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ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１体外分子结合模型的建立
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　　［摘要］　目的　建立小鼠ＰＤ１／ＰＤＬ１（ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１）体外分子结合模型，为研究ＰＤ１／ＰＤＬ１生物学活性及建立高
通量药物筛选分子模型奠定基础。方法　重组质粒在原核细胞表达ｍＰＤ１和ｍＰＤＬ１蛋白，利用亲和层析及切胶方法纯化
相应蛋白；应用ＥＬＩＳＡ和ＧＳＴＰｕｌｌｄｏｗｎ方法验证 ｍＰＤ１与其配体 ｍＰＤＬ１蛋白的结合活性；以 Ａｌａｍａｒｂｌｕｅ法检测纯化

ｍＰＤ１和ｍＰＤＬ１蛋白混合物对混合淋巴细胞增殖的影响。结果　ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示原核表达的重组蛋
白与预期基本一致，经过亲和层析和切胶、复性等方式获得了纯化的 ｍＰＤ１和 ｍＰＤＬ１蛋白。ＥＬＩＳＡ和ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ结果

表明，ｍＰＤ１和ｍＰＤＬ１蛋白具有体外结合的活性。淋巴细胞增殖试验进一步说明两蛋白的结合可一定程度上降低单独蛋白

对淋巴细胞增殖的影响（Ｐ＜０．０５）。结论　利用原核细胞高效表达并纯化的 ｍＰＤ１、ｍＰＤＬ１蛋白成功建立体外 ｍＰＤ１／
ｍＰＤＬ１分子结合模型，为高通量药物初筛奠定了基础。

　　［关键词］　ｍＰＤ１；ｍＰＤＬ１；分子模型；淋巴细胞增殖

　　［中图分类号］　Ｒ３９２．１１　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）０４０３８５０５

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅＰＤ１／ＰＤＬ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｃｅｌｌｓ

ＱＩＮＸｉａｏｌｉｎ１，ＬＩＵＣｈａｏｑｉ１，ＹＡＮＧＦａｎ２，ＺＨＥＮＧＬａｎｙｉｎｇ３

１．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，ＴｈｒｅｅＧｏｒｇｅｓＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｙｉｃｈａｎｇ４４３００２，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ

２．ＣｈｅｍｏｒａｄｉａｔｉｏｎＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＹｉｃｈａｎｇ，Ｙｉｃｈａｎｇ４４３００２，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ

３．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｕｒｓｉｎｇ，ｔｈｅＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈａｎｇｙａｎｇＴｕｊｉａＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＣｏｕｎｔｙ，Ｃｈａｎｇｙａｎｇ４４３５００，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２００９１０１２　　　　［接受日期］　２００９１２０３
［基金项目］　湖北省自然科学基金（２００８ＣＤＢ１１８），三峡大学研究生科研创新基金（２００９３６）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆ

ＨｕｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（２００８ＣＤＢ１１８），ａｎｄＧｒａｄｕａｔｅＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＴｈｒｅｅＧｏｒｇｅｓＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（２００９３６）．
［作者简介］　覃晓琳，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｑｉｎｘｉａｏｌｉｎ２００８１０＠１６３．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０７１７６３９７１７９，Ｅｍａｉｌ：ｚｑｌｉｕ＠ｃｔｇｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｏｌｅｃｕｌｅｂｉｎｄｉｎｇｍｏｄｅｌｏｆｍｏｕｓｅＰＤ１／ＰＤＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｖｉｔｒｏ，ｓｏａｓｔｏｌａｙａ

ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｄｒｕｇｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｍｏｄｅｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＰｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ２８ａ（＋）／ｍＰＤＬ１ａｎｄｐＧＥＸ４Ｔ１／ｍＰＤ１ｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｏＥ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１（ＤＥ３），ｗｈｉｃｈｗａｓｔｈｅｎｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｆａｓｔａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈ

ＦＰＬＣＰｒｏｔｅｉｎＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｏｒｇｅｌｓｅｐａｒａｔｉｏｎ．ＥＬＩＳＡａｎｄＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｍＰＤ１ａｎｄ ｍＰＤＬ１．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，Ａｌａｍａｒｂｌｕｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｒｏｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎ ｍｉｘｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ．ＴｈｅｎｐｕｒｉｆｉｅｄｍＰＤ１ａｎｄｍＰＤＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，Ｇｅｌｓｅｐｅｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｆｏｌｄｉｎｇ，

ｅｔｃ．ＥＬＩＳＡａｎｄＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍＰＤ１ａｎｄｍＰＤＬ１ｐｒｏｔｅｉｎｈａｄａｓｐｅｃｉｆｉｃｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏ．ＴｈｅｍＰＤ１／
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（４）：３８５３８９］

　　Ｂ７超家族成员ＰＤＬ１（ｌｉｇａｎｄｏｆｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｄｅａｔｈ１，Ｂ７Ｈ１／ＣＤ２７４）属Ⅰ型跨膜蛋白，为协同刺

激分子，具有胞外区、跨膜区及胞质区尾部，胞外区
有一个ＩｇＶ和一个ＩｇＣ结构域，通过疏水性的跨膜
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域和一个短的、带电荷的胞内区相连［１］，是诱导活化

Ｔ细胞进入凋亡的表面标志，在免疫应答中发挥重
要的负性调控作用［２］。ＰＤ１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈ１，

ＣＤ２７９）也属于Ⅰ型跨膜糖蛋白，相对分子质量约

５５０００，可与ＰＤＬ１ＩｇＶ样结构域相结合
［３］，能够降

低活化淋巴细胞的免疫功能。

ＰＤ１／ＰＤＬ１过度表达与机体多种疾病的发生
发展相关。肿瘤细胞中组成型表达的ＰＤＬ１可诱导
肿瘤特异性细胞毒淋巴细胞（ＣＴＬ）的凋亡，从而抑
制淋巴细胞对肿瘤的免疫应答［４］；病毒感染的ＣＤ８＋

Ｔ细胞表面高表达ＰＤ１可引起病毒特异性ＣＤ８＋Ｔ
细胞耗竭和功能损害，增加病毒载量，说明ＰＤＬ１／

ＰＤ１抑制途径与病毒感染过程中的免疫逃逸有
关［５］。因此，ＰＤ１／ＰＤＬ１成为抗肿瘤、抗病毒及多
种疾病治疗的理想靶点［６８］。针对ＰＤ１／ＰＤＬ１信
号途径的靶向治疗药物筛选模型的建立将大大减少

寻找特异性药物所需花费的时间和精力。
本研究采用原核细胞表达并纯化小鼠ＰＤ１胞

外区（ｍＰＤ１）和小鼠ＰＤＬ１胞外区蛋白（ｍＰＤＬ１），
检测 ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１结合活性，尝试建立 ｍＰＤ１／

ｍＰＤＬ１的体外结合分子模型，以利于靶向治疗药
物的高通量筛选，为后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　菌株Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、

带６×Ｈｉｓ标签的重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）／ｍＰＤＬ１、

带谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）标签的重组质粒ｐＧＥＸ

４Ｔ１／ｍＰＤ１由本研究所保存。兔源ＧＳＴ多克隆抗

体购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，鼠源 Ｈｉｓ单克隆抗体、

ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ、ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ均

购自北京中杉金桥生物技术有限公司，其他化学试

剂由 Ｓｉｇｍａ等公司提供。ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ

４Ｂ、ＧＳＴｒａｐＦＦ和蛋白纯化仪ＫＴＡｐｒｉｍｅ购自ＧＥ

ＨｅａｌｔｈｃａｒｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋ

ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；全波长酶标测定仪（美国Ｔｈｅｒ

ｍｏ公司）；多功能荧光酶标仪（瑞士Ｔｅｃａｎ公司）。

１．２　ｍＰＤ１蛋白的原核表达及纯化　将本实验室

保存的重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／ｍＰＤ１转化至宿主菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）中，挑单克隆接种于含氨苄青霉素的ＬＢ
液体培养液，３７℃振荡培养过夜。次日按１２５接

种量分别接种于含氨苄青霉素的ＬＢ培养液中，３７℃
振荡培养至Ｄ６００为０．６０．８时，加入终浓度为１．０

ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导表达４ｈ。离心收集菌体，菌

体用ＰＢＳ洗涤１次，用适量 ＰＢＳ重悬沉淀，超声波

裂解，５００×ｇ 离心１０ｍｉｎ，取少量上清和沉淀进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳，结果提示大部分蛋白存在于

上清中，收集上清。选用５ｍｌ柱床体积的 ＧＳＴｒａｐ
ＦＦ亲和层析柱和 ＫＴＡｐｒｉｍｅ蛋白纯化仪，先以５

ＣＶ（柱体积）的平衡缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．３）过柱，然

后将细菌裂解上清液以１ｍｌ／ｍｉｎ的速度上样，上样

结束继续加入８ＣＶ的平衡缓冲液，随后经５ＣＶ的

洗脱缓冲液（含１０ｍｍｏｌ／Ｌ 还原型谷胱甘肽，５０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０）将融合蛋白洗脱下来并

收集蛋白。取少量纯化的融合蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ
和蛋白印迹鉴定。

１．３　ｍＰＤＬ１蛋白的原核表达及纯化　将ｐＥＴ２８ａ
（＋）／ｍＰＤＬ１转化至宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，挑单克隆

接种于含卡那霉素的ＬＢ培养液，３７℃振荡培养过夜。

次日按１２５接种量分别接种于含卡那霉素的ＬＢ培

养液中，３７℃振荡培养至Ｄ６００为０．６０．８时，加入终浓

度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导表达４ｈ。离心收集菌

体，菌体重悬于 ＢｕｆｆｅｒＡ 中（０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０），在冰浴中以超声波破碎

菌体，离心后分别收集上清液和沉淀，沉淀部分（包含

体）用１０ｍｌ溶液Ｂ（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０，１

ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，２．０ｍｏｌ／Ｌ尿素）重悬并经超声处理

洗涤３次，然后再以不含ＴｒｉｔｏｎＸ１００的同一缓冲液

洗涤３次，离心得沉淀部分。分别取适量上清和沉

淀，进行ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定，提示目的蛋白主要存在于

沉淀中。将得到的沉淀用上样缓冲液重悬，水煮５

ｍｉｎ，行 ＳＤＳＰＡＧＥ。ＳＤＳＰＡＧＥ 胶 用 冰 冷 的

０．２５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ染色５１０ｍｉｎ，切下目的蛋白，碾碎，

加等体积的水，４℃放置过夜，低温离心取上清，即得

到纯化的目的蛋白。重组蛋白经４℃透析（０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ含５％的甘油）３６ｈ，每４６ｈ换液１次进行复性。

复性的蛋白分装冻存于８０℃。以ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白

印迹电泳对样品进行分析。

１．４　ＥＬＩＳＡ法检测ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１的结合活性　
用包被液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ碳酸缓冲液，ｐＨ９．６）稀释原

核表达纯化的 ｍＰＤ１蛋白，以６０ｎｇ／孔（１００μｌ）包

被ＥＬＩＳＡ板，４℃包被过夜；次日用ＰＢＳＴ（０．５ｍｌ／

ＬＴｗｅｅｎ２０ＰＢＳ）洗涤３次后用１０ｇ／ＬＢＳＡ３７℃封

闭１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次后，加入１０ｇ／ＬＢＳＡ稀释原

核表达纯化的 ｍＰＤＬ１蛋白，以６０ｎｇ／孔（１００μｌ）

３７℃反应１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，加入抗 Ｈｉｓ单克隆

抗体（１１０００），３７℃反应１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤３次，加

入 ＨＲＰ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ（１１０００），３７℃反应
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１ｈ；ＰＢＳＴ洗涤４次，每孔加入 ＴＭＢ１００μｌ，３７℃
避光显色１０ｍｉｎ，加５０μｌ终止液（２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４）

终止反应。酶标仪测定光密度值（Ｄ４５０），并利用正交

试验优化反应条件，测定蛋白的结合活性。

１．５　ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ检测 ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１的结合

活性　将纯化的 ｍＰＤＬ１（０．２ｍｇ／ｍｌ）和 ｍＰＤ１
（０．２ｍｇ／ｍｌ）蛋白分别按１１的比例各１０μｌ于

５００μｌ微离心管中混匀，室温缓慢摇动作用１ｈ，将

其混合物加入２０μｌ的 ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ，

同时以单独的等量 ｍＰＤＬ１蛋白和 ｍＰＤ１蛋白作

为对照与２０μｌ的ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ混合，

室温缓慢摇动１ｈ，用ＰＢＳ洗涤沉淀５次后，离心弃

上清，加入１×ＳＤＳＰＡＧＥ加样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，

取上清，按常规方法进行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，产

物电转至ＰＶＤＦ膜上，５ｇ／Ｌ脱脂奶粉封闭２ｈ，加

入Ｈｉｓ抗体 （１∶５０００），室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３
次后加入 ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ（１５０００），３７℃
孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次后ＥＣＬ显色。０．２ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ处理上述ＰＶＤＦ膜３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，５ｇ／Ｌ
脱脂奶粉室温封闭２ｈ后，加入１∶３０００稀释的

ＧＳＴＴａｇ兔多克隆抗体，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜

３次后加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ（１４０００），

３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次后ＥＣＬ显色反应３

ｍｉｎ，曝光，显影。

１．６　Ａｌａｍａｒｂｌｕｅ法检测 ｍＰＤ１、ｍＰＤＬ１蛋白对

混合淋巴细胞增殖的影响　将１只昆明小鼠和１只

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分别断髓处死，无菌取脾，置７５％乙醇

中浸泡５ｍｉｎ，机械分离脾细胞，用２００目尼龙滤膜

滤过细胞。经ＰＢＳ洗涤２次，４℃、５００×ｇ 离心５

ｍｉｎ，加入ＲＰＭＩ１６４０培养液将细胞密度调整至１×

１０４／ｍｌ１×１０６／ｍｌ，接种于９６孔细胞培养板，１００μｌ／

孔，分成２组：一组中加入纯化的ｍＰＤ１（２μｇ／孔）和

ｍＰＤＬ１（２μｇ／孔）蛋白的混合物，另一组加入单独

纯化的ｍＰＤＬ１蛋白（２μｇ／孔），以未加蛋白的淋巴

细胞作为阴性对照，每个样品孔设置３个复孔。置

于３７℃、５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养２０ｈ后，向各

孔中加入１０μｌＡｌａｍａｒｂｌｕｅ，在培养箱中继续培养

２４ｈ，通过多功能荧光酶标仪在以５３０ｎｍ为激发波

长，以５９０ｎｍ发射波长下测定各孔荧光值，检测纯

化的重组蛋白对混合淋巴细胞增殖的影响。按如下

公式计算增殖率：脾细胞增殖率（％ ）＝（实验组平

均Ｄ值阴性对照组平均Ｄ 值）／阴性对照组平均Ｄ
值×１００％。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行多因素

多水平χ
２检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｍＰＤ１和ｍＰＤＬ１蛋白的原核表达、鉴定、纯

化　ＳＤＳＰＡＧＥ 鉴定结果（图 １Ａ、１Ｂ）：ｐＥＴ２８ａ
（＋）／ｍＰＤＬ１重组质粒表达的蛋白相对分子质量

约３００００，ｐＧＥＸ４Ｔ１／ｍＰＤ１重组质粒表达的蛋白

相对分子质量约４２０００，表达的蛋白相对分子质量

与预期相对分子质量大小基本类似，而阴性对照（诱

导前的菌液）未见明显条带。结果表明重组质粒能

正确表达相应的蛋白。蛋白印迹结果（图１Ｃ、１Ｄ）表

明２种蛋白能特异性与相应抗体结合。

图１　ＳＤＳＰＡＧＥ（Ａ、Ｂ）和蛋白印迹（Ｃ、Ｄ）分析重组蛋白的原核表达及纯化

Ｆｉｇ１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｂｙＳＤＳＰＡＧＥ（Ａ，Ｂ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ（Ｃ，Ｄ）

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１／ｍＰＤ１，ｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１／ｍＰＤ１ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧａｆｔｅｒ４

ｈ；３：ＰｕｒｉｆｉｅｄｍＰＤ１ｐｒｏｔｅｉｎ；４：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ２８ａ（＋）／ｍＰＤＬ１，ｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；５：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ２８ａ（＋）／ｍＰＤＬ１，ｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙＩＰＴＧａｆｔｅｒ４ｈ；６：ＰｕｒｉｆｉｅｄｍＰＤＬ１ｐｒｏｔｅｉｎ；７：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１／ｍＰＤ１，ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧａｆｔｅｒ４ｈ；８：ＰｕｒｉｆｉｅｄｍＰＤ１ｐｒｏｔｅｉｎ；９：

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＧＥＸ４Ｔ１／ｍＰＤ１，ｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；１０：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ２８ａ（＋）／ｍＰＤＬ１，ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧａｆｔｅｒ４ｈ；１１：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｍＰＤＬ１ｐｒｏｔｅｉｎ；１２：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ２８ａ（＋）／ｍＰＤＬ１，ｂｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
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２．２　ＥＬＩＳＡ 法 检 测 ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１ 结 合 活
性　通过正交试验获得的优化条件是：包被的

ｍＰＤ１浓度为１μｇ／孔，ｍＰＤＬ１蛋白为５００ｎｇ／孔，

Ｈｉｓ抗体２００ｎｇ／孔，ＨＲＰ标记羊抗鼠ＩｇＧ抗体浓
度为１０ｎｇ／孔。按照以上的浓度，用纯化的 ｍＰＤ１
蛋白包被ＥＬＩＳＡ板，依次与 ｍＰＤＬ１蛋白、抗 Ｈｉｓ
单克隆抗体、ＨＲＰ标记的抗鼠ＩｇＧ作用，测定光密
度值（Ｄ４５０），分别以未加 ｍＰＤ１蛋白、ｍＰＤＬ１蛋
白、抗 Ｈｉｓ单克隆抗体作为３个阴性对照（图２），结
果显示，纯化的ｍＰＤ１蛋白与ｍＰＤＬ１蛋白在体外
具有良好的结合活性。

２．３　ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ法检测 ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１的结
合活性　ｍＰＤＬ１与ｍＰＤ１蛋白混合后，加入Ｇｌｕ
ｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ，因为含ＧＳＴ标签的 ｍＰＤ１
能与ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ特异性结合，因此通
过离心的方式使ｍＰＤＬ１／ｍＰＤ１存在于沉淀中，以

Ｈｉｓ单抗为一抗经蛋白印迹可检测到一条相对分子
质量约３００００的 ｍＰＤＬ１蛋白阳性条带，而其他
孔均为阴性。由于ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ可以

与ｍＰＤ１结合，因此上述ＰＶＤＦ膜经０．２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ处理后，再以ＧＳＴ抗体为一抗可以测定到２
条ｍＰＤ１（相对分子质量约４２０００）条带，其他均显
示阴性（图３）。结果进一步证实原核表达并纯化的

ｍＰＤ１能与配体ｍＰＤＬ１结合。

图２　ｍＰＤ１胞外区与ｍＰＤＬ１
胞外区蛋白结合的ＥＬＩＳＡ检测结果

Ｆｉｇ２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｄｏｍａｉｎｓｏｆｍＰＤ１ａｎｄｍＰＤＬ１ｂｙＥＬＩＳＡ
Ｐ＜０．０５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１体外结合的ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ法检测结果

Ｆｉｇ３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂｉｎｄｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎｍＰＤ１ａｎｄｍＰＤＬ１ｂｙｐｕｌｌｄｏｗｎａｓｓａｙ

２．４　Ａｌａｍａｒｂｌｕｅ法检测 ｍＰＤ１、ｍＰＤＬ１蛋白对

混合淋巴细胞增殖的影响　单独 ｍＰＤＬ１蛋白及

ｍＰＤ１和ｍＰＤＬ１蛋白混合物分别作用于混合淋巴

细胞，以未加任何蛋白的淋巴细胞作为阴性对照，培

养４８ｈ后应用多功能荧光酶标仪检测各孔荧光值，

反映淋巴细胞增殖活性。结果显示混合淋巴细胞加

入重组蛋白ｍＰＤＬ１后，其增殖率明显增高，并与细

胞密度相关；当２个重组蛋白混合后作用于混合淋

巴细 胞，结 果 显 示 增 殖 率 低 于 单 独 重 组 蛋 白

ｍＰＤＬ１（Ｐ＜０．０５，图４），说明 ｍＰＤ１与 ｍＰＤＬ１
相互作用能拮抗单独蛋白对混合淋巴细胞增殖的影

响。

图４　重组蛋白对混合淋巴细胞增殖的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｎｍｉｘｅｄｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０５ｖｓｍＰＤＬ１ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　ＰＤ１、ＰＤＬ１蛋白的结构研究发现，ＰＤＬ１分
子与受体ＰＤ１主要是通过其胞外区ＩｇＶ结构域相
互作用，对机体免疫系统进行负向调节。正常情况
下，这种负向调节参与诱导和维持外周组织的免疫
耐受，导致外周自身反应性 Ｔ细胞的凋亡，对防止
组织的炎性过度反应以及自身免疫性疾病的发生具

有积极作用［９］。研究发现ＰＤＬ１的免疫耐受与肿
瘤细胞逃避免疫监视以及病毒的慢性感染及其他多

种疾病密切相关［２５］。干扰ＰＤ１／ＰＤＬ１信号途径
已成为目前治疗肿瘤、自身免疫性疾病以及感染免
疫耐受等疾病的新方法［９１１］。体外分子结合模型的
建立将为筛选针对ＰＤ１／ＰＤＬ１信号通路的药物提
供帮助。

本研究通过原核细胞表达获得了ｍＰＤ１、ｍＰＤ
Ｌ１胞外区蛋白，通过ＳＤＳＰＡＧＥ检测发现，表达的

ＧＳＴｍＰＤ１融合蛋白主要存在于上清中，所以选择
用ＧＳＴｒａｐＦＦ亲和层析柱对蛋白进行纯化。而

ＨｉｓｍＰＤＬ１蛋白主要以包含体的形式存在，故选
用切胶回收的方式对蛋白进行纯化，并通过含５％
甘油的ＰＢＳ进行透析复性。经ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白
印迹检测显示，表达的蛋白质相对分子质量与预期
基本一致。

进一步采用 ＥＬＩＳＡ 结合试验和 ＧＳＴｐｕｌｌ
ｄｏｗｎ方法检测 ＨｉｓｍＰＤＬ１与受体 ＧＳＴｍＰＤ１
在体外的结合活性，结果发现两者能够特异性结合，
具有良好的结合活性。将纯化的 ｍＰＤＬ１蛋白与

ｍＰＤ１蛋白混合，作用于混合淋巴细胞，发现两蛋
白混合后对淋巴细胞的增殖活性影响明显低于

ｍＰＤＬ１蛋白单独作用活性，说明ｍＰＤＬ１和ｍＰＤ
１蛋白的结合，拮抗了 ｍＰＤＬ１的活性。同时也提
示原核表达的ｍＰＤＬ１蛋白能够与真核细胞表面相
应的受体结合，发挥生物学活性。

综上所述，采用原核细胞表达并纯化的 ｍＰＤ
Ｌ１、ｍＰＤ１蛋白具有良好的结合活性及生物学活
性，成功建立的ｍＰＤ１／ｍＰＤＬ１体外结合分子模型
有利于进一步的高通量药物初筛选，为后续研究奠

定了基础。
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