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研究报告

ＭＧ１３２提高 ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白在 ＣＨＯ
细胞中表达的研究

温家明１　聂艳峰１，２　梁翰章１　黄雯茜１　雷　云１　谢秋玲１　裴运林２　熊　盛１
（１暨南大学药学院　生物医药研究院＆基因药物国家工程中心　广州　５１０６３２　２广东丸美生物科技股份有限公司　广州　５１０５３０）

摘要　目的：在不影响细胞活力的前提下，通过抑制人肿瘤坏死因子受体Ｆｃ（ＴＮＦＲＦｃ）融合蛋白
的降解，提高其在中国仓鼠卵巢（ＣＨＯ）细胞中的产量和质量。方法：通过在细胞培养过程中加入
全蛋白质合成抑制剂 Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ、溶酶体抑制剂 Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ、蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２，验证
ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白在ＣＨＯ细胞的降解途径；免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）方法检测在细胞内 ＴＮＦＲＦｃ
融合蛋白的变化，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）方法检测分泌表达的 ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白的含量。
ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析纯化细胞培养液上清，高效液相色谱（ＨＰＬＣ）检测重组蛋白的纯度，并通过阻
断肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）诱导的 Ｌ９２９细胞毒作用来检测纯化的 ＴＮＦＲＦｃ蛋白的活性。结果：
ＴＮＦＲＦｃ在ＣＨＯ细胞内，经泛素蛋白酶体途径降解，稳定表达ＴＮＦＲＦｃ的ＣＨＯ细胞培养过程中
添加５０μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２，可以使ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白的分泌表达量提高４２．３５％，纯化后，二聚体比
例提高２８．６０％，并且纯化后目的蛋白的比活性也增加。结论：在不影响细胞活力、蛋白质生物学
活性的前提下，添加蛋白酶体抑制剂ＭＧ１３２提高ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白在ＣＨＯ细胞中的表达量，为
进一步研究从抑制蛋白质降解途径来提高重组蛋白在ＣＨＯ细胞中的表达量提供了现实依据。
关键词　ＭＧ１３２　ＴＮＦＲＦｃ降解　ＣＨＯ细胞　泛素化　提高表达
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　　蛋白质药物中的单克隆抗体 Ａｂｓ和 Ｆｃ融合蛋白

在市场上高达６０多亿美元的销售额［１］，而ＣＨＯ细胞是

良好的外源蛋白表达宿主，上市药物中多由其表

达［２３］。细胞培养过程中，死亡细胞裂解后会分泌蛋白

酶，该蛋白酶能降解分泌到上清液中的蛋白质，从而降

低目的蛋白的表达量；Ｒｏｂｅｒｔ等［４］研究发现，高活率的

细胞也会分泌一种称为ＣａｔｈｅｐｓｉｎＤ的蛋白酶来降解蛋

白质，从而影响目的蛋白的质量。细胞内主要有两种

蛋白质降解途径，即溶酶体途径和泛素蛋白酶体途径。

泛素由７６个氨基酸组成并广泛存在于生物体内的蛋

白质，泛素分子能够结合底物蛋白诱导其经泛素蛋白

酶体途径降解［５］。一些研究发现泛素存在于细胞培养

液上清液和细胞裂解物中，这说明泛素可能在动物细

胞大规模培养过程中有着很重要的作用［６］。ＭＧ１３２

是一种蛋白酶体抑制剂，能结合蛋白酶体２０ｓ亚基的活

性位点，从而抑制其活性［７］。本实验旨在研究 ＴＮＦＲ

Ｆｃ融合蛋白在细胞内的稳定性及降解途径，并探讨在

不影响 ＣＨＯ细胞活力和重组蛋白活性的前提下，通过

蛋白质降解抑制剂抑制 ＴＮＦＲＦｃ蛋白降解，提高其在

ＣＨＯ细胞中的产量。
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１　材料与方法

１．１　菌株、质粒与培养基

　　稳定表达ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白ＣＨＯ细胞、小鼠成纤

维细胞株Ｌ９２９为实验室保存。

１．２　主要试剂及仪器

　　 无血清培养基 ＰｒｏＣＨＯ５（Ｌｏｎｚａ），ＣＤ ＣＨＯ

Ｍｅｄｉｕｍ、ＤＭＥＭ培养基、谷氨酰胺（Ｇｉｂｃｏ），ＭＧ１３２

（Ｓｅｌｌｅｃｋ），ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ、ｌｅｕｐｅｔｉｎ（ＥＮＺＯＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ），

羊抗人Ｆｃ、羊抗人ＦｃＨＲＰ（Ａｂｃａｍ），次黄嘌呤、胸腺嘧

啶、放线菌素Ｄ、鼠抗βａｃｔｉｎ（Ｓｉｇｍａ），鼠ＩｇＧＨＲＰ（Ｃｅｌｌ

ＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），驴抗羊ＨＲＰ（Ｓａｎｔａ），Ｅｎｂｒｅｌ（惠氏

公司），５ｍｌ柱体积 ＰｒｏｔｅｉｎＡ层析柱（博格隆），ＴＳＫｇｅｌ

Ｇ３０００ＳＷＸＬ凝胶色谱柱（ＴＯＳＯＨ）。

　　一次性旋转管 Ｔｕｂｅｓｐｉｎ（瑞士 ＴＰＰ公司），箱式摇

床ＩＳＦ４Ｗ（瑞士科耐公司）；纯化设备 ＡＫＴＡＡｖａｎｔ２５

（ＧＥ ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ），高 效 液 相 色 谱 仪 ΜｌｔｉＭａｔｅ３０００

（Ｄｉｏｎｅｘ）。

１．３　方　法

１．３．１　细胞培养　ＣＨＯ细胞接种到 ＰｒｏＣＨＯ５培养

基（包含 ４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺，０．６８ｍｇ／Ｌ次黄嘌呤和

０．１９４ｍｇ／Ｌ胸腺嘧啶），接种密度为１×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，接

种体积为１０ｍｌ于透气生物反应器５０ｍｌＴｕｂｅｓｐｉｎ管中，

培养温度为 ３７℃，转速为 １８０ｒ／ｍｉｎ，ＣＯ２浓度为 ６％，

３～４天传代一次。

１．３．２　细胞实验　降解途径研究：ＭＧ１３２粉末于溶

ＤＭＳＯ配制成２０～４０ｍｍｏｌ／Ｌ保存浓度，－８０℃保存。

细胞密度达到对数生长期（约６×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ），离心并

用新鲜培养基重悬，接种密度为５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，培养体

积为１０ｍｌ，加入图 １所示的 ２０μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２、ＣＨＸ

（ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ）２０μｇ／ｍｌ、ＬＥＵ（Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ）５０μｍｏｌ／Ｌ，２

平行管并每４ｈ取样，免疫印迹分析ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白

表达变化。

　　ＭＧ１３２浓度筛选：细胞密度达到对数生长期（约６×

１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ），离心并用新鲜培养液重悬，接种密度为１

×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，培养体积为１０ｍｌ，２平行管，每两天取样

并按比例加入台盼蓝，用血计数板计数，记录细胞密

度、细胞活率。Ｄ５加入图 ２所示的 ＭＧ１３２浓度和

１０％（Ｖ／Ｖ）补料培养基ＣＤＣＨＯＭｅｄｉｕｍ，Ｄ８收集上清

液并纯化分析［８］。

图１　ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白的降解途径

Ｆｉｇ．１　ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆＴＮＦＲＦｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ＩｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＮＦＲＦｃｉｎｌｙｓａｔｅｓｏｆＣＨＯ ｃｅｌｌｓ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ（ＣＨＸ），ＣＨＸａｎｄＬｅｕｐｅｔｉｎ（ＬＥＵ）ｏｒ

ＣＨＸａｎｄＭＧ１３２．βａｃｔｉｎｉｓｕｓｅｄａｓｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ

图２　细胞生长情况

Ｆｉｇ．２　ＣＨＯｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｄｅｎｓｉｔｙ（ａ）ａｎｄｖｉｔａｌｉｔｙｒａｔｅ（ｂ）
ＡｒｒｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｄｄｉｎｇＭＧ１３２ｏｎＤ５

２



２０１５，３５（９） 温家明 等：ＭＧ１３２提高ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白在ＣＨＯ细胞中表达的研究

１．３．３　胞内 ＴＮＦＲＦｃ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　收集细

胞，加入 ＳＤＳ裂解液（碧云天），裂解３０ｍｉｎ，ＢＣＡ试剂

盒（Ｔｈｅｒｍｏ）测定蛋白质浓度，制备５％～１２％丙烯酰胺

凝胶 （ＭＤ Ｂｉｏ），上 样 ３０μｇ／孔，转 移 到 ＮＣ 膜

（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）上，ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ×３次，５％脱脂奶粉封闭

１ｈ，ＴＢＳＴ洗 １０ｍｉｎ×３次，一抗（βａｃｔｉｎ稀释 １∶

３００００；羊抗人 Ｆｃ稀释１∶２００００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ

洗１０ｍｉｎ×３次，二抗（抗鼠 ＩｇＧＨＲＰ稀释１∶１００００；

抗羊 ＩｇＧＨＲＰ稀释１∶２００００）孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ

×３次，加入 ＥＣＬ发光液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），Ｘ射线胶片（柯

达）显影。

１．３．４　胞外 ＴＮＦＲＦｃ的 ＥＬＩＳＡ检测　以羊抗人 ＩｇＧ

Ｆｃ包被９６孔酶标板，４℃过夜，２％ ＢＳＡ在 ３７℃封闭

１ｈ，ＰＢＳＴ（ｐＨ７．４，０．１％ 吐温２０）洗３次，稀释并加入

待测样品及依那西普（Ｅｎｂｒｅｌ）标准品３７℃下１ｈ，ＰＢＳＴ

洗３次，加入碱性磷酸酶（ＡＰ）标记的羊抗人 ＩｇＧ于

３７℃下 １ｈ，ＰＢＳＴ洗 ３次，ＰＮＰＰ显色 １５ｍｉｎ，３ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ终止反应，在４０５ｎｍ波长下读取吸光值。通过标

准品做标准曲线，计算样品中 ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白的含

量，每个样品设３个复孔，取平均值［９］。

１．３．５　胞外 ＴＮＦＲＦｃ的纯化与 ＨＰＬＣ检测　蛋白质

纯化：将培养液离心 ５０００ｒ／ｍｉｎ×１０ｍｉｎ，取上清液经

０．２２μｍ滤膜过滤，用ｒＰｒｏｔｅｉｎＡ（博格隆，５ｍｌ）进行亲和

层析。亲和层析磷酸盐平衡缓冲液２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢ（ｐＨ

７．０）；洗脱缓冲液为１００ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸（ｐＨ３．２），流速

为１．５ｍｌ／ｍｉｎ。

　　ＨＰＬＣ检测：收集洗脱峰回调 ｐＨ至７．０，流动相为

ｐＨ７．０的５００ｍｍｏｌ／ＬＰＢ，流速为０．５ｍｌ／ｍｉｎ，测定结果

并分析１４～１５ｍｉｎ峰（二聚体）所占比例［１０］。

１．３．６　纯化的ＴＮＦＲＦｃ活性检测　将Ｌ９２９细胞在含

有１０％胎牛血清ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基中培养，经胰酶

消化后重悬，使细胞数为２×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，加入９６孔细

胞培养板，每孔１００μｌ，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱培养过夜。

另取新的 ９６孔培养板，将纯化后的 ＴＮＦＲＦｃ融合蛋

白，与阳性药依那西普 Ｅｎｂｒｅｌ从１．２５ｍｇ／ｍｌ系列稀释

后，加入重组人 ＴＮＦα和放线菌素 Ｄ至终浓度分别为

１ｎｇ／ｍｌ和２μｇ／ｍｌ，３７℃放置３０ｍｉｎ后，转移到相应的细

胞孔中，每孔５０μｌ，３７℃培养２４ｈ。每孔加入１０μｌ的

ＷＳＴ８显色液，３７℃培养 ２．５ｈ，４５０ｎｍ波长处测定，

ＥＣ５０计算采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件的生长曲线模拟，显著性

分析采用ＳＰＳＳ１９．０软件的独立样本ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＴＮＦＲＦｃ的降解途径

　　利用全蛋白质合成抑制剂来研究蛋白质的降解途

径已有报道［１１１２］。加入全蛋白质合成抑制剂 ＣＨＸ处

理ＣＨＯ细胞０ｈ、４ｈ、８ｈ后，细胞内 ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白

水平不断降低，说明 ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白在细胞内存在

降解（图 １左边 ３个泳道）；ＣＨＸ和溶酶体抑制剂

Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ处理ＣＨＯ细胞不同时间，并不能抑制 ＴＮＦＲ

Ｆｃ融合蛋白的降解（图１中间３个泳道），ＣＨＸ和泛素

蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２共同处理 ＣＨＯ细胞后，显著

抑制了 ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白的降解（图 １右边 ３个泳

道），说明ＭＧ１３２能够抑制 ＴＮＦＲＦｃ经泛素蛋白酶体

途径降解。综上所述，ＴＮＦＲＦｃ在 ＣＨＯ细胞内存在降

解，并且是通过泛素蛋白酶体途径降解的。

２．２　ＭＧ１３２对细胞生长的影响

　　确定了细胞内的 ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白经过泛素蛋

白酶体途径降解后，接下来研究该途径的抑制剂 ＭＧ

１３２对细胞生长的影响。细胞进入对数期加入蛋白酶

抑制剂ＭＧ１３２后，低浓度０～２０μｍｏｌ／Ｌ的 ＭＧ１３２对

ＣＨＯ细胞的密度和活率没有影响［图 ２（ａ）］，其中在

２０μｍｏｌ／Ｌ时密度达到最高值。高浓度３０～５０μｍｏｌ／Ｌ

的 ＭＧ１３２降低了细胞的最大密度，主要是抑制了细胞

的泛素蛋白酶体的活性，导致胞内待降解的无功能蛋

白质的累积影响细胞的生长。当细胞活率低于８０％时

［图２（ｂ）］，收集细胞沉淀和上清液。

２．３　ＭＧ１３２对胞内和胞外ＴＮＦＲＦｃ表达的影响

　　细胞内累积的 ＴＮＦＲＦｃ的量与加入的 ＭＧ１３２量

与时间呈正相关［图 ３（ａ）］。细胞外的 ＴＮＦＲＦｃ在低

浓度 ＭＧ１３２处理时表达量下降，这说明细胞外的

ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白分泌量减少［图 ３（ｂ）］，结合图 ３

（ａ）和（ｂ），可得到如下结论：加入５０μｍｏｌ／Ｌ的ＭＧ１３２

抑制蛋白质降解，在细胞内累积很多［图３（ａ）］，ＴＮＦＲ

Ｆｃ融合蛋白在 ＣＨＯ细胞内大量合成；但是，分泌到胞

外的蛋白质并未明显增加，说明 ＴＮＦＲＦｃ在细胞内大

量降解。加入ＭＧ１３２后，未及时降解的蛋白质没有信

号肽修饰而在细胞内累积，但是，加入５０μｍｏｌ／ＬＭＧ

１３２后，分泌到胞外的蛋白质量（相对于加入０μｍｏｌ／Ｌ

ＭＧ１３２组）提高了４２．３５％，推测 ＭＧ１３２作为蛋白质

降解抑制剂同时也作为化学伴侣协助蛋白质

折叠［１３１４］。
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图３　ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白胞内胞外的表达

Ｆｉｇ．３　ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒａｎｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＲＦｃ
（ａ）ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＲＦｃｏｎＤ６／８　（ｂ）ＥＬＩＳＡｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦＲＦｃｏｎＤ２／４／６／８

２．４　ＭＧ１３２对纯化的ＴＮＦＲＦｃ质量的影响

　　经过ｒＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析得到纯ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白

后，二聚体是其活性形式，ＨＰＬＣ检测其二聚体含量。从图

４（ａ）的ＨＰＬＣ的结果可以看出，序号７为阳性药物Ｅｎｂｒｅｌ，

出峰时间为１５．３ｍｉｎ，均为二聚体。而在加入ＭＧ１３２浓度

为０μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ、２０μｍｏｌ／Ｌ的条件下，细胞分泌表达

的ＴＮＦＲＦＣ融合蛋白以多聚体（１１～１３ｍｉｎ峰）和二聚体

（１５ｍｉｎ峰）形式存在，以二聚体为主；随着ＭＧ１３２加入量

的提高，相对于０μｍｏｌ／Ｌ处理组，５０μｍｏｌ／Ｌ处理下二聚体

的比例提高了２８．６０％［图４（ｂ）］。

图４　纯化后的ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白
Ｆｉｇ．４　ＱｕａｎｔｉｔｙｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＴＮＦＲＦｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

（ａ）ＨＰＬＣｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＴＮＦＲＦｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１～６：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＭＧ１３２ｏｆ０μｍｏｌ／Ｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ，２０μｍｏｌ／Ｌ，３０μｍｏｌ／Ｌ，４０μｍｏｌ／Ｌ，
５０μｍｏｌ／Ｌ；７：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔＥｎｂｒｅｌ　（ｂ）ＴｈｅｒａｄｉｏｏｆｄｉｍｅｒｏｆＴＮＦＲＦｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

２．５　ＭＧ１３２对ＴＮＦＲＦｃ体外活性的影响

　　经过纯化后，在阻断 ＴＮＦα诱导的 Ｌ９２９细胞毒作

用，ＥＣ５０为生长曲线ＯＤ４０５ｎｍ下最大吸光值和最小吸光值

的平均值所对应的ＴＮＦＲＦｃ浓度，ＥＣ５０比较结果为阳性

对照组 Ｅｎｂｒｅｌ＜５０μｍｏｌ／Ｌ组 ＜０μｍｏｌ／Ｌ组。这与

ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白活性成分二聚体的含量呈正相关，与

４



２０１５，３５（９） 温家明 等：ＭＧ１３２提高ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白在ＣＨＯ细胞中表达的研究

理论符合。统计学分析，ＴＮＦＲＦｃ活性在５０μｍｏｌ／Ｌ处理

组（ＥＣ５０均值为２．８６ｎｇ／ｍｌ）与０μｍｏｌ／Ｌ对照组（ＥＣ５０均

值为３．７９ｎｇ／ｍｌ）的差异无显著性意义（Ｐ＞０．０５）。

图５　Ｌ９２９细胞毒作用下的生长曲线

Ｆｉｇ．５　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｃｙｔｏｔｏｘｉｃＬ９２９ｃｅｌｌ
ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＴＮＦＲＦｃｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＮＦαｉｎＬ９２９ｃｅｌｌ

３　讨　论

　　影响动物细胞高效表达外源蛋白的因素有目的基

因（整合位点、拷贝数、筛选标志等）、蛋白质序列、细胞

系、细胞培养条件等［１５１６］。其中 Ｓｔｒｏｔｂｅｋ等［１７］通过筛

选宿主细胞基因组中的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，把筛选到的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ通过瞬时转染到宿主细胞，提高ＣＨＯ细胞生

产人免疫球蛋白ＩｇＧ的能力。而 Ｌｉｕ等［１８］通过基因工

程重组技术，利用锌指酶特异性识别 ＤＮＡ序列的特点

设计了锌指酶蛋白结合到重组质粒的启动子上，让工

程细胞更高效表达目的蛋白；Ｆａｎ等［１９］利用锌指核酸

酶技术敲除 ＣＨＯ细胞的谷氨酰胺合成酶，在表达载体

上含有该酶基因与目的基因，在培养基不添加谷氨酰

胺的压力来促进细胞表达外源蛋白。黄芬等［２０］通过在

中国仓鼠卵巢细胞中过表达热休克蛋７０（ＨＳＰ７０）来

提高其表达抗体的能力，但并未做提高表达量后抗体

的活性检测。总体上看，各方面技术的应用都致力于

提高动物细胞表达蛋白的水平。

　　ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白是糖基化复杂的蛋白质，翻译后

修饰不当会引起活性的降低和多聚体的形成。所以，蛋

白的质量上做了ＨＰＬＣ检测，ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白主要的

活性成分为二聚体，即图４（ａ）中的１５ｍｉｎ峰（１３ｍｉｎ峰为

多聚体，２６ｍｉｎ峰为溶剂峰），随着加入ＭＧ１３２浓度的增

加，蛋白质的二聚体比例升高。雷云等［９］以依那西普、注

射用ＴＮＦＲＦｃ作为对照，检测动物细胞表达ＴＮＦＲＦｃ的

ＥＣ５０分别为１．７３ｎｇ／ｍｌ、１．７９ｎｇ／ｍｌ、１．６４ｎｇ／ｍｌ。而本实

验，ＴＮＦＲＦｃ融合蛋白ＥＣ５０为２～３ｎｇ／ｍｌ，与对照组差异

无显著性意义（Ｐ＞０．０５）。

　　通过在细胞培养过程中添加蛋白酶抑制剂，防止

目的蛋白降解来提高表达量的方法尚未见报道。目

前，加入蛋白酶体抑制剂使大量蛋白质在细胞内累积

［图３（ａ）］，但是，只要能分泌出细胞的蛋白质都具有

良好的活性（图５）。重新利用这些累积的蛋白质是提

高表达量的途径之一，降低培养温度使合成速率减缓，

利于胞内蛋白质折叠组装分泌。再者，泛素蛋白酶降

解途径的分子机制有待进一步阐明，如特异降解

ＴＮＦＲＦｃ的泛素蛋白 Ｅ３连接酶、ＴＮＦＲＦｃ泛素化位

点。最后，在宿主细胞过表达利于细胞运输蛋白的信

号肽，从而提高目的蛋白产量的方法也值得探究。
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