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以杆状病毒为载体表达可溶性../0人肿瘤坏死因子受体!

吴南君 李 元
（中国医学科学院中国协和医科大学 医药生物技术研究所 北京 +(((.(）

摘 要 从培养的1234细胞中提取总5!6，通过反转录785技术，从该总5!6中扩增了

约.$(9:的;<=!>5..基因的?0!6，将?0!6克隆至转移载体:6?@:&’A的多角体蛋白基

因启动子的下游与转移载体构建成重组转移质粒:6?=!>5。:6?=!>5与杆状病毒6?!7B
的0!6共转染昆虫细胞;C%，通过同源重组形成含有;<=!>5..基因的重组病毒。经空斑分

析和0!6斑点杂交获得了纯化的重组病毒6?!7B,=!>5。采用肿瘤坏死因子（=!>）敏感

的3%D%细胞检测表达产物的生物学活性。结果表明表达产物可以中和=!>对3%D%的细

胞毒性。蛋白配基印迹（3EF4GH9I"J）分析表明表达产物分子量约在D(!D./0之间，有三条

带。
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肿瘤坏死因子（=!>）是由活化的巨噬细胞、单核细胞和=细胞等产生的一种多功能细胞

因子。除了对肿瘤细胞显示细胞毒性以外，还具有其它广泛的生物学活性，如导致正常细

胞增生、炎症和免疫反应调节、抗病毒反应等［+］。体内过多地产生=!>，可引起多种病理

反应，如败血症休克、恶病质、炎症组织损伤、类风湿关节炎和其它自身免疫性疾病［D!*］。

=!>的这些生物学功能是通过与细胞表面的二种特异性受体=!>5..（../0）和=!,
>5’.（’./0）结合后介导复杂的信号传递而实现的。其中大部分的生物学功能是由=!,
>5..介导的［.］。可溶性的=!>5是由细胞表面受体经蛋白酶切割而分泌到胞外的片

段，天然存在于人的体液中。可以通过和=!>结合而中和其活性。因此，可以用于治疗

与=!>过量相关的疾病，如脓血症、炎症和自身免疫性疾病等［D］。人体中天然存在的

;<=!>5..是由+’+个氨基酸组成的多肽，有三个潜在的糖基化位点，分子量约为D.!
$(/0［&］。从1234细胞的总5!6中通过5=,785获得了;<=!>5..基因的?0!6，并将

其插入到杆状病毒多角体基因启动子下游形成重组病毒，在昆虫细胞中得到了表达。

! 材料和方法

!#! 菌株、细胞株和载体

大肠杆菌 1A+(+［;L:M**<;HND(O2?6+$4O4,+*:O"6D+4?P+F4IQDO:;3D(RS+,.
TJ+,+］，本实验室保存。

1234细胞由中国医学科学院基础医学研究所惠赠，$’U贴壁培养，培养基为57VW,
+&*(，加+(X小牛血清。昆虫细胞;C%由北京大学胡美浩教授惠赠，D)U贴壁培养，培养
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基为!"#$%&，加’()小牛血清。*+,+细胞由本所病毒室提供，-./贴壁培养，培养基

为01234’5#0#，加’()小牛血清。

转移载体6789:;.<为本实验室保存，该质粒有杆状病毒多角体蛋白基因启动子。

杆状病毒78":=由本实验室保存。

!>" 工具酶与试剂

限制性内切酶、!1?@"7聚合酶、!A@"7连接酶、细胞培养基、B!$:CB试剂盒、

@"7荧光标记杂交试剂盒、蛋白质生物素标记试剂盒、肿瘤坏死因子（!"%）等为9D<CE$
<B*、<F4GHIJ24H$#1JJG4IK、医学科学院友谊公司、上海生物工程公司、7K4H5G1K、军事医

学科学院邦定公司等公司产品。

!#$ 总%&’的提取

用酸性异硫氰酸胍$酚$氯仿抽提法［.］。

!#( 反转录和)*%扩增

!>(>! 引物设计：根据已知的LLM@人肿瘤坏死因子受体（!"%BLL）基因的胞外核苷酸

序列和转移载体67C9:;.<的多克隆位点，合成了如下二条引物：

LN端引物：LNO7!997!CC97!79!9!9!9!CCCC7O-N 引入<1K&D酶切位点

-N端引物：LNO7!977!!C!!7!9!99!9CC!979!CCO-N 引入08FBD酶切位

点及终止密码子!77。

!>(>" 8@"7第一链的合成：以提取的&4*1细胞总B"7为模板，参照9D<CE$<B*公

司试剂盒说明书，合成8@"7第一链。

!>(>$ :CB扩增：在L(!*反应体系中，采用’PLKKF3／*的#2C3,、(P’KKF3／*的"!:，

在+A/变性AKIJ后，开始进行循环。共进行-(个循环：+A/变性’KIJ，LQ/复性’KIJ，

.,/延长’KIJ。-(个循环后.,/再延长’(KIJ。

!#+ 重组转移质粒的构建和,-&’序列测定

转移载体6789:;.<和B!$:CB产物用<1K&D和08FBD双酶切以后，连接，转化!"
#$%&&<’(’。转化子经筛选、鉴定后得到含重组转移质粒678!"%B的重组子。重组转移

质粒678!"%B用<1K&D和08FBD双酶切以后，用低熔点胶回收8@"7片段，亚克隆至

6RC’+上。用7<D自动测序仪测序。

!>. 共转染及重组病毒纯化

将构建的重组转移质粒678!"%B与野生的杆状病毒78":=@"7混合，用改进的

磷酸钙沉淀转染技术［Q］共转染昆虫细胞ST+。,./培养LU以后，上清用终点稀释法稀

释，感染+;孔板上的ST+细胞，培养LU后，+;孔板上的细胞用荧光标记的5G!"%BLL基

因的8@"7片段作探针进行@"7斑点杂交。杂交阳性孔的上清液再用空斑分析法［Q］进

行纯化，重复三次。可以得到纯化的重组病毒。

!#/ -&’斑点杂交

重组病毒用荧光标记的5G!"%BLL基因的8@"7片段作探针进行检测。方法见

7K4H5G1K公司产品手册。

!>0 表达产物生物学活性测定

用#0"培养基透析过的重组病毒感染的昆虫细胞培养液上清或细胞裂解液在室温
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!"# 表达产物的配基印迹（$%&’()*$+,）分析

经重组病毒!"#$%&’#()感染三天的昆虫细胞裂解液进行非还原*+*&$!,-，然

后将蛋白转移至硝酸纤维素滤膜上，以生物素标记的重组人’#(为探针，进行受体配基

结合反应。大约在./!.01+间有三条带。表明可溶性的001+人肿瘤坏死因子受体

23’#()00在昆虫细胞中得到了表达。

- 讨论
可溶性肿瘤坏死因子受体在临床上有着广泛的应用前景。它对类风湿关节炎的症状

有明显的缓解作用。23’#)(00可以预防大鼠多发性硬化症，可以保护狒狒和老鼠免于

致死性的败血症休克和脑膜炎。目前，美国有几家公司开发的可溶性肿瘤坏死因子受体

在治疗类风湿关节炎、重症败血症、脓毒休克的试验已进入444期临床［55］。

用杆状菌毒&昆虫细胞表达系统表达外源蛋白越来越多地受到人们的重视。因为该

系统不仅表达产量高，而且可以分泌，另外还具有真核表达系统的蛋白翻译后的修饰功能

如糖基化等。本实验利用该系统在昆虫细胞中成功地表达了23’#()00。用’#(敏感

的67.7细胞进行的生物学活性测定表明，表达产物可以抑制’#(对67.7的细胞毒性，

且胞内和胞外都检测到了23’#()00的活性。配基印迹分析表明，表达的23’#()00的

分子量约为./!.01+之间，形成三条独立的条带。据文献报道，在各表达系统中表达的

23’#()00的分子量有较大的差异，而且在同一表达系统中也有不同大小的分子，但它们

都具有生物学功能。另 外，还 原 和 非 还 原*+*&$!,-产 生 的 分 子 量 大 小 也 不 一 致。

689:2"39;［5.］报道在<=>细胞中表达的23’#()00非还原电泳产生.?和@.1+的二条

带，还原电泳产生@/!@01+的几条带。$ABBA"CD［5@］报道在人肾细胞.7@*中表达的形成

.EF.、.?F.、@.F?1+三条带。认为产生不同大小分子量的表达产物是由于糖基化程度不

同造成的。本实验中产生的分子量不一的三条带认为也是由于表达产物的糖基化程度不

同造成的，它们都可以和配基’#(进行受体配基结合反应，具有完整的生物学功能。

23’#()00在昆虫细胞中的成功表达为将来利用其治疗与’#(相关的疾病及建立筛选

’#(受体拮抗剂模型奠定了基础。
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