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人类肿瘤坏死因子相关凋亡配体活性部位

基因在毕赤酵母中的表达

徐 红! 赖心田# 叶 凯! 马辉文!" 洪 葵%

!（武汉大学药学院 武汉 6%$$1#）
#（海南华康生物制品研究所 海口 A1$%!$）

%（华南热带农业大学热带作物生物技术国家重点实验室 海口 A1!!$!）

摘 要 探讨了人类肿瘤坏死因子相关凋亡配体（2BCDE）生物活性部分在巴斯德毕赤酵母（3#0"#+ 4+&/(*#&）中的分
泌表达。由于 2BCDE活性部位区第 !6"0!A$氨基酸含有一个 5%6#位点，根据 3#0"#+ 4+&/(*#& 分泌表达的特点，对 !6"
位氨基酸进行了改造，使其编码的氨基酸由 C-F突变为 EGH。这样使 2BCDE在分泌的过程中不被 5%6#切割，保证了
片段的完整。序列分析正确后，将编码 2BCDE的可溶区的基因片段插入到酵母表达载体 IJDK"L中，使之位于!0因
子信号肽下游，且与之同框，构建分泌型表达载体 IJDK"L02BCDE。采用原生质体法将重组质粒转化 3#0"#+ 4+&/(*#&
菌株 MN!!A，获基因工程菌株 3#0"#+ 4+&/(*#&（IJDK"L02BCDE）。将工程菌用甲醇诱导培养 % O 6?，对摇瓶发酵的培养上
清进行 NPN0JCM9、Q3HR3-@ S(’R分析和体外生物活性检测，结果发现发酵液中分子量约为 !"TP和 %4TP的蛋白质能
被 2BCDE多克隆抗体特异性识别，且具有在体外诱导肿瘤细胞凋亡的活性。通过薄层扫描分析显示目的蛋白最高
可占可溶性总蛋白的 %5U。上述实验结果表明，在 3#0"#+ 4+&/(*#& 中表达的 2BCDE能以寡聚体的形式存在并且具有
生物学活性。
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肿瘤坏死因子相关凋亡配体（2*70-3(,R3? ,I’IR’0
H;H ;@?>.;@F (;F,@?，2BCDE）或称凋亡素 #配体（CJW #
(;F,@?，CI’#）是属于 2*7 家族的细胞因子。编码
2BCDE的基因于 !""A年从人的表达标签（9N2）文库
中发现，在人体的多种组织器官，如肝脏、肺、胎盘、肾

脏及外周血淋巴细胞中广泛表达［!，#］。2BCDE由 #4!
个氨基酸残基组成，是一种典型的 DD型跨膜蛋白。它
包含有 *0端胞质结构域（氨基酸 ! X !4），跨膜区（氨
基酸 !" X %4）和胞外区（氨基酸 %" X #4!）。胞外区为
可溶部分，也是生物活性存在部位，能迅速诱导多种

肿瘤细胞和病毒感染细胞凋亡，并且对正常细胞组织

无毒害作用［!，#］。2BCDE的这些特征使 2BCDE逐渐成
为肿瘤治疗药物开发的热点。据 B3>R3-H/3,(R/最新报
道，2BCDE能在体外彻底清除艾滋病病毒，这一发现
也为艾滋病患者带来了希望。

目前 2BCDE研究的一个重要方面是研究 2BCDE
寡聚体，如二聚体、三聚体、或者更高形式的寡聚体

的生物学功能。寡聚体可以通过 2BCDE 蛋白分子
间的二硫键的结合或 2BCDE分子链的非共价键的
相互作用而形成［!］。目前报道的寡聚体有 7.融合
的二聚体和四聚体、亮氨酸拉链结构的三聚体。

2*7家族成员有高度的寡聚化趋向，一般是以三聚
体的形式表现出生物活性［%，6］，三聚体形式的 2BCDE
在增强生物学活性方面被认为占有优势［!］。由于

2BCDE活性部位区第 !6" O !A$ 氨基酸含有一个
5%6#位点，根据 3#0"#+ 4+&/(*#& 分泌表达的特点，本
项研究利用 JKB定点突变技术对第 !6" 位氨基酸
即 2BCDE P*C序列第 A%! X A%6SI进行改造，使其编
码的氨基酸由 C-F突变为 EGH。这样使 2BCDE在分
泌的过程中不被 5%6#切割，保证了片段的完整。并
转入 3#0"#+ 4+&/(*#& 细胞中分泌表达，以获得可溶性
人类 2BCDE蛋白，为深入研究 2BCDE的作用机理和
开发新的抗肿瘤药物奠定基础。



! 材料与方法
!"! 材料

!"#$%&质粒及 ! ’ "#$%&’($ 表达系统购自 #()*+,-.
/0(公司；!123.45467#8质粒由海南华康生物制品
所提供；467#8多克隆抗体购自 #9/0(0:公司；地高
辛标记试剂盒购自 6-;<0 公司；限制性酶、4=.>?7
连接酶、从琼脂糖凝胶中回收 >?7片段的试剂盒均
购于 ",-90/@ 公司；"$6 引物委托上海生工公司合
成。8%A%、B0C@、DE,F@+ 和 GHI 细胞购自设在武汉大
学的中国典型培养物保藏中心。HI=J 培养基购于
1*K;-公司。
!"# 方法
!"#"! 引物设计：根据 ! ’ "#$%&’($ 表达载体 !"#$%&
的特点，根据 467#8基因活性部位的 >?7序列，设
计合成两对引物：

@：LM1$17744$141717177717114$NM
K：LM144474444$441$$$71NM
;：LM$4111$77177774777$NM
O：LM1$4$471777$47777711$$NM

其中，引物 @引入 )*&6!酶切位点，引物 O引
入 +,#!位点，引物 K、;的 >?7序列互补。
!"#"# "$6扩增：第一步，以质粒 !123.45467#8为
模板，分别用引物 @、K 扩增得到 @K 片段；引物 ;、O
扩增得到 ;O片段。第二步，将 @K、;O回收片段混合
作为模板，用引物 @、O 扩增得到 @O 片段。回收 @O
片段，经)*&6!和+,#!酶切纯化后，插入到 !123.
4载体中构建 !123.467#8载体，并作序列测定。
!"#"$ 表达载体构建：将经测序鉴定正确后的
!123.467#8用 )*& 6!、+,#!双酶切，回收 467#8
基因片段，与用 )*&6!、-.’"两种酶处理的 !"#$%&
载体连接得 !"#$%&.467#8 重组体，转化 ) ’ *&/(
4P"HJQM，提取质粒，并作酶切图谱鉴定。
!"#"% 酵母转化及多拷贝整合子的筛选：重组质粒
!"#$%&.467#8经 0#*!酶切完全线性化后，按 #(.
)*+,-/0(公司提供的毕赤氏酵母转化试剂盒说明书
提供的操作方法转化 ! ’ "#$%&’($ 1RHHL原生质体，转
化子在 NJS下培养 A T =O。用 1=HU 抗生素筛选高
拷贝 467#8基因片段转化子。挑取对 1=HU有高抗
性的酵母单菌落接种于 L 98 的 3> 培养基中，在
NJS，ALJ,59*( 摇床中振荡培养过夜，离心收集菌
体，抽提酵母基因组 >?7。按照地高辛标记试剂盒
说明书进行探针标记和杂交检测。

!"#"& 重组 ! ’ "#$%&’($ 菌株的诱导表达：将筛选的
多拷贝转化子菌株按 #()*+,-/0( 公司毕赤氏酵母转

化试剂盒说明书提供的操作方法进行摇瓶发酵，用

甲醇作诱导物诱导 467#8表达。挑取在 V">平板
上新鲜培养的单菌落，接种至 HJJ 98 G31V培养基
中，在 NJS，转速为 ALJ,59*( 的回转式摇床中培养
至 12IJJ W A。离心、收集菌体并将菌体重悬于 AJ98
G33V培养基中。每 A=<取样 H 98并补加甲醇于
培养基中至终浓度为 JXLY，诱导表达 =O。离心发
酵液，并将上清和细胞沉淀分别冻存于 Z AJS。
!"#"’ 表达产物的 R>R."712和免疫学鉴定：取经
甲醇诱导 N T =O的发酵液上清作 R>R."712和免疫
印迹分析。R>R."712染色方法为银染法。按标准
方法进行［L］。

!"#"( 467#8的生物活性检测：按文献［I］方法将
8%A%、B0C@、DE,F@+ 和 GHI 细胞分别以 L [ HJ= 个598
的浓度接种于含 HJY胎牛血清的 HI=J培养基的 %I
孔培养板中，在 N\S下培养至细胞完全贴壁后，添
加 LJ (/598的放线菌素 >，继续培养 A<，加入经梯
度稀释的 467#8样品后继续培养 AJ<，观察细胞形
态并采用 344法检测 467#8的细胞毒活力。

# 结 果
#"! 重组质粒 )*+,-./012+3的构建及鉴定
两步 "$6扩增得到的 @K、;O、@O片段大小分别

为 HNHK!、N%HK!、LNAK!，与预计大小相符。将 @O 片
段插入 !123.4载体，>?7序列分析结果表明诱变
后的 467#8基因片段符合要求。重组质粒 !"#$%&.
467#8经 )*&6! ] 0#/!双酶切后，得到长度分别
为 \NAJK!和 A=UUK!的两条 >?7片段，不含插入片
段的质粒 !"#$%& 经 )*&6! ] 0#/!双酶切后的
>?7片段大小分别为 \NAJK!和 H%LIK!，显示 467#8
基因已正确地插入到 !"#$%&质粒中。
#"# 重组质粒的转化及酵母转化子的筛选

!"#$%&质粒含有抗卡那霉素的抗性基因和组
氨酸合成酶基因，转化宿主菌（<*^Z）获得的转化子
除了能够在不含组氨酸的培养基中生长外还能耐受

一定浓度的 1=HU。转入的外源基因的拷贝数越多，
宿主菌耐受 1=HU的浓度就越高，其蛋白表达量可能
也会增加。因此，用逐渐升高的 1=HU浓度的方法可
以筛选到外源基因拷贝数逐级增加的转化子。将转

化子的菌落从组氨酸选择培养基上刮下来，涂布在

1=HU浓度分别为 JXL，JX\L，HXJ，HXL，AXJ，AXL9/598
的 V">平板上，在 NJS下培养 A T LO。选出能耐受
HXJ或 HXL9/598 1=HU的酵母菌落进行点杂交检测。
以含有 !"#$%&的酵母转化子菌株作阴性对照，重组
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表达载体 !"#$%&’()*#+质粒作阳性对照，地高辛标
记的 ()*#+基因活性部位为探针，筛选杂交信号强
的转化子。实验结果表明，从高浓度 ,-./平板上获
得的菌落杂交信号较强。

!"# 重组酵母菌株表型分析
对经 ,-./筛选和杂交检测得到的转化子进行

甲醇利用型表型分析，结果表明，%%0的转化子为甲
醇缓慢利用型（1234）。
!"$ 产物 %&%’()*+及免疫学检测
取发酵上清液进行 565’"*,7 和免疫印迹分

析。565’"*,7图谱显示重组菌株发酵上清液中存
在有表观分子量约为 .%86和 9/86两条染色较深的
蛋白带，免疫印迹分析发现这两处的蛋白带均能特

异性地识别兔抗人 ()*#+多克隆抗体，说明 ()*#+
蛋白在发酵液中以单体和二聚体的形式存在（图 .、
:）。薄层扫描分析可知所得蛋白占总蛋白的 9;0
（图 9），给产物的分离纯化带来很大便利。

图 . 整和 ()*#+基因的重组 ! < "#$%&’($
培养上清的 565’"*,7蛋白分析

=>?<. 565’"*,7 @A@BC4>4 DE 3FG !HD3G>A4 >A 3FG I2B32HG
42!GHA@3@A3 DE 3FG HGIDJK>A@A3 ! < "#$%&’($

F@HKDH>A? ?GAG EH@?JGA3 DE ()*#+
.< 53@AL@HL !HD3G>A JDBGI2B@H MG>?F3 J@H8GH；:< $2B32HG 42!GHA@3@A3 DE

JG3F@ADB >AL2IGL HGIDJK>A@A3 ! < "#$%&’($ 3H@A4EDHJGL KC !"#$%&；9<

$2B32HG 42!GHA@3@A3 DE JG3F@ADB >AL2IGL HGIDJK>A@A3 ! < "#$%&’($ 3H@A4’

EDHJGL KC !"#$%&’()*#+；- < $2B32HG 42!GHA@3@A3 DE HGIDJK>A@A3 ! < "#$)

%&’($ 3H@A4EDHJGL M>3F !"#$%&’()*#+

!", 重组人可溶性 -.)/0的细胞毒性分析
将发酵上清液稀释至蛋白含量约为 :!?NJ+（紫

外检测），然后进行二倍稀释如图 -，()*#+对肿瘤细
胞毒活力曲线结果表明，()*#+浓度约为 .OPA?NJ+
的可使 OP0的细胞死亡。说明表达蛋白具有较好
生物活性。如图 O 所示，我们可以看出随着 ()*#+
浓度的增加细胞形态明显发生改变，细胞逐渐变圆

变小，胞质浓缩，染色质发生凝聚并边集在细胞内

侧；且细胞的 6Q*琼脂糖凝胶电泳呈梯状条带，这

些现象与细胞凋亡时所表现出的形态学特征相似，

因此认为 ()*#+诱发肿瘤细胞的凋亡。

图 : HF()*#+的免疫印迹分析
=>?<: RG43GHA KBD3 @A@BC4>4 DE 3FG HF()*#+

.< 53@AL@HL !HD3G>A JDBGI2B@H MG>?F3 J@H8GH 43@>AGL @J>AD’KB@I8；

: < $2B32HG 42!GHA@3@A3 DE JG3F@ADB >AL2IGL HGIDJK>A@A3 ! < "#$%&’($ 3H@A4’

EDHJGL KC !"#$%&；

9 < $2B32HG 42!GHA@3@A3 DE JG3F@ADB >AL2IGL HGIDJK>A@A3 ! < "#$%&’($ 3H@A4’

EDHJGL KC !"#$%&’()*#+

图 9 蛋白含量分析
=>?<9 *A@BC4>4 DE !HD3G>A IDA3GA3 >A 3FG I2B32HG 42!GHA@3@A3

"G@8 .P <9/86；"G@8 :P <.%86

# 讨 论
目前用于研究的重组 ()*#+ 有原核表达和真

核表达二种。原核表达的 ()*#+ 以包涵体的形式
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图 ! 人类重组 "#$%&诱导的细胞毒性
’()*! +,-.-./(0(-, (123042 5, 67"#$%&

图 8 人重组 "#$%&诱导 &9:9细胞凋亡
’()*8 $;.;-.<(< .= &9:9 04>> (123042 5, 67"#$%&

$ ? +*@.6;7.>.), .= 04>> * $* +.1-6.>；A* &9:9 +4>>< 03>-3642 (1 -74 B42(3B 0.1-C(1(1) C5.3- DEE1)FB& .= 67"#$%& ;6.23042 (1 -7(< G.6H；+* &9:9 +4>>< 03>I

-3642 (1 -74 B42(3B 0.1-C(1(1) C5.3- :EE1)FB& .= "#$%& ;6.23042 (1 -7(< G.6H；J*JK$ =6C)B41-C-(.1 C1C>,<(<*D * JK$ .= 1.6BC> 04>><；:*D:7；L*:!7

存在，在复性的过程中，"#$%&蛋白质分子与分子之
间的二硫键很难正确配对形成有活性的寡聚体。真

核表达一般采用动物细胞培养物作为表达宿主，用

动物细胞表达的重组 "#$%& 表达量低，且操作繁
琐，消耗大，不适合大规模应用。采用酵母表达系统

以分泌形式表达出来的产物具有类似于人体内天然

蛋白质的结构，因此，产物具有较低的免疫原性，便

于临床应用［M］。目前国内外还没有有关酵母分泌表

达 "#$%& 的研究报道。本研究将编码 "#$%& 的胞
外可溶区，即第 DD! N :OD个氨基酸残基之间多肽链
的 JK$序列第 8LD N 8L!5;进行改造，使其能在 ! *
"#$%&’($ 中进行分泌表达。免疫印迹实验显示，表观
分子量为 D9HJ和 LOHJ的蛋白能被兔抗人 "#$%&多
克隆抗体特异性地识别。! * "#$%&’($ 的糖基化位点

为 $<1IPIQ46F"76，分析改造后的 DD! N :OD 位氨基
酸，结果显示没有糖基化位点；我们在提高还原剂剂

量、延长煮沸时间的情况下发现 LOHJ的蛋白带明显
的解聚（结果未展示）。随着煮沸时间和还原剂剂量

的提高，D9HJ的带明显加深，而 LOHJ带明显减弱，
与文献［O］报道一致。说明表达产物能以二聚体的
形式存在，即 ! * "#$%&’($ 在分泌过程中使 "#$%& 正
确折叠形成寡聚体。

以往的研究工作认为，改造后的 "#$%&活性部
位的氨基酸序列或者 JK$序列与天然序列至少要
有 OER 的同源，最好是大于 9ER，才不会影响
"#$%&的生物学活性［D］。本研究改造的 "#$%&氨基
酸序列与天然氨基酸序列有 99S!R同源。实验结
果也显示改造后的 "#$%&基因片段编码表达的重
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组 !"#$%对多种肿瘤细胞都有凋亡诱导效应，因此
有较好的生物学活性。实验中发现基因的拷贝数是

影响 !"#$% 蛋白表达量的一个重要因素。一般来
讲，基因拷贝数越多，表达量越高［&］。就本实验中采

用 ’()*逐级筛选出来的重组 ! + "#$%&’($ 菌株而论，
!"#$%表达量随基因拷贝数增加而增加。
本实验首次在 ! + "#$%&’($ 表达系统中以分泌形

式表达出重组人可溶性 !"#$% 蛋白。且能直接形
成有活性的二聚体形式，能够在体外诱导多种肿瘤

细胞如 %,-,、.)/、012345、6784 发生凋亡。!"#$% 蛋
白在该系统中的正确表达，对于下一步进行临床前

研究打下了良好的基础。
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