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Fas 胞外区基因的构建、表达、纯化及多克隆抗体的制备

张佳锴1 ,2 , 孟庆宇1 , 程小峰1 , 刘瑞振1 , 庄国洪1

(厦门大学 1. 医学院 抗癌研究中心 , 2. 生命科学学院 , 福建 厦门 361005)

　　摘 　要 :目的 构建 Fas 胞外区 (eFas)基因的表达载体 ,表达纯化重组蛋白 ,进行多克隆抗体的制备 ,为进一步

功能研究奠定基础。方法 通过重叠 PCR 获得 eFas 基因的编码序列 ,构建 pET222b( + ) / eFas 表达载体 ,转化大肠杆

菌 Rosetta2gami ,IPTG诱导表达 ,Ni2NTA 柱亲和纯化 ,SDS2PAGE鉴定重组蛋白的纯度。将纯化的 eFas 融合蛋白免疫

新西兰白兔制备多克隆抗体 ,通过 ELISA 方法检测多克隆抗体的效价。结果 获得了 eFas 的编码序列与表达载体 ,

目的蛋白主要在包涵体中表达 ,表达量占菌体总蛋白的 30 %以上 ,纯化的重组蛋白纯度达 95 %以上。结论 eFas 融

合蛋白基因的构建、表达、纯化以及多克隆抗体的制备 ,为进一步研究 Fas 提供了材料。
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extracellular region gene
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　　Abstract :Purpose To construct expression vector of Fas extracellular region gene (eFas) ,to express and

purify recombination protein and to prepare polyclonal antibody ,which have laid a foundation of studying its

function. Methods The eFas gene encoding sequence was acquired through overlapping PCR ,and pET222b

( + ) / eFas expression vector was constructed. Then this vector was transformed into E. coli Rosetta2gami. Re2
combinant protein was expression being induced by IPTG,and was purified using Ni2NTA matrix of affinity

chromatograph. The purity of recombination protein was identified by SDS2PAGE. Hereafter ,the purified eFas

recombinant protein was immunized to New Zealand white rabbit in order to prepare polyclonal antibody. The

titer of polyclonal antibody was determined by ELISA. Results The encoding sequence and expression vector of

eFas was obtained while the interest protein was mainly expressed in the inclusion body. The eFas fusion pro2
tein′s expression quantity accounts for more than 30 % proportion of total E. coli protein. The eFas protein we

obtained was provided with the purity of at least 95 %. Conclusion The successful constrution ,expression and

purification of FasL fusion protein and preparation of polyclonal antibody will provide some material for further

studies of Fas.
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　　Fas/ Apo21/ CD95 属于肿瘤坏死因子 ( tumor

necrosis factor ,TNF) 受体超家族 ,为 Ⅰ型跨膜蛋白。

人 Fas 基因定位于第 10 号染色体 (10q24)上 ,基因长

度为 2 534 bp ,编码 319 个氨基酸[1 ] 。Fas 分子结构

由膜外的 N 末端、跨膜区和膜内 C 末端三部分组

成。其中跨膜区上有一段具有细胞凋亡信号传导作

用的肽段 ,称为“死亡域”(death domain ,DD) 。Fas 广

泛分布于活化的 T淋巴细胞、B 淋巴细胞、自然杀伤

细胞 ,也存在于粒细胞、巨噬细胞及 HIV、EBV 转化

的淋巴细胞 ;非淋巴细胞如上皮细胞、足突细胞、肿
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瘤细胞也有不同程度的表达 [122 ] 。Fas 可通过与

FasL 或特异性抗体的相互作用而诱导细胞凋

亡[326 ] 。Fas/ FasL 系统的异常可导致各种疾病 ,如自

身免疫病、变态反应性疾病、肿瘤、肝炎和器官移植

排斥等[7210 ] 。使用可溶性 FasL 或抗 Fas 抗体被认为

是治疗这些疾病的突破点。

然而 ,重组人可溶性 FasL 在体外诱导表达 Fas

的 T 细胞凋亡时 ,表现出较低的凋亡诱导活性[11 ] ,

且重组可溶性 FasL 在血液中的半衰期比抗体短得

多。另外 ,在小鼠身上使用 FasL 超过一定剂量时 ,

易引起小鼠肝细胞凋亡甚至死亡[12 ] 。因此 ,构建

Fas 胞外区 (eFas) 基因 ,表达纯化获得 eFas 重组蛋

白 ,并利用 eFas 为抗原 ,制备多克隆抗体 ,可以为功

能研究及上述问题的解决提供良好条件。

1 　材 　料

大肠杆菌 Rosetta2gami 菌株、质粒 pET222b ( + )

均购自 Novagen 公司 ;引物由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成 ,测序工作由上海英骏生物技

术有限公司完成 ;限制性内切酶、T4 DNA 连接酶及

Pfu DNA 聚合酶均为 NEB (New England Biolabs) 公司

产品 ;质粒提取、胶回收试剂盒与酶切产物回收试剂

盒均购于 OMEGA 公司 ;Ni2NTA 带 His 标签蛋白纯

化树脂为 Qiagen 公司产品 ; HRP 标记的羊抗鼠 IgG

抗体由厦门波生公司惠赠。雄性新西兰白兔 2 只购

自上海陈行实验用兔有限公司。

2 　方 　法

2. 1 　Fas 胞外区基因的构建

从 GenBank 上查得 Fas 胞外区 (eFas) 基因序列 ,

将其分成 7 个长引物片段分别合成 (表 1) ,每对引

物有 18 个碱基互补。第 1 步 ,将 7 段长引物片段混

合于同一 PCR 体系中 ,通过重叠 PCR 拼接获得 Fas

胞外区基因序列 ,反应条件为 :95 ℃变性 5 min ,65

℃退火 4 h ,72 ℃延伸 10 min。第 2 步 ,以第 1 步重

叠 PCR 的产物为模板 ,以 eFas F/ eFas R 为上下游引

物进行 PCR ,并在这两条引物上分别引入 Nco Ⅰ和

Xho Ⅰ酶切位点 ,反应条件均为 :95 ℃预变性 4 min ,

95 ℃变性 40 s ,58 ℃退火 45 s ,72 ℃延伸 1 min ,循

环数为 30。
表 1 　构建 Fas 胞外区序列引物表

Tab. 1 　Primers for construction of Fas extracellular region

引物名称 引 　物 　序 　列

eFas S1 5′ATGCTGGGCATCTGGACCCTCCTACCTCTGGTTCTTACGTCTGTTGCTAGATTATCGTCCAAAAGTGTTAATGCCCAAGTGAC 3′

eFas S2 5′CCAAGTTCTGAGTCTCAACTGTAGTAACAGTCTTCCTCAATTCCAATCCCTTGGAGTTGATGTCAGTCACTTGGGCATTAACA 3′

eFas S3 5′TTGAGACTCAGAACTTGGAAGGCCTGCATCATGATGGCCAATTCTGCCATAAGCCCTGTCCTCCAGGTGAAAGGAAAGCTAGG 3′

eFas S4 5′TCTGTGTACTCCTTCCCTTCTTGGCAGGGCACGCAGTCTGGTTCATCCCCATTGACTGTGCAGTCCCTAGCTTTCCTTTCACC 3′

eFas S5 5′AGGGAAGGAGTACACAGACAAAGCCCATTTTTCTTCCAAATGCAGAAGATGTAG ATTGTGTGATGAAGGACATGGCTTAGAAG 3′

eFas S6 5′GTTACAAAAAAAGTTTGGTTTACATCTGCACTTGGTATTCTGGGTCCGGGTGCAGTTTATTTCCACTTCTAAGCCATGTCCTT 3′

eFas S7 5′CCAAACTTTTTTTGTAACTCTACTGTATGTGAACACTGTGACCCTTGCACCAAATGTGAACATGGAATCATCAAGGAATGC 3′

eFas F 5′TGTACCATGGCGCTGGGCATCTGG 3′

eFas R 5′GCTACTCGAGGCATTCCTTGATGAT 3′

　　本实验的 Fas 胞外段基因组成如图 1 所示。其

中 ,下划线部分为酶切位点序列 ,斜体部分为融合的

6 ×His 标签序列。

2. 2 　Fas 胞外区表达载体的构建

第 2 步 PCR 产物经 2. 0 %琼脂糖凝胶电泳分

离 ,切胶回收后的基因序列与质粒 pET222b ( + ) 分

别经 Nco Ⅰ/ Xho Ⅰ限制性内切酶消化 ,进行双酶切。

分别回收后 ,以 eFas∶pET222b ( + ) 为 10∶1 的比例混

合 ,用 T4 DNA 连接酶进行连接 ,得到 eFas/ pET222b

( + ) 重组质粒。重组质粒转化 DH5α大肠杆菌 ,菌

液涂于含 100μg/ mL Amp (氨苄青霉素) 的 LB 平板

上 ,37 ℃培养 14 h 后 ,挑取单菌落于装有LB 液体培

养基 (含 100μg/ mL Amp) 3 mL 的试管中 ,放于 37 ℃

摇床 , 250 r/ min 培养过夜后 ,对重组子进行菌液

PCR 筛选、酶切鉴定 ,阳性克隆送英骏公司测序。

2. 3 　Fas 胞外区蛋白的表达和纯化

将测序正确的重组基因工程菌接于 LB 液体培

养基 (含 100μg/ mL Amp) 3 mL 中 , 37 ℃振荡培养过

夜 ,次日按 1∶100 的比例稀释到 LB 培养液 (含 100

μg/ mL Amp) 200 mL 中 ,37 ℃振荡培养至 A600值为

0. 6～0. 8 时加入 IPTG,终浓度为 0. 5 mmol/ L ,诱导

表达 12 h。用 Ni2NTA 树脂亲和色谱柱纯化带 6 个

组氨酸标签的重组蛋白 ,操作步骤参照 Ni2NTA 色谱

柱说明书“The QIAexpressionistTM handbook”: ①加适

量 Ni2NTA 树脂到 20 倍体积的变性缓冲液 ( 100

mmol/ L NaH2PO4 ,10 mmol/ L Tris·HCl ,8 mol/ L 尿素 ,

pH 8. 0)溶解后的包涵体溶液中 ; ②以 200 r/ min 的

速度摇60min ; ③将树脂与包涵体变性溶液的混合
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图 1 　Fas 胞外区基因序列及氨基酸序列

Fig. 1 　Fas extracellular region gene sequence and amino acid se2

quence

液倒入底部装有网筛的玻璃柱中 ,打开下端的排液

阀 ,收集流出液体 ,重复过柱 3 次 ; ④用 4 倍体积的

洗涤缓冲液 (100 mmol/ L NaH2PO4 ,10 mmol/ L Tris·

HCl ,8 mol/ L 尿素 ,pH 6. 3) 冲洗镍柱 ,洗掉杂蛋白 ;

⑤以 4 倍体积的洗脱缓冲液 (100 mmol/ L NaH2PO4 ,

10 mmol/ L Tris·HCl ,8 mol/ L 尿素 ,pH 4. 5) 洗脱带 6

个组氨酸标签的目的蛋白 ; ⑥纯化后的蛋白采用尿

素梯度透析法复性 ,并用聚乙二醇 20000 进行吸水

浓缩。以 12 %的 SDS2PAGE 分析蛋白表达量与纯

度。以Lowry 法绘制牛血清白蛋白标准浓度曲线 ,

经拟合获得蛋白浓度与 A640的直线方程 ,按常规方

法计算待测蛋白质的浓度[13 ] 。

2. 4 　多克隆抗体的制备

取纯化的融合蛋白和等体积弗氏完全佐剂充分

乳化 ,皮下多点注射新西兰白兔 ,每只兔的用量为

350μg ;每间隔 2 周用弗氏不完全佐剂加强免疫 1

次 ,共加强免疫 4 次 ,每次免疫的剂量相同 ,从第 3

次免疫后 1 周开始测定血清抗体效价 ( ELISA 法 ,参

照试剂盒说明) ,末次免疫两周后心脏采血、分离血

清、分装 , - 20 ℃保存。

2. 5 　多克隆抗体的效价测定

用纯化的 eFas 重组蛋白 (5μg/ mL)包被 96 孔酶

标板 ,100μL/ 孔 ,4 ℃过夜 ,以等浓度的 BSA 作为阴

性对照 ,各 3 个复孔。37 ℃封闭 1 h。将含多克隆

抗体的白兔血清在另 —块板上用 0. 01 mol/ L PBS

(pH 7. 4)连续稀释 (按照 1∶10 倍比稀释) ,100μL/ 孔

加到已包被的板上 ,每个样品平行做两份 ,以 PBS

作为阴性对照 ,37 ℃温育 1 h。加辣根过氧化氢酶

(HRP)标记的羊抗兔抗体 100μL/ 孔 ,37 ℃温育 30

min。加入过氧化氢和 TMB 显色液A 液和B 液各 50

μL/ 孔 ,避光显色 15 min。以 2 mol/ L H2SO4 终止反

应 ,每个步骤间都用 PBST(0. 01 mol/ L PBS 加 0. 5 %

Tween220)洗涤 5 次 ,甩干。在酶标仪上在 450 nm 波

长处测定 A 值。P/ N 值 = ( A样品 - A空白对照 ) /

(A阴性样品 - A空白对照) ,P/ N 值 ≥2. 1 判为阳性 ,反之

则为阴性。阳性反应的最大稀释度即为待测样品的

效价[14 ] 。

2. 6 　多克隆抗体与抗原的 Western blot 鉴定

以抗原 ( eFas , 1. 2 mg/ mL) 10 , 20 , 30μL 进行

SDS2PAGE ,将蛋白转印至 PVDF 膜上 ,多克隆抗体

(兔血清 ,1∶10 000) , HRP 标记的羊抗兔二抗 (1∶5

000)先后孵育、漂洗、显影检测蛋白。

3 　结 　果

3. 1 　eFas 基因编码序列的构建

经两步 PCR 将 7 个长引物片段拼接成完整的

eFas 基因序列 ,并引入 Nco Ⅰ/ Xho Ⅰ酶切位点。经

琼脂糖凝胶电泳检测 ,条带位于 490 bp 附近 ,与理

论值相符 (图 2) 。

1. eFas(490 bp) ; M. 100 bp DNA Ladder

图 2 　Fas 胞外段编码序列的 PCR 产物电泳图

Fig. 2 　Agarose gel electrophoresis of PCR product containing eFas

gene

3. 2 　重组质粒的鉴定

重组子利用 T7 通用引物和 eFas 基因的特异性

引物进行 PCR 鉴定 ,阳性的克隆提取质粒经 Nco Ⅰ

及 Xho Ⅰ酶切后 ,用琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,得到两条

目的条带 ,分别为 eFas 条带、pET222b ( + ) 条带 (图
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3) 。阳性克隆送上海博亚公司测序 ,测序结果表明

获得一正确序列的重组子。

1. eFas/ pET22b( + ) ; 2. pET22b ( + ) eFas (490 bp) (Double digesis with

Nco ⅠXho Ⅰ) ; M. DNA Ladders

图 3 　重组 eFas/ pET22b( + )质粒的双酶切鉴定

Fig. 3 　Identification of eFas/ pET22b( + ) recombinant plasmid us2
ing double digests method

3. 3 　Fas 蛋白在大肠杆菌中的表达及纯化

含重组质粒 pET222b ( + ) / eFas 的大肠杆菌

Rosetta2gami 经 IPTG诱导 ,收集菌体沉淀进行超声破

菌 ,利用 12 % SDS2PAGE检测 ,发现目的蛋白主要在

包涵体中表达 ,表达量占菌体总蛋白的 30 %以上。

包涵体经洗涤和溶解 ,Ni2NTA 亲和色谱柱纯化后复

性。复性用透析法 ,采用逐步降低尿素浓度的方法

除去蛋白质溶液中的尿素。Lowry 法绘制标准蛋白

浓度曲线 ,测得蛋白质浓度为 1. 2 mg/ mL。SDS2
PAGE结果如图 4 所示 ,在相对分子质量 ( Mr) 20 000

与 35 000 之间有一特异条带 (箭头所指) ,符合目的

蛋白理论推算值 (约 20 724) (图 4) ,扫描分析显示其

纯度达 95 %以上。

1. 未用 IPTG诱导 ; 2. 已用 IPTG诱导 ; 3. 破菌上清 ; 4. 包涵体沉淀 ;

5. 纯化后的 eFas 蛋白 ; M. 蛋白分子量标准

1. IPTG( + ) pET222b ( + ) / eFas ; 2/ IPTG( + ) pET222b ( + ) / eFas ; 3.

Lysate supernatant ; 4. Inclusion bodies in the deposit ; 5. Purified eFas pro2

tein ; M. Protein marker

图 4 　SDS2PAGE分析 eFas 表达及纯化

Fig. 4 　SDS2PAGE analysis for the expression and purity of eFas

protein

3. 4 　多克隆抗体效价测定

间接 ELISA 法测得两只白兔血清中多克隆抗体

的效价分别为 1∶106 和 1∶108。

3. 5 　多克隆抗体与抗原的 Western blot 鉴定结果

分别用依次递增量的抗原与含有多克隆抗体的

兔血清进行 Western blot ,在 Mr 20 000 附近出现单一

特异性条带 (图 5) ,与预期结果一致。

1～3. 重组 eFas 蛋白 (1. 2 mg/ mL) 分别为 10 ,20 ,30μL

123. Recombinant eFas protein (1. 2 mg/ mL) were 10 ,20 ,30μL respectively

图 5 　抗血清与重组 eFas 蛋白 Western2blot

Fig. 5 　Western blot of antiserum and recombinant eFas protein

4 　讨 　论

本实验以 GenBank 公布的人 Fas cDNA 序列为

基础 ,去除 N 端信号肽、跨膜及胞内区序列 ,仅保留

胞外区序列。经过两轮 PCR ,成功构建出 Fas 胞外

区基因编码序列 (490 bp ,包括酶切位点和保护碱

基) ,在引入了 Nco Ⅰ和 Xho Ⅰ两个酶切位点后 ,可

将 eFas 基因克隆进高效表达质粒 pET222b ( + ) ,成

功地构建出 pET222b ( + ) / eFas 表达载体。经测序发

现 eFas 基因成功克隆进表达载体 ,且开放阅读框与

GenBank 提供的序列比较后准确无误。表达载体转

化入大肠杆菌 Rosetta2gami 后 ,检测到目的蛋白主要

以包涵体形式存在。这既有效防止了大肠杆菌胞内

蛋白酶对目的蛋白的降解 ,又便于分离纯化。因带

6 个组氨酸标签的融合蛋白表达量占菌体总蛋白的

30 %以上 ,即使复性效率不高 ,仍能获得大量正确折

叠的目的蛋白 ,且纯化后的 eFas 蛋白的纯度达到

96 %。电泳结果显示 ,我们获得的 eFas 蛋白 M r 与

理论值相符 ,可作为抗原免疫新西兰白兔以制备多

克隆抗体。

我们制备的多克隆抗体经 ELISA 实验测得效价

较高 ,达到 1∶108 和 1∶106 ,且 Western blot 结果显示

多克隆抗体是重组 eFas 蛋白的特异性抗体 ,故该多

克隆抗体可以与 eFas 一同为进一步分析 Fas 功能、

研究 Fas/ FasL 相互作用、探讨抗体与 Fas 结合及发

挥功能的机制等提供条件。
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氨基葡萄糖与硫酸软骨素复方片的抗炎、镇痛作用

韩 　刚 , 原海忠 , 董 　月 , 翟冠钰 , 范 　颖

(华北煤炭医学院 药学系 , 河北 唐山 063000)

　　摘 　要 :目的 将氨基葡萄糖与硫酸软骨素制成复方片剂 ,考察其抗炎与镇痛作用。方法 氨基葡萄糖与硫酸

软骨素按 5∶4 的比例压片制成复方片剂。以 SD 大鼠为实验动物 ,建立足趾肿胀模型进行抗急性炎症实验 ;采用棉

球植入法进行抗慢性炎症实验 ;以 ICR 小鼠为实验动物 ,建立小鼠疼痛模型进行镇痛实验。结果 给药 28 d ,足趾肿

胀 1 h ,低、中、高剂量组足趾肿胀度明显小于正常对照组 ( P < 0. 05) 。大鼠肉芽肿实验结果显示各给药组与正常组

相比能明显抑制大鼠肉芽肿 ( P < 0. 05) 。醋酸致小鼠扭体实验显示各给药组与对照组比较 ,对醋酸致小鼠扭体次

数有明显的抑制 ( P < 0. 05) 。结论 氨基葡萄糖与硫酸软骨素复方片具有抗炎作用 ;对醋酸致小鼠疼痛模型具有镇

痛作用。

　　关键词 : 氨基葡萄糖 ; 硫酸软骨素 ; 抗炎 ; 镇痛 ; 复方片剂
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The effects of glucosamine and chondroitin sulfate compound tablet on

anti2inflammatory and analgesic
HAN Gang , YUAN Hai2zhong , DONG Yue , ZHAI Guan2yu , FAN Ying

( School of Pharmaceutical Science , North China Coal Medical University , Tangshan 063000 , China)

　　Abstract :Purpose The glucosamine and chondroitin compound tablets were prepared. The anti2inflamma2
tory and analgesic effects of glucosamine and chondrotin compound tablets were investigated. Methods The

proportion of glucosamine and chondroitin was 5∶4 to prepare compound tablets. The anti2inflammatory effect
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