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［摘要］　目的：采用原核表达系统对颗粒溶素（ｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ，ＧＮＬＹ）进行体外表达，纯化及活性鉴定。方法：以体外培养的人

外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）为模板，ＲＴＰＣＲ扩增编码ＧＮＬＹ的ｃＤＮＡ片段，插入ｐＭＤ１８Ｔ载体，测序正确后再亚克隆到质

粒ｐＥＴ２８ａ（＋）中，构建重组表达质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ，转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ，ＩＰＴＧ诱导表达融合蛋白，包涵

体经变复性后用Ｎｉ亲和层析纯化，ＣＦＵ法测定蛋白活性。结果：成功地将ＧＮＬＹｃＤＮＡ片段插入载体ｐＥＴ２８ａ（＋）中，构建

了表达质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ。经诱导在原核表达系统中以包涵体形式高效表达了相对分子质量为９０００的融合蛋白，变

复性纯化后的ＧＮＬＹ蛋白经ＣＦＵ法检测，发现其具有细胞毒活性且细胞毒作用具有剂量依赖性。结论：本实验利用原核表

达系统成功地表达了具有生物学活性的ＧＮＬＹ，为研究其功能、作用机制及临床应用奠定了基础。

［关键词］　颗粒溶素；基因表达；生物学活性

［中图分类号］　Ｑ７８６　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００６）０８０８２９０５

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ

ＱＩＡＮＣｈｅｎｇ，ＣＨＥＮＳｕｎｘｉａｏ，ＺＨＯＵＹｅ，ＷＡＮＧＹａｎ，ＧＵ Ｍｉｎｇｌｉ，ＣＨＥＮＢｏ，ＣＨＥＮＹａｎ，ＤＥＮＧＡｎｍｅｉ，ＺＨＯＮＧ

Ｒｅｎｑｉａｎ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙＤｉａｇｎｏｓｉｓ，ＣｌｉｎｉｃａｌＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙＣｅｎｔｅｒｏｆＰＬＡ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｘｐｒｅｓｓｔｈｅｇｒａｎｕｌｙｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＥ．ｃｏｌｉａｎｄｔｏｄｅｔｅｃｔｉｔｓｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：

Ｕｓｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅｄｈｕｍａｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓａｓｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅ，ｗｅｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｔｈｅｆｒａｇｍｅｎｔｃｏｄｉｎｇｇｒａｎｕｌｙ

ｓｉｎｂｙＲＴＰＣＲ．ＴｈｅｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓｔｈｅｎｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＥＴ２８ａ（＋）ｆｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇＥ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ．ＦｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｓｏｐｒｏｐｙｌＢｅｔａＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ（ＩＰＴＧ）．Ａｆｔｅｒｒｅｎａｔｕｒ

ａｔｉｏｎ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｎｄｉｔｓｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｗｅ

ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｎｓｅｒｔｅｄｇｒａｎｕｌｙｓｉｎｃＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｔｏｖｅｃｔｏｒｐＥＴ２８ａ（＋）ａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ２８ａ（＋）

ＧＮＬＹ．Ｔｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ｗｉｔｈａｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ９０００，ｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．Ａｆｔｅｒｒｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｒｏｖｅｎｔｏｂｅｂｉｏａｃｔｉｖｅｂｙＣＦＵａｎｄｉｔｓｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｗａｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｉｓｂｉｏａｃｔｉｖｅａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎｉｔｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｍｅｃｈ

ａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ；ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００６，２７（８）：８２９８３３］

［基金项目］　国家自然科学基金（３０４７１６１６）、上海市重大科技攻关基

金（０４ＤＺ１９１１６）、上海市重点科研支撑条件项目（０５１４０９０１２）和上海

市青年科技启明星计划（ＱＭＸ０１４２３）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌ

ＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０４７１６１６），ＳｈａｎｇｈａｉＭａｊｏｒＳｃｉＴｅｃｈ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＴａｃｋｌｉｎｇＫｅｙＰｒｏｂｌｅｍｓ（０４ＤＺ１９１１６），ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｙ

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＳｕｐｐｏｒｔｉｎｇＰｒｏｇｒａｍ（０５１４０９０１２）ａｎｄＳｈａｎｇｈａｉ

ＲｉｓｉｎｇＳｔａｒＰｒｏｇｒａｍ（ＱＭＸ０１４２３）．
［作者简介］　钱　琤，博士生．Ｅｍａｉｌ：ｑｉａｎｃｈｅｎｇ８２４＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ａｍｄｅｎｇ７０＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ；ｒｑｚｈｏｎｇ＠

ｇｕｏｍａｉ．ｓｈ．ｃｎ

　　颗粒溶素（ｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ，ＧＮＬＹ）是存在于人类细
胞毒性 Ｔ 淋巴细胞（ＣＴＬ）和自然杀伤细胞（ＮＫ
ｃｅｌｌｓ）胞质颗粒中的溶细胞蛋白，它是在研究效应Ｔ
淋巴细胞表达时通过负杂交方法而发现的。Ｔ细胞
受体（ＴＣＲ）激活３～５ｄ后，静止Ｔ淋巴细胞转变为

Ｔ辅助性细胞和细胞毒型Ｔ细胞，此时ＧＮＬＹ开始
表达。ＧＮＬＹ定位于胞质颗粒中，具有溶解酶活性，
可以溶解真菌、寄生虫、细菌和哺乳动物细胞［１～３］。

ＧＮＬＹ在细胞免疫中发挥重要作用，一方面，在某些
感染性疾病中ＧＮＬＹ的表达水平可以反映患者机
体的免疫状态，另一方面，通过对 ＧＮＬＹ肽的筛选
修饰，有望开发出一种有效杀伤微生物的免疫制剂，
应用于临床。迄今，国内未见有重组表达具有生物
学活性ＧＮＬＹ的报道，国外也仅有少量文献报道。

本实验首先用基因工程方法构建 ＧＮＬＹ原核表达
质粒，并用ＩＰＴＧ 对转入大肠杆菌中的重组质粒

ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ进行了诱导表达，重组蛋白经

ＮｉＮＴＡ亲合层析纯化后用免疫印迹法进行鉴定，
并用ＣＦＵ法对纯化的重组蛋白进行活性鉴定。
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１　材料和方法

１．１　材料和试剂　（１）菌株和质粒：ｐＥＴ２８ａ（＋）
ｖｅｃｔｏｒ，ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ，ＤＨ５α为本科室保存株；

ｐＭＤ１８Ｔｖｅｃｔｏｒ（ＴａＫａＲａ公司）。（２）工具酶及主
要试剂：限制性内切酶ＮｄｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＰｒｅｍｉｘＴａｑ
（ＴａＫａＲａＴａｑＴＭＶｅｒｓｉｏｎ）及Ｔ４ＤＮＡ连接酶（ＴａＫａ
Ｒａ公司）；ＤＮＡ 胶回收试剂盒（上海申能博彩公
司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基，胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司）；小
量质粒抽提试剂盒（上海华舜生物工程有限公司）；

ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ），Ｔａｑｍａｎ Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＲｅｇｅｎｔｓ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ）；羊抗
兔ＩｇＧ抗体（ＫＰＬ公司）；兔抗６Ｈｉｓ多抗（ＮＯＶＵＳ
公司）；ＨｉｓＢｉｎｄＲｅｓｉｎ（Ｎｏｖａｇｅｎ）。

１．２　人外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）的分离培养　
抽取正常人静脉抗凝血５ｍｌ，用淋巴细胞分离液按常
规操作方法分离单个核细胞。用含５％胎牛血清
（ＦＣＳ），５％人自体血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养调
整细胞浓度为（１～２）×１０６／ｍｌ，于２４孔细胞培养板
中每孔加入１ｍｌ。加入卡介苗５μｇ／孔和ｒＩＬ２５０Ｕ／
孔用于诱导γδＴ细胞，根据细胞增殖情况适时扩孔
培养，同时每隔３～４ｄ补充ｒＩＬ２５０Ｕ／孔，以维持细
胞生长需要。收集细胞（约１０６数量级），用冷的无菌
的１×ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤后，即可用于抽提总ＲＮＡ。

１．３　引物设计及ＲＴＰＣＲ扩增　根据检索 ＮＣＢＩ
数据库提供的ＧＮＬＹ基因的ｃＤＮＡ编码序列进行
了ＰＣＲ引物设计。采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０程序
设计引物，由联合基因技术有限公司合成。其序列
为：上游引物：５′ＣＡＴＡＴＧＧＧＣＣＧＴＧＡＣＴＡＣ
ＡＧＧＡＣＣ３′，５′引入 ＮｄｅⅠ酶切位点；下游引物：

５′ＧＡＡＴＴＣＴＣＡＣＣＴＧＡＧＧＴＣＣＴＣＡＣＡＧ
３′，５′引入ＥｃｏＲⅠ 酶切位点。将培养细胞按试剂盒
说明书抽提总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ扩增出大小为２２２ｂｐ
的ＤＮＡ序列。２００ｎｇ总ＲＮＡ加入１０μｌ的反转录
体系中，４２℃４５ｍｉｎ→９４℃３ｍｉｎ终止反应。反转
录产物保存于－２０℃备用。ＰＣＲ循环条件：９４℃３
ｍｉｎ→３５个循环（９４℃３０ｓ，５６℃４０ｓ，７２℃５０ｓ）

→７２℃７ｍｉｎ。

１．４　人ＧＮＬＹ基因的克隆及ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ重
组质粒的构建　ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳后切胶
回收纯化，与ｐＭＤ１８Ｔ载体连接过夜，进行ＴＡ 克
隆，构建ｐＭＤ１８ＴＧＮＬＹ重组质粒。将质粒转入宿
主菌ＤＨ５α，提取质粒，经双酶切后，用１．５％琼脂糖
凝胶电泳观察酶切产物。经ＤＮＡ测序鉴定证实所获
得的目的片段为ＧＮＬＹ基因的编码序列。再将该目

的片断插入ｐＥＴ２８ａ（＋）载体，构建ｐＥＴ２８ａ（＋）
ＧＮＬＹ重组质粒。将其转入宿主菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐｌｙｓＳ，在含卡那霉素的ＬＢ平板上挑取单菌落筛选阳
性克隆，小量扩增，提取质粒，双酶切及测序鉴定。

１．５　融合蛋白的诱导表达　挑取上述经鉴定后的重
组克隆于ＬＢ／Ｋａｎａ（含卡那霉素２５μｇ／ｍｌ）培养液

３７℃振摇过夜，次日１１００接种于新的ＬＢ／Ｋａｎａ培
养液中，３７℃振摇约３ｈ（Ｄ５５０值约为０．４～０．６），然后
加入ＩＰＴＧ至终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导４～５ｈ，离心
收集上清及菌体沉淀。分别取上清和沉淀１０μｌ与标
准蛋白，未经诱导的菌体蛋白同时进行ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳，经考马斯亮蓝染色，分析电泳条带。

１．６　不同诱导温度对表达的影响　取阳性克隆菌
落，分别于２５℃、３０℃和３７℃经ＩＰＴＧ（终浓度为１
ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导表达４ｈ，观察不同诱导温度对目的蛋
白表达的影响，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析结果。

１．７　融合蛋白的变性及亲和层析纯化　每升大肠杆
菌培养物沉淀中加入１０ｍｌＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（含２．５
ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）缓冲液悬浮菌体，４℃搅拌过夜，超
声碎菌，１５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心６０ｍｉｎ收集上清。取

２ｍｌＨｉｓＢｉｎｄＲｅｓｉｎ装入空柱中。分别用ｄｄＨ２Ｏ、

ＣｈａｒｇｅＢｕｆｆｅｒ、ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ洗柱，加样品过柱，然后
分别用含不同浓度咪唑 （２．５、６０、７５ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚ
ｏｌｅ）的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ洗柱，最后用ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（３００
ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）洗脱，收集洗脱液。

１．８　融合蛋白的复性及鉴定　加二硫代苏糖醇
（ＤＴＴ）至洗脱液中至终浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，再将上述
液体注入注射器中一滴滴流下。用装有复性液的容
器接收，低温下进行（洗脱液复性液＝１５），随后
加氧化型ＤＴＴ至终浓度为１０ｍｏｌ／Ｌ。于４℃以复性
液透析过夜，其间换液３次。进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后
考马斯亮蓝染色，灰度扫描分析目的蛋白含量。蛋白
浓度检测采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法，以ＢＳＡ为标准样品。

１．９　免疫印迹法验证重组蛋白　将ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳后凝胶上的条带电转移至硝酸纤维滤膜上，用含

５％脱脂奶粉，０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ封闭过夜。兔
抗６Ｈｉｓ多抗为一抗，辣根过氧化物酶标记的羊抗
兔ＩｇＧ抗体为二抗，ＤＡＢ显色。

１．１０　融合蛋白生物学活性的检测　大肠杆菌和

０、０．１、０．５、１、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ不同浓度的ＧＮＬＹ
共５０μｌ在３７℃下共孵育３ｈ，样品被稀释并扩散于
胰酶解酪蛋白琼脂。２４ｈ以后，检测ＣＦＵ（ｃｏｌｏｎｙ
ｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ）数。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ扩增ＧＮＬＹ编码基因　从培养１２ｄ
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的ＰＢＭＣ中抽提总 ＲＮＡ，以此为模板经 ＲＴＰＣＲ
扩增得到２２２ｂｐ特异性条带，琼脂糖凝胶电泳证
实，片段大小与理论预期值一致（图１）

图１　ＧＮＬＹ扩增片段的凝胶电泳分析

Ｆｉｇ１　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＧＮＬＹ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＧＮＬＹ

２．２　表达质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ的构建、筛选
及鉴定　利用ＲＴＰＣＲ技术扩增出ＧＮＬＹ编码基
因，成功克隆入 ｐＭＤ１８Ｔ 载体，酶切产物进行

１．５％琼脂糖凝胶电泳，在２０６２ｂｐ和２２２ｂｐ出现
单一条带，大小与理论预期一致。以ｐＭＤ１８Ｔ
ＧＮＬＹ为模板，扩增目的片段，产物与ｐＥＴ２８ａ（＋）
连接后，转化宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ，挑取阳性克
隆，抽取的重组质粒用ＮｄｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切。酶
切产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，在５．３ｋｂ和２２２
ｂｐ可见２条特异性条带，前者与ｐＥＴ２８ａ（＋）大小
一致，后者与插入片断大小一致（图２）。证明表达
质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ构建成功。并经测序鉴定
插入片段与ＧｅｎＢａｎｋ序列完全一致。

２．３　目的基因的诱导表达

２．３．１　ＧＮＬＹ融合蛋白表达最佳诱导温度的筛选

　重组原核表达质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ在大肠杆
菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ中分别在２５℃、３０℃和３７℃经

ＩＰＴＧ（终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导表达４ｈ，在相对分
子质量９０００处有一明显深染蛋白条带，与预计的

ＧＮＬＹ融合蛋白相对分子质量大小一致。超声裂解
细菌，离心后分别取上清和沉淀电泳分析，发现表达
产物基本在沉淀中，灰度扫描分析，３０℃培养的细菌
上清中融合蛋白的表达量占菌体总蛋白的５％，

３７℃时包涵体内融合蛋白的表达量占菌体总蛋白的

３５％。说明ＧＮＬＹ主要是以包涵体形式存在于细
菌细胞内。同时可以看出融合蛋白的表达量在细菌
上清中以３０℃时表达量最大，在包涵体中以３７℃时
表达量最大（图３）。

图２　ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ重组质粒的双酶切鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹｂｙｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ ｗｉｔｈｏｕｔｄｉｇｅｓｔｉｏｎ；２：

ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｄｅⅠ／ＥｃｏＲⅠ

图３　ＧＮＬＹ融合蛋白表达最佳诱导温度的筛选

Ｆｉｇ３　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｏｐｔｉｍａｌｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒＧＮＬＹｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｍａｒｋｅｒ；１：ＢａｃｔｅｒｉａｌｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＧＮＬＹ

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳｕｎｉｎｄｕｃｅｄ；２４：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｘｔｒａｃｔｓ

ｏｆＧＮＬＹＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳａｔ２５℃，３０℃，ａｎｄ３７℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

５７：ＩｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＧＮＬＹＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ

ａｔ２５℃，３０℃，ａｎｄ３７℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．３．２　包涵体中表达蛋白的变复性与纯化　包涵
体经变、复性、Ｎｉ柱纯化后进行ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电
泳分析，得到相对分子质量约９０００的单一条带，与

ＧＮＬＹ的理论计算值相符，纯度为９５％（图４）。

图４　ＳＤＳＰＡＧＥ分析ＧＮＬＹ的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＮＬＹｂｙＳＤＳＰＡＧＥ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｍａｒｋｅｒ；１：Ｓｕｐｅｒｎａｎｔａｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｘ

ｔｒａｃｔｓｏｆＧＮＬＹＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ；２，３：Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＧＮＬＹＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳａｆｔｅｒｒｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ；４：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧＮＬＹ
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ免疫印迹分析　纯化的ＧＮＬＹ蛋白

可与抗 Ｈｉｓ多抗发生良好的抗原抗体反应。亲和层

析后含 ＧＮＬＹ 融合蛋白的洗脱组分进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ后免疫印迹检测，结果显示：９０００处有明显

抗原抗体反应（图５）。

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＧＮＬＹ融合蛋白

Ｆｉｇ５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｏｆＧＮＬＹ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｍａｒｋｅｒ；１：ＴｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐｌｙｓＳｗｉｔｈｏｕｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＮＬＹ；２：ＰｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆＧＮＬＹ

２．５　ＣＦＵ法检测 ＧＮＬＹ细胞毒活性　融合蛋白

生物活性的检测：大肠杆菌和不同浓度的ＧＮＬＹ（０、

０．１、０．５、１、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）共５０μｌ在３７℃下共

孵育３ｈ，样品被稀释并扩散于胰酶解酪蛋白琼脂。

２４ｈ以后，检测ＣＦＵ。结果表明 ＧＮＬＹ对大肠杆

菌具有杀伤作用，且随着剂量的增加，杀伤作用增

强，说明重组获得的ＧＮＬＹ不仅对细菌具有细胞毒

作用且细胞毒活性具有剂量依赖性（图６）。

图６　不同剂量ＧＮＬＹ对大肠杆菌的细胞毒活性检测

Ｆｉｇ６　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｇｒａｎｕｌｙｓｉｎａｇａｉｎｓｔ

Ｅ．ｃｏｌｉａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓ

３　讨　论

　　ＧＮＬＹ是在人类ＣＴＬ和ＮＫ 细胞中发现的一

种新的细胞毒性分子，具有广泛的杀菌、杀大肠杆菌

功能。对尿沉渣中ＧＮＬＹ、穿孔素和颗粒酶同时检

测可以预测肾移植急性排斥反应的发生［４］。Ｍｏｒｉ

ｚａｎｅ等［５］用共聚焦激光显微镜检查发现病毒感染细

胞反应性ＣＤ４＋和／或ＣＤ８＋ Ｔ细胞均表达颗粒酶Ｂ
和ＧＮＬＹ，说明 ＧＮＬＹ在病毒囊泡的形成中起作

用，尤其是在以脐形凹陷小泡为特征的疱疹和牛痘

样水疱病组织损伤中起作用。Ｔａｋｅｍｏｔｏ等［６］发现

与对照组相比，亚急性硬化性全脑炎患者ＰＢＭＣ中

ＧＮＬＹ表达明显降低，定量 ＲＴＰＣＲ检测 ＧＮＬＹ

ｍＲＮＡ的表达，与２３个对照相比，３０个亚急性硬化

性全脑炎患者表达降低，７个麻疹患者中增高，表明

ＧＮＬＹ在针对麻疹病毒的宿主免疫防御中起重要作

用。有学者［７］检测了２６个干细胞移植患者血清中

ＧＮＬＹ的表达。在同种异体的干细胞移植中，ＧＮ

ＬＹ在前３周短暂增加，在急性移植物抗宿主疾病

（ＧＶＨＤ）中，血清 ＧＮＬＹ显著增加且与 ＧＶＨＤ的

严重程度相关。血清 ＧＮＬＹ 是干细胞移植中

ＧＶＨＤ一个有用的指标。

　　ＧＮＬＹ以非溶解活性的１５０００前体蛋白形式

产生于效应细胞内，然后被转入细胞酸性囊泡内加

工为有活性的９０００蛋白行使其功能。本研究克隆

的ｃＤＮＡ全长２２２ｂｐ，为编码活性ＧＮＬＹ９０００氨

基酸对应的基因序列。因为宿主菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐＬｙｓＳ对带毒性基因载体的耐受性较高，所以本研

究用其克隆目的基因，避免了ＧＮＬＹ对宿主细胞的

可能毒性造成的质粒不稳定。目的基因被克隆到

ｐＥＴ质粒载体上，受噬菌体 Ｔ７强转录及翻译信号

控制，表达由宿主细胞提供的 Ｔ７ＲＮＡ 聚合酶诱

导。

　　重组蛋白在原核表达系统中以天然形式的可溶

性蛋白和非天然形式的包涵体两种形式存在。虽然

可溶性蛋白纯化程序较包涵体简单，不需变性、复性

等过程，但重组蛋白高表达时，在可溶性蛋白中的含

量较低，并且在细胞内容易受到蛋白酶的攻击，而导

致目的蛋白含量降低；而以包涵体形式表达重组蛋

白通常含量较高，易于与其他细胞成分分离，避免

蛋白酶对外源蛋白的降解，杂蛋白含量较低。所以

本实验对包涵体进行分离、变复性、纯化，并最终获

得纯度高达９５％的重组蛋白。为了获得具有生物

活性的ＧＮＬＹ，我们在复性过程中采用了氧化型／还

原型二硫代苏糖醇（ＤＴＴ）作为氧化／还原系统，通过

促使不正确形成的二硫键的快递交换反应，提高了

正确配对的二硫键的产率。此外，本实验在起始密



第８期．钱　琤，等．颗粒溶素的表达纯化及生物学活性分析 ·８３３　　 ·

码子的上游设计了６个组氨酸的编码序列，载体表

达蛋白在Ｎ端带６个组氨酸尾巴，可用ＮｉＮＴＡ琼

脂柱亲和层析来纯化。且６个组氨酸融合表达产物

的相对分子质量较小，因而免疫原性很低，对目的蛋

白的构象及活力影响不大。由于 ＧＮＬＹ本身对大

肠杆菌具有毒性，所以对其进行原核表达具有一定

的难度。本研究中选用的毒性蛋白表达系统及对该

蛋白包涵体变复性条件的摸索为今后进行 ＧＮＬＹ
的大量发酵奠定了基础。

　　本实验成功地从培养的ＰＢＭＣ中扩增得到编

码ＧＮＬＹ的基因片段，插入原核表达载体ｐＥＴ２８ａ
（＋）中，构建了重组原核表达质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）

ＧＮＬＹ。将质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＧＮＬＹ 转入大肠杆

菌，诱导表达出９０００的ＧＮＬＹ融合蛋白；对包涵体

进行变复性后用ＮｉＮＴＡ树脂以亲和层析法纯化，

获得纯化的ＧＮＬＹ融合蛋白并经 Ｗｅｓｔｅｎ印迹证实

蛋白的正确性；通过ＣＦＵ方法鉴定该融合蛋白具有

杀伤大肠杆菌的生物学活性。本实验获得的具有生

物学活性的ＧＮＬＹ蛋白，为下一步免疫动物获得抗

人ＧＮＬＹ抗体、建立ＥＬＩＳＡ法检测血清中 ＧＮＬＹ
的含量以及研究其在疾病诊断中的价值创造了条

件。
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贾泽军

我校７项课题获２００５年度“上海医学科技奖”

　　一等奖

　　　　免疫应答负相调控的细胞机制研究 （第二军医大学基础医学部 曹雪涛）

　　二等奖

　　　　细胞因子神经调节作用的分子机制 （第二军医大学海医系 蒋春雷）

　　　　退变性颈脊髓压迫症的基础与临床研究 （长征医院 贾连顺）

　　三等奖

　　　　银屑病患者朗格汉斯细胞异常机制及其在治疗中的意义 （长海医院 唐　玲）

　　　　阴阳虚证与糖皮质激素受体关系研究 （第二军医大学中医系 凌昌全）

　　　　微创技术在创伤骨科的基础及临床应用研究 （长海医院 王秋根）

　　　　胆道系统恶性肿瘤外科治疗的临床与基础研究 （东方肝胆外科医院 张柏和）


