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　　［摘要］　目的　对自行研制的可诱导共刺激分子Ｉｇ融合蛋白的理化性质和体内生物学活性进行分析鉴定。方法　采
用 ＨＣｌ水解法、Ｅｄｍａｎ法、胰酶消化 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱法分别测定该融合蛋白的氨基酸组成、Ｎ末端１５个氨基酸序列、肽

谱等理化性质，并通过ＣＦＳＥ标记体内检测淋巴细胞增殖反应实验研究其抑制同种淋巴细胞增殖的生物学活性。结果　氨
基酸组成分析测得样品的氨基酸组成与ＩＣＯＳＩｇ理论值基本一致。蛋白Ｎ末端１５个氨基酸序列为ＥＩＮＧＳＡＮＹＥＭＦＩＦＨＮ，

与ＩＣＯＳＩｇ理论值一致。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱测定共获得６个与理论预测值相符的肽段。ＩＣＯＳＩｇ可以明显抑制同种Ｔ细

胞的体内增殖反应。结论　所研制的可诱导共刺激分子Ｉｇ融合蛋白结构表达正确且具有体内抑制同种淋巴细胞增殖的活
性，为该融合蛋白的质量标准研究奠定了基础。
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　　共刺激分子在免疫反应中对Ｔ淋巴细胞活化起

到至关重要的作用，故目前出现多种针对共刺激分

子及其配体的生物制剂，并成功应用于多种免疫性

疾病动物模型中。其中ＣＴＬＡ４Ｉｇ（通用名 Ａｂａｔａ

ｃｅｐｔ）于２００５年由美国ＦＤＡ批准上市，用于治疗中、

重度活动性类风湿关节炎，为以阻断Ｔ淋巴细胞共

刺激分子为治疗靶点的临床研究展示了良好的前

景。

　　可诱导共刺激分子（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，

ＩＣＯＳ）与ＣＴＬＡ４共属于ＣＤ２８家族的共刺激分子，

局限于活化后的Ｔ细胞上，与其配体ＩＣＯＳＬ结合，

在Ｔｈ１、Ｔｈ２效应细胞发挥作用的过程中以及在
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Ｔ／Ｂ细胞协同作用、抗体产生和类型转换中，均发挥

着至关重要的作用［１３］。多种疾病的动物模型研究

表明，以ＩＣＯＳ途径为靶点的免疫调节对自身免疫、

移植免疫和肿瘤免疫均有着重要的临床治疗意

义［４６］。本研究成功构建了人ＩＣＯＳ胞外区与人ＩｇＧ

Ｆｃ融合蛋白真核表达系统，获得了ＩＣＯＳＩｇ融合蛋

白，该蛋白为二聚体形式，可以与配体ＩＣＯＳＬ特异

性结合，并能抑制体外同种Ｔ淋巴细胞增殖［７］。

　　为了进一步验证ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的结构及功

能，我们根据《中国生物制品规程》［８］的要求对该融

合蛋白的氨基酸组成、Ｎ末端１５个氨基酸、肽谱等

理化性质进行测定，并通过ＣＦＳＥ标记体内检测淋

巴细胞增殖反应实验进一步验证了其体内生物学活

性。

１　材料和方法

１．１　材料　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白由本实验室自行制

备，并经ＳＤＳＰＡＧＥ法、蛋白质印迹法和流式细胞

术证实为二聚体形式的Ｉｇ融合蛋白，可以与配体

ＩＣＯＳＬ特异性结合［７］。雄性ＢＡＬＢ／ｃ、Ｃ５７ＢＬ／６和

Ｃ３Ｈ小鼠，８～１０周龄，购自中国科学院实验动物中

心。ＣＦＳＥ购自 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司。ＣｓＡ购自

ＮＯＶＡＲＴＩＳ公司。ＡＰＣａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ３、ＰＥｃｙ５

ａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ４、ＰＥｃｙ５ａｎｔｉｍｏｕｓｅＣＤ８流式抗体

均购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。

１．２　蛋白质氨基酸组成分析　纯化的蛋白样品１００

μｇ，６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶解，１１０℃温箱放置１８ｈ，置入氨

基酸自动分析仪进行氨基酸分析。

１．３　蛋白质 Ｎ 端测序　纯化后的蛋白经还原性

１２％ＳＤＳＰＡＧＥ后，湿法电转移至ＰＶＤＦ膜上，取

ＰＶＤＦ膜置于０．５％考马斯亮蓝 Ｒ２５０／甲醇液中，

室温染色５ｍｉｎ；５０％甲醇脱色，直至ＰＶＤＦ膜背景

干净，蛋白条带清晰；切下ＰＶＤＦ膜上的ＩＣＯＳＩｇ蛋

白带，在ＡＢＩ４９１型蛋白序列仪上测定Ｎ末端１５个

氨基酸序列。

１．４　蛋白质肽谱分析　将纯化的蛋白样品１００μｇ，

用胰蛋白酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ酶解蛋白质后采用 ＬＣＱＤＥ

ＣＡＸＰｐｌｕｓ液相质谱联用仪进行 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ
肽质谱测试，主要参数如下：检测方式为正离子，进

样方式为纳喷，毛细管温度为１７０℃，反相 Ｃ８ 柱

８ｍｍ×１５０ｍｍ （ＲＰ１８），扫描范围为４０００００～
２００００００。经过肽质谱分析和Ｐｅｐｔｉｄｅｎｔ数据库搜

索，得到其覆盖率。

１．５　ＣＦＳＥ标记体内检测淋巴细胞增殖反应［９］　
以６０Ｃｏ照射（１８Ｇｙ）ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，分别经尾静脉注

射３×１０７个以ＣＦＳＥ标记的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠Ｔ淋巴

细胞，实验分组如下：（１）空白对照组，不进行处理；

（２）对照ＩｇＧ组，腹腔注射对照ＩｇＧ０．２ｍｇ／ｄ，连用

３ｄ；（３）ＩＣＯＳＩｇ组，腹腔注射ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白０．２

ｍｇ／ｄ，连用３ｄ；（４）ＣｓＡ组，腹腔注射ＣｓＡ０．２ｍｇ／

ｄ，连用３ｄ。经照射的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠接受上述

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠Ｔ淋巴细胞输注作为同基因对照组。

３ｄ后处死受鼠，取脾细胞，以ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ液裂解红

细胞，分别用ＡＰＣＣＤ３、ＰＥｃｙ５ＣＤ４或ＰＥｃｙ５ＣＤ８
标记细胞，用 ＣＦＳＥ＋ＣＤ３＋ＣＤ４＋ 或 ＣＦＳＥ＋ＣＤ３＋

ＣＤ８＋设门，流式细胞术检测ＣＤ４＋、ＣＤ８＋ Ｔ淋巴细

胞增殖情况。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计分析软件

进行单因素方差分析，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的氨基酸组成分析　氨基酸
组成分析结果显示测得纯化的蛋白样品氨基酸组成

与ＩＣＯＳＩｇ理论值基本一致（表１）。

表１　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的氨基酸组成分析

Ｔａｂ１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＣＯＳＩｇ

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｖａｌｕｅ Ｃｏｎｔｅｎｔ（％） Ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄａｍｏｕｎｔ

Ａｓｐ
Ａｓｎ

１５
２０ ６．５８２ ３３

Ｇｌｕ
Ｇｌｎ

１９
１７ ５．５８９ ２８

Ｔｈｒ ２１ ３．２３６ １６
Ｓｅｒ ３２ ４．４４４ ２２
Ｐｒｏ ２７ ４．５５２ ２３
Ｇｌｙ １９ ３．８３３ １９
Ａｌａ ９ ２．４７１ １２
Ｃｙｓ １３ ０．０７８ ０
Ｖａｌ ２８ ５．３２３ ２６
Ｍｅｔ ４ １．０５５ ５
ＩＩｅ １２ ２．３９０ １２
Ｌｅｕ ３２ ６．４１０ ３２
Ｔｙｒ １６ ２．４９８ １２
Ｐｈｅ １６ ３．１５６ １６
Ｌｙｓ ３０ ５．３４７ ２７
Ｈｉｓ １２ ２．４２６ １２
Ａｒｇ ６ １．４６１ ７

２．２　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的 Ｎ端测序　纯化的蛋白
样品Ｎ端１５个氨基酸测得序列为：ＥＩＮＧＳＡＮＹＥＭ
ＦＩＦＨＮ，结果与ＩＣＯＳＩｇ理论值一致（图１）。
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图１　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白Ｎ端测序

Ｆｉｇ１　ＮｔｅｒｍｉｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆＩＣＯＳＩｇ
Ａ：ＳｔａｎｄａｒｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＰＴＰａｍｉｎｏａｃｉｄｓ；Ｂ：ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＮｔｅｒｍｉｎａｌｆｉｒｓｔａｍｉｎｏａｃｉｄＧｌｕ（Ｅ）ｏｆＩＣＯＳＩｇ

２．３　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的肽谱分析　采用胰蛋白
酶法酶解ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白后，经质谱测定，共获得

６个肽段与理论预测肽段相符，如表２所示。该结
果经瑞士生物信息研究所ＥＸＰＡＳＹ 分子生物服务

网站的Ｐｅｐｔｉｄｅｎｔ数据库搜索显示，在相对分子质量
为５００００左右的范围内未检索到与上述条件相符
的已知蛋白，证明该融合蛋白为全新蛋白，且与预测
的目的蛋白相符。

表２　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的肽段覆盖率分析

Ｔａｂ２　ＰｅｐｔｉｄｅｍａｔｃｈａｓｓａｙｏｆＩＣＯＳＩｇ

ＰｅａｋＮｏ． Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＭＨ＋ ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＳｐ． Ｐｅｐｔｉｄｅｓ（Ｈｉｔｓ）ｉｏｎｓ

Ｔ１ Ｒ．ＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲ．Ｄ １２８７．４５ １７８．８ １１／２０
Ｔ２ Ｒ．ＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬＴＫ．Ｎ １８７４．０８ ５２６．９ １７／３０
Ｔ３ Ｋ．ＦＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫ．Ｔ １６７８．８３ １６５８．１ ２０／２６
Ｔ４ Ｋ．ＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫ．Ｔ ２５４５．６６ ８７９．１ １８／４２
Ｔ５ Ｒ．ＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫ．Ｅ １８０９．１０ １１０７．３ １８／３０
Ｔ６ Ｋ．ＶＴＬＴＧＧＹＬＨＩＹＥＳＱＬＣＣＱＬＫ．Ｅ ２３８４．７０ ４０４．１ １２／３８

２．４　ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的生物学活性　流式细胞
术检测结果（图２）显示，同基因对照组的ＣＦＳＥ荧光
强度无明显降低，说明无明显细胞增殖。ＩＣＯＳＩｇ
组和ＣｓＡ组的ＣＦＳＥ荧光强度明显强于空白对照

组和对照ＩｇＧ组（Ｐ＜０．０５），表明所研制的ＩＣＯＳＩｇ
融合蛋白可以在一定程度上抑制体内同种 Ｔ淋巴
细胞增殖反应。

图２　ＩＣＯＳＩｇ抑制体内同种ＣＤ４＋和ＣＤ８＋ Ｔ细胞增殖反应

Ｆｉｇ２　ＩＣＯＳＩｇｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｌｌｏｇｅｎｅｉｃＣＤ４＋ａｎｄＣＤ８＋ Ｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｖｉｖｏ
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３　讨　论

　　对于任何一个新的功能性蛋白质，无论是天然
存在的抑或是按照人们意愿设计研制的，除了要系
统深入地研究其序列结构、生物学功能外，还要对其
物化表征进行充分的揭示。基因工程产品的鉴定，
美国ＦＤＡ和我国的ＳＦＤＡ已经有了明确的要求，
其内容涉及到诸如相对分子质量、氨基酸序列、肽谱
等，这也是基因工程药物质控的重要依据［８］。

　　本实验室前期研究中采用基因工程的方法将

ＩＣＯＳ胞外区与人ＩｇＧ１的绞链区及ＣＨ２、ＣＨ３区结
合，构建ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白真核表达体系，并证明该
蛋白为二硫键结合的二聚体形式，符合ＩＣＯＳＩｇ融
合蛋白的表达形式。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ分析该样品
可被抗人ＩｇＧ１Ｆｃ抗体特异性识别，证明该蛋白为

Ｉｇ融合蛋白［７］。本研究进一步分析了该融合蛋白氨
基酸组成、Ｎ端１５个氨基酸序列、肽谱等理化性质，
并利用新型活体染料ＣＦＳＥ标记技术研究了ＩＣＯＳ
Ｉｇ体内生物学活性。

　　盐酸水解法能较满意地得到除色氨酸和胱氨酸
以外的其他所有氨基酸，是目前水解蛋白质或多肽
应用最广泛的一种方法。氨基酸组成分析测得样品
的氨基酸组成与理论值基本一致，提示样品可能为

ＩＣＯＳＩｇ，确证有待进一步序列分析数据。由于一些
羟基氨基酸（丝氨酸、苏氨酸）水解时有所破坏，同时
各种肽键在酸水解时，有些肽键水解不完全或受到
破坏，因此样品的氨基酸组成往往仅能与理论值基
本一致，这是一种正常的现象［８］。

　　样品Ｎ端１５个氨基酸序列为ＥＩＮＧＳＡＮＹＥＭ
ＦＩＦＨＮ，与ＩＣＯＳＩｇ理论值一致。Ｎ端１５个氨基
酸序列的测定，很大程度上排除了蛋白质混淆的可
能，因为不大可能有两种不同的蛋白质在 Ｎ端１５
个氨基酸序列是完全一样的［８］。样品酶解产物的肽
质谱图谱与目标蛋白ＩＣＯＳＩｇ理论酶解产物的肽质
谱图谱进行肽段覆盖率分析，测得６个匹配的肽段，
确证样品为目标产物ＩＣＯＳＩｇ。

　　ＣＦＳＥ是一种新型活体标记染料，可以自由穿
透细胞膜，并偶联到细胞蛋白质上，当细胞分裂时，

ＣＦＳＥ标记物可平均地分配到２个子代细胞中，荧
光强度减半［９］。本研究将ＣＦＳＥ预染供体ＢＡＬＢ／ｃ
脾细胞输注给受体Ｃ５７ＢＬ／６鼠，加入ＩＣＯＳＩｇ／对照

ＩｇＧ或免疫抑制剂ＣｓＡ，３ｄ后取受体鼠脾和淋巴组
织，流式细胞术测定体内淋巴细胞增殖反应程度，结

果发现ＩＣＯＳＩｇ和ＣｓＡ均能明显抑制同种Ｔ细胞
的体内增殖反应。结果提示ＩＣＯＳＩｇ重组蛋白能在
体内有效抑制同种混合淋巴细胞的增殖反应，有望
在免疫性疾病的治疗中发挥作用。

　　综上所述，本研究进一步验证了所构建的

ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的结构和活性，为进一步的实验
研究和临床研究提供了安全性和有效性保证，同时
为ＩＣＯＳＩｇ融合蛋白的质量标准研究奠定了基础，
对进一步开展此类新药研究具有重要的指导意义。
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