
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）"(#")!$#")

趋化因子受体 !!"# 胞外段重组蛋白的克隆、表达、纯化及鉴定

吴孔田，张英起，颜* 真* （第四军医大学药学系生物技术中心，陕西 西安 %!""++

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""(#!"#!!；* 接受日期：$""(#!$#"%

基金项目：教育部“长江学者和创新团队发展计划”（ ,-.")(&）

通讯作者：颜* 真/ .01：（"$&）2)%%+)22 34561：7589:08; <44=/ 0>=/ ?8

作者 简 介：吴 孔 田/ 硕 士 生（ 导 师 颜 * 真，张 英 起 ）/ .01：（ "$&）

2)%%)%%)* 34561：@AB658$""!; 75:CC/ ?C4/ ?8

!$%&’&(，)*+,)--’%&，+.,’/’012’%& 1&3
’3)&2’/’012’%& %/ !!"# )*2,10)$$.$1,
3%41’& ,)0%45’&1&2 +,%2)’&
!" #$%&’()*%，+,-./ 0)%&’1)，0-. +23%
D6CB0?:8C1CE7 F08B0G，H?:CC1 C< I:5G45?7，JC=GB: K616B5G7 K0>6#
?51 L86M0GN6B7，O6P58 %!""++，F:685

【65-2,102】678：.C ?C8NBG=?B 5 QGCA5G7CB6? 0RQG0NN6C8 M0?BCG C<
FF-( 0RBG5?011=15G >C4568 G0?C4S6858B QGCB068 58> BC Q=G6<7 58>
6>08B6<7 6B/ 89:;<=>：.C CSB568 5468C 5?6> N0T=08?0 C< FF-(
0RBG5?011=15G >C4568N，B:0 <C=G Q0QB6>0N C< FF-(（U#B0G4，3FV!，

3FV$ 58> 3FV+）@0G0 ?C4S680> =N68E B:0 NC<B 168A0G 58> 8540>
GFF-(/ -FF-( E080 @5N N78B:0N690> 5??CG>68E BC ?C>C8 45 6$7)
QG0<0GG0>/ .:0 E080 @5N ?1C80> 68BC B:0 M0?BCG Q3.#$$S（ W ）58>
B:0 564 QGCB068 @5N 0RQG0NN0> 68 45 6$7)/ .:0 0RQG0NN6C8 QGC>=?B
@5N Q=G6<60> 58> B:08 6>08B6<60> @6B: X0NB0G8#S1CB/ "9>?@:>：

X0 >0M01CQ0> 5 Q=G6<6?5B6C8 QGC?0NN C< GFF-( <GC4 68?1=N6C8
SC>60N/ .:0 QGC?0>=G0 68?1=>0> @5N:68E 58> NC1=S61695B6C8 C<
68?1=N6C8 SC>7，Q=G6<6?5B6C8 S7 H0Q:5?G71H#+"" 58> G0<C1>68E S7
H0Q:5?G71H#!""/ .:0 G0N=1B C< X0NB0G8# S1CB N:C@0> B:0 NQ0?6<6?
S68>68E C< FF-( 4YS @6B: 564 QGCB068/ !<A!@?>7<A：I=G6#
<60> G0?C4S6858B QGCB068 GFF-( 6N CSB5680> N=??0NN<=117，@:6?:
?58 S0 =N0> 5N 5 ?58>6>5B0 58B6E08 <CG FF-( 5=BCM5??680 BC
?:51108E0 Z,[#! 68<0?B6C8/

【B)CD%,3-】FF-(；IY\-3；68?1=N6C8 SC>60N；G0<C1>68E；5=BC#
M5??680；Z,[#! 68<0?B6C8

【摘* 要】目的：构建趋化因子受体 (（FF-(）胞外段重组蛋

白（命名为：GFF-(）原核表达载体，并进行诱导表达/ 对表达

产物进行纯化和鉴定/ 方法：截取 FF-( 胞外结构 ) 个片段

U#.0G4，3FV!，3FV$ 和 3FV+ 的氨基酸序列，应用柔性 168A0G
分别串联，模拟 FF-( 胞外结构，依据大肠杆菌偏爱密码子人

工合成基因/ 运用基因重组方法在大肠杆菌中进行表达，表

达产物经纯化、复性后进行 X0NB0G8 S1CB 鉴定/ 结果：目的蛋

白以包涵体形式存在，经包涵体洗涤、变性溶解，H0Q:5?G71H#
+"" 凝胶过滤层析及 H0Q:5?G71H#!"" 凝胶柱复性获得了纯化

的蛋白质，目的蛋白能与 FF-( 4YS 特异性结合/ 结论：获得

了大量纯化的 GFF-( 重组蛋白，可作为研制 FF-( 自体蛋白

疫苗以阻断 Z,[#! 感染的候选抗原蛋白/
【关键词】FF-(；人工手动 Z.V 表位；包涵体；复性；自体疫

苗；Z,[#! 感染

【中图号】]%2* * * 【文献标识码】Y

EF 引言

趋化因子受体 (（FF-(）是 Z,[#! 感染初期病毒

进入体内最重要的辅助受体［!］，近几年来，以 FF-(
为靶点的抗 Z,[#! 策略倍受关注，通过小分子拮抗

剂、单克隆抗体及基因干涉等不同手段减弱或降低细

胞表 面 FF-( 的 功 能 达 到 对 抗 Z,[#! 感 染 的 目

的［$ ^ (］/ 其中以 FF-( 为靶向的自体疫苗开辟了艾

滋病疫苗研究的新途径［’］/ FF-( 自体疫苗通过诱导

机体自身产生针对自身分子 FF-( 的抗体进而与细

胞表面的 FF-( 结合，降低细胞表面的 FF-( 的数

量，减少了 Z,[#! 病毒感染的机会，达到预防 Z,[#!
感染的效果/ 我们构建人 FF-( 胞外段重组蛋白表

达载体，对获得的重组蛋白纯化、复性/ 为构建 FF-(
自体蛋白疫苗提供实验依据/

GF 材料和方法

G/ G F 材料 F 各种限制性内切酶、.)#\UY 连 接 酶

（.5_5-5 公司）；\V$""" \UY 45GA0G（大连宝生物工

程公司）；质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒（上海博亚

生物技术有限公司）；蛋白 45GA0G 羊抗鼠二抗（ 华美

公司）；小鼠抗人 FF-( 4YS（-‘\ 公司）/ 其他试剂

均为国产分析纯/ 原核表达载体 Q3.#$$S（ W ）质粒

为本室保存/ 宿主菌为大肠杆菌 DV#$!/ (V 发酵罐

（D/ DG5=8 公司）/ )a高速离心机、冻干机（D0?A458
公司）/ 凝胶柱填料 H0Q:5?G71H#+""，H0Q:5?G71H#!""
及纯化设备（Y40GN:54 I:5G45?65 D6CB0?: 公司）/
G/ HF 方法

!/ $/ !* FF-( 胞外段基因的合成* 分析 H@6NN#IGC 蛋

白质数据库 FF-( 的结构，截取 FF-( 胞外 ) 个片段

U#.0G4，3FV!，3FV$，3FV+ 的氨基酸序列，分别为 U#
.0G4： K\b][HHI,b\,Ubb.H3IF]_,U[_],YY-

（+! ）；3FV!：bYYY]X\JcU.KF]（ !) ）；3FV$：
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!"#$%&’()*+""(,-)"#)#,.$/,#*’$ （ 01 ）；

%+’0：/*,#%,,&’//+"""/!’2#34（55）6 应用柔

性 789:;<（氨基酸序列为 &&&&"）分别串联，获得模拟

++!= 胞外片段的氨基酸序列（命名为：<++!=），按照

已公布的人 ++!= 的基因序列，于 =>端插入 !"#!酶

切位点，0>端引进终止密码子 *&3 并插入 $%&!酶切

位点，依据大肠杆菌偏爱的密码子，送交上海生工生

物技术公司合成目的基因6
?6 56 5 @ A%*B55C（ D ）E <++!= 表达载体的构建 @ 将

含有合成目的基因的质粒 AF+=G 经 !"#!和 $%&!双

酶切后，回收 0H1 CA 左右的小片段，同时用 !"#!和

$%&!双酶切 A%*B55C（ D ），回收大片段6 建立连接体

系，?HI 连接过夜6 连接产物转化感受态 2(=" 细

胞，提取质粒，经酶切鉴定和 2/3 测序正确后获得含

有 <++!= 基因原核表达载体，命名为 A%*B55C（ D ）E
<++!=6
?6 56 0 @ A%*B55C（ D ）E <++!= 原 核 载 体 的 表 达 @
A%*B55C（ D ）E <++!= 转化感受态 J’B5? 细胞，挑取

含重组表达质粒的大肠杆菌 J’B5? 单菌落并接种于

= K’ 含 ?11 KL E ’ 氨苄青霉素（3KA）的新鲜 ’J 培养

液中，0GI 摇床培养过夜，次日以 ? M?11 接种于含

?11 KL E ’ 3KA 的新鲜 ’J 培养液中，0GI 继续培养

至细菌密度达到 ’H11 9K N 16 O P 16 H，? KKQ7 E ’ R-*&
诱导，O S 后收菌，小规模培养及诱导后离心收集菌

体，"2"B-3&% 检测目的蛋白的表达和存在形式6
?6 56 O@ 工程菌的发酵@ 从活化的 ’J 平板上挑选单

菌落接种于含 ’J 的试管中，0GI 培养 ?1 S，转种至

含 511 K’ ’J 的三角瓶中，0GI培养过夜6 次日将种

子液接种于 = ’ 发酵罐6 控制发酵温度 0GI，转速

5=1 P O=1 < E K89、通气量 0 P = ’ E K89，A( G6 06 培养至

’H11 9K N T 时，? KKQ7 E ’ R-*& 诱导，继续培养 O S，终

止发酵，收集菌体、称质量，U 51I冰箱保存备用6 取

少量菌体处理后用 "2"B-3&% 检测目的蛋白的表达6
?6 56 =@ 目的蛋白包涵体的分离和洗涤 @ 取 ?1 L 发

酵菌体，按 ? L 湿菌质量对 G K’ 的比例，用裂解缓

冲液 "*%（=1 KKQ7 E ’ *<8VB(+7，A( T6 1，=1 KKQ7 E ’
/W+7，? KKQ7 E ’ %2*3）重悬，U 51I 过夜6 次日于

室温水浴中融化，溶菌酶法裂菌，O11 . 超声破菌，

其中超声 = V，间隔 ?1 V，共进行 ?11 次6 ?5 111 ( OI
离心 51 K89，弃上清，沉淀用包涵体洗涤液 3（?1 K’ E
’ *<8XQ9 YB?11，? KKQ7 E ’ %2*3，?1 L E ’ 2Z+，=1
KKQ7 E ’ *<8VB(+7，A( T6 =，?11 KKQ7 E ’ /W+7）重悬，

?5 111 ( OI离心 51 K89，弃上清6 再用包涵体洗涤

液 J（=1 KKQ7 E ’ *<8VB(+7，A( T6 =，56 = KQ7 E ’ 尿素，

?11 KKQ7 E ’ /W+7，= KKQ7 E ’ #B巯基乙醇，? KKQ7 E ’

%2*3 ）重复洗涤 0 次，直至离心后的上清液澄清为

止6 最后用包涵体洗涤液 +（=1 KKQ7 E ’ *<8VB(+7，A(
T6 =，? KKQ7 E ’ %2*3）洗涤 ? 次后离心，离心条件

不变6
?6 56 H@ 表达产物变性条件下的纯化@ 经洗涤的包涵

体以 ?11 L E ’ 溶于缓冲液（=1 KKQ7 E ’ *<8VB(+7，A(
T6 =，= KKQ7 E ’ #B巯基乙醇，? KKQ7 E ’ %2*3，T KQ7 E
’ 尿素）中，OI搅拌过夜，?5 111 ( OI离心 01 K89，

收集上清，即为目的蛋白粗提液6 ";ASW[<\7"B011 凝

胶柱为 ?6 H [K ]T1 [K，以工作液（T KQ7 E ’ 尿素，=1
KKQ7 E ’ *<8VB(+7，A( T6 =，? KKQ7 E ’ %2*3，?11
KKQ7 E ’ /W+7）充分平衡后，目的蛋白粗提液 5 K’
上柱，以工作液洗脱，流速 ? K’ E K89，分步收集并测

定蛋白质含量，以 "2"B-3&% 确定目的蛋白所在位

置，收集纯度较高的洗脱组分6
?6 56 G @ 表达产物的复 性 @ 以 工 作 液（=1 KKQ7 E ’
*<8VB(+7，? KKQ7 E ’ %2*3，?11 KKQ7 E ’ /W+7，A(
T6 =）充分平衡后，取 ";ASW[<\7"B?11 凝胶（?6 H [K ]
H1 [K）过滤目的蛋白样品，用 ";ASW[<\7"B011 凝胶柱

工作液调整蛋白样品浓度为 51 L E ’，用蛋白复性液

（=1 KKQ7 E ’ *<8VB(+7，? KKQ7 E ’ %2*3，?11 KKQ7 E ’
/W+7，?6 5= KKQ7 E ’ &"(，16 5= KKQ7 E ’ &""&，A(
T6 =）洗脱，流速 16 = K’ E K89，分部收集，测定蛋白质

含量，"2"B-3&% 确定目的蛋白所在位置，收集纯度

较高的洗脱组分，目的蛋白洗脱峰直接对水透析，

OI，5O S，其中换液 0 次6 透析后样品于 OI，?5 111
( E K89 离心 01 K89，冻干上清，收集样品6 (-’+ 检测

蛋白纯度6
?6 56 T @ 表达产物 .;VX;<9 C7QX 鉴定 @ 目的蛋白经

"2"B-3&% 转移至硝酸纤维素膜，以 ?1 L E ’ J"3 室温

封闭过夜后，用小鼠抗人 ++!= K3C（? M?111 稀释）

孵育膜，室温 0 S，*J"* 洗膜 0 ] ?1 K89，再以 (!- 标

记的羊抗小鼠 RL& 抗体（?M?111 稀释）孵育膜，室温

0 S；*J"* 洗膜 0 次，用 23J 显色液显色 = P ?1 K89，

观察结果6

!" 结果

!6 #" 重组表达质粒的鉴定" 重组表达质粒 A%*B55C
（ D ）E <++!= 经限制性内切酶 !"#!和 $%&!酶切鉴

定，得到的片段与预期大小相一致6 质粒测序结果与

理论设计完全一致（图 ?）6
!6 !" 目的蛋白的表达" 在 ?O :^ 处有明显的新生条

带，和目的蛋白质预测的分子质量一致（ 图 5），说明

在大肠杆菌中这种重组蛋白质的表达成功6 薄层扫

描显示目的蛋白表达量为 01_ 6
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!："#$ %&’()’；*：+,-.**/（ 0 ）1 ’2234 质粒 !"#! 0 $%&!双酶切5

图 !6 重组质粒 +,-.**/（ 0 ）1 ’2234 酶切鉴定

7：%&’()’；!：+,-.**/（ 0 ）1 ’2234 诱导前；*：+,-.**/（ 0 ）1 ’2234

诱导后5

图 *6 目的蛋白在大肠杆菌 89.*! 中的高效表达

!，*，:：杂蛋白；;：目的蛋白5

图 ;6 <)+=&>’?@<.;AA 凝胶过滤洗脱图谱

!5 "# 工程菌的发酵及目的蛋白的纯化# 经工程菌发

酵，收菌量约为 :A B 1 95 图 ; 中最高峰为 <)+=&>’?@<.
;AA 凝胶过滤目的蛋白质所在峰5 经考马斯亮蓝染色

后，凝胶上除目的蛋白质带外不存在其他条带，薄

层扫描显示目的蛋白质纯度达 CAD 以上5 图 : 为

<"<.E$F, 分析结果5

7：%&’()’；!：+,-.**/（ 0 ）1 ’2234 诱导前；*：+,-.**/（ 0 ）1 ’2234 诱

导后；;：细菌裂解沉淀；:：凝胶柱上样前样品 4：峰 !；G：峰 *；H：峰 :；

I：峰 ;（目的蛋白）5

图 :6 <)+=&>’?@<.;AA 凝胶过滤后洗脱峰 <"<.E$F, 结果分析

!5 $# 目的蛋白的复性# 目的蛋白样品经 <)+=&>’?@<.
!AA 凝胶柱复性后，<"<.E$F, 分析结果如图 45

7：%&’()’；!：复性后的目的蛋白5

图 46 复性后 ’2234 的 <"<.E$F, 分析

!% &# ’()*(+, -./* 鉴定# 诱导表达的菌体和纯化的

蛋白在 !: (J 处出现一明显条带，相对分子质量与理

论计算值相符合，而对照菌体未出现显色带（ 图 G），

表明该表达产物能与 2234 %$/ 特异性结合5

"# 讨论

$K"< 主要由 LKM.! 病毒感染并在体内快速繁

殖，导致宿主白细胞的大量破坏所致5 传统的以 LKM
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病毒为靶向的疫苗设计由于其高变异性致使治疗以

及预防 !"#$ 均未取得很好的效果% 鉴于 &&’( 特定

突变基因型具有抗 )"* 感染的能力，其功能的减弱

和缺失对机体并没有太大的影响，多种影响 &&’( 表

达或干扰 &&’( 功能活动的药物，如应用 &&’( 小分

子拮抗剂、&&’( 抗体、+,’-!、反义 ’-!、核酸酶等，

均可在一定程度上通过降低细胞表面 &&’( 数量进

而降低 )"* 进入白细胞的速率% 因此 &&’( 可作为

一种可利用的新的靶点来进行 )"* 疫苗设计和药物

开发［(］%

.：/01231；4：567899:（ ; ）< 1&&’( 诱导前；9：567899:（ ; ）< 1&&’(

诱导后；=：纯化后的目的蛋白%

图 >? 目的蛋白 1&&’( 的 @3+A31B :CDA 鉴定

? ? 我们在设计 &&’( 自体蛋白分子的过程中，考虑

到 &&’( 作为七次跨膜受体，在与 )"* 结合发挥辅助

受体功能的过程中，胞外 E 个片段均发挥相应的作

用% 应用计算机对 &&’( 抗原表位进行预测，发现抗

原表位主要位于 -8731/ 和 6&F9，也是 &&’( 发挥辅

助受体功能的两个主要片段，但为使自体疫苗诱导的

抗血清更好地阻断 )"* 与 &&’( 受体的结合，我们截

取 &&’( 胞外 E 个片段用 F,B231 连接，模拟 &&’( 受

体膜外结构用作自身抗原分子% 实验中，目的蛋白是

以包涵体形式存在，包涵体的纯化和复性一直是蛋白

质纯化中的一个普遍性难题，由于 &&’( 是一个跨膜

分子，因此对重组目的蛋白的纯化和复性相对比较困

难，在尝试了几种蛋白质纯化和复性方法的基础上，

总结了 1&&’( 的蛋白质纯化方案，即在确定目的蛋

白质以包涵体形式存在的基础上，首先筛选高表达的

菌种，其次优化表达条件和发酵工艺% 采用溶菌酶和

超声双重裂菌，对包涵体充分洗涤后，应用适当的变

性剂浓度溶解包涵体，选用合适的凝胶孔径，应用凝

胶柱层析成功地对蛋白质进行了纯化和复性% 此方

法可以借鉴到分子质量相近的蛋白质的纯化和复性%
应用凝胶柱进行重组蛋白的纯化和复性，方法简单实

用，且经济费用较低，为大规模生产重组蛋白奠定了

基础% 在自体疫苗的构建过程中，常常引入一些蛋白

载体或特定多肽借以提高抗原分子的免疫原性，来突

破机体的免疫限制，诱导出特异的高滴度抗体% 结合

文献和以往构建疫苗抗原试验的结果，我们拟在今后

的实验中应用不同的蛋白载体耦联 1&&’( 免疫动

物，以提高重组 &&’( 抗原分子的免疫原性%

【参考文献】

［4］!AGH,+DB ’6I，JD+C,BK L$% .MCA,5C3 3NA10G3CCMC01 3C3/3BA+ DO &&’(

0BP )"*84 3BA1Q：#,++DG,0A,DB O1D/ 13+5DB+3 AD GH3/D2,B3+［ I］%

$G,3BG3，4RR>，9SE：4R9E T 4R9>%

［9］!K10U0C F，*0B)D1B !V，6PU01P !，3A 0C% $53G,O,G ,BH,:,A,DB DO

)"*84 GD13G35AD1 0GA,W,AQ :Q +QBAH3A,G 535A,P3+ GD113+5DBP,BK AD AH3

513P,GA3P 3NA10G3CCMC01 CDD5+ DO &&’(［ I］% XCDDP，9YYE，4Y=：

4944 T 494S%

［=］@DC2DU,GZ4 ’，J,B0 &I% ! 10BPD/ 535A,P3 C,:101Q OM+3P AD &&’(

OD1 +3C3GA,DB DO /,/3AD53+ 3N513++3P DB AH3 /0//0C,0B G3CC +M1O0G3

W,0 13A1DW,10C W3GAD1+［I］% I X,DC &H3/，9YY(，9[Y（4(）：4(4R( T

4(9Y4%

［E］\,B ]L，&H3B "$，X0CA,/D13 #% "BH,:,A,BK )"*84 ,BO3GA,DB ,B HM/0B

7 G3CC+ :Q C3BA,W,10C8/3P,0A3P P3C,W31Q DO +/0CC ,BA31O31,BK ’-!

0K0,B+A &&’(［I］% ^1DG -0AC !G0P $G, _$!，9YY=，4YY：4[= T 4[[%

［(］李文刚，邵? 沂，陈 ? 红% &&’(，&]&’E 双靶区反义 ’-! 重组

腺病毒载 体 的 构 建［ I］% 第 四 军 医 大 学 学 报，9YYE，9(（S）：

>=4 T >=E%

［>］&H0G231,0B X，X1,KC,D F，̂ 0MC $!，3A 0C% "BPMGA,DB DO 0MAD0BA,:DP,3+

AD &&’( ,B /0G0‘M3+ 0BP +M:+3‘M3BA 3OO3GA+ M5DB GH0CC3BK3 U,AH 0B

’(871D5,G $,/,0B < HM/0B ,//MBDP3O,G,3BGQ W,1M+［ I］% I *,1DC，

9YYE，S[（[）：EY=S T EYES%

编辑? 王? 睿

!"#第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）3445；36（!）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1


