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肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（!"#$%&）在毕赤酵母中的高效表达
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（军事医学科学院生物工程研究所 北京 6$$$@6）

摘 要：从人胎盘总 F./中通过 F35GHF方法获得 I3F/JK基因的 DL./，并通过构建高拷贝表达载体在毕赤酵母中
获得了高效表达，表达量可达 !$M6<NOK。并对表达产物进行了分离纯化和生物学活性分析，获得了纯度大于 7$P
的纯品，该样品能明显表现出诱导 K7#7肿瘤细胞凋亡的作用，半数致死量为 $M64!NO<K，与文献报道的大致相同。
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肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（3+<’R ,-DR’5
I=I S9DT’R5R-(9T-U 9V’VT’I=I5=,U+D=,N (=N9,U，3F/JK）或称
凋亡素 # 配体（/V’# (=N9,U，/V’#K），属于肿瘤坏死
因子家族，可激活肿瘤细胞的快速凋亡［6］，由于其独

特的凋亡诱导方式和特异性杀伤肿瘤细胞的特点成

为研究热点，使 3F/JK 有可能成为新的抗肿瘤药
物。3F/JK 是一个 !$WL 的"型跨膜蛋白。人
3F/JK分子的细胞外区域与 89IO/V’56OHL71 配体、
3.85#（3+<’R .-DR’I=I 89DT’R5#）、K35#（KB<VC’T’:=,5#，
淋巴毒素5#）和 K35$（KB<VC’T’:=,5$，淋巴毒素5$）的
同源性分别为 #4P、#"P、#"P 和 ##P［#］。在人体
多种组织中可以检测到 3F/JK <F./的转录，包括
成人的脾脏、前列腺、卵巢、小肠、大肠和胎盘等，但

大脑、肝脏和睾丸中不转录此因子。3F/JK受体属
于 3.8 受体超家族，主要包括 1 种：6）3F/JK5F6
（LF!O/V’5#/）；#）3F/JK5F#（LF1O3FJHXOW=((-R）；"）
3F/JK5F"（LDF6O3FJLOKJ3）；!）3F/JK5F!（ LDF#O
3FY.LL）；1）骨保护蛋白（ZIT-’VR’T-N-R=,，ZG[）。前
两种是死亡受体，最后一种是与骨密度调节有关的

可溶性受体，中间两种为诱骗受体。这些受体（除

ZG[外）都属于%型跨膜蛋白，胞外区高度同源。
LF!和 LF1 分布较广，有完整的胞内死亡结构域
（L-9TCU’<9=,，LL），与配体结合后通过胞内信号传
导通路可诱导凋亡；LDF6 和 LDF#胞内死亡结构域
或缺失或不完整，与配体结合不能诱导凋亡［"］。

目前国内外利用基因工程技术表达重组人

I3F/JK，主要是利用大肠杆菌表达系统，表达产物主

要以包涵体的形式存在，要得到天然活性的 I3F/JK
必须先进行包涵体的制备、变性和复性的研究。因

此，本课题利用 F35GHF 从胎盘总 F./ 中得到
3F/JK胞外可溶部分（I’(+\(- 3F/JK，I3F/JK）的基
因，通过高拷贝表达载体的构建，使重组 I3F/JK获
得了高表达，并对表达产物的理化性质和活性做了

初步的鉴定。

’ 材料和方法

’(’ 材料
大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）L]1#、巴斯德毕赤酵

母菌（+’#$’( ,("-)&’"）[^661和 _""均由本室保存；质
粒 VGJH7 和 VGJH0#均由本室保存；3.8#、I3F/JK和
I3F/JK多克隆抗体购自 G-VR’3-DC ;H KTU 公司；人
血清白蛋白国家标准品购自国家生物制品检定所；

牛血清白蛋白、碳酸酐酶和溶菌酶购自 /<R-ID’；
K7#7细胞（小鼠成纤维细胞瘤细胞）由本室保存；限
制性内切酶、.(/L./ 聚合酶、3! L./ 连接酶、F35
GHF试剂盒、质粒快速提取试剂盒分别购自华美公
司、博大公司和上海生工生物工程技术服务有限公

司；分离纯化介质 ]=3R9V3‘ HC-(9T=,N ]G、̂+V-RU-:3‘

@1购自 GC9R<9D=9公司和中国科学院大连化学物理
研究所。

’() *+#引物设计和合成
根据 [-,29,W 报道的基因序列，设计了 " 对

GHF引物分别用于 F35GHF、克隆至 VGJH7和 VGJH0#
质粒中。引物由军事医学科学院生物工程研究所技



术保障室合成。序列如下：（!）用于 "#$%&"：’($
))&#&*)*))))*))#**&#)#*)#**)**#&$+(（上
游 ）； ’($))*))##&&#)##)*&&))&#)))))**&&$
&&$+(（下游）。（,）用于克隆至 -%.&/ 质粒中：’($
))&#&*)*))))*)*#*)*)*)))*)**#&&#$+(（上
游 ）； ’($))*))##&&#)##)*&&))&#)))))**&&$
&&*))$+(（下游）。（+）用于克隆至 -%.&0!质粒中：
’($))&#&*)*))))*)*#*)*)*)))*)**#&&#$+(
（上游）；’($))#&#)*)&#)##)*&&))&#)))))**&$
&&&*)))$+(（下游）。
!"# 重组 $%&’()基因的克隆
按照 "#$%&" 试剂盒的方法进行反转录反应，

获得的反转录产物即 123)可以作为 %&"反应的模
板。%&" 反应条件为：/45 +678；/45 +9:，’95
+9:，;,5 49:，,’ < +9个循环；;,5 !9678。
!"* 重组 $%&’()表达载体的构建和表达
!"*"! 单拷贝表达载体的构建：用 !"#""和 $%#
"（或 $%#"和 $&’"）双酶切 %&" 产物和 -%.&/
（-%.&0!）载体，电泳纯化，回收酶切的基因片段和载
体，然后用 #4 23)连接酶进行连接，连接产物转化
大肠杆菌 2=’!，+;5培养 !>?后进行鉴定，并挑选
阳性克隆测序。

!"*"+ 多拷贝表达载体的构建：将上一步构建的
-%.&0!单拷贝表达载体进行 (’)="、(*+#双酶切
和 (’)="单酶切，电泳纯化、回收、去磷酸化和连
接，酶切鉴定，这样就构建完成双拷贝表达载体；挑

取阳性克隆重复前面的步骤构建四拷贝表达载体。

!"*"# 诱导表达：将构建好的表达载体线性化后转
化毕赤酵母宿主菌，用选择性培养基筛选表达菌株。

将工程菌接种到 ’6@ A%2液体培养基中，+95培养
过夜后，再转接到 BC*A液体培养基中，待甘油消耗
尽后加入 9D’E的甲醇进行诱导，诱导大约 ;,?后离
心收集上清，进行 F2F$%)*G分析。
!", 表达产物的分离纯化
!","! 发酵液上清的粗纯化：首先取 49E饱和度的
硫酸铵，缓慢且均匀的加到发酵液上清中（避免硫酸

铵局部浓度过高），搅拌至硫酸铵完全溶解；然后将

浑浊液在 45静置 4 < >?；最后用 H999 < !9999IJ678
离心 +9678，去上清保留沉淀。
!","+ 37柱的亲和层析：将沉淀用含 9D’6KLJ@ 3M&L
的 9D!6KLJ@ -=HD9 醋酸钠缓冲液悬起。用含
9D’6KLJ@ 3M&L的 9D!6KLJ@ -=HD9醋酸钠缓冲液平衡
37离子亲和层析柱，上样后再用 9D’6KLJ@ 3M&L 的
9D!6KLJ@ -=HD9 醋酸钠缓冲液平衡，最后用含

9D’6KLJ@ 咪唑和 9D’6KLJ@ 3M&L 的 9D!6KLJ@ -=HD9
醋酸钠缓冲液平衡洗脱。收集各蛋白峰进行 F2F$
%)*G分析。
!","# 08, N离子柱的亲和层析：37柱亲和层析后样
品经稀释或透析到含 ’966KLJ@ 3M)& 和 9D’6KLJ@
3M&L -=>D/’ 的液体中，然后用 08, N 离子亲和层析
的预装柱做进一步的纯化，上样后用含 ’966KLJ@
3M)&和 9D’6KLJ@ 3M&L -=4D9 的缓冲液进行洗脱。
收集各蛋白峰进行 F2F$%)*G分析。
!","* 超滤浓缩：08, N柱亲和层析后的样品经截留
分子量为 !9O2的超滤管浓缩，有利于以后的理化性
质的分析及生物活性的鉴定。

!"- 重组 $%&’()的生物学活性测定［*］

将对数生长期的 @/,/细胞稀释浓度到 , P !9’

个J6@，取 />孔细胞培养板，每孔中加 !99$@细胞悬
液，在 +;5，’E &Q, 培养箱中培养；用含 ,$RJ6@放
线菌素 2 的细胞培养液倍比稀释 :#").@ 纯品和
#3S标准品，#3S标准品 !98RJ6@上板做倍比稀释，
共 !9个稀释度；将纯化后的 :#").@稀释至 ,$RJ6@
上板，同样做 !9个稀释度；在 +;5，’E &Q, 培养箱

中继续培养 ,4?，培养时间以阳性对照孔中的细胞
全部死亡为准。每孔加入 ,9$@ C##溶液后继续培
养 ’?，然后加入 H9$@ !9E F2F溶解液，待结晶物完
全溶解后测定 ’;986的吸收值。
!". 重组 $%&’()样品的/0$1023 4561分析
纯化的重组 :#").@ 进行完 F2F$)%*G 电泳后

通过电转移的方法将 :#").@转移到硝酸纤维素膜
上。将硝酸纤维素膜放在一平皿中，加入封闭液，

+;5下轻轻振荡 , < +?。封闭结束后用 %BF洗 +次，
将硝酸纤维素膜浸泡在一抗溶液中，室温下轻轻振

荡 ,?。将硝酸纤维素膜用 %BF洗 + 次，每次 ’678。
将膜浸泡在二抗溶液中，在室温下轻轻振荡 !?。取
出硝酸纤维素膜，用 %BF洗 + < ’次，每次 ’678。将
膜放入显色液中，室温下轻轻摇动。观察显色反应，

当条带达到所需深度时，立刻用水终止显色，然后将

膜转入 %BF中保存。

+ 结果和讨论

+"! 表达载体的构建
以胎盘总 "3)为模板，采用 "#$%&"方法扩增

目的基因片段。扩增产物经琼脂糖电泳在约 9D’OT
处有一明显扩增片段。按 !D4节中的步骤构建单拷
贝和多拷贝表达载体，并用酶切进行鉴定。

+"+ 重组 %&’()的高效表达和表达量的确定
选取单拷贝和四拷贝的 -%.&0!$:#").@JU$++表
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达菌株以及 !"#$%&’()*#+,-.//0表达株在摇瓶里分
别进行诱导表达，待诱导到 123后对每个表达菌株
分别取上清进行 .4.&"*-5 分析［0］，观察各转化子
在表达条带上有无差异（图 /）。从电泳结果可见，
第 6泳道的 !"#$7!&’()*#+,866 四拷贝表达菌株的
表达量明显高于另两株。

根据图 /中 0 9 1泳道外标蛋白的扫描积分面
积值与蛋白浓度的关系，计算得到 !"#$%&’()*#+表
达菌株、!"#$7!*&’()*#+单拷贝表达菌株和 !"#$7!&
’()*#+四拷贝表达菌株的表达量分别为 :;%<=,+、
/>;:<=,+、?>;/<=,+。因此，增加受体菌的基因剂量
的方法，能明显提高目的蛋白 ’()*#+的表达量，所
以我们选用 !"#$7!&’()*#+四拷贝表达株为 ’()*#+
的工程菌。

图 ! 外标法测定培养上清中 "#$%&’表达水平的 ()(*
+%,-
@A=B/ .4.&"*-5 CDCEF’A’ GHI JK!IJ’’AHD HG ’()*#+ AD LMENMIJ ’M!JINCDN

/ B !"#$%&’()*#+；2 B !"#$7!&’()*#+（/LH!F）；6B !"#$7!&’()*#+（?LH&

!AJ’）；? BOHEJLMECI PJA=3N <CIQJI；0 9 1B R.* 2"=，/"=，>B0"=B

./0 重组蛋白的分离纯化
发酵液离心留上清，通过 ?>S饱和硫酸铵沉

淀，大部分目的蛋白被沉淀下来。按照材料与方法

中的两步亲和层析，去掉了大部分杂蛋白。将各步

骤的洗脱液进行 .4.&"*-5分析，在 2>;/Q4下方明
显可见目的蛋白条带（图 2）。经薄层凝胶扫描分析
第二步亲和层析后目的蛋白的纯度大于 %>S。

图 . "#$%&’的纯化结果
@A=B2 .4.&"*-5 CDCEF’A’ GHI !MIAGALCNAHD HG ’()*#+

/B OHEJLMECI PJA=3N <CIQJI；2B $MENMIJ ’M!JINCDN；6B .MEGCNJ !IJLA!ANCNAHD；

?B TA U L3JECNAD= L3IH<CNH=IC!3F；0 B 7D2 U L3JECNAD= L3IH<CNH=IC!3FB

./1 重组蛋白理化性质的鉴定

./1/! 重组蛋白 T 端氨基酸序列的测定：重组
’()*#+经 .4.&"*-5分析，电转移至 "V4@膜上，染
色脱色后剪下目的条带做 T末端氨基酸残基进行
了测定分析。测定结果显示样品 T 末端的氨基酸
序列为 V&)&5&)&-&"&W，与 -JDXCDQ 报道的 ’()*#+
序列相一致。

./1/. 重组蛋白分子量的测定：分子量是表征一个
蛋白的特性的重要参数之一。将重组 ’()*#+纯品
进行反相处理并冻干后，送交军事医学科学院仪器

中心用质谱进行分子量的测定。测得 ’()*#+的精
确分子量为 /%?%/4C与根据其氨基酸序列计算的理
论分子量 /%?%/;Y0 仅差 ?;? Z />[ 6 S，在仪器的误
差范围以内，可认为重组 ’()*#+样品的分子量是正
确的，并证明没有发生氨基酸的降解缺失。

./1/0 重组蛋白表观分子量的测定：由于在 .M!JI&
\JK(O 10分析时，流动相可用接近于生理条件的磷酸
盐缓冲液，因而可测定蛋白在生理条件下的表观分

子量。我们采用牛血清白蛋白、碳酸酐酶、溶菌酶和

’()*#+分别通过凝胶层析（.M!JI\JK(O 10），根据它
们的出峰时间与分子量的关系来推断 ’()*#+的表
观分子量。结果显示（表 /），’()*#+的表观分子量
为 0:;%Q4，约为 .4.&"*-5 和质谱测得分子量的 6
倍，说明 ’()*#+在生理条件下可能是以三聚体形式
存在的，还应考虑到分子形状这一因素。

表 ! 表观分子量的测定
(C]EJ / OJD’MICNAHD HG C!!CIJDN <HEJLMECI PJA=3N HG ’()*#+

.C<!EJ OHEJLMECI PJA=3N,Q4 )CNJDNAHD NA<J,<AD

*E]MDA< ::;> /?;>

$CI]HDAL CD3F\IC’J 6>;> /%;0

+F’H^F<J /?;? 2Y;0

’()*#+ C]HMN 0:;% /?;0

./1/1 免疫印迹：.4.&"*-5结果显示酵母分泌表
达的 ’()*#+分子量大约为 2>Q4，与理论值基本一
致。使用 ’()*#+ 多克隆抗体进行 _J’NJID ]EHN 鉴
定，结果显示所表达的目的蛋白能与其相应的抗体

发生特异性免疫反应（图 6）。进一步证实了重组
’()*#+蛋白具有免疫原性。
./2 重组蛋白生物活性测定
依据 ’()*#+能够诱导 +%2% 肿瘤细胞的凋亡，

并且在一定的浓度范围内，加入 ()*#+的量与肿瘤
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图 ! "#$%&’的免疫印迹
!"#$% &’()’*+ ,-.) ./ (01234

5$6.-’78-9* :’"#;) <9*=’*；> ? @$ ABACD2EF ./ (01234 (9<G-’；H ? I$

1’(G.+J"+# *’(8-) ./ :’()’*+ ,-.) $

细胞死亡的数量之间存在一定的量效关系，因此我

们按照材料与方法中的细胞测活方法对 (01234纯
品的生物学活性进行了分析［K］（图 @）。结果显示
(01234和 0L!!的活性曲线近似为标准的“A”型，说
明二者对 4M>M细胞有诱导其凋亡的作用。对照组
!"HIN吸收值的平均值约为 NOK（设为 5NNP），因此半
数细胞死亡的吸收值应为 NO%，所以 (01234和 0L!!
的半数致死量（引起 HNP细胞死亡）应为吸收值
!"HINNO%所对应的蛋白浓度。0L!!的初始浓度为

5N+#Q<4，(01234的初始浓度为 >"#Q<4。因此，0L!!
的半数致死量约为 NO5K+#Q<4，而 (01234的半数致
死量约为 NO5R"#Q<4。与国内外相关报道的结果比
较说明酵母分泌表达的 (01234蛋白具有很好的抗
肿瘤活性，该项工作为今后对 01234进行结构与功
能的研究打下了扎实的基础。

图 ( #)*!和 "#$%&’对 ’+,+细胞的杀伤作用
!"#$@ ST).).U"7")T ./ 0L!!9+J (01234 .+ 4M>M 7’--(
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