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TNF家族的新成员 TRAIL cDNA的克隆及其在 E. coli 中的表达
①

胡以平 ,姚玉成
(第二军医大学基础部细胞生物学教研室 　上海 　200433)

摘要 :目的 :克隆 Trail 基因 cDNA 全长 ,构建 Trail 的原核表达载体 ,从而建立其原核表达体系。方法 :通过抽提外周血淋巴

细胞总 RNA 进行 RT - PCR 克隆 Trail cDNA ,构建 Trail 的原核表达载体 ,用限制性酶切和 DNA 测序进行鉴定 ,以温度进行

诱导表达 ,通过 SDS - page 分析表达产物。结果 : (1)克隆了 Trail 基因 cDNA 全长 ,DNA 测序结果与报道的完全一致 ; (2) 构

建了 Trail 基因原核表达载体 ; (3)将构建好的载体转化相应的宿主菌 ,诱导后得到了 Trail 蛋白表达产物。结论 : Trail 基因

cDNA 的克隆将对于其抗肿瘤作用研究有重要意义 ,同时此基因原核表达系统的建立为其在肿瘤生物治疗中的应用奠定了基

础。
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THE CLONING OF TRAIL cD NA AND ITS EXPRESSION IN E. COL I

HU Yi2ping , YAO Yu2cheng

( Depart ment of Cell B iology , Second M ilitary Medical U niversity , S hanghai 　200433 , China)

Abstract : Purpose : To develop a inducible system for expression of Trail in E. coli . Methods : RT2PCR and se2
quencing were used to clone and conform Trail gene. The production of expression was analyzed by SDS2page.

Results : Trail cDNA was cloned by RT2PCR. After sequencing , we constructed the inducible vector for expres2
sion of Trail in E. coli . The vector was transformed with TG1. Trail was expressed by induced of changing

temperature from 30 ℃to 42 ℃. The production was conformed by SDS2page. Conclusion : This study will pro2
vide new insight into physiological and pathological roles of Trail2mediated cytotoxicity and its potential applica2
tion to tumor immunotherapy.
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　　Trail ( Tumor related apoptosis inducing ligand)分

子属于 TNF 家簇 ,在肝、肾、小肠等组织以及外周血

淋巴细胞和转化的 T 和 B 淋巴细胞中都有广泛表

达 1 ,其膜结合形式和重组可溶性三聚体形式可以

诱导许多淋巴系和非淋巴系肿瘤细胞凋亡 ,也可引起

许多对于 FasL 和 TNFα有抗性的细胞凋亡 1 - 5 。

Trail 诱导细胞凋亡机制目前认为是与其受体 DR4 和

DR5 结合 ,诱导肿瘤细胞凋亡 ,由于正常细胞表面有

与 DR4 和 DR5 竞争的诱骗受体 DCR1 和 DCR2 ,而许

多肿瘤细胞并不表达这两种诱骗受体 ,所以 Trail 对

于一些肿瘤细胞如淋巴系肿瘤有一定的特异性 ,诱导

凋亡有一定的选择性 ,这为肿瘤的生物治疗又提供了

一个新策略 6 - 9 。

人 Trail 由 281 个氨基酸组成 ,是 Ⅱ型膜糖蛋白 ,

羟基端位于胞外 ,是发挥功能的主要部位 ,胞内段很

短只有 17 个氨基酸。Trail 分子的胞外区可被半胱
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氨酸蛋白酶剪切到体液中 ,形成 19kD 的单位。象大

多数 TNF 家簇成员一样 ,单体形成的 Trail 分子具有

高度的寡聚化倾向 ,形成分子量分别为 48kD ,66kD

的二聚体和三聚体。膜结合形式和具有亮氨酸拉链

的三聚体形式活性最高 10 。这些性质的认识对于克

隆此基因和重组表达 Trail 蛋白提供了前题。本文通

过对外周血淋巴细胞的总 RNA 进行 RT - PCR 克隆

了 Trail 基因 ,并通过原核表达系统得到了重组蛋白

产物。

材料与方法

1 　材料 :pJLA503 质粒和 TG1 菌种由第二军医大学

中西药研究室郭宝玉教授赠送。DH5a 菌种由本室

保存。

2 　试剂 :限制性内切酶 Nde Ⅰ, Pst Ⅰ,BamH Ⅰ, T4

DNA 连接酶等购自 Promaga 公司 ,丙烯酰胺和双叉

丙烯酰胺 ,pfu ,MMLV , dN TP 及 D TT 均购自加拿

大 Sangon 公司。

3 　方法 :

311 　人外周淋巴细胞总 RNA 的提取 :取正常成人

外周血 ,用淋巴细胞分离液进行分离 ; RNA 抽取参照

Chomozyoki 等的方法 ,一步提取。

312 　Trail cDNA 的获得 :根据 Trail cDNA 基因序

列 ,首先设计 PCR 引物 ,上游引物 : 5’GGA TCCG2
CA TA TGGCTA TGA TGGA GG3’,下游引物 5’CTC2
GA GGGA TCCTTA GCCAACTAAAAA GGCC3 ’。以

外周血的淋巴细胞总 RNA 为模板 ,用 MMLV 进行

反转录后 ,再以其为模板加入 pfu 和相应引物进行变

性、复性、链延伸 , 温度和时间分别为 94 ℃, 30s ,

37 ℃,30s ,72 ℃,300s ,反应 8 个循环后 ,再以 94 ℃,

30s ,58 ℃,30s ,72 ℃,300s ,反应 22 个循环。PCR 产

物经过琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,回收 ,溶于无菌去离子

水中 , - 20 ℃保存。

313 　原核表达载体的构建 : Trail 分别用限制性内切

酶消化 RT - PCR 产物和原核表达载体框架

pJLA503 ,经琼脂糖凝胶电泳的 ,回收相应片段 ,以 T4

DNA 连接酶 ,16 ℃连接 12 - 16h ,转化 DH5α,经碱法

小量抽取质粒 ,并用限制性酶切和 DNA 序列测定进

行了鉴定。

314 　Trail 蛋白的表达 :将构建好的 pJLA503 - Trail

转化的 TG1 ,30 ℃培养过夜 ,挑取单菌落于 5ml LB

液体培养基 (50mg/ ml 氨卞青霉素) 中 ,300 转/ 分培

养至 OD = 0. 5～0. 6 时 ,升温至 42 ℃继续培养 2 -

3h ,取 1ml 以 4 ℃6000r/ min 离心进行鉴定。

315 　Trail 蛋白表达产物 SDS - page 分析 :取 1ml 菌

液离心沉淀加入 1 ×SDS - page 电泳缓冲液 ,沸水中

3min ,加样于 15 %的丙烯酰胺凝胶进行电泳 ,约 6h

后用考马斯亮蓝进行染色。

结 　　果

1 　Trail cDNA 全长的克隆 :

　　为了获得 Trail cDNA ,我们抽取了外周血淋巴细

胞的总 RNA ,并以此为模板进行反转录 ,再以相应引

物进行 PCR ,在约 0. 85kb 长度处得到相关片段 (见

图 1) ,回收此片段 ,进一步进行了分析和鉴定。

Figure 1 　The result of RT2PCR

M.λ/ EcoRl + Hindlll Marker ; 1. Production of RT2PCR ; 2. Control

2 　Trail cDNA 的序列测定及其原核表达载体

(pJLA503 - Trail)的构建

分别用限制性内切酶 Nde Ⅰ和 BamH1 消化

pJLA503 和 PCR 产物 ,以 T4 DNA 连接酶进行连接 ,

以 DH5a 进行了转化 ,在转化子中筛选出限制性酶切

鉴定正确的 ,以相应引物进行了 DNA 序列测定 ,得

到的结果与报道的完全一致。DNA 序列、构建过程

和限制性酶切分析见图 2 和图 3。

3 　Trail 蛋白的表达

进一步用已构建好的 Trail 原核表达载体转化

TG1 ,30 ℃培养过夜 ,挑取其中单克隆在 LB 液体培

养基中 ,30 ℃300 转/ 分 ,当菌液培养至 OD = 0. 5 -

0. 6 时将温度升至 42 ℃进行诱导 ,pJLA503 中表达的

CI857 蛋白失活 ,使处于抑制状态的 PR、PL 启动子

开放 , Trail 基因得到表达。
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Figure 2 　The structure of pJLA503 - Trail and sequence of Trail

A : Structure of pJLA503 - Trail ; B : Sequence of Trail

Figure 3 　Analysis of pJLA503 and pJLA503 - Trail

M.λ/ Hindlll Marker ; 1. Ndel + BamHl ; 2. Pstl (pJLA503) ; 3. Pstl ; 4.

Pstl + Ndel

4 　Trail cDNA 表达产物的 SDS - page 分析

经 42 ℃诱导后的培养物 ,我们分别对菌体和上

清进行 SDS - page 分析 ,发现上清无特殊条带产生 ,

而菌体蛋白在 19kD 处有一条带单明显的区别于对

照组 ,这与国外报道的重组表达产物的分子量基本一

致 ,而且表达量占菌体总蛋白的 15 %以上 (见图 4) 。

Figure 4 　SDS2page analysis of the Trail expression

M :protein molecular weight marker ;1. 42 ℃;2. 30 ℃

讨 　论

本文通过 RT - PCR 的方法以外周血淋巴细胞

为材料克隆了 Trail cDNA ,并构建了相应的原核表达

载体 pJLA503 - Trail ,通过温度诱导表达了 Trail 蛋

白。在此过程中值得讨论的有以下几点 :

首先 , Trail 被认为是继 TNF 之后的又一候选的

治疗肿瘤的基因工程药物 ,与 TNF 相比其作用更具

特异性 ,尤其是对于血液和淋巴系统肿瘤更明显。与

Fasl 比较起来作用更早 ,在有些肿瘤细胞中作用更有

效。我们克隆得到了 Trail cDNA ,在此基础上就可以

进行多方面的工作 ,对于 Trail 的抗肿瘤机制进行进

一步的研究。

其次 ,我们建立的 Trail 原核表达体系 ,对于

Trail 的工程化生产是至关重要的。在所建立的表达

体系中 , Trail 的表达量可以达到占菌体总蛋白的

15 %以上 ,对于下一步的纯化和活性分析鉴定是非常

重要的。

再有 ,在我们所建立的表达体系中 ,由于引入了

CI857、PR 和 PL 调控体系 ,使诱导不再使用传统的

TPTG或其它的药品 ,而直接通过升温来达到要求 ,

既节约又便于操作 ,这给下一步的生产提供了良好的

条件。
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3 个 HDAC1 的保守氨基酸定点突变的获得①
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摘要 :目的 :为了研究 HDAC1 保守氨基酸的定点突变对其功能的影响 ,需要建立 HDAC1 保守氨基酸定点突变的突变子。方

法 :在克隆 HDAC1 cDNA 的基础上 ,利用 Altered Site Ⅱ体外突变系统对 HDAC1 保守氨基酸中的三个氨基酸位点进行突变 ,

经 DNA 测序鉴定。结果与结论 :结果分别获得了 HDAC1 的 C151A , Y188F ,S197A 的定点突变子 ,为进一步研究 HDAC1 保守

氨基酸的定点突变对其功能的影响打下了基础。

关键词 :组蛋白脱乙酰化酶 1 ;组蛋白脱乙酰化 ;定点突变
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COSTRUCTION OF THREE CONSERVED AMINO ACID RESID UE MUTA2
TIONS OF HDAC1
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　　Trail 的原核表达在国内外还不曾有报道 ,我们

克隆了该基因并建立了原核的表达系统 ,正在进行产

物的纯化和活性测定 ,这将为肿瘤生物治疗研究和临

床应用奠定基础。
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