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重组人β趋化因子 RANTES基因融合表达产物活性分析

杨瑞仪 , 　冯丽玲 , 　曾庆平 3

(广州中医药大学热带医学研究所 ,　广州　510405)

摘要　为研制基于病毒受体的抗艾滋病毒感染基因药物 ,将重组人β趋化因子 RANTES基因导入

大肠杆菌中表达谷胱甘肽 S2转移酶 ( GST)2RANTES融合蛋白 ,并回收携带末端延伸肽 ( TEP)的

RANTES修饰蛋白.荧光免疫化学分析表明 ,2种非天然 RANTES蛋白均显示对人外周血淋巴细胞

的结合活性.暗示在细胞表面可能已发生 RANTES与 CCR5之间的相互作用. 2种修饰 RANTES蛋

白都能使人外周血细胞的过氧化物酶活性显著升高 ,提示这 2个人造蛋白可能仍存在对淋巴细胞

的趋化性诱导.
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Fused Expression and Activity Analysis of

Recombinant Humanβ2Chemokine RANTES Gene

YANG Rui2yi , FENGLi2ling , ZENG Qing2ping
3

( Tropical Medicine Institute , Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine , Guangzhou　510405 , China)

Abstract　To prepare a viral receptor2based genetic medicine against infection of AIDS virus , the recombinant
humanβ2chemokine RANTES gene was introduced into E. coli for expressing a glutathione S2transferase
( GST)2 RANTES fusion protein , and recovering a terminal extension peptide ( TEP)2 containing modified
RANTES protein. The fluorescent immunochemical analysis showed that both non2natural RANTES proteins
demonstrated binding activities to human peripheral blood lymphocytes , implying an interaction between RAN2
TES and CCR5 on the cell surface might have occurred. Furthermore , two forms of modified RANTES proteins
were able to enhance the peroxidase activity of human peripheral blood cells , suggesting that chemotaxis induc2
tion for lymphosytes in these two artificial proteins could be still present .
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　　趋化因子 (chemokine)是一类低分子量 (8～10

kD)的诱导分泌性细胞因子 ,它们可通过结合细胞

表面的趋化因子受体 (如 CCR5和 CXCR4等)而诱发

致炎性免疫应答[1 ]
.最近发现 ,趋化因子受体还是艾

滋病毒感染人体细胞的辅助受体 (co2receptor) ,其中

CCR5是 M嗜性毒株 (R5 病毒)感染巨噬细胞的辅

助受体 ;CXCR4是 T嗜性毒株 (X4病毒)感染 T细胞

的辅助受体[2 ]
.人趋化因子 RANTES和 SDF21 等结

合 CCR5和 CXCR4后 ,通过封闭艾滋病毒入侵细胞

的通道及下调 CCR5与 CXCR4在细胞外的表达 ,可

阻断艾滋病毒对细胞的感染[3 ] .同时还发现 ,高加索

人种中的 CCR5缺陷型 (CCR52Δ32)对艾滋病毒感染

具有抗性[4 ] .由此可见 ,人趋化因子在艾滋病预防及

辅助治疗中具有潜在应用价值.

我们在人 RANTES基因克隆、测序和体外表达

的基础上[5 ] ,利用大肠杆菌表达重组 RANTES基因 ,

获得了 GST2RANTES融合蛋白与 TEP2RANTES修饰
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蛋白.初步证实 ,2种非天然 RANTES对人外周血细

胞均表现受体结合活性与趋化诱导活性 ,为今后利

用重组 RANTES预防和治疗艾滋病打下了一定的基

础.

1　材料和方法

111　质粒和菌株

含有 RANTES基因的 pT2RAN质粒载体由本室

构建[6 ] .大肠杆菌表达载体 p GEX22TK及其宿主菌

BL21购自 Amersham Pharmacia Biotech公司.

112　基因扩增与质粒构建

以 pT2RAN 为模板 ,用分别预设 BamH Ⅰ和

EcoRⅠ切点的引物 (5′2GGATCCATGTCCCCATATTC2
CTCG3′与 5′2GAATTCCTAGCTCATCTCCAAAGA23′) ,

按 94℃,30 s ,55℃,30 s ,72℃,1 min ,35循环扩增人

RANTES基因.将 p GEX22TK质粒与 RANTES基因扩

增片段分别用 Bam HⅠ和 EcoR Ⅰ消化 ,经凝胶电

泳、回收、纯化、连接和转化后 ,挑选氨苄青霉素抗性

菌落并提取重组质粒进行酶切鉴定.

113　诱导表达及产物纯化

将工程菌置于 2YT培养基 (添加 100 mgΠL 氨苄
青霉素)中 ,30℃培养至 A600≈110 ,加入 IPTG(终浓

度 110 mmolΠL) ,继续培养 3～4 h ,离心收集菌体 ,重

悬于 PBS中 ,加入溶菌酶 (011 mgΠml) ,反复冻融 10

次 ,裂解菌体 ,12 000 rΠmin下离心 10 min ,收集上清

液.将含有融合蛋白的上清液用MicroSpin
TM

GST Pu2
rification Module (Amersham Pharmacia Biotech公司)过

柱 ,离心除去未结合杂蛋白 ,PBS洗两次.用谷胱甘

肽洗脱缓冲液收集 GST2RANTES蛋白.按每 mg融合

蛋白加入 1 U凝血酶 ,于 22℃消化 16 h ,离心收集

TEP2RANTES裂解蛋白.

114　Western印迹杂交

将 RANTES及其修饰蛋白进行 15 % SDS2PAGE ,

电转硝酸纤维素膜和Western印迹杂交.用封闭液在

37℃封闭 30 min ,洗膜 ,加入羊抗 人 RANTES (C19)

抗体 (Santa Cruz) (1∶1000) ,37℃结合 30 min ,洗膜 ,

加入 HRP标记的马抗羊 IgG(Jakson Immno Res) (1∶

1000) ,37℃结合 30 min ,洗膜 ,DAB显色鉴定表达产

物.

115　荧光免疫化学分析

由正常人全血分离外周血细胞 ,用 10 %胎牛血

清 RP1640重悬 ,分别加入 500 ng重组人 RANTES标

准品 ( Intergen , 68 肽 ,纯度 98 %) 、GST2RANTES 和

TEP2RANTES ,阴性对照加等体积 PBS稀释液 ,离心

收集细胞 ,PBS重悬 ,经制片、固定、温育和洗涤后 ,

依次加入羊抗人 RANTES(C19)抗体 (Santa Cruz) (1∶

1000)和 FITC标记的兔抗羊 IgG(北京鼎国) (1∶50)

(等体积 PBS与 1∶5000伊文斯蓝稀释) ,50 %缓冲甘

油封片 ,在荧光显微镜下观察结合荧光抗体的细胞

并拍照.

116　过氧化物酶活性分析

参照文献[7 ]修改.用 PBS将分离的人外周血细

胞稀释成 2×106Πml ,按每孔 50μl 细胞悬液加至 96

孔板中 ,然后在孔内各加入待测样品 (500 ngΠml) ,并

设置标准品对照 (500 ngΠml)和阴性对照 (加入等体

积 PBS稀释液) .将培养板置于 37℃温育 30 min ,按

下述步骤检测过氧化物酶活性 :每孔加入 TritonX2
100至终浓度 018 % ,于 37℃,45 min 裂解细胞 ,离

心 ,各取 50μl上清加至酶标板 ,用底物显色 ,在 450

nm波长处测定各孔的吸光值.

2　结果

211　重组表达载体构建与酶切鉴定

经 PCR获得的修饰性 RANTES基因的扩增片段

长度为 222 bp .该片段不含 RANTES基因的信号肽

编码序列 ,但包含引物序列在内 (Fig11) .

Fig. 1　A modified fragment of human RANTES gene amplified by

PCR

11 100 bp ladder ; 21 Amplified fragment

人 RANTES基因的实际长度为 276 bp ,共编码

91个氨基酸残基 ,其中包括 23 个氨基酸残基的信

号肽和 68个氨基酸残基的成熟蛋白.

将扩增片段经 BamHⅠ和 EcoRⅠ切点克隆至

p GEX22TK质粒的多克隆位点中 ,构建重组表达载体

p GST2RAN ,然后进行双酶切鉴定 ,结果如 Fig12 所

示.

p GST2RAN中的 RANTES基因与 GST基因在同

一启动子 ( tac启动子)控制下 ,可表达 GST2RANTES

融合蛋白 ,后者经凝血酶水解后 ,可产生 TEP2RAN2
TES修饰蛋白.经凝血酶消化的 TEP2RANTES共由
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78个氨基酸残基组成 ,包括 RANTES成熟蛋白及其

上游的凝血酶裂解位点序列 (二肽) 、激酶识别位点

序列 (五肽)和间隔三肽.其序列为 Gly2Ser2Arg2Arg2
Ala2Ser2Val2Gly2Ser2Met.

Fig. 2　Identification of p GST2RAN by enzyme digestion

11 p GST2RAN ; 21 EcoRⅠdigest of p GST2RAN ; 31 EcoRⅠ +

BamHⅠdigests of p GST2RAN ; 41 EcoRⅠdigest of p GEX22TK;

51 Amplified fragment

212　纯化表达产物分析

将纯化的 GST2RANTES 与 TEP2RANTES 经

Western印迹杂交进行检测 ,结果如 Fig13所示.

从以上杂交图谱可见 ,TEP2RANTES与 RANTES

的分子量 (8 kD)十分接近 ,而 GST2RANTES则较大 ,

其中 GST的分子量为 26 kD.

Fig. 3　Detection of RANTES fusion proteins by Western blotting

11 Standard RANTES (200 ng) ; 21 GST2RANTES(100 ng) ;

31 TEP2RANTES (200 ng)

213　免疫荧光化学分析

为了验证 GST2RANTES与 TEP2RANTES是否能

与人外周血淋巴细胞表面的 CCR5 受体结合 ,将标

准 RANTES、GST2RANTES和 TEP2RANTES分别与细

胞温育 ,通过荧光免疫化学分析对其受体结合活性

进行检测 ,结果如 Fig14所示.

Fig. 4　Ligand2receptor binding activity assay

A. Negative control ; B. Positive control (500 ng RANTES) ; C. GST2RANTES (500μg) ; D. TEP2RANTES (500 ng)

　　结果显示 ,阳性对照 (RANTES标准蛋白) 、GST2
RANTES和 TEP2RANTES处理者均可见荧光抗体标

记细胞 ,而阴性对照 (等体积 PBS稀释液)则无荧光

抗体标记细胞.这一结果表明 , RANTES、GST2RAN2
TES和 TEP2RANTES都具有受体结合活性 ,RANTES

修饰并不对配基2受体的相互作用产生显著影响.

214　过氧化物酶活性分析

趋化因子诱导细胞趋化时 ,中性粒细胞表达的

过氧化物酶将增加[7 ]
.由 Table 1 测定结果可见 ,在

相同浓度 (500 ngΠml)下 , GST2RANTES和 TEP2RAN2
TES的趋化活性都比标准品低 ( P < 0105) , GST2
RANTES和 TEP2RANTES的趋化活性则无显著差异

( P > 0105) .
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Table 1 　Chemotactic activity of RANTES , GST2RANTES and

TEP2RANTES

Sample A450 ( �x ±s)

RANTES 11122±01109

GST2RANTES 01741±01020

TEP2RANTES 01750±01032

GST 01446±01027

Negative control 01403±01047

3　讨论

RANTES、SDF21等β趋化因子作为艾滋病毒感

染的拮抗剂可能在艾滋病的预防和治疗中发挥重要

作用 ,尤其是目前仍未研制出有效的疫苗 ,有关这方

面的研究备受重视.然而 ,天然趋化因子的致炎性副

作用必须予以消除 ,以达到既阻断艾滋病毒感染又

不诱发炎性反应的目的.为此 ,有人采用人疱疹病毒

8(HHV8)编码的趋化因子类似物 (vMIP2Ⅱ)作为天
然 RANTES的拮抗剂 ,结果 vMIP2Ⅱ在结合趋化因子
受体的同时并不诱导炎性作用[8 ] .对于大肠杆菌表

达的含有氨基末端延伸肽的修饰性 RANTES是否具

有受体结合活性与炎性激活能力 ,至今未见报道.

我们的初步研究结果表明 ,无论 GST2RANTES

或 TEP2RANTES都能象天然 RANTES一样与外周血

淋巴细胞表面受体 CCR5 结合 ,而末端大段多肽的

融合或延伸并不影响其结合作用 ,暗示二者具有封

闭细胞表面艾滋病毒附着位点的潜在能力.同时 ,致

炎性测定结果显示 , GST2RANTES和 TEP2RANTES的

趋化活性均低于天然 RANTES ,表明修饰性 RANTES

的趋化作用受到氨基末端延伸肽的显著影响.经末

端修饰的截短型 RANTES ( 9268 ) [9 ,10 ]、蛋氨酸2
RANTES

[11 ]和氨基氧戊烷2RANTES
[12 ]可作为拮抗剂

与前单核细胞系 THP21结合 ,但却不刺激其趋化活

性 ,包括钙动员或酶释放等. 至于 GST2RANTES和

TEP2RANTES为何仍保留部分趋化活性 ,是否与其

分子结构中存在完整的 RANTES有关 ,则尚待进一

步研究.
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