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摘 要 K08!Y1L087VL!基因（其产物为膜蛋白 :"J%）是表皮生长因子受体（PXH/）基因家族的一员，在约 >$Z的乳腺癌中发现
了其过量表达。为了鉴定抗 :"J%单克隆抗体的抗原表位并进一步研究它们的相互作用，采用 MI/的方法从含 K08!Y1L087VL!
基因的 :V=70Y087VL!质粒中扩增了 :"J%胞外区的富含二硫键的第一、二结构域和第四个结构域。产物克隆到 :XP[Y#?L"载体
后，转化大肠杆菌 \82D=62 V（5P>）:R.AG菌株，用低浓度 SM?X进行低温过夜诱导后将菌体压力破碎，G5GLM9XP检测表达上清，
得到了可溶性表达的融合有 XG?的目的蛋白。经 PRSG9、T0A;08E 7)(;等方法鉴定，可溶性表达产物具有完全的抗体结合活性，
且当用凝血酶把 XG?切掉后该活性仍然保留。:"J%胞外区融合蛋白的成功表达将为二硫键富含类蛋白的表达提供参考；并
为将来具有肿瘤细胞生长抑制活性的抗 :"J%单克隆抗体的抗原表位鉴定，以及为 PXH/家族受体的结构和功能关系的研究
打下基础。
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B$%CD,6$%8E6C原癌基因编码分子量为 :;<FA的
跨膜糖蛋白 1:;<，该蛋白属于受体酪氨酸激酶表皮
生长因子受体（?3GH）家族的一员，在 :IJ K LIJ左
右的乳腺癌、卵巢癌、口腔癌、胃肠道癌症、肺癌和泌

尿生殖器癌症中都发现有过表达［:］。目前在乳腺癌

中，1:;< 已经被认为是一个预后因子、预测因子和
治疗的靶蛋白［C］。自从美国 GAM批准人源化抗体
B$%,$1"&)作为一种抗体药物治疗 1:;< 过表达乳腺
癌以来，针对 1:;<的免疫疗法就成为该类肿瘤治疗
的研究热点［L，N］。本实验室在以往的研究中，采用细

胞表面包埋法得到了三株抗 1:;< 单克隆抗体且发
现它们具有良好的肿瘤生长抑制活性，其中的 MC:
已被改造成嵌合抗体 ,#MC:［<］。嵌合抗体 ,#MC:具
有和原始单抗 MC:完全相同的抗原识别表位，并且
同样具有体内和体外肿瘤细胞生长抑制活性。1:;<
为跨膜蛋白，由胞外结构域、跨膜区和胞内酪氨酸激

酶催化结构域组成，其中胞外区可分为四个区：!区
和"区由第 CC6LO:位氨基酸残基组成，$区和#区
分别由第 LOC6NO<和第 NOP6PNQ位残基组成，而"区
和#区是半胱氨酸富含区［P］。这两个区域是有抑制
活性的抗 1:;< 抗体的主要作用位点［O］。B$%,$1"&)
结合在 1:;< 的#区［;］，而另一株已经上市的单抗
R$%"(S(’-8以及本研究组的抗体 MC:都结合于!6"
区［Q］。为将本研究组的 MC:抗体开发成为抗体类候
选药物，本研究组拟通过对其表位的研究阐明它对

肿瘤生长影响的机理，以为进一步开展药物筛选的

工作奠定基础。为此，我们用重组大肠杆菌系统可

溶性表达了 1:;<的胞外!6"、#区，并对其与抗体
的结合位点进行了初步鉴定。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 质粒，大肠杆菌菌株：质粒 13?TDN56:，
1E-8$D$%8E6C（$%8E6C的全基因构建到 1E-8$载体中，
由宾夕法尼亚大学医学院 U-%F V = 3%$$)$ 教授馈
赠），5P6:O细胞（WVBDL5L细胞稳定转染 B$%CD,6$%8E6
C 基因而成），大肠杆菌菌株 EXC:（A?L）、53:、
Y%&+-’& E（A?L）1X/.4皆为本室保存。
)*)*+ 主要试剂：限制酶、AWM X&+-"&!) Z&"、碱性磷

酸酶、R@H回收试剂盒购自 5-Z-H-公司；R@H试剂
购自北京赛百胜公司；胶回收试剂盒购自华舜公司；

测序由北京三博公司完成；AWM分子量标准购自华
美公司；异丙基6!6A 半乳糖苷（ VR53）、凝血酶
（ 5#%!’8&)）、3*("-"#&!)$6-+-%!.$、苯 甲 基 磺 酰 氟
（RU4G，R#$)/* U$"#/* 4(*0!)/* G*(!%&2$）购自 4&+’-公
司；蛋白分子量标准购自 UEV公司；还原型谷胱甘
肽购自上海生工生物工程公司；BHR标记抗 345单
抗购自 M’$%.#-’公司；QP孔酶标板购自 W(),公司；
化学发光（?@X）试剂盒购自 R&$%,$公司；压力破碎仪
GH?W@B R%$..为 5#$%’!公司产品；4(1$%2$> 3O< :ID
LI纯化柱及 MZ5M 纯化系统购自 M’$%.#-’ 公司。
所有试剂均为分析纯。

)*)*, 引物
（:）胞外区!6"区基因扩增：
上 游 引 物 为 ?RV60!%$： <[ +,, +--"",

M3@M@@@MM35353@M@ L[，其中含 !"#H!酶切位
点；下 游 引 物 为 ?RV6%$7：<[ +,, ,",+-+ ",-
33@@M33@M35@M3M353 L[，其中含 $%#!酶切位
点及终止密码子。

（C）胞外区#区基因扩增：
片段 ?R<L:上游引物为 ?R<L:60!%$：<[ +,, +--"",

53@M3@@M355@@55@3；下游引物为 ?R<L:6%$7：<[
+,, ,",+-+ ",- 33@@M@M@M@5335@M3。
片段 ?R<;O上游引物为 ?R<;O60!%$：<[ +,, +--"",

5353@@@M@5M5MM33；下游引物为 ?R<;O6%$7：<[ +,,
,",+-+ ",- M333@533@5@5@53@。
片段 ?RV\ 上游引物为 ?R<L:60!%$ 下游引物为

?R<;O6%$7；其中 ?R<L:60!%$ 和 ?R<;O60!%$ 含 !"#H!
酶切位点，?R<L:6%$7和 ?R<;O6%$7含 $%#!酶切位点
及终止密码子。

)*+ 方法
)*+*) 1:;< 胞外区（?@A）!6"区表达载体 3456
?RV的构建：以 ?RV6%$7和 ?RV60!%$为引物，从含有 ,6
$%8E6C全长 ,AWM的质粒 1E-8$D$%8E6C 上扩增 1:;<
胞外区! K"区片段（4CC6MC<N）。R@H产物命名为
?RV，经过分离纯化后，用 !"#H!和 $%#!消化，并
与经 !"#H!和 $%#!消化的 13?TDN56: 连接构建
表达载体，转化宿主菌后抽提质粒进行 AWM序列测
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定。所有酶切、连接、转化和阳性克隆筛选等操作详

见参考文献［!"］。
#!$%胞外区!表达载体的构建方法同胞外"

&#区的构建方法。’ 个 ()* 产物分别命名为
+(%’!（)%’!,-%$.），+(%$/（)%$/,(.01），+(23（)%’!,
(.01，即 +(%’! 4 +(%$/）。
!"#"# 567融合蛋白的表达及条件优化：测序正确
的克隆接种 ’89 9:摇菌过夜，抽提质粒后分别转化
大肠杆菌 :9;!（<+’）菌株，75!菌株和 =>?@A8? :菌
株，进行表达条件的摸索。

（!）温度以及大肠杆菌菌株对目的蛋白可溶性
表达的影响：对表达条件的摸索在 %""89摇瓶中进
行（每瓶均为 ;""89 9:培养基）。:9;!（<+’）菌株、
75!菌株、=>?@A8? :菌株 ’种菌株分别于 ’/B诱导
;C、;$B诱导 0C和 !.B，过夜诱导三种条件进行表
达。以 .""">D8?E、!"8?E离心收集菌体（:FGH8AE I,
;"，I-!0转子），弃尽上清，称量 ’ 种菌株的菌体湿
重。其后以 %"88JKD9 (:6（#L/M0）重悬（(:6用量保
证 ’种菌株在单位体积 (:6中有相同的菌体蛋白总
量），压力破碎仪破碎之（压力为 !;$"#N?），!% """
>D8?E（:FGH8AE I,;"，I-!/ 转子）离心 ;"8?E，收集上
清，菌体裂解得到的沉淀则重溶于 (:6。上清、沉淀
以 !;O的 6<6,(-5+检测。对电泳胶版进行光密度
扫描后得到目的蛋白所在条带的相对含量。

（;）其他条件对目的蛋白可溶性表达的影响：对
=>?@A8? :菌株，!.B诱导过夜的表达条件，2(75 浓
度在 "M! & !88JKD9 范围内以及转速在 ;"" & ;%"
>D8?E范围内分别对可溶性蛋白的表达量进行分析。
!"#"$ 蛋白的纯化：细菌裂解液离心得到的上清经
超声破碎 %8?E 打断基因组 <P-以减低粘稠度，随
后经 "M0%$8微孔滤膜过滤，除去颗粒杂质。处理
后的上清先通过已用 !"个柱体积 (:6（#L/M0）平衡
过的 5KQRARC?JEF,A@A>JNF柱；再用 %"个柱体积左右的
平衡液（含 !O7>?RJE S,!""）清洗柱子，洗掉杂蛋白；
然后再用 (:6 洗掉 7>?RJE S,!""；最后用洗脱液
（%"88JKD9 7>?N,L)K（#L1M%）和 !"88JKD9还原型谷胱
甘肽）洗脱目的蛋白并收集。洗脱样品随后用 !"O
6<6,(-5+检测。
!"#"% 直接 +926-：用本实验室 )L= 系统表达的
嵌合抗体 GC-;! 包被 1. 孔酶标板 ;C，(:6,7 洗 ’
次，每次 ;8?E，封闭剂（含 !O脱脂奶粉的 (:67）封
闭 !C，(:6,7洗 ’ 次，然后把样品（细菌裂解液破碎
上清或纯化的 567 融合蛋白）倍比稀释加到板上
（阴性对照为相同条件下表达 567蛋白的菌体裂解

液上清或纯化的 567蛋白），每孔 !""$9，振荡 !C后
加入 L*(标记抗 567单抗（!：’"""稀释），振荡反应
!C，(:6,7洗 ’次，最后用 =(<底物显色并以 !8JKD9
的 L;6=0终止反应，检测其 01"E8吸收值。

!"#"& 竞争 +926-：通过直接 +926- 法先确定一
!"值在 "M% & ;M%之间的 567融合蛋白的浓度（即
稀释比例），然后把纯化的 GC-;!包被的酶标板封闭
!C 后加入由不同稀释度的 7.,!/ 裂解液和
5KQRARC?JEF,A@A>JNF柱纯化的 567融合蛋白构成的混
合液反应 !C，(:6,7 洗 ’ 次，随后 L*( 标记抗 567
单抗反应 !C，显色反应后 01"E8测定吸收值。
!"#"’ 高表达 #!$%蛋白的 7.,!/ 裂解液的制备方
法：取 7.,!/细胞密度 $"O以上的 ;%"89细胞培养
瓶，尽弃培养上清；后以 (:6（#L/M;）清洗细胞 !次，
弃去 (:6；加入 %""$9 细胞裂解液（%"88JKD9 7>?N,
L)K（#L/M%），!O 7>?RJE，!%"88JKD9 PA)K，!"88JKD9
(T6U）至细胞培养瓶，混匀后冰上放置 0"8?E；收集
细胞裂解液高速离心（+##FEVJ>W )FER>?WQ@F %0!%<，
!%""">D8?E，!"8?E），分装后于 X /"B短期保存。
!"#"( YFNRF>E ZKJR：洗脱样品 6<6,(-5+ 分离蛋白
后转至醋酸纤维膜（P)膜），封闭剂（含 %O脱脂奶
粉的 (:6,7）封闭 !C，加入 L*(标记抗 567单抗（! [
%"""稀释）反应 !C，(:6,7洗 %次后用 (:6洗 ’次，
最后用 +)9系统显影。
!"#") 567 的切除：567 的去除采用柱上酶切法，
即在过 5KQRARC?JEF,A@A>JNF亲和柱时，不加含还原型
谷胱甘肽的洗脱液洗脱而直接加入凝血酶（即

7C>J8Z?E，每毫克蛋白加入 !"Q 酶量）至 5KQRARC?JEF,
A@A>JNF柱中室温低速振荡过夜；第 ; 天直接用 (:6
洗脱样品，用超滤杯浓缩之。如样品仍含 567，可再
过一遍 5KQRARC?JEF,A@A>JNF柱。

# 结果

#"! 质粒的构建
567融合的质粒见图 !A",#区 567,+(2：采用

()*法扩增得到 #!$%胞外",#区基因（6;;,-;%0），
产物长度为 .11Z#。引物起始位点是第 ;; 位氨基
酸，前 ;! 个氨基酸是信号肽。!区的 ’ 个克隆：
+(%’!（ )%’!,-%$.），+(%$/（ )%$/,6.01）和 +(23
（+(%’! 4 +(%$/）经过 ()*方法得到的基因的长度
分别为 !.$Z#，!$1Z#和 ’%/Z#。
酶切连接到 #5+SD07,! 载体后，挑克隆双酶切

鉴定（图 !Z）后测序鉴定之。
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图 !" 表达载体 #$%&’()*!’%+,的构建
图 !- %+,基因克隆至 #$%&’()*!所获质粒

#$%&’()*!’%+,的酶切鉴定
./01!" 234565 789 38:;<9=3</8: 87 <45 5>#95;;/8: ?53<89

#$%&’()*!’%+,；
./01!- @8:7/96"</8: 87 ?53<89 #$%&’()*!’%+, -A 95;<9/3</8:

5:B8:=3C5";5 !"#D!’$%#! B/05;</8:
!：%+, 05:5 "6#C/7/5B -A +@D；E：#$%&’()*!’%+, 3C8:5! F !"#D!’

$%#!；G：#$%&’()*!’%+, 3C8:5E F !"#D!’$%#!；(：#$%&’()*!

F !"#D!’$%#!；H：I"6-B" JKL &’(B"’!"#D! 6"9M59;1

!"! #$%融合蛋白的表达
!"!"& 菌体、培养条件对可溶性 $2)*%+,蛋白量的
影响：我们发现 NIE!（J%G），)$!和 O9/0"6/ N G种菌
株在相同温度下 $2)*%+, 的表达结果相近。 ,+)$
浓度在 PQ! R !668C’I 范围内，摇床转速在 EPP R
EHP9’6/:范围内，可溶性 %+,蛋白量无可见的变化。
图 E 显示了 NIE!（J%G）菌株，GST诱导 E4；)$! 菌
株，EUT诱导 G4和 O9/0"6/ N菌株，!VT过夜诱导 G
个条件的 2J2*+L$%的结果。光密度扫描结果的表
明：GST表达条件下，可溶性 $2)*%+,蛋白量太少无
法估计；EUT表达条件下，可溶性蛋白量占细菌总可
溶性蛋白量的 GQGHW；!VT表达条件下，可溶性蛋白
量占细菌总可溶性蛋白量的 !HQUSW。

图 E $2)*%+,不同表达条件下的 2J2*+L$%结果
./01E 2J2*+L$% ":"CA;/; 87 <45 5>#95;;/8: 87 $2)*%+,

=:B59 B/77595:< 38:B/</8:;
!：35CC CA;"<5 -57895 ,+)$ /:B=3</8:；E：<45 #5CC5< 87 NIE!（J%G），CA;"<5

3=C<=95B "< GST ":B /:B=35B X/<4 ,+)$ 789 E4；G：<45 ;=#59:"<":< 87

NIE!（J%G），CA;"<5 3=C<=95B "< GST ":B /:B=35B X/<4 ,+)$ 789 E4；(：

<45 #5CC5< 87 )$!，CA;"<5 3=C<=95B "< EUT ":B /:B=35B X/<4 ,+)$ 789 G4；

H：<45 ;=#59:"<":< 87 )$!，CA;"<5 3=C<=95B "< EUT ":B /:B=35B X/<4 ,+)$

789 G4；V：<45 #5CC5< 87 O9/0"6/ N，CA;"<5 3=C<=95B "< !VT ":B /:B=35B

X/<4 ,+)$ 8?59:/04<；S：<45 ;=#59:"<":< 87 O9/0"6/ N，CA;"<5 3=C<=95B "<

!VT ":B /:B=35B X/<4 ,+)$ 8?59:/04< 1

!"!"! 可溶性蛋白 $2)*%+,抗体结合活性的测定：
由图 G 可以看出，三种菌（NIE!（J%G），)$! 和
O9/0"6/ N）在 !VT时菌体裂解液上清的抗体结合活
性为 EUT的 H倍和为 GST的 !P 倍，说明 !VT时可
溶性 $2)*2+,蛋白的表达量高于其他两种温度。同

时，同在 !VT条件下，O9/0"6/ N菌株的抗体结合活
性略好于 NIE!（J%G）和 )$!两种菌株。可能是由于
O9/0"6/ N菌株存在较好的辅助氧化重折叠的作用。

图 G 不同表达条件下 $2)*%+,蛋白的抗体结合
活性的 %I,2L结果

./01G D5C"</?5 "3</?/<A -A %I,2L 87 $2)*%+, /: <45 CA;"<5;
7986 B/77595:< 3=C<=95;

!：NIE!（J%G），GST，E4；E：)$*!，GST，E4；G：O9/0"6/ N，GST，E4；(：

NIE!（J%G），EUT，G4；H：)$*!，EUT，G4；V：O9/0"6/ N，EUT，G4；S：

NIE!（J%G），!VT，8?59:/04<；U：)$*!，!VT，8?59:/04<；Y：O9/0"6/ N，

!VT，8?59:/04< 1

!"!"’ 根据条件优化的结果确定最后大规模表达
所采用的条件是：菌株采用 NIE! 突变株 O9/0"6/ N，
IN培养基，PQ!668C’I ,+)$，EPP9’6/:，!VT诱导过夜
（!V R EP4）。在该表达条件下，尽管仍有部分目的蛋
白以包含体形式存在于沉淀中，但上清中仍可纯化

出 $2)*%+,蛋白 !P R !H60’I（通过 N9"B.89B法测定，

GYH李良维等：富含二硫键的膜蛋白 #!UH胞外区在大肠杆菌中的可溶性表达和性质鉴定



每批次表达量略有不同），足以满足活性测定和蛋白

质晶体生长的需求。

!"!"# !"#$蛋白!区融合蛋白的表达：利用上述方
法，构建并表达了 %个含 !"#$ !区部分基因的克隆
&’$%"、&’$#(、&’)*，其中克隆 &’)* 的基因序列是
&’$%"与 &’$#( 之和（即 +$%",-./0）。&’)*包含有
美国上市的抗体药物 12342!567的完整表位，该表位
为空间表位，而 &’$%"和 &’$#(两个克隆都只包括
该表位的一部分。细菌裂解液上清的 -8-,’9:&结
果见图 /。

图 / !"#$蛋白胞外!区 %个克隆的 -8-,’9:&结果
;6<=/ -8-,’9:& >7>?@A6A BC 5D322 4?B72A BC !>356>? !

EBF>67 <272A BC !"#$ &+8
"：5D2 AG!237>5>75 BC :-H 4B753B? I245B3；J：5D2 AG!237>5>75 BC &’$%"；%：

5D2 AG!237>5>75 BC &’$#(；/：5D2 AG!237>5>75 BC &’)*= HD2 >33BKA 67E64>52

CBG3 !3BEG45A 2L!32AA2E M@ N36<>F6 O（P>72 "，8：:-H；P>72 J，+：

&’$%"；P>72 %，O：&’$#(；P>72 /，9：&’)*）=

图 $ :-H,&’)蛋白经 :?G5>5D6B72,><>3BA2纯化的
-8-,’9:&结果（>）和 Q2A5237 M?B5分析（M）

;6<=$ -8-,’9:&（>）>7E Q2A5237 M?B5（M）>7>?@A6A BC
:-H,&’) !G36C62E M@ :?G5>5D6B72,><>3BA2
"：!G36C62E :-H,&’)；J：!G36C62E :-H 4B753B?

!"$ %&’()*+融合蛋白的纯化
将处理后的菌体裂解液上清用 :?G5>5D6B72,

><>3BA2亲和柱纯化，-8-,’9:&结果显示：亲和柱一
步纯化即可达 #RS以上的纯度。$$T8附近的即为

目的蛋白条带，在 J#T8处也有较为明显条带，见图
$，J#T8条带可能为降解条带或为转录提前终止的
产物，可用分子筛的方法除掉。采用 -G!23E2L :,($
分子筛初步纯化后电泳结果显示：目的蛋白可达

0$S以上的纯度（图 .）。

图 . &’)和 :-H,&’)蛋白经 :?G5>5D6B72,><>3BA2亲和柱和
-G!23E2L :,($分子筛纯化产物的 -8-,’9:&结果
;6<=. -8-,’9:& >7>?@A6A BC &’)和 :-H,&’) !G36C62E

5D3BG<D :?G5>5D6B72,><>3BA2 >7E -G!23E2L :,($
"UJ 32!32A275 5D2 !G36C62E &’)U:-H,&’) 32A!2456I2?@=

!"# %&’()*+直接 ),+&-和竞争 ),+&-的结果
直接 &P)-9结果表明，% 种菌株 ".V过夜表达

的融合蛋白 :-H,&’) 和本研究室抗 !"#$ 的嵌合抗
体 4D9J"均有很强的结合的活性，而阴性对照（相同
条件下表达的 :-H 蛋白）则没有阳性反应（图 %）。
竞争 &P)-9 结果表明：表达的融合有 :-H 的蛋白
&’)和 H.,"(细胞裂解液（含有全长的 !"#$蛋白）有
相同的抗体结合位点（图 (）。其后又以纯化的全长
!"#$蛋白重复了竞争 &P)-9实验，得到与 H.,"( 细
胞裂解液相同的结果（数据未显示）。

图 ( 表达产物 :-H,&’)与 H.,"(裂解液的竞争 &P)-9的
结果（其中 H.,"(裂解液含有天然状态下的 !"#$蛋白）
;6<=( HD2 4BF!25656I2 &P)-9 32AG?5A BC 5D2 :-H,&’) !3B5267 >7E
?@A>52 BC H.,"(（?@A>52 BC H.,"( 4B75>6767< 5D2 7>5G3>? !"#$）

另外 &’$%"、&’$#(、&’)*细胞裂解液上清的直
接 &P)-9 检测的结果见表 "，可见除含有完整
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!"#$"%&’(结合表位的 )*+,表达产物外，而其他两个
表达产物与 !"#$"%&’( 均无明显阳性反应。进一步
表明了该方法对富含二硫键的 %-./ 胞外!区的表
达也是可行而且有效的。

表 ! "!#$蛋白胞外!区 %个克隆的 &’()*结果
+,-./ ! +0/ &’()* 1/23.42 56 401// 7.58/2 56 ",149,. !

:5;,98 </8/2 56 "!#$ &=>

)*/0- )*/.1 )*+, 234 *5#’6’"7 %-./
!"#$"%&’( 8 8 9 8 9

+##":;&’<" =;> 8 8 8 8 8

?@$ 凝血酶对融合蛋白 A)+B&C(的消化以及消化
后的 A)+蛋白的去除
裂解上清用 2:5&;&?’@("A;B;#@C" 一步纯化后，洗

脱液加入凝血酶作用过夜，发现 /DEF左右的 234A
)*+融合蛋白条带消失，出现了另外两个主要条带：
0DEF左右的是目的蛋白 )*+，GHEF的是切掉的 234
（图 .）。此电泳图显示：融合蛋白 234A)*+可以被凝
血酶完全消化为 234蛋白和 )*+蛋白。图中，凝血
酶消化下的 234蛋白在 GHEF附近，比单独表达的
234蛋白（分子量 G.EF）略小，这是因为单独表达的
234蛋白多出了 -/个氨基酸（即从多克隆位点至终
止密码子的一段氨基酸序列）。如果把 234A)*+结
合在 2:5&;&?’@("A;B;#@C" 上与凝血酶室温作用过夜，
然后再经透析和分子筛进一步纯化则可得到纯度高

于 I/J的目的蛋白（见图 H）。

图 . 表达产物 234A)*+经凝血酶酶切的 3F3A*K2)结果
L’BM. 3F3A*K2) ;(;:NC’C ;6&"# &?" $:";<;B" @6

234A)*+ >N 4?#@O>’(
-：234A)*+ %#@&"’( %5#’6’"7 >N 2:5&;&?’@("A;B;#@C"；G：&?" $:";<;B"

%#@75$& >N 4?#@O>’(；0：234 %#@&"’( $@(&#@: M

?@D 融合蛋白稳定性
融合蛋白稳定性较好，反复冻融和 G/P过夜放

置经 3F3A*K2) 检测后均无发现降解，且用 )Q+3K
检测发现其抗体结合活性亦无损失（数据未显示）。

图 . 显示，凝血酶消化后，GHEF 的 )*+ 蛋白量与
0DEF的 234相比有明显减少，说明当 234A)*+蛋白
在 234被切除之后，导致部分 )*+蛋白不稳定而降
解。将凝血酶消化前和消化后的蛋白溶液稀释相同

倍数后铺板进行 )Q+3K检测（图 I），发现 !"RID(O吸

光度从 GSD 下降到 -SG，说明凝血酶消化后，部分
)*+蛋白由于降解或者结构不稳定而失活，导致抗
体结合活性有一定程度下降。

图 I 融合蛋白 234A)*+切除 234前后的 )Q+3K结果
L’BMI 4?" )Q+3K @6 234A)*+ ;(7 )*+ @>&;’("7 ;6&"#

234A)*+ $:";<;B" >N &?#@O>’(
-：234A)*+；G：)*+ @>&;’("7 ;6&"# 234A)*+ $:";<;B" ;& GGP >N &?#@O>’(

6@# -H?；0：234；R：&?#@O>’(（GD5TOQ）；/：("B;&’<" $@(&#@:（U3K）M

% 讨论
很多膜蛋白和分泌蛋白都具有复杂的空间结构

和大量的二硫键，给这类蛋白的异源表达带来很大

的挑战性。酵母表达系统对蛋白的加工能力较强，

但目前常用的酵母表达系统对富含二硫键蛋白的加

工能力也很差，且表达周期长，成本高。哺乳动物细

胞系统在表达结构复杂、富含二硫键蛋白时的确具

有很大优势，但由于表达量很低、成本高、纯化困难

等原因使该系统的使用也受到限制。所以如果可

能，原核表达系统仍为蛋白表达的首选。然而，常用

的大肠杆菌表达体系中由于没有膜系统的存在，不

能像真核生物那样在细胞器内造成还原性环境，所

以难以形成正确的二硫键。有不少文献报道了利用

234融合表达蛋白［--］，但是仍然存在一些问题，如：
可溶性差，表达量低。而关于 %-./ 胞外区的表达，
迄今还没有在大肠杆菌系统中可溶性表达的报道。

有人曾经纯化过 %-./ 蛋白的胞外区［-G］，但是成本
高，而且量很低：每毫克细胞裂解上清蛋白，%-./蛋
白收获率为 -S-GI V -D8 /OB，而且含有疏水区的膜蛋

/I/李良维等：富含二硫键的膜蛋白 %-./胞外区在大肠杆菌中的可溶性表达和性质鉴定



白的纯化要达到较高的纯度存在一定的困难。

本文对用大肠杆菌系统表达富含二硫键的

!"#$胞外区的条件进行了探索。结果表明，采用大
肠杆菌菌株 %&’()*’ +（,-.）!/012、324融合表达载
体、低 5643 浓度、低诱导温度等条件对 !"#$ 胞外

!7"、#区的表达最为有益，其中影响较大的是低
温诱导和 324对融合蛋白的辅助折叠功能。324的
存在对于稳定 -65蛋白的复杂结构较为有利，切除
324会在一定程度上造成其稳定性和抗原结合活性
的下降；而低温诱导较为关键，即使不同的大肠杆菌

菌株也可以得到相似量的可溶蛋白；此外，%&’()*’ +
在蛋白二硫键的正确形成上也起到了一定的作

用［".，"8］，该菌株在对于可溶性目的蛋白的活性上有

一定的帮助。本文的工作将为以后表达类似蛋白质

提供一种有益的借鉴。另外，值得注意的一点是分

子量小的蛋白质用本文的方法可得到表达量更高的

可溶蛋白，对于两个结构复杂程度相近的融合蛋白

-65和 -659在相同条件下得到的可溶成分的量，分
子量大的产率较低。

在 -3:;家族中，四个家族成员在序列上具有
很高的同源性，在结构上也具有很类似的结构，!7
"和#区都是富含二硫键的结构域。有文献报
道［<］，-3:;家族成员相互磷酸化主要是依靠这两个
结构域的相互作用。如果 -3:;家族成员之间的相
互作用被抑制，其胞内区的磷酸化作用就被抑制，从

而使得 -3:;家族蛋白失活达到抑制肿瘤生长的功
效。因此表达 !"#$蛋白的这两个富含二硫键的结
构域对于研究 -3:;家族成员之间的相互作用有一
定的作用。本研究还表明嵌合抗体 =>?@"的表位在
!"#$蛋白胞外的!7"区。上述结果为进一步解开
抗体 =>?@"与 !"#$相互作用区域的空间结构，研究
=>?@"抑制肿瘤细胞生长机理，寻求更好的治疗
!"#$过表达性肿瘤的途径打下了基础。
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