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摘 要 通过固定化金属离子亲和层析进行柱上复性与纯化，获得高纯度的可溶性 Z[MS# 胞外域（9Z[MS#），其纯度达 HG\，纯

化的 9Z[MS# 经免疫印迹分析得到验证，并具有与其受体 Z[M# 的特异性结合活性；以该抗原免疫小鼠获得高滴度的抗血清，并

以制备的 9Z[MS#MT4@/,< 亲和层析柱纯化获得高纯度特异性抗体；将该抗体与另一商业化抗体结合建立了一种灵敏的双夹心

NSU=7 法，检测范围为 #-8I>S ] #$$-8I>S，可用于分析可溶性 Z[MS# 的含量。可溶性 9Z[MS# 及其抗体的制备不仅可用于人体

内特异性抗体和可溶性 Z[MS# 的检测，同时也为进一步研究其体内外活性及其受体的性质提供了条件。

关键词 Z[MS#，原核表达，重折叠，亲和层析，抗体
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程序死亡蛋白 #（</’8/,>>26 62,:AM#，Z[M#）是

早年发现的一个与细胞凋亡相关的膜蛋白，主要表

达于活化的 @ 细胞和 Y 细胞上，近年的研究表明它

除了与凋亡相关外，主要对活化 @ 细胞进行负调控，



在维持外周耐受等过程中发挥重要作用［!，"］。在

#$%&’() 遗传背景的小鼠上，*+,! 基因敲除后会发

生狼疮样肾小球肾炎和关节炎［-］，而该基因敲除的

&.’&(/ 小鼠则会发生致命的自身免疫性扩张性心

肌病［0］。*+,’!（又称 &%,1!）［$］和 *+,’"（又称 &%,
+#）是 *+,! 的两个配体，属于 &% 超家族的成员［"］，

与其受体 *+,! 结合传递抑制性信号，抑制 2 细胞增

殖及多种细胞因子的产生［"，$］。*+,’! 主要表达于

外周组织的内皮细胞、上皮细胞以及肝细胞等实质

细胞上并在一些细胞因子刺激下表达上调，同时也

表达于活化的 2 细胞和 & 细胞上，但活化的单核细

胞不表达 *+,’! 而表达 *+,’"［$，)］；表达于组织细胞

上的 *+,’! 介导外周 2 细胞耐受［%］。虽然大多数研

究显示 *+,’! 向 2 细胞传递抑制信号，但也有研究

提示 *+,’! 还可以通过非 *+,! 受体向 2 细胞传递

共刺激信号，促进 2 细胞增殖［3］。但到目前为止假

定的非 *+,! 受体尚未被鉴定。此外，有研究显示，

类风湿性关节炎患者体内存在抗 *+,’! 自身抗体，

这种抗体似可通过与 *+,’! 结合向细胞内传递信

号，与该病的发生和发展有相关性［4］。

为了进一步研究 *+,’! 及其受体的结构和功能

特性，我们在以往构建的 *+,’! 胞外域（5*+,’!）的

原核表达载体并在原核细胞中获得初步表达［!6］的

基础上，通过柱上复性法获得了具有生物活性的

5*+,’! 蛋白，并制备了高特异性抗体，建立了灵敏

的可溶性 5*+,’! 检测方法，这些结果为 *+,’! 的相

关研究奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

大肠杆菌 &’"!（+7-）菌株购自 89:;<=>；8?" @ ,
82. 介 质 购 自 A>:?BC9<=>；山 羊 抗 人 *+,’! 抗 体 为

DE+ 公 司 产 品；预 染 蛋 白 分 子 量 标 准 为 北 京

2A.8F78 产品；增强化学发光试剂盒（7#’ G=5B=C>
H=B=/B?9> C=;<=>B）、81I,;/B?:;B=H 1?2C;J 1* 预装柱购

自 .K=C5L;K &?95/?=>/=5 产 品；辣 根 过 氧 化 物 酶

（1D*）标记兔抗小鼠 A<F 和 1D* 标记兔抗山羊 A<F
为 北 京 中 山 进 口 分 装 产 品（ 美 国 M;/N59>
AKKO>=D=5=;C/L）；弗氏完全佐剂（PC=O>H’5 /9KJQ=B=
;HRO:;>B，P#.）和 弗 氏 不 完 全 佐 剂（ PC=O>H’5
?>/9KJQ=B= ;HRO:;>B，PA.）购自 I?<K; 公司；异丙基,!,
+,硫代半乳糖苷（?59JC9JSQ,!,+,BL?9<;Q;/B95?H=，A*2F）、

咪唑、二氨基联苯胺（H?;K?>9T=>U?H?>=，+.&）、邻苯二

胺（9,JL=>SQ=>=H?;K?>=，V*+）、盐酸胍、尿素等均为

进口或国产分析纯试剂。

!"# 方法

!"#"! 5*+,’! 原核表达载体的构建：见前文［!6］报

道，将编码 *+,’! 胞外域的序列插入 J72,-/ 构建

5*+,’! 的原核表达载体 J72(5*+,’!。

!"#"# 5*+,’! 在 ! W "#$% 中的表达及包涵体纯化：

以 J72(5*+,’! 质粒转化感受态 &’"!（+7-）细菌获

得工程菌，按前文［!!］方法发酵工程菌、纯化包涵

体。

!"#"$ 5*+,’! 的柱上复性和纯化：按文献［!!］方

法进 行 并 稍 作 改 变，简 述 如 下：包 涵 体 以 !6K’
"6KK9Q(’ 2C?5,1#Q（ J1 3X6， 含 )K9Q(’ 盐 酸 胍、

!6KK9Q(’!,巯基乙醇及 $KK9Q(’ 咪唑）溶解，离心除

去不溶物后，上清液与 !K’ 8?" @ ,82. 介质（经同一

缓冲液平衡）混合于 0Y振摇 !)L 后，将混合物装

柱，洗涤 "6K’，然后以 06K’ 的 3K9Q(’ 尿素缓冲液

（ "6KK9Q(’ 2C?5,1#Q， J13X6， 含 3K9Q(’ 尿 素、

6X$K9Q(’ 8;#Q、"6KK9Q(’ 咪唑、6X!KK9Q(’ *ZIP）洗

涤，然 后 按 线 性 梯 度 降 低 尿 素 浓 度 至 零（ 流 速

6X$K’(K?>，总体积 -$K’）使 5*+,’! 进行柱上复性，

最后以 "6、$6、!66、-66 和 $66KK9Q(’ 的咪唑分段洗

脱已复性的 5*+,’! 蛋白，分部收集洗脱峰。

!"#"% 十 二 烷 基 硫 酸 钠,聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（I+I,*.F7）：参照 ’;=KKQ? 的方法进行，浓缩胶浓

度为 $[，分离胶浓度为 !$[，以考马斯亮蓝 D,"$6
染色显示蛋白条带。

!"#"& 免疫印迹分析：方法同文献［!!］，第一抗体

为山羊抗 *+,’! 抗体（! \ $666 稀释），第二抗体为

1D*,兔抗山羊 A<F（! \ !6666 稀释），最后以增强化

学发光成像（.QJL; A>>9B=/L 公司 PQO9C#L=K I* 成像

系统）。

!"#"’ 结合活性分析：4) 孔板以每孔 !66"’ $"<(K’
（配于 *&I，J1%X0）的可溶性 *+,!（按前文方法［!"］

制备）于 0Y包被过夜，接着以 2&I2 封闭孔板，洗涤

后各孔加入 !66"’ 不同浓度的 5*+,’!（各做 - 个复

孔）于室温温育 "L，结合于板上的 5*+,’! 以山羊抗

人 *+,’! 抗体（! \ "666）和 1D*,兔抗山羊 A<F（! \
0666）进行检测，最后以 V*+ 底物溶液显色并以酶

标仪测定 046>K 光吸收。

!"#"( 小鼠抗 5*+,’! 抗血清制备：) ] 3 周龄的雌

性 #$%&’() 小鼠 - 只（购自广东省医学实验动物中

心）按常规方法免疫，以酶联免疫吸附测定（=>USK=,
Q?>N=H ?KKO>959CT=>B ;55;S，7’AI.）检测抗血清的效

价。获得的抗血清经 ! W "#$% 菌体蛋白吸附，消除与

%6!徐丽慧等：可溶性人 5*+,’! 及其抗体的制备和鉴定



! ! "#$% 菌体蛋白的交叉反应。

!"#"$ "#$%&’%()*+,- 亲和柱及亲和层析：将 ./0
"#$%&’ 按 厂 家 建 议 的 方 法 偶 联 于 1(2%,3)45,467
()*+,- 柱（’/&）上制备 "#$%&’%()*+,- 亲和柱，偶联

反应率达 89:；将处理的抗血清按 ’ ; ’< 的比例以

.<//=>?& *+)"%(@>（-( AB<，含 <B9/=>?& 1,@>）稀释，

然后以 ’/&?/)C 的流速上柱，并以同一缓冲液洗涤

至 .A<C/ 光吸收回到基线，最后以 <B’/=>?& 甘氨酸%
(@> 缓冲液（-( .BA）洗脱结合的抗体，收集于含 ’?
’< 体积的 ’/=>?& *+)"%(@> 缓冲液（-( AB<）中，并以

2$2%#DEF 鉴定纯化的抗体。

!"#"% 双夹心酶联免疫吸附测定（F&G2D）：8H 孔板

以每孔 ’<<!& .!0?/&（配于 #I2）山羊抗人 #$%&’ 抗

体于 JK包被过夜，接着以 *I2* 封闭孔板，洗涤后

各孔加入 ’<<!& 不同浓度的 "#$%&’（各做 . 个复孔）

于室温温育 .L，结合于板上的 "#$%&’ 以纯化的小鼠

抗 "#$%&’ 抗体（’ ;M<<<）和 (N#%山羊抗小鼠 G0E（’ ;
’<<<<）进行检测，然后以 O#$ 底物溶液显色并以酶

标仪测定 J8<C/ 光吸收。

# 结果

#"! &’()*! 的复性和纯化

由于 "#$%&’ 在 ! ! "#$% 中表达量较低，并以包

涵体形式存在［’<］，因此考虑从包涵体中进行复性获

得 "#$%&’。该蛋白的羧基端融合了 ()"H 标签，可利

用 1). P %1*D 柱上复性法［’’］进行纯化。图 ’ 为该蛋

白的柱上复性和纯化层析图，以 M<<//=>?& 的咪唑

将复性的 "#$%&’ 从柱上洗脱，获得的可溶性产物纯

度可达 89:（图 .），从 ’ & 培养液所得菌体中可获

得约 ’/0 "#$%&’ 蛋白，免疫印迹分析证实该蛋白能

与山羊抗人 #$%&’ 抗体反应（图 M），进一步证明获

得的产物为 "#$%&’ 蛋白。

#"# &’()*! 的生物活性分析

图 J 为 "#$%&’ 生物活性分析结果，说明 "#$%&’
与 #$%’ 具有特异性结合活性，随前者浓度的升高，

结合程度也不断提高，当 "#$%&’ 浓度为 QC/=>?& 时，

其结合程度接近饱和，表现出典型的配体与受体的

结合特征，说明复性获得的 "#$%&’ 具有较强的生物

活性。

#"+ &’()*! 抗血清制备及抗体纯化

利用制备的高纯度 "#$%&’ 蛋白为抗原免疫小

鼠，获得了高滴度抗血清，F&G2D 测定显示 M 个小鼠

抗血清滴度都在 9< 万以上。以 "#$%&’%()*+,- 亲和

柱纯化抗体，以 <B’/=>?& 甘氨酸%(@> 缓冲液洗脱下

图 ’ 重组 "#$%&’ 在 1). P %1*D 柱上复性和纯化的层析图

R)0!’ OC%3=>S/C +6T=>7)C0 ,C7 -S+)T)3,4)=C =T

+63=/U)C,C4 "#$%&’ V)4L 1). P %1*D 3=>S/C
*L6 3=>S/C V," 6WS)>)U+,467 V)4L .<//=>?& *+)"%(@> （ -( AB<）

3=C4,)C)C0 H/=>?& 0S,C)7)C6 LX7+=3L>=+)76，’9//=>?&"%/6+3,-4=64L,C=>

,C7 9//=>?& )/)7,Y=>6! *L6 ",/->6 7)""=>567 )C 4L6 ",/6 USTT6+ V,"

"L,Z6C V)4L ’ /& =T 1). P %1*D +6")C ,4 JK T=+ ’H L ,C7 4L6C >=,767 )C4=

, 3=>S/C! N6T=>7)C0 =T 4L6 76C,4S+67 ",/->6 V," 3,++)67 =S4 7S+)C0 ,C A

[ </=>?& S+6, >)C6,+ 0+,7)6C4 ,4 , T>=V +,46 =T <B9/&?/)C! *L6 +6T=>767

",/->6 V," "SU"6WS6C4>X 6>S467 V)4L M<<//=>?& )/)7,Y=>6! R+,34)=C" =T

’/& V6+6 3=>>63467! I,+ )C7)3,46" 4L6 -==>67 T+,34)=C"!

图 . 复性和纯化的 "#$%&’ 蛋白的 2$2%#DEF 分析

R)0!. DC,>X")" =T +6T=>767 ,C7 -S+)T)67 "#$%&’ V)4L 2$2%#DEF
\：-+=46)C \] /,+Z6+；’：+6T=>767 ,C7 -S+)T)67 "#$%&’（6>S467 UX M<<

//=>?& )/)7,Y=>6）!

一特异性结合峰（图 9），2$2%#DEF 分析显示该蛋白

为由 9<Z$ 的重链和 .9Z$ 的轻链组成的蛋白，纯度

大于 89:（图 H），计算可得抗体分子量为 ’9<Z$，说

明纯化所得的抗体为 G0E。从 <B’/& 抗血清中可获

得 <B./0 G0E 抗体。

#", 双夹心 -*./0 法测定 ’()*! 浓度

利用纯化的小鼠抗 "#$%&’ 抗体与商业化的山

A<’ &’%()*) +#,-(.$ #/ 0%#1)"’(#$#23 生物工程学报 .<<Q，̂ =>B.M，1=B’



图 ! 复性和纯化的 "#$%&’ 蛋白的免疫印迹分析

()*+! ,--./012033)/* 4/425")" 06 78602989 4/9 :.7)6)89 "#$%&’
; <0--87<)42 *043 4/3)%=#$%&’ 4/3)1095 >4" ."89；?：:78"34)/89 :7038)/

?@ -47A87；’：78602989 4/9 :.7)6)89 "#$%&’+

图 B "#$%&’ 与受体 #$%’ 的结合活性分析

()*+B C)/9)/* 4<3)D)35 06 "#$%&’ >)3= )3" 78<8:307 #$%’
E=8 1)/9)/* 4<3)D)35 >4" 98387-)/89 .")/* 4/ F&,G;%14"89 4""45 >)3=

"02.128 #$%’ :7038)/ <04389 0/ :2438+

图 H 小鼠抗 "#$%&’ 抗体的亲和层析图

()*+ H I=70-430*74- 06 -0."8 4/3)%"#$%&’ 4/3)109)8"
E=8 "#$%&’%J)E74: <02.-/ >4" 8K.)2)174389 >)3= LM --02N& E7)"%JI2 1.6687

（:J OPM）<0/34)/)/* MPH-02N& Q4I2 4/9 3=8 4/3)%"87.- 9)2.389 >)3= 3=8 "4-8

1.6687（’R’M 743)0）>4" 204989 0/30 3=8 <02.-/+ E=8 <02.-/ >4" >4"=89 3)22

3=8 41"0714/<8 14<A 30 14"82)/8 4/9 3=8 10./9 4/3)109)8" >878 ".1"8K.8/325

82.389 >)3= MP’-02N& *25<)/8%JI2 1.6687（:J LPO）+ E=8 82.389 :84A >4"

<0228<389 )/ 4 3.18 <0/34)/)/* ’N’M D02.-8 06 ’ -02N& E7)"%JI2 1.6687（:J

OPM）607 /8.3742)S)/* 3=8 82.3)0/ 1.6687 +

羊抗人 #$%&’ 抗体，建立了双夹心 F&,G;。结果显

示，该 F&,G; 具有高度特异性，并有较好的剂量%反
应关系，可以测定浓度在 ’/*N-& T ’MM/*N-& 之间的

#$%&’ 浓度，表明该方法具有较高的灵敏度和特异

性，可用于测定可溶性 #$%&’ 的浓度（图 U）。

图 V 纯化的小鼠抗 "#$%&’ 抗体的 G$G%#;WF 分析

()*+V G$G%#;WF 4/425")" 06 :.7)6)89 -0."8
4/3)%"#$%&’ 4/3)109)8"

?：:7038)/ ?@ -47A87；’：:.7)6)89 -0."8 4/3)%"#$%&’ 4/3)109)8"+

图 U 双夹心 F&,G; 法定量分析可溶性 "#$%&’ 蛋白

()*+U X.4/3)343)D8 4/425")" 06 "02.128
#$%&’ >)3= 4 "4/9>)<= F&,G;

E=8 4""45 >4" :87607-89 >)3= 3=8 <0--87<)42 *043 4/3)%=.-4/ "#$%&’

4/3)109)8" <04389 0/ :2438 4/9 >)3= :.7)6)89 -0."8 4/3)%"#$%&’ 4/3)109)8"

607 9838<3)/* 3=8 10./9 "#$%&’ :7038)/+ E=8 <0207 >4" 98D820:89 >)3= 0%

:=8/528/89)4-)/8 4" 4 ".1"37438 4/9 41"0714/<8 43 BYM /- >4"

98387-)/89+

! 讨论

#$%&’N#$%’ 信号通路在维持正常生理条件下的

外周 组 织 耐 受 以 及 一 些 病 理 过 程 中 发 挥 重 要 作

用［’，L］。在正常生理状态下，组织细胞上表达的 #$%
&’ 分子在下调效应 E 细胞的功能、阻止 E 细胞对组

织细胞的过度反应而引起自身免疫病过程中发挥重

要作用［’］；而在肿瘤病理情况下，肿瘤细胞组成性或

诱导表达 #$%&’，这些表达 #$%&’ 的肿瘤细胞能够

诱导肿瘤特异性 E 细胞发生凋亡，因而与肿瘤细胞

的免疫逃逸密切相关［L］。此外，病毒感染也会诱导

细胞表达 #$%&’［’!］，影响感染病毒细胞的清除。最

YM’徐丽慧等：可溶性人 "#$%&’ 及其抗体的制备和鉴定



近的研究发现慢性感染期病毒特异性 ! 细胞上表达

高水平 "#$%，这些细胞表现出功能上的“耗竭”现

象，以特异性抗体阻断 "#$&% 信号则可恢复这些 !
细胞的功能状态［%’］。可见，如何进一步研究 "#$&%
及其受体的生理功能以及病理状态下的作用机制，

发展以其为靶标的肿瘤和慢性病毒性疾病的辅助治

疗策略，是当前 "#$&% 研究的重点；同时，是否存在

非 "#$% 受体也是有待解决的重要问题。我们在前

文构建的 ("#$&% 原核表达载体［%)］的基础上，通过柱

上复性法［%%］获得了具有生物活性的 ("#$&% 蛋白，并

制备了纯化的抗 ("#$&% 抗体，建立了测定可溶性

"#$&% 的高特异性高灵敏度的双夹心 *&+,- 方法，

从而为进一步探索 "#$&% 的体内活性及作用机制提

供了必要条件。

以往的研究已经显示，人 ("#$&% 在 ! . "#$% 中

的表达水平相当低［%)］，通过优化表达条件也不能明

显提高其表达率（数据略）。同时，在 ! . "#$% 中表达

的 ("#$&% 主要以不溶性包涵体形式存在［%)］，因而只

有通过复性才能获得可溶性产物。这里，我们采用

一种近年来常用而且有效的柱上复性法［%%］对 ("#$
&% 进行复性，并充分利用融合于羧基端的 /0(1 标

签，实现了柱上复性和亲和层析纯化一次完成，获得

的产物纯度可达 234，再次证明了该方法的简便有

效。我们还对原来建立的方法进行了一点改进，即

将层析介质与变性蛋白混合振摇过夜，以保证重组

蛋白与介质充分结合，并可避免将变性样品直接上

柱时存在重组蛋白集中结合于柱上端导致局部浓度

过高而影响复性效率的缺点，从而使带 /0(1 标签的

蛋白较均匀地与所有介质结合，使复性更有效。此

外，在以咪唑进行洗脱时，分段洗脱较线性梯度效果

好，可以提高洗脱样品的浓度而不影响其纯度。

在获得纯化的可溶性 ("#$&% 蛋白基础上，以其

为抗原免疫小鼠，获得高滴度的抗血清，该抗血清用

无外源蛋白的 ! . "#$% 菌体蛋白吸附以消除其中与

细菌蛋白的交叉反应，提高抗血清的特异性。同时

我们还将 ("#$&% 蛋白偶联至活化介质制备了 ("#$
&%$/0!567 亲和柱，以此亲和柱纯化抗血清得到具有

高度特异性的小鼠抗 ("#$&% +89 抗体。然后将自制

的抗体与商业化抗体，建立了灵敏而特异的可溶性

"#$&% 的 *&+,- 定量检测方法。该定量方法有两方

面的应用，一是用于分析 ("#$&% 的体内药物动力

学，二是用于研究潜在的可溶性 "#$&% 蛋白。我们

曾发现 "#$&: 的 ;<=- 存在一种可溶性剪接变异

体［%3］，而 "#$&% 的 ;<=- 也 有 不 同 的 剪 接 变 异

体［%1］，还存在编码可溶性 "#$&% 异构体的 ;<=- 剪

接变异体（未发表数据）。然而，以此方法对活化 !
细胞培养液和人血清样品进行初步检测，没有监测

到其中有可溶性 "#$&% 存在（数据未给出），但肿瘤

患者或慢性病毒感染病人体内是否存在可检测到的

可溶性 "#$&% 仍值得探索。

前述 ("#$&%$/0!567 亲和柱除了用于纯化特异

性抗体，还可用于纯化其受体 "#$%。已知 "#$% 的

;<=-存在多种不同的剪接变异体，但这些变异体

在蛋白质水平的表达尚不清楚［%>］，利用亲和柱可以

通过富集而分析这些潜在 "#$% 的特性。此外，("#$
&%$/0!567 亲和柱也可用于鉴定非 "#$% 受体的存在

与否。非 "#$% 受体是一种假定的 "#$&% 的刺激性

受体，虽然有大量证据显示可能存在这样一种受体，

但至今尚未被鉴定［:］，利用 ("#$&%$/0!567 亲和柱纯

化潜在的非 "#$% 受体，结合飞行时间质谱有可能鉴

定其存在与否。
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