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摘　要：本研究旨在克隆和表达猪肿瘤坏死因子成熟肽基因及其表达蛋白的生物活性。根据ＧｅｎＢａｎｋ登录的猪

肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）成熟肽基因序列设计一对上下游引物。应用ＲＴＰＣＲ技术直接从丹系长白猪脾脏组织中

扩增猪的ＴＮＦα成熟肽基因。将ＲＴＰＣＲ扩增到的特异性片段克隆到ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体中，构建ｐＧＥＭＴＮＦ

重组质粒，经宝生物（大连）有限公司测序，该ＴＮＦα成熟肽基因的长度为４６５ｂｐ，编码１５４ａａ。以重组克隆质粒

ｐＧＥＭＴＮＦ为模板，ＰＣＲ扩增猪 ＴＮＦα成熟肽基因，并将其插入原核表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）中，在大肠杆菌

（犈．犮狅犾犻）ＢＬ２１中诱导表达。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果表明表达的融合蛋白约为３８ｋｕ，重组蛋白以包涵体形式表达，表

达重组蛋白约占菌体总蛋白的３６．８％。细胞毒Ｔ细胞试验表明所表达的蛋白经初步纯化、变性复性后，可明显增

强淋巴毒性Ｔ细胞作用。结果提示长白猪肿瘤坏死因子得到了成功克隆与表达，表达的蛋白产物具有一定的生物

活性。
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　　肿瘤坏死因子（Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）

由Ｃａｒｓｗｅｌｌ等于１９７５年发现，是主要由脂多糖

（ＬＰＳ）激活的单核巨噬细胞产生的细胞因子。此

外，激活的Ｔ细胞、ＮＫ细胞、肥大细胞等也能分泌
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ＴＮＦ，但量要少得多
［１］。ＴＮＦ可分为α型和β型：

ＴＮＦα也即经典的ＴＮＦ，主要由ＬＰＳ等激活的单

核巨噬细胞产生；ＴＮＦβ主要由激活的 Ｔ细胞产

生，即淋巴毒素（ＬＴ）。ＴＮＦα的生物学活性相当

广泛，除了具有抗肿瘤作用外，还能够激活炎性浸润

细胞，杀死病原微生物；同时还能激活Ｔ细胞并促

进Ｂ细胞产生抗体，增强 ＭＨＣⅠ类抗原的表达，

提高ＣＴＬ对病毒的杀伤作用。ＴＮＦβ的生物学活

性是能杀伤带有相应抗原的肿瘤细胞和移植物的异

体组织细胞，抑制靶细胞分裂繁殖的作用［２］。由此

可见ＴＮＦα在抗病原微生物感染、抗肿瘤及移植免

疫等方面有着广泛的临床应用前景，是一种极具开

发价值的新型免疫增强剂。１９８８年Ｓｈｏｋｈｏｖ首次

克隆了人ＴＮＦα基因
［３］，目前有关猪ＴＮＦα成熟

肽基因的研究文献报道较少，本试验运用 ＲＴＰＣＲ

技术扩增到丹系长白猪ＴＮＦα成熟肽基因完整开

放阅读框 （ＯＲＦ），并构建了其成熟肽在大肠杆菌中

的高效表达，从而为进一步研究ＴＮＦα成熟肽基因

生物学活性和应用奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料

丹系长白猪由河南省某种育场提供。

克隆载体ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体购自Ｐｒｏｍｅｇａ公

司；表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）、犈．犮狅犾犻ＢＬ２１、犈．犮狅犾犻

ＤＨ５α为本实验室保存。ＲＰＭＩ１６４０培养基购自

ＧＩＢＣＯ公司；淋巴细胞分离液、ＲＴＰＣＲ试剂盒、

犅犪犿ＨⅠ、犎犻狀ｄⅢ等内切酶、异丙基βＤ硫代半乳

糖苷（ＩＰＴＧ）、５溴４氯３吲哚半乳糖苷（Ｘｇａｌ）、琼

脂糖等购自宝生物工程（大连）有限公司；Ｔ４ＤＮＡ

连接酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂、牛

血清白蛋白（ＢＳＡ）等购自北京天根生化科技有限公

司；质粒快速提取试剂盒购自北京博大泰克生物基

因技术有限责任公司；氧化型谷胱甘肽和还原型谷

胱甘肽均购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　引物设计　　参照ＧｅｎＢａｎｋ（Ｘ５７３２１）已发

表猪ＴＮＦα的基因序列，利用引物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ

５．０设计上、下游引物。上游引物 Ｐ１：５′ＧＣＧＧ

ＧＡＴＣＣＡＴＧＣＧＴＴＴＧＧＧＡＧＴＧＣ３′；下 游 引 物

Ｐ２：５′ＡＴＡＡＧＣＴＴＴＴＧＧＴＴＴＣＣＧＴＧＡＣＡＧＣ

３′。上游引物Ｐ１带有犅犪犿ＨⅠ酶切位点，下游引物

Ｐ２带有犎犻狀ｄⅢ酶切位点，上、下游引物之间所扩

增片段长４６４ｂｐ，为猪ＴＮＦα基因的成熟肽。引物

由宝生物工程（大连）有限公司合成。

１．２．２　猪ＴＮＦα基因的ＰＣＲ扩增　　无菌操作

取丹系长白猪脾脏，提取淋巴细胞总ＲＮＡ。参照宝

生物工程（大连）有限公司ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书，

进行反转录ＰＣＲ扩增，反应程序：９４℃５ｍｉｎ；９４

℃１ｍｉｎ，５６℃１ｍｉｎ，７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃

延伸１０ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶

电泳检测，然后用凝胶回收试剂盒回收纯化 ＲＴ

ＰＣＲ产物。

１．２．３　猪ＴＮＦα基因克隆与序列分析　　将回收

纯化到的ＰＣＲ产物克隆到ｐＧＥＭＴ载体上，并转

化至ＤＨ５α宿主菌。经犅犪犿ＨⅠ、犎犻狀ｄⅢ酶切和

ＰＣＲ鉴定筛选阳性克隆，送宝生物工程 （大连）有限

公司进行测序，重组阳性质粒命名为ｐＧＥＭＴＮＦ。

１．２．４　猪ＴＮＦα成熟肽基因表达载体构建　　以

ｐＧＥＭＴＮＦ质粒为模板，ＰＣＲ 产物用犅犪犿ＨⅠ、

犎犻狀ｄⅢ酶切，电泳后回收纯化目的片段猪 ＴＮＦα

成熟肽基因，同时 ｐＥＴ２８ａ（＋）也用 犅犪犿ＨⅠ、

犎犻狀ｄⅢ酶切、回收纯化。按照常规操作进行目的片

段与表达载体的连接、转化，重组质粒经犅犪犿ＨⅠ、

犎犻狀ｄⅢ酶切和ＰＣＲ初步鉴定后送宝生物（大连）有限

公司测序，重组阳性质粒命名为ｐＥＴＴＮＦ。

１．２．５　猪ＴＮＦα成熟蛋白的原核表达　　鉴定获

得的阳性质粒ｐＥＴＴＮＦ转化大肠杆菌 ＢＬ２１菌

株，挑取单个菌落在 ＬＢＫａｎ＋肉汤培养基中３７℃

振荡培养过夜。然后按１∶１０比例扩大培养，待

ＯＤ值达０．６左右时，加入ＩＰＴＧ（终浓度为１．０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１），３７℃振荡培养，分别在诱导０、４ｈ后

取菌液样品１ｍＬ，离心，ＰＢＳ重悬，加入等体积２×

ＳＤＳ上样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，参照文献方法进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测
［４］。

１．２．６　猪ＴＮＦα成熟蛋白原核表达条件的优化　

　诱导表达方法同上，另外分梯度设定ＩＰＴＧ终浓

度为０～１．６ｍｍｏｌ·Ｌ
－１对重组菌液诱导３．５～４ｈ，

进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测，以确定最佳诱导浓度；利用

终浓度为１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＩＰＴＧ对重组菌液进行诱

导，分别在０～９ｈ和过夜诱导取菌样，进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测，以确定最佳诱导时间。采用２５、３０、４２

℃不同温度进行诱导以确定最佳诱导温度。

１．２．７　猪ＴＮＦα成熟蛋白原核表达产物的 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ分析　　经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，将凝胶上

的蛋白转印至硝酸纤维素膜（ＮＣ）上，用鼠抗猪

６４１１
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ＴＮＦα单克隆抗体作一抗，用辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠ＩｇＧ 作二抗，参照文献［５］的方法进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析。

１．２．８　猪ＴＮＦα成熟蛋白表达产物的纯化与复性

　　表达产物的纯化与复性参照文献［６］的方法进

行，收集上述表达蛋白产物的菌液，离心，用约４倍

于沉淀重量的ＰＢＳ重悬菌体，并用超声波将细菌破

碎，破碎的细菌１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集包

涵体沉淀，每克沉淀加入９ｍＬ变性液溶解沉淀，室

温放置１ｈ以上；向变性蛋白溶液中加入９倍的稀

释液，然后加入ＧＳＨ 和ＧＳＳＧ，使其终浓度分别为

１和０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，４℃放置２０ｈ以上，对重组蛋

白进行复性，然后用透析缓冲液进行透析，透析完全

后溶液中不应含尿素，再用ＰＥＧ８０００浓缩，将复性

蛋白过滤除菌后－２０℃保存。

１．２．９　细胞毒性 Ｔ细胞试验　　检测猪 ＴＮＦα

成熟蛋白表达产物活性［７］

１．２．９．１　靶细胞的制备：将猪繁殖与呼吸综合征病

毒（ＰＲＲＳＶ）接种于长满单层的 ＭＡＣＫ１４５细胞，

３７℃培养２４ｈ后收集细胞，吹散制成细胞悬液，用

ＲＰＭＩ１６４０营养液稀释成１０６ 个·ｍＬ－１细胞悬液。

１．２．９．２　效应细胞制备：经血清学诊断确诊为

ＰＲＲＳＶ感染的小猪采血５ｍＬ，加入３００μＬ肝素抗

凝，然后加入４倍体积的生理盐水，混匀后缓慢加入

等体积的淋巴细胞分离液，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０

ｍｉｎ，吸取白细胞层转入１．５ｍＬＥＰ管，用 ＲＰＭＩ

１６４０营养液洗涤３次后，再用含１０％犊牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液配制成１０６ 个·ｍＬ－１细胞悬液。

１．２．９．３　混合培养：按靶细胞与效应细胞１∶２０的

比例，在已培养有靶细胞的培养孔中加入淋巴细胞，

同时按１∶１０、１∶１０２、１∶１０３、１∶１０４、１∶１０５、１∶１０６

加入猪ＴＮＦα的表达蛋白质，补加含２０％小牛血清

的ＲＰＭＩ１６４０培养液０．１ｍＬ，继续培养４０ｈ，同时设

靶细胞与效应细胞对照组和效应细胞作对照。

１．２．９．４　杀伤率计算：按公式

杀伤率＝

对照组平均细胞数－试验组平均细胞数
对照组平均细胞数 ×１００％

计算。

２　结　果

２．１　猪犜犖犉α基因的犘犆犚扩增

ＲＴＰＣＲ扩增猪ＴＮＦα基因产物电泳结果显

示，扩增出的特异性目的片段与理论预期的大小一

致，长度约４６５ｂｐ（图１）。

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准 ＤＬ２０００；１、２．ＰＣＲ产物

Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１，２．ＰｉｇＴＮＦαＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
图１　犚犜犘犆犚扩增猪犜犖犉α基因

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆犻犵犜犖犉α犘犆犚狆狉狅犱

狌犮狋狊

２．２　猪犜犖犉α基因重组克隆载体的鉴定

猪ＴＮＦα基因ＰＣＲ回收纯化产物与ｐＧＥＭＴ

Ｅａｓｙ连接转化，小量提取重组质粒经犅犪犿ＨⅠ、

犎犻狀ｄⅢ酶切得到预期大小的目的片段（图２）。将

得到的阳性克隆质粒送大连宝生物公司测序，证明

重组克隆质粒ｐＧＥＭＴＮＦ构建成功。

Ｍ１、Ｍ２．ＤＮＡ 相对分子质量标准；１、２．重组质粒

ｐＧＥＭＴＮＦ

Ｍ１，Ｍ２．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１，２．ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＧＥＭＴＮＦ
图２　重组质粒狆犌犈犕犜犖犉酶切鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犌犈犕犜

狑犻狋犺犅犪犿犎Ⅰ犪狀犱犎犻狀犱Ⅲ

２．３　猪犜犖犉α基因重组表达载体的鉴定

小量提取重组质粒用犅犪犿ＨⅠ和犎犻狀ｄⅢ双酶

切后电泳，得到预期大小的目的片段（图３）。将得

到的阳性克隆质粒送大连宝生物公司测序，结果与

预期序列符合，证明重组质粒ｐＥＴＴＮＦ构建成功。

２．４　猪犜犖犉α基因原核表达产物检测

重组质粒转化到受体菌ＢＬ２１，经ＩＰＴＧ诱导后

用ＳＤＳＰＡＧＥ分析，目的基因得到高效表达，表达

蛋白的相对分子质量约为３８ｋｕ，表达重组蛋白约

占菌体总蛋白的３６．８％（图４）。
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Ｍ１、Ｍ２．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．重组质粒ｐＥＴ

ＴＮＦ；２．ｐＥＴ２８ａ（＋）

Ｍ１，Ｍ２．ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１，２．ＲｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＥＴＴＮＦ；

２．Ｎｅｇａｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄ

图３　重组质粒狆犈犜犜犖犉酶切鉴定

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犈犜犜犖犉

狑犻狋犺犅犪犿犎Ⅰ犪狀犱犎犻狀犱Ⅲ

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．ｐＥＴＴＮＦＩＰＴＧ诱导

１ｈ；２．ｐＥＴＴＮＦＩＰＴＧ诱导２ｈ；３．ｐＥＴ２８ａ（＋）ＩＰＴＧ
诱导１ｈ；４．ｐＥＴ２８ａ（＋）ＩＰＴＧ诱导２ｈ

Ｍ．ＭｉｄｄｌｅＭＷｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ｐＥＴＴＮＦｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ＩＰＴＧｆｏｒ１ｈ；２．ｐＥＴＴＮＦｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｆｏｒ２ｈ；３．

ｐＥＴ２８ａ（＋）ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｆｏｒ１ｈ；４．ｐＥＴ２８ａ（＋）

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｆｏｒ２ｈ

图４　表达产物犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狋犺犲狆犈犜犜犖犉犻狀犈．犮狅犾犻犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔

犛犇犛犘犃犌犈

２．５　猪犜犖犉α基因表达产物的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

分析

　　纯化后的表达产物经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析，结

果与鼠抗猪ＴＮＦα单克隆抗体呈现阳性反应（图５），

且无非特异性条带出现，证明表达产物为目的蛋白。

２．６　细胞毒性犜细胞试验检测

靶细胞与效应细胞作用的同时，按１∶１０、１∶

１０２、１∶１０３、１∶１０４、１∶１０５、１∶１０６ 加入猪ＴＮＦα

表达蛋白质对靶细胞的杀伤率分别如下：４２．２％±

３．４％、３８．４％±２．７％、３３．３％±２．１％、２７．６％±

２．４％、２１．２％±２．３％、１６．２％±１．８％，靶细胞与效

应细胞对照组的杀伤率为１５．３％±１．６％。统计学

检验结果显示当猪ＴＮＦα表达蛋白产物按１∶１０
５

以上浓度（５０μｇ·ｍＬ
－１）稀释时，对靶细胞的杀伤

率和靶细胞与效应细胞对照组的杀伤率差异显著

（犘＜０．０５），表明猪 ＴＮＦα表达蛋白质具有增强

ＣＴＬ对病毒的杀伤作用活性。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．表达的目的蛋白

Ｍ．ＭｉｄｄｌｅＭＷｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆ

ｔｈｅｐＥＴＴＮＦ

图５　表达产物的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵分析

犉犻犵．５　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅犱狌犮狋狅犳

狋犺犲狆犈犜犜犖犉犻狀犈．犮狅犾犻

３　讨　论

猪ＴＮＦα成熟肽基因与人ＴＮＦα成熟肽基因

相比，核苷酸的同源性为８４．９％，氨基酸的同源性

为８７．１％，说明人ＴＮＦα和猪ＴＮＦα成熟肽的同

源性较高，但又存在着一定差异，这可能同为哺乳动

物，猪ＴＮＦα和人ＴＮＦα来源于共同的祖先，这个

共同的基因祖先在进化过程中，在环境、疾病和免疫

系统选择性的压力支配下演化为各自的ＴＮＦα，为适

应不同物种的免疫系统而发挥其生物学功能。

随着现代分子生物学技术的飞速发展，在工程

菌犈．犮狅犻犾中高水平表达外源基因，从而获得所需的

大量目的蛋白，已经在生物学技术领域中得到了广泛

应用。ｐＥＴ２８ａ（＋）是一种融合表达载体，含有较强

的Ｔ７启动子，并且能够编码Ｎ端６个连续的 Ｈｉｓ

Ｔａｇ前导肽作为亲和臂，从而使所表达的重组蛋白通

过金属离子（Ｎｉ２＋）配体亲和层析而快速纯化，故该载
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体具有表达效率高，表达产物易于纯化等优点［８１１］。

研究发现，人ＴＮＦα有２种形式：１７ｋｕ（１５７个

氨基酸）的分泌状态可溶性的 ＴＮＦα（ｓＴＮＦα）和

２６ｋｕ（２３３个氨基酸）膜相关的ＴＮＦα（ｍＴＮＦα），

一般认为 ｍＴＮＦα是ｓＴＮＦα的前体，在膜金属蛋

白酶的作用下，从细胞膜上裂解，脱落成为ｓＴＮＦ

α
［１７２０］。人的ＴＮＦα是以分泌状态可溶性的ＴＮＦ

α（ｓＴＮＦα）发挥生物学作用，由１５７个氨基酸构成，

以同源三聚体的形式发挥活性。ｒｈＴＮＦα是迄今

为止所有细胞因子中唯一具有直接杀伤靶细胞的因

子，因此引起了国内外的广泛重视［１２１６］。据国内外

文献资料报道关于人ＴＮＦα成熟肽基因的克隆表

达及生物活性研究相对较多［１７２１］，但目前有关猪

ＴＮＦα成熟肽基因的研究文献报道较少，为此，本

研究应用基因工程技术，成功克隆了丹系长白猪

ＴＮＦα成熟肽基因完整开放阅读框 （ＯＲＦ），并构

建其成熟肽在大肠杆菌中的高效表达，从而为进一

步研究猪ＴＮＦα成熟肽基因的生物学活性和应用

奠定了基础。
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