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摘　要　用 PCR扩增从激活的人中性粒细胞中得到的编码可溶性 Fas配体胞外区中第 141个到第 281个氨基酸的 cDNA , 将

其与 hCG-β信号肽片段融合到质粒MB12neo中 ,随后导入到盘基网柄菌AX3细胞中 ,得到分泌性表达 hFasL的重组菌AX3- H3。

为提高 shFasL的表达量 , 对质粒 pMB12neo作了改造 , 得到衍生质粒 pMB74。利用质粒 pMB74克隆表达 shFasL ,得到高通量

表达 shFasL的重组菌 AX3-pLu8。在复杂培养基 HL-5C中 ,重组菌的细胞密度可达 (115～2) ×107ΠmL , AX3- H3及 AX3-pLu8分

泌的 shFasL浓度分别为 2315μgΠL 及 206μgΠL。利用合成培养基 SIH培养重组菌 AX3- H3 及 AX3-pLu8 ,细胞密度均达到

(4～5) ×107ΠmL ,shFasL浓度则分别达到 111μgΠL和 420μgΠL。
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Abstract　An expression system is described for high-yield production of recombinant soluble human FasL ( shFasL) in

Dictyostelium discoideum cells. DNA encoding amino acids 141～281 of hFasL was PCR amplified from cDNA derived from

activated human neutrophils. The resulting product was fused with a DNA fragment encoding hCG-βsignal peptide and cloned in

the expression vector pMB12neo. Dictyostelium strain AX3 was transfected with this plasmid , yielding a recombinant strain

called AX3-pCESFL95- H31 In order to improve the shFasL expression level , pMB12neo was optimized by replacing its

transcriptional terminatorΠpolyadenylation segment of the 2H3 gene with an actin8 terminatorΠpolyadenylation segment , yielding

derived expression vector pMB741 The recombinant Dictyostelium strain called AX3-pLu8 was generated with this new plasmid.

When the recombinant cells were cultivated in a complex HL-5C medium , a cell density of (115～2) ×107ΠmL was reached ,

and the shFasL level expressed by strains AX3-pCESFL95- H3 and AX3-pLu8 was 2315μgΠL and 206μgΠL , respectively. By

using a newly developed synthetic medium called SIH as culture medium , higher cell density of (4～5) ×107ΠmL was achieved.

Correspondently , 111μgΠL and 420μgΠL shFasL were secreted by recombinant strains AX3-pCESFL95- H3 and AX3-pLu8 ,

respectively.
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　　人 Fas配体 (human Fas ligand , hFasL)是分子量
为 37kD的同源三聚体Ⅱ型跨膜糖蛋白[1 ] ,是一种细

胞凋亡因子 ,属于肿瘤坏死因子家族成员[2 ,3 ]。FasL

通过与细胞表面的 Fas受体结合可引起 Fas表达阳
性的细胞凋亡 ,从而杀死病变细胞[4 ]。FasL 也可以
可溶性形式存在。可溶性 FasL同样具有生物活性 ,

可与它的膜结合形式竞争性调节细胞的凋亡。FasL

的凋亡作用在治疗肿瘤、AIDS、癌症、关节炎等慢性
疾病方面有着极其重要的作用。

FasL含有一个二硫键以及约 8kD的 N-连接的
寡聚糖链。最近 ,李宁丽等人在大肠杆菌中以融合
蛋白的形式表达 hFasL ,该 hFasL重组蛋白经透析复
性后具有诱导 Jurkat细胞凋亡的活性[5 ]。但由于大
肠杆菌不具备糖基化等翻译后修饰功能 ,所表达的
hFasL不能获得与天然产物相似的正确结构。国外
Zappitelli等人报道了通过哺乳动物表达系统在 CHO

细胞中克隆表达可溶性 hFasL 基因以大量生产
hFasL蛋白[6 ] ,但表达量只有 60μgΠ10

6 cells ,而且由
于 CHO细胞生长缓慢 ,往往需要使用含血清的培养
基 ,培养成本很高 ,导致最终的重组 hFasL 产品价格
昂贵。此外 ,Mariani等人通过构建杆状病毒重组质
粒 ,实现了膜结合形式的鼠 FasL 和人 FasL 在被重
组病毒感染的昆虫 Sf9细胞中的表达 ,表达产物经
免疫印迹表明其分子量分别为 40kD、32～33kD ,而
且均具有生物活性 ,可引起敏感靶细胞的凋亡[7 ]。

膜结合和可溶性形式的 hFasL 还在 COS细胞[8 ]、鼠
T淋巴瘤细胞[8 ]、人体胚胎肾 293 细胞[9 ]以及被杆

状病毒转染的 Sf9细胞[10 ]中得到表达。但这些工作
都只是用基因克隆手段获得少量纯的 hFasL 蛋白以
用于研究其凋亡性质或其与 Fas的作用方式等等 ,

而不是以开发 hFasL 的高效表达系统为重点 ,因此
表达量很低 ,不超过 20μgΠL。
本研究首次尝试利用粘霉盘基网柄菌

( Dictyostelium discoideum , Dd)克隆表达可溶性人 Fas

配体 (shFasL) 。盘基网柄菌作为一个前景广阔的真
核生物表达系统 ,在表达 (糖)蛋白方面具有很多优
越性 ,自 90年代初已成功用于表达多种需要翻译后
修饰的重组药用蛋白[11 ]。利用盘基网柄菌克隆和
表达 shFasL重组蛋白 ,不仅可以更好地了解 hFasL

的生物功能 ,而且可能大大降低生产成本 ,开发它在
药物治疗方面的作用。

1　材料和方法

111　材料
酵母粉购自德国 Bioferm 公司 ,胰蛋白胨由

Difco公司提供。酪蛋白胨、朊蛋白胨和葡萄糖购自
Merck公司 ,链霉素硫酸盐由 Sigma 公司提供 ,而遗

传菌素则来自 Serva公司。除天冬酰胺酸购自 ICN、
组氨酸购自 Senn、甘氨酸购自 Carl Roth之外 ,实验
所用的氨基酸大多数来自日本 Ajinomoto 公司。维
生素中除叶酸购自 Sigma公司外 ,生物素、硫辛酸以
及维生素 B1、B2、B12均来自 Fluka公司。其余化学
试剂均为分析纯级别以上的。
112　hFasL基因片段的扩增与克隆
从激活的人中性粒细胞中提取总 RNA ,再进行
逆转录得到编码可溶性 Fas配体胞外区第 141个到
第 281个氨基酸的 cDNA ,随后经 PCR扩增。用于扩
增 FasL 基因片段的引物序列分别为 :正向引物为
5′-CTCGAGGTACCTGGGCTTCTAAGGAGCTGAGGAAA

GTGG-3′,反向引物为 5′-CTGCAGGATCCTTAGAGCT

TATATAAGCCGAA-3′(画线部分分别为 Kpn Ⅰ和
BamHⅠ限制酶切位点) 。所得 PCR产物克隆到质
粒 p GEM- T Easy ( Promega) 中 ,并由此得到质粒
pFLED。
113　hCG-β信号肽基因的扩增与克隆

Fas配体一般是插入到细胞质膜中成为不具信
号肽的 Ⅱ型跨膜蛋白。为分泌性表达 Fas配体 ,有
必要将 Fas配体胞外区的基因片段和一段信号肽序
列相连接。为此 ,将一段来自 pEBVA100

[12 ]并编码
了人绒膜促性腺激素 ( hCG)-β信号肽基因的 DNA

片段经 PCR扩增。引物序列分别为 :正向引物为 5′-
TCAGATCTAAAAAATGGAGATGTTCCAAGG-3′, 反 向

引物为 5′- GCCCA GGTACCACCCATGCT-3′(划线部分
分别为 Bgl Ⅱ和 KpnⅠ限制酶切位点) 。所得 PCR

产物同样克隆到质粒 p GEM- T Easy中 ,并由此得到
质粒 pHgbSP。为提高 Fas配体在盘基网柄菌中的表
达量 ,在 pHgbSP中设置一段盘基网柄菌’Kozak’序
列即 AAAAA ,以及在该段序列的下游加上 hCG-β链
中第 1个直到第 20个的密码子 ,其中第 5个到第 13

个、第 16个和第 17个密码子均根据盘基网柄菌对
密码子的偏爱性作了相应的调整[12 ]。
114　重组体 pCESFL95的构建及盘基网柄菌转化
以上两个质粒 pFLED和 pHgbSP均经DNA测序
检验无误。接着 ,将 pFLED 中带有限制酶切位点
KpnⅠ- Pst Ⅰ的编码 hFasL的片段插入到 pHgbSP中
编码 hCG-β信号肽序列的下游位置 ,得到质粒
pSFL ,pSFL即融合了编码可溶性 FasL中第 141个到
第 281个氨基酸的基因以及编码 hCG-β信号肽的基
因。随后 ,将带有 Bgl Ⅱ- BamHⅠ限制酶切位点的
pSFL经 Bgl Ⅱ酶切 ,得到 496 bp 的 Bgl Ⅱ- BamHⅠ
片段 ,将之插入到质粒 pMB12neo

[13 ]的 Bgl Ⅱ位点 ,

从而得到重组体 pCESFL95。再将 pCESFL95通过电
穿孔方法[14 ]导入到盘基网柄菌 AX3细胞中 ,得到重
组菌株 AX3-pCESFL95- H3 ,简称 AX3- H3。可溶性人
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Fas配体的表达由盘基网柄菌的 actin15 启动子控
制 ,这意味着盘基网柄菌 AX3- H3 在无菌培养基生
长时可持续表达 shFasL ,而以细菌为食时则不能表
达 shFasL。此外 ,在无菌培养基中必须添加一定量
的遗传菌素 ( G418)以保证质粒的高拷贝数。
115　表达载体 pMB12neo的改造

图 1　质粒MB74的结构示意图

Fig. 1　Map of plasmid MB74

在表达载体 pMB12neo中 ,所插入目的基因的下
游是转录终止子 2H3基因与 poly (A)尾。将该段序
列替换为强终止子 actin8与 poly(A)尾 ,则得到一个
pMB12neo的衍生载体。由于该衍生载体的各个片
段来源于德国 Bielefeld大学技术系与荷兰 Groningen

大学生物系以及该大学医学院等实验室 ,基因序列
尚不明确 ,为此对其基因序列作了初步分析 ,发现
actin8终止子以双倍形式以及相反的方向存在 ,因
此我们创建了一个单一的 actin8终止子 ,并将之调
整到正确的方向。将 actin8 终止子如此这般调整
后 ,得到了一个新的表达载体 pMB74。质粒 pMB74

是一个约 813 kb的穿梭载体 ,由在盘基网柄菌中复
制起始序列 (Dd ori 和 G4ΠD5、G5ΠD6) 、表达盒 (包括
actin15启动子 < A15P > 、多克隆位点、actin8终止子
< A8T > ) 、抗性盒 (包括 actin6 启动子 < A6P > 、新
霉素抗性基因 neo

R、actin8终止子 < A8T > ) 、在大肠
杆菌中复制起始序列 (Col 1 ori 以及氨苄青霉素抗
性基因 Amp

R)这四部分组成 (见图 1) 。通过导入绿
色荧光蛋白 ( GFP) 基因 ,进而再作 FACS分析 ,发现
相比于质粒 pMB12neo ,质粒 pMB74 在强终止子
actin8 的作用下 ,可使目的基因得到较高的表达。
同时由于抗性盒中的 actin8 终止子也得到优化调
整 ,还可增加抗生素 G418的添加量。高的 G418添
加量可确保质粒以高拷贝数复制 ,相应地目的基因

也就能够得到更高水平的表达。
116　重组体 pLu8的构建及盘基网柄菌的转化
将 pCESFL95 中的 pSFL 片段同样经 Bgl Ⅱ酶
切 ,将得到的 496 bp Bgl Ⅱ- BamH Ⅰ片段克隆到
pMB74中 ,从而得到重组体 pLu8。pLu8 中 pSFL 片
段是从启动子指向终止子 ,其方向是正确的。同样
通过电穿孔方法将 pLu8导入到盘基网柄菌 AX3细
胞中 ,得到重组菌株 AX3-pLu8。
117　培养基

HL-5C培养基 (gΠL) :酵母粉 510 ,朊蛋白胨 215

g ,酪蛋白胨 215 , 胰蛋白胨 510 , KH2 PO4 112 ,

Na2 HPO4 0135 ,pH 615。SIH培养基[15 ] :SIH是在 FM

合成培养基[16 ]的基础上 ,通过优化其中的氨基酸组
成而得到的盘基网柄菌高密度培养基。该培养基由
氨基酸、无机盐、维生素和微量元素 4种浓缩溶液以
及葡萄糖、磷酸盐和链霉素组成。
118　重组盘基网柄菌的摇瓶培养
在 300 mL锥形瓶中装入 30mL HL-5C或 SIH培
养基 ,或在 500 mL 锥形瓶中装入 100 mL HL-5C或
SIH培养基 ,加入 10μgΠmL 遗传菌素 G418 ,接种盘
基网柄菌细胞 ,使其初始浓度为 (015～1) ×10

5ΠmL ,

22 ℃、150 rΠmin摇床振荡培养。
119　细胞密度和葡萄糖浓度的测定
细胞密度利用血球计数板在显微镜下计数测
定。培养基上清液中葡萄糖浓度利用 Sigma公司的
葡萄糖试剂盒 INFINITYTM酶法测定。
1110　可溶性 hFasL的分析鉴定
利用购自法国Diaclone公司的 FasL试剂盒 ,通过
酶联免疫分析 (ELISA)方法来定性鉴定重组盘基网柄
菌的表达产物是否为可溶性 hFasL ,同时定量测定其
浓度。该试剂盒可定性识别与定量分析天然或重组
的可溶性 hFasL。此 ELISA方法的原理是基于可溶性
hFasL与已吸附于微孔的 FasL特异性单克隆抗体、生
物素标记的抗 hFasL 的特异性单克隆抗体以及链霉
亲和素标记的辣根过氧化物酶形成夹层复合物。当
含 FasL的标准品或样品加入至孔内时 ,FasL 与固化
在孔内的第一抗体结合 ,彻底洗去未结合物后 ,加入
与显色反应酶偶联的第二抗体 ,洗掉未结合物后 ,再
加入链霉亲和素标记的辣根过氧化物酶。洗掉未结
合的第二抗体-酶试剂后 ,加入起显色作用的酶底物
TMB反应生成有色物质 ,反应产生的有色物质的量与
hFasL的浓度成正比。用 118 molΠL H2 SO4 终止颜色

反应 ,于 450 nm测定吸光度。用同一板上生成的
FasL标准曲线计算样品内 FasL浓度。

2　结果与讨论

为研究 hFasL的生物活性 ,构建了质粒 pSFL ,此
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质粒含有一段编码可溶性 FasL中第 141个到第 281

个氨基酸的基因 ,此外为使表达产物分泌到培养基
中 ,还包含了一段编码 hCG-β信号肽的基因。利用
复合培养基摇瓶培养重组盘基网柄菌 AX3- H3 ,4～
5d后取培养基上清液作 ELISA分析 ,为阳性结果 ,

表明重组盘基网柄菌能够分泌表达 shFasL ,该蛋白
具有天然蛋白的抗原性 ,可与 FasL的特异性单克隆
抗体结合。由 FasL 标准曲线计算可知 shFasL 的表
达量为 16～30μg/ L。
将表达载体 pMB12neo 中的转录终止子 2H3替
换为强终止子 actin8 ,并进行基因测序、调整 actin8

终止子 ,得到一个新的表达载体 pMB74。将 pSFL中
496 bp Bgl Ⅰ- Bam HⅠDNA片段插入到质粒 MB74

的 Bgl Ⅱ位点 ,得到重组菌株 AX3-pLu8。
211　HL-5C培养基培养重组盘基网柄菌 AX3- H3

和 AX3- pLu8表达 shFasL

利用复合培养基 HL-5C在 500 mL 摇瓶上培养
重组盘基网柄菌 AX3- H3 的结果如图 2 所示。在
HL-5C培养基中重组菌株 AX3- H3以世代时间 8～
10 h生长到 (115～116) ×10

7ΠmL ,培养 122 h后 (稳
定期后期) ,培养基中 AX3- H3表达的 shFasL最高浓
度为 2315μg/ L。葡萄糖在对数生长期后期开始被
消耗 ,稳定期中葡萄糖浓度继续下降 ,总共约有 1Π3

的葡萄糖 (即 317～410 g/ L)被消耗。
通过优化表达载体 pMB12neo 得到的重组菌株

AX3-pLu8在 HL-5C培养基中所能达到的最大细胞
密度和葡萄糖消耗量与重组菌株 AX3- H3 相当 ,但
AX3-pLu8 的 shFasL 表达量大大提高 ,培养基中
shFasL的最高浓度达到 206μg/ L (图 2) ,比表达载体
未优化前得到的重组菌株 AX3- H3在 HL-5C培养基
中的表达量提高了 8倍。
212　SIH合成培养基培养重组盘基网柄菌 AX3- H3

和 AX3- pLu8表达 shFasL

经长时间适应后 ,重组菌株 AX3- H3 在合成培
养基 SIH中的典型培养过程如图 3 所示。虽然在
SIH细胞生长较为缓慢 (世代时间为 14～16 h) ,但
AX3- H3的细胞密度却最终达到了 418×107 / mL ,即
与 HL-5C培养基相比 ,细胞密度提高了 3倍。培养
186 h后 ,AX3- H3表达的 shFasL 浓度在稳定期后期
达到最高 ,为 111μg/ L ,约为 HL-5C培养基中 shFasL

表达量的 5倍。从图 3 可以看出 ,在利用 SIH合成
培养基培养过程中 ,3Π4以上的葡萄糖被细胞消耗 ,

从而导致了比 HL-5C 培养基更高的细胞密度和
shFasL表达量。
而表达载体优化之后得到的重组菌株 AX3-

pLu8 ,在 SIH 培养基中其细胞密度达到了 (412～
413) ×107 / mL ,相应地 ,其 shFasL 表达量达到 420

图 2　在复合培养基 HL-5C中摇瓶培养重组盘基网

柄菌 AX3- H3和 AX3-pLu8表达 shFasL

Fig. 2　Shake-flask cultivation of recombinant

D. discoideum strain AX3- H3 and AX3-pLu8

in the presence of complex medium HL-5C

for shFasL expression

μg/L , 比重组菌株 AX3- H3 在相同培养条件下的
shFasL表达量提高了近 3倍。

图 3　在合成培养基 SIH中摇瓶培养重组盘基网柄菌

AX3- H3和 AX3-pLu8表达 shFasL

Fig. 3　Typical time course of shake-flask cultivation

of recombinant D. discoideum strain AX3- H3 and

AX3-pLu8 on SIH medium for shFasL expression

3　结论

对于外源基因的高效与活性表达 ,选择一个好
的表达系统非常重要。盘基网柄菌的主要优点在于
它可对重组蛋白进行各种翻译后修饰 ,如磷酸化、酰
基化、形成糖基磷脂酰肌醇锚点 ( GPI) ,特别是氮连
接或氧连接的简单和复杂的糖基化 ,而且其糖基化
机制与高等生物非常相似[17 ]。此外 ,可在盘基网柄
菌中应用随机突变方法产生成千上万个克隆子 ,从
而避免了在昂贵而难处理的哺乳动物细胞系进行分
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析[18 ]。重组蛋白在盘基网柄菌中是由染色体外质
粒表达复制 ,而不是由整合到染色体上的 DNA表达
复制 ,这样可一步得到重组蛋白以用于后续分析 ,并
且质粒的高拷贝数可使蛋白质在可调节的启动子的
严格控制下以胞内、膜结合或以胞外分泌的形式大
量表达。单细胞的阿米巴变形虫能够在简单、廉价
培养基上较快速生长并能在发酵罐中以较高的密度
[ (1～2) ×10

7
/ mL ]悬浮培养 ,利于重组蛋白的大量

生产。由于在表达糖蛋白方面具有以上这些优越
性 ,盘基网柄菌已被成功用于表达多种重组药用蛋
白 ,诸如恶性疟疾环子孢子病毒蛋白抗原、血吸虫
S-谷胱甘肽转移酶、轮状病毒 SA11毒株 VP7蛋白、
人抗凝血酶 Ⅲ、hCG等等 ,这些重组蛋白均具有相
应的体内外生物活性 ,表达水平与在动物细胞系 (如
CHO)中表达相当或更高 ,有的已达到 1 mg/ L

[11 ]。
通过将编码 shFasL中第 141个到第 281个氨基
酸的基因与 hCG-β信号肽基因融合 ,利用表达载体
pMB12neo在盘基网柄菌表达系统中成功实现了
shFasL的分泌表达 ,得到重组菌 AX3- H3。在此工作
的基础上 ,从上游的载体优化与下游的重组菌高密
度培养这两方面着手 ,开展了两部分工作。以提高
shFasL的表达效率和质粒稳定性为目标 ,对原载体
pMB12neo进行了优化 ,将原终止子 2H3替换为强终
止子 actin8 ,并着重研究了终止子 actin8 的基因序
列 ,继而进行相应的调整。发现优化后的表达载体
pMB74在强终止子 actin 8的作用下 ,可使目的基因
得到较高的表达。利用该表达载体 pMB74 经同样
的克隆程序后得到重组菌 AX3-pLu8 ,其 shFasL表达
量比 AX3- H3 提高数倍 ,由此成功构建了一个高效
表达 shFasL的盘基网柄菌表达系统。
相比于复合培养基 ,盘基网柄菌在合成培养基
上往往能达到更高的细胞密度。因此进一步采用文
献报道的合成培养基 SIH培养重组菌 AX3- H3 和
AX3-pLu8 ,以实现盘基网柄菌的高密度生长 ,从而实
现在盘基网柄菌中目标蛋白 shFasL 的高通量合成。
在合成培养基 SIH中 ,重组菌 AX3-pLu8的最大细胞
密度达到 4×107 / mL以上 ,shFasL表达量则高达 420

μg/ L ,从而为利用这一新型真核表达系统大规模生
产 shFasL奠定了基础。
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