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人可溶性增殖诱导配体在大肠杆菌中
的表达、纯化及生物活性鉴定
岳园园，水燕，管政兵，张双全

(南京师范大学生命科学学院，江苏省分子医学生物技术重点实验室，江苏南京，210097)

[摘要] 人增殖诱导配体在促肿瘤细胞增殖以及自身免疫性疾病中具有重要的作用．从GenBank中查出人

APRIL的序列号(AF046888)，根据其胞外可溶部分序列设计引物，采用RT-pCR技术从健康人新鲜血液单核细

胞(PBMcs)总RNA中克隆出人sAPRIL cDNA，将该cDNA克隆人原核表达载体pErl30a，经IPrrG诱导后在大

肠杆菌BL21(DE3)中获得高效表达，经SDS．PAGE后在17000左右有一明显的表达条带，该蛋白主要以包涵

体形式存在，表达量达45％左右，将包涵体蛋白变复性后进行细胞生物活性实验，为进一步研究其临床应用奠

定了基础．
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Abstract：A pmliferation—inducing ligand plays an important mle in promoting the pmliferation of tumor

ceUs and its own immunized diseases． We scI℃en the accession of hsAPRIL in GenBank(AF：046888)

aIld design the primers according to part of its extracellular sequence．The total RNA，extracted f南m hu—

man blood，is amplified into the sequence of cDNA encoding sAPRIL by RT-PCR and cloned into the

Vector pE’130a for expression in Esckr幻危池c0抗After purification and refolding，the protein is used for

biolo舀cal activity assay．After induction by IPTG，tIle protein is examined by SDS-PAGE and its active

fo瑚is obtained．After sequencjng，￡he APRIL gene is coIlfinned to clone into the recombin锄￡expression
Vector．The rhsAPRIL is about up to 40％in the total pmtein expressed in the Escherichia coli．After

purification and refolding，the pmtein can stimulate tumor ceU proliferation．

1【ey words：a pmlifemtion-inducing ligand，gene clone，tumor cell，prolifemtion

O 引言

肿瘤坏死因子家族(TNF)的细胞因子具有不同的生物功能，TNF一仅是一种具有促炎症反应的多效功

能细胞因子，而cD95L与TRAIL／Ap02L则诱导表达同系受体细胞的凋亡．其他TNF家族的成员，如

TRANcE，LIGH和’rwEAK都参与免疫过程与组织内态稳定的调控．增殖诱导配体(a pmliferation—inducing

ligand即APRIL)，又称作TNF相关的死亡配体I(TNF_related death ligand一1即TRD一1)，是一种Ⅱ型跨膜

蛋白，它于1998年由Ha}lne等发现，其基因定位于人染色体17p13．1¨J，与TNF家族的另一个成员

耶阿AK(TNF相关的凋亡弱诱导子)临近．在TNF配体家族众多成员中，APRIL与BAFF最为接近，两者的
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TNF同源区域(TNF homology domain)具有30％的相似序列．人的APRIL基因有6个外显子，经过转录后

形成3种可变剪接的mRNA，分别为1．8，2．1和2．4 kb，编码全长为250个氨基酸的蛋白，其中29～49氨

基酸为疏水的跨膜区，50～250氨基酸为胞外区，经furin转换酶在富含精氨酸的基序R—K—R—R处(即

101一104氨基酸残基处)裂解后，部分胞外区从膜上脱下，形成天然sAPRIL(即105—250氨基酸残基区

域)¨1．全长APRIL和sAPRIL的生物学活性基本一致，表明105—250氨基酸是人APRIL发挥功能的主要

区域∞J．成熟的sAPRIL是一个大约63 000的非共价三聚体．据推测，鼠APRIL的晶状结构与人APRIL相

似，它是一个紧密的三聚体，其主链骨架折叠方式与人BAFF很相似．

APRIL主要在恶性肿瘤中表达，作为TNF家族的一个成员，APRIL在各种自身免疫性疾病及恶性肿

瘤中的作用日益为人们关注M’5 o，它在体内和体外都能促进一些肿瘤细胞系的增殖．本文报道了用大肠杆

菌高效表达人的可溶性增殖诱导配体，纯化复性后对其生物活性进行鉴定．

1材料与方法

1．1主要材料和试剂

人血液购自江苏省血液中心，引物由invi咖gen公司合成，％zol试剂购自invitrogen公司，RPMI一1640
培养基为Roche公司产品．质粒小提试剂盒购自Promega公司，割胶回收试剂盒及限制酶购自大连宝生物

公司．原核表达载体pET一30a，表达菌株BL21(DE3)均由本实验室保存．

1．2方法

1．2．1 细胞总RNA的提取

取新鲜人外周血液，利用蹦z01试剂按一般步骤提取其总RNA，将提取的总RNA用甲醛变性琼脂糖
凝胶电泳鉴定其完整性．

1．2．2 RT．PCR扩增人sAPRIL cDNA

上游引物为：5’TcAGGAcA附彤cATcATcATcATCATcATGcAGTGcTCAcccA 3’(斜体部分为NdeI

酶切位点，加入6个His标签肽，便于纯化)、下游引物为5’AcTGAGG甜粥CTCACAG，ITITCACAAAC—
cCCAG 3’(斜体部分为BamHI酶切位点)．

RT—PCR的过程如下：

(1)逆转录：在总体积为20灿的反应液中含有总RNA 5灿(约1灿g)、5×反应缓冲液4灿，AMV
反转录酶1斗L(10 U)，RNase inhibitor 0．5斗L(20 U)，Oligo(dT)181斗L(50 pm01)，DEPC水6．5斗L，轻轻吹

打混匀，室温10 min后放人42℃恒温水浴中保温1 h，在冰水上冷却2 min，即得到cDNA．

(2)PcR：利用逆转录所得模板进行PcR，体系为50灿，上、下游引物各1止(各2斗moL／L)，dNTP 4

止(每种为2．5 mmoL／L)，MgCl2 3灿(25 mmoL／L)，10×缓冲液5灿，rTaq酶0．5灿，模板cDNAl灿，
ddH20 34．5肛L；反应程序为：94℃预变性4 min，然后94℃30 s，51℃40 s，72℃30 s共30个循环；最后
72℃10 min．反应完成后，取3灿产物于1．0％琼脂糖凝胶中电泳，凝胶扫描仪下观察并记录结果．
1．2．3 DNA的克隆及序列测定

将RT．PCR产物与载体pET一30a经NdeI与BamHI酶切后分别用割胶回收试剂盒回收，16℃过夜连

接于原核表达载体pET一30a中，用连接产物转化DH5仪感受态细胞，利用具有Kan抗性的固体LB板筛

选后得到阳性重组子，提质粒经NdeI与BamHI双酶切鉴定，获得重组质粒(命名为pET一30a／APRIL)，序

列测定由上海invitmgen公司完成，并将测序结果在NcBI服务器上进行同源性比较(结果未显示)．

1．2．4 重组人APRIL(rhAPRIL)的表达及鉴定

将测序后的重组质粒pET一30a／APRIL转化表达菌株BL21(DE3)的感受态细胞后再次利用Kan抗

性的固体LB板进行抗性筛选，将筛选所得阳性重组子进行扩大培养，在37℃生长至A锄为0．6—0．8后，

在I门G终浓度为1 mmol的条件下培养5 h，以诱导目的蛋白的表达，超声碎菌后进行SDS—PAGE(分离胶
15％，浓缩胶4％)分析目的蛋白的表达部位及表达水平．以His标签肽为标志，经westem blot进一步鉴定

目的蛋白，其简要步骤是：将诱导表达的产物先进行sDs．PAGE，然后以湿法转移至硝酸纤维素膜(Nc膜)

上，将膜用TBST摇洗5 min后置于封闭液中封闭1 h，再用TBST洗4次，之后用抗His单抗4℃孵育过夜，

TBST摇洗3次，再与HRP标记的羊抗小鼠IgG室温孵育1 h，最后用TMB显色．
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1．2．5 Ni=z+亲和层析柱纯化rhAPRIL

将含重组质粒pET一30a／APRIL的表达菌BL21(DE3)在100 mL LB中扩大培养并按上述条件进行

IPTG诱导后，12 000 r／mjn、5瑚jn离心收集细菌，超声碎菌后，离心沉淀包涵体．用缓冲液A(20 m脚ol嘶s-

HCl，pH7．9)洗涤包涵体，12 000 r／min、15 min离心弃上清，此过程重复2次．缓冲液B(6 moL／L Urea，5

mmoL／L咪唑，o，5 moL／L Nacl，20 mmol腽s—Hcl，pH 7．9)溶解包涵体后，将上清过Ni2+一NTA树脂层析
柱；用缓冲液B和缓冲液c(6 moL／L urea，60 mmoL／L咪唑，0．5 moL／L Nacl，20 mmol Tris．HcL，pH 7．9)洗

柱后，用洗脱缓冲液D(1 moL／L咪唑，0．5 moL／L NaCl，20 mmol嘶s—HCl，pH 7．9)洗脱目的蛋白．对收集的
目的蛋白进行SDs—PAGE分析，并采取逐步降低尿素浓度的方法，透析除去尿素，使变性的目的蛋白在此

过程中自然复性，从而得到纯化的重组人可溶性APRIL．

1．2．6 rhsAPRIL生物学活性检测：

用RPMI一1640培养液将对数生长期的Jurkat细胞配成5×104／mL悬液，按每孔100灿细胞悬液加入
96孔培养板，然后分别加入不同浓度的rhsAPRIL(终浓度分别为0．1斗g／mL、0．25斗g／mL、0．5¨g／mL、

1．o“∥mL、2斗g／mL)，每孔总体积均为200汕，以200灿未加复性rhsAPRIL蛋白的细胞作为空白对照．
将细胞于37℃，5％CO：条件下培养36 h后用M1TI’法检测细胞的存活状态．实验设三复孑L，取其平均值．

对只含pET一30a载体的细菌，同样进行I阳G诱导和Ni2+一NTA柱层析纯化步骤，以所获得的透析产物

作阴性对照，以鼠APRIL标准品作为阳性对照．

2结果

2．1 RT-PCR扩增结果

扩增产物进行电泳后，可见经RT．PCR扩增后得到的片段大小约

为450 bp左右，与预计的可溶性人APRIL基因大小一致．(图1)

2．2 rhAP砒L cDNA的克隆及序列测定

将目的片段克隆于载体pET一30a，经菌落PCR鉴定正确后进行

DNA序列测定，结果表明该序列与GenBank中报道的编码人A—

PRILl05—250的cDNA序列完全一致．

2．3 rhAPRⅡ。的表达及鉴定

将插人正确序列的重组表达载体(菌落PcR鉴定图谱如图2)转

化大肠杆菌B121(DE3)后，以IPTG诱导表达，经SDS—PAGE分析表 图l RT—PcR产物的琼脂糖凝胶电泳结果

明所表达的目的蛋白主要位于包涵体内，而在其它组分未见明显表达

(如图3)．全菌裂解液进行SDS—PAGE，结果显示重组目的蛋白相对分子质量约为17000，灰度扫描显示目

的蛋白表达量占菌体总蛋白的45％左右，这表明rhsAPRIL在大肠杆菌中获得了高效表达．以His标签肽

为标志的westem blot分析显示，经IPTG诱导的含重组表达载体pET一30a／APRIL的菌体裂解物能与抗

His单抗特异反应，在Mr约17 000处呈现单一条带(图3)．

图2 菌落PCR鉴定重组子 图3 SDS—PAGE与w瞄tem blot分析rhAPRⅡ．的表达

M：DNA marker DL2000；1，2，3均为所挑的阳性克隆 M：蛋白maker；1：未诱导的全菌蛋白；2：诱导5 h后的全菌蛋白；3：超声

后上清中的蛋白：4：包涵体中的蛋白：5：westem鉴定后的特异性条带
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2．4 rhsAP础匝的纯化及生物活性分析

200 mL菌液表达的总蛋白经Ni2+一NTA纯化后，可得到

4．5 mg目的蛋白，其纯化率达85％左右(图4)．将纯化蛋白分

步透析复性后进行SDs—PAGE，结果仅在约Mr 17 000处见单一

条带(图4)，这说明复性后目的蛋白rhsAPRIL的纯度是较高

的．M1Tr法得到不同浓度及作用时问下APRIL对人Jurkat肿瘤

细胞促增殖的生物学活性(见图5)，由图可知，在本实验条件

下，随着rhsAPRIL浓度的增加，其促增殖作用增强，表明rhsA．

PRIL的上述生物学活性具有剂量依赖效应，而且在低血清培

养条件下，这种作用更加明显(结果未显示)． 图4 sDs—PAGE分析纯化硬复性rhsAPRIL

M：蛋白Marker：1：复性rhsAPRlL：2：纯化rhsAPRIL

A

0．6

0．4

O．3

O O．1 O．25 0．5 1．O 2．O 4．O

protein concertmtioIl／(斗∥mL)

A：rhsAPRlL对Jurkat细胞的剂量依赖性促增长作用 B：不同作用时间及浓度下rhsAPRIL对Jurkat细胞的促增长作用

图5 rhsA_PmL对Jurkat细胞的促增殖作用

3讨论

作为TNF家族的一个成员，APR【L在各种自身免疫性疾病及恶性肿瘤中的作用日益为人们关注H’5 J．

许多研究表明，APRIL在多种肿瘤细胞的增殖和存活以及促肿瘤形成的过程中都起着独特的作用¨，川．A．

PRIL在正常组织的表达很弱，但在多种肿瘤细胞系和肿瘤组织中(特别是胃肠道肿瘤)有高水平表达．因

此，设法有效抑制APRIL的功能活性，有可能为相关肿瘤的治疗提供崭新途径旧1．有研究表明APRIL和

BAFF一样，在自身免疫性疾病如系统性红斑狼疮(SLE)，类风湿性关节炎(RA)，sj69ren’s并发症和多发

性硬化症(MS)中具有重要的作用．APRIL在这几种自身免疫性疾病患者中的血清水平显著高于正常

人∽j．那么以APRIL为靶向来治疗这些自身免疫性疾病是将来研究的一个热点方向．

在本实验中我们利用特异性引物从入外周血中扩增获得了众PRIL的可溶性片段，它是全长众PRIL即

膜结合型APRIL的第105到250个氨基酸部分，但与全长APRIL一样，都具有生物学活性，也更便于对该

分子进行功能研究．此外，我们选用原核表达载体pET一30a，在构建重组载体时不存在读码框移位等问

题，可方便基因的克隆与表达；而且选用了NdeI和BamHI这两个酶切位点，切去了pET一30a载体上两个

自带的His-tag，在设计引物时在上游引物NdeI酶切位点后加入6个His氨基酸作为标签肽，这样既有利

于目的蛋白的纯化又不致在利用载体的His-tag时，因载体自带基因过长而影响APRIL蛋白的性质．该系

统表达的目的蛋白达到细胞总量的45％，表达效率高，且带有lac抑制子，在未加入诱导剂I盯c以前，转

录不启动，具有“毒性”的目的蛋白不表达，故并不影响宿主菌的生长．在宿主菌生长到一定数目后，再加

入IPTG诱导生长，就可获得大量表达的目的蛋白．

我们将全菌蛋白经sDS—PAGE后发现，在上清中几乎没有目的蛋白的存在，蛋白主要以包涵体的形式

存在，这就涉及到蛋白变复性的问题．在本实验中，我们曾经尝试以稀释复性的方法来获取活性蛋白，但是
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复性后溶液体积过大，且活性蛋白量较少；后来我们采取逐步降低蛋白中尿素浓度的方法来透析除去尿

素，使目的蛋白缓慢恢复其自然构像．此种复性方法简单易行，操作起来也很方便，复性周期较短，对目的

蛋白来说是一种可行的复性方法。

APRIL通过与其受体结合激活信号通路从而发挥其生物学活性【l0|，在自身免疫性疾病和肿瘤中发挥

作用．本实验室制备的rhsAPRIL对Jurkat细胞具有一定的促增殖作用，如果利用该活性蛋白筛选出一种

具有高特异性的APRIL的抗体，那么这种抗体有可能在治疗自身免疫疾病中发挥一定作用，为与APRIL

高表达相关的多种肿瘤的治疗提供新型候选制剂，有望开发一种新型的用于肿瘤治疗的生物制剂．
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