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　　肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体 ( Tumor related ap2
op tosis inducing ligand, TRA IL) ,亦称 Apo22L ,是由 W iley, et

a l.在 1995年搜索 EST数据库时首次发现并成功克隆的 ,

是继 TNF和 FasL之后发现的第三个 TNF家族的凋亡分

子 [ 1 ]。哺乳动物的 TRA IL在很多正常的组织中都能表达 ,

尤其是在脾脏、前列腺和肺中。此外 , TRA IL蛋白还具有可

特异性的诱导肿瘤细胞的凋亡 ,而对正常细胞无杀伤作用

的特点。这种有效选择性为肿瘤的生物治疗开辟了新的前

景 [ 1, 2 ]。目前 ,有关 TRA IL的研究主要集中在人、鼠等高等

脊椎动物的凋亡途径以及抗肿瘤功能方面 ,鱼类中相关研

究尚不多见。至今仅见草鱼 ( C tenopharyngodon idellus)、鳜

鱼 (S in iperca chua tsi) Tra il基因的相关研究 [ 3, 4 ]。鳜是我国

一种重要的淡水养殖对象 ,但是各种疾病的发生严重影响

着其产量 [ 5, 6 ]。免疫防治是控制疾病的重要途径。目前对

鳜免疫学的研究已经在免疫球蛋白和一些非特异性免疫因

子的克隆方面展开 [ 7—9 ]。本文对鳜 Tra il基因完整的开放

阅读框以及鳜 Tra il推断的活性部位 (第 84—283氨基酸 )

进行了克隆 ,并将整个开放阅读框以及推断的活性部位的

片断重组在原核表达载体 pET232a上 ,于大肠杆菌中进行

了高效表达 ,这些研究为制备鳜 TRA IL的多克隆抗体奠定

了基础。

1　材料与方法
111　材　料　

11111　实验鱼　鳜购自武汉牛山湖渔场 ,试验进行前在池

中暂养两周 ,每日投喂活泥鳅 ,水温保持在 (23 ±2)℃。

11112　试剂　TR Izolµ Reagents试剂、逆转录酶试剂购自 In2
vitrogen公司 ; DEPC、DNase I、ExTaq酶、DNA marker、T4连接

酶均购自 TaKaRa公司 ; PCR引物由上海华诺公司合成 ;质粒

提取试剂盒、PCR胶回收试剂盒购自 Promaga公司 ;融合表

达载体 pET232a购自 Novagen公司 ; DH25α、Rosetta2gam i DE3

为本室保种 ;限制性内切酶 EcoR I、Xho I、B am H I和 H ind III

购自 TaKaRa公司 ,其他试剂均为国产分析纯。

112　实验方法　

11211　组织总 RNA的提取　取活鳜的头肾组织放入液氮

中 ,后取出加入预冷的 TR Izol提取液 ,按照说明书步骤提取

组织总 RNA。所得的 RNA溶解于 DEPC处理水中 ,迅速进

行逆转录 ,以获得鳜 Smart cDNA,逆转录方法按照说明书

进行。

11212　鳜 TRA IL原核表达载体的构建　根据鳜 Tra il的全

长 cDNA序列 (登录号 : AY839276 ) [ 4 ] ,利用 p rimer510软件

设计引物。用引物 TRA ILexpF和 TRA ILexpR扩增已获得的

ScTra il cDNA序列上的开放阅读框。ScTrail基因的上游引物

序 列 TRA ILexpF 为 ATTGTGAATTCGGCGGGTCGGTCGG2
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TATG,下游引物序列 TRA ILexpR为 CTGCGCTCGAGGAGTC2
CTGCGTCTGATC,分别含有 EcoR I和 X ho I酶切位点 (用下

划线表示 )以及起始密码子 (用黑体表示 )。终止密码子已

经包含在 PCR扩增的片断中。以鳜的 Smart cDNA为模板 ,

进行 RT2PCR来获得目的片断 ,反应条件为 : 94℃预变性

5m in; 94℃变性 30 s, 60℃退火 30 s, 72℃延伸 1m in,共 30个循

环 ; 72℃再延伸 7m in。PCR扩增产物经 112%琼脂糖凝胶电

泳鉴定。按照 Omega公司的质粒提取试剂盒的说明书来提

取 pET232a的质粒。同时用 EcoR I和 Xho I两种酶分别酶切

上述 PCR得到的 ScTra il基因和 pET232a表达载体质粒 ,用

1%琼脂糖电泳并纯化回收后 ,用 T4连接酶连接 8h以上 ,将

连接产物转化于大肠杆菌宿主菌 (DE3)中 , PCR鉴定阳性菌

落后送公司测序 (图 1)。

用引物 F12和 R12[ 4 ]扩增鳜 TRA IL推断的活性部位。

采用与上述同样的方法构建原核表达的重组质粒 pET32a2
sScTRA IL (图 2)。

11213　重组质粒的诱导表达及 SD S2PAGE鉴定 　将测序

正确的阳性菌液重新接种于含氨苄青霉素 (Amp icillin )

100μg/mL、卡那霉素 ( Kanamycin) 15μg/mL、四环素 ( Tetracy2
line) 1215μg/mL、氯霉素 ( Chloramphenicol) 34μg/mL的 LB

培养液 (以含空载体的细胞设立空白对照 )。对于表达完全

阅读框的重组质粒 pET32a2ScTRA IL ,分别在 37℃和 25℃,

150 r/m in条件下培养至 OD600为 016左右时 ,取出 1mL作

为阴性对照。诱导组加异丙基硫代β2半乳糖苷 ( IPTG)至

终浓度为 1mmol/L ,然后继续以相同培养条件培养 ,分别取

诱导 2h和 4h收集的诱导组菌液。收集的菌液经离心后进
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行超声破碎 ,分别收集上清和沉淀 ,通过 SDS2PAGE电泳对

表达产物进行分析。对于表达鳜 TRA IL推断活性部位的

重组质粒 pET32a2sScTRA IL ,经 IPTG在 25℃诱导 8h后 ,分

别收集上清和沉淀 ,通过 SDS2PAGE电泳对表达产物进行

分析。

11214　鳜 TRA IL融合蛋白 W estern blot检测　　在确定

最佳诱导条件后 ,诱导表达鳜 TRA IL蛋白 ,分别将超声破碎

后的上清和沉淀进行 SDS2PAGE。然后将其转移至硝酸纤

维素膜上 ,用鼠抗 6组氨酸的单抗为一抗 ,二抗为碱性磷酸

酶耦联的山羊抗鼠 IgG与之反应 ,各步骤之间用含 0105%

Tween的 TBS清洗膜 3次 ,每次 5m in,最后用 nitroblue tet2
razolium chloride and 52bromo242chloro232indolyl2phosphate

(NBT/BC IP)显色。

11215　鳜 TRA IL活性蛋白的过柱纯化　根据 Novagen pET

系统操作手册 ,利用多聚组氨酸 (H is)标签融合蛋白纯化树

脂 ( H is2B ind Resin, Novagen )对鳜重组质粒 pET32a2sSc2
TRA IL表达的可溶蛋白进行纯化。在诱导表达大量目的蛋

白后 , 4℃下 10000 r/m in离心 5m in弃上清 ,向细菌沉淀中加

入 4℃用冰预冷的 1 ×N i2NTA结合缓冲液 ( 50 mmol/L

NaH2 PO4 , 300 mmol/L NaCl, 10 mmol/L咪唑 , pH810) ,每

100 mL培养液加入 4 mL结合缓冲液 ,重悬菌体。 - 40℃冷

冻 ,室温溶解 ,反复冻融三次。再在冰水浴中超声 10m in

(10w,超声 10 s, 间隔 10 s) ,破碎菌体。4℃下 10000 r/m in

离心 20m in,保留上清液。

将树脂充分重悬 ,取 4 mL悬液加到 10 mL沉降柱

( Gravity column)中 ,树脂自然沉降后 ,加 1 ×N i2NTA结合缓

冲液洗两次。将菌体上清液加到处理好的树脂中 , 4℃轻柔

混匀 ,结合 2h。树脂自然沉降后 ,打开沉降柱下端的管帽 ,

让缓冲液缓慢流出。液体流完后 ,加 1 ×N i2NTA漂洗缓冲液

(50 mmol/L NaH2 PO4 , 300 mmol/L NaCl, 20 mmol/L咪唑 ,

pH810) 5 mL,轻柔混匀 ,漂洗两遍。然后加 1 ×N i2NTA洗

脱缓冲液 (50 mmol/L NaH2 PO4 , 300 mmol/L NaCl, pH810,

咪唑浓度分别为 160、200、250 mmol/L ) ,按照咪唑浓度由低

向高洗脱并收集目的蛋白。

2　结　果
将构建好的基因重组表达质粒 pET32a ( + ) 2ScTRA IL

和 pET32a ( + ) 2sScTRA IL送北京奥科测序公司测序 ,测序引

物是表达质粒 pET32a ( + )的通用引物。测序结果表明 ,这

两个重组表达质粒插入的序列与 ScTra il序列完全一致。酶

切位点也是准确的。

鳜 Trail基因重组质粒 pET32a ( + ) 2ScTRA IL经 EcoR I

和 Xol I双酶切反应后 ,电泳结果 (图 3)。泳道 2中存在

pET32a (419kb)和 ScTrail ( 898bp )开放阅读框的插入片段。

鳜 Tra il基因重组质粒 pET32a ( + ) 2sScTRA IL的酶切电泳结

果未显示。

将基因重组质粒 pET32a ( + ) 2ScTRA IL转化 Rosetta2ga2
m i(DE3)感受态细胞。经 IPTG诱导后 ,含 pET32a ( + ) 2Sc2
TRA IL的大肠杆菌在大约 51kD处出现一条明显的蛋白特

图 3　重组质粒 pET32a ( + ) 2ScTRA IL的双酶切后的电泳图

Fig13　The combined p lasm id of pET32a ( + ) 2ScTRA IL enzymed by

EcoR I and Xol I

M1: Lambda DNA /H ind Ⅲ + EcoR IMarker; M2: DL2000

征带 , 这与理论估计的相对分子量 5111kD相符 (图 4 )。

以未经 IPTG诱导的重组表达克隆总蛋白作为阴性对照。

阴性对照中重组蛋白仅有微弱表达 ;而经 IPTG诱导后 ,重

组蛋白大量表达 ,并且表达量在诱导后 2—4h内逐渐上

升。细菌经超声波破碎后 ,在上清中可以看出少量重组蛋

白的存在 ,大部分的重组蛋白存在于沉淀中 ,这说明原核表

达整个开放阅读框的重组蛋白主要以不溶的包涵体形式存

在于大肠杆菌中。

图 4　pET232a ( + ) 2ScTRA IL表达产物的 SDS2PAGE分析

Fig14　SDS2PAGE of the recombination protein pET232a ( + ) 2ScTRA IL

M,分子质量标准 ;对照 ,未经 IPIG诱导的含重组质粒的 Rosetta2gam i

　　(DE3)菌体总蛋白 ; 1, IPTG诱导 2h的样品 ; 2, IPTG诱导 4h的样品

M, p rotein marker; 1, the samp le induced 2h by IPTG; 2, the samp le

　　　　 induced 4h by IPTG

用了截短的 S cTra il基因片断进行原核表达 ,在原核表

达载体 pET232a ( + )中插入了 603 bp的片断 ,编码 201 aa。

将基因重组质粒 pET32a2sScTRA IL转化 Rosetta2gam i(DE3)
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感受态细胞。经 IPTG诱导后 ,含 pET32a2sScTRA IL的大肠

杆菌在大约 42 kD处出现一条明显的蛋白特征带 , 这与理

论估计的相对分子量 42 kD相符 [ 4 ]。阴性对照中重组蛋

白仅有微弱表达 ;而经 IPTG在 25℃诱导 8h后 ,重组蛋白

大量表达 ,诱导后的细菌经超声波破碎后 ,在上清和沉淀

中都可以检测到鳜 TRA IL重组蛋白的大量表达 [ 4 ]。这说

明获得可溶性重组蛋白的原核表达载体的构建是成

功的。

　　用抗六个组氨酸的单抗检测 pET32a ( + ) 2ScTRA IL重

组蛋白的表达情况。W estern blot结果显示 (图 5) ,在细菌经

超声波破碎后的沉淀中 ,带有标签的重组蛋白有大量的表

达 ,而在上清中仅有微量的表达。该结果再次证明表达载体

构建的准确性 ,同时由于存在六个组氨酸的标签 ,可以进行

重组蛋白的亲和纯化。

将基因重组质粒 pET32a2sScTRA IL 可溶性蛋白经

H is1B ind Resin (Novagen)在天然条件下纯化。图 6显示了

重组蛋白在不同咪唑浓度下洗脱的结果。 SDS2PAGE结果

显示在咪唑浓度为 200 mmol/L时 ,重组蛋白洗脱的最纯 ,而

在咪唑浓度为 250 mmol/L时 ,重组蛋白的洗脱量最大 ,但是

有很弱的杂蛋白存在。

3　讨　论
ScTRA IL是典型的 Ⅱ型跨膜蛋白 ,没有前导肽 ,具有

跨膜区。利用 pET表达系统对 S cT ra il基因完全的开放阅

读框以及去掉跨膜区的活性区段进行重组表达质粒

pET32 a ( + ) 2ScTRA IL和 pET32 a ( + ) 2sScTRA IL的构建 ,

得到预期的分子量条带 ,并经测序证实表达载体构建的

准确性。

pET表达系统与重组蛋白在大肠杆菌中表达的其他系

统相比 ,具有很高的表达效率。该表达系统是依据 T7启动

子来进行工作的 ,目前该表达系统已经完成了数千种重组蛋

白的表达 [ 10 ]。为获得最佳表达量 ,我们研究了 IPTG诱导的

时间以及温度对鳜 TRA IL融合蛋白表达的影响。含有整个

开放阅读框的重组质粒 pET32a ( + ) 2ScTRA IL无论是在 37℃

还是在 25℃,都主要是以包涵体形式存在。而采用去掉跨膜

区构建的重组质粒 pET32a ( + ) 2sScTRA IL经 IPTG在 25℃诱

导 8h后 ,在上清中可以看到大量重组蛋白的存在 [4 ]。该结果

表明插入序列中跨膜区的存在影响可溶性重组蛋白的表达。

根据不同实验目的的要求 ,通常制备带有以下标签的融

合蛋白 : S·Tag、T7·Tag、GST·Tag、H is·Tag、HSV·Tag、

Trx·Tag、Nus·Tag等。本研究中使用的 pET232a ( + )载体

C、N端带有 H is·Tag,它是常用的纯化蛋白的融合标签。利

用 H is·Tag的融合蛋白标签 ,我们在天然条件下得到了鳜

TRA IL蛋白。在不同咪唑浓度洗脱条件下 ,可溶蛋白的纯度

和产率有很大的差异。这表明咪唑浓度的优化可以确保纯

度和产率之间的最佳平衡。

我们已有的研究结果显示鳜 TRA IL在结构和表达方

式上都类似于其他脊椎动物的 Tra il基因 [ 4 ] ,那么它是否也

具有类似于哺乳动物 TRA IL诱导肿瘤细胞凋亡的功能呢 ?

鳜 TRA IL可溶蛋白的纯化为研究 ScTRA IL的功能提供了

可能。尽管研究结果显示用原核表达获得的 TRA IL可溶

性蛋白经纯化后 ,直接加到人 Hela细胞和 Jurkat细胞中 ,

没有发现凋亡现象的发生 ,但利用此原核表达系统纯化的

可溶蛋白免疫小鼠所制备的鼠抗 ScTRA IL多克隆抗体能

够很好的识别组织中的 TRA IL蛋白 [ 4 ]。因此该研究为鳜

TRA IL多克隆抗体的制备以及 ScTRA IL的功能研究提供了

良好的基础。
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