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免疫毒素 IL一3一PE38KDEL的表达及活性测定 
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【摘 要l目的：制备具有杀伤活性的新型抗白血病免疫毒素。方法：在异丙基硫代一B—D一半乳糖苷(Isopropyl-beta-D-throgalac— 

top vranoside，IPTG)的诱导下 ，高效表达免疫毒素IL3一PE38KDEL，采用细胞毒性实验，对毒素活性进行检测。结果：免疫毒素 

IL3一PE38KDEL~包涵体形式为主高效表达．该蛋白具有较好的毒素活性。结论：免疫毒素IL3一PE38KDEL具有 良好的生物学活 

性．为其作为抗白血病药物的进一步研究打下了基础。 
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Expression and activity detection of IL3一PE38KDEL 
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【Abstract】Objective：To prepare a new type of anti—leukemia immunotoxin with killing aetivity3'／ethods：The method of cyto— 

toxicity was used to study the activity of the immunotoxin after the induction of IPTG．Results：The expressed fusion proteins 

were detected mostly as inclusion bodies at high leve1． rhe result showed IL3一PE38KDEL had liable activity of toxicity．Con— 

clusion：The fusion protein IL3一PE38KDEL has good biological activity，which paves way for the further study on its treat— 

ment of leukemia． 
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人白细胞介素3(Interleukin3，IL3)是由131个氨 

基酸组成的多肽．它通过相应细胞表面的IL3受体(IL3 

Receptor．IL3R)发挥生物学效应。近来研究表明IL3 

受体在急性髓性白血病的白细胞干／祖细胞表面表 

达．而且细胞实验也证实了多数急性髓性白血病 

(Acute myelocytic leukemia．AML)细胞能表达IL3R~ 

对外源性的IL3有反应．而在正常的造血干细胞并不表 

达该受体．为此IL3R成为了选择I生治疗AML的新靶点咖 

我科在免疫毒素的研究方面已取得了一定的 

进展，在此基础上．本实验 旨在应用本室制备的免 

疫毒素IL3一PE38KDEL原核表达载体 ．研究在IL3导 

向下．携带毒素蛋白对白血病靶向治疗的可能性．探 

索白血病治疗的新途径 

1 材料与方法 

1．1 免疫毒素IL3一PE38KDEL的高效表达 

1．1_1质粒与菌株 质粒PQE30一IL3一PE38KDEL为本室构建 

的含有IL3基因及假单胞菌外毒素基因片段 (PE38KDEL)的 

原核表达质粒．其中IL3基因序列在前 ．假单胞菌外毒素基因 

序列在后．两者之间为连接肽基因序列 经Takara公司测序证 

实，基因序列及读码框架正确。~ PQE30，PQE30一IL3，大肠 

杆菌SG13009为我室保存 

1．1．2重组质粒POE30一IL3一PE38KDEL的诱导表达 ．包涵体形 

裂解及蛋白复性 将重组质粒PQE30一IL3一PE38KDEL转化 

感受态大肠杆菌SG13009．挑选单克隆．在含有100 mg／L青霉 

素．35 mg／L氯霉素的LB培养液中37℃活化．1：20接种至含相 

同抗生素浓度的LB培养液中继续培养至A 约为0-4时，加入异 

丙基硫代一B—D一半乳糖苷至终浓度1 mmo1／L．诱导6 h后收集 

菌体，冰浴超声波碎细菌、离心、分离包涵体．并保留上清液， 

包涵体反复洗涤后 。8 mol／L尿素溶解，收集上清．经镍亲合 

层析柱纯化蛋白，依次以6 mmol／L、4 mmo]／L、2 mmo]／L、0 mmol／ 

L的尿素溶液透析复性蛋白 

1．1-3 SDS一聚丙烯胺凝胶电泳 (Sodium dodecyl suifate polya 

crylamide gelelectrophoresis，SDS—PAGE)分析各阶段产物及 

其纯度。 

1．2 免 疫毒素POE30一IL3一PE38KDEL的细胞毒活性测试 

1．2．1 细胞株 人急性髓性白血病细胞株TF一1．人红白血病 

细胞株K562购 自四川大学华西移植免疫中心 

1．2_2 细胞毒实验检测毒素活性 将生长 良好的TF一1细胞 ． 

按lxl0 mol／L浓度接种于96孔培养板中37℃．培养36 h．加 

入倍比稀释的免疫毒素．再培养48 h．24 h及48 h后观察细胞 

形态，48 h后每孔加入50 l MTY(5 mg／m1)，于37℃培养10 

h，弃去反应混合液，加入150 l二甲基亚砜，震洗10 min，测 

定0D 值 ，检测中同时设立IL3组及空白对照组。细胞生存率 

(％)=试验细胞8ftODs6o值／对照细胞组0D560值x100％ 

1．2．3免疫毒素IL3一PE38KDEL的杀伤特异性 为确定免疫毒 

素IL3一PE38KDEL的细胞杀伤特异性．选择人红白血病细胞株 

K562作为阴性对照 ，方法及步骤同前。 

2 结 果 

1．1 表达产物免疫毒素IL3一PE38KDEL的SDS— 

PAGE分析 

PQE30一IL3一PE38KDEL转化大肠杆菌SG13009 

后．经IPTG诱导后．免疫毒素蛋白IL3一PE38KDEL主 

要以包涵体形式表达．上清液中融合蛋白量很少．SDS- 

PAGE电泳可见在分子量57kD处出现了新的蛋白． 

表达量占全菌的20％．包涵体溶解后纯度达85％．利 

用尿素溶液浓度梯度透析复性的方法．复性后 ．融 

合蛋白回收率在90％以上(见图1)。 
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97．4 k

：D i - 。 
31．0 kD 

14．0 kD 

∞ 

～  

20．0 kD 

M．蛋白质 marker。P．融合蛋白 IL3一PE38KDEL 

图 1 免疫毒素的 SDS—PAGE鉴定 

2．2 融合蛋 白IL3一PE38KDEL的 活性检测 

对相同剂量的毒素蛋白．TF—l细胞很敏感．作 

用24 h后细胞溶解 ．胞浆中细胞碎片堆积 ．大部分 

细胞死亡．48 h后已不见细胞形态(见图2)，加入IL3 

的对照组．TF一1细胞基本正常．图3为根据的细胞生 

存率绘制的杀伤曲线．由曲线可知随着免疫毒素剂 

量增加．TF—l细胞几乎完全死亡．而对K562细胞无明 

显杀伤作用．IL一3本身也对细胞生长无明显影响 

3 讨 论 

免疫毒素(Immunotoxin。IT)是用化学方法或基 

因工程方法将肿瘤选择性配体与经修饰的多肽毒 

素共价连接而成的抗肿瘤制剂 通过与肿瘤细胞表 

面受体或抗原相结合后内化．继而在胞内抑制蛋白 

质合成．导致肿瘤细胞死亡 近年来急性髓性白血 

病AML的白血病的治疗主要是骨髓干细胞移植和 

大剂量化疗 ．虽然明显改善了AML预后 ．但由于标 

准的治疗措施对白血病细胞选择性低．常导致明显 



一 1 3 6 4
一

重 庆 医 科 大学 学报 2 0 0 8 年 第 3 3 卷 第 1 1 期 (J o u r n a l o f C h o n g q in g M e d ic a l U n iv e r s it y 2 0 0 8 ． V O I． 3 3 N o ． 1 1 )

A

B

细
胞
比
蛊

母

A ， 加 人 免疫 毒素 前 的 T F 一 1 细胞 ；B ． 免疫 毒 素

作用 2 4 h 后 的 T F 一 1 细 胞

图 2 免 疫 毒 素 作 用 后 的 细 胞 形 态

免 疫 毒 素 的 浓 度 f m o l／L )

图 3 免 疫 毒 素 的 特 异 性 杀 伤 作 用

毒 副 作 用 并 增 加 治 疗 相 关 死 亡 率 。 假 单 胞 菌外 毒 素

( P s e u d o m o n a s e x o t o x i n
， P E ) 为 单 链 蛋 白 ． 将 P E 的 I a

区
、 部 分 I b 区 去 掉 并 将 P E 的 C 端 氨 基 酸 R E D L K 变

为 K D E L ~I] 可 得 ~ P E 3 8 K D E L ， 可 以 减 小 分 子 量 ． 极

大 的 提 高其 跨 膜 能 力 和 结 合 活 性 ． 从 而 增 强 所 构 免

疫 毒素 的杀 伤力 【2 '3 t
。 近 年 来 ． 用 P E 与单克 隆抗 体或 细

胞 因 子 融 合 成 免 疫 毒 素 治 疗 肿 瘤 的研 究 逐 渐 增 多 问
。

将粒细胞集落刺激 因子 (G r a n u l o c y t e c o l o n y
-

s t i m u l a t i n g

f a c t o r ， G - C S F )与P E 4 0 构 成 免 疫 毒 素G — C S F — P E 4 0 ． 对

表 达 G — C S F 受体 的 白血 病 细 胞 有 高度 选 择 性 杀 伤 作

用 ， 而 对 正 常造 血 影 响 很 小 。 此 外 ， I L 一 6 一 P E 4 0 、 抗 T a c

( F v ) 一 P E 4 0 ~ 来 还 被 成 功 应 用 于 移 植 物 肿 瘤 细 胞 净

化 处 理 l5 l
。

现 已 证 明 ， 急 性 髓 性 白血 病 的 干／祖 细 胞 表 型 为

C D 3 4
’

、 C D 3 8
一

、 C D 7 1
一

、 H L A
—

D R
一

、 C D 9 0
一

、 C D l 1 7
一

、

C D l 2 3
’

， C D l 2 3 即 为 白细 胞 介 素 3 受 体 ( I L 一 3 R ) 的

编 码 蛋 白 ． 在 正 常 造 血 早 期 细 胞 中可 以 表 达 该 受 体 ．

但 正 常 造 血 干 细 胞 并 不 表 达 ． 所 以 I L 一 3 受 体 被 认 为

是 A M L 干 细 胞 的 相 对 特 异 性 标 志 ． I L 3 R 与 I L 3 结 合

后 能 迅 速 内化 到 细 胞 浆 ． 故 利 用 I L 3 携 带 生 物 毒 素 杀

伤 白血 病 干 细 胞 就 成 为 很 有 希 望 的 治 疗 办 法 。 1 9 9 6

年 ． C h u n g h u a n g c h a n 等构 建 了重 组 毒素I L 一 3 一 D T 3 9 0 ．

并 经 进 一 步 的 细 胞 和 动 物 实 验 证 明 了 I L 一 3 一 D T 3 9 0

对 A M L 的选 择 性 杀 伤 作 用 [6 1
。 但 白喉 毒 素 D T 的 治 疗

剂 量 与 中毒 剂 量 非 常 接 近 ． 且 人 群 中 因 预 防 免 疫 常

有 D T 抗 体 而 影 响 其 临 床 应 用 。 P E 3 8 K D E L 与 D T 的杀

伤 细 胞 机 制 类 似 ， 但 对 某 些 细 胞 ~II A 4 3 1 、 K B 及 M C F 7

细 胞 株 ． P E 3 8 K D E L 的 毒 性 更 强 ． 且 P E 3 8 K D E L 在

人 体 的 耐 受 剂 量 较 大 ． 治 疗 剂 量 空 间 更 大 。

本 研 究 中 ． 由 I L 一 3 引 导 下 的 免 疫 毒 素 I L 3 一 P E

3 8 K D E L ~ 特 异 性 杀 伤 表 达 I L 3 的 细 胞 株 T F 一 1 ． 且 随

着 免 疫 毒 素 的 浓 度 增 高 ． 杀 伤 率 增 加 ． 在 1 0
- 9

m m o l ／

L 水 平 即 有 良好 杀 伤 作 用 ． 而 对 不 表 达 I L 一 3 的 K 5 6 2

细 胞 株 无 明显 杀 伤作 用 ． 说 明I L 3 一 P E 3 8 K D E L 具 有 良

好 的 杀 伤 特 异 性 。

本 实 验 表 达 的 I L 3 一 P E 3 8 K D E L 蛋 白 具 有 毒 性

强 ， 选 择 性 好 的 特 点 ． 为 白血 病 导 向 治 疗 奠 定 了 基

础 ． 今 后 的 工 作 中 ． 还 需 经 动 物 实 验 进 一 步 验 证 该

免 疫 毒 素体 内应 用 价 值 。 我 们 相 信免 疫 毒 素 I L 3 一 P E

3 8 K D E L 将 有 良好 的 临 床 应 用 前 景 。
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