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重组人TRAIL胞外片段的
原核表达系统选择及蛋白复性研究

吴冬梅，金丽娜，刘顺谊，司马健，邰一琳，吴一凡，乔波，殷志敏

(南京师范大学生命科学学院生物制品研究所，江苏南京210097)

[摘要] 采用PcR技术从人肝脏cDNA文库扩增出编码114—281位氨基酸的TRAIL基因片段，将之克隆至

原核表达载体pET．30a、pQE-30和pJLA503中，上述重组载体经l胛G诱导表达后，SDS—PAGE鉴定显示pET-30a

系统表达效率最高，目的蛋白占菌体总蛋白含量的40％左右；采用透析法或梯度稀释法对豫AIL胞外区片段包

涵体进行复性，非还原sDS．PAGE的结果显示梯度稀释法明显好于透析法；纯化后的TRAIL胞外区片段蛋白具

有明显的生物学活性，效果与标准品相似；通过添加不同的折叠促进剂对复性效率影响的研究，确立了TRAIL

胞外区片段适宜的复性方法，复性效率达75％～80％．
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Prokaryltic Expression and Renaturation of

Recmbinant Human Extracelllllar TRAIL Fra掣nent

Wu Dongmei，Jin Lina，Liu Shunyi，Sima Jian，Tai Y¨in，Wu YIfan，Qiao Bo，Yin Zhimin

(Institute of Biochemistry and Biological Pmduct，school of Life science，Nanjing No册al university，Nanjing 210()97，China)

Abstract：TRAIL truncated gene(amino aeids“4～281)is ampiified with PCR technology hy using hu—

man liver cDNA as a template and cloned into three diffbrent expressing vectors including pET30a，

pQE30 and pJLA503．SDs—PAGE analysis indicates that pE7r30a system is tlle best among the three ex—

pression systems after induction bv 0．5 mmoL／L IPTG and the expressed TRAIL extracellular domain ac．

counts for about 40％ of the total bacterial protein． Dilution are also compared with dialysis by which

TRAIL extmcelIular domain inclusion bodies are renatured． Non—reducing SDS．PAGE shows that the re．

naturation mte by dilution is higher than that by dialysis．Purified pmtein shows obviously biological activ-

itv．which is similar to that of stand盯d．The effect of di饪brent additives on TRAIL e妣racellular domain

renaturation is studied and the optimal conditions are obtained． 75％～80％of TRAIL extracellular do-

main incll】sion bodies are renatllred．

Key words：TRAIL，Protein expression，renaturation，apoptosis

0 引言

TRAIL／APO一2L(TNF—related印optosis—inducing ligand／APO-2Ligand)，肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导

配体(或称凋亡素2配体)是1995年发现的一个新的肿瘤坏死因子超基因家族的成员‘H1．TRAIL在人体

多种组织器官广泛表达，如肝脏、肺、胎盘、肾脏、脾脏、外周淋巴细胞等‘H1．TRAIL能明显诱导多种肿瘤

细胞凋亡㈦6】，而对正常细胞几乎没有毒性作用‘7剐．体内实验也表现出抗肿瘤效果，是被十分看好的潜在

的抗肿瘤药物之一．人TRAIL分子由281个氨基酸残基组成，为典型的Ⅱ型跨膜蛋白，Ⅳ端15～40氨基
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蛋白条带灰度值分析

：厂 ．厂 ．厂
PQE—l 14 pJLA一1 14

B

口TRALL胞外片段．一总蛋白

A．1：pET一114诱导；2：pQE—114诱导；3：pJIA503—114诱导；4：pET一30a空载体转化子诱

导；5：pQE一30a空载体转化子诱导；6：pJLA503空载体转化子诱导；7：pET一114未诱导；

8：pQE一114未诱导；9：pJLA503—114未诱导；10：BIJ21空菌总蛋白；M：kw Mw Marker

B．sDs—PAGE的蛋白条带灰度值分析pET一114、pQE—114和pJLA503—114分别诱导的

TRAIL蛋白占总菌蛋白的百分比分别为：40．61％、36．82％、30．38％

图2三种表达载体表达TRAIL蛋白的13％SDS一队GE图

1：未漂洗样品；2：4mol，L尿素漂洗；3：4mol，L尿素+2mol，L尿素漂洗；4：4mol／L尿

素+2m0札尿素+O．5％％tonx一100漂洗：M：IJow Mw Marker

图3包涵体经漂洗纯化后15％SDS—PAGE图

2．4稀释复性与透析复性的结果

取20 mg包涵体溶于50 mL变性液中，取25 mL变性液

(8 moL／L尿素)调整蛋白浓度至0．1 mg／mL进行透析复性

(方法)，透析后体积为105 mL，经4℃，12 000 r／min，10 min

离心后去沉淀测得上清中蛋白浓度为30．81 mg／L，得到总复

性蛋白3．34 mg；另取25 mL变性液进行稀释复性(方法)，透

析后体积为2 L，经4℃，12 000 r／min，10 min离心后超滤浓缩

至112 mL，测得此时蛋白浓度为57．86 mg／L，得到总复性蛋

白6．48 mg；经非还原sDS—PAGE鉴定透析复性液中单体的含

量约20％，而稀释后复性液中未检测到单体蛋白，后者复性

一88一

M：L0w Mw Marker；l：透析复性的TRAIL；

2：稀释复性的TRAIL

图4复性后TRA几的非还原SDS—PAGE电泳图
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效果明显好于前者(图4)．

2．5复性TRA几蛋白的凝胶过滤纯化

由于包涵体经洗涤后纯度很高，由稀释复性得到TRAIL胞外区片段蛋白几乎均为三聚体，因此我们

采用一步凝胶过滤对TRAIL胞外区片段蛋白进行分离纯化．稀释复性获得的TRAIL胞外区片段蛋白经浓

缩后上样Sephadex G．100凝胶柱，以10 mmoL／L PBS(pH 8．0)进行洗脱，洗脱峰见(图5)，收集到的蛋白经

14％sDS—PAGE电泳鉴定为单一条带，扫描分析纯度98％以上(图6)．

1：标准品TRAIL；2：稀释复性蛋白峰；M：Low Mw Marker

图5复性TRA也胞外区片段经sephadex G—100的紫外检测图 图6纯化的TRA儿蛋白峰14％SDS—PAGE

2．6纯化蛋白的生物学活性测定

结果显示，复性TRAIL胞外区片段蛋白的促死亡曲线

与标准品的促死亡曲线相吻合(图7)，表明TRAIL胞外区

片段蛋白复性后具有明显的生物活性．由死亡曲线的近似 ．

斜率推算出425 ng／mL的标准品TRAIL胞外区片段即能杀 毒

死50％Hela细胞，而复性TRAIL胞外区片段蛋白的半致死

浓度为500 ng／mL，活性为标准品的85％左右．定义5 ng复

性TRAIL胞外区片段蛋白为一个活性单位，那么通过梯度

稀释复性的产品比活性为2．0×105 u／mg，标准品的比活性

  万方数据



南京师大学报(自然科学版) 第29卷第2期(2006年)

用时间较长，易形成蛋白质聚集．而稀释法操作的样品量较大，稀释速度要控制好，但它将蛋白质直接加入

复性缓冲液中，因而是一种更简单快速的方法。我们首次对TRAIL胞外区片段包涵体的两种复性方法进

行了比较，并探讨了折叠促进剂对TRAIL胞外区片段复性的影响，最终确定了稀释复性法是较好的方法，

其复性率达75％～80％．有效地解决了TRAIL胞外区片段包涵体复性的问题，为TRAIL胞外区片段基因

工程的产业化研究奠定了基础．
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