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摘要:目的 建立重组人穿孔素的表达和快速纯化方法ꎮ 方法 在 ｓｆ９ 昆虫细胞内表达带 Ｈｉｓ 标签人穿孔素ꎮ 使用

人工制作简易的镍(Ｎｉ)柱装置进行蛋白质亲和层析ꎮ 采用考马斯亮蓝染色、银染法及流式细胞计量术纯化的蛋白

分析其理化性质ꎻ 用人乳腺癌细胞 ＭＣＦ￣７ 的 ＰＩ 染色法鉴定其生物学活性ꎮ 结果 纯化出的穿孔素具有在细胞膜

打孔的生物学活性ꎮ 与常规蛋白纯化方法如离子交换色谱、分子筛和疏水作用层析等方法相比ꎬ该方法操作简便、
成本低ꎬ为人穿孔素接下来的研究以及其他蛋白质的纯化提供一定参考ꎮ 结论 以一种简单的方法在 ｓｆ９ 昆虫细胞

内表达并纯化出了有活性的人穿孔素ꎮ
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ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｓｆ９ ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ Ｎｉ ｃｏｌｕｍｎ ｄｅ￣
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ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｅｃｏ￣
ｎｏｍｉｃａｌ ｔｈａｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｌｉｋｅ ｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｉｅｖｅ ａｎｄ
ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｎｅｗ ｉｄｅａｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｐｅｒｆｏｒｉｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｃａｎ ｂｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ ｓｆ９ ｉｎｓｅｃｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ａ ｓｉｍｐｌｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻｐｅｒｆｏｒｉｎꎻｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻｐｏｒｅ￣ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　 　 穿孔素(ｐｅｒｆｏｒｉｎꎬＰＲＦ)是存在于细胞毒 Ｔ 淋巴

细胞(ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅꎬ ＣＴＬｓ)和天然杀伤细

胞(ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌꎬ ＮＫ)胞质毒颗粒中的糖蛋白ꎬ由
５５０ 个氨基酸组成ꎬ分子量为 ６７ ｋｕꎮ 穿孔素为单链

结构ꎬＮ 端以亲水性氨基酸为主ꎬＣ 端则以疏水性为

主ꎬ穿孔素单体分子被释放后ꎬ在 Ｃａ２＋存在下活化形

成 １０ 个以上单体分子组成的管状结构多聚体ꎬ通过

其疏水 Ｃ 末端插入细胞膜发挥作用[１]ꎮ ＣＴＬｓ 和 ＮＫ
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细胞可通过穿孔素—颗粒酶途径来防御病毒感染或

异常细胞侵袭[２￣４]ꎮ ＣＴＬｓ 与靶细胞膜表面抗原接

触ꎬ穿孔素被激活后在靶细胞上形成跨膜孔洞ꎬ颗粒

酶进入细胞ꎬ活化 ｃａｓｐａｓｅ 级联反应ꎬ导致靶细胞凋

亡[１ꎬ５￣６]ꎮ 目前商品化的穿孔素基本上都是使用酵

母表达系统表达的蛋白ꎬ并不具备细胞打孔活性ꎬ难
以获得大量高活性的穿孔素ꎬ现有的穿孔素相关研

究受到很大的局限ꎮ 因此优化穿孔素的纯化方法具

有重大意义ꎮ 故本文旨在用一种简单方法在昆虫细

胞中表达并纯化出有活性的人穿孔素ꎬ为相关研究

的推进提供一定的帮助ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 载体和细胞系:人乳腺癌细胞系 ＭＣＦ￣７(中
国医学科学院基础医学研究所细胞资源中心)ꎻ昆
虫草地贪夜蛾细胞 ｓｆ９(ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ｃｅｌｌ ９)
和 ｐＦａｓｔＢａｃ１ 载体(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂:ＤＮＡ 酶、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｗｉｔｈ ＧＣ Ｂｕｆｆｅｒ、５× Ｉｎ￣Ｆｕｓｉｏｎ ＨＤ Ｅｎｚｙｍｅ Ｐｒｅｍｉｘ 和电

泳缓冲液(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻ快速内切酶 ＥｃｏＲⅠ、Ｃｅｌｌ￣
ｆｅｃｔｉｎＴＭⅡ Ｒｅａｇｅｎｔ、快速内切酶 ＸｂａⅠ、Ｇｒａｃｅ􀆳ｓ Ｉｎｓｅｃｔ
Ｍｅｄｉｕｍ 和碘化丙啶 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻＡｇｒｏｓｅ
(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻ杆状病毒穿梭载体 ｂａｃｍｉｄ 小量

抽提试剂盒、考马斯亮蓝超快染色液、亲和层析柱空

柱管(１２ ｍＬ)、和快速银染试剂盒(上海碧云天生物

技术有限公司)ꎻ琼脂、酵母提取物、蛋白胨和氯化

钠( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻ无内毒素质粒大提试剂

盒、高纯度质粒小提试剂盒和普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ
回收试剂盒(北京天根生化科技有限公司)ꎻＰＲＦ
ｃＤＮＡ ＯＲＦ Ｃｌｏｎｅ 和 ＳＩＭ ＳＦ 培养基(Ｓｉｎｏ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
公司)ꎻＮｉ￣ＮＴＡ Ａｇａｒｏｓｅ(Ｑｉａｇｅｎ 公司)ꎻ蛋白质电泳

缓冲液(北京全式金生物技术有限公司)ꎻＡｎｔｉ￣Ｈｉｓ
抗体(ＣＳＴ 公司)
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＰＲＦ￣６×Ｈｉｓ 重组质粒的构建:对
ｐＦａｓｔＢａｃ１ 载体采用快速内切酶 ＥｃｏＲ ⅠꎬＸｂａ Ⅰ进

行酶切(３７ ℃ꎬ３０ ｍｉｎ)ꎬ凝胶电泳后回收 ４ ７００ ｂｐ
的线性化载体ꎻ采用 ＰＲＦ 引物对人 ＰＲＦ 的 ｃＤＮＡ 进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 反应条件:预变性 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ变
性 ９８ ℃ １０ ｓꎬ退火 ６０ ℃ ５ ｓꎬ延伸 ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ变

性、退火和延伸重复 ３０ 个循环ꎬ将目的片段进行胶

回收ꎮ 测量 Ａ２６０ / ２８０ 值后ꎬ 使用 ５ × Ｉｎ￣Ｆｕｓｉｏｎ ＨＤ
Ｅｎｚｙｍｅ Ｐｒｅｍｉｘ 将上述片段在 ＰＣＲ 仪中与 ｐＦａｓｔＢａｃ１
载体进行连接反应(５０ ℃ꎬ１５ ｍｉｎ)ꎮ 随后将连接产

物 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＰＲＦ 转化入 Ｓｔｂｌ３ 感受态细胞ꎬ在含

１％氨苄青霉素 ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ(１ ０００ ｇ / Ｌ)的固体 ＬＢ 培

养基上涂板ꎬ３７ ℃过夜培养ꎮ 第 ２ 天挑取单克隆扩

增后提取质粒并使用 ＰＲＦ( ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ)引物测序ꎬ
将测序结果与人穿孔素序列进行比对ꎮ

表 １　 普通 ＰＣＲ 扩增引物序列和测序引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅｒａｌ￣ＰＣＲ
　 　 　 　 ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

ＰＲＦ
Ｆ:ＧＴＣＣＧＡＡＧＣＧＣＧＣＧＧＡＴＧＧＣＡＧＣＣＣＧＴＣＴ

ＧＣＴＣＣＴＣＣ

Ｒ:ＴＣＧＡＧＡＣＴＧＣＡＧＧＣＴＴＣＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴ
ＧＡＴＧＡＴＧＣ

ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ￣６×Ｈｉｓ Ｆ: ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ

Ｒ: ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ

ＰＲＦ(ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ) Ｆ１: ＣＣＡＴＣＴＣＧＣＡＡＡＴＡＡＡＴＡＡＧＴＡＴＴＴ

Ｆ２: ＡＴＧＧＣＡＧＣＣＣＧＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴ

Ｆ３: ＣＡＧＣＴＴＣＡＧＣＡＣＴＧＡＣＡＣＧＧＴＧＧＡＧ

Ｆ４: ＴＡＣＡＣＣＣＴＧＧＡＡＣＣＣＣＴＧＣＡＣＧＴＧＣ

Ｆ５: ＣＡＴＧＡＧＧＴＧＡＧＡＴＧＣＡＡＣＣＴＧＡＡＴＣ

１􀆰 ２􀆰 ２　 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＰＲＦ￣６×Ｈｉｓ 的转化及杆状病毒质

粒 ｂａｃｍｉｄ 的提取:经过测序比对后ꎬ将 ５０ ｎｇ 成功构

建的质粒 ｐＦａｓｔＢａｃ１￣ＰＲＦ￣６×Ｈｉｓ 转化入含有杆状病

毒质粒 ｂａｃｍｉｄ 的 ＤＨ１０α￣Ｂａｃ 感受态细胞中ꎬ加入

５００ μＬ 无菌 ＳＯＣ 培养基后ꎬ置于摇床培养 ４ ｈ
(３７ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ)ꎮ 制备含 ５０ μｇ / ｍＬ 卡那霉素

( ｋａｎａｍｙｃｉｎ )ꎬ ７ μｇ / ｍＬ 庆大霉素 ( ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ )ꎬ
１０ μｇ / ｍＬ四环素 ( ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ)ꎬ１００ μｇ / ｍＬ Ｘ￣ｇａｌꎬ
４０ μｇ / ｍＬ ＩＰＴＧ 的固体 ＬＢ 培养基ꎬ而后取出 ５０ μＬ
菌液涂板ꎬ３７ ℃培养 ７２ ｈ 后筛选出阳性白斑菌落ꎮ
挑取阳性白色菌落和阴性蓝色菌落进行扩增ꎬ提取

ＤＨ１０α￣Ｂａｃ 中构建成功的 ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ￣６×Ｈｉｓ 质粒

和构建失败的 ｂａｃｍｉｄ 质粒ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 验证 ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ￣６×Ｈｉｓ 序列:使用杆

状病毒质粒 ｂａｃｍｉｄ 引物对杆状病毒质粒 ｂａｃｍｉｄ￣
ＰＲＦ￣６×Ｈｉｓ 进行 ＰＣＲ 扩增(预变性 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ
９８ ℃ １０ｓꎬ５５ ℃ ５ ｓꎬ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎬ３０ 个循环)ꎬ扩增

５５



基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０􀆰 ４０(１)

产物进行凝胶电泳鉴定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 杆状病毒(Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ)的制备和扩增:提前

将 ５×１０５ 个 ｓｆ９ 昆虫细胞接种到 ６ ｃｍ２ 的细胞培养

皿中ꎬ２７ ℃培养 １ ｈ 待细胞贴壁ꎮ 准备两个 １􀆰 ５ ｍＬ
的离心管ꎬ各加入 １００ μＬ Ｇｒａｃｅ 培养基ꎬ其中一个加

入 １ μｇ ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ￣６×Ｈｉｓ 质粒ꎬ另外一个加入６ μＬ
转染试剂 Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ Ⅱ Ｒｅａｇｅｎｔꎬ将两者轻柔混匀后

静置 ３０ ｍｉｎꎬ加入 ８００ μＬ Ｇｒａｃｅ 培养基轻柔混匀后

缓慢滴入接种了 ｓｆ９ 的 ６ｃｍ２ 细胞培养皿中ꎬ放置于

２７ ℃培养ꎮ ５ ｈ 后更换培养基为 ＳＩＭ ＳＦ 培养基ꎬ继
续 ２７ ℃培养 ７２ ｈꎮ ７２ ｈ 后将培养基室温 ５００×ｇ 离

心 ５ ｍｉｎ 后上清液即为杆状病毒 Ｐ１ꎮ 将 ２００ μＬ Ｐ１
病毒加到接种了 ４×１０６ 个 ｓｆ９ 细胞的 Ｔ ２５ ｃｍ２ 的细

胞培养瓶中ꎬ置于 ２７ ℃培养 ７２ ｈ 后ꎬ将培养基室温

５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后获取的上清液为杆状病毒 Ｐ２ꎮ
将 ３００ μＬ 杆状病毒 Ｐ２ 加到接种了 １×１０７ 个 ｓｆ９ 细

胞的 Ｔ ７５ ｃｍ２ 的细胞培养瓶中ꎬ置于 ２７ ℃ 培养

７２ ｈꎬ将培养基室温 ５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后获得的上

清液为杆状病毒 Ｐ３ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 穿孔素在 ｓｆ９ 中的表达:将 １×１０７ 个 ｓｆ９ 细

胞接种到含 １０ ｍＬ 昆虫 ＳＩＭ ＳＦ 培养基 Ｔ ７５ ｃｍ２ 细

胞培养瓶中ꎬ２７ ℃培养 １ ｈ 待细胞贴壁ꎬ然后加入人

穿孔素杆状病毒 Ｐ３ ６００ μＬꎬ２７ ℃培养 ７２ ｈꎬ观察到

细胞核变大ꎬ细胞变圆ꎮ 收集细胞ꎬ每个 Ｔ ７５ ｃｍ２

培养瓶的细胞沉淀加入 １ ｍＬ 非变性细胞裂解液

( ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ｐＨ ＝
８􀆰 ０)ꎬ４ ℃ 充分裂解细胞后ꎬ４ ℃ １５ ０００ ×ｇ 离心

１５ ｍｉｎ获取上清ꎮ 留取 ５０ μＬ 记作 ＣＬ(ｃｅｌｌｌｙｓａｔｅ)ꎬ
剩余液体加入 ５０ μＬ Ｎｉ￣ＮＴＡ ａｇａｒｏｓｅꎬ在旋转摇床上

旋转 ２ ｈ(４ ℃ꎬ３０ ｒ / ｍｉｎ)ꎮ 将与蛋白充分结合的 ａｇａ￣
ｒｏｓｅ 装填在亲和层析柱空柱管中ꎬ在 ４ ℃条件下利用

重力作用把目的蛋白从 Ｈｉｓ 柱上洗涤和洗脱ꎮ 首先

收集装填过程中的穿流液ꎬ记为 ＦＴ( ｆｌｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ)ꎮ
后采 用 非 变 性 洗 涤 液 洗 涤 ３ 次 ( ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ １０ ｍｍｏｌ 咪唑ꎬ ｐＨ ＝
８􀆰 ０)ꎬ收集每次洗涤的穿流液ꎬ记作 Ｗａｓｈ１￣Ｗａｓｈ３ꎮ
再采用不同浓度非变性洗涤液进行梯度洗脱共 ４ 次

(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ４ 次洗脱

的咪唑浓度分别为２０ ｍｍｏｌ / Ｌ、３０ ｍｍｏｌ / Ｌ、４０ ｍｍｏｌ / Ｌ、
５０ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝ ８􀆰 ０)ꎬ收集每次洗脱的穿流液ꎬ记
作 Ｅｌｕｔｉｏｎ １￣Ｅｌｕｔｉｏｎ ４[７]ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测和考马斯亮蓝染色鉴定:各
取 ２０ μＬ 上述液体进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶电泳后ꎬ将凝胶

取出加入适量快速考马斯亮蓝染色液室温２０ ｒ / ｍｉｎ
染色 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ加入适量去离子水室温２０ ｒ / ｍｉｎ洗涤

３０ ｍｉｎꎬ共 ３ 次ꎬ再加入适量去离子水后置于 ４ ℃
２０ ｒ / ｍｉｎ洗涤过夜ꎬ第 ２ 天将胶取出拍照ꎬ选取在

６７ ｋｕ有单一条带的样本进行下一步实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 人穿孔素的浓缩和定量:将上一步选取的洗

脱液加入分子量为 ３０ ｋｕ 的 １５ ｍＬ 超滤管中ꎬ４ ℃
１２ ０００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 进行浓缩ꎬ随后取 １ μＬ 蛋白

与 ０􀆰 １、０􀆰 ５、１、２ μｇ 牛血清白蛋白(ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌ￣
ｂｕｍｉｎꎬＢＳＡ)作对照进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳鉴定ꎬ根据

快速银染试剂盒说明书ꎬ对凝胶进行染色ꎬ脱色后拍

照ꎮ 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件对其银染图进行吸光度值分

析得到其浓度并计算表达量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 人穿孔素的 Ｈｉｓ 标签的检测:取 １ μＬ 纯化

浓缩 后 的 表 达 产 物 采 用 Ａｎｔｉ￣Ｈｉｓ 抗 体 进 行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 检测重组人穿孔素是否表达ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ９　 人穿孔素的活性检测:将 １×１０５ 的ＭＣＦ￣７制成

１００ μＬ 单细胞悬液并置于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入终

浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＣａＣｌ２ꎬ并分别在离心管中加入 ０、
５０、１００、２００ 和 ５００ ｎｇ 的人穿孔素ꎬ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ
加入终浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌ 的碘化丙啶(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)染色ꎬ室温避光放置 ５ ｍｉｎꎬ使用 Ｃ６ 流式细

胞仪检测单个细胞中 ＰＥ 通道荧光强度ꎬ结果使用

ＢＤ Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ Ｓｏｆｔｗａｒｅ、ＦｌｏｗＪｏ 以及 ＧｒａｐｈＰａｄ 分析ꎬ统
计 ＰＩ 染色阳性的细胞比例[８]ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

所有柱形图采用 ＧｒａｐｈＰａｄ 进行图形绘制和统

计学分析ꎬ实验数据采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ
单因素方差分析( ｔ￣ｔｅｓｔ 和 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)用于比

较组间差异ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ１￣６×Ｈｉｓ 的构建

对 ＰＲＦ 序列进行 ＰＣＲ 扩增后ꎬ所需目的产物为

１ ７００ ｂｐꎬ获得 ４ 个目的片段(图 １)ꎮ 经连接、转化、蓝
白斑筛选后ꎬ阴性对照蓝斑菌落提取的空载 ｂａｃｍｉｄ 载

体的 ＰＣＲ 产物在 ３００ ｂｐꎬ白斑菌落提取的正确转化的

重组杆状病毒质粒 ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ１￣６×Ｈｉｓ 在 ４ ０００ ｂｐꎬ由
结果可见 ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ１￣６×Ｈｉｓ 构建成功(图 ２)ꎮ
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陈风晔　 人穿孔素在 ｓｆ９ 昆虫细胞中的表达和纯化

Ｌ１􀆰 ｍａｒｋｅｒꎬ Ｌ２￣Ｌ５􀆰 ＰＲＦ ｒｅｐｅａｔｉｎｇ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄ￣
ｕｃｔｓｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
图 １　 人穿孔素目的片段的 １％琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
　 　 　 ｉｎ １％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

Ｌ１􀆰 ｍａｒｋｅｒꎻ Ｌ２􀆰 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｂａｃｍｉｄꎻ Ｌ３􀆰 ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ１￣６×Ｈｉｓ
图 ２　 ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ１￣６×Ｈｉｓ 的 １％琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｂａｃｍｉｄ￣ＰＲＦ１￣６×Ｈｉｓ ｉｎ １％
　 　 　 ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２􀆰 ２　 重组人穿孔素的纯化及鉴定

经杆状病毒 Ｐ３ 感染后的 ｓｆ９ 细胞裂解液中表

达大量人穿孔素ꎬ经过洗涤和洗脱后ꎬ在 Ｅｌｕｔｉｏｎ ２￣
Ｅｌｕｔｉｏｎ ４ 获得 ６７ ｋｕ 的单条带蛋白ꎬ其最佳洗脱条

件 为: ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ
３０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑ꎬｐＨ ＝ ８􀆰 ０(图 ３Ａ)ꎮ 将不同量牛血

清白蛋白 ＢＳＡ(０􀆰 １、０􀆰 ５、１ 和 ２ μｇ)和 １ μＬ 纯化的

人穿孔素的银染结果进行灰度分析ꎬ从被杆状病毒

Ｐ３ 感染的 ４×１０８ 个 ｓｆ９ 细胞中得到纯化产物总量为

７６３􀆰 ４ μｇ(图 ３Ｂ)ꎮ 使用 Ａｎｔｉ￣Ｈｉｓ 抗体对纯化产物

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ纯化产物中有穿孔素ꎬ条带

比较弥散(图 ３Ｃ)ꎮ
２􀆰 ３　 重组人穿孔素的活性鉴定

在 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ 在的情况下ꎬ穿孔素可以在

细胞膜表面打孔[２]ꎬＰＩ 染料进入细胞内ꎬ细胞表现

为 ＰＩ 染色阳性ꎮ 由结果可见:将 ０ ｎｇ 穿孔素组作

为对照ꎬ随着穿孔素剂量的增加ꎬ靶细胞的 ＰＩ 阳性

比例上升ꎬ说明纯化的人穿孔素可以在一定 Ｃａ２＋离

子浓度下使细胞膜排阻能力下降ꎬ可能对靶细胞膜

进行了打孔ꎬ并呈现浓度依赖性ꎬ具有生物学活性

(图 ４)ꎮ

３　 讨论

穿孔素—颗粒酶途径一直以来都是免疫研究和

肿瘤免疫研究中的热点ꎬ肿瘤免疫治疗更是最近新

兴临床治疗的代表[９￣１０]ꎮ 传统的穿孔素分离纯化方

Ａ􀆰 ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ Ｂ􀆰 ｓｉｌｖｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｆｏｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｓｉｎｇ ａｎｔｉ￣Ｈｉｓ ａｎｔｉｂｏｄｙ

图 ３　 人穿孔素的纯化以及定量和定性

Ｆｉｇ ３　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｑｕａｎｔｉｆｙ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｆｏｒｉｎ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０􀆰 ４０(１)

Ａ􀆰 １×１０５ ＭＣＦ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｆｏｒｉｎ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｔａｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＣＦ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｐｅｒｆｏｒｉｎ(ｒｅｄ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ＰＩ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ)ꎻ Ｂ􀆰 ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＭＣＦ￣７ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｆｏｒｉｎꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｎｇ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 人穿孔素的生物学活性鉴定

Ｆｉｇ ４　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐｅｒｆｏｒｉｎ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)

法是通过 ＰＲＦ 高表达的人 ＮＫ 细胞系 ＹＴ￣Ｉｎｄｙ 或者

全血活化的 Ｔ 细胞来表达穿孔素ꎬ再使用固定化金

属亲和色谱法或者差速离心方法进行分离纯

化[１１￣１２]ꎮ 受限于蛋白纯化仪器 ＡＫＴＡ 等设备ꎬ国内

的研究者对相关肿瘤免疫的研究因缺少相关蛋白而

不得不停滞ꎮ
此外ꎬ人穿孔素这一类毒蛋白表达和纯化过程

中工程细胞的毒性耐受能力值得关注ꎮ 采用人胚胎

肾来源的 ＨＥＫ２９３ 细胞系表达纯化人的毒蛋白ꎬ表
达出的有活性的人毒蛋白会攻击 ＨＥＫ２９３ 细胞ꎬ造
成目的蛋白产量的减少和活性减少ꎮ 昆虫细胞有完

善的加工、修饰系统ꎬ形成多亚基组装等功能ꎬ采用

不同种属的昆虫细胞 ｓｆ９ 来表达人源的毒蛋白ꎬ提
高宿主细胞对毒蛋白的耐受性ꎬ使目的毒蛋白的产

量得到保证ꎬ活性得以保存ꎮ 一般来说ꎬ６×Ｈｉｓ 标签

是融合蛋白中最常用的标签ꎬ工艺成熟且其 ６ 个氨

基酸大小基本不会影响融合蛋白的结构和功能ꎮ 就

本文而言ꎬＨｉｓ 标签没有影响纯化的人穿孔素的生

物学活性ꎬ相关性质有待进一步实验的验证ꎮ 在本

文中ꎬ纯化出的穿孔素在预期大小 ６７ ｋｕ 附近ꎬ并且

采用 Ａｎｔｉ￣Ｈｉｓ 抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测纯化产物

时发现条带较为弥散ꎬ这些可能与蛋白的降解和穿

孔素的糖基化水平相关ꎮ 穿孔素是糖蛋白ꎬ而不同

糖基化水平的糖蛋白在采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测的时

候会处于不同的位置ꎬ呈现一个弥散的条带ꎮ 并且

在昆虫表达系统中ꎬ蛋白常常伴随着糖基化是其一

大特性ꎬ因此纯化产物中可能含有不同糖基化水平

的穿孔素ꎬ导致了纯化的穿孔素大小与条带弥散的

变化ꎮ 而如何在昆虫表达系统中控制目的蛋白的糖

基化和在蛋白纯化过程中如何防止蛋白被降解ꎬ还
需要进一步的研究ꎮ 本文采用的简易纯化蛋白方

法ꎬ得到了大量具有活性的人穿孔素ꎬ虽然纯度有一

定限制ꎬ但是使用本文更为经济、简易的方法完成复

杂的蛋白纯化ꎬ可以让国内刚起步的研究者获得自

己想要的纯化蛋白ꎬ得以完成相关研究ꎮ
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新闻点击

有爱心是父母对孩子成长至关重要

在线发表在«儿科学杂志»(Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ)(２０１９￣０７￣０８)上一项新的研究表明ꎬ父母和孩子之间的倾心交谈ꎬ对于帮

助孩子克服创伤带来的困难并在学业上刻苦努力至关重要ꎮ
研究人员发现ꎬ孩子生命中的创伤事件可能会导致孩子忽视学业ꎬ并增加他们最终重复修学分的概率ꎮ 但该研究表明ꎬ

即使是一位父母也能提供亲切而有爱心的关怀ꎬ似乎可以帮助孩子们克服这些事件带来的恶性压力ꎬ从而提高在学校的

表现ꎮ
首席研究员 Ａｎｇｅｌｉｃａ Ｒｏｂｌｅｓ 博士认为ꎬ富有同情心的父母对陷入困境的孩子的教育表现的影响是很大的ꎮ 罗伯斯说ꎮ

“如果父母能够跟孩子分享想法或谈论重要的事情ꎬ那么孩子完成家庭作业的可能性要高 ６ 倍ꎬ而关心学校的可能性要高 ６
倍”ꎮ

在他们的研究中ꎬＲｏｂｌｅｓ 和她的同事分析了 ２０１１ 年至 ２０１２ 年联邦调查中的数据ꎬ这些调查涉及超过 ６􀆰 ５ 万名 ６~１７ 岁的

儿童ꎮ 他们发现不良事件可能严重影响儿童对学校的兴趣ꎬ其中包括家庭暴力、邻居暴力、家庭经济困难、药物滥用或精神疾

病、照顾者死亡或监禁ꎬ以及父母离婚或分居ꎮ 更糟糕的是ꎬ每增加 １ 次不利事件ꎬ在学校表现的负面影响就会相应增加ꎮ 在

他们的生活中有 ４ 个或更多不良事件的孩子ꎬ复读一个年级的可能性几乎是 ３ 倍ꎬ不关心学校的可能性也是 ３ 倍ꎬ从家庭作业

中耸耸肩的可能性是四倍ꎮ
研究人员还发现ꎬ一个设施完好的安全社区以及和谐相处的邻居也对孩子们起到了一定的保护作用ꎮ 例如ꎬ一个好的邻

居可能会让孩子完成家庭作业的可能性提高 ８５％ꎬ关心学校的可能性提高 ６０％ꎬ而且不重复学习的可能性提高 ４０％ꎮ
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