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摘　要 : 为了实现蓖麻毒素 A链基因 ( rt a)的克隆表达 ,制备有高生物活性的重组蓖麻毒素 A 链

蛋白 (R TA) ,借助重组腺病毒介导表达的 R TB进入细胞 ,发挥 R TA的细胞毒作用 ,检测其活性。

重组质粒 p ET32a2His2R TA能正确表达 R TA融合蛋白 ,相对分子质量约 47 000 ,每升细菌培养物

回收约 50 mg的纯化蛋白质 , 在有 R TB 表达的系列中 ,细胞死亡率明显上升 ,最高可达 50 %～

60 %。说明利用 p ET32a表达系统可以快速获得大量有高生物活性的可溶性 R TA 融合蛋白质。

以腺病毒为载体表达 R TB可以帮助 R TA进入细胞 ,对细胞发挥毒性作用。
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Expression , Purif ication and Characterization of Ricin A from E. coli
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Abstract :The target of t his st udy is to achieve t he cloning and expression of ricin A chain gene

and produce the recombined ricin A chain protein ( R TA) with high activity ane t hen assay it

activity by R TB mediated by recombined adenovirus t he R TA could enter cells and exert

cytotoxicity. For this , t he ricin A chain gene was amplified by PCR and cloned it into t he f usion

expression vector p ET32a to const ruct plasmid (p ET32a2His2R TA) , the plasmid was t ransferred

into E. col i BL21 and induced wit h low concent ration of IP T G (1 mmol/ L ) at low temperature

(20 ℃) . Purified R TA by Ni2N TA column and the p urified protein was identified by SDS2PA GE

elect rop horesis and Western2blot . It was found that t he const ructed recombinant plasmid

(p ET32a2His2R TA) was efficient expressed R TA f usion protein and about 50mg p urified protein

(Mr 47 000) was obtained f rom 1 liter cult ure brot h. The cell deat h rate significantly increased

and t he highest being about 50260 percentage point in t he system containing R TB.
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　　蓖麻毒蛋白 (ricin)是从植物蓖麻籽中分离得到

的一种核糖体失活蛋白 ( ribosome inactivating pro2
teins ,RIPs) ,是一种高毒性糖蛋白 ,由通过一个二

硫键相连的 A链 ( R TA)与 B链 ( R TB)组成 , R TA

是毒性链 ,R TB是运载体 ,为凝集素。由 R TB与细

胞膜表面结合位点结合介导 R TA 经逆分泌途径进

入细胞质到达内质网 ,发生二硫键断裂使两条链分

离 ,并使 R TA 重新折叠为活性状态。A 链由 263

个氨基酸组成 ,相对分子质量为 32 000 ,具有 N2糖
苷酶活性 ,能催化 28S rRNA在 4234位脱去一个腺

嘌呤 ,使核糖体 60S大亚基失活 ,抑制细胞内蛋白

质合成 ,最终导致细胞死亡[1 - 2 ]。R TA 因其高细胞

毒性 ,与抗体、激素或者相关的细胞因子等偶联成

免疫毒素 ( ITs) ,在体内特异性杀伤具有相应配体

的靶细胞 ,如表达肿瘤特异抗原的癌细胞、自身免

疫性 T细胞等 [3 - 4 ]。

作者用原核表达系统融合表达 R TA ,分离制备

了有高生物活性的可溶性 R TA 蛋白 ,借助重组腺

病毒介导表达的 R TB进入细胞 ,发挥 R TA 的细胞

毒作用 ,研究其对细胞产生的杀伤作用。

1　材料与方法

1. 1　材料

大肠杆菌 D H5a、BL21、p ET32a ( + )质粒、携

带蓖麻毒素 B 链基因重组腺病毒 (B2Track2Ad) 、

H E K293、HeLa细胞等 :由作者所在实验室保存 ;

各种限制性内切酶、DNA连接酶、pMD182T Vector

购自大连宝生物有限公司 ( Ta KaRa)和 New Eng2
land Biolab ( N EB) ; DNA 凝胶回收试剂盒以及

PCR产物回收试剂盒、Pf u DNA polymerase、Taq

DNA polymerase :购自申能博彩生物科技有限公

司 ; PCR的引物合成与测序 :由上海申能博彩生物

科技有限公司完成 ; 1640 细胞培养液 :购自 Sigma

公司的粉剂配制 ,加 10 %的小牛血清使用 ; 转染试

剂 Lipofectin :购自 Invit rogen 公司。

1. 2　方法

1 . 2 . 1　蓖麻毒素 A 链基因 ( rta)的 PCR扩增　蓖

麻的蓖麻毒蛋白基因中并不含有内含子 ,可以用直

接 PCR方法获得其基因 ,而不需要利用 R T2PCR ,

从蓖麻叶细胞中用植物基因组抽提试剂盒提取蓖

麻基因组 DNA。蓖麻叶采自浙江宁波山区。根据

Genbank登录的 R T序列 (登录号 S40336) ,设计一

对上下游引物 :

上游 : 5’GCG GAA T TC A T G A TA T T

CCCCA AACAA TACCC3 ’下 游 : 5 ’ GCG

AA GCT T TCAAA ACT GT GACGA T GGT G

GA G3’。为了与 p ET32a质粒融合表达 ,同时也便

于定向克隆 ,在引物的两端分别引入 Eco R Ⅰ和

HindⅢ限制性酶切位点。以蓖麻毒素基因组为模

板 ,按常规方法进行 PCR扩增。扩增条件为 :预变

性 (94 ℃、5 min) ,变性 (95 ℃、30 s) ,复性 (56 ℃、

30 s) ,延伸 (72 ℃、1 min) ,终止延伸 ( 72 ℃、10

min) 。PCR 产物割胶、回收、纯化 ,直接克隆至

pMD182T Vector 上 ,构建测序质粒 ( pMD182T2
R TA) ,经酶切鉴定后 , 将其转化至 D H5a , LB

(Amp 抗性) 、37 ℃培养后送上海博亚生物科技有

限公司测序。

1 . 2 . 2　R TA原核表达及纯化

1) 表达载体质粒的构建 (p ET32a2His2R TA) :

将质粒 pMD182T2R TA 用 Eco R Ⅰ与 Hind Ⅲ双酶

切 ,割胶回收 rt a条带。同时 ,对 p ET32a 质粒进行

Eco RⅠ与 Hind Ⅲ双酶切 ,二者连接过夜 ,转化至

LB (Amp 抗性)平板 ,挑取单克隆菌落 ,37 ℃、200

r/ min摇菌培养后 ,碱法抽提质粒 ,用 Sca Ⅰ、Eco R

Ⅰ/ HindⅢ、Bam H Ⅰ/ Xho Ⅰ3 组酶分别进行酶切

鉴定。

2) R TA的融合表达及 SDS2PA GE电泳检测、

Western blot 鉴定 :将鉴定准确的 p ET32a2His2
R TA质粒转化至大肠杆菌BL21 (表达工程菌)感受

态细胞中 ,用 LB (Amp 抗性)平板筛选。从转化平

板上挑取转化子单克隆菌落摇床培养过夜 ,次日按

1∶50比例转接至 100 mL LB (Amp 抗性)中 ,于 37

℃、200 r/ min摇菌培养 ,培养至 OD600为 015～017

时 ,加 IP T G至终浓度为 1 mmol/ L ,并改为 20 ℃

诱导培养 10 h。吸取 1 mL 菌液于 5 000 r/ min离

心 5 min ,收集菌体 ,弃去上清液 ,50μL 纯水悬浮沉

淀 ,再加 50μL 2×SDS凝胶上样缓冲液 ,进行 SDS2
PA GE分析。同时 ,将分离蛋白电转移至硝酸纤维

膜上 ,进行 Western blot 鉴定。以没有克隆 rt a的

p ET32a空质粒及未经诱导的质粒作为阴性对照。

3) R TA的融合表达产物的 Ni2N TA亲和层析

柱纯化与鉴定 :将含 p ET32a2His2R TA 重组质粒的

BL21菌进行大量诱导表达 ,离心收集沉淀 ,超声波

破壁 ,按非变性条件抽提纯化蛋白质过程进行层析

纯化。最后用 PBS缓冲液透析 ,用聚乙二醇 8000

浓缩后 ,定量保存。

1 . 2 . 3　R TA对细胞的特异性杀伤效果检测　以相

同的高 moi ( 100 以上 ) 的 B2Track2Ad 感染

H E K293 细胞、Hela 细胞 ,使其在细胞中表达

R TB ,24 h 后在培养液的上清液中加入纯化的
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R TA (质量浓度为 122μg/ mL) ,按 0、10、20、40μL

4个批量分别添加。继续培养 24 h后 , Trypan blue

染色法检测细胞的活性。以不携带 B 链基因的腺

病毒 Track2Ad作为对照。

由于病毒的复制通常伴随着对细胞生长的抑

制和细胞骨架的破坏 ,故在 H E K293细胞中的杀伤

效果可能伴随着病毒对细胞的杀死作用 ,所以 ,又

挑选了 Hela细胞 ,实验方法同上。

2　实验结果

2. 1　r t a的 PCR扩增

成功扩增到 rt a 基因 ,将其克隆至 pMD182T

Vector 上 ,测序结果与 NCBI Genbank (登录号

S40336)数据核对无误 ,见图 1。

1.阴性对照 :无菌水为模板 ; 2. 3.阳性结果 :蓖麻叶基因组为

模板 (条带为 810 bp) ;4. DNAMarker ( HindⅢ/ EcoRⅠ)

图 1　rt a基因 PCR结果

Fig. 1　PCR of rt a gene

2. 2　RTA原核表达及纯化

用 Hind Ⅲ/ Eco R Ⅰ将 rt a克隆至 p ET32a 质

粒上 ,构建表达载体质粒 (p ET32a2His2R TA) ,酶切

鉴定正确 ,见图 2。

1. DNA Marker ( HindIII/ EcoRI) ; 2. ScaI ; 3. EcoRI/ HindIII ;

4. Bam HI/ Xho I

图 2　表达载体质粒( PET32a2His2RTA)酶切鉴定结果

Fig. 2 　Restriction enzyme digestion of expression plas2
mid( PET32a2His2RTA)

　　以 IP T G诱导 R TA 的融合表达并 SDS2PA GE

电泳检测和 Western blot 鉴定。SDS2PA GE电泳

检测表明 ,菌液在47 000位置出现明显增强的表达

条带 ,见图 3。Western blot 鉴定结果证实该条带即

R TA2His融合蛋白 ,见图 4。继而对表达产物进行

非变性条件下的 Ni2N TA 亲和层析柱纯化与鉴定。

纯化后 SDS2PA GE电泳检测表明 ,平衡缓冲液已洗

去了绝大多数的杂蛋白 ,而 20 , 40 mmol/ L 咪唑溶

液洗脱液中含有大量目的蛋白质 ,见图 5。即使到

了 100、200 mmol/ L 也出现了较淡的目的条带 (未

显示) ,表明诱导上清液的表达量非常可观。据透

析后 SDS2PA GE条带清晰度来看 ,纯度非常高 ,见

图 6。

1. Protein Marker (从上向下依次为200 000、116 000、97 000、

66 000、44 000、29 000、14 000) ; 2.经 IP T G诱导表达 ;3.未经

IP T G诱导表达 ;4.空质粒样品

图 3　 RTA融合表达产物 SDS2PAGE电泳结果

Fig. 3　SDS2PAGE electrophoresis of RTA fusion expres2
sion

1. 经 IP T G诱导表达 ; 2.未经 IP T G诱导表达 ; 3.空质粒样品

p ET32a

图 4　RTA融合表达产物 Western blot鉴定结果

Fig. 4 　The Western blot identif ication of RTA fusion

expression product
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1～3用 N TA - 0 Buffer洗脱 ;4～6用 N TA220 Buffer 洗脱 ;7

～9用 N TA240 Buffer洗脱

图 5　RTA融合表达产物层析纯化洗脱液 SDS2PAGE

电泳结果

Fig. 5 　Purif ied eluate SDS2PAGE electrophoresis of

RTA fusion expression product

1.洗脱液透析后样品 2. Protein Marker

图 6　纯化的 RTA融合蛋白 SDS2PAGE电泳结果

Fig. 6 　SDS2PAGE electrophoresis of purif ied RTA fu2
sion protein

2. 3　RTA对细胞的特异性杀伤效果检测

Trypan blue染色法检测结果表明 , R TB 的表

达 ,对 R TA杀伤细胞确有帮助 ,在有 R TB 表达的

系列中 ,细胞死亡率有明显的上升。从 10μl220μl -

40μl的批次中 ,死亡率上升约 40个百分点 ,并呈梯

度上升趋势 ,而对照系基本维持在一定范围 ,没有

增长 ,见图 7。

B2Track2Ad为携带 rtb 重组腺病毒 , Track2Ad 不带有 rtb 的

重组腺病毒 ,Mock为空细胞对照

图 7　Trypan Blue染色法检测 RTA与 B2Track2Ad联

合作用对 HEK293和 HeLa细胞的杀伤作用

Fig. 7　Trypan Blue staining detection for RTA and the

B2Track2Ad combined effects on HEK293 and

HeLa cells’Cytotoxicity

3　结　语

Ricin是免疫毒素中最常用的毒素之一 ,但其

在细胞中的转运机制还不甚明了。目前并没有直

接在内质网观察到 Ricin ,故不排除在细胞中还有其

他的运输方式[5 ]。所以 ,Ricin如何发挥细胞毒性机

制仍然是目前研究的热点。天然的 R TA 因为与高

度糖基化的 R TB 相连 ,容易被体内的肝脏网状系

统清除 ,因此非糖基化的 R TA 更适合应用于免疫

毒素及其细胞毒性机制的研究[6 ]。作者采用融合

有 His2tag 系列载体 p ET32a 进行 R TA 融合蛋白

表达及制备 ,并通过降低诱导温度 (20 ℃)与 IP T G

(1 mmol/ L)用量来控制细菌生长条件 ,可能有利于

促进蛋白质的折叠而减少包涵体的形成[7 ] ,由于融

合了 His2tag标签 ,在融合基因序列后加上终止密

码子 ,故载体上的下游序列将不会表达。利用镍柱

层析技术将 R TA2His 融合蛋白纯化。该法方便、

快速 ,纯度高。获得每毫升培养物表达纯化约 123

μg的具有生物活性的 R TA 融合蛋白。为利用常

规的基因工程技术进一步研究蓖麻毒素在细胞内

的转运机制、制备蓖麻毒素的特异性抗体以及建立

蓖麻毒素的检测方法等奠定了基础。

作者采取的是基因工程技术表达的具有高生

物活性的 R TA融合蛋白[ 5 ] ,与细胞中表达、出膜的

R TB蛋白结合 , R TB 介导 R TA 进入细胞 ,对细胞

发挥毒性作用。根据通行的毒性作用机制推测 ,只

要有 R TB 存在 ,与细胞表面末端含有半乳糖基结

构的受体结合 ,形成细胞内吞作用 ,就可以帮助
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R TA蛋白进入细胞 ,发挥毒性作用。关于 Ricin应

用于临床肿瘤治疗的研究和应用由来已久 ,在本研

究中 ,借助重组腺病毒载体表达的 R TB 实现外加

的 R TA进入细胞 ,经 Trypan Blue 染色法检测 ,表

达 R TB 的组都比的未表达 R TB 以及空细胞对照

组的细胞死亡率要高 ,以 0、10、20、40μL 的 A 链量

梯度升高 ,最高差距可达 50 %～60 %。由于我们

Trypan Blue染色法选用的是 H E K293、Hela细胞 ,

而重组腺病毒在 H E K293细胞中可以扩增 ,故不能

排除病毒杀伤细胞的影响 ,在实验中 ,我们控制在

病毒感染 48 h以内进行检测以消除病毒杀伤细胞

的影响。同时选用了 Hela 细胞 ,在细胞培养系统

中初步证实本研究的可行性。
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