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以ｕＰＡ为靶向分子的重组人ＴＲＡＩＬ特异激活抗结肠癌的实验研究
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　　摘　要：目的　为更好发挥肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ＴＲＡＩＬ）杀伤肿瘤细胞的作用，构建一种新型的ＴＲＡＩＬ融合蛋

白，既方便其体外纯化又提高其靶向性。方法　通过构建由尿激酶型纤溶酶原激活剂（ｕＰＡ）特异裂解位点连接的 Ｈｉｓ蛋白标签

和ＴＲＡＩＬ构成的融合蛋白，体外表达纯化后作用于结肠癌细胞，利用结肠癌细胞高表达ｕＰＡ活性的特点将融合蛋白裂解为抑

瘤活性更强的ＴＲＡＩＬ蛋白。结果　体外表达纯化的ＴＲＡＩＬ融合蛋白被活性ｕＰＡ特异裂解去除 Ｈｉｓ标签以后其抑瘤活性增

强，肝毒性降低。结论　人工构建的ＴＲＡＩＬ融合蛋白抑制结肠癌细胞生长具有高效性、靶向性。
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　　结肠癌是常见的恶性肿瘤
［１２］，它的有效治疗是目前研究

的热点和难点。抗肿瘤药物在肿瘤局部的靶向治疗是治疗肿

瘤的有效途径［１］，它需要将抑瘤性和靶向性相结合。肿瘤坏死

因子相关凋亡诱导配体（ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇ

ａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）是肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）超

家族成员中的一员，与其相应的受体结合后能诱导肿瘤细胞凋

亡［２４］，是高效的肿瘤杀伤因子。尿激酶型纤溶酶原激活剂（ｕ

ｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｕＰＡ）是一种丝氨酸蛋白

水解酶，与细胞膜上的ｕＰＡ受体（ｕＰＡｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｕＰＡＲ）结合

后，可被激活为有活性的双链酶，在局部发挥纤溶作用。ｕＰＡ

和ｕＰＡＲ在正常组织表达水平很低，但在结肠癌等肿瘤明显

过表达，与肿瘤的生长、浸润和转移密切相关［５６］，是较特异的

肿瘤靶向因子。本研究将ＴＲＡＩＬ的抑瘤性和ｕＰＡ的靶向性

结合起来，利用原核表达及纯化的带ｕＰＡ特异性酶切位点的

重组融合蛋白 ＨｉｓｒｈＴＲＡＩＬ作用于ＳＷ４８０和 ＨＴ２９结肠癌

细胞株，观察其对结肠癌细胞生长的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞与细菌　ＨＬ６０细胞株、ＳＷ４８０、ＨＴ２９结肠癌细

胞株购自中国科学院细胞研究所。大肠埃希菌ＤＨ５α、ＢＬ２菌

株购自上海生物工程有限公司。

１．２　主要试剂　ＩＭＤＭ 培养基、胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；

ＴｒｉｚｏＲＮＡ提取纯化试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＲＴＰＣＲ二步法

试剂盒（ＴａｋａｒａＲＮＡＰＣＲｋｉｔ，ｃｏｄｅＮｏ：ＤＲＲ０１９Ａ）；ＤＮＡ胶

回收试剂盒（Ｒｏｃｈｅ公司）；ｐＧＥＭＴ载体、质粒抽提试剂盒

（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶（Ｏｍｅｇａ公司）；抗ＴＲＡＩＬ抗

体和抗Ｈｉｓ抗体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司）；功能性ｕＰＡ蛋白（北京义

翘神州生物公司）。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养　ＨＬ６０细胞传代培养于含１０％胎牛血清

的ＩＭＤＭ培养基，传代４８ｈ后收集细胞；ＳＷ４８０和 ＨＴ２９结

肠癌细胞培养于含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，传代培

养于６孔培养板（每孔５×１０５ 细胞），４８ｈ后进行实验。

１．３．２　带 Ｈｉｓ标签肽和ｕＰＡ解位点序列的 ＨｉｓｒｈｓＴＲＡＩＬ

原核表达质粒构建　以ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂提取 ＨＬ６０细

胞总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ二步法试剂盒扩增人 ＴＲＡＩＬ分子９５～

２８１核苷酸片段（即ｒｈｓＴＲＡＩＬ）。上游引物：５′ＧＡＴＧＡＣ

ＣＴＣＴＧＡＧＧＡＡＡＣＣＡＴＴＴＣＴＡＣＡＧＴＴＣ３′；下游引

物：５′ＧＴＴＡＧＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＴＧＣＣＧＡＴＣ

ＧＴＣＣＣＧＡＧＣＣＡＡＣＴＡＡＡＡＡＧＧＣ３′。以１．５％琼脂糖

凝胶电泳ＰＣＲ产物，ＤＮＡ 胶回收试剂盒回收纯化，克隆至

ｐＧＥＭＴ载体，转化大肠埃希菌ＤＨ５α，蓝白筛选，扩增、提取

质粒，经犘狊狋Ｉ与犅犫狏ＩＩ酶切鉴定，选取正向插入质粒测序。

１．３．３　ｒｈｓＴＲＡＩＬ融合蛋白的表达与纯化　取测序正确的

ｐＧＥＭＴＨｉｓｒｈｓＴＲＡＩＬ质粒转化大肠埃希菌ＢＬ２１，饱和培
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养后以１ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ｓｏｐｒｏｐｙｌβＤ

１ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＩＰＴＧ）诱导培养４ｈ。收集细菌在裂

解液（５０ ｍｍｏｌ／Ｌ 磷酸钠，ｐＨ ８．０，３００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，１０

ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ）中超声破碎，裂解上清通过镍

金属螯合（ＮｉＮＴＡ）柱纯化，以含５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的裂解液洗

脱，磷酸缓冲液（含１０ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇）中透析。十二烷基

磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）初步分析蛋白纯

度，蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）鉴定。

１．３．４　ｕＰＡ体外裂解 ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白　取纯化的

ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白与功能性ｕＰＡ在３７℃孵育３ｈ，通

过ＮｉＮＴＡ层析去除完整ｓＴＲＡＩＬ融合蛋白和 Ｈｉｓ标签肽，

ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｎｃａｃｉｄ）蛋白检测试剂测定蛋白水平，低温冷

冻干燥后保存备用。同时取部分样品行ＳＤＳＰＡＧＥ，将蛋白分

两组转移到尼龙膜（ＮＣ）上，分别与抗Ｈｉｓ抗体［１∶２００磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）稀释］和抗ｓＴＲＡＩＬ抗体（１∶２００ＰＢＳ稀释），

４℃孵育过夜，辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＨＲＰ）标记羊抗鼠二抗（１∶１０００）室温孵育１ｈ，化学发光试剂

盒显色。

１．３．５　３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）

实验观察 ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白对结肠癌细胞株ＳＷ４８０

和 ＨＴ２９细胞生长的影响　取培养的对数生长期ＳＷ４８０和

ＨＴ２９结肠癌细胞５×１０４／ｍＬ接种于９６孔培养板中，每孔

０．２ｍＬ，１组加入抗ｕＰＡ抗体５０μｇ和完整 ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构

融合蛋白２００μｇ（组１），另１组加入ｕＰＡ体外裂解后去除Ｈｉｓ

标签的ＴＲＡＩＬ重构融合蛋白２００μｇ（组２），第３组加入完整

ＨｉｓＴＲＡＩ重构融合蛋白２００μｇ（组３），另设空白对照组（组

４），每组各设３个复孔。置３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中，分别培

养１、２、３、４ｄ，实验终止前４ｈ每孔加入２０μＬＭＴＴ液，上机

前除去培养液，每孔加２００μＬ二甲基亚砜，在酶标仪（５７０ｎｍ

波长）上测量吸光度（ＯＤ）值，计算细胞生长抑制率。计算方法

为：抑制率＝（１－实验组平均 ＯＤ值／对照组平均 ＯＤ值）×

１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行数据统计学分

析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，检验水准α＝

０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　体外表达、纯化 ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白

２．１．１　克隆ｈｒｓＴＲＡＩＬ鉴定　根据人重构融合蛋白ＴＲＡＩＬ

ｃＤＮＡ序列，利用ＲＴＰＣＲ方法从 ＨＬ６０细胞株扩增重构融

合蛋白ＴＲＡＩＬ序列，通过下游引物在重构融合蛋白ＴＲＡＩＬＣ

末端依次加上ｕＰＡ特异裂解序列ＳＧＲＳＡ和 Ｈｉｓ纯化标签，

克隆重构融合蛋白ＴＲＡＩＬ到原核表达载体ｐＧＥＭＴ，酶切后

产生５００ｂｐ和３１００ｂｐ条带的为正向插入克隆，经测序证实

序列正确，见图１。

２．１．２　原核表达及纯化 ＨｉｓＴＲＡＩＬ 重构融合蛋白　将

ｐＧＥＭＴＨｉｓＴＲＡＩＬ质粒转化大肠埃希菌ＢＬ２１，ＩＰＴＧ诱导

培养后，以抗ＴＲＡＩＬ抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实细菌裂解液

中存在 ＨｉｓＴＲＡＩＬ蛋白。ＮｉＮＴＡ柱纯化系统初步纯化获得

的重构融合蛋白 ＨｉｓＴＲＡＩＬ，经 ＳＤＳＰＡＧＥ 鉴定，纯度为

９６．８％，见图２。

２．１．３　重构融合蛋白 ＨｉｓＴＲＡＩＬ蛋白ｕＰＡ体外裂解效率

检测　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，经ｕＰＡ消化后抗 Ｈｉｓ抗体可

显示完整重构融合蛋白 ＨｉｓＴＲＡＩＬ蛋白（相对分子质量为

２２８７４），不能显示ｕＰＡ消化后重构融合蛋白ＴＲＡＩＬ蛋白，

抗ＴＲＡＩＬ抗体显示完整重构融合蛋白 ＨｉｓＴＲＡＩＬ蛋白和ｕ

ＰＡ消化后ｒｈｓＴＲＡＩＬ蛋白（相对分子质量约２１７００）。功能性

ｕＰＡ可去除重构融合蛋白ＨｉｓＴＲＡＩＬ蛋白Ｈｉｓ标签，见图３。

　　１：ＤＮＡ 分子标记物；２、３：犘狊狋Ⅰ、犅犫狏Ⅱ 酶切重组质粒 Ｈｉｓ

ＴＲＡＩＬ。

图１　　重组质粒 ＨｉｓｒｈｓＴＲＡＩＬ的酶切鉴定

　　Ａ：重组质粒裂解液ＴＲＡＩＬ表达的免疫学检测；Ｍ：蛋白分子标记

物；１、２：重组质粒表达后ＴＲＡＩＬ检测结果；Ｂ：重组质粒纯化后ＴＲＡＩＬ

表达的免疫学检测；Ｍ：蛋白分子标记物；１：重组质粒表达后细胞沉淀；

２：９０％缓冲液洗脱后；３：１００％缓冲液洗脱后。

图２　　重组质粒 ＨｉｓｈｒｓＴＲＡＩＬ的免疫学检测

　　Ａ：重组蛋白经ｕＰＡ裂解后抗Ｈｉｓ抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；

Ｂ：重组蛋白经ｕＰＡ裂解后抗ｔｒａｉｌ抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｍ：蛋

白分子标记物；１：ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白；２：ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合

蛋白经ｕＰＡ裂解后。

图３　　重组 ＨｉｓＴＲＡＩＬ蛋白的免疫学鉴定

２．２　ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白对结肠癌细胞株ＳＷ４８０和

ＨＴ２９细胞生长的影响　ＭＴＴ法结果显示，组２、组３ＳＷ４８０

和 ＨＴ２９细胞生长的抑制率明显高于组１、组４，差异有显著

性（犘＜０．０１）。ＨｉｓｒｈｓＴＲＡＩＬ蛋白在体外可以抑制上述两种

结肠癌细胞的生长，见表１。
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表１　　ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白对结肠癌细胞株ＳＷ４８０和 ＨＴ２９细胞生长的抑制率（狓±狊，％）

组别
１ｄ

ＳＷ４８０ ＨＴ２９

２ｄ

ＳＷ４８０ ＨＴ２９

３ｄ

ＳＷ４８０ ＨＴ２９

４ｄ

ＳＷ４８０ ＨＴ２９

组１ １．４０±０．８３ ０．９０±０．７８ ２．２８±０．５０ １．５５±０．５３ ２．９３±０．７７ ２．２９±０．５０ ３．６２±０．１７ ３．０２±０．８９

组２ ６．４４±０．９４ａ ５．６１±２．２３ａ １９．７６±２．１３ａ ２３．１８±１．８４ａ ３３．３６±１．２８ａ ３３．３３±３．０７ａ ３８．４５±１．７６ａ ３８．７３±４．７０ａ

组３ ６．３２±０．４８ａ ６．１８±０．２５ａ １５．５６±２．７１ａ １８．８７±２．８５ａ ２７．７７±３．１６ａ ２４．８１±１．６６ａ ３５．７５±０．９１ａ ３３．３９±２．３１ａ

组４ ０．８８±０．６３ １．２３±０．０４ ２．１２±１．１８ ２．１３±０．２０ ２．５６±１．０７ ２．９３±０．３９ ３．０７±１．４４ ４．２５±０．７６

　　ａ：犘＜０．０１，与 组４比较。

３　讨　　论

ＴＲＡＩＬ可促进肿瘤细胞凋亡，而不影响正常细胞
［７］。

ＴＲＡＩＬ是ＴＮＦ超家族成员，是Ⅱ型跨膜蛋白，免疫系统多种

细胞如ＮＫ细胞、Ｔ细胞、巨噬细胞和树突状细胞等都表达

ＴＲＡＩＬ。ＴＲＡＩＬ受体是Ⅰ型跨膜蛋白，目前已知５种ＴＲＡＩＬ

受体，分别是 ＴＲＡＩＬＲ１、ＴＲＡＩＬＲ２、ＴＲＡＩＬＲ３、ＴＲＡＩＬＲ４和

骨原壳蛋白（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ）。ＴＲＡＩＬＲ１和ＴＲＡＩＬＲ２通过

胞外半胱氨酸富集区以高亲和力与ＴＲＡＩＬ结合，通过胞内段

死亡结构域 （ＤＤ）激活外源性凋亡途径。而 ＴＲＡＩＬＲ３、

ＴＲＡＩＬＲ４与ＴＲＡＩＬＲ１、ＴＲＡＩＬＲ２相似，但胞内段ＤＤ缺失，

因此 能 够 结 合 ＴＲＡＩＬ 但 不 能 使 细 胞 凋 亡。在 人 体 中，

ＴＲＡＩＬＲ１、ＴＲＡＩＬＲ２、ＴＲＡＩＬＲ４广泛表达，而ＴＲＡＩＬＲ３仅见

于周围血和脾，ＴＲＡＩＬＲ３、ＴＲＡＩＬＲ４受体在正常细胞的表达

可起竞争性拮抗及调节ＴＲＡＩＬＲ１、ＴＲＡＩＬＲ２功能的作用
［８］，

因此可保护正常细胞逃避ＴＲＡＩＬ诱导的凋亡作用。

有研究表明ＴＲＡＩＬ可有效诱导多种人肿瘤如白血病、多

发性骨髓瘤、神经母细胞瘤、肺癌、结肠癌、乳腺癌、前列腺癌、

胰腺癌、肾癌和甲状腺癌细胞凋亡，对肿瘤细胞生长抑制具有

剂量依赖性，是一种高效的肿瘤杀伤因子［７］。Ｈｉｓ标签有利于

重组ＴＲＡＩＬ蛋白的纯化，但带标签的 ＴＲＡＩＬ蛋白特异性较

低，无明显靶向性，而且具有明显的细胞毒性，尤其是肝毒性严

重限制了其临床应用［９］，因此，如采用 Ｈｉｓ标签纯化重组

ＴＲＡＩＬ蛋白，必须解决其肝毒性问题。

新合成的ｕＰＡ以极低活性的单链状态存在，当与其受体

ｕＰＡＲ结合后才转化成高活性的双链状态
［５］，除可裂解血浆

纤溶酶原生成纤溶酶外，还可裂解邻近的细胞外基质，促进肿

瘤细胞迁移［６］，ｕＰＡＲ正常情况下表达于肝、肾、肺、血管等多

种组织器官［１０］，也表达于多种肿瘤如结肠癌细胞［１１］，是一种

具有肿瘤特异性的靶向分子，且具有酶活性。本研究将

ＴＲＡＩＬ的抑瘤性和ｕＰＡ的靶向性结合起来，在 Ｈｉｓ标签与

ＴＲＡＩＬ蛋白之间插入５个氨基酸的 ｕＰＡ 特异裂解序列

ＳＧＲＳＡ，构建了带可裂解 Ｈｉｓ标签的ＴＲＡＩＬ重构融合蛋白。

由于 Ｈｉｓ标签的引入，改变了ＴＲＡＩＬ重构融合蛋白的构象，

可能影响其功能，实验结果显示在人工封闭ｕＰＡ后，两种结

肠癌细胞的生长基本不受其影响，也就是说在结肠癌细胞表面

的ｕＰＡ酶活性去除后融合蛋白 ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白抗

肿瘤活性基本消失。只有当 ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白被外源

性活性ｕＰＡ特异性裂解或被结肠癌细胞表面的活性ｕＰＡ特

异性裂解去除 Ｈｉｓ标签后，其特异性抗肿瘤活性才能发挥出

来［１２］，使ＴＲＡＩＬ重构融合蛋白的抗肿瘤作用具有靶向性，只在

结肠癌细胞局部发挥抗肿瘤作用，这可能有利于降低其肝毒性。

另外，引入Ｈｉｓ标签蛋白是一种常用的纯化蛋白的方法，可以使

ＴＲＡＩＬ重构融合蛋白的纯化变得简便高效。本研究结果显示

构建的ＨｉｓＴＲＡＩＬ重构融合蛋白在体外可被功能性ｕＰＡ有效

裂解，能靶向性抑制高表达ｕＰＡ的结肠癌细胞生长，对其深入

研究可望拓展ＴＲＡＩＬ重构融合蛋白的临床前景。
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ＮａｔＭｅｄ，２００１，７（４）：３８３３８５．

（收稿日期：２０１３０６１０　修回日期：２０１３０８２５）

４９９３ 重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３３期




