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TRIM25 蛋白表达与纯化
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【摘要】目的　TRIM25 蛋白在原核系统内进行表达，筛选最佳的纯化条件，并进行大量表达纯化。方法　利用大肠杆菌

系统表达 TRIM25，转化至 Rosetta-gami (DE3) pLysS、 Rosetta-gami 2 (DE3) 和 BL21 (DE3) 感受态细胞，经 IPTG 诱导表达，

通过 GST 填料纯化和分子排阻层析技术进一步纯化蛋白。结果　将 TRIM25 质粒成功转化至 BL21 (DE3) 感受态细胞，表达条

件为 16 ℃、0.4 mM IPTG 诱导 18 h，并对纯化条件进行了大量的摸索，通过对纯化条件的多次优化之后，最后确定了分子筛

buffer 为 50 mM HEPES pH 7.5， 300 mM NaCl， 1 mM DTT。结论　成功表达出 TRIM25 蛋白，筛选出最佳纯化条件，为后续

进一步筛选靶向 TRIM25 蛋白的天然产物及结构功能研究奠定基础。
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TRIM25 作为一种 E3 泛素连接酶，介导靶蛋白的泛素化修

饰，参与多种疾病的发生和细胞机制 [1]。经过研究者们的不

懈努力，发现 TRIM25 与多种疾病密切相关，包括病毒感染、

癌症和免疫相关疾病，例如系统性红斑狼疮 [2]。在癌细胞中，

TRIM25 可能通过调控肿瘤抑制基因、调节细胞周期及促进细

胞凋亡逃逸等机制，参与肿瘤的发生和转移 [3]。TRIM25 的过

表达可能促进癌细胞的增殖和迁移，而 TRIM25 的缺失则可

能导致免疫系统对肿瘤的识别和清除减弱。在免疫反应中，

TRIM25与免疫受体如RIG-I相互作用，促进RIG-I的泛素化，

从而增强其对病毒 RNA 的识别和信号传导，起到增强抗病毒

免疫反应 [4]。TRIM25不仅在病毒感染和癌症中发挥重要作用，

也参与免疫系统的调节。研究发现，TRIM25 在免疫反应中的

双向调节作用，使其成为治疗自身免疫性疾病或免疫抑制性

疾病的潜在靶点。其泛素化功能不仅直接促进蛋白降解，还

通过调节信号通路（如 NF-κB、IRF3 等）间接参与免疫调控。

因此，靶向 TRIM25 蛋白的药物发现是研究热点。在体外获得

高纯度的 TRIM25 蛋白，可为后续体外酶抑制剂筛选、药物作

用于酶的机制验证和结构功能研究奠定基础。

1 材料与方法
1.1 质粒、菌株、试剂

重组质粒 PGEX-4T-1-TRIM25 委托北京擎科生物公司构

建，Rosetta-gami (DE3) pLysS、 Rosetta-gami 2 (DE3) 和

BL21 (DE3) 感受态细胞为实验室保存菌种，酵母提取物、胰

蛋白胨均购自英国 Oxold 公司；谷甘光肽，IPTG、氨苄青霉

素和预染彩虹蛋白 Marker均购自大连美仑生物技术有限公司；

Tris和 SDS均购自合肥兰杰柯科技有限公司；NaCl和 DTT均购

自北京兰博利德商贸有限公司。GST填料购自德国Qiagen公司。

1.2 溶液配制

Lysis buffer 的 配 制：50 mM Tris pH 7.5、150 mM 

NaCl，分子筛 buffer A 配制：50 mM Tris pH 7.5， 150 mM 

NaCl， 0.5mM DTT，分子筛 buffer B 配制：50 mM HEPES pH 

7.5， 300 mM NaCl， 1 mM DTT；1000×异丙基硫代 -β-D-

半乳糖苷（IPTG）溶液的配制：用电子天平称取 4.8 g 的

IPTG 置于烧杯中，加 RO 水定容至 50 mL，在超净台中用 0.22 

μm 孔径的无菌滤膜过滤除菌后收集至无菌管中，-80 ℃低温

保存；1000 × 氨苄青霉素溶液的配制：用电子天平称取 5 g

的氨苄青霉素置于烧杯中，加纯水定容至 50 mL，在超净台

中用 0.22 μm 孔径的无菌滤膜过滤除菌后收集至无菌管中，

-80 ℃低温保存。

1.3 感受态的确定

将 TRIM25 质粒分别转化至 Rosetta-gami (DE3) pLysS、 

Rosetta-gami 2 (DE3) 和 BL21 (DE3) 感受态细胞，并涂布至

含有氨苄青霉素的 LB固体平板上，37 ℃培养过夜。分别挑取

单克隆菌落，转入含有 6mL LB 液体培养基的摇菌管中，200 

rpm 37 ℃培养至 OD600 值 0.8 时，加入终浓度为 0.4 mmol/L 

IPTG，在 18 ℃下诱导 18 h。最后 5000 rpm 离心 10 min 收

集菌体。

1.4 蛋白大量纯化

1.4.1 细菌破碎

将 TRIM25 质粒转化至 BL21 (DE3) 感受态细胞，次日挑

单斑到 250mL 锥形瓶中培养至 OD600 值 0.8 时，取 5 mL 转入

含有 1L LB 液体培养基的摇菌瓶中，37 ℃ 200 rpm 培养至

OD600 值 0.8 时，加入终浓度为 0.4 mmol/L IPTG，16 ℃ 诱

导 18 h。最后 5000 rpm 离心 12 min 收集菌体。

1.4.2 蛋白纯化

取3.5 mL菌体，加入50 mL lysis buffer混合均匀后，

使用低温超高压连续流细胞破碎仪，压力 1140 bar 左右，连

续破碎 4-5 次，直至菌液成水滴状不粘稠为止。破碎后的菌

液在 4 ℃ 下 21500 rpm 离心 30 min，收集上清液。上清液

流穿至装有 GST 填料的重力柱中，使菌液和填料充分结合，

加入 20mLlysis buffer 洗杂，而后加入 50mL RNA 酶酶切

1.5h，而后加入 100μL 3C 酶进行酶切 14h，次日，将流穿

液置于 10 kDa 超滤管中浓缩至 500 μL。选择 Superdex 200 

Increas 凝胶层析柱，在 ÄKTA pure 层析系统上进一步纯化。

2 结果
2.1 TRIM25 蛋白质序列及表达载体

TRIM25 蛋白序列如下：GSGVKAKVLENFLTKSRTELLEYFVKVI

FDYNTAHNKVSLSNKYTTASVSDGLQHYRSHPQRFTYCSQVLGLHCYKNGIHY

WEVELQKNNFCGVGICYGSMERQGPESRLGRNPNSWCVEWFNNKISAWHNNVE

KTLPSTKATRVGVLLNCDHGFVIFFAVTEKVHLMYKFKVDFTEALYPAFWVFS
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构建载体：TRIM25 蛋白质序列经过密码子优化后委托

北京擎科生物公司合成，构建到 PGEX-4T-1 载体的 PasI 与

EcoRI 位点之间，该载体带有氨苄青霉素抗性基因 AmpR，启

动子系统是由 lac 操纵子控制的 tac 强启动子，同时，质粒

自身携带了高表达型 lac 阻遏蛋白基因，在抑制启动子泄露

表达时，无需依赖宿主菌的 lacI，可以对目的基因进行强转

录（图 1）。

图 1：原核表达载体 PGEX-4T-1 图谱

2.2 TRIM25 蛋白小量表达检测

本次实验选择了三种感受态细胞，其中蛋白只有在

BL21(DE3) 感受态细胞中有表达，因此，选择 BL21(DE3) 感受

态细胞作为表达菌株。

图 2：TRIM25 在不同感受态细胞中的表达情况

(A：泳道 1 为 BL21(DE3) 感受态细胞表达破碎后的上清

样品；泳道 2 为 BL21(DE3) 感受态细胞表达破碎后的沉淀样

品；泳道 3 为 BL21(DE3) 感受态细胞表达与 GST 填料孵育后

的上清样品；泳道 4 为 BL21(DE3) 感受态细胞表达的 GST 填

料洗脱样品；B：泳道 1为 Rosetta 2(DE3)pLysS 感受态细胞

表达破碎后的上清样品；泳道 2 为 Rosetta 2(DE3)pLysS 感

受态细胞表达破碎后的沉淀样品；泳道 3 为 Rosetta 2(DE3)

pLysS 感受态细胞表达与 GST 填料孵育后的上清样品；泳道 

4 为 Rosetta 2(DE3)pLysS 感受态细胞表达的 GST 填料洗脱

样品；C：泳道 1 为 Rosetta-gami 2 (DE3) 感受态细胞表

达破碎后的上清样品；泳道 2 为 Rosetta-gami 2 (DE3) 感

受态细胞表达破碎后的沉淀样品；泳道 3 为 Rosetta-gami 2 

(DE3) 感受态细胞表达与 GST 填料孵育后的上清样品；泳道 4 

为 Rosetta-gami 2 (DE3) 感受态细胞表达的 GST 填料洗脱样
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品；M为 Marker.)

2.2.1 TRIM25 大量表达与纯化

我们对纯化条件进行了大量的摸索，通过对纯化条件的

多次优化之后，最后确定了分子筛 buffer 为 50 mM HEPES pH 

7.5， 300 mM NaCl， 1 mM DTT，见图 3、图 4。

图 3：TRIM25 蛋白分子筛纯化图

图 4：TRIM25 蛋白 SDS-PAGE 凝胶图

1. 总样 2. 流穿 3. 洗杂 4. 酶切前 5. 酶切后 6-8: 分子

筛 16 ～ 18ml

3 讨论
TRIM25 作为一种 E3 泛素连接酶，介导靶蛋白的泛素化修

饰，参与多种疾病的发生和细胞机制，尤其在乳腺癌、结直

肠癌、肺癌等中通过抑制 p53 通路、激活促癌信号促进肿瘤，

是肿瘤靶向治疗研究的重要候选分子 [5]，也是天然产物研究

的热点蛋白 [6]。本研究我们通过借助 GST 标签，采用 PGEX-

4T-1 载体构建出 TRIM25 蛋白质粒，使蛋白成功在原核系统

表达，优化了感受态细胞和分子筛 buffer 的摸索，最终得到

纯度和均一性较好的 TRIM25 蛋白，为后续在体外对 TRIM25

蛋白结构和功能性的研究奠定基础，也为从天然产物中获得

TRIM25 亲和力配体活性成分奠定基础。
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