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sTACI-Fc-Myc重组质粒的构建、原核表达及活性鉴定 *
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摘要 目的：构建 sTACI-Fc-Myc 重组质粒，并进行原核表达和纯化具有生物活性的融合蛋白。方法：通过 PCR 法获得
sTACI-Fc-Myc重组片段，然后把融合基因片段与原核载体 pET28a连接在一起，并构建 pET28a－ sTACI－Fc－Myc重组子，并转

入 BL21(DE3)中进行表达，用蛋白 A凝胶亲和层析柱进行纯化及酶联免疫吸附剂（ELISA)法测定其生物学活性。结果：获得了
sTACI-Fc-Myc重组质粒，且该质粒可以在 BL21(DE3)中表达，亲和层析柱纯化后纯度可达到 95 %以上，与 BAFF的结合活性具

有剂量依赖性，浓度达到 5 ng/滋L时，两者的吸附达到饱和。结论：成功构建了 sTACI－Fc－Myc原核表达载体，并使有生物学活

性的融合蛋白在 BL21(DE3)上获得了稳定表达，为进一步研究并筛选高活性 BAFF拮抗肽奠定了基础。

关键词：B细胞活化因子；TACI-Fc-Myc融合蛋白；原核表达

中图分类号：Q78；R392 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2015）02-217-04

Construction, Expression and Activity Analysis of sTACI-Fc-Myc Protein*

To construct recombinant plasmid of sTACI-Fc-myc gene and to induce its prokaryotic express and to

purify the protein. sTACI-Fc-myc gene was obtained by PCR amplification and then combined with pET28a to construct

pET28a-sTACI-Fc-myc recombinant plasmid. The recombinant plamid was transformed into BL21 (DE3), and then
sTACI-Fc-myc protein was expressed and purified by protein A affinity column chromatography. The purity and activity of

sTACI-Fc-myc were identified by ELISA, SDS-PAGE, respectively. The sTACI-Fc-myc gene was obtained and the recombinant

plasmid can express in BL21 (DE3). The purity can be as high as 95% after affinity chromatography. The biological activity of the

purified sTACI-Fc-myc protein was analyzed. sTACI-Fc-myc could bind BAFF specifically in a dose-dependent manner, and the

saturated concentration was 5 ng/滋L. The fusion vector is constructed successfully and a purified recombinated

sTACI-Fc-myc protein is obtained, which lays a foundation for further studies of BAFF antagonist peptibody.
B-cell activating factor; sTACI-Fc-myc fusion protein; Prokaryotic expression
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前言

肿瘤坏死因子超家族配体 B淋巴刺激细胞因子（B lym-
phocyte stimulator, BAFF)，是 1999年发现的一种与人体免疫调

控密切相关的细胞因子，是肿瘤坏死因子(TNF)家族的第 13位

成员[1-4]。BAFF在体内主要以膜结合型和水溶型存在，BAFF作

为一种 B淋巴细胞的共刺激细胞因子，在免疫原的刺激下能特

异的刺激 B淋巴细胞的增殖及分化并诱导其分泌免疫球蛋白
[7-10]。然而 BAFF作为一种细胞因子，在体内对靶细胞发挥生物

学活性时需要结合特异性的受体，到目前为止发现的 BAFF特

异的受体有三种，分别是钙调和亲环素配基相互作用因子

（TACI）、B 细胞成熟抗原（BCMA）、BAFF 受体（BAFF-R）[5-7]。

TACI是 2000年Wu[9]等通过表达克隆方法确定，TACI与可溶

性 BAFF和跨膜 BAFF都有高亲和力相互作用，TACI主要表

达在 B淋巴细胞表面，在活化的 T淋巴细胞和树突状细胞表

面也有少量表达，TACI与配体 BAFF结合后会产生一系列信

号传导，从而调节免疫反应。而且研究发现，在不同类型的自身

免疫性疾病患者的血清中，BAFF的含量是明显升高的，BAFF

还与部分肿瘤疾病的发生有关。因此，抗 B淋巴细胞刺激因子

拮抗剂可以用于治疗自身免疫疾病如：类风湿关节炎，系统性

红斑狼疮，综合干燥症等[11-15]，所以用 BAFF受体融合蛋白可以

封闭 BAFF生物学功能，到目前为进入临床实验的全人源化重

组受体 -免疫球蛋白融合蛋白（TACI-Ig）阿塞西普 ( Atacicept)

对 SLE和 RA有效，免疫球蛋白和炎性指标水平以及成熟 B
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图 1 PCR扩增 sTACI-FC-Myc基因 M: DNA标准品 孔 1：

sTACI-FC-Myc

Fig.1 PCR product of sTACI-FC-Myc M: Marker lane1 : sTACI-FC-Myc

细胞数量的减少程度均呈剂量依赖性，患者耐受性好。还有一

个受体融合蛋白（BR3-Fc）和肽融合蛋白（A-623）已经进入Ⅱ期
临床试[16, 18, 25]。本实验通过基因重组的方法，构建含有人 TACI

受体胞外区片段与 FC片段和 Myc标签连接的的重组质粒，经

原核系统表达及亲和层析柱纯化后得到生物活性高的融合蛋

白。同时末端加了 Myc标签可以利用抗 Myc的抗体检测肽融

合蛋白竞争结合 BAFF的活性，有利于筛选高活性的 BAFF拮

抗肽。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 实验材料 大肠杆菌 JM109、BL21大肠杆菌、pET-28a

质粒、pET-28a -TACI- Fc质粒均为天津大学药物科学与技术学

院实验室所保存实验室储存。

1.1.2 实验试剂 T4DNA连接酶、TaqDNA聚合酶、 Ⅰ限

制性内切酶、 Ⅲ限制性内切酶(TaKaRa)；重叠 PCR引物的

合成和融合基因片段测序(Invitrogen)；小量质粒提取试剂盒和

琼脂糖凝胶回收试剂盒 (Promega)；HRP辣根过氧化酶标记的

山羊抗人 IgG二抗(北京中杉金桥生物技术有限公司)；卡那霉

素抗生素、诱导剂异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)、TMB(Sigma)；其

他化学试剂（国药化学试剂公司）。

1.2 方法
1.2.1 pET-28a-TACI-Fc-Myc 融合质粒载体的构建 依据

Myc (EQKLISEEDL) 的氨基酸序列设计及合成特异扩增
TACI-Fc-Myc片段的引物。本实验保存的 pET-28a-TACI-Fc质
粒载体为模板，用重叠 PCR方法扩增 TACI-Fc-Myc基因片段。
PCR产物用 1 % DNA琼脂糖凝胶电泳检测, 用胶回收试剂盒

切胶回收目的条带。利用 T4 DNA连接酶把 sTACI-Fc-Myc重

组序列、双酶切后的 pET-28a 载体连接片段连接，并转化
JM109宿主菌，菌液 PCR筛选阳性克隆，再用 Ⅰ和

Ⅲ内切酶双酶切鉴定，阳性重组子测序正确。

1.2.2 融合目的蛋白的诱导表达和纯化 已测序正确的重组

质粒载体 pET28a-TACI-Fc-Myc转到感受态表达宿主菌 BL21

（DE3）。为了筛选高表达量单克隆隔天从长好菌的固体培养基

上挑取六个单菌落，分别接种于 3 mL LB加 Kana培养基中，
37 ℃恒温培养箱振荡培养 12 h。一部分菌液用 30 %甘油保存

菌种，剩余的菌液加入诱导剂 IPTG，37 ℃恒温培养箱诱导 16
h，菌液用 SDS-PAGE蛋白电泳检测蛋白的表达情况，挑选高

表达量的克隆。然后从保存的高表达克隆菌液中取 20 滋L接种

于 2 mL LB 加 Kana培养基中，37 ℃恒温培养箱培养 12 h，隔

天转接于 500 mL LB加 Kana培养基中，37 ℃恒温培养箱振荡
培养至菌液 OD=0.5，加 500 滋L诱导剂 IPTG，37 ℃恒温诱导培

养 18 h。诱导表达后的菌液 8000 rpm4 ℃离心 10 min，沉淀用
1× PBS洗涤一次，最后用 1× PBS重悬冻存，-80 ℃和 4 ℃之

间反复冻融三次后超声破碎菌液后 12000 rpm 4 ℃离心 8 min，

把上清液用 0.22 滋m滤器过滤除杂，然后上清通过蛋白 A凝胶

亲和柱纯化，并用 SDS-PAGE蛋白电泳检测目的蛋白。
1.2.3 酶联免疫吸附测定（ELISA） 采用 pH9.6的碳酸缓冲

液包被 BAFF于 96孔酶标条中终浓度为 10 滋g/mL，4 ℃反应
18 h。PBST洗涤 3次，5 %脱脂奶粉封闭，置于 37 ℃培养箱中

孵育 2 h。洗涤 3次之后，加入用 1 %脱脂奶粉稀释的不同浓度
( 0.5 ng/滋L，1 ng/滋L，5 ng/滋L，10 ng/滋L)的 sTACI-Fc-Myc融合
蛋白、设置 PBS为空白对照、FC蛋白为阴性对照，37 ℃ 反应 1

h。PBST洗涤 3次，加入 HRP标记的山羊抗人的单抗，37 ℃ 培
养箱孵育 1 h。PBST洗涤 3次，加入 TMB显色液，37 ℃恒温箱

反应 10 min，随后立即每孔加 50 滋L 2 mol/L硫酸终止反应液

终止显色反应，即用酶标仪在 450 nm处测定 OD吸光值，根据

数据绘制吸光度 -浓度标准曲线，分析 BAFF与融合蛋白的结

合能力。

2 结果

2.1 目的基因的扩增与重组子的构建

利用重叠 PCR方法扩增 sTACI- Fc-Myc基因，用 1 %琼脂

糖凝胶 DNA电泳检测，如图 1所示，在 1000 bp左右有目的条

带。从转化固体培养板上挑 6个单克隆，用 LB加 kana的培养
基培养[15]，完成菌液 PCR后用 1 %琼脂糖凝胶电泳检测，1000

bp左右有目的条带(图 2)。从重组克隆中提取质粒，用 Ⅰ

和 Ⅲ内切酶进行双酶切鉴定，从电泳结果可见在 1000 bp

左右的目的片段(图 3)。最后阳性重组质粒目的基因序列测序

结果显示，sTACI- Fc-Myc基因正确。

2.2 融合蛋白的大量表达和纯化

重组质粒转入表达宿主菌 BL21之后小量诱导表达筛选

表达量高的菌种，通过扩大培养和用诱导剂 IPTG诱导表达目

的蛋白，离心后收集已表达目的蛋白的大肠杆菌菌液然后超声

破碎(功率 300W超声 3s、停 5s，一次 5 min总共三次）之后，离

心后得到的上清液用蛋白 A亲和层析柱进行纯化，纯化结果

用 SDS－PAGE蛋白电泳鉴定，从胶上看到在 40 KDa左右位

置显示目的蛋白(图 4）。
2.3 融合蛋白生物学活性鉴定

通过用抗 Myc二抗做 ELISA实验分析 sTACI-Fc-Myc 蛋
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图 5 ELISA鉴定 sTACI-Fc-Myc与 BAFF的结合亲和力

Fig.5 Analysis of sTACI -Fc-Myc and BAFF binding activity

图 3 sTACI－Fc-Myc融合质粒双酶切 M: DNA标准品 孔 1：重组质

粒酶切片段

Fig.3 sTACI-Fc-Myc restriction digestion analysis M:Marker

lane1: Enzyme fragment of Recombinant plasmid

图 4 SDS-PAGE鉴定 sTACI-Fc-Myc融合蛋白

M:蛋白标准品 孔 1：BAFF蛋白孔 2：sTACI-Fc-Myc融合蛋白

Fig.4 Identification of sTACI-Fc-Myc fusion protein by SDS-PAGE

M: Marker Lane1: BAFF Lane2: sTACI-Fc-Myc fusion protein

白与 BAFF的结合。对 OD450 nm处吸光度 -蛋白浓度作图，

结果表明用抗 Myc 抗体检测到 sTACI-Fc-Myc 蛋白与 BAFF

的高结合活性。sTACI-Fc-Myc融合蛋白浓度达到 5 ng·滋L时，
sTACI-Fc-Myc目的蛋白和 BAFF的亲和力达到饱和值，阴性

对照 Fc组与 BAFF没有结合活性（如图 5）。

3 讨论

自 1999年 BAFF被发现以来，BAFF调节免疫反应及在自

身免疫疾病等方面的作用逐渐被认识。所以以 BAFF为靶点治

疗这些疾病成为研究热点，主要有抗 BAFF单克隆抗体、BAFF

受体融合蛋白、BAFF拮抗短肽。Atacicept（TACI-lg）是一种全
人源化的 TACI胞外区和人免疫球蛋白(immunoglobulin, Ig)G1

的 Fc段融合蛋白，可以作为一种诱饵受体竞争性结合 BAFF

和 APRIL，但在临床试验中还出现一些问题有待解决，如不稳

定及感染等[16，19]。对比 TACI-lg片段，本实验室设计含有一个
CRD片段的 TACI胞外区与 Fc连接，构建了正确的重组质粒，

通过原核表达可溶性融合蛋白及亲和层析柱纯化后得到较高

纯度的融合蛋白，经 ELISA鉴定本实验构建的融合蛋白具有

与 BAFF有较高的亲和力，为筛选高活性的拮抗肽体提供实验

依据。

本实验室构建的 TACI-Fc融合基因尾端加上 Myc标签基

因片段，构建融合质粒并转化表达菌 BL21 最后纯化
sTACI-Fc-Myc 融合蛋白。为竞争性 ELISA 分析肽体与
TACI-Fc-myc竞争性结合 BAFF的能力提供实验数据。
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