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新型重组毒素 hIL15M TNFαM的构建 、表达与活性测定
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　　提　要:目的　构建 、表达 hIL15M TNFαM融合毒素 , 为研制可消除 hIL15 受体高表达细胞的特异性导向药物奠定基

础。方法　人白介素 15突变体(hIL15M)对靶细胞不具有激动作用 , 将该突变体与 TNFα突变体(TNFαM)编码基因直接融

合克隆至 pET表达载体 , 并纯化出融合蛋白 hIL15M TNFαM ,MTT法测定该蛋白的细胞毒活性。结果　SDS-PAGE 分析表

明 ,重组菌株诱导后可以表达出 30×103 与预期大小一致的特异蛋白带。纯化的hIL15M TNFαM 对PHA 激活的T细胞的杀

伤作用是静止性 T细胞的 13 倍。结论　hIL15M TNFαM 融合蛋白对高表达 hIL15 受体的细胞具有较强的杀伤性作用 , 提示

其对由活化的异常 T细胞增多所致的疾病具有潜在的治疗作用。
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　　Abstract:Objective 　To construct and express fusion toxin human IL15 mutant TNFαmutant (hIL15M 

TNFαM)in order to develop a targeted toxin capable of eliminating abnormal cells expressing high levels of hIL15 re-

ceptors.Methods　DNA fragments of truncated hIL15M and TNFαM coding gene were joined in frame and cloned

into T7 expression vector pET16b.The expressed fusion protein was purified from E .coli.Cytotoxicity of hIL15M 

TNFαM was measured by MTT assay.Results　E.coli transformed with the recombinant plasmid expressed an extra

band with the expected size of 30×10
3
.MTT assay indicated that PHA-activated T cells were 13 times more sensitive

to the cytotoxic effect of hIL15M TNFαM than to the resting T cells.Conclusion　hIL15M TNFαM has high toxic ef-

fect against cells expressing high levels of IL15 receptors , suggesting that hIL15M TNFαM has potential therapeutic

effect on T cell leukemia and other diseases related with improperly activated T cells.
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　　人白介素 15(human interleukin 15 , hIL15)属 4α螺

旋细胞因子家族 ,能刺激 T 、B 、NK细胞的增殖 ,是参与

机体天然免疫的主要成员之一 。hIL15通过 IL2Rβ和γ

链完成信号转导 ,由此它的一部分功能与 IL2 相似。

但 hIL15 有其自身高亲和力的特异性受体 IL15Rα,

hIL15与 IL15Rα的亲和力是 IL2与 IL2Rα的 1 000倍。

hIL15与受体的结合决定于受体三聚体中的α链 ,即

IL15Rα链是与 hIL15结合的充分及必要条件
[ 1 , 2]
。

　　hIL15与多种疾病的发生发展有关 ,如自身免疫及

炎症性疾病 、结节病 、多发性骨髓瘤 、HTLV-1介导的 T

淋巴细胞性白血病 、免疫排斥等。它们共同的致病机

制是表达 IL15受体的活化异常T 淋巴细胞增多 ,hIL15
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可作为它们的生长因子并起趋化作用。因此杀伤这种

异常增多的 T 淋巴细胞成为治疗上述疾病的思路之

一
[ 1]
。我们以对靶细胞不具有激动作用的 hIL15突变

体(hIL15M)为载体 、TNFαM为弹头 ,构建一种靶向于富

含hIL15受体细胞的分子导向药物hIL15M TNFαM 。本

研究该融合蛋白的表达 、纯化及活性测定的初步结果。

1　材料与方法

1.1　酶和试剂
　　限制性内切酶 , T4 噬菌体 DNA连接酶购自大连宝生物工

程公司。Ni-NTA购自 Qiagen 公司。

1.2　质粒和菌株
　　E.coli JM83 和 BL21(DE3)plysS 本室保存。 pUC9 NdeⅠ 由

pUC9改造而来 ,其多克隆位点含 NdeⅠ 编码序列。 质粒 pUC9

NdeⅠ-hIL15 含有 hIL15 完整的编码序列 , 质粒 pUC18-TNFαM 含

有删去了 TNFαN 端 7个氨基酸的 TNFα突变体 DNA序列 ,据文
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献[ 3] 报道这种突变体的细胞毒性强于野生型 TNFα。

1.3　DNA操作

　　DNA提取 、酶切 、电泳 、回收 、纯化按本室常规方法进行。

DNA测序由大连宝生物工程公司完成。

1.4　PCR扩增 IL-15突变体
　 　 上 游 引 物 为 5′-CTCTCTCATATGTTGAAAAAAATTGAA

GATCT-3′, 5′端含 NdeⅠ位点及保护性硷基 , 其余与 hIL15 成熟

肽第9 至 15 个氨基酸编码序列一致。下游引物为 5′-CTGAAT-

TCAGAAGTGTTGATGAACATTT-3′, 5′端含 EcoRⅠ 位点。 PCR 反

应按常规方法进行。 初始 5 个循环的复性温度为 54 ℃, 随后

升至 66 ℃继续循环 25 次。

1.5　hIL15M-TNFαM融合蛋白的表达检测
　　携带重组表达质粒 pET-hIL15M-TNFαM 的大肠杆菌 BL21

(DE3)plysS 在M9-CAA-Amp 培养基中培养至 D600为 0.5 , 留取 1

ml菌液作对照 , 其余加 IPTG至终浓度为 1 mmol L ,继续培养 1、

2 、3 h , 收集菌液行 SDS-PAGE。

1.6　hIL15M TNFαM融合蛋白的纯化
　　取诱导表达 2 h 的重组菌株培养液 500 ml , 离心收集菌体

重悬于 15 ml的M 缓冲液(100 mmol L NaH2PO4 、10 mmol L Tris-

Cl、8 mol L urea、10 mmol L β-ME、0.1% Triton-X100 、10 mmol L

Imidazole), 超声破碎菌体并离心(8 000 r min 、10 min), 取上清 ,

加 4 ml Ni-NTA悬液 ,平缓摇动 4 h , 上柱收集流出液 , 以 6 倍柱

床体积的N 缓冲液(M缓冲液中加入 20 mmol L Imidazole)洗脱 ,

再以 6倍柱床体积的 O 缓冲液(M 缓冲液中加入 200 mmol L

Imidazole)洗脱。分部收集 , D280检测蛋白洗脱峰 , 经 SDS-PAGE

检测后合并收集液。调节蛋白浓度为 0.5 mg ml , 10 倍稀释于

复性液(50 mmol L Tris-HCl 、5 mmol L EDTA , 150 mmol L NaCl、

1 mmol L PMSF、0.25 mmol L GSSG、1.25 mmol L GSH 、10%甘油)7

～ 8 ℃复性 24 h ,离心(10 000×g 、10 min 、4 ℃),收集上清 , 透析

后冷干保存。

1.7　表达产物对活性T 细胞的杀伤作用

　　常规分离外周血淋巴细胞 , 调整细胞浓度为 2×106 ml , 加

PHA 至终浓度为 2 μg ml , 96孔培养板每孔加 0.1 ml细胞悬液 ,

在 37 ℃、含 5%CO2 培养箱中培养 3 d , 各孔中分别加不同稀释

度样品 100 μl , 使样品终浓度分别为 10、1、0.1、0.01、0.001

μg ml , 同时设空白对照(不含样品)。继续孵育 24 h 后 ,MTT 法

测定细胞毒效应[ 4] , 同时测样品对静止性 T细胞的杀伤作用。

细胞存活率=实验孔 A570/空白孔 A570×100%, 用细胞存活率

对剂量对数作图并按反对数及作图法求出 IC50值 , 再以细胞存

活率对剂量作图(图 4)。

2　结果

2.1　融合蛋白 hIL15M TNFαM 的表达载体的构建
　　质粒 pUC9NdeⅠ-hIL15 中含有 hIL15成熟肽全长编码基因 ,

以该质粒为模板通过 PCR获得了 330 bp hIL15 突变体(hIL15M)

基因序列。与天然的 hIL15 相比 , hIL15M去除了 N 端的 8 个氨

基酸残基。将 PCR扩增片段经 Nde Ⅰ EcoR Ⅰ 双切后克隆至

pUC9NdeⅠ的相应位点 , 并经 DNA 测序确认。从 pUC9Nde Ⅰ-

hIL15M 中用 Nde Ⅰ EcoRⅠ纯化出 330 bp 的 hIL15M 基因片段;

从 pUC18-TNFαM中用 EcoRⅠ BamHⅠ纯化出 480 bp的 TNFαM

基因片段;从 T7表达载体 pET16b 中用 NdeⅠ BamHⅠ纯化 5.7

kb 的线性载体 , 由于该线性化的载体不能自身连接 ,因此上述

3 个片段经 T4 连接酶连接并转化大肠杆菌 JM83 后 ,只有插入

了hIL15M-TNFαM的重组质粒才能在 E.coli 中复制增殖。 所

以 , Amp +平板中的抗性菌落即为所要筛选的重组克隆。挑取

两个抗性菌落抽提质粒并行限制性酶切分析(图 1),经 Nde Ⅰ 

BamHⅠ 双切后生成了 5.7 kb 和 0.8 kb 两个片段 , 分别与

pET16b 空载体和 hIL15M-TNFαM融合基因的大小相符。为了使

hIL15M 与 TNFαM 融合后不影响各自空间结构的组成 , 构建时

在两个蛋白间插入 3个 Gly与 1 个 Ser组成的小肽。

1:DNA marker(2.0、1.0 、0.75kb);2, 3:pET-hIL15M-TNFαplasmid;4 , 5:

pET-hIL15M-TNFαM BamHⅠ+NdeⅠ;6 , 7:pET-hIL15M-TNFαM BamHⅠ;

8:pET16b BamHⅠ;9:λ Hind Ⅲ(23、9.4 、6.5、4.3、2.3 、2.0 kb)

图 1　pET-hIL15M-TNFαM的酶切鉴定

Fig 1　Restriction analysis of pET-hIL15M-TNFαM

2.2　hIL15M TNFαM的表达
　　将重组载体 pET-hIL15M-TNFαM 转化 E.coli BL(DE3)plysS ,

在 IPTG诱导后的不同时间点取样检测 ,图 2 是 SDS-PAGE电泳

结果 ,与诱导前相比 , 诱导后 1、2 、3 h 均出现了一条约 30×103

的特异蛋白带 ,与预计的分子量相符 。进一步对表达蛋白进行

细胞内定位 ,发现表达产物主要以包涵体形式存在 , 在宿主菌

可溶性上清中未发现表达产物的存在。诱导后将菌液培养温

度降至 30 ℃, 仍未发现可溶性的表达产物。

M:Protein molecular weight marker(97.4×103 、66.2×103 、43×103 、31

×103 、20.1×103 、14.4×103);1:Uninduced total cellular proteins;2

-4:Total bacterial proteins induced by IPTG for 1 ,2 , 3 h , respectively

图 2　hIL15M TNFαM在大肠杆菌中的表达检测

Fig 2　SDS-PAGE analysis of hIL15M TNFαM expression in E.coli
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2.3　hIL15M TNFαM的纯化
　　由于表达产物的氨基端带有来自载体的组氨酸链 , 故用

Ni-NTA亲和层析从包涵体中纯化 hIL15M TNFαM 融合蛋白。 图

3 可见 ,经低浓度咪唑(20 mmol L)流洗后 , 200 mmol L咪唑洗脱

可以得到电泳纯的目的蛋白。 将亲和层析分离的目的蛋白低

温复性 ,所得样品即可用于生物活性的测试。

M:Protein molecular weight marker(97.4×103 , 66.2×103 , 43×103 ,

31×103 , 20.1×103 , 14.4×103);1-3:Washed by buffer O;4:

Washed by buffer N;5:Flow-through fraction;6:Total cellular proteins

induced by IPTG for 2 h;7:Uninduced total cellular proteins

图 3　hIL15M TNFαM的 Ni-NTA亲和层析

Fig 3　SDS-PAGE analysis of purified hIL15M TNFαM fusion protein

2.4　hIL15M TNFαM对 IL15Rα阳性细胞的杀伤作用
　　PHA 活化的 T 细胞表达 IL15Rα, 而静止性 T 细胞不表达

IL15Rα[ 5] 。用MTT法测定 hIL15M TNFαM 对 T 细胞的细胞毒作

用 ,结果表明重组蛋白对 PHA活化与非活化T细胞均有杀伤作

用 ,并存在一定的量效关系。以半数杀伤浓度(IC50)为指标 ,

hIL15M TNFαM 对静止性及活化 T 细胞的 IC50分别为 2 911

ng ml 、224 ng ml ,该重组蛋白对活化 T细胞的杀伤作用是非活

化T 细胞的 13倍(图 4)。提示重组融合蛋白的细胞毒效应具

有靶向性 ,即主要作用于 IL15Rα阳性细胞。

图 4　hIL15M TNFαM对 T细胞的杀伤图谱

Fig 4　The map of hIL15M TNFαMkill ing T cell

3　讨论

　　hIL15 通过 IL15Rα和 IL2Rβγ受体三聚体完成信

号转导及对靶细胞的激动作用 。hIL15与受体复合物

的高亲和力结合 ,取决于该细胞因子与其特异的受体

α链之间的作用 ,而 βγ链是启动信号转导所必需的。

阻断 hIL15与 β 或γ亚基的结合 ,可以抑制信号转导

和细胞增殖 ,但 hIL15仍可通过α亚基与αβγ受体复合

物结合
[ 6]
。由于 hIL15氨基端的 A螺旋区 ,特别是第 8

位的Asp是与 β亚基作用所必须的 ,所以删除hIL15氨

基端前 8个氨基酸 ,可以抑制该因子对效应细胞的激

动增殖作用。但这种改造不影响与受体α亚基的作

用 ,hIL15M仍可以和受体高亲和力结合 。

　　目前 ,利用基因工程技术 ,将天然毒素的受体结合

区基因替换为抗体或细胞因子基因 ,制备了多种免疫

毒素 ,它们能够选择性地识别和杀伤细胞表面过量表

达某类分子的异常细胞 ,而对正常组织细胞损伤较少。

这类药物的弹头部分 ,通常来源于植物或微生物毒素 ,

极强的免疫原性制约了这一类免疫毒素的开发和临床

应用 。TNFα是一种人源性毒性因子 ,对人体不具有免

疫原性 。因此 ,我们以对效应细胞不具有激动作用的

hIL15M 为载体 , TNFαM 为弹头构建了两者的融合蛋

白 ,体外实验表明 ,hIL15M TNFαM对 PHA激活的 T 细

胞的杀伤作用是静止性 T 细胞的 13 倍 , 即 hIL15M 

TNFαM的毒性作用具有一定的选择性 。这种选择性

作用的基础 ,在于活化的与静止 T细胞表面 IL15Rα的

丰度不同
[ 5]
,hIL15 与受体极高的亲和力 ,使融合蛋白

主要定向于 IL15R丰富的靶细胞 ,这样活化的 T 细胞

表面富集了较高浓度的融合蛋白。一方面 ,通过TNFα

受体介导一系列信号转导引发细胞毒作用 ,另一方面 ,

也可能通过 IL15Rα介导 hIL15M TNFαM 内化 ,使 TNFα

直接在细胞内发挥作用 ,因为将 TNFαM通过显微注射

或逆转录病毒载体直接导入胞内可以使细胞迅速凋亡

或恢复肿瘤细胞程序性死亡机制
[ 7 , 8]
。本研究构建的

融合蛋白对静止性 T细胞也有一定的杀伤作用 , 这可

能是因为静止性 T 细胞表面有TNFα受体的表达 。

　　在白介素类细胞因子中 ,由于 IL-2受体的表达具

有较高的细胞特异性 , IL-2常被用作导向药物的载体。

然而 ,基于 hIL15的导向药物在以下方面较 IL-2具有

优越性:①hIL15的副作用特别是血管渗出综合征低于

IL-2
[ 9]
;②hIL15血浆清除率快于 IL-2 ,较少引发非特异

性毒性;③hIL15 在肿瘤组织的分布高于非肿瘤组

织
[ 10]
;④hIL15 IL15Rα的亲和力千倍于 IL-2 IL2Rα,因

此可以通过减少剂量进一步增强导向药物的特异性 ,

减轻载体和弹头的毒副作用 。这一点对于 TNFα尤为

重要 ,因为 TNFα在体内达到抗肿瘤等治疗效应时 ,所

需的剂量往往也对机体产生严重的全身性毒性。因

此 ,离体及在体研究均表明含 TNFα的靶向药物较单

纯TNFα具有更好的治疗效果 。本研究结果表明 ,融
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合蛋白 hIL15M TNFαM 对高表达 IL-15 受体的 T 细胞

具有更强的细胞毒作用 ,提示这一重组蛋白对 T 细胞

性白血病及由T 细胞异常活化所致的疾病具有潜在的

治疗价值 。因为导致这些疾病的白血病细胞或T 细胞

表面具有高丰度的 IL-15受体 ,可以成为该融合蛋白

作用的靶标。
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文章编号:1000-5404(2004)08-0693-01　 个案与短篇

苦黄注射液致药物热 2例

Two cases of drug fever caused by intravenous drip of Kuhuang

李志勇 ,曹利峰　　(江苏省太仓市人民医院 , 太仓 215400)

　　苦黄注射液系中药制剂 , 由苦参 、大黄 、大青叶 、茵陈等中

药组成 ,具有清热利湿 , 疏肝退黄作用 , 临床上用于治疗有湿热

内蕴 、胆汁外溢 、黄疸胁痛 、乏力 、纳差等症的黄疸型病毒性肝

炎患者 ,有较好的退黄作用。我院在应用苦黄静脉滴注治疗黄

疸型肝炎时发生 2例药物热 , 报告如下。

　　例 1:女 41 岁 ,因乏力 1 月 , 纳差 、尿黄 3 d 于 2002 年 4 月

17 日入院。查体:体温37 ℃,皮肤巩膜黄染 ,心肺无异常 ,腹部

平软 , 肝脾肋下未及 , 肝区叩痛 , 腹部移动性浊音阴性 , 神经系

统无异常。肝功能损害 , TB 79.7 μmol L , DB 51.2 μmol L , TP

73.9 g L, GLB 27.6 g L , ALT 1 824 U L, AST 1 761 U L ,ALP 344 U 

L , GGT 144 U L;HBsAg(-), HBsAb(-), HBeAg(-), HBeAb

(-),HBcAb(-),HBcAb-IgM(-),乙肝前 S1 抗原(-), 乙肝前

S1抗体(-), 甲型肝炎抗体 IgM(-),丙型肝炎抗体(-),丁型

肝炎抗体 IgM(-),丁型肝炎抗体 IgG(-);戊型肝炎抗体 IgM

(-);戊型肝炎抗体 IgG(-);类风湿因子(-), 抗核抗体

(-), 抗线粒体(-),血沉(-);PT 13 s (9.6 ～ 13 s), PT%90.1 ,

　　作者简介:李志勇(1967-),男 ,四川省大竹市人 ,主治医师 ,主要从事肝炎 、

肝硬化方面的研究。电话:(0512)56781260

　　收稿日期:2002-12-06;修回日期:2003-02-10

FIB 1.89 g L(1.7 ～ 4.1 g L), TT 17.1 s(14～ 21 s);血WBC 5.3

×109 L , GR 54.9 , Mo 6.3 , Ly 38.8 , RBC 3.91×1012 L , HGB 117

g L , HCT 0.361 , PLT 111×109 L, 大便常规(-), 尿WBC 1～ 2 

HP。胸部计算机摄像检查(CR检查)无异常 , 心电图无异常 , 腹

部肝胆 B超无异常。入院诊断病毒性肝炎(未分型)急性黄疸

型。入院后给予苦黄注射液 、潘南金注射液 、肝太乐 、复合微生

素 B治疗。用药第 3 天起 ,在滴注苦黄过程上 , 出现发热 、全身

不适 , 体温最高达 38.6 ℃, 无鼻塞 、流涕 、无咳嗽 、咯痰 , 无呕

吐 、腹泻 ,连续 3 d 滴注苦黄后发热 , 查血常规正常 , 胸部再次

CR检查无异常 ,第 6 天起 , 停用苦黄后 , 未再发热。诊断为苦

黄致药物热。住院 15 d , 症状明显减轻 , 胆红素及转氨酶明显

下降 ,肝炎好转出院。

　　例 2:男 49 岁 , 因乏力 、纳差 、尿黄 12年 , 加重伴昏迷 2 d 于

2002年 6 月 27日入院。 1 年前因慢性乙型肝炎 、肝硬化 、胃底

食道静脉破裂出血行脾切除 、胆囊切除 、胰尾切除 、胃底静脉结

扎术。查体:体温 38.2 ℃, Bp 16 8 kPa , 慢性肝病面容 , 深度黄

疸 ,头颈及上肢可见蜘蛛痣 , 浅表淋巴结未及肿大 , 口腔无溃

疡 , 颈部抵抗 , 双肺底呼吸音低 ,有湿口罗音 , 心浊音界不大 , 心

音正常 ,腹部隆起 , 肝肋下未及 ,腹部移动性浊音(+), 扑翼样
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