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!"#$%&特异表位肽在大肠杆菌中的可溶性表达及其抗体的制备

张立新" 李春海 孙丽亚 王 淼 路浩军
（军事医学科学院附属医院肿瘤分子生物室，北京 !%%%#"）

摘 要 为获得 ,CD!EF的特异表位肽，制备抗体，用 GDH扩增其编码序列，克隆到 IJ9K/$4中，转化 LM&!感受
态，%N$::()EO PG4J诱导表达，超声破碎或 Q/G9H4,"试剂处理诱导菌，亲和层析和阴离子交换纯化目的蛋白，RLR/
G2J9及 S5TU5V> B)(UU;>?鉴定；免疫家兔制备多抗，初步用于免疫组化分析。结果表明，转化菌经诱导后表达融合蛋
白 JR4/F#%，约占菌体总蛋白的 $%W，大多以可溶形式存在，与诱导温度无关。免疫家兔获得多抗，效价为
!X#$% %%%，纯化的抗体具有特异性，可识别肿瘤细胞表面的 ,CD!EF蛋白。所得蛋白和抗体可用于 ,CD!EF的表达
特征及其生物学功能研究。

关键词 ,CD!EF，肽，表达，纯化，抗体
中图分类号 Y60 文献标识码 2 文章编号 !%%%/#%1!（$%%#）%#/%##6/%1

,CD! 粘蛋白（简称 ,CD!）是一类高分子量
（ Z $%&[L）#型膜糖蛋白，因其基因在目前已发现的
!&种粘蛋白（,\A;>）［!］中第一个被克隆到而得名，表
达于多种上皮性组织和血液系统的部分细胞

中［! ] #］。其蛋白结构具有两个基本特征：!）多肽骨
架含有 $% ^ !$&个连续重复序列（’-V;-B)5 >\:B5VT (_
U->‘5: V5I5-UT，’+4HT），每个 ’+4H 由 $% 个氨基酸
组成，富含 GV(、R5V和 4=V；$）糖链占其分子重量 &%W
以上，主要以 a 型糖苷键与多肽骨架 ’+4HT 中的
R5VE4=V相连。$%%%年，,CD!被归类入 D)\TU5V (_ ‘;_/
_5V5>U;-U;(>（DL）分子系列，命名为 DL$$6。,CD!EF
是 ,CD!的一种同种型（PT(_(V:），在乳腺癌中的表
达具有肿瘤特异性［3，&］，在卵巢癌中的表达也与肿瘤

的恶性程度密切相关［3 ] 1］。它具有膜受体的特征，

可通过 V-T 信号传导通路［6，0］，使细胞发生恶性转
化，动物实验表明，,CD!EF可使乳腺动物模型的致
瘤性增加［"］。因此，,CD!EF 可能作为一种膜表面
的重要分子参与细胞的恶性转化过程，是一种潜在

的肿瘤诊断和生物学治疗的靶分子。由于目前尚无

商品化的 ,CD!EF特异性抗体，使其生物学功能的
研究受到了很大的限制。我们已克隆获得 ,CD!EF
的全长 AL+2，表达获得其胞外段蛋白［!%］，并筛选获

得其结合肽［!!］。但 ,CD!有多种同种型，由于通过
选择性拼接而产生，大部分序列是相同的，为获得其

特异性抗体，首先需要获得其特异表位序列。目前

已知 ,CD!EF 的特异表位位于多肽 24YHRR/
’GRR49b+27+RRO9LGR4LFFY9 中［&］。克隆表达此
肽（以下称 ,CD!EF#%），并制备其特异性抗体，对于
进一步研究 ,CD!EF的生物学功能和在肿瘤诊治中
的作用具有重要意义。

$ 材料与方法

$’$ 材料
$’$’$ 菌株、细胞及载体：大肠杆菌 LM&!为本室保
存；乳腺癌细胞系 ,D76为本室保存；JR4融合表达
载体 IJ9K/$4为 G=-V:-A;-产品；IJ9,/4载体试剂
盒为 GV(:5?-产品。
$’$’( 试剂：98 4-c酶、.+3M#、40(H#限制性内
切酶及 LO$%%% GDH :-V[5VT购自 4-b-H-公司，蛋白
标准分子量为上海西巴斯生物技术开发公司产品。

L+2及 GDH 产物纯化试剂盒购自 GV(:5?- 公司，
PG4J、K/?-)和 JRM为 R;?:-产品，Q/G9H4,"细菌蛋
白提取试剂、JR4亲和柱为 GP9HD9产品，H5T(\VA5Y
阴 离 子 交 换 柱 为 2:5VT=-:/G=-V:-A;- 产 品，



!"#$%&’$()!*+,,, 免疫组化试剂盒为 -./’0 产品，
12$抗体为本室制备［3,］。
!"!"# 仪器：45$4$( 6!75 蛋白纯化系统为 4/’&)
89:/)!9:&/:#": 产品。1’;’4/< !5= 2.8>’/ ?@,, 为
!A公司产品，超声破碎仪 B! ?,,8 为 C&D E"’F8#9’&
1/GE产品，3C 凝胶成像系统为 HI0:J 产品，(";")
!=K$A4L !电泳槽为 M"I)=:0产品。
!"$ 方法
!"$"! (B53NOP, 原核表达载体的构建：根据
(B53NO #CL4序列用 !51ALA软件设计两条引物：
上游引物 !3：QR 5114$5515$45554141441$$5
PR， 下 游 引 物 !?： QR 144$$5$$45$5$$)
11$41$41$511 PR，用于扩增 (B53NOP,：S@T，
Q/";；（S@T，P,8；+QT，P,8；U?T，P,8）V ?Q，
U?T，U/";。其中 !3的 QR端引入一 !"#E"酶切位
点，!?的 QR端引入一 $%&="酶切位点。将扩增片
段连入 <1A()$载体，提取质粒，!"#E"、$%&="双
酶切，所得片段克隆到经同样酶切处理的 <1AW)?$
中，得到融合表达载体 <1AW)OP,（6"X D 3）。转化大
肠杆菌 CEQ#感受态，氨苄青霉素筛选，酶切初步鉴
定后，阳性克隆送 $:H:=:公司（大连）测序，鉴定胞
外段序列及构建载体的读码框架。

图 3 (B53NOP,融合表达载体 <1AW)OP,的构建
6"XD3 5I;8>&%#>"I; IY (B53NOP, Y%8"I;

’Z<&’88"I; [’#>I& <1AW)OP,

!"$"$ (B53NOP,融合蛋白的初步诱导表达：挑取
单个经 <1AW)OP, 转化的 CEQ#菌接种 7M 培养基
（3,,$XN/7 氨苄青霉素），PUT活化过夜，按 3 \ 3,的
比例接种新鲜 7M培养基（3,,$XN/7 氨苄青霉素），
PUT培养至 ’+,,约为 ,]+ ^ ,]_，加入 ‘!$1至终浓度

,]?//IFN7，P,T和 PUT分别进行诱导表达，各诱导 @
^ Q9后，取 3,,$7菌液加入 ?,$7 Q V 样品缓冲液，
煮沸 3,/";，进行 3Qa 2C2)!41A。
!"$"# 菌体的破碎：P,T和 PUT分别进行诱导表
达，诱导 @ ^ Q9后的菌体用两种方法进行破碎。（3）
超声破碎：诱导后的菌体用 !M2（3+//IFN7 L:?E!K@，

@//IFN7 L:E?!K@，3Q,//IFN7 L:5F，<E U]@）洗 ?次，
重悬后冰浴中超声破碎 P,8 V 3, 次，破碎结束后加
入 $&">I; W)3,, 至终浓度 3a，混匀，PQ ,,,X，@T，
P,/";，分别取上清和沉淀；（?）M)!A=$(!试剂处理：
按说明书操作后，PQ ,,,X，@T离心 P,/";，分别取上
清和沉淀。对上清和沉淀进行 3Qa 2C2)!41A，观
察不同诱导温度和破碎菌体的方式下可溶性融合蛋

白所占的比例。

!"$"% 重组融合蛋白（12$)OP,）的纯化和鉴定：用
大于 ?]Q体积的 !M2（<E U]@）平衡 12$&:<柱（3/7），
取 ?/7上清，!M2（<E U]@）?]Q倍稀释，3/7N/";上
12$&:<柱，?,体积 !M2)$（,]3a $&">I; W)3,,）洗柱，
3Q//IFN7 12E，,]3a $&">I; W)3,,，3,//IFN7 $&"8)
E5F，<E _], 洗脱 ? 个柱体积，按峰接收。大于 ?]Q
体积的 3,//IFN7 !M，<E U]@平衡 =’8I%&#’b柱，接收
的 12$&:<柱洗脱液 3/7N/";上柱，3,//IFN7 !M，<E
U]@洗 Q个柱体积，L:5F梯度洗脱，3/7N/";，?,个柱
体积内达到 ,]+/IFN7，按峰接收。3Qa 2C2)!41A鉴
定。HI0:J凝胶成像系统分析蛋白纯度。12$抗体
（3 \3,,,）进行 c’8>’&;)GFI>>";X［3?］鉴定。
!"$"& (B53NOP, 抗体的制备和鉴定：3,,$XN/7
12$)OP,免疫家兔，间隔 P周，共 @次。第 3次免疫
用福氏完全佐剂，后 P 次均用福氏不完全佐剂。
A7‘24测定抗体效价。12$亲和柱吸附掉识别 12$
的抗体，A7‘24和 c’8>’&;)GFI>>";X鉴定吸附后抗体的
特异性。

!"$"’ (B53NOP, 抗体的免疫组化分析：培养的
(B53NO阳性细胞 (56U用 ,],3/IFN7 !M2（<E U]@）
洗 P 次，重悬，制备细胞涂片，SQa乙醇室温固定
?,/";；Pa过氧化氢N甲醇中室温 3,/";，以阻断细胞
中内源性过氧化物酶活性；,],3/IFN7 !M2（<E U]@）
洗片 Q/"; V P；加 Q,$7 3\?,稀释的 (B53NO抗体，以
正常兔血清（3 \ ?,）为阴性对照，室温 39；,],3/IFN7
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!"#（$% &’(）洗片 )*+, - .；加 /滴 !+0123415试剂，
室温 .6*+,，6’6/*789: !"#（$% &’(）洗片 )*+, - .；
过氧化氢;<="显色 )*+,，蒸馏水终止显色。脱水，
透明，树胶封片。

! 结 果

!"# $%&#’()*表达载体的构建与鉴定
以 5>?/9@全长 0<A=为模板，以 !/、!B为引物

扩增得到 /6CD$ 5>?/9@.6 <A=（E+F G B），并插入
$HI5;1载体，用 !"#%!和 $%&J!酶切，片段经纯
化后连入用同样酶切的 $HIK;B1，获得 5>?/9@.6
融合表达载体 $HIK;@.6，<A=测序表明，$HIK;@.6
中的插入序列及读码框架正确。

图 B 5>?/9@.6 <A=片段的扩增和纯化
E+FGB =*$8+L+0MN+7, M,O $23+L+0MN+7, 7L 5>?/9@.6 <A= L3MF*4,N
/’ <:B666 *M3P43Q；B’ !23+L+4O 5>?/9@.6；.’ !?J $37O20N；(’ A4FM;

N+R4 07,N378

!"! +,-.()*蛋白的诱导表达
将 $HIK;@.6转化大肠杆菌 <%)"，用 6’B**789:

的 S!1H 分别在 .6T和 .&T诱导 ( U )V，取菌液行
/)W #<#;!=HI 电泳，结果表明，$HIK;@.6 转化的
菌株在约 ./P<处出现一条蛋白条带，与预期结果一
致。分别取超声破碎和 ";!IJ15#试剂处理后的诱
导菌液上清和沉淀进行 #<#;!=HI分析。结果表明
（E+F G .），经 XY<=X /<成像系统扫描分析，融合蛋
白约占菌体总蛋白 B6W，绝大部分以可溶的形式存
在。两种诱导温度下融合蛋白的表达量无显著差

别。

!") +,-.()*蛋白纯化与鉴定
超声破碎和 ";!IJ15#试剂处理后的菌液上清

首先经 H#13M$纯化，收集洗脱液，再用 J4Q72304Z纯
化，收集 H#1;@.6 蛋白洗脱峰，/)W #<#;!=HI 分
析，蛋白表观分子量约 ./P<（E+F G (=）。进一步用
X7OMP /<成像系统扫描分析，纯度约为 [(W。\4Q;
N43, D87NN+,F分析结果表明，纯化所得蛋白可被 H#1
抗体识别（E+F G("）。
!"/ $%&#’()*抗体的制备和鉴定
免疫家兔制备的抗血清经 I:S#=分析，效价为

/].B6 666。用 H#1亲和柱吸附掉识别 H#1的抗体
后，I:S#=分析表明，吸附后（E+F G)"）与吸附前（E+F G
)=）比较，抗体可识别 H#1;@.6，而不识别 H#1。进
一步用吸附后的抗体进行 \4QN43,;D87NN+,F（E+F G ^）分
析，结果表明，所得抗体可识别 H#1;@.6，而不识别
H#1。说明所制备的抗体具有较高的 5>?/9@.6 识
别特异性。

图 . 转化菌 $HIK;@.69<%)"的诱导表达
E+FG. S,O20N+7, 7L 4_$34QQ+7, 7L $HIK;@.69<%)"

/’ !37N4+, *M3P43Q；B’ $HIK;@.69<%)"‘+NV72N +,O20N+7,；.’ S,O204O $HIK;@.69<%)"
(’ S,082Q+7, D7Oa MLN43 ";!IJ SS N34MN*4,N；)’ #782D84 $37N4+,Q MLN43 ";!IJ SS N34MN*4,N；

^’ S,082Q+7, D7Oa MLN43 28N3MQ7,+0 N34MN*4,N；&’ #782D84 $37N4+,Q MLN43 28N3MQ7,+0 N34MN*4,N

!"0 $%&#’()*抗体的免疫组化分析
免疫组化结果显示，表达 5>?/9@ 的 5?E& 细

胞可被 5>?/9@.6 抗体着色（E+F G &"），而正常兔血
清作用后无明显着色（E+F G &=），表明所制备的抗体
可识别肿瘤细胞所表达的 5>?/9@蛋白。

) 讨 论

5>?/基因定位于人染色体 /bB/，含有 & 个外
显子，转录产物可发生选择性拼接，形成不同的同种

型，目前已知有 =、"、?、<、K、@、c、JI!和 #I?等［^］。
其中，5>?/9@缺失了 5>?/ 基因的第 B 外显子的
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图 ! "#$%&’(蛋白的纯化和鉴定
)*+,! -./*0*123*45 256 *6753*0*123*45 40 "#$%&’( 8/437*5

9: ;56.176 8"<=%&’(>?@A!；B，8"<=%&’(>?@A!C*3D4.3 *56.13*45；

’: -/437*5 E2/F7/G；!: -./*0*76 "#$%&’(；A:"#$；H:"#$%&’(

图 H 纯化后 IJK9>&’(抗体的 L7G37/5 MN433*5+分析
)*+,H L7G37/5 MN433*5+ 252NOG*G 40 IJK9>&’( 253*M46O

2037/ "#$ 14N.E5 2MG4/83*45
9, "#$ 8/437*5；B, "#$%&’( 8/437*5

图 A "#$柱纯化前后 IJK9>&’(抗血清的稀释曲线
)*+,A <P;#Q 252NOG*G 40 IJK9>&’( 253*M46O M704/7 256 2037/ "#$ 14N.E5 2MG4/83*45

Q, R704/7 "#$ 14N.E5 2MG4/83*45；R, Q037/ "#$ 14N.E5 2MG4/83*45

图 S IK)S细胞的免疫组化分析（-*1$./7法，H(( T）
)*+,S ;EE.54D*G341D7E*G3/O 252NOG*G 40 IK)S（-*1$./7 E73D46，H(( T）

Q, U7+23*V7 1453/4N；R, IK)S G32*576 C*3D IJK9>&’( QM

大部分编码序列，因此其多肽骨架不含 WU$X区［!］。
由于 IJK9>&的表达与肿瘤恶性程度有明显的相关
性，因此，对其生物学功能的深入研究具有重要意

义。由于尚无它的特异性抗体，目前对其在肿瘤中

表达特征的检测主要用 X$%-KX检测其基因的转录
情况，无法从蛋白水平进行系统的研究，对其功能的

研究也受到了限制。为此，本文在已有工作基础上，

克隆表达了 IJK9>&的特异表位肽，并进一步制备
了多抗。

本文所选用的融合表达载体 8"<=%B$［9’，9!］，是
8"<=系列表达载体中的一种，可实现蛋白的高效
可溶性表达且便于纯化和鉴定。但用此载体表达获

(!’ 生 物 工 程 学 报 9Y卷



得的不同融合蛋白的可溶性差别较大，这可能既与

目的蛋白的性质和结构有关，也与诱导温度、宿主菌

的类型、诱导时菌体的密度、诱导时间等因素有

关［!"，!#］。我们曾用此载体表达并纯化了 $%&!’(的
胞外段蛋白，表达获得的融合蛋白（)*+,(-.）的可溶
性与诱导温度密切相关，在不同诱导温度条件下，可

溶性蛋白所占的比例依次为 /01 2 3"1 2 /41［!0］。
而本文表达获得的融合蛋白 )*+,(/0，在 /01和
/41的诱导温度下绝大部分均以可溶性的形式存
在。这可能与 )*+融合表达的 $%&!’(特异表位肽
的长度较短有关。因为包涵体往往是由于菌体合成

的外源多肽不能正确折叠而与菌体自身蛋白聚集而

形成［!#］，当外源肽长度较短时，可能不存在合成后

折叠的问题，而以线性方式存在，因此，不易形成包

涵体。

我们破碎菌体采取了两种方式：超声破碎和 5,
678+$!试剂。超声破碎是目前破碎菌体常用的方
法，而 5,678+$!试剂是 6978&7开发的产品，用于
蛋白纯化前裂解菌体［!4］。它的主要成分是 :,辛基,

",;,硫葡糖吡喃糖苷（ :,<=>?@,A->B,C,>DE<F@G=<H?IB,
:<JEC-）［!K］，是一种非离子型去污剂，可以较柔和的
方式裂解菌体，减少蛋白变性，且使蛋白处于浓缩状

态，便于进一步的鉴定和分析。本文结果表明，两种

方法均有效地破碎了菌体，用 5,678+$!试剂操作
更方便，较适合于实验室制备和分析用，特别是在无

超声设备的情况下。

)*+IBH亲和柱可纯化蛋白，由于与胶颗粒连接
的是 )*+的配体，因此也可起到初步鉴定融合蛋白
的作用。虽然用亲和柱一步纯化可去掉大部分的宿

主菌体蛋白，但往往达不到预期的纯度。因此，进一

步用阴离子交换柱进行纯化，获得了具有较高纯度

的蛋白，并用 L-J>-I: A@<>>E:F进行了进一步鉴定。
免疫家兔制备的多抗具有较高的效价，为去除

抗血清的抗 )*+的抗体，本实验进一步用 )*+柱吸
附去掉识别 )*+的抗体，7M9*N和L-J>-I: A@<>>E:F鉴
定表明，获得了具有较高 $%&!’(特异性的抗体，并
可与 $%&!’(阳性乳腺癌细胞系结合，因此，可用于
进一步的相关实验研究。目前我们正在制备 $%&!’
(/0的单抗。
上述研究为下一步进行 $%&!’(功能和在肿瘤

生物学治疗中应用的研究创造了良好条件。
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