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人Ⅱ型成对免疫球蛋白样受体β基因（ＰＩＬＲβ）的克隆、表达、纯化及其多
克隆抗体的制备
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（１．第二军医大学药学院生化药学教研室，上海２００４３３；２．中国科学院上海生物工程生物研究中心，上海２００２３３）

［摘要］　目的：表达和纯化人Ⅱ型成对免疫球蛋白样受体蛋白ＰＩＬＲβ，制备并鉴定其多克隆抗体。方法：应用ＲＴＰＣＲ从人

的外周血细胞总ＲＮＡ中反转录并扩增出ＰＩＬＲβ基因，将其克隆到表达载体ｐＥＴ３２ａ，在大肠杆菌中ＩＰＴＧ诱导表达，经Ｎｉ
２＋

ＮＴＡ亲和层析柱纯化，纯化后的蛋白多次注射免疫新西兰大白兔，获取多克隆抗血清，ＥＬＩＳＡ法检测抗体效价，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹

检测抗体特异性。结果：获得了较高纯度的ＰＩＬＲβ蛋白（Ｍｒ约为４２０００）及其抗体，多抗效价达到１１００００，且特异性较好。

结论：成功克隆了ＰＩＬＲβ基因并表达纯化了其蛋白，获得了效价较高、特异性较强的多克隆抗体，为进一步研究ＰＩＬＲβ蛋白的

功能和潜在的药物开发打下了基础。
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　　细胞信号途径依赖于激活与抑制间的动态相互作

用［１～４］。受ＳＨＰ１（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏ

ｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）调控的蛋白酪氨酸残基的去磷酸

化是几种细胞信号途径的调控网络中心［５～７］。其中两类抑

制受体超家族成员：一类为含ＩＴＩＭ（ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏ

ｓｉｎｅｂａｓｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｍｏｔｉｆ）的受体，另一类为不含ＩＴＩＭ 的

受体，在细胞信号途径中起重要作用。ＳＨＰ１对细胞信号的

调控是通过平衡ＰＩＬＲα的调节抑制与ＰＩＬＲβ的调节激活来

实现的［２，６，８～１０］。ＰＩＬＲα和ＰＩＬＲβ基因一前一后同方向定位

于７号染色体上［６，８］。

　　本研究利用ＲＴＰＣＲ技术从人血细胞总 ＲＮＡ中扩增

ＰＩＬＲβ基因，克隆到表达载体ｐＥＴ３２ａ，在大肠杆菌中经

ＩＰＴＧ诱导表达，用Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析柱纯化，并注射免疫

家兔，获得了效价较高、特异性较强的多克隆抗体，为进一步

研究 ＰＩＬＲβ蛋白的功能和潜在的药物开发打下 了 基

础。　　　

１　材料和方法

１．１　实验材料　菌株ＢＬ２１（ＤＥ３），ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）

是本实验室所保存的菌种；质粒ｐＥＴ３２ａ为本实验室保存；

限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ等和Ｔａｑ酶购自ＴａＫａＲａ公

司，ＰＣＲ产物回收试剂盒、质粒抽提试剂盒购自博彩生物技

术公司，ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒
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购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自Ｐｉｅｒｃｅ公司，

纯化用Ｎｉ２＋ＮＴＡ柱购自Ｑｉａｇｅｎ公司，弗氏佐剂购自Ｓｉｇｍａ
公司，ＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧＨＲＰ购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。免疫用雄

性新西兰大白兔，体质量约２．５ｋｇ，购自中国科学院上海实

验动物中心。

１．２　ＰＩＬＲβ基因的扩增与克隆　离心收集约１ｍｌ外周血

细胞，ＴＲＩｚｏｌ提取总ＲＮＡ，以１μｇ总ＲＮＡ为模板在反转录

反应体系中以随机引物合成ｃＤＮＡ，取２μｌｃＤＮＡ产物为模

板进行ＰＣＲ扩增。扩增引物根据人成对Ⅱ型免疫球蛋白样

受体基因核苷酸序列（ＧｅｎＢａｎｋ基因登录号 ＮＭ＿１７８２３８），

去除其编码信号肽的序列，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计

引物，并分别于正义链５′端加ＥｃｏＲⅠ酶切位点，反义链５′端

加ＨｉｎｄⅢ酶切位点，ＰＩＬＲβ正义链引物：５′ＧＣＧＡＡＴＴＣＣ

ＡＧＣＣＴＧＧＴＧＧＣＴＣＣＡＣＡＧＧ３′；反义链引物：５′ＧＣＡ

ＡＧＣＴＴＣＴＡＧＡＡＧＴＣＡＣＴＧＣＴＴＧＧＣＧ３′，预期产物

片段长度约６４０ｂｐ。引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成。ＰＩＬＲβ基因ＰＣＲ扩增条件：９４℃热启动５ｍｉｎ
后，９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火５０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循

环后，７２℃反应５ｍｉｎ。以１．２％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＴ

ＰＣＲ产物。回收纯化后的ＰＣＲ产物克隆到ｐＭＤ１８Ｔ载体

中。

１．３　基因表达载体的构建　克隆到ｐＭＤ１８Ｔ载体中的

ＰＩＬＲβ经测序鉴定正确后，用ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切，回

收约６４０ｂｐ的目的片段。与经ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切的

融合表达载体ｐＥＴ３２ａ相连接，转化感受态 ＢＬ２１（ＤＥ３）、

ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）菌株。经酶切鉴定的阳性克隆，并

进一步测序鉴定。

１．４　基因表达与纯化 　从平板上挑取单个经鉴定正确的

阳性菌落，接种至５ｍｌ含１００μｇ／ｍｌ的氨苄青霉素的ＬＢ液

体培养基，３７℃ 摇床培养过夜。第２天按５％接种量接种至

１００ｍｌ含１００μｇ／ｍｌ的氨苄青霉素的ＬＢ液体培养基中培

养，待菌体浓度达到Ｄ６００值０．６～０．９时，加入ＩＰＴＧ至终浓

度为１ｍｍｏｌ／Ｌ进行诱导表达，３７℃继续振荡培养３ｈ，离心

收集菌体。在沉淀中加入蛋白上样缓冲液，以ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳检测ＰＩＬＲβ融合蛋白的表达。依照 Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ

ＴＭ Ｂｕｆｅｒ

Ｋｉｔ操作说明，离心收集上述经ＩＰＴＧ诱导培养的菌体，将沉

淀的细菌重悬于２ｍ１结合缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，０．５

ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ）。冰上超声裂解细菌细

胞，离心除去细胞沉淀，收集上清。将上清转入加有０．２ｍｌ

Ｎｉ２＋ＮＴＡ层析柱中。然后分别用１０倍体积的结合缓冲液

和６倍体积的冲洗缓冲液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ 咪唑，０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ）洗涤，用１ｍｌ洗脱缓冲液（２５０

ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ）洗脱

重组蛋白。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测纯化的融合蛋白。洗脱缓

冲液洗脱的融合蛋白用生物半透膜脱盐，应用ＢＣＡ法进行

蛋白定量。

１．５　多克隆抗体的制备　将透析定量后的ＰＩＬＲβ融合蛋白

与弗氏完全佐剂等体积等量乳化。采用脚掌和背部皮下多

点注射免疫新西兰家兔，在注射前，先用７０％乙醇棉擦注射

部位，共注射１５０μｇ蛋白。４周后，以上述１／２剂量的抗原
弗氏完全佐剂采用同样的方法加强免疫２次。１周后颈总动

脉取血，３７℃孵箱放置３ｈ，４℃冰箱过夜。吸取血清，４０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清加入１／２体积甘油－８０℃保存备

用。

１．６　兔抗ＰＩＬＲβ多克隆抗体的ＥＬＩＳＡ 检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹鉴定　将纯化的 ＨｉｓＰＩＬＲβ融合蛋白以１０μｇ／ｍ１每孔

５０μ１包被９６孔酶标板，以免疫前的兔血清作为阴性对照。

以同样方法纯化的其他 Ｈｉｓ融合蛋白作为交叉反应对照，将

已纯化的免疫血清做（×１０、×１０２、×１０３、×１０４、×１０５、×

１０６）不同稀释后，进行间接 ＥＬＩＳＡ 法检测抗体效价。取

ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态空菌、转化了重组ｐＥＴＰＩＬＲβ质粒的

ＢＬ２１（ＤＥ３）在ＩＰＴＧ诱导前、诱导后的细菌和纯化的 Ｈｉｓ

ＰＩＬＲβ融合蛋白，进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，以兔抗融合蛋

白血清为一抗，ＡｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧＨＲＰ为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹测定抗体的特异性。

２　结　果

２．１　ＰＩＬＲβ基因的克隆　ＲＴＰＣＲ产物经１．２％琼脂糖凝

胶电泳鉴定，可见大小约为６４０ｂｐ的ＤＮＡ片段（图１）。胶

回收目的片段并将其克隆到ｐＭＤ１８Ｔ载体中，阳性克隆经

测序鉴定，其序列与预期序列完全一致。

图１　ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲ
１：ＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＰＩＬＲβ；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）

２．２　基因表达及纯化结果　我们所克隆到的ＰＩＬＲβ（去除

编码信号肽序列）读码框长６２７ｂｐ，编码２０８个氨基酸残基，

克隆至ｐＥＴ３２ａ为ｐＥＴＰＩＬＲβ载体，其表达的融合蛋白为

３７９个氨基酸，预期相对分子质量约为４２０００。将重组质粒在

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株表达，目的蛋白表达量较低，且在诱导前后表

达没有明显增加，这可能是由于脯氨酸等稀有密码子含量过

高所致。于是将重组质粒转化入ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）菌株

中，通过ＩＰＴＧ诱导实现了较高水平的表达，所表达蛋白的相

对分子质量与预期相对分子质量相符。经Ｎｉ２＋ＮＴＡ 亲和柱

层析纯化后，获得了较高纯度的目的蛋白（图２）。
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图２　ＰＩＲＬβ融合蛋白的表达与纯化

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＩＲＬβｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

１，２：ＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒ３ｈ；３，４：ＰｕｒｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｏｆＰＩＲＬβ；

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

２．３　兔抗ＰＩＬＲβ多克隆抗体的ＥＬＩＳＡ检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹鉴定　ＥＬＩＳＡ实验检测结果表明，抗血清的滴度可以达到

１１００００，且无交叉反应。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析可见，ＩＰＴＧ诱

导前、后的ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）细菌裂解液可检测到与

纯化的ＰＩＬＲβ融合蛋白大小相一致的特异性条带（图３），诱

导前也有条带，说明存在“渗漏”表达，同纯化时结果一致，而

空菌裂解液则无可见条带，说明本实验所制备的兔抗血清能

够同ＰＩＬＲβ发生特异性反应。

图３　免抗ＰＩＬＲβ血清的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定

Ｆｉｇ３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｏｆｒａｂｂｉｔａｎｔｉＰＩＬＲβｓｅｒｕｍ
１：ＣｅｌｌｌｙｓａｔｅｏｆＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）；２：ＣｅｌｌｌｙｓａｔｅｏｆＢＬ２１

ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＥＴＰＩＬＲβｗｉｔｈｏｕｔＩＰＴＧｉｎ

ｄｕｃｔｉｏｎ；３：ＣｅｌｌｌｙｓａｔｅｏｆＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈ

ｐＥＴＰＩＬＲβｗｉｔｈＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒ３ｈ；４：Ｐｕｒｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｆＰＩＬＲβ

３　讨　论

　　由于原核表达载体系统缺乏翻译后加工修饰功能，不能

切除真核生物蛋白的信号肽，因此设计引物时，去除了

ＰＩＬＲβｃＤＮＡ的信号肽，从而构建了人Ⅱ型成对免疫球蛋白

样受体ＰＩＬＲβ成熟蛋白编码序列的原核表达载体。

　　质粒ｐＥＴ３２ａ是由Ｔ７启动子控制的含有硫氧还蛋白

（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ）和６×Ｈｉｓ标签的融合表达载体。Ｎｉ２＋ＮＴＡ
亲和柱可与６×Ｈｉｓ标签相互作用以纯化目的蛋白，十分方

便。表达时先进行少量试管表达实验，检测到表达后再进行

规模稍大的摇瓶发酵。我们在实验中发现重组ｐＥＴＰＩＬＲβ
质粒在ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株中目的蛋白表达量较低，且在诱导

前后表达没有明显增加。分析ＰＩＬＲβ蛋白氨基酸组成，其脯

氨酸等稀有密码子含量较高。于是，采用了可弥补其缺陷的

表达菌株ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３），结果其表达水平明显提

高。这表明ＰＩＬＲβ含较多的脯氨酸等稀有密码子，导致其在

ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株中低水平的表达。

　　我们利用 ＲＴＰＣＲ 方法从人血细胞中扩增ＰＩＬＲβ基

因，获得了ＰＩＬＲβ无编码信号肽的序列，构建了带 Ｈｉｓ标记

的ＰＩＬＲβ原核表达载体，纯化得到较高纯度的目的蛋白，并

制备出其特异性的多克隆抗体，这为进一步对其生物学功能

及其参与细胞信号途径的研究打下了基础。
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