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人 TRAIL基因原核表达载体的构建及鉴定 *
刘转转 1 郝 林 2 范 涛 2 贺厚光 2 尤红娟 1 汤仁仙 1 韩从辉 2△

（1徐州医学院病原生物与免疫学教研室 江苏徐州 221004；2徐州市中心医院泌尿外科 江苏徐州 221009）

摘要 目的：克隆肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TRAIL）基因片段（114～281氨基酸残基）并构建原核表达载体。方法：取健康
人外周血提取总 RNA，设计合成引物并引入 EcoR I和 Xho I酶切位点，RT-PCR扩增 TRAIL基因的胞外区片段，克隆入原核表
达载体 pGEX-6P-1中，经双酶切、PCR及测序鉴定阳性克隆。结果：从外周血 cDNA中扩增出 501 bp的目的片段，测序结果证实
成功构建重组质粒 pGEX-6P-1 /TRAIL。结论：成功构建 TRAIL基因的原核表达载体 pGEX-6P-1 /TRAIL，为肿瘤细胞的凋亡研究
提供理论依据。
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ABSTRACT Objective: To clone and construct the prokaryotic expression vector of the TNF-related apoptosis inducing ligand gene
（amino acids 114～281）. Methods: RNA was extracted from the peripheral blood of health adult. A pair of primers with restriction site
EcoR I/Xho I was designed. The extracellular domain region of TRAIL gene was amplified by RT-PCR and then cloned into the prokary-
otic expression vector pGEX-6P-1. The recombinants were confirmed by EcoR I/Xho I digestion, PCR, and DNA sequencing. Result:
The extracellular domain region with a molecular size of 501 bp of TRAIL gene was amplified successfully. DNA sequencing showed
that the recombinant plasmid was successfully constructed. Conclusion: A prokaryotic expression vector pGEX-6P-1/TRAIL was con-
structed successfully, which provides theory for tumor apoptosis research.
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前言

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TNF-related apoptosis
inducing ligand，TRAIL），又称凋亡素 -2配体（Apo-2L），属于肿
瘤坏死因子家族成员，TRAIL能特异性诱导肿瘤细胞凋亡而对
正常细胞无影响[1]。因此，在肿瘤治疗领域具有潜在的应用前
景[2]。
人 TRAIL基因在脾、肺、前列腺等组织以及外周血淋巴细

胞中均有表达[3]，其 cDNA全长为 1042 bp，编码 281个氨基酸，
为典型的Ⅱ型跨膜蛋白，由胞浆区（14个氨基酸）、跨膜区（26
个氨基酸）和胞膜外区（241个氨基酸）组成，C端 114～281氨
基酸残基形成一个同源的三聚体结构，其可与受体结合。
TRAIL最早由 Wiley SR 等 [4] 从人心肌 cDNA 文库中克隆。
TRAIL通过与其受体特异性结合而介导肿瘤细胞的凋亡；但其
诱导肿瘤细胞凋亡的分子机制尚未完全阐明。本研究以正常人
外周血淋巴细胞的 TRAIL全长 cDNA 为模板，RT-PCR 扩增

了 TRAIL的胞外区片段（114～281氨基酸残基），经酶切和测
序证实其正确性，为进一步研究及临床应用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 菌株和试剂
原核表达质粒 pGEX-6P-1 购自 Novagen 公司，E.coli

DH5α 购自北京全式金公司，限制性内切酶 EcoR I、Xho I、
T4DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶均购自 MBI Fermentans 公
司，质粒抽提试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒均购自 Promega
公司，TRIzol、逆转录试剂盒购自上海生工生物技术公司，DNA
marker和氨苄青霉素购自北京天根生物技术公司，其它试剂为
国产分析纯。
1.2 RT-PCR引物
根据 TRAIL基因编码序列（Genebank accession U37518）
设计引物。上游引物：5'- CCGGAATTCGTGAGA GAAAGAG-
GTCCTC-3'，共 28个碱基，GAATTC为 EcoR I酶切位点，CCG
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为该酶的保护碱基。下游引物：5'- CCGGCTCGAGTTAGC-
CAACTAAAAAGGCCC -3'，共 30个碱基，CTCGAG为 Xho I
酶切位点，CCGG为该酶的保护碱基，引物由上海生工生物技
术公司合成。
1.3 人外周血淋巴细胞分离
采人静脉血 2 mL加入肝素抗凝管，轻摇混匀；然后用毛细

吸管吸取抗凝血缓慢加入含 2 mL淋巴细胞分离液的离心管，
离心，2 000 r/min，15 min后取出；用吸管轻轻吸取离心管内的
单个核细胞层至另一干净试管内，生理盐水洗涤 3次，每次 1
500 r/min离心 10 min，弃上清；用适量生理盐水重悬沉淀，调整
细胞浓度至 106/mL。
1.4 淋巴细胞总 RNA提取及逆转录
在上述细胞悬液中，加入 TRIzol充分混匀，然后加入氯仿

进行相分离，取水相用异丙醇沉淀 RNA，再用 75 %乙醇洗涤沉
淀，适量的 0.1 % DEPC水溶解。
逆转录反应体系为 20 μL，包括细胞 RNA 1 μg，

OligodT15 1μL，70℃水浴 10 min后，立即冰浴 2 min。补加
dNTP (10 mM) 2μL，M-MLV缓冲液 2μL，M-MLV逆转录酶
(200 U) 1μL，Rnase抑制剂 0.5μL，MgCl2 (25 mM) 4μL，加
0.1 % DEPC水至 20μL，于 42℃水浴 1 h，经 70℃，10 min终
止反应，-20℃保存。
1.5 TRAIL基因扩增
以合成的 cDNA为模板进行 PCR，反应条件为：94℃预变
性 5 min；94℃变性 1 min，60℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，
30个循环；72℃延伸 7 min。PCR产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳
鉴定。琼脂糖凝胶回收试剂盒纯化 PCR产物。
1.6 TRAIL基因与载体的连接、转化及鉴定
将 PCR 产物（TRAIL） 和原核表达质粒 pGEX-6P-1 经

EcoR I，Xho I双酶切，琼脂糖凝胶回收试剂盒纯化酶切产物。
目的基因（501 bp）与质粒（4900 bp）按 10：1 摩尔比混合于 25
μL反应体系中，16℃连接 16-20 h。取连接产物 10μL转化
入 E.coli DH5α感受态细胞，氨苄青霉素筛选阳性克隆，对阳
性克隆提取质粒进行 PCR 及双酶切，1 %琼脂糖凝胶电泳鉴
定，阳性菌液送上海 Invitrogen公司测序鉴定。

2 结果

2.1 TRAIL基因的 RT-PCR结果
TRAIL的胞外区片段为 501 bp。依据本文设计的引物扩增
目的基因，PCR产物经 1 %的琼脂糖凝胶电泳显示，在约 500
bp处有一特异扩增条带，分子量大小与预期值相符（图 1）。
2.2 重组质粒 pGEX-6P-1/TRAIL的鉴定结果
重组质粒 pGEX-6P-1/TRAIL进行 EcoR I + Xho I双酶切
和 PCR扩增鉴定，结果显示，pGEX-6P-1/TRAIL双酶切可见约
4 900bp和 501 bp两条带；PCR扩增出约 501 bp的目的片段。
以上结果表明已获得 pGEX-6P-1/TRAIL重组质粒（图 2）。
2.3 重组质粒测序结果
重组质粒 pGEX-6P-1/TRAIL用通用引物，正方向进行序

列测定，测序结果与已发表的基因（Genebank accession
U37518）序列进行比较，结果显示完全正确（图 3）。

3 讨论

细胞凋亡是自身维持体环境稳态平衡的一种程序性自杀

图 1 TRAIL的 PCR产物：M: DNA标准分子量; 1: TRAIL的 PCR产物
Fig.1 The PCR products of TRAIL：M: DNA marker; 1: The PCR

products of TRAIL

图 2 pGEX-6P-1/TRAIL重组质粒的酶切和 PCR鉴定：M: DNA标准分

子量; 1: pGEX-6P-1; 2: pGEX-6P-1/TRAIL; 3: pGEX-6P-1/TRAIL的
PCR产物; 4: pGEX-6P-1/TRAIL的 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切

Fig.2 Identification of recombinant plasmid pGEX-6P-1//TRAIL by

restriction digestion and PCR：M: DNA marker; 1: pGEX-6P-1; 2:

pGEX-6P-1/TRAIL; 3: EcoRⅠand XhoⅠdigested pGEX-6P-1/TRAIL; 4:

PCR products using pGEX-6P-1/TRAIL as template

图 3 克隆的 TRAIL基因与已发表的 TRAIL基因序列比较
Fig.3 Alignment of gene order of the cloned TRAIL gene and the known

TRAIL gene

1221· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.7 APR.2011

机制，它可为机体清除肿瘤细胞、自身反应性细胞和病毒感染
细胞，对维持生物体的正常发育起着不可或缺的作用。肿瘤发
生的一个重要原因就是发生转化的细胞不能正常凋亡，细胞凋

亡异常在大多数恶性肿瘤的发病机制上已经占有重要地位[5]。
肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor，TNF )家族的成员都
是广谱抗肿瘤细胞因子，能够诱导多种肿瘤细胞发生凋亡，并

且其抗肿瘤效应可以不依赖于肿瘤细胞的 P53基因状态，因此
一直是肿瘤治疗研究的热点[6]。在目前己经发现的 TNF家族
的成员中，TNF-α在发挥其抗肿瘤作用的过程中会产生类似
败血症性休克的严重炎症反应，而 FasL或 Fas抗体在治疗肿
瘤时可以导致致命的肝脏损害，因此基于 TNF或 FasL的死亡
受体配体系统在肿瘤治疗的临床应用中受到了极大的限制。肿
瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 (TNF related apoptosis inducing
ligand TRAIL) 是继 TNF和 FasL之后发现的第三个 TNF超家
族的新成员，其最大特点是能够诱导多种肿瘤细胞和转化细胞

发生凋亡而对正常细胞却没有明显的毒副作用，TRAIL对肿瘤
细胞的选择性杀伤效应为以死亡受体配体系统为基础的肿瘤

治疗研究带来了新的希望[7]。
TRAIL广泛表达于脾、胸腺、前列腺、膀胱、肺、小肠、外周

血淋巴细胞等多种正常组织，尤其是在活化的 CD3+细胞及

CD4+、CD8+、TCR细胞表面，均可以检测到 TRAIL的高水平表
达，由此人们推测 TRAIL可能对细胞的增殖与死亡，特别是对
T和 B淋巴细胞的活化有着很重要的功能 [8]。目前己确认的
TRAIL受体有五个：(1)两个功能受体 DR4(death receptor 4)和
DR5(death receptor 5)；死亡受体 DR4，DR5分别由 468个氨基
酸和 411个氨基酸组成，均为 I型跨膜糖蛋白，两者细胞外区
域都含有两段富含半胧氨酸的结构域 (cysteine-rich domains，
CRDs)，细胞内区域含有一段死亡结构域(death domain，DD)，
与 TRAIL结合后可激发并传导死亡信号，激活半胱氨酸蛋白
酶解级联反应，诱导细胞凋亡，故为死亡受体。(2)两个诱骗受体
DcR1 (decoy receptor1) 和 DcR2 (decoy receptor2)：诱骗受体
DcRI，DcR2分别由 299个氨基酸和 386个氨基酸组成，广泛
表达于正常组织。其中 DcR1无细胞内死亡结构域，DcR2仅有
1/3死亡结构域，不能传导凋亡信号。两者细胞外区域都含有
CRDs，与 DR4、DRS的细胞外功能区同源性很高，故能竞争性
结合 TRAIL，使正常细胞逃逸 TRAIL介导的凋亡[9]。
虽然 TNF-α和 FasL都能诱导肿瘤细胞凋亡，但 TNF-α
会激活核因子 NF-kB而产生严重的炎症反应，FasL会引起致
命的肝损伤，这二者的毒副作用极大地限制了它们在肿瘤治疗

上的应用。TRAIL与前两者比较，其优势在于：(1) TNF-α与
FasL大都表达于激活的免疫细胞，而 TRAIL却持续地表达于
大多数正常细胞中；（2）具有强大诱导肿瘤细胞凋亡的能力，但
对正常细胞基本无影响；(3)比 FasL有更广的抗癌谱；（4）对核
因子 NF-kB仅有很微弱的激活作用，即使是全身用药，也不会
象 TNF-α那样产生严重的炎症反应。因此，TRAIL被认为是
一种更为安全且极具潜力的抗肿瘤因子。这预示着 TRAIL可
能成为一种新的抗肿瘤药物[10]。
对 TRAIL的研究，从最初的全长表达，然后不断截断，目

的是为得到分子量更小，生物活性更强的蛋白用于肿瘤的治疗

和研究。研究表明，从 95位残基或 104位残基开始构建克隆表

达的蛋白均有活性。王军[11]等运用晶体结构分析显示 TRAIL
的 N端活性最佳的部位为 114位氨基酸。本文应用 RT-PCR扩
增 TRAIL 的 114～281 氨基酸残基，插入原核表达载体
pGEX-6P-1的多克隆位点，经双酶切，PCR，测序鉴定证实我们
已成功构建重组质粒 pGEX-6P-1/TRAIL。

TRAIL具有分布广、靶向性强的特点，可以特异性地结合
死亡受体（DR），经接头蛋白介导，激活 caspases而快速、直接
地启动肿瘤细胞的凋亡过程[12]。正常细胞内存在与 DR高度同
源的诱骗受体，与 TRAIL竞争性结合而逃避凋亡。TRAIL能抑
制前列腺癌、膀胱癌、肺癌及鼻咽癌等肿瘤细胞生长并产生细
胞毒效应[13-16]，而人体正常细胞对 TRAIL诱导的凋亡呈免疫耐
受。本文构建的重组质粒 pGEX-6P-1/TRAIL 将进一步用于
TRAIL蛋白的表达研究，pGEX-6P-1作为原核表达载体，将外
源基因置于载体蛋白谷胱甘肽 S转移酶（GST）基因之后，可以
减少大肠杆菌稀有密码子对真核基因表达的影响，容易诱导目

的蛋白高效表达，又便于纯化目的蛋白[17]。
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