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　　［摘要］　目的　构建人亲环素Ａ（ＣｙｐＡ）基因的原核表达载体，诱导表达、纯化蛋白，制备抗体，为进一步研究其生物学
作用奠定基础。方法　以人肺癌组织总ＲＮＡ为模板，ＲＴＰＣＲ扩增ＣｙｐＡ基因片段，克隆到ｐＭＤ１８Ｔ载体中。扩增产物与
原核表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）连接，构建表达质粒ｐＥＴ３０ａＣｙｐＡ，转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），ＩＰＴＧ诱导表达，用镍树脂亲和层析

柱 ＨｉｇｈＡｆｆｉｎｉｔｙＮｉＩＤＡＲｅｓｉｎ纯化表达产物，ＳＤＳＰＡＧＥ检测纯化蛋白。用获得的蛋白免疫大白兔，制备抗ＣｙｐＡ蛋白多抗，

采用蛋白印迹法检测抗体特异性。结果　成功构建了ＣｙｐＡ的原核表达载体，经大肠杆菌诱导表达、镍亲和层析柱纯化，得
到纯度达８０．２％的融合蛋白，免疫大白兔后得到多抗血清。蛋白印迹结果显示此多克隆抗体能与ＣｙｐＡ蛋白特异性结合。

结论　成功获得ＣｙｐＡ纯化蛋白及ＣｙｐＡ多克隆抗体，为进一步研究ＣｙｐＡ在肺癌中的作用机制奠定了基础。
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　　亲环素Ａ（ＣｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ，ＣｙｐＡ）是一种在生物界广泛存

在、高度保守的蛋白质，具有肽基脯氨酰顺／反异构酶活性，

不仅参与蛋白质的折叠、装配与运输，而且参与减数分裂，并

起分子伴侣的作用，在细胞外可作为细胞间通讯的媒介［１］。

目前的研究表明，ＣｙｐＡ 参与了许多癌症的发生和发展过

程［２４］。在肺癌的的形成过程中，ＣｙｐＡ也起着非常重要的作

用［５］。本研究拟通过构建ＣｙｐＡ原核表达载体，优化融合蛋

白的表达条件，获得重组蛋白纯品，以该融合蛋白为抗原制

备多克隆抗体，从而为进一步研究ＣｙｐＡ在肺癌发生、发展

中的作用和机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和材料　大肠杆菌ＪＭ１０９、大肠杆菌ＢＬ２１
（ＤＥ３）及原核表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）由郑州大学公共卫生学

院提供。ｐＭＤ１８Ｔ 载体、内切酶ＮｄｅⅠ及ＸｈｏⅠ、Ｔ４ＤＮＡ
连接酶购自大连宝生物工程公司，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、日

常型质粒 ＤＮＡ 抽提试剂盒系 Ｖｉｔａｇｅｎ产品，ＩＰＴＧ 购自

Ｍｅｒｃｋ公司，ｄＮＴＰ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自上海生工生物工

程技术服务有限公司，尿素、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺购自北

京康桥生物技术公司，ＨｉｇｈＡｆｆｉｎｉｔｙＮｉＩＤＡ Ｒｅｓｉｎ购自

ＧｅｎｅＳｃｒｉｐｔ公司。日本大白兔购自河南省实验动物中心。

１．２　ＲＴＰＣＲ方法获取目的基因　取１００ｍｇ新鲜肺癌组

织（郑州大学第一附属医院手术切除标本），用ＴＲＩｚｏｌ法提

取人肺癌组织总ＲＮＡ。取总ＲＮＡ３μｇ，用ＯｌｉｇｏｄＴ１８引物

合成ｃＤＮＡ第一链。以合成的ｃＤＮＡ为模板，用ＰｙｒｏｂｅｓｔＴＭ

ＤＮＡ聚合酶扩增ＣｙｐＡ基因序列。上游引物５′ＣＡＧＧＡＡ

ＴＴＣＡＴＧＧＴＣＡＡＣＣＣＣＡＣＣＧＴＧＴＴＣＴ３′，下游引物

５′ＡＴＣＣＴＣＧＡＧＴＴＣＧＡＧＴＴＧＴＣＣＡＣＡＧＴＣＡＧＣ

３′，上、下游引物分别带有ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点。ＰＣＲ
反应体系：ｃＤＮＡ模板２μｌ，１０×反应缓冲液５μｌ，上、下游引

物各１μｌ，ｄＮＴＰ４μｌ，Ｐｙｒｏｂｅｓｔ
ＴＭ ＤＮＡ聚合酶１μｌ；加水至

总体积５０μｌ。反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、

５６℃退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ
完成ＰＣＲ。１％琼脂糖凝胶电泳分析ＲＴＰＣＲ扩增产物。

１．３　原核表达载体的构建　将扩增的目的ＤＮＡ 片段回收

纯化，用限制性核酸内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ对回收后的

ＣｙｐＡ基因和空质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）分别进行双酶切，凝胶回

收，按照 ＤＮＡ 和载体摩尔比为８１的比例混合，加入

Ｔ４ＤＮＡ连接酶，１６℃连接过夜，连接产物转化感受态细胞大

肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），涂于氨苄青霉素抗性的 ＬＢ 平板上，

３７℃过夜培养，挑取阳性克隆小量提取质粒，然后进行双酶

切和ＰＣＲ鉴定，最后经北京三博远志生物技术有限责任公

司测序并确认。

１．４　融合蛋白诱导表达和纯化　取３７℃过夜培养的重组

ＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａＣｙｐＡ）菌液（含卡那霉素６０ｍｇ／Ｌ）５０μｌ接

入５ｍｌ含卡那霉素（终浓度为６０ｍｇ／Ｌ）的ＬＢ培养液中分

管培养，３７℃、２６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至Ｄ６００约为０．５时，取出

０．５ｍｌ培养物作为对照，在剩余培养物中加入化学诱导剂

ＩＰＴＧ至终浓度为０．０１、０．０３、０．０５、０．０８、０．１、０．３、０．５、０．８、

１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，继续振荡培养，在１、２、３、４、５ｈ，分别取出菌液

制备电泳样品（分离胶浓度为１．２％）。以空质粒ｐＥＴ３０ａ
（＋）的诱导产物为对照。诱导产物用５ｍｏｌ／Ｌ的尿素进行

洗涤，４℃、８０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，透析过夜。用ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公
司的 ＨｉｇｈＡｆｆｉｎｉｔｙＮｉＩＤＡＲｅｓｉｎ亲和层析法纯化蛋白。收

集蛋白溶液放入透析袋，用高分子（６０００～１２０００）聚合物蔗

糖进行浓缩。将浓缩后的样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，并用
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ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ分析融合蛋白含量。

１．５　多克隆抗体的制备及特异性检测　从纯化收集的纯度

较高的样品中取１ｍｌ（１ｍｇ／ｍｌ）与等体积弗氏完全佐剂充分

混合，背部皮下多点注射于日本大白兔，每间隔２周加强免

疫１次，共加强３次。末次免疫后１周心脏采血，分离血清，

分装置２０℃冻存。纯化的融合蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ，转膜，用

制备的兔抗ＣｙｐＡ血清为一抗和羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ为二抗进

行蛋白免疫印迹反应，ＤＡＢ显色，检测抗体的特异性。

２　结　果

２．１　　ＣｙｐＡ基因表达载体的鉴定　以ｃＤＮＡ为模板，以

Ｐ１和Ｐ２为引物，用ＴａｑＤＮＡ 聚合酶扩增出的 ＤＮＡ 经

１．０％琼脂糖凝胶电泳，大小为４９７ｂｐ左右。扩增的ＣｙｐＡ
基因经 ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切后克隆于原核表达载体

ｐＥＴ３０ａ（＋）中，以阳性质粒为模板进行ＰＣＲ，单、双酶切阳

性质粒均与预期片段大小相符（图１）。经北京三博远志生物

技术有限责任公司测序鉴定，重组质粒的外源插入片段序列

正确，重组载体命名为ｐＥＴ３０ａＣｙｐＡ。

图１　重组质粒ｐＥＴ３０ａＣｙｐＡ的鉴定

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１，４：重组质粒经ＥｃｏＲⅠ单酶切；２：重组质粒经

ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切；３：ＣｙｐＡ基因ＰＣＲ扩增产物

２．２　ＣｙｐＡ融合蛋白的表达和纯化　ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示，

在诱导４ｈ时，蛋白表达量最高（图２）。经ＨｉｇｈＡｆｆｉｎｉｔｙＮｉ

ＩＤＡＲｅｓｉｎ亲和层析柱纯化后，对所得蛋白样品浓缩，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测蛋白纯化结果，共收集４管，其中第３管和第４
管目的蛋白量较大（图３），收集波峰处样品，用 ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ
软件分析纯化后的融合蛋白的纯度，其中含量高达８０．２％。

２．３　抗血清与ＣｙｐＡ蛋白反应结果　以兔抗ＣｙｐＡ血清为

一抗，羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ为二抗对纯化蛋白进行检测，结果显

示，诱导量较大的ＣｙｐＡ蛋白能被特异性抗血清识别（图４）。

３　讨　论

　　ＣｙｐＡ是免疫抑制剂环孢素Ａ的亲和素，被证实在细胞

和组织中广泛分布。研究表明ＣｙｐＡ在非小细胞肺癌中过

量表达，并且可能是一个新的诊断和治疗靶点。Ｈｏｗａｒｄ
等［６］建立了两种非小细胞肺癌的ＲＮＡｉ细胞系，在ＣｙｐＡ基

因敲除的有机体中，肿瘤生长缓慢，葡萄糖利用降低，且增殖

减少，细胞凋亡增加。本课题组前期的研究发现在肺癌的发

生过程中，ＣｙｐＡ 蛋白在肺癌组织中高度表达［７］。究竟

ＣｙｐＡ在肺癌的发生发展过程中起到什么样的作用，目前尚

不清楚。为了研究ＣｙｐＡ蛋白在肺癌发生发展过程中的生

物学作用，就需要获得人肺癌源性ＣｙｐＡ蛋白。而获得蛋白

有多种方法，如从肺癌组织中直接纯化获得，但是这种方法

费时、费力，需要有很严格的纯化条件，因而本研究采用基因

工程的方法，从肺癌组织中扩增ＣｙｐＡ基因，构建原核表达

载体，在体外表达和获得了大量的人肺源性ＣｙｐＡ蛋白，并

制备了多克隆抗体，为进一步研究其在肺癌发生发展过程中

的作用奠定了基础。

图２　ＳＤＳＰＡＧＥ检测ＩＰＴＧ诱导不同时间融合蛋白的表达

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：未诱导；２６：１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ分别诱导１５ｈ

图３　ＳＤＳＰＡＧＥ检测纯化的ＣｙｐＡ融合蛋白

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１４：收集的４管纯化蛋白

图４　蛋白印迹法检测抗ＣｙｐＡ多克隆抗体的特异性

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＣｙｐＡ融合蛋白与ＣｙｐＡ多克隆抗体杂交条带

　　本研究中选用的载体ｐＥＴ３０ａ（＋）是带有６个组氨酸标

签的质粒，诱导表达后形成的融合蛋白可通过镍离子亲和层

析法进行纯化，该方法是利用融合于重组蛋白的组氨酸标记
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物与 Ｎｉ２＋特异性结合，使其结合到吸附有 Ｎｉ２＋的层析介质

上，然后再将其洗脱而达到分离的目的。该方法特异性强，

方便快捷，利用此方法纯化获得的ＣｙｐＡ蛋白，经初步鉴定，

纯度较高，达到８０．２％。

　　本实验利用人肺源性的ＣｙｐＡ基因表达蛋白，经纯化后

免疫实验大白兔，成功制备了该蛋白的多克隆抗体，这种蛋

白和抗体制备的方式保障了此抗体对于人源性肺癌组织表

达蛋白的特异性识别，对于检测肺癌组织中ＣｙｐＡ蛋白的表

达情况以及进一步研究ＣｙｐＡ蛋白在肺癌发生发展过程中

的作用具有实际应用意义。
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