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蛋白原核表达质粒!在大肠埃希菌中诱导表达后进行纯化)方法
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以
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细胞

提取
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后逆转录的
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为模板!利用聚合酶链反应"
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树脂柱亲和层析纯化!
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鉴定重组蛋白表达形式!蛋白印迹法"
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%鉴定重组蛋白的免疫

原性!酶联免疫吸附试验"
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%鉴定其免疫反应性和特异性)结果
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重组蛋白为上清可溶性表达!
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示重组蛋白有足够的免疫原性!能与外周血中的抗
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抗体发生特异

性反应!特异性达
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"是临床常见的一种自身免疫性

疾病#其血清中可检出多种自身抗体#以抗
226

抗体

和抗
22K

抗体最为常见#而抗
22K

抗体较抗
226

抗

体更为特异#是
22

的血清特异性抗体#在原发性
22

中阳性率可高达
-&'

"

,&'

$除此之外#抗
22K

抗

体亦可出现在其他自身免疫性疾病中#与血管炎&

#

'

%

高球蛋白血症&

)

'

%肾脏受累和肺病变&

#

'

%腮腺肿大&

!

'

%

冷球蛋白血症&

+

'等相关$目前抗
22K

抗体的检测主

要采用 免 疫 印 迹 法 !

?K

"和 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

!

@4?26

"进行检测&

&

'

#但与国外免疫微球技术的检测

结果相距甚远&

-

'

$随着我国自动化程度的不断提高#

自身抗体的全自动定量检测是未来的必然趋势$因

此本文通过基因克隆和重组
516

技术将
22K

基因

克隆至
:@/+#C

载体#构建原核表达质粒#表达并纯

化出
22K

蛋白#为进一步建立抗
22K

抗体的全自动

定量检测磁微粒化学发光试剂提供实验基础#现将研

究结果报道如下$
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材料与方法
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一般资料
!

收集川北医学院附属医院
)(#-

年
#

月至
)(#%

年
#)

月经欧蒙免疫印迹法检出的抗
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抗体阳性患者的血清
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例$
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公司#
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"购自美国
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M

<C

公司*限制性

内切酶
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%

和
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及
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连接酶和高保

真聚合酶均购自日本
/CAC=C

公司*大肠埃希菌
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&

%

516JC88FG

%质粒提取试剂盒购自北京天根生

化科技有限公司*胰蛋白胨和酵母粉购自美国
2I

M

<C

公司*卡那霉素和氯霉素购自美国
9IWER

公司*
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)g

7

树脂填料购自美国
.IJJI

O

RGF

有限公司*
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所用重组
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蛋白购自德国
5ICGFEH

公司*其余试剂均为国产

或进口分析纯试剂$
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引物设计%合成与
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扩增
!

根据
9FDWCD[

中
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基因编码序列!

1.

4

((!#+)

"#设计
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引物#

并在引物的
&e

端分别引入
KC<0

%

和
N̂R

%

的酶切

位点#由上海生工生物有限公司合成$引物序列见表

#

!下划线部分为酶切位点"$以
0FJC

细胞提取总

=16

后逆转录制备的
E516

为模板#用合成的引物

进行扩增#产物经
#'

琼脂糖凝胶电泳鉴定#并切胶回

收#获得目的基因片段
22K7QJC

M

$
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重组质粒的构建
!

将
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M

和
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质

粒用
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和
N̂R
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进行双酶切#琼脂糖凝胶电泳

后切胶分别回收#再将两者以
/+516

连接酶
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连

接过夜$连接产物转化感受态大肠埃希菌
50&
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#在
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平板!卡那霉素
&(

#

M

)
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#氯霉素
!+

#
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)
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"上

进行初步筛选#对平板上长可生长的单个菌落进行菌

落
:3=

和测序鉴定#鉴定正确的阳性克隆提取质粒#

命名为
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将
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重组质粒转化入感受态大肠埃希菌
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"中#涂布于
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平板!含抗生

素#浓度同上"上#

!%h

培养过夜#待长出单个菌落后

进行菌落
:3=

鉴定#阳性克隆接种于
&<4

的
4K

液

体培养基中!抗生素浓度同上"#

!%h

培养
#)

"

#+N

#

加入甘油保存菌种$次日将菌种以
#p#((

接入
&
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的液体培养基中!抗生素浓度同上"#

!%h

培养至
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为
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)

4?:/9

#
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诱导表

达
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后#
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)
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%
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离心
#<ID

#收集菌体$加

入
#<4

破碎液进行超声波裂解$裂解条件(温度
7

冰

浴%功率
)('

%超声
);

%间隔
-;

%时间
&<ID

$

#)(((

G

)
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#收集上清液和沉淀$
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菌种活化后#

按
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M

)
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#氯霉素浓度
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#

M
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!% h

培养至
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O
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甘油溶液重悬菌体#超声波裂解菌

体#

+h#!(((G
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收集裂解上清$
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上清纯化用高亲和性
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甘油溶

液平衡!平衡溶液"#再将裂解上清上样至
1I

树脂$

上样后#用平衡溶液洗涤至
>5),(

到
(*#((

以下#分

别用含不同浓度咪唑!

)(

%

-(<<RJ

)

4

"的平衡溶液洗

脱目的蛋白$
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重组蛋白免疫原性验证
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用纯化的
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蛋白免疫
K64K
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E

雌性

小鼠#每只每次
-(

#

M

#腹腔注射$第
#

次免疫使用弗

氏完全佐剂#第
)

次和第
!

次免疫使用弗氏不完全佐
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期
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重组蛋白基因扩增引物序列!下划线为酶切位点"

目的基因名称 片段长度!
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" 引物名称 引物序列

22K7QJC

M

#))# 22K7T &e76/9/39996/3393/96666/99/96/66/97!e

22K7= &e76//9393/39693/99/3/336936336///7!e

剂$第
!

次免疫后第
%

天采集小鼠血清#

UK

检测
5I7

CGFEH

公司的重组
22K

蛋白#分别上样
&

%

#(

%

)(D

M

$

小鼠血清为一抗#羊抗鼠
70=:

为二抗#参照文献

方法&

%

'

$

D*!*O

!

92/722K7-
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检测

抗
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抗体
!

使用
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蛋白包被酶标

板#孵育不同效价的抗
22K

蛋白自身抗体人血清样

品$以
8ICGFEH

公司的重组
22K

蛋白作为对照#包被

酶标板#检测相同的人血清样品#将两种蛋白检测的

>5

值绘制相关性曲线$
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重组蛋白特异性验证
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收集经免疫印迹法
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"检测抗
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%

2276

%

2EJ7%(

%

:.7

2EJ

%

BR7#

%

3@1:7K

%

:316

%

8;516

%

1L3

%

=IW7:

和

6.6 .)

等不同自身抗体阳性的血清标本各
-

份#

采用
#*)*-

方法建立的
@4?26

反应体系检测上述血

清标本#以标本
>5

+&(D<

)!

(*#(g

阴性对照
>5

+&(D<

"

"

#*((

#即
2

)

3>

"

#*((

作为阴性判读标准$

E

!

结
!!

果

E*D

!

:3=

扩增结果
!

扩增产物经
#'

琼脂糖凝胶电

泳分析#可见
#)((W

O

左右的目的条带#与预期大小

一致#见图
#

$

!!

.

(

516<CG[FG

!

W

O

"*

#

(

22K

目的基因

图
#

!!

22K

目的基因
:3=

扩增产物电泳图

E*E

!

重组质粒的菌落
:3=

及测序鉴定结果
!

22K

目的基因与
:@/+#C

质粒均经双酶切%胶回收后#用

/+516

连接酶连接过夜#连接产物转化感受态大肠

埃希菌
50&

&

#对
4K

平板!含抗生素"上生长的单个

菌落进行菌落
:3=

#均扩增出
#)((W

O

左右的目的条

带#测序结果显示与
9FDWCD[

中
22K

基因编码序列

!

1.

4

((!#+)

"一致#表明
92/722K7-

%

0I;7:@/+#C

重组质粒构建正确$菌落
:3=

结果见图
)

$

E*!

!

诱导表达和纯化

E*!*D

!

重组蛋白表达形式鉴定
!

将正确构建的重组

质粒
92/722K7-

%

0I;7:@/+#C

转化入
>XFG@V

O

GF;;

3+#

!

5@!

"中#

#-h?:/9

诱导表达
-N

#收集菌体经

超声破碎后分别收集上清液和沉淀#

2527:69@

鉴

定#结果示
92/722K7-

%

0I;

重组蛋白是上清液可溶

性表达#相对分子质量为
%)f#(

!

#见图
!

$

!!

.

(

516<CG[FG

!

W

O

"*

#

"

+

(挑取的单克隆菌落

图
)

!!

92/722K7-

%

0I;7:@/+#C

的菌落

:3=

检测结果电泳图

!!

.

(预染蛋白
<CG[FG

!

A5C

"*

#

(

?:/9

诱导后裂解上清液*

)

(

?:/9

诱导后裂解沉淀

图
!

!!

重组蛋白可溶性鉴定的
2527:69@

电泳图

E*!*E

!

重组蛋白大量表达后纯化
!

将含有重组质粒

92/722K7-

%

0I;

的
>XFG@V

O

GF;;3+#

!

5@!

"菌种扩

大培养#

?:/9

诱导表达后收集菌体#超声破碎#取上

清过
1I

)g 树脂柱$用平衡溶液洗涤至
>5),(

到

(*#((

以下#分别用含不同浓度咪唑的平衡溶液!

)(

%

-(<<RJ

)

4

"洗脱目的蛋白$目的蛋白在两个浓度咪

(++)
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书书书

唑下均有洗脱蛋白!电泳结果示"蛋白主带清楚!总体

纯度大于
!"#

#

$"%%&'

$

(

组分产量更高!作为优选

组分%图
)

&#

!*"*"

!

重组蛋白免疫原性鉴定
!

用纯化的
+,-.

,,/.$

"

012

蛋白免疫
/3(/

$

4

小鼠!采集小鼠血清!

5/

检测
617894:

公司的重组
,,/

蛋白!分别上样
;

'

<"

'

=">

?

#检测结果显示"

+,-.,,/.$

"

012

重组蛋

白免疫小鼠制备的抗血清能够与
617894:

公司的重组

,,/

蛋白反应!表明融合蛋白具有足够的免疫原性

%图
;

&#

!!

@

"预染蛋白
%78A98

%

B67

&(

<

"

CD-+

诱导后裂解上清(

=

"经
E1

树

脂柱的流穿液(

F

"

="%%&'

$

(

咪唑洗脱组分(

)

"

$"%%&'

$

(

咪唑洗脱

组分

图
)

!!

扩大培养后重组蛋白洗脱条件的
,6,.D3+G

电泳图

!!

<

"

=">

?
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=

"

<">

?

(

F

"
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?

图
;

!!

重组蛋白免疫原性的
5/

鉴定结果

!*"*#

!

重组蛋白用于
G(C,3

检测抗
,,/

抗体
!

用

+,-.,,/.$

"

012

蛋白和
H17894:

公司的重组
,,/

蛋

白!分别包被酶标板!检测相同的人血清样品%

<<;

例&#将两种蛋白检测的
I6

值做相关性曲线!表明

+,-.,,/.$

"

012

蛋白检测人血清样品的临床相关性

与德国
617894:

公司的重组
,,/

蛋白一致!

!

=

J"*!F=

%图
$

&#

图
$

!!

+,-.,,/.$

"

012

蛋白和
H17894:

公司的重组

,,/

蛋白检测人抗
,,/

抗体的相关性分析

!*"*$

!

特异性鉴定
!

用
+,-.,,/.$

"

012

蛋白包被

建立的
G(C,3

反应体系检测抗
K<.>LED

'

,%6<

'

,,.3

'

,4'.M"

'

D@.,4'

'

N&.<

'

OGED./

'

DOE3

'

H26E3

'

EKO

'和
3@3@=

等常见自身抗体阳性血清标本!结

果均为阴性#见表
=

#

表
=

!!

+,-.,,/.$

"

012

蛋白与常见自身

!!!

抗体交叉反应情况

自身抗体
" (C3 G(C,3

%

,

$

OI

"

&

K<.>LED $ FP "*$<

,%6< $ FP "*;F

,,.3 $ FP "*;<

,4'.M" $ FP "*=$

D@.,4' $ FP "*)!

N&.< $ FP "*;F

OGED./ $ FP "*)F

DOE3 $ <P

!

=P "*;;

H26E3 $ =P

!

FP "*$<

EKO $ FP "*FQ

3@3 @= $ FP "*F!

!!"

,

$

OI

为样本检测结果均值

"

!

讨
!!

论

!!

,,/

抗原是原发性干燥综合征%

R

,,

&的特异性自

身抗原之一!是
3(,D3K+0

等)

Q

*在
<!M;

年用人淋

巴细胞提取物检测
R

,,

患者的血清时发现并命名的!

后经证实与
<!M)

年发现的胞浆抗原
(7

是同一种物

质!故称之为
,,/

$

(7

抗原#

,,/

抗原是
LE3

聚合酶
"

的辅助蛋白!参与基

因的转录终止)

!

*

!帮助
R

89.:LE3

的正确折叠和加工

成熟)

<"

*

#

,,/

抗原主要定位于细胞核!在紫外线照射

等异常情况下!

,,/

抗原会发生突变!且细胞内定位

亦发生改变!进而刺激机体产生抗
,,/

抗体!引起自

身免疫性疾病的发生)

<<

*

#

目前!抗
,,/

抗体的检测主要采用
C/

和
G(C,3

<))=

重庆医学
="<!

年
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月第
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卷第
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进行检测)

;

*

#

C/

法虽操作简单!无需特殊仪器!但其

检测结果完全定性!且易受主观因素影响!难于质量

控制)

<=

*

#而
G(C,3

操作繁琐!重复性差!干扰因素较

多#故建立一种全自动'高灵敏的定量方法才能更好

满足临床需要#本研究构建了
+,-.,,/.$

"

012.

DG-)<7

原核表达载体!诱导纯化出有活性的
+,-.

,,/.$

"

012

蛋白#

+,-.,,/.$

"

012.DG-)<7

重组

质粒带有
$S012

和
+,-

标签"

$S012

用于目的蛋白

的亲和纯化!且能增加目的蛋白在体外的稳定性)

<F

*

(

来源于日本血吸虫的谷胱甘肽巯基转移酶%

+,-

&标

签!是目前应用最为广泛的融合标签之一)

<)

*

!可提高

目的蛋白的表达量和可溶性#

本实验重组质粒中插入目的蛋白序列长度为

<==<T

R

!测序结果与
+9>T7>A

中
,,/

基因编码序列

完全一致!其翻译的目的蛋白理论相对分子质量应为

))*MMS<"

F

(

O

端
$S012

标签相对分子质量约为

"*$$S<"

F

(

E

端
+,-

标签蛋白的相对分子质量约为

=$S<"

F

!故本研究诱导纯化出的目的蛋白相对分子

质量大约为
M=S<"

F

!与
,6,.D3+G

鉴定结果一致!

因此本实设计的重组蛋白制备路线正确#

本研究将
+,-.,,/.$

"

012

重组蛋白免疫小鼠!

所得到的小鼠抗血清能与德国
617894:

公司的重组

,,/

蛋白发生反应!并且
+,-.,,/.$

"

012

重组蛋白

亦能与自身免疫性疾病患者血清中的抗
,,/

抗体结

合!说明
+,-.,,/.$

"

012

重组蛋白具有很好的免疫

原性和免疫反应性!同时重组蛋白与其他常见的自身

抗体之间不存在交叉反应!具有很好的特异性!其所

携带的
=$S<"

F

+,-

标签未对重组蛋白的蛋白活性'

生物学功能等产生影响!因而重组蛋白无需切除
+,-

标签!直接作为抗原!为进一步建立应用于国产仪器

的全自动定量检测抗
,,/

自身抗体的磁微粒化学发

光试剂奠定基础#
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