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摘要　利用基因工程技术表达能够促使肿瘤细胞 ＤＵ１４５凋亡的肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）的衍生
物ＴＲＳＰ１０，并在体外研究其对ＤＵ１４５细胞的抑制效应。以重叠延伸ＰＣＲ方法合成 ＴＲＳＰ１０基因
序列，并插入高效表达的质粒载体ｐＫＹＢＭＣＳ的ＮｄｅⅠ和ＳａｐⅠ酶切位点之间，优化融合蛋白诱导
表达的条件，建立了从载体构建到重组菌表达、制备的工艺技术条件。ＭＴＴ法检测 ＴＲＳＰ１０对前
列腺癌细胞ＤＵ１４５增殖的抑制作用。实验结果表明：重组菌ＥＲ２５６６诱导表达可溶性融合蛋白的
最佳条件是诱导剂 ＩＰＴＧ浓度为 ０．８ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导表达温度 ３７℃、诱导表达时间 ８ｈ。利用
ＩＭＰＡＣＴ系统及ＨＰＬＣ技术纯化制备ＴＲＳＰ１０，得到产物纯度达到９６％，质谱鉴定确定其分子质量
为３．５９ｋＤａ，与理论值相符；体外细胞学研究结果表明，ＴＲＳＰ１０对前列腺癌细胞 ＤＵ１４５有明显的
抑制作用，在５，１０，２０，４０μｍｏｌ／ＬＴＲＳＰ１０及１０μｍｏｌ／ＬＴＮＦα阳性对照处理后４８ｈ抑制率分别达
到１１．４０％，２２．９７％，３３．２６％，４８．３５％及４２．５０％。
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　　ＴＮＦα是一种具有多重功能的细胞因子［１］，发展至

今，在促肿瘤细胞凋亡以及炎症的发生上有较多的研

究。参考文献［２］报道：１９６８年，Ｇｒａｎｇｅｒ和Ｗｉｌｌｉａｍｓ发

现一种由Ｔ淋巴细胞分泌的可溶性的淋巴毒素。１９７５

年，Ｃａｒｓｗｅｌｌ等［３］在由内毒素产生的肿瘤的出血性坏死

的研究过程中，发现了存在某种物质的血清能导致肿

瘤发生出血性坏死的现象，并将这种物质命名为肿瘤

坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ），由此拉开了对

ＴＮＦ研究的序幕。ＴＮＦ的概念于 １９８４年被分离，是

ＴＮＦα和ＴＮＦβ两种细胞因子的统称，分别由巨噬细胞

和Ｔ淋巴细胞分泌［４］。

　　在１９８５至１９８８年间，重组ＴＮＦα在肿瘤医学上有

了广泛的研究，不过因其毒副作用大，在体内半衰期

短，癌症病人均表现出非常低的最大耐受剂量，虽然在

其后的研究中采用局部多次灌注的方法取得了一定的

疗效［５］，但仍然暴露出其毒副作用大［６］，在体内半衰期

短的缺陷。因此在ＴＮＦα抗肿瘤治疗的研究过程中，降

低或消除其毒副作用、延长其在体内的半衰期，是解决

问题的重点和难点。因此，寻找新型高效、低毒的抗肿

瘤药物一直是国内外医药研发的热点。抗肿瘤小分子

多肽较之蛋白类大分子药物具有分子量小、低毒性、易

被吸收等优点［７］，且采用基因工程手段合成成本较低，

在生产应用上有得天独厚的优势。本研究在立足于

ＴＮＦα结构与功能，查阅大量相关资料，借助于生物信息

学模拟，设计得到ＴＮＦα的衍生多肽 ＴＲＳＰ１０，采用基因

工程技术，通过构建基因工程菌，摸索表达纯化的条件，

高效稳定制备ＴＲＳＰ１０，并重点研究了其在体外对前列腺

癌细胞的生物学效应，为后续机制的研究、药物的研发奠
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定了基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、载体、细胞与试剂

　　大肠杆菌 ＥＲ２５６６为暨南大学生物医药研究院分

子生物学实验室保存；质粒载体 ｐＫＹＢＭＣＳ购自美国

ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；前列腺癌细胞 ＤＵ１４５、ＰＣＲ

ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ、ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ和 ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉｐｒｅｐ

Ｋｉｔ购自德国Ｑｉａｇｅｎ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＴａＫａＲａ

公司；限制性核酸内切酶 ＮｄｅＩ和 ＳａｐＩ、ＣｈｉｔｉｎＢｅａｄｓ购

自美国ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；乙腈（ＨＰＬＣ级）和

甲酸购自美国 Ｔｅｄｉａ公司；三氟乙酸（ＴＦＡ）购自美国

Ｍｅｒｃｋ公司；ＭＴＴ粉末购自美国ＳＩＧＭＡ公司；其他均为

国产分析纯试剂。引物合成及 ＤＮＡ测序由华大基因

有限公司完成。

１．２　仪器设备

　　高速冷冻离心机（美国赛默飞世尔科技公司）；核

酸蛋白分析仪（日本日立公司）；微量移液器（日本立洋

公司）；带 Ｃ１８反相柱的 ＨＰＬＣ系统（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公

司）；ＰＣＲ仪（美国 ＢＩＯＲＥＤ公司）ＪＮＭｕｌｔｉＴ２．０温控

超高压连续流细胞破碎仪（中国广州聚能生物科技有

限公司）。

１．３　方　法

１．３．１　重组质粒ｐＫＹＢＴＲＳＰ１０的构建与鉴定　选用大

肠杆菌偏爱密码子分段设计引物，以重叠延伸ＰＣＲ方法

合成ＴＲＳＰ１０基因序列，并插入高效表达的质粒载体

ｐＫＹＢＭＣＳ的ＮｄｅＩ和ＳａｐＩ酶切位点之间，从而构建出重

组质粒ｐＫＹＢＴＲＳＰ１０（图１），通过ＣａＣｌ２法制备ＥＲ２５６６

感受态细胞，将构建好的重组质粒转入大肠杆菌

ＥＲ２５６６，转化菌涂在含有０．１％的氨苄霉素的平板上，挑

取单菌落培养１２～１８ｈ，进而抽提质粒，经双酶切鉴定

（图２），及Ｔ７启动子的通用引物加以测序验证（图３）。

１．３．２　融合蛋白 ＴＲＳＰ１０ｉｎｔｅｉｎＣＢＤ诱导表达鉴定及

条件优化　构建成功的重组质粒 ｐＫＹＢＴＲＳＰ１０转化

大肠杆菌表达菌ＥＲ２５６６，在含有５０ｍｇ／ｍｌ氨苄霉素的

ＬＢ培养基中，３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ摇菌培养至 ＯＤ６００为０．６

～０．８，取１ｍｌ作为阴性对照，向剩余培养液加入 ＩＰＴＧ

至终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃ １８０ｒ／ｍｉｎ诱导表达６ｈ，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集菌体，用 ＰＢＳ洗涤一

次，５０μｌ上样缓冲液重悬，取１０μｌ进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳鉴定。在目的蛋白的诱导表达过程中，设置不同

的诱导温度（１２，１７，２２，２７，３２，３７℃）、不同的诱导时间

图１　重组质粒载体ｐＫＹＢＴＲＳＰ１０的构建

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＫＹＢＴＲＳＰ１０

图２　重组质粒ｐＫＹＢｔｒｓｐ１０的酶切鉴定

Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

ｂｙｐＫＹＢｔｒｓｐ１０ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：ＨｉｇｈｍｏｌｅｃｕｌａｒＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＫＹＢ

ｔｒｓｐ１０ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

图３　目的基因ＴＲＳＰ１０的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴＲＳＰ１０ｇｅｎｅ
Ｍ：ＬｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１，２：ｔｒｓｐ１０ｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ
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（２，４，６，８ｈ）和不同诱导剂 ＩＰＴＧ浓度（０．２，０．４，０．６，

０．８，１．０ｍｍｏｌ／Ｌ），进行诱导表达，各取菌液 １Ｌ，７０００

ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，用含有 ２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＩ，５００

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的缓

冲液中溶解ＪＮＭｕｌｔｉＴ２．０温控超高压连续流细胞破碎

仪进行破碎，破碎产物４℃，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，

取上清进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。

１．３．３　目的肽 ＴＲＳＰ１０的纯化、制备与鉴定　按优化

的表达体系进行诱导表达，收集菌体，按 ｍ／Ｖ ＝１／１０

用Ｂｕｆｆｅｒ１进行溶解，用ＪＮＭｕｌｔｉＴ２．０温控超高压连续

流细胞破碎仪进行破碎，破碎产物４℃，１５０００ｒ／ｍｉｎ离

心３０ｍｉｎ，取上清液过ＣｈｉｒｉｎＢｅａｄｓ柱纯化，整个纯化过

程在４℃层析冷柜中进行。用含有２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＩ，

５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，４０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ的切

割缓冲液快速过柱，剩留适量的切割缓冲液与结合融

合蛋白的ＣｈｉｔｉｎＢｅａｄｓ４℃共孵育２４ｈ，然后收集切割缓

冲液，用截留相对分子质量１ｋ的透析袋纯水透析。利

用ＨＰＬＣ制备的重组肽ＴＲＳＰ１０并分析其纯度，分析及

制备条件为：流动相 Ａ（５％ＣＮＣＨ３∶ ９５％Ｈ２Ｏ，０．１％

ＴＦＡ），流动相 Ｂ（１００％ＣＮＣＨ３，０．１％ＴＦＡ），体积流量

１．５ｍｌ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ线性梯度洗脱，Ｂ相至６５％，光吸收

检测波长为 ２８０ｎｍ。制备的 ＴＲＳＰ１０用电泳和 ＥＳＩ

ＭＡＳＳ鉴定其分子质量，目的肽样品－２０℃保存备用。

１．３．４　ＭＴＴ法检测 ＴＲＳＰ１０对前列腺癌细胞 ＤＵ１４５

增殖的抑制作用　前列腺癌细胞 ＤＵ１４５复苏后，于体

积分数为１０％胎牛血清的 ＴＲＳＰ１０１６４０培养基中，放

置于３７℃、饱和湿度及体积分数为５％的 ＣＯ２培养箱

中培养，每隔２～３天换液，待细胞长满后及时传代。

实验过程中，取对数生长状态下的 ＤＵ１４５细胞，在９６

孔细胞培养板上，以１００μｌ／孔的体积接种５０００～８０００

个细胞，过夜放置于培养箱内培养，待其贴壁。在已摸

清大致作用浓度的条件下，分别设空白对照组、５μｍｏｌ／Ｌ、

１０μｍｏｌ／Ｌ、２０μｍｏｌ／Ｌ、４０μｍｏｌ／ＬＴＲＳＰ１０处理组，对照及

每个处理均设６个复孔，放置于培养箱中继续培养４８ｈ，

处理时间结束后，吸去孔内的培养基，缓慢加入４０μｌ已

配置好的１×ＭＴＴ溶液，于培养箱中孵育４～６ｈ后吸去

ＭＴＴ溶液，加入１００μｌＤＭＳＯ，待其溶解，酶标仪测ＯＤ值

（波长５７０ｎｍ，参考波长６３０ｎｍ），测得吸光度Ａ值。

　　药物对细胞生长抑制率的计算公式：生长抑制率

ＩＲ（％）＝［１－（实验组 Ａ值 －空白组 Ａ值）／（对照组

Ａ值－空白组Ａ值）×１００％。

２　结　果

２．１　重组质粒ｐＫＹＢＴＲＳＰ１０的鉴定
　　将重组表达菌接种于 ＬＢ培养基中，培养３ｈ，培养
基明显变浑浊时，抽提质粒，双酶切鉴定（图２），以 Ｔ７
启动子通用引物作为测序引物扩增目的基因（图３），得
到目的片段后由华大基因测序有限公司测序，得到序

列结果后，经过Ｂｌａｓｔ后，序列并无碱基错配，确定重组
表达质粒ｐＫＹＢＴＲＳＰ１０构建成功。
２．２　融合蛋白 ＴＲＳＰ１０ｉｎｔｅｉｎＣＢＤ诱导表达条件的

优化

２．２．１　可溶性融合蛋白 ＩＰＴＧ诱导表达浓度的确定　
以１．０ｍｍｏｌ／Ｌ为 ＩＰＴＧ最高诱导表达浓度，０．２ｍｍｏｌ／Ｌ
为间隔浓度，向下设置６个诱导浓度梯度，分别是１．０，
０．８，０．６，０．４，０．２，０ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导表达过夜，收集菌体
破碎后１５０００ｒ／ｍｉｎ离心取上清制得样品后经过１５％
ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果如图４所示，经 ＢａｎｄＳｃａｎ５．０软
件分析，在菌体质量相同的情况下，０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ
诱导菌体表达可溶性融合蛋白的量要明显高于其他各

组的结果，因此可以得出０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ为最佳的
诱导剂浓度。

２．２．２　可溶性融合蛋白诱导表达温度的优化　以
３７℃为最高表达温度，５℃为间隔温度，向下设置６个
温度梯度，分别是１２℃、１７℃、２２℃、２７℃、３２℃、３７℃，
诱导表达过夜，收集菌体破碎后１５０００ｒ／ｍｉｎ离心取上
清制得样品后经过１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果如图５
所示，经 ＢａｎｄＳｃａｎ５．０软件分析，在菌体质量相同的情
况下，３７℃条件下诱导菌体表达可溶性融合蛋白的量
要明显高于其他各组的结果，因此可以得出３７℃为最
佳的诱导温度。

２．２．３　可溶性融合蛋白诱导表达时间的优化　以８ｈ
为最长表达时间，２ｈ为间隔时间，向下设置４个温度梯
度，分别是２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ，收集菌体破碎后１５０００ｒ／ｍｉｎ离
心取上清制得样品后经过１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果
如图６所示，经ＢａｎｄＳｃａｎ５．０软件分析，在菌体质量相
同的情况下，８ｈ条件下诱导菌体表达可溶性融合蛋白
的量要明显高于其他各组的结果，因此可以得出８ｈ为
最佳的诱导温度。

　　从以上实验结果我们可以得出结论：可溶性融合
蛋白ＴＲＳＰ１０ｉｎｔｅｉｎＣＢＤ最佳诱导表达条件为：诱导剂
ＩＰＴＧ浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导表达温度３７℃、诱导表
达时间８ｈ。
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图４　ＩＰＴＧ浓度对可溶性融合蛋白诱导表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＩｍｐａｃｔｏｆＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｄｉｓｓｏｌｕｂｌｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１～６：ＴｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＥ．ｃｏｌｉ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｗｉｔｈ０，０．２，０．４，０．６，０．８，１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ

图５　温度对可溶性融合蛋白诱导表达的影响

Ｆｉｇ．５　Ｉｍｐａｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｂｌｅ

ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１～６：ＴｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＥ．ｃｏｌｉｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ＩＰＴＧａｔ３７，３２，２７，２２，１７，１２℃；７：Ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｒｎｓｆｏｒｍｅｄ

Ｅ．ｃｏｌｉｗｉｔｈｏｕｔＩＰＴＧ

图６　时间对可溶性融合蛋白诱导表达的影响

Ｆｉｇ．６　Ｉｍｐａｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｂｌｅ

ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１～４：ＴｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＥ．ｃｏｌｉ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｆｏｒ８，６，４，２ｈ

２．３　小分子目的多肽ＴＲＳＰ１０的制备及鉴定

　　依据ＩＭＰＡＣＴ纯化系统，收集可溶性融合蛋白，通

过ＤＴＴ诱导ｉｎｔｅｉｎ，使其发生自剪切行为将目的多肽从

亲和标签上洗脱出来。利用 ＨＰＬＣ技术对目的多肽进

行再纯化，接出相应的峰，冻干后纯度可高达９６％，经

１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ分析（图７）和质谱鉴定（图８），确定其

相对分子质量为３．５９ｋＤａ，与理论值一致。

２．４　ＴＲＳＰ１０对前列腺癌细胞ＤＵ１４５的增殖抑制作用

　　通过４０μｍｏｌ／ＬＴＲＳＰ１０对ＤＵ１４５细胞做不同时间

的处理，检测其细胞抑制率，其中各个时间点处理与阴性

对照相比，其Ｐ值均小于０．０５，实验结果表明，于４８ｈ细

胞抑制率最高（图９）。接下来用４０μｍｏｌ／Ｌ，２０μｍｏｌ／Ｌ，

１０μｍｏｌ／Ｌ，５μｍｏｌ／Ｌ的４个处理组及阴性，阳性两个对照

组作用于ＤＵ１４５前列腺癌细胞４８ｈ，其中阴性对照组为

未加药组，阳性对照组为１０μｍｏｌ／ＬＴＮＦα。通过ＭＴＴ法

检测，在以上浓度处理下均对细胞有增殖抑制作用，且各

个药物浓度处理与阴性对照处理相比，其 Ｐ值均小于

０．０５，差异显著，如表１所示，说明ＴＲＳＰ１０对前列腺癌细

胞ＤＵ１４５的增殖有一定的抑制作用。

图７　重组多肽ＴＲＳＰ１０的ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定
Ｆｉｇ．７　ＳＤＳＰＡＧＥｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｅｐｔｉｄｅＴＲＳＰ１０

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； １： ＴＲＳＰ１０ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｅｐｔｉｄｅ ａｆｔｅｒ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图８　重组多肽ＴＲＳＰ１０的质谱鉴定

Ｆｉｇ．８　ＭＳｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｅｐｔｉｄｅＴＲＳＰ１０
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图９　４０μｍｏｌ／ＬＴＲＳＰ１０处理ＤＵ１４５

细胞不同时间的抑制率

Ｆｉｇ．９　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＤＵ１４５ｃｅｌｌｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

４０μｍｏｌ／ＬＴＲＳＰ１０ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

表１　不同浓度ＴＲＳＰ１０对前列腺癌细胞

ＤＵ１４５的抑制作用

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ

ＤＵ１４５ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴＲＳＰ１０

浓度（μｍｏｌ／Ｌ） 样品数 光吸收值 抑制率

阴性对照 ６ ０．７７７±０．０２０ ０
５．０ ６ ０．６５２±０．０２１ １１．４０％
１０．０ ６ ０．６００±０．０２３ ２２．９７％
２０．０ ６ ０．５０９±０．０１６ ３３．２６％
４０．０ ６ ０．４０３±０．０１５ ４８．３５％
ＴＮＦα ６ ０．４４６±０．０１７ ４２．５０％

　　Ｐ＜０．０５；ＴＲＳＰ１０处理组ｖｓ阴性对照组

３　讨　论

　　ＴＮＦα是一种被广泛研究的，能发生多种生物学效
应的细胞因子［８］。ＴＮＦα可以引发炎症反应、免疫反
应［９］、肿瘤细胞凋亡等广泛的细胞反应，可以激活多条

信号通路起始凋亡。ＴＮＦα的受体包括有 ＴＮＦＲ１、

ＴＮＦＲ２，ＴＮＦα的功能主要由 ＴＮＦＲ１介导［１０］，虽然

ＴＮＦＲ２与ＴＮＦα的亲和力高于 ＴＮＦＲ１约５倍，但因为

ＴＮＦＲ２主要在免疫细胞表达，且其不含有起始凋亡通
路的死亡结构域［１１］，其凋亡功能主要依赖于ＴＮＦＲ１起
作用［１２］，且有研究表明一些炎性疾病和癌症的发生与

其表达量上调有关［１３］。在ＴＮＦＲ１上有３个功能域，通

过与不同的蛋白相互作用，可以转换不同的细胞内信

号，从而起始不同的信号通路［１４］。凋亡通路主要依赖

于包括 ＴＲＡＤＤ、ＦＡＤＤ、ＪＮＫ、ＲＩＰ、ｃＰＬＡ２、ｃａｓｐａｓｅ等凋
亡相关的蛋白分子发挥作用［１５］。

　　综上所述，ＴＮＦα可通过以上通路使肿瘤细胞发生
凋亡，不过由于该细胞因子半衰期短，有较强的毒副作

用，有研究表明，在缺血性心脏病及外围血管病变等疾

病的发病过程中，ＴＮＦＲ２的表达量明显上调，而ＴＮＦＲ１

的表达量没有变化［１６］。因此本研究就其半衰期短及毒

副作用强的缺陷对其结构进行优化，并通过生物信息

学加以验证，得到 ＴＮＦα衍生物 ＴＲＳＰ１０。ＴＲＳＰ１０是

ＴＮＦα的一段衍生多肽，能与 ＴＮＦＲ１结合，从而保证其

能够起始由ＴＮＦＲ１介导的凋亡信号通路；和ＴＮＦＲ２的

结合变弱，在一定程度上能够降低ＴＮＦα起始的ＴＮＦＲ２

通路，从而降低其毒副作用。本研究采用基因工程手

段发酵生产 ＴＲＳＰ１０重组多肽，通过构建 ＴＲＳＰ１０

ｐＫＹＢＥＲ２５６６重组菌，经过长时间的实验，主要对可溶

性融合蛋白 ＩＰＴＧ诱导表达浓度、温度、时间等条件进

行了摸索，建立一个能够高效稳定表达可溶性蛋白的

较为理想的条件，即３７℃，０．８ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导表达

８ｈ，在后续的纯化过程中，通过对ＩＭＰＡＣＴ系统条件的

摸索，确定了ＤＴＴ诱导蛋白内含肽自切割的条件，形成

了一套从载体构建到重组菌表达纯化的工艺技术条

件，通过重组表达保证了多肽的活性，而且能够有效地

提高多肽制备的效率，更加节约了实验过程中的经济

投入，为后续的实验研究奠定了坚实的基础。

　　本研究在体外主要对前列腺癌细胞ＤＵ１４５进行研

究，通过重组表达纯化的多肽 ＴＲＳＰ１０作用培养的

ＤＵ１４５细胞４８ｈ，ＭＴＴ检测发现，重组多肽 ＴＲＳＰ１０对

ＤＵ１４５细胞有明显的增殖抑制作用，这表明重组多肽

ＴＲＳＰ１０能够抑制 ＤＵ１４５细胞的增殖。可通过后续的

毒理实验及相关的动物实验，深入探究重组多肽

ＴＲＳＰ１０对ＤＵ１４５的抑制作用，使其成为治疗前列腺癌

的小分子多肽类药物。
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