒皆只能

感染極少數相闋的昆蟲細胞?且重組過的桿狀病毒對哺乳類並沒

有不利的影響?因此對於實驗者也就沒有安全上的顧慮 O

桿狀病毒/昆蟲細胞表達系統提供了真核系統的環境 F 使得

蛋白質在合成時 9 有較合宜的折疊( folding) ，雙硫鍵的形成

( disulfate bound formation) ，蹄化( glycosylation )以及轉譯

後修飾( post-translational modification ) 0 桿狀病毒正常於 27

。C之下增殖，而在適合的溫度之下雪桿狀病毒/昆蟲細胞表達系

統能夠大量表現所植入的外來基因( Reynisdattir et ai. , 1990 )。

此外，這個系統並不需要輔助病毒( helper phage )的幫助，而

利用重組病毒的方式?速度較快?在感染後 4-5 天後便形成溶菌

斑( plaque )。實驗中所使用的細胞株是 S. frugiperda ( S的) , 
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此細胞株是蠶的腸細胞?表達能力好且生長快 9 培養容易雪可懸

浮培養亦可以貼附的方式培養 O 病毒於此細胞內複製穩定，

18國24 小時即可複製一次實聞此選用此細胞抹 O
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第二章材料與方法

第一節 hlL-13 於昆蟲細胞的表達

( A )桿狀病毒載體

我們所採用的載體有兩種， pVL-1393 (圓 )及 pAcG2T

(圈 ) 0 pVL-1393 是以 pVL94 1 為基礎而設計的，主要是利

用其 polyhydrin 這一個強 promoter ( polh )，將其下游處切除，

並將 polyhydrin promoter 的 ATG 突變成 ATt ，使其下游( down 

stream )的 ATG 得以啟動 o pAcG2T 則是以 pAcCL29 為基礎所

設計的，可將目標蛋白質放入加mHI 、 SmaI 或 EcoRI 等三個不

同的限制酵素位置中實以 GST 融合蛋白的形式表現?而以一強

AcNPV polyhydrin promoter 控制其表現 O 此 GST 融合蛋白與

reduced glutathion 有很高的親合力，可以以單一步驟純化 O

( B ) hIL-13 cDNA 的製備

我們所表現的 hIL-13 可分為全長(含 Leader peptide )及不

合 Leader peptide residues 0 不含 leader peptide 的 hlL-13 D討A 與

在 pET-30 系統所使用的相同 O 而全長的 hIL-13 DNA 則是利用

二階段的 PCR 的方式產生 O 在製備全長的 hlL-13 DNA 中，我們

使用了三條 pnmers ，分別是:
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BV主IL-13-5-1

5'ACT TGC CTT GGC TTT GCC TCC CCA GGC CCT GTG CCT 

CCC TCT ACA GCC CTC AGG • 57 mer 

BV“hIL-13刁-2

5' TGC GGA TCC ATG GCG CTT TTG TTG ACC ACG GTC 

ATT GCT CTC ACT TGC CTT GGC GGC TTT GCC →的 mer

BV-hIL-13 

于GGC GAA TTC TCA GTT GAA CCG TCC CTC GCG AAA 

• 33 mer 

我們以 hIL-13 DNA ( encoding residues 21-131 )為模板，而 PCR

的條件如下:

1st PCR 

Template 

5' primer BV-hIL-13-5-1 

3' primer BV耐hI且L耐 lη3.旬圓.圖團

dNTP 

Mg2+ 

pfu buffer(1 0X) 

56 

O.Olug 

20pmole 

20pmole 

O.2mM 

2mM 

5ul 



U AU 
F「
J至

o 
qlu 

H 'G ed 
h

口

D
A

力

95 oc 5min 

95 0C 1min ,60 oC 2min, 72
0 C 2min 

72 oC 10 min 

soak at 4 oC 

4ZL n u 唔
，
自
A

1cyc1e 

38cyc1e 

1cyc1e 

待反應完成後賢以 PCR prep (Promega) 將產物回收後?

做為 2ndPCR 的模板 O

2nιPCR 

Temp1ate 

5' primer BV-hIL闊的-5-2

3' primer BV-hIL-13-3 

dNTP 

Mg2+ 

pfu bufJ台e(1 0X)

pfu 

加 ddH20 至 50μi

95 0C 5 分鐘
坊。C 1 分鐘，60

0

C 分鐘，72
0

C 2 分鐘

72 0C 10 分鐘

sock at 4 oC 

57 

0.01μg 

20pmole 

20pmole 

0.2mM 

2mM 

5λ 

1unit 

1cyc1e 

38cyc1e 

1cyc1e 



待反應完成後，以 PCR prep ( Promega )將產物回收後備用 O

( C ) pVL1393 與 pAcG2T 載體之製備

( 1 )限制酵素處理( restriction enzymes digestion ) 

將全長hIL-13 DNA , hIL-13 DNA ( encoding residues 21-

131 ) , pVL1393 及 pAcG2T 均以 BamHI及 EcoRI 限制酵素於

37
0

C之下作用 2 個小時之後回收，以備進行接和作用 O

( 2 )接和作用( ligation ) 

分別將( 1 )處理過的 pVL1393 與全長的 hIL-13 cDNA 進

行接和作用?以及將 pAcG2T與 hIL-13 cDNA (encoding residues 

2卜的 1 )進行接和作用 O 接和作用的條件如下:

(i) pVL1393 transfer vector 與全長 hIL-13 cDNA 

會 vector 50ng 

喝醉 insert DNA 200ng 

會 DTT(1 OOmM) 1μi 

會 T4 DNA ligase buffer(lO X) 2μi 

會 T4 DNA ligase 1 μi 

加 ddH20 至 20μl
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置於 16 0C作用隔夜會以備轉型用 O

(ii) pAcG2T 甘ansfer vector 與hIL-13 cDNA (encoding resi卸的

21-131 ) 

喝醉 vector 100ng 

會 insert DNA 200ng 

會 DTT(l OOmM) 1μi 

會 T4DNA 起gase bu旺er(l O X) 2μi 

會 T4 DNA ligase 1μl 

加 d征主0 至 20μi

還於 16
0

C作用隔夜，以備轉型用 O

( 3 )轉型(甘ansfonnation ) 

將 E. coli HB1肘，依第一部份的方法?作成 competent cells , 

立分別將(i) (ii) 的產物轉型到 HB101 中 O

( 4 )篩選( screening ) 
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將轉型成功的 HB101 (分別含有 pVL1393 及 pAcG2T) , 

分別純化其 pVL1393 質體及 pAcG2T 質體?並以 BamHl 雪 EcoR1

限制酵素於 37 0C之下作用 2 個小時之後，以 1%洋菜膠電泳分

析之?找出含有全長 hIL-13 cDNA 的 pVL1393 質體會以及含有

hIL-13 cDNA ( encoding residues 2卜 131 )的 pAcG2了質體 O 將

這二個質體分別純化以備自後感染昆蟲細胞用 O

( D )培養 SF9 ( Spodoptera frugiperdda )昆蟲細胞:

a. 培養液( culture medium )白品ιFH

昆蟲細胞培養液有許多種類，最常使用的基質分別為

Grace's medium ( Grace, 1962) , IPL-41 (Weiss et al, 1981 , 

Weiss and Vaughn, 1986 )及 TC-100 ( Gar往uner and Stockdale, 

1975 )。目前使用最廣泛的是甘心ιFHmedium (認此， 1970 ) , 

其成分以 Grace's basal medium 為主?再加上二種補充物

( supplement) , lactalbumin hydrolysate 及 yeasolate 0 

我們採用 Grace's Insect Cell Culture Medium powderl1 pack 

( GiBCO BRL 11300-043 ) 0 首先把 0.3短的 sodiumbicarbonate

( NaHC03 ) ，加入 950 ml 的純水中雪放於滅菌爐之中加以減

菌，加入 Grace's Medium powder 會 3g TC yeasolate 

( GIBCOBRL 18190-017 )及 3g lactalbumin hydrolysate 
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( GIBCOBRL 11800酬的6 ) ，於室溫下攪拌 2 小時 9 使各成分

均以溶解後會再以 10NNaOH 調整 pH 值至 6.2 ，在還入無菌操

作箱中?以丟棄式的 0.22μmmlmpore 過泛、至無蔥的玻璃瓶中，

再加入到ml 胎牛血清 O 此時，把配好的 medium 置於 27 0C 中培

養 3δ 天，確定 medium 沒有被污染之後?可置於 4 0C之下保存雪

3 個之內均可使用 O

b. 解凍細胞( Thawing )、繼代培養( Passage )、冷凍細胞

( Freezing) . 

本實驗所採用的 SF9 細胞實是蠶的腸細胞?而這類細胞培

養時亦會有接觸抑制( contant inhibition) ，所以只有在適合的

情況之下，細胞才可呈現均勻閻球狀 O

在解凍細胞時?先準備好 37 0C的水浴後，將由液態氮中取

出的細胞置於 37 0C水浴中迅速的攪拌 30-60 秒使細胞解凍 9 再

以 70%的酒精將瓶子外消毒後，直入無菌操作箱內，把細胞放

入 T-25 培養瓶中 O 此時加入 5ml TNM-FH medium ，於 27
0

C培

養 30 分鐘，待細胞附著於培養金( attach )後?再更換 5ml 新

鮮的 TNM-FH medium 0 於 27 0C之下培養 3-4 天之後，再繼代

培養( passage )即可 O 每個 T-25 培養瓶中約合 30 萬個知胞 O

Sf9細胞的分裂速度大約 12 個小時一次，所以大約 3-4 天之後即

會在培養瓶之中形成單層的細胞( monolayer ) ，此時可利用滅
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過菌的橡皮刮棒( ruber policeman ) ，以單一方向將細胞刮下 O

利用 tη'pen blue 與細胞懸浮液以 1:9 的比例混和?將細胞染色?

再利用血球計算盤( counting chamer )計算存活的細胞 o T25 

培養瓶內放入 3 X 105 cells ，並加培養液至 5mi;而 T75 培養瓶

則放入 9 X 105cells ，並加培養液至 15ml , 3-4 天之後可再度繼

代培養。

冷凍細胞時，先將細胞培養至增殖期( log phase) ，刮下

細胞後，計算存活的細胞數，再以 800rpm 之下離心 O 以甘心1[

FH 含有 5-8%的胎牛血清(可提高血清的濃度至 10% )將細胞稀

釋成每 ml 含 100-200 萬個細胞?加入 1110 的 DMSO ( dimethyl 

sulfoxide )混和均勻之後，分裝至1.8ml 冷凍保存管中( Crγotube 

coming ) 0 此時 9 先將細胞置於冷凍保存金中( Cryobox, 

Nalgene ) ，因為此保存和中含有 isopropanol ，所以將此保存和

產於-70 0C冰箱內時，其會以每分鐘 1 oC 的速度降溫，第二天之

後，在放置於-196 0C液態氮中做長期保存 O

c. 共同感染( Co-transfection ) 

我們所使用的是 Liposome-mediated Transfection 的方法 O 主

要所使用的成分為 Lipofectin ( DOTMa 和 phosphoipid dioleoyl 

phos-phatidylethanolamine 1: 1 混和) ，他是一種脂質的合成物

N- ( 卜 ( 2,3-dioleyloxy ) proply )卜且刁剎剎N沁.J1ω11'芋N沁;扎1N沁1-t舟剖ne拙t註也h句勾蝴1乃可圳y抖，1恤l

chloride ( DOPA )，習可形成帶正電的月脂昌質，小j卜、體( positive cha叮r皂伊ed
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liposome ) ，可與 DNA 或 RNA 形成分子內鍵結( Felgner et 

al.,1987 ) 0 

在進行感染之前?首先要準備好健康的細胞 O 要改成以不合

胎牛血清的培養液來培養(因為血清會影響 co-transfection) , 

並將細胞舌'1下以計算細胞數目 O取 106個細胞於 60mm 的培養盤

( petri dish )中，靜置 30-60 分鐘 O 另外?再準備二個培餐盤雪

一盤標示為 negative 控制組會並加入 3ml TNM-FH 培養液;另一

盤標示為 positive 控制組，立加入 3ml 的培養液及到 μi 高力價

wild type AcNPV ( BaculoGold™ 21103E ) 0 此時把 40μi

lipofectin ( GrBCOBRL 18292-011 )稀釋在 lml 不合胎牛血清

的培養液中，另外，把桿狀病毒的線型 DNA ( BaculoGold™ 

21100D ) 0.5μg 和按有全長 hIL-13 cDNA 的 pVL1393 質體 2

μg 混和，直於室溫下 5 分鐘後，再將其滴在培養盤的細胞中?

置於 27 0C下培養 4 個小時後，再以不合胎牛血清的培養液置換

二次之後，再以含有胎牛血清的培養液於 27 0C之下培養牛5 天，

並注意細胞型態的改變 O 培養之後 9 取培養過細胞的培養液，以

3000中m 離心 5 分鐘後，取上清液保存於 4
0

C之中 O

d. 病毒顆粒的大量增殖( Amplification ) 

取健康的細胞 7 X 106 個星於 14.5 cm的培養盤中?待細胞附

著之後，更換新的培養液，並加入初次感染之後回收的培養液

lrr泣，置於 27 下培養 3行夭 O 重複這個步驟幾次直到病毒的力
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價數變高 O 當細胞的 CPE ( Cytopathic effect )顯得很明顯時?

即可將病毒回收( harvest )。以 plpe位mg 的方式?將細胞沖下，

置於 50甜的離心管中?以 2500rpm 離心 10-15 分鐘 O 因為病毒

會由細胞中釋放出來?所以收取培養液既是病毒的懸浮液 O

e. 終點稀釋( End point dilution ) 

此實驗的目的是為偵測病毒的價數。取 2 X 104 個細胞至 12

個 wells 的培養盤的每一個槽中 9 待細胞附著之後賢以 2ml 新鮮

含胎牛血清的培養液置換，再分別加入 100μ1， 10μ1， 1μ1， 0 

μi 的病毒懸浮液，於 27 0C下培養 72 個小時，並觀察細胞是否

有明顯受感染的情形 O

若在僅加入 1μi病毒懸浮液的槽中既有明顯 CPE 的出現?

則表示病毒的力績很高;若僅在加入 100μi 病毒懸浮液的槽中

才有 CPE 的出現，則表示病毒的力價很低 O

五時間才于程( Time course ) 

取 106 個 Sf9細胞至 35mm 的培養盤中?靜置 30 分鐘，待

其附著後?以 2ml 新鮮、含胎牛血清的培養液置換骨並加入適

量的病毒懸浮液?培養於 27 0C之下?並於 12 小時之後、 24 小

時之後、 36 小時之後及 72 小時之後 9 分別收集細胞會收集得的
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細胞先以 PBS (pH6.2 )洗二次?再以 SDS-PAGE 分析以及以

rabbit anti輔hIL-13 polyclonal antibody 做西方墨點法分析之 O

第二節 流式細胞計數儀分析( Flow cytometry analysis ) 

1.分離人類單核球( isolation of human monocyte ) 

以真空採血的方式抽取志願者的靜脈血 9 加入抗凝血劑

( Heparin )後 9 已無菌的 PBS 稀釋成 3 倍 O 將此稀釋過的靜脈

血?緩'Ì'曼的加入已含有 Fico11-Hypaque 的離心管中會小心不要使

得血j液夜與 Fic∞O必11-桐祖.刊rpa叫qu間1拇e 混和 O 稀釋的靜脈血與 Ficoll-Hypaq闊

的比例為 2:1 0 此時靜脈血應於 Ficoll-Hypaque 的上層，將此離

心管以 400g 在室溫下離心 30 分鐘 O 之後，以吸管取出血清與

Ficoll-Hypaque 之間的 mononuclear cells 0 加入無菌的 PBS '再

於室溫下以 200g 離心 10 分鐘?重複此步驟二次，將 Ficoll

Hypaque 洗去。洗完後，再以 RPMI1640( 含 10% AB+ serum, 2mM 

glutamin, 50μ g/ml Streptomycin, 100U/ml penicillin )將細胞在

懸浮成 2 X 107 cells/ml 後，置於 pe甘i dish 內，於 5%C02 培養箱

內以 37 0C培養隔夜?使 monocyte 黏附於 petri dish 上。之後?

吸去培養液 9 並且以 RPMI1640 將沒有黏附於 petri dish 將沒有

吸附於 petri dish 上的細胞洗去?以冰的 PBS 在冰上培養的分鐘

後，以 plpe說mg 的方式實將黏的於 petri dish 上的 monocyte 洗下
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並收集起來。以 RPMI1640 將細胞稀釋成 2 X 106 cells/ml 之後會

培養於 37
0

C ' 5% CO2 培養箱中備用 O

( 2 )免疫螢光染色( Immunofluorescence staining ) 

將純化好的 monocytes 賢以 2 X 106 cells/ml 的濃度培養於

RPMI 1640 中，再加入各種不同濃度的hIL-13 於培養液中，分

別培養 24 , 48 及 72 個小時 C 培養完後，以 pipetting 的方式將

細胞沖下 9 再以 1500rpm 離心，吸去上清液後 9 將細胞以 2 X 

106 cells/ml 懸浮於 staining buffer ( RPMI 1640 contains 10% AB 

+ serum, 0.01% sodium azide )中 O 取 200μi 的細胞?加入 10

μi 的抗體( labeled PE or FITC) ，以錫箔紙包裹著之後 F 置

於 4
0

C下作用的分鐘 O 作用完之後，以 200 X g 在室溫下離心

10 分鐘，再以 PBS 將細胞懸浮，重覆此步驟二次會以洗去剩餘

沒有作用完的 antibodies 0 最後，將細胞懸浮 1ml 的 PBS 中會以

FACScan 分析之 O

第三節 MTT assay 

本實驗是利用前面介紹過的 TF孔細胞 F 將其與 IL-13 共同培

養時， IL-13 可促進其分裂 O 利用這個性質，測定我們戶所牙純化的

hI且L-圖竹的生物;活舌性 O
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步驟:

1.先將 TF-1 細胞以無菌的 PBS 洗二次?將原來存於培養液中的

GM-CSF 洗去以免干擾實驗 O

2.以 1000rpm 的轉速將細胞離心 10 分鐘?到去上清液，再以不含

細胞激素的培養液( cytokine 仕的 medium) ，將細胞稀釋成 2

X 105 cells/ml 0 

3. 把稀釋好了的細胞，取 100μi 至 96 wells 的細胞培養盤中備

用 O

4. 將 rhIL-13 以不同濃度，稀釋於 100 μi 培養液中，在將此含有

hIL-圖竹的培養j液夜 9 分別加至先前準備的 96 wells 細胞培養盤的

細胞中 O

5. 培養於 37 0C ' 48 個小時 O

6. 加入 40μl/well MTT Working solution (子( 4， ι 

dimethylthiazol-2-γ1 )孔，弘diphenyltetrazolium bromide J 至每

f固 well 中 O

7. 培養於 37 0C ' 2-4 個小時 O 此時若有存活的細胞時，則會出現

紫色結晶 O

8. 小心的將培養液吸去 200μ1 ，但不要吸到結晶物 O 再加入 100

μi 的 DMSO ，並輕輕的搖動至結晶物溶解 O

9. 以 ELISA reader 讀取 O.D. ( 540nm-650nm) 0 
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注意事項:

l. MTT 對細胞是有毒性的?操作時要小心 O

2. MTT 形成的紫色結晶物在 DMSO 中並不穩定，大約只能維持

40 分鐘到 l 小時空所以加入 DMSO 之後，要盡快測定吸光度 O
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結果

第一節 hIL-13 基因之製備

本實驗是要將 hIL-13 以及另一包括前導序列( leader 

peptide )的全長hIL-13 '分別以 pAcG2T 以及 pVL1393 這兩個

桿狀病毒( baculovirus )運送載體( transfer vector) ，送至昆

蟲細胞中表達 o hIL-13 DNA 與在 pET-30a 表達系統所使用的相

同?全長 hIL-13 DNA 貝lJ 是以 PCR 的方式得到。 PCR 分兩段進

行，以自 pGEX-2T 載體中切下的 hIL-13 DNA 為模版

( template) ，先進行第一次 PCR ，再以第一次 PCR 的產物作

為第二次 PCR 時的模版進行第二次 PCR ，而得到全長 hIL-13

DNA (圖 14. ) 

第二節 構築 IL-13 基因至桿狀病毒載體

先將 hIL-13 DNA 與 pAcG2T 運送載體進行按合會而全長

hIL-竹 DNA 則與 pVL1393 運送載體進行按合?兩者皆是利用

BamHI 與 EcoRl 這兩個限制酵素位置 O 按合完成的載體分別轉

型至 HB101 這個 E. coli 突變體中放大?並且以 BamHI與 EcoRl

這兩個限制酵素處理以確定接合成功(圈 15.) (圈 16.) 0 
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第三節 感染昆蟲細胞

此時把接合成功的 pAcG2T 與 pVL1393 '分別感染 SF-9 昆

蟲細胞 O 感染的方式是藉由桿狀病毒 DNA 以及 lipofectin 的幫

助費共同感染( c。“transfection )至昆蟲細胞 O

第四節 hIL-13 融合蛋白質的純化

將以桿狀病毒與 pAcG2T 載體感染的 SF-9 昆蟲細胞，再感

染三天之後?離心收集之，再以溶解緩街液( lysis buffer )將細

胞溶解，取上清液 F 並且以 Glutathione agarose beads 將 hIL-13

蛋白質純化 O 純化得到的蛋白質以 SDS-PAGE (圈 17. )以及西

方墨點分析(圈 18. )的結果得知，此蛋白質為 hIL耐 13 0 

第五節 以人類單核球對 hIL-13 進行活性分析

將以抗凝血劑( Heparin )處理過的血液賢以 Ficoll咀Hypaque

做密度梯度( density gradient )離心，取出 mononuclear cells 後 F

培養於 petri dish 中，再收集吸附於 petri dish 上的單核球 O 分離

得封的單核球先與 hIL繭的共同培養 24-72 小時，再以 anti翩

CD14 , anti-CD11b 以及 anti-CD11a 作用後，以 FACScan 分析 O

在個實驗中?我們將純化的人類單核球分別培養於含 10ng/r蚣，

lOOng/ml , 1μg/ml 的 hIL-13 (企om Baculovirus/insect cells 

system and pET system )的培養液中，分別培養 24 , 48 , 72 

個小時之後會再以 FACScan 分析?但結果並不如預期實 CDllb
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以及 CD14 的表現，並沒有顯著變化 o 1993 年 McKenzie 等人的研

究發現實若將單核球培養於含有 IL峭的的培養液中墊其型態會變

成較長?而成為梭形會但在本實驗中亦沒有明顯觀察到 O

第六節 以 MTT assay 測定 h立自 13 的生物活性

在MTTassay 中實我們 TF仆細胞分別培養於含有 2000ng/凶，

200ng/ml , 20ng/ml , 2ng/ml , O.2ng/ml , 0.02ng/ml ，以及

0.002ng/ml 的hIL-13 (from Baculovirus/insect cells system an吐 pET

system )培養液中，經過馮小時的培養後 P 加入 MTT 作用 2 小

時，吸去 200μl 培義液會再加入 DMSO 之後以 ELISArea吐er 測

定吸光度 O 結果顯示，包括 positive con缸。1 在內 9 並無顯著變化

(表1.) 0 
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表1.

hIL-13 standard pET pET pET B.V. B.V. B.V. free blank 

2000nglml 0.059 0.060 0.017 0.080 0.061 0.056 0.060 #0.005 

200nglml 0.098 0.055 0.052 0.035 0.052 0.045 0.047 0.038 #0.002 

20nglml 0.079 0.057 0.050 0.053 0.044 0.056 0.047 0.040 #0.0021 

2nglml 0.045 0.049 0.043 0.067 0.037 0.058 0.041 0.044 

0.2nglml 0.059 0.055 0.032 0.050 0.049 0.024 0.035 0.061 

0.02nglml 0.033 0.037 0.031 0.019 0.047 0.035 0.041 0.062 

0.002nglml 0.034 0.063 0.048 0.042 0.068 0.057 0.089 0.103 
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MCS 
pVL1392 

MCS 
pVL1393 

pVL1392j1393 Baculovirus Transfer Vector Set 

pVL1392/1393 
9639 bp 

310 
卡一一刊

立到心或泣且主 EagI (4139) 
Bg lII (4129) ,,_., "'00' I XbaI (4154) 

) b'" '" ~/， NOII (仟4138) I Ba叩mHI(μ4169幻

I PSII (jI33) 11 &恥叫叫叮「O吠叫1「γR則11Ii;!((Ps刮II (科41η33玲 I I ~U'" \" _U, SmaI (μ4165仿) 

CAGATCTGCAGCGGCCGCTCCAGAATTCTAGAAGGTACCCGGGATCC 
GTCTAGACGTCGCCGGCGAGGTCTTAAGATCTTCCATGGGCCCTAGG 

polyhedrin promoler 

拉瓜心泣品毀且
SmaI (4133) &oRI (4148) EagI (4159) 

BgllI (4169) 

泓枷阿BamHI耐咐mHI凹HIγi

CGGAT‘ CCCGGGTACCTTCTAGAATTCCGGAGCGGCCGCTGCAGATCT 
GCCTAGGGCCCATGGAAGATCTTAAGGCCTCGCCGGCGACGTCTAGA 

polyhcdrin promoler 
7心21 :W lf 了~ Mn 

閻 12. pVL1393 載體介紹圈
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Revision 09/94 

Pvull (5507) 

pAcG2T 
8529 bp 

Hind!Il (4394) 

Thrombin cu t 

矗 h叫.. ((2877) Eco則(2887)

"γ叫|

274 

←一→

CTG GTT CCG CGTGGA TCC CCG GGA ATT CAT CGT GACτ'GA 

Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Gly Ile His Arg Asp Stop 

GST pro帥|
Thrombín cleavage site 

圈 13. pAcG2T 質體介紹圈
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研 1 2 3 

圖 14. 1 %Agarose electrophoresis of PCR products. 

M: marker 
lane 1: hIL-13 DNA fragment encoding residues 21-131 
lane 2: 1 st PCR product 
lane 3: 2nd PCR product. 
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捕 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Kb 

21 

5.1 

2.0 

0.5 

圈 15. 1 %Agarose electrophoresis of pAcG2T plasmid purified 

from transformed JM109. 
lane 1 - 12 : pAcG2T plasmid digested with BamHl and 
EcoRl lane 13-的: pAcG2T plasmid 

76 

--. 



掰 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Kb 

21 

5.0 

2.0 

0.5 

圈 16. 1 %Agarose electrophoresis ofpVL1393 plasmid purified 
from transformed JM109 and digested with BamHI an吐

EcoRI. 
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圈 17.15% SDS-PAGE analysis. 

M : low range protein marker 

lane 1 : cell totallysate 

lanes2 ' 3 ' 4 : recombinant hIL-13 

6 

lane 5 : recombinant hIL-13 企om pET system 

lane 6 : GST 
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菌 18. Westem blotting analysis by anti-hIL-13 polyclonal Ab. 

M : low range protein marker 

lanesl : cell total1ysate 

lane 2 , 3 ' 4 : recombinant hIL-13 

lane 5 : recombinant hIL-13 from pET system 

lane 6 : GST 
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第四章討論

我們以 pGEX-2T 這一個表現載體在 E. co/i 中表現 hIL胃口

時 p 可以看到以 IPTG 刺激之後 ， E. co /i total lysate 之中，在約

38kDa 處蛋白質量增加了許多 O 以西方墨點法費用兔子抗 hIL-的

抗體偵測時發現?除了 38kDa 處的蛋白質有反應之外實在 28kDa

處的蛋白質也可被兔子抗hIL-13 抗體所認識 O 由此?我們推測

這個蛋白質可能為 GST-hIL-13 融合蛋白質被降解

( degradation )的結果 O 然而，我們進一步純化這個融合蛋白

質時卻發現實所純化得到的蛋白質幾乎均為 28kDa 分子量的被

降解過後的蛋白質 O 由於這個蛋白質仍然可以被兔子抗日L-13

抗體所認識，囡此推測這個降解之後的蛋白質可能仍然替有一小

斷的 hI且L-“-竹 O 過去的研究人員在對 hIL咀 13 進行研究時， hIL “ 13 

的來源大部份是以 pGEX 這個載體在 E. co/i 中表現，且在這樣

的系統之中， hIL-13 多呈現呈不 j容的狀態，純化的過程並不是

十分順利 O 為了能夠以較容易的方式得到多量?而且穩定的

hIL-13 來源以供研究?我們選擇了 pET這個載體來表現 hIL-13 0 

以 pET回到a 表現載體表達 hIL-13 時，表現出來的蛋白質也

是一個融合蛋白質，與一段分子量約 6kDa ，含有六個Histiding

的 polypeptide 融合在一起?由於這一段 polypeptide 的分子受只

有 6kDa ，並不像 GST 的 28kDa 這麼大，我們期望在不需將它

切除的情形之下?仍能保有hIL-13 的生物活性 O 在最初純化這

蛋白質時，我們十分順利的將這個蛋白質純化得到，並且發現其
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以一可溶性的方式表現?在 500ml 的 E. coli 培養液中，可以純

化到大約 lmg 的融合蛋白質 O 但因為在純化之後 F 蛋白質溶液

之中含有高量的蠶類( imidazol ) ，由於高濃度的盤類可能會影

響其活性以及往後對生物活性測試，所以以 PBS 透析將高濃度

鹽類去除 O但在透析的過程中，大部份的蛋白質卻因為鹽類的降

低而沈澱，因而降低了蛋白質得到的量 O 另外，在後來幾次純化

的過程中?得到的蛋白質的量較最初減少了很多?並且發現大多

以不 j容的形式表現 9 這與最初我們所看到的結果不太相同 O 由於

最初蛋白質是以可溶性的形式表現，因此我們認為這個問題可以

以調整 E. coli 培養的條件來改進 O 例如:降低培養的溫度，降

低 IPTG 刺激的量，使蛋白質產生的速率減緩 F 而有更充分的折

疊 9 提昇蛋白質的溶解率，而更利於方便純化以及提昇產量 O

在考慮hIL-的為一真核生物所產生的蛋白質?我們也利用

桿狀病毒/昆蟲細胞此真核表達系統來表現 hIL-13 0 在這個系統

之中實我們設計了二個不同形式的表現方式來表現 hIL-的 O 其

一為全長的 hIL-13 (包含 21 個氣基駿的前導序列) ，我們將其

表現在 pVL1393 載體中，並非以融合蛋白質的形式表現，因為

hIL-13 為一分泌型蛋白質 9期望藉由含有前導序列的情況之下?

可以將 hIL-13 分泌至細胞外，而在細胞培養液中可以有 hIL-口

的存在 O 但不幸的?目前為止，不論在細胞培養液中乳是 SFθ

細胞之中?均尚未偵測到有 hIL-13 的表現 O
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另一方面?我們也將一不含有?導序列的 hIL-13 DNA 構築於

pAcG2T 載體中 9 而使 hIL-13 與 GST 形成一融合蛋白質 F 以利

於日後純化 O 在這個系統中?當 SF-9 細胞在以病毒感染的 3-4

天之後?有許多的細胞就有浮起死亡的現象 O檢視細胞培養液以

及細胞內的蛋白質發現，在細胞之中可以偵測到 hIL-凹的存

在，其分子量大約為 38kDa 左右的一個融合蛋白質 O 並且可以

進一步將這個融合蛋白質純化 O 由於以 pAcG2T 這個載體表現

hIL-13 的成功，而且實驗室利用 pVL1393 表現家塵 ( house 

dust mÎte )過敏原 Der p 1 , Der pII 以及 DerpV均有很好的成

果，所以相信 hIL-13 亦能成功的以 pAcG2T 載體以非融合蛋白

質的形式，表現全長的 hIL-13 0 

在 1993 年 9 由 Rene de Waal Male如等人的研究中發現，

IL四日可以提昇 CD11b 以及降低 CD14 在單核求表面的表現 O 最

初由於我們實驗室中沒有 TF-1 細胞株可供測定 hIL-13 的生物活

性，於是利用此性質對純化得到的 hIL-13 做初步的活性測試 O

後來由於中央研究院生物醫學研究所嚴仲陽老師熱心提供 TF-1

細胞株 p 我們也利用了 TF-1 細胞株對 hIL-的做了活性測試 O

在利用人類單核球的實驗中，由於其細胞表面分子: CD11b 

以及 CD14 並沒有我們所預期的變化?而且型態變化也不明顯 O

而在 TF-1 細胞林的 MTT assay 中?可能由於在實驗的過程中操

作的疏忽 9 導致沒有預期的結果?針對這一點 9 仍須進一步的實

驗證明 O

82 



我們懷疑由於負桿狀病毒/昆蟲細胞中表現的 GST-hIL-13 這

個融合蛋白質?可能因為 GST 這段蛋白質的緣故?影響了 hIL

凹的作用?使得在對人類單核球的實驗中實沒有看到預期的結

果。另外會再由 pET“30 載體於 E. coli 中表現的hIL-13 蛋白質雪

純化的過程中乎可能有部分的蛋白質其活性被破壞了，而導致必

須加入高濃度的 hIL-13 ，細胞才有反應?而在人類單核球的實

驗中?可能加入的細胞激素當中，具有活性的比例並不多 9 因此

單核球並沒受到影響 O 再者?這個蛋白質也是一個融合蛋白質?

雖然與 hIL-13 融合的蛋白質分子量只有大約 6kDa' 但是也有可

能干擾 hIL-13 的蛋白質結構?而影響其生物功能 O 因此要解決

這些問題可能要將這個融合蛋白質的前段以 entrokinase 這個酵

素切除?並且以透析甚至通膠體過濾( gel filtration )的方式?

除去可能干擾實驗的鹽類之後，應會有好的結果 O
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