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　　提　要　目的:应用现有实验条件制备高纯度的 TNF-α,为进一步的研究工作提供物质保障。方法: 发

酵后的细菌经破碎、盐析、透析和离子交换层析 ,制备高纯度的 TNF-α。结果:纯化后的 TN F-α其表现分子量

( M r)为 17× 103 u,纯度大于 95% ,比活性为 3. 44× 107 U /mg。结论: 本实验采用的纯化方法是成功的 ,所制备

的 TNF-α与 Sigma公司的产品相比 ,各项指标均达到其公布的参数。

　　目前 ,国内有关人 TN F-α基因克隆和表达的工作

已获成功
[1 ]

。由 E. coli表达的重组人 TN F-α( rh TN F-

α)存在于胞浆中。分离纯化 rh TN F-α的方法通常包括

破碎细菌、离心、盐析、超滤、凝胶过滤、离子交换层析、

高效液相层析 ( HPLC)和亲和层析等一系列复杂步

骤 [2 ]。由于纯化工作步骤多 ,所需设备昂贵 ,难度较大。

　　本研究利用现有实验条件 ,对克隆后工程菌的高

效表达 ,以及表达后 rh TN F-α的纯化方法进行研究 ,

旨在探索 rh TN F-α的简便有效的纯化条件 ,制备高纯

度的 rh TN F-α,为进一步的研究工作提供物质保障。

1　材料与方法

1. 1　材料
　 　表达人 TNF-α的工程菌 DH5α/h TN F由本室提供。L929

细胞株由重庆医科大学病毒性肝炎研究所提供。

1. 2　主要试剂
　 　重组人 TN F-α( Sigma,美国 ): 2× 107 U /mg ,纯度 > 95%

( SDS-PAGE) ,临用前用生理盐水配成实验所需浓度。丙烯酰

胺 ( > 98. 5% , BDH化学公司 ,英国 )。甲叉双丙烯酰胺 (华美生

物工程公司 )。蛋白质分子量标准 ( Pharmcia公司 ,美国 )。

1. 3　细菌发酵及 TN F-α高效表达
　 　从含氨苄 5μg /ml的 LB平板上挑取 DH5α/h TNF单菌

落 ,接入 10 ml LB液体培养基中 (含氨苄 5μg /ml)。150 r /min

振荡培养 , 37℃ , 12 h ,即得活化的菌液。按 1 100接种在 LB培

养基上 , 30℃培养至 A600= 0. 3～ 0. 4,然后升温至 42℃培养 3

h。离心收集菌体。

1. 4　细菌破碎及离心
　 　取出冻存于 - 20℃的湿菌体 5 g (为 1000 ml LB培养基 ,

42℃诱导 3 h所得 ) ,加入 20 ml预冷的 20 mmo l /L T ris-HCl

( p H 8. 2) ,均匀悬浮后在冰浴中进行超声波破碎处理。13 000

r /min离心 15 min,留取上清液 ,其中即包括 rh TNF-α和可溶性

细菌杂蛋白。- 20℃保存备用。

1. 5　硫酸铵盐析
　　离心上清在 4℃进行 40% 饱和度 ( N H4 ) 2 SO4盐析。加入

( N H4 ) 2 SO4后于 4℃放置 30 min, 13000 r /min离心 20 min,上

清液继续进行 60%饱和度 ( NH4 )2 SO4盐析 , 4℃放置 30 min,

13000 r /min离心 20 min,沉淀用菌体破碎液溶解后 ,对 0. 1

mo l /L乙酸透析 ( 4℃ ) 48 h。- 20℃保存备用。

1. 6　 DEAE 8HR柱层析
　　柱规格 2× 30 cm(Water s公司 ,美国 ) ,用 20 mmo l /L T ris-

HCl( p H8. 2)平衡 ,进样后 5 min以 1 mo l / L NaCl梯度洗脱 ,收

集含 rh TN F-α的活性峰。流速 1 ml /min。

1. 7　 SDS-PAGE

　　按 Sigma试剂所带说明书推荐的方法。分离胶浓度 15% ,

沉积胶浓度 4% 。

1. 8　蛋白质含量测定
　　按 Bradfo rd之考马斯亮蓝法进行 [3] ,牛血清白蛋白作为标

准蛋白。

1. 9　 TN F-α活性测定
[4, 5 ]

　　 TN F-α的活性按 L929靶细胞法测定。待测样品造成 50%

L929细胞死亡定为 1个 TN F-α活力单位 ( u) ,因此 ,待测样品

TN F-α活性应为造成 50%细胞死亡时相应稀释倍数 ,同时以

TN F-α纯品作为标准 ,按其造成的 50% L929细胞死亡时相对

应的稀释倍数与实际活性对待测样品 rh TNF-α的活性进行校椎。

1. 10　 N-端氨基酸序列测定
　 　采用 Edman降解法 ,美国 ABI 473A蛋白序列仪及岛津
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C-R3A积分仪测定。

2　结果

2. 1　菌体破碎及硫酸铵盐析
　　细菌破碎程度与回收率直接相关 ,采用在冰浴中超声破碎

的方法 ,既可避免局部过热 ,又可使细菌破碎率 > 90% 。离心

后 ,未破碎的细菌、菌体碎片及大分子蛋白在沉淀中被去除 ,上

清中包括 r h TN F-α及可溶性菌体杂蛋白。通过 40% ～ 60%

( NH4 ) 2 SO4盐析 ,去除了一部分菌体杂蛋白 ,使比活性从 3. 85×

106 U /mg提高至 8. 88× 106 U /mg ,纯化倍数提高 2. 35倍 ,而回

收率达到 76% 。

2. 2　 rh TN F-α的纯化
　 　硫酸铵盐析后的沉淀重新溶解 ,经透析脱盐。样品通过

DEAE 8HR阴离子交换柱后 ,测定 rh TNF-α活性 ,发现活性出

现在第二峰 ,见图 1。合并相邻管后 ,其 rh TNF-α比活性达到

3. 44× 107 U /mg ,纯化倍数提高 9. 1倍 ,回收率为 47. 4%见附

表。经 SDS-PAGE并进行凝胶扫描发现 ,得到的 rh TNF-α纯度

达到> 95% , Mr 17× 103 u,见图 2。

图 1　 DEAE-8HR离子交换层析

附表　 rhTNF-α的不同纯化方法的比较

体积 ( ml ) 蛋白浓度 (ρB /μg ml- 1 ) 活性 ( U /ml ) 总活性 ( U) 比活性 ( U /mg) 纯化倍数 回收率 (% )

菌体 破 碎 20. 0 5058. 26 1. 92× 107 3. 84× 108 3. 78× 106 1. 00 100. 0

离　　　心 19. 0 4983. 30 1. 92× 107 3. 65× 108 3. 85× 106 1. 02 95. 1

硫酸铵盐析 7. 6 4002. 68 3. 84× 107 2. 92× 108 8. 88× 106 2. 35 76. 0

层　　　析 9. 5 558. 77 1. 92× 107 1. 82× 108 3. 44× 107 9. 10 47. 4

图 2　纯化后 rhTNF-α的 SDS-PAGE

lane1: 分子量标准 ; lane2: 纯化后的 rh TNF-α; lane3:

DH5α/h TN F经 42℃培养 3 h; lane4: DH5α/h TN F经

30℃培养 3 h

2. 3　 N-端氨基酸序列

　　经纯化的 rh TN F-α其 N-端起始的氨基酸序列为:

　　 Val Arg Ser Ser Ser
5

Arg Thr Pro Ser Asp
10

Lys Pro Val Ala

His
15

Val

3　讨论

　　人 TN F-α是一个非糖基化的蛋白质 ,成熟肽由

157个氨基酸组成 ,其中只有 2个半胱氨酸残基 ,形成 1

个链内二硫键。 E .col i由于本身的特点 ,其表达基因

工程产物的形式多种多样 ,如细胞内不溶性表达 (包涵

体 )、胞内可溶性表达、细胞周质表达 ;极少数情况下也

可分泌到细胞外 ,由于不同表达形式具有不同的表达

水平及完全不同的杂质 ,因此分离纯化的策略有很大

差别。蛋白质是两性分子 ,其带电性质依 pH的变化而
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变化 ,以其等电点为界 ,在酸性条件下带正电荷 ,在碱

性条件下带负电荷。等电点处于极端 ( pI < 5或 pl> 8)

位置的基因工程产物首选离子交换色谱方法 ,往往一

步即可去除几乎全部的杂质。

　 　根据以上理论 ,我们进行了纯化条件的优化。

rh TN F-α以可溶性蛋白的形式存在于胞浆中 ,故可通

过菌体破碎、离心去除不溶性杂质 ,通过分步盐析去除

部分可溶性杂质。由于 rh TN F-α的等电点为 pI= 5. 3,

本实验采用阴离子交换层析 , NaCl梯度洗脱 ,

rh TN F-α的纯度达到 95%以上 ,回收率也达到了 47.

4% ,比活性 3. 44× 10
7
U /mg ,并且具有良好的重复

性 ,见附表。与 Sigma公司的产品相比 ,各项指标均达

到其公布的参数 (比活性 2× 107 U /mg ,纯度> 95% ,

Mr 17× 103 u) ,说明本实验建立的方法是可行的。

　　本方法中使用的 DEAE-8HR柱 ,其填料直径为 8

μm,有良好的分辨率 ,并且可以耐受较高的柱压 ,清洗

方便。预实验中我们曾使用直径为 40μm的填料 ,发现

在低分子段 (约 M r 14× 10
3
u)有一条带 ,影响了 rh T-

N F-α的纯度。将 DEAE-8HR柱与 P650蛋白纯化系统

一起使用 ,分离过程时间较短 ( 30 min左右 )。

　　国外报道的 rh TN F-α纯化方法 ,皆以 HPLC作为

一必行的重要步骤
[2 ]
,此方法要求较高的设备条件和

技术条件 ,且成本高 ,制备量有限。本实验利用现有的

实验条件 ,将 rh TN F-α的粗制品经盐析、离心、透析、

DEAE-HR阴离子交换层析 ,得到高纯度、高比活、高

回收率的 rh TN F-α, M r 17× 10
3
u,与文献报道一致

[6 ]
。

进一步的 N-端氨基酸序列分析表明 ,我们制备的

rh TN F-α其 N-端序列符合天然人 TN F-α的一级结

构 [7 ]。

　　关键词　肺瘤坏死因子 ;层析 ;纯化

　　中图法分类号　 R730. 3
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大鼠皮层神经元膜片钳单通道记录模型

Single channel recording model in rat cortical neurons
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　　提　要　目的:介绍我室建立的大鼠大脑皮层神经元膜片钳单通道记录模型。方法: 大鼠大脑皮层神经

元急性分离和膜片钳单通道记录技术。结果: 急性分离的皮层神经元经鉴定成活良好 ,记录的 L-, N-和 T-型

钙通道的单通道电活动与文献报道基本一致。结论:我室建立的膜片钳实验方法是可靠的。

　　细胞的电活动是生命活动的基础 ,而这些电活动

则是通过细胞膜离子通道而实现的 ,因此 ,探讨细胞膜

离子通道的活动规律 ,对揭示生命现象本质、探讨疾病

的发病机理等具有重要的意义。随着膜片钳实验技术

的建立和推广 [1 ] ,使得我们能够在单个的细胞上观察

单个的离子通道电活动 ,对离子通道的认识向前跨进
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