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"摘要#

!

目的
!

建立胱抑素
L

蛋白#

L

C

EL

%原核表达系统!表达'纯化并鉴定重组的人
L

C

EL

&方法
!

在不改

变氨基酸序列的前提下!对
L

C

EL

的编码基因进行大肠杆菌同义密码子偏好性优化后!人工合成其序列!

NL]

扩增

L
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EL

基因!在原核系统中表达重组人
L

C

EL

&纯化表达的
L

C

EL

重组蛋白!采用间接
!QMa$

法测定其反应灵敏度

及免疫原性&结果
!

十二烷基硫酸钠
-

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

aWa-N$[!

%鉴定可知!重组基因在大肠杆菌中获得了

有效表达!相对分子质量约为
.*S%'

.

!

c4E948+B739

结果进一步说明重组蛋白为
L

C

EL

蛋白!间接
!QMa$

结果显

示!在包被浓度为
'H*,

>

$

Q

时便产生了阳性值&结论
!

成功建立了
L

C

EL

原核表达系统!

L

C

EL

蛋白作为抗原具

有良好的免疫反应性与免疫原性!为制备相应的抗原诊断单克隆抗体打下了基础!同时也为开发
L

C

EL

快速诊断

!QMa$

试剂盒提供了可选原料&
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胱抑素
L

蛋白%

L

C

EL

&相对分子质量为
%.H.S%'

.

#由
%00

个氨基酸残基组成#它是一种半胱氨酸蛋白酶抑制剂#是一种

低相对分子质量*碱性非糖化蛋白质+

%

,

-

L

C

EL

在血清中的浓

度不受外界其他因素#如体质量*年龄*性别等的影响#其血清

水平是由肾小球滤过率%

[\]

&决定的#且
L

C

EL

的个体间变异

非常小+

0

,

-

L

C

EL

在体内的唯一排泄途径是通过肾脏排泄#且

在肾小管上皮细胞内完全降解#这些特点使其能够更好地反映

肾小球滤过屏障通透性的早期变化+

.

,

-相对于尿素*肌酐等传

统肾功能指标#血清中
L

C

EL

浓度的测定更符合理想的内源性

[\]

标志物的要求#因而被作为评价
[\]

的新的敏感指

标+

&-/

,

-

L

C

EL

能及早发现肾脏功能的损害#对糖尿病肾病*高

血压肾损伤和
RMK

时的肾脏功能受损的早期诊断都有很高的

灵敏性#而慢性肾脏疾病已经成为威胁各国人民健康的主要疾

病#

[\]

的早期诊断具有重要的临床意义#因而#建立快速检

测
L

C

EL

的方法显得十分必要+

(-%%

,

-

本研究拟采用大肠杆菌同义密码子偏好性优化来提高重

组
L

C

EL

蛋白的表达产量#使用基因重组策略制备重组人

L

C

EL

蛋白抗原#用
c4E948+"739

和间接
!QMa$

对重组人

L

C

EL

蛋白的免疫反应性及免疫原性进行检测-

$

!

材料与方法

$H$

!

实验材料
!

L

C

EL

基因经大肠杆菌同义密码子偏好性优

化后#由南京金斯瑞生物科技有限公司合成)

"$Q"

"

L

小鼠由

$

'./

$

检验医学与临床
0'%)

年
.

月第
%.

卷第
)

期
!

Q;BT4?L7=+

!

T;8A:0'%)

!

K37H%.

!

#3H)

"

基金项目!湖南省科技计划项目%

0'%&ab.%''

&-

!!

作者简介!李原#女#硕士#初级检验师#主要从事抗体及临床检验方面的研究-

!

#

!

通讯作者#

!-,;=7

!

DF

C

=%1/'%0%'

&

E=+;HA3,

-



湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供)大肠杆菌
23

6

%'\h

*

!]0*))

菌株由本实验室保存-

$H/

!

主要试剂
!

R]N-

羊抗兔由厦门大学夏宁绍教授惠赠)兔

抗人
L

C

EL

多克隆抗体%北京安百胜生物科技有限公司&)

6

!2-.0;

%上 海 生 物 风 公 司&)

6

TW%(-2

*

?#2NE

*

82;

G

酶*

2&W#$

连接酶*限制性内切酶
";,R

*

*

_:3

*

%日本
2$b$-

]$

公司&)

W#$

胶回收试剂盒*质粒提取试剂盒*

#=-MW$

柱

%上海生工生物工程公司&)

R]N-W$"

底物显色试剂盒%北京

康为世纪生物科技公司&)弗氏完全佐剂与弗氏不完全佐剂%美

国
a=

>

,;

公司&-

$H'

!

方法

$H'H$

!

扩增
L

C

EL

基因
!

合成!查询到
[4+4";+<

中人
L

C

EL

功能区的氨基酸序列%

#T-''''11H.

&#将基因密码子置换为大

肠杆菌偏爱的密码子#使其更加容易在大肠杆菌中表达-扩

增!利用
Y7=

>

3)H'

软件#在上游引物引入
";,R

*

位点%

\N*h-

[[$2LL[L2[[2LL[L2[L[2[-.h

&#下游引物引入
_:3

*

位点 %

]N*h-L2L[$[$[L[2L22[$L$L[22[$222-.h

&#

NL]

扩增
L

C

EL

基因-测序!将
NL]

产物回收并与
6

TW%(-2

扩增载体连接#转化至感受态细胞大肠杆菌
23

6

%'\h

#提取质

粒并送上海生工生物工程公司测序-

$H'H/

!

构建表达载体
!

测定序列无误后再酶切*回收胱抑素

基因#与
6

!2-.0;

表达载体连接#转化至
!]0*))

#并涂布于氨

苄西林平板#

./P

倒置培养
%0:

-

$H'H'

!

L

C

EL

的小量诱导表达
!

选择氨苄西林平板上的单个

菌落#接种到含氨苄西林的
Q"

液体培养基中#

./ P

培养至

8G

)''

值达到
'H)

#加入异丙基
-

+

-W-

硫代吡喃半乳糖苷%

MN2[

&

进行诱导表达#同时以转化重组
6

!2-.0;-L

C

EL

质粒的菌株不

加
MN2[

作为阴性对照#

./P

培养同样时间后#收集菌体#制

备成蛋白样品#进行十二烷基硫酸钠
-

聚丙烯酰胺凝胶电泳

%

aWa-N$[!

&-

$H'H1

!

L

C

EL

活性鉴定
!

将
%H.H.

步骤制备的蛋白样品进行

aWa-N$[!

电泳后转膜#以兔抗人
L

C

EL

多克隆抗体为一抗#

R]N

标记的羊抗兔为二抗进行
c4E948+"739

检验-

$H'H2

!

目的片段的大量表达
!

将保存的重组
L

C

EL

表达菌株

扩大培养#

MN2[./P

诱导
&:

后收集菌体#加入细胞裂解液

充分悬浮菌体后用超声仪破碎细胞-

$H'H)

!

表达方式鉴定
!

制样电泳!分别收集混合液*上清和沉

淀制成蛋白样品#通过
%0XaWa-N$[!

鉴定
L

C

EL

重组蛋白

的表达形式-

$H'H.

!

纯化目的蛋白
!

确定表达方式为沉淀表达后#用
BF@@-

48

*

和
28=93+_-%''BF@@48

*

依次洗涤包涵体共
&

次#再用

&,37

尿素溶解包涵体#

%''''8

"

,=+

离心
%',=+

后上清装入

透析袋中#梯度透析复性后#

%''''8

"

,=+

离心
%',=+

#将上清

转入镍层析柱内#依次加入
BF@@48'

*

0'

*

*'

*

('',,37

"

Q

咪唑#

收集
('',,37

"

Q

咪唑洗脱蛋白#在
0'

倍体积的
N"a

溶液中

透析过夜-收集透析后蛋白用
"L$

蛋白定量试剂盒检测蛋白

含量#

%0XaWa-N$[!

检测目的蛋白纯化情况-

$H'HQ

!

重组蛋白的抗原反应性检测
!

将纯化后的
L

C

EL

重组

蛋白用
L"

稀释液稀释至
'H*,

>

"

Q

#包被
1)

孔板#兔抗人

L

C

EL

多克隆抗体为一抗#

R]N-

羊抗兔为二抗#进行间接

!QMa$

-

$H'H(

!

L

C

EL

重组蛋白的免疫原性检测
!

用纯化后的
L

C

EL

蛋白混以佐剂免疫小鼠#在每次免疫的前
%?

采集小鼠眼角血

进行间接
!QMa$

#以检测
L

C

EL

重组蛋白的免疫原性及血清抗

体效价-

/

!

结
!!

果

/H$

!

扩增
L

C

EL

基因及构建表达载体
!

以合成的
L

C

EL

基因

为模板进行
NL]

扩增#扩增产物经凝胶电泳鉴定#在约
&*'B

6

处有一条带#与预期大小相符#见图
%$

-目的片段经切胶回收

后与克隆载体
6

TW%(-2

连接#新的质粒命名为
6

TW%(-2-L

C

-

EL

#将
6

TW%(-2-L

C

EL

转入大肠杆菌
23

6

%'\h

中#经过培养*提

取质粒及
";,R

*

和
_:3

*

双酶切后得到的
W#$

片段进行琼

脂糖凝胶电泳#可见约
&*'B

6

处的条带#与预期结果相符#测

序结果证明为优化后的
L

C

EL

编码序列#见图
%"

-将测序正

确的重组质粒
6

TW%(-2-L

C

EL

和表达载体
6

!2-.0;

分别采用

";,R

*

和
_:3

*

进行双酶切#然后将二者连接#连接质粒

6

!2-.0;-L

C

EL

转入到大肠杆菌
!]0*))

-表达质粒
6

!2-.0;

经
";,R

*

和
_:3

*

酶切和电泳检测后#在大于
&'''B

6

位置

有一条带#说明表达质粒
6

!2-.0;

已成功被切开#见图
%L

-

!!

注!

$

为
L

C

EL

基因
NL]

扩增电泳图谱#其中
T

为
W#$

相对分

子质量标准)

%

为阴性对照)

0

为
L

C

EL

基因-

"

为重组质粒
6

TW%(-2-

L

C

EL

酶切鉴定电泳图谱#其中
T

为
W#$

相对分子质量标准)

%

为重

组质粒
6

TW%(-2-L

C

EL

)

0

为重组质粒
6

TW%(-2-L

C

EL

经
";,R

*

和

_:3

*

酶切后-

L

为表达载体
6

!2-.0;

酶切鉴定电泳图谱#其中
T

为

W#$

相对分子质量标准)

%

为
L

C

EL

基因)

0

为
6

!2-.0;

经
";,R

*

和

_:3

*

酶切后)

.

为
6

!2-.0;

质粒-

图
%

!

重组质粒
6

!2-.0;-L

C

EL

的构建过程与酶切鉴定

/H/

!

L

C

EL

的小量诱导表达
!

含有重组质粒
6

!2-.0;-L

C

EL

的大肠杆菌
!]0*))

经
MN2[

诱导#制备成蛋白样品进行
aWa-

N$[!

电泳分析#由电泳图可知未用
MN2[

诱导的大肠杆菌未

产生
L

C

EL

#诱导后的菌株表达了一个相对分子质量约为
.*S

%'

. 的蛋白#与预期目的蛋白大小相符%

L

C

EL

相对分子质量约

%.S%'

.

#载体自带硫氧还蛋白相对分子质量
00S%'

.

&-见

图
0

-

!!

注!

T

为蛋白质相对分子质量标准)

%

为不加
MN2[

诱导的重组菌

株表达的总蛋白)

0

"

.

为重组菌株经
MN2[

诱导后表达的总蛋白-

图
0

!

aWa-N$[!

鉴定重组蛋白

$

%./

$

检验医学与临床
0'%)

年
.

月第
%.

卷第
)

期
!

Q;BT4?L7=+

!

T;8A:0'%)

!

K37H%.

!

#3H)



/H'

!

L

C

EL

的
c4E948+"739

鉴定
!

经
c4E948+"739

鉴定显示#

重组表达产物与兔抗人
L

C

EL

抗体结合#在
.*S%'

. 处出现了

反应条带#说明该重组表达产物即为目的蛋白-见图
.

-

!!

注!

$

为
aWa-N$[!

鉴定结果图)

"

为
c4E948+"739

鉴定结果图-

其中
T

为蛋白质相对分子质量标准)

%

为不加
MN2[

诱导的重组菌株

表达的总蛋白)

0

为重组菌株经
MN2[

诱导后表达的总蛋白-

图
.

!

重组蛋白
L

C

EL

在大肠杆菌中的表达鉴定

/H1

!

目的片段的大量表达*表达方式鉴定及纯化
!

收集菌体#

进行裂解*超声破碎后
aWa-N$[!

电泳#发现绝大多数
L

C

EL

出现在沉淀中#说明目的蛋白是以包涵体的形式表达-见图

&

-用
#=-MW$

柱子按说明书进行纯化#将纯化后的
L

C

EL

样品

进行
N"a

透析-见图
*

-

!!

注!

T

为蛋白质相对分子质量标准)

%

为阴性对照)

0

为细胞破碎

后悬液)

.

为细胞破碎离心后上清总蛋白)

&

为细胞破碎离心后沉淀总

蛋白-

图
&

!

重组蛋白
L

C

EL

在大肠杆菌中的表达形式鉴定

!!

注!

T

为蛋白质相对分子质量标准)

%

为阴性对照)

0

为纯化前的

重组蛋白)

.

为镍离子亲和层析纯化后的蛋白)

&

为透析后的重组蛋白-

图
*

!

L

C

EL

蛋白纯化后鉴定

/H2

!

间接
!QMa$

检测重组蛋白的抗原反应性
!

为检测所纯

化蛋白的抗原反应性#用羊抗人
L

C

EL

多克隆抗体进行
!QMa$

反应#所纯化蛋白在低浓度时%

'H*,

>

"

Q

&就能与多抗发生特

异性结合#产生阳性结果#说明该重组蛋白具有极高的反应灵

敏度-见表
%

-

表
%

!

间接
!QMa$

检测
L

C

EL

重组蛋白免疫反应性

抗原浓度%

)

>

"

,Q

&

8G

值

' 'H'0/& 'H'0(* 'H'.&* 'H'..)

'H* 0H'&'. 0H%'(. %H1&10 0H%%/%

/H)

!

间接
!QMa$

检测
L

C

EL

重组蛋白的免疫原性
!

以重组

人
L

C

EL

作为抗原#免疫小鼠
.

次后#十万倍稀释后血清中

M

>

[

效价已达
%

以上#此时已满足研究需要#说明重组人
L

C

EL

作为抗原具有非常好的免疫原性-见表
0

-

表
0

!

间接
!QMa$

检测小鼠血清中抗体效价

小鼠编号 免疫前 第
%

次免疫后 第
0

次免疫后 第
.

次免疫后

% 'H'*'' 'H0/0. 'H)/11 %H)*/0

0 'H'&.0 'H00(/ 'H//(' %H0*)1

. 'H'*(. 'H&'0% 'H1/)1 %H''%(

'

!

讨
!!

论

!!

本研究根据
[4+4";+<

中人
L

C

EL

功能区的氨基酸序列#

选择大肠杆菌喜好的编码密码子设计编码基因序列#交由生物

公司合成-在前期预实验中发现!

).P

时#可看出在
0*'

"

*''

B

6

之间发现唯一一条清晰的*大小约为
&*'B

6

的
W#$

条带#

说明退火温度
).P

是本实验
NL]

扩增
L

C

EL

目的基因体系

的最适温度-

临床上常用的检测
L

C

EL

方法为免疫浊度法#其检测
L

C

E

L

的首要条件是
L

C

EL

蛋白抗原的制备和纯化-蛋白抗原一

般有
.

种来源#一是从人或动物的组织*细胞*体液和组织间液

中分离纯化#二是利用基因工程进行克隆和表达#三是通过人

工合成的方法获得-而其中基因工程重组策略制备又分两种

表达方式!原核和真核-真核表达成本高*制备工序也较复杂#

国内有相关文献报道过#在巴斯德毕赤酵母中表达
L

C

EL

#其

表达量不高且培养周期长#操作过程比较繁琐*复杂#不适合大

批量的
L

C

EL

重组蛋白的表达+

%0

,

-相比较而言#原核表达成

本低#制备过程也较真核表达简单-大肠杆菌表达系统具有遗

传背景清楚*目的基因表达水平高*培养方法简单*生长周期

短*成本低和抗污染能力强等优点#是表达多种蛋白质的理想

工具-

L

C

EL

蛋白作为一种非糖基化蛋白#对翻译后修饰要求

不高)作为一种免疫原蛋白#对生物活性要求也不高#而且已经

有国外学者通过原核表达获得了
L

C

EL

融合蛋白+

%.

,

-故本研

究采用了原核表达制备
L

C

EL

蛋白抗原#选取了
N!2-.0

%

;

&原

核表达系统#

6

!2-.0

%

;

&是一种强有力的原核表达载体#目的

蛋白产量高#它还是一种融合表达载体#自身携带编码一个相

对分子质量约为
00S%'

. 的硫氧还蛋白%

285

&#而目的蛋白与

285

的融合表达#可以提高表达产物的稳定性-

285

抗原性很

小#表达后可不经蛋白酶切割去除而直接用于免疫动物#同时

在目的蛋白的
#

端加上了
)

个组氨酸尾#可作为目的蛋白纯

化的标签+

%&

,

-

本研究构建了
6

!2-.0;-L

C

EL

表达载体#第一次利用大肠

杆菌
!]0*))

作为表达菌株进行了原核表达#结果证明这个表

$

0./

$

检验医学与临床
0'%)

年
.

月第
%.

卷第
)

期
!

Q;BT4?L7=+

!
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!
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!
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达系统的表达周期短#

./P

诱导
&:

即可在大肠杆菌中大量

而高效的表达#这与国内的相关方面的研究结果基本上是一致

的+

%*-%)

,

-经
aWa-N$[!

蛋白电泳鉴定#重组
L

C

EL

蛋白主要

以包涵体的形式大量表达于沉淀中#包涵体的产生可能有两个

方面的原因!%

%

&重组蛋白在生成过程中由于缺少某种协作因

子)%

0

&环境因素导致重组蛋白难以连续形成次级键#导致中间

产物相互凝集而形成包涵体-因为其空间构成的不正确#包涵

体是不具备生物活性的-对于包涵体的纯化#传统方法就是利

用重组蛋白理化性质的差异即分子性状*溶解度*等电点*亲疏

水性及与其他分子的亲和性的不同的基础上进行纯化的)传统

纯化包涵体首先要进行的步骤是利用变性试剂如尿素*盐酸胍

等溶解包涵体#这种方法虽可得到较高产量的重组蛋白#但却

可破坏蛋白的二级机构#影响重组蛋白的活性+

%*

,

-为避免这

种现象#本研究对重组
L

C

EL

蛋白的纯化采用了镍柱亲和层析

的方法#镍柱亲和层析是一种金属螯合亲和色谱柱#其分离纯

化的原理是利用蛋白质表面的某些氨基酸如组氨酸能与

LF

0g

*

Z+

0g

*

#=

0g等多种过渡金属离子发生特殊的相互作用#

可以将富含这种氨基酸的蛋白质吸附从而达到分离纯化的目

的-而本研究采用了
6

!2-.0

%

;

&作为表达载体#其可在表达的

蛋白质
#

端加上了
)

个组氨酸尾#这样就可使镍柱亲和层析

柱中的
#=

0g发生相互作用从而将重组的
L

C

EL

蛋白分离纯化

出来-首先将包涵体用
BF@@48M

和
0X 28=93+_-%''BF@@48M

分

别洗涤
0

次#

aWa-N$[!

蛋白电泳鉴定显示#洗涤后的包涵体

已除掉了许多杂蛋白#重组
L

C

EL

蛋白已得到了初步纯化#采

用镍柱亲和层析的方法对重组
L

C

EL

蛋白进行再次纯化#

aWa-

N$[!

蛋白电泳结果表明镍柱亲和层析纯化效果较好#经软件

对纯化后的
L

C

EL

纯度分析!其纯度超过了
11X

#说明镍柱亲

和层析对重组
L

C

EL

蛋白的纯化效果很好#而且纯化前后重组

L

C

EL

蛋白的含量变化并不是很明显#说明在纯化的过程中重

组蛋白并没有损失很多#这减少了大量制备重组
L

C

EL

蛋白的

成本-将纯化后的洗脱液运用
"a$

试剂盒对重组人
L

C

EL

蛋

白进行浓度测定#计算所得
L

C

EL

浓度为
'H*

>

"

Q

#与国内同期

研究相比#用
6

!2-.0;-L

C

EL

表达载体在大肠杆菌
!]0*))

中

表达的重组人
L

C

EL

蛋白浓度更高#且纯度更好#更有益于人

L

C

EL

体外表达下一步的进行+

%)-%/

,

-

国内有研究制备了人
L

C

EL

的多克隆抗体#与单克隆抗体

相比#多克隆抗体虽然制备成本较低#但它没有单克隆抗体的

高特异性*高均一性和高重复性#并不适于某些临床疾病的诊

断+

%(-%1

,

-用
6

!2-.0;

表达载体在大肠杆菌
!]0*))

中表达重

组人
L

C

EL

蛋白为下一步制备高效价的
L

C

EL

单克隆抗体*获

得
L

C

EL

单克隆抗体细胞株#并为建立定量检测人
L

C

EL

的乳

胶颗粒增强免疫浊度法方法奠定了必要的基础-
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