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[摘 要 ]　目的 : 构建适于原核表达的人诱骗受体 DcR3基

因 , 并进行重组蛋白的表达纯化及特异性鉴定。方法 : 查得

人 DcR3 cDNA全序列 , 将其分段设计引物 , 通过重叠 PCR获

得 DcR3基因。构建 pET222b ( + ) /DcR3表达载体 , 转化大肠

杆菌 Rosseta2gam i, IPTG诱导表达 , N i柱纯化。采用 EL ISA

进行特异性鉴定。结果 : 通过重叠 PCR获得了编码正确氨基

酸序列的目的基因。目的蛋白以包涵体的形式表达 , 表达量

占菌体总蛋白的 30%以上。纯化后 , 蛋白纯度达 95%以上。

EL ISA结果表明所纯化的蛋白可与抗 DcR3抗体发生特异结

合。结论 : 诱骗受体 DcR3基因的成功构建、表达及纯化 , 为

进一步的功能研究奠定了基础。
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　　诱骗受体 3 ( decoy recep tor 3, DcR3)是 1998年

Pitti等 [ 1 ]发现的肿瘤坏死因子受体 ( TNFR)超家族的

一新成员。DcR3能竟争性地与 L IGHT ( lymphotoxin2

like, exhibits inducible exp ression, and competes with

HSV glycop rotein D ( gD ) for HVEM , a recep tor ex2

p ressed by T lymphocytes; TNFSF14)及 FasL 结合并

抑制其介导的细胞凋亡 [ 2 ]。现有的研究表明 , DcR3

在肺癌、胃肠道肿瘤、脑恶性胶质瘤、胰腺癌和肝癌

等恶性肿瘤组织中都有不同程度的表达 [ 3 ] , 同时 ,

DcR3在肿瘤患者血清及组织中浓度的高低与其恶性

度呈正相关 [ 4 ]。由于 DcR3是癌组织分泌产生的 , 因

此术后患者血清中 DcR3水平可作为肿瘤切除彻底

与否的重要指标。

由于 DcR3与多种恶性肿瘤的生物学特性和疾

病分期等方面密切相关 [ 5 ]
, 因此 DcR3在肿瘤早期排

查、手术切除效果评估等方面具有重要的临床意义。

降低 DcR3的基因表达可能使肿瘤细胞趋向调亡 , 因

此 DcR3在肿瘤基因治疗中有巨大的潜在价值。同

时 , DcR3在自身免疫性疾病方面也有一些研究报

道 [ 6 ]。本实验中通过重叠 PCR技术获得适合在原核

细胞中表达的人 DcR3基因序列 , 并在大肠杆菌中获

得的高效表达、纯化后的人 DcR3 蛋白具有与抗

DcR32IgG结合的特异性。

1　材料和方法

1. 1　材料 　大肠杆菌 Rosseta2gam i菌株、质粒 pET222b ( + )

均购自 Novagen公司。引物由上海生工公司合成。限制性内

切酶、T4 DNA连接酶及 Pfu DNA聚合酶为 NEB公司产品。

质粒提取及胶回收试剂盒为 OMEGA公司产品。N i2 + 2H iTrap

Chelating HP树脂为 Amersham Pharmacia B iotech公司产品。

兔抗 DcR32IgG抗体和 HRP标记的鼠抗兔 IgG抗体购自 Sigma

公司。抗 DR4、DR5单克隆抗体 (mAb) FUM1. 4、FUM1. 5由

第四军医大学金伯泉教授惠赠。

1. 2　方法

1. 2. 1　DcR3的基因构建 　从 GenBank上查得 DcR3 cDNA全

序列 , 去除 N端 29个信号肽序列。根据密码子的简并性和大

肠杆菌的密码子喜好性原则 , 在不影响氨基酸序列的前提下 ,

将 DcR3的核苷酸序列进行部分修改。将其分成 12个引物片

段 , 经重叠 PCR得到 DcR3基因。利用引物 F1和 R12引入

N co I和 X ho I酶切位点 (表 1)。

1. 2. 2　DcR3表达载体的构建、表达及纯化 　PCR产物及质

粒分别用限制性内切酶 N co I和 Xho I消化 , 胶回收。用 T4

DNA连接酶将 DcR3基因克隆至质粒 pET222b ( + )中 , 构建

重组质粒 pET222b ( + ) /DcR3, 转化 E. coli Rosseta2gam i。重

组子提取质粒进行酶切鉴定 , 阳性克隆送上海英俊生物技术

有限公司测序。参照文献 [ 7 ]挑选测序正确的重组质粒 pET2

22b ( + ) /DcR3的 E. coli Rosseta2gam i单菌落 , 37℃振荡培养

过夜 , 按 1∶100稀释到 LB培养液中 , 37℃振荡培养至 A600值

0. 6～0. 8时 , 加入终浓度为 0. 7 mmol/L的 IPTG诱导表达

7 h。目的蛋白的纯化参照 Amersham Pharmacia B iotech公司

提供的 N i柱蛋白纯化操作手册进行。采用透析法复性。

1. 2. 3　EL ISA鉴定特异性 　用表达产物 (100μg/L )包被酶

标板 100μL /孔 , 3孔 , 分别记为 A、B、C, 4℃过夜 , 以 BSA

(10 mg/L)作为阴性对照 , 同时设空白对照。每孔加 200μL

含 10 g/L BSA的 PBS, 37℃温育 1 h。A、B、C分别加 1∶1 000
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稀释的兔抗 DcR32IgG抗体、FUM1. 4、FUM1. 5, 37℃温育

1 h。加 1∶100稀释的 HRP标记的鼠抗兔 IgG抗体 , 37℃温育

0. 5 h。然后加入 TMB底物液 , 避光显色 15 m in, 以 2 mol/L

H2 SO4 终止反应。酶标检测仪测定 A405值。本实验重复 3次。

用所测得的 A值按下述公式计算 P /N值 :

P /N值 = (被检样品 A值 - 空白对照 A值 ) / (阴性样品 A值 - 空

白对照 A值 )。

P /N值 ≥2. 1判为阳性。

表 1　DcR3引物详表

序号 引物 产物 ( bp)

D1 F1　GGCCATGGATGTGGCAGAAACACCGACCTACCCGTGGCGTGACGCAGAGACAGGGGAACGTCTGGTGTGCGCCCAGTGTCCGCCAGG 166

R2　TGGGTGTAATGGCGCGGAGGACATGGGCCGCACGTCGTCGGGCTGTCACGGCGGCATGGACGCTGCACAAAGGTGCCTGGCGGACAC

D2 F3　TACACCCAGTTCTGGAACTACCTGGAGCGCTGTCGCTACTGCAACGTCCTGTGCGGTGAGCGTGAGGAGGAGGCACGTGCTTGCCAT 166

R4　AGATGCATGCTCCAAGCAGAAACCAGCATGCGCGAAGAAGCCGGTGCGGCAGCGGCAGGCGCGGTTATGGGTGGCATGGCAAGCACG

D3 F5　ATGCATCTTGTCCACCGGGTGCCGGCGTGATTGCCCCGGGCACCCCGAGCCAGAACACGCAGTGCCAACCGTGCCCGCCGGGTACCT 166

R6　ACATTGAGGGCCAGGCCCAGGGCCGTGCAGTTGCGATGCGGCTGGCATTGCTCTGAGCTGGAGCTGCTGGCTGAGAAGGTACCCGGCG

D4 F7　CCTCAATGTGCCGGGCTCTAGTTCCCATGACACCCTGTGCACCAGCTGCACTGGCTTCCCGCTCAGCACCCGTGTACCGGGAGCTGA 166

R8　TTGCAACAGCCGCTGCAGACGCTTGATGGAGATGTCCTGGAAAGCCACAAAGTCGATGACGGCACGTTCACACTCCTCAGCTCCCGGT

D5 F9　GCTGTTGCAAGCCTTAGAGGCCCCGGAGGGCTGGGGTCCGACACCGCGTGCGGGCCGCGCGGCCTTGCAGCTGAAGCTGCGTCGTCGT 166

R10　GCATACGGGCCACGCGCAGCGCCTGTAACAGACGCACCAGCAGTGCCCCGTCCTGCGCCCCCAGGAGCTCCGTGAGACGACGACGCAG

D6 F11　GCCCGTATGCCCGGGCTGGAACGTAGCGTTCGTGAGCG 66

R12　GAGCTCGAGATGCACCGGTAAGAAGCGCTCACGAACG

2　结果

2. 1　D cR3的基因构建 　经 4轮重叠 PCR将 12个长引物片

段拼接成完整的 DcR3基因序列。第 1轮 PCR反应 , 分别生

成 166 bp长的产物 D1、D2、D3、D4、D5; D6长度为 66 bp;

第 2轮 PCR反应将 D1与 D2、D3与 D4连接成 320 bp的产物

D7、D8; D5与 D6连接成 D9长度为 220 bp; 第 3轮 PCR反应

将 D8与 D9连接成 528 bp产物 D11; 第 4轮 PCR反应将 D7

与 D11连接成产物 D12, 即 835 bp的 DcR3基因 , 各轮 PCR

产物大小均与理论值相符 (图 1)。反应条件均为 : 95℃预变

性 4 m in; 95℃变性 40 s, 53℃退火 45 s, 72℃延伸 1 m in, 循

环 10次 ; 95℃变性 4 m in; 95℃变性 40 s, 58℃退火 45 s,

72℃延伸 1 m in, 循环 30次 ; 72℃延伸 10 m in。

图 1　PCR产物电泳图

1: D12 (835 bp) ; 2: D11 (528 bp) ; 3: D7 (320 bp) ; 4: D9 (220 bp) ;

5: D1 (166 bp) ; 6: D6 (66 bp) ; M: DNA marker.

2. 2　重组质粒的酶切鉴定 　重组子质粒经 N co I及 Xho I酶

切后 , 琼脂糖凝胶电泳鉴定 , 得到目的条带分别为 DcR3条带

(813 bp)、pET222b ( + )条带 (5 482 bp) (图 2)。测序结果表

明载体构建正确。

2. 3　D cR3在大肠杆菌中的表达及纯化 　含重组质粒 pET2

22b ( + ) /DcR3的 E. coli Rosseta2gam i经 IPTG诱导表达后 , 通

过不同的诱导时间和诱导剂浓度对重组菌进行诱导表达 , 确

定其最适表达条件为 IPTG终浓度为 0. 7 mmol/L、37℃诱导

7 h。目的蛋白主要以包涵体形式存在 , 表达量占菌体总蛋白

的 30%以上。洗涤并溶解包涵体 , 离心取上清过 N i柱纯化。

经 SDS2PAGE分析在相对分子质量 (M r )为 33 000附近有一特

异条带 , 符合目的蛋白理论推算值 (M r约 32 700) , 扫描分析

显示其纯度达 95%以上 (图 3)。

图 2　重组 pET22b ( + ) /DcR3质粒的双酶切鉴定

1: 重组 pET22b ( + ) /DcR3质粒 ; 2: N co I和 Xho I双酶切 pET22b

( + ) /DcR3质粒 ; M: DNA marker.

图 3　DcR3表达及纯化的 SDS2PAGE分析

1: 破碎上清 ; 2: 破碎沉淀 ; 3: 过柱液 ; 4: B inding buffer洗脱液 ; 5 -

7: W ash buffer洗脱液 ; 8: Elute buffer洗脱液 ; M: 蛋白 marker.

2. 4　特异性鉴定 　通过 EL ISA鉴定 , 纯化后得到的蛋白可以
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同抗 DcR32IgG抗体特异结合 , 与 Anti2DR4 mAb FUM1. 4、

Anti2DR5 mAb FUM1. 5没有特异结合 , 3次所测得的结果均

相同 , 其 P /N值分别为 3. 43、3. 39、3. 28, 均大于 2. 1, 说明

复性后的融合蛋白是纯化的 DcR3蛋白。

3　讨论

本实验中以 GenBank公布的人 DcR3 cDNA序列

为依据 , 去除 N端 29个信号肽序列。根据密码子的

简并性和大肠杆菌的密码子喜好性原则 , 在不影响

氨基酸序列的前提下 , 将原序列中出现的稀有密码

子核苷酸序列进行修改。以修改后的基因序列为模

板 , 设计 12条引物 , 并分别在引物 F1和 R12中引入

N co I和 X ho I酶切位点 , 每条引物之间有 12个碱基

互补。经过 4轮 PCR将 12个引物片段拼接成 DcR3

基因序列 (835 bp, 包含酶切位点和保护碱基 )。经

测序证实与 GenBank 中的人 DcR3 ( NM003823,

AF134240, NM032945)所编码的 271个氨基酸序列

一致 , 阅读框完全正确。因互补数较少对连接反应

的最适条件进行了较长时间的摸索 , 建议采用此方

法时设计引物互补数要大于 15 bp。将 PCR产物与

大肠杆菌表达质粒 pET222b ( + )连接构建成为 DcR3

的原核表达载体 , 转化大肠杆菌 Rosseta2gam i后 , 发

现基因产物以包涵体形式存在。这能有效地防止细

胞内蛋白酶对目的蛋白的水解作用 , 使目的蛋白大

量聚集 , 经变性处理后便于分离纯化。DcR326 ×H is

蛋白在细菌中的表达量占菌体总蛋白的 30% , 经

SDS2PAGE分析显示在 M r 为 33 000附近有明显表达

条带 , 与基因编码的理论推算值相符。经 N i2 + 2树脂

亲和层析纯化后 , 表达蛋白的纯度达 95%。EL ISA

检测结果显示表达纯化产物可与抗 DcR3抗体发生

特异结合反应 , 说明 DcR3具有一定的抗原活性。我

们首次采用重叠 PCR方法成功获得适于原核表达的

人 DcR3基因 , 并成功表达、纯化到 DcR3蛋白 , 为

进一步分析其功能和调节机制及研制新型的肿瘤和

自身免疫病靶向药物奠定了基础。
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