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$% 材料和方法

-‘ -] 表达质粒的构建] 从含有人源性抗 <J#?C 抗体 W"! 段

基因的噬菌体［-］中扩增出重链 W% 片段，上游引物 0aC7CC""&D
&7"&"&CC&&（;）"""7&C7&C（4）C""（;）7"C&7&Ca 7CC""&&7"&&""（ 9）C

（4）"C（?）C&7（9）&&C&7"7"C（?）C"7（9）&&&（;）CC &（4）&（4）

7""7&&&7Oa；从上述噬菌体中扩增出轻链基因，上游引物 0aC7CD
C""&&7"&"&CC""（;）7&C（4）C&&（;）"&C"7&（4）7"C&7&77"C"7"77Oa和
下游引物 0a7CC""&&7"&&""7"&（4）&7"（9）77 &（4）7& C&&C"" C7&7&D
&7Oa* 为便于亚克隆和满足表达的要求，在上游引物的 0a端引

入 b%$S 酶切位点（下划线处，并含起始密码子 ?9;），下游引

物引入 + 个终止密码子（9?? 9;?）和 7%3IS 酶切位点* 将

E4I 产物分别克隆于 G;VR 1 9 载体（E:=N$C" 公司），再以

86$S 和 7%3IS 酶切，与相应酶切的表达载体 GV9 1 +,!（b=M"D
C$@ 公司）连接，构建成表达质粒 GV9W% 和 GV9>* 上述质粒均

经酶切鉴定，并经序列分析证明构建正确*
-‘ +] W% 片段链和 > 链表达 ] 将表达质粒 GV9W% 和 GV9> 分

别转化大肠杆菌 J>+-（HVO），挑单菌落接种于 + N> >J 培养液

（羧苄青霉素 -,, NC c >），O2d振摇过夜* 第 + 日分别取 O,（>
菌液转种于 + N> >J 培养液（羧苄青霉素 -,, NC c >）中，O2d振

荡培养 O [ 3 B 至 9/,, @N 为 ,‘ / [ -‘ ,，加 SE9; 至终浓度 ,‘ 3
NN=L c >，继续培养 O B，以诱导外源程序蛋白的表达* 诱导后的

菌液 /,,, : c N6@ 离心 -, N6@，上清加等量 + e 上样缓冲液，沉淀

（菌体）加适量 - e 上样缓冲液，沸水浴 0 N6@，/,,, : 离心 -
N6@* 取上清 QHQ 1 E?;V 电泳，考马斯亮蓝染色，脱色后观察结

果* QHQDE?;V 凝胶在双薄层扫描仪（QB6N"%5’，4QDYO,）检测蛋

白表达含量*
-‘ O] 包涵体蛋白的分离和复性] 取 0, N> 诱导表达的菌液

/,,, : c N6@ 离心 -, N6@，弃上清，沉淀用 0 N> 0, NN=L c > 9:6#D
<4L G< .‘ ,，+ NN=L c > VH9? 悬浮，加溶菌酶至 -,, NC c > 及

,‘ 0 N> -, N> c > 9:6&=@ fD-,,，O,d水浴 -0 N6@* 置冰上，超声

波粉碎细胞；3d，/,,, : 离心 -0 N6@* 上清为可溶性蛋白，取

0, "> 加等量 + e 上样缓冲液；沉淀为不可溶蛋白，加 -,, ">
- e 上样缓冲液，QHQDE?;V 电泳，考马斯亮蓝染色，脱色后观

察结果* 包涵体蛋白复性参照文献［+］报道的方法进行*
-‘ 3] 免疫印迹] 取 +0 "> 初步纯化浓缩的蛋白溶液与等量

的 + e 上样液混合（ 加 #D巯基乙醇），QHQDE?;V 电泳后转移

至硝酸纤维素膜（b4R），O, C c > 脱脂奶封闭，加兔抗人 W"! 段

抗体，再与碱性磷酸酶标记的羊抗兔 SC; 抗体反应，J4SED
bJ9 显色*
-‘ 0] 活性检测] 取 +0 "> 初步纯化浓缩的蛋白溶液及其稀

释液与等量的碳酸盐缓冲液混合，包被 V>SQ? 板孔（每样品包

被 3 孔），3d 过 夜，O, C c >JQ? 封 闭，加 入 适 当 工 作 浓 度 的

<IED<J#?C，以底物邻苯二胺显色，测 93Y,@N值，并计算 3 个孔

的平均值*

&% 结果

+‘ -] W% 段和 > 链蛋白的表达 ] QHQDE?;V 检测可见，W% 段

和 > 链表达质粒转达化 J>+-（HVO）后，均能够表达外源蛋

白，其表观分子质量约 +0 8’（W%）和 +2 8’（>），并且都是以包

涵体形式表达，密度扫描检测 W% 段和 > 链蛋白的表达量分别

约为 3.g 和 0Og * 免疫印迹实验显示，两种蛋白均可与抗人

W"! 段抗体反应，证明为人源抗体*
+‘ +] W"! 蛋白复性] W% 段和 > 链包涵体经 ;’<4L 溶解后，等

量混合加入复性缓冲液中于 -,d 折叠 O/ B* QHQDE?;V 检测

可见 W% 段 和 > 链蛋白在 0, 8’ 处折叠形成一个新的蛋白，该

蛋白带经 #D巯基乙醇处理则重新消失* 薄层扫描显示 0, 8’
的复性蛋白占总蛋白的 +.g *
+‘ O] 复性蛋白具有结合 <J#?C 的活性] 复性的蛋白溶液与

酶标 <J#?C 反应后，93Y,@N平均为 ,‘ 2-+，说明表达蛋白复性后

对 <J#?C 有一定抗原结合活性*

’% 讨论% 我们将抗 <J# 抗体的轻链和 W% 段基因分别置于

GV9D+, ! 质粒中，转化大肠肝菌后，获得了高效表达，表达产

量分别为 3.g和 0Og * W% 段和 > 链蛋白在折叠液中复性，形

成的复性蛋白对 <J#?C 有一定结合活性* 说明基因工程抗体

大肠杆菌包涵体表达的技术路线是可行的* 但是复性效率比

较低，需要进一步研究改进复性条件、提高复性比例*
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