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摘要! 构建 bWB? 重组蛋白真核表达载体 R<W)MC(* ! Q"@bWB?@h<.在真核细胞 $ACK中成功表达重组蛋白’经亲和

层析获得较高纯度重组蛋白 bWB?@h<.通过免疫荧光染色)流式细胞技术和细胞黏附实验测定重组蛋白 bWB?@h<的

生物学活性’结果显示制备的 bWB?@h<蛋白可与腹腔巨噬细胞表面的 ;UVL(很好地相互作用’制备的 bWB?@h<具

有较高的生物学活性.
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$%引言

bWB?’又名整合素相关蛋白 !72:13S72 9PP&<79:1> RS&:172’UML"’是一种广泛表达的抗原.bWB? 为跨膜糖
蛋白’几乎在所有组织不同细胞表面表达’属于免疫球蛋白超家族成员.在不同物种间’bWB? 相当保守’大
鼠)小鼠)牛和人的 bWB? 蛋白中 ,#d n?#d的氨基酸序列都是相同的 **+.目前研究 bWB? 的免疫调控机制
及其在肿瘤的免疫监视中的功能多采用 bWB? 单克隆抗体’用 bWB? 抗体来抑制或阻断细胞表面 bWB? 抗原
与其配体的结合’从而阐明 bWB? 在病理和生理中的作用机理 *$+.为了进一步探索研究 bWB? 信号通路在免
疫调控及肿瘤免疫监视中的分子机制’有必要表达纯化 bWB?’通过 bWB? 融合蛋白发挥$占位%作用’深入探
索 bWB? 的分子机制.我们构建了一个带有 bWB?@h<基因的真核表达载体 R<W)MC(* ! Q"@bWB?@h<’它可以
在 $ACK细胞中表达 bWB?@h<融合蛋白’纯化后的 bWB?@h<可以结合 ;UVL(’为进一步研究 bWB? 体内外分
子机制以及肿瘤)自身性免疫疾病等相关疾病的治疗奠定了基础.

&%材料和方法

&,&%材料
&,&,&%质粒’菌株和细胞!质粒 R<W)MC(*! Q"由本实验室保存#大肠杆菌!U$>@#+"Wf"(购自康为生物
!北京"公司# $ACK细胞株为本室液氮保存.
&,&,’%实验动物%选择野生型 EMaEN<纯系小鼠 " 只’雌性’, n+ 周龄’体重 *+ n$# 3’购于河南省实验动
物中心’饲养于本实验室 ;Lh级动物室.
&,&,/%主要试剂%.AK 酶)限制性内切酶 F&6f))0?@))U>@V* 和 KB W)M连接酶购自 )=E!北京"#W)M
回收试剂盒和质粒提取试剂盒购自生工生物!上海"公司#W)M)蛋白 _9SG1S)琼脂糖等常用分子生物学试剂
购自康为生物!北京"公司#辣根过氧化物酶!0&SP1S9>7P0 R1S&j7>9P1’ fVL"标记的山羊抗兔U3D抗体)兔U3D*
抗体购自博士德生物!武汉"公司#=ba化学发光检测试剂盒购自 ;73F9!美国"#血清及培养基购自生工生物
!上海"公司#引物或基因由金维智生物!北京"公司合成.亲和层析柱料购自 D=f19’:0<9S1!美国".
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&,’%方法
&,’,&%表达载体 R<W)MC(*! Q"@bWB?@h<的构建及鉴定!从 )bEU数据库中查到家兔 U3D* 重链基因序列
!登陆号(g##?"$(*"’委托金维智生物!北京"公司合成兔 U3D* 重链基因部分序列!编码氨基酸 *?" nB#$".
以合成 W)M序列为模板’序列 h<@h&S(KKKDDMKbbDDKDDMDDbDDKKbMDDbDDMDDKDDbKbKDDbDDKD
DbDDMKbb#h<@V18(MMbKMMDbKKKbMKKKMbbbDDMDMDbD为引物’通过 LbV扩增目的基因#然后分别用
F&6f* 和 P+2/ UUU对 LbV产物和载体 R<W)MC(*! Q"进行双酶切’用 KB 连接酶连接产物#转化至大肠杆菌
Wf"(菌株’涂平板)筛选阳性克隆#随后提质粒)F&6f* 和 P+2> UUU双酶切验证’阳性质粒测序’保存测序正
确的 R<W)MC(* ! Q"@h<质粒和菌种.提取 EMaEN<小鼠脾脏 V)M’经逆转录得到 <W)M文库’使用引物
bWB?@h&S和 bWB?@V18.

bWB?@h&S(MKbKbKbDMDMKDKDDbbbKKDDbDDbD’bWB?@V18(MMKbKDDMKbbbDKDbDDKKKKKbMDbKb.
通过LbV扩增bWB? 基因.以 R<W)MC(*! Q"@h<为载体构建质粒 R<W)MC(*! Q"@bWB?@h<’构建方法同

上.保存测序正确的质粒和菌种.上述所有引物中下划线序列皆为酶切位点.
&,’,’%bWB?@h<融合蛋白的表达和纯化!用含 A#dW_=_)双抗和 *#dhE; 的完全培养基’在 "dbc$ 的
C? v温箱中培养 $ACK细胞.待细胞铺满培养皿约 ,#d n?#d的时候’将阳性 R<W)MC(*! Q"@bWB?@h<质粒
通过磷酸钙法转染 $ACK细胞.磷酸钙转染 B+ 小时后’每隔一天收集培养基一次’共计收集 B 次.然后离心’
收集上清用 #($$ *F膜过滤’使用 f7KS9R LS&:172 MfL纯化柱纯化目标蛋白!纯化步骤按说明书进行"’通
过 ;W;@LMD=和 ^1P:1S2 E’&::723检测蛋白纯化结果.
&,’,/%细胞黏附分析!纯化的 bWB?@h<!终浓度 " *3NFa"或 E;M!"d"使用 fE;; 稀释’通过 B v过夜孵
育固定在 A, 孔 =aU;M板上.用含 *#d正常马血清的 fE;; 溶液室温孵育 * 小时封闭非特应性结合位点’然
后每孔加入 * m*#, 个 EMaEN<小鼠腹腔巨噬细胞!腹腔巨噬细胞分离方法参见文献*C+"室温孵育 C# F72.
孵育结束后’每孔用 fE;; 轻轻洗 C 次’除去未结合的细胞.然后在显微镜下分析巨噬细胞与 bWB?@h<或
E;M结合状况.
&,’,0%细胞标记’荧光显微镜及流式分析!小鼠腹腔巨噬细胞用含 "d正常山羊血清的 fE;; 溶液冰浴封
闭 * 小时’然后用纯化的 bWB?@h<!终浓度 " F3NFa" 冰浴孵育 C# F72 并标记细胞表面的 ;UVL(蛋白.孵育
结束后用 B v预冷的 fE;; 溶液轻轻润洗 C 次’用 hUKb标记的羊抗兔二抗冰浴孵育 C# F72’标记 bWB?@h<
融合蛋白.孵育结束后用 B v预冷的 fE;; 溶液轻轻润洗 C 次’然后通过荧光显微镜或流式细胞仪分析标记
结果.使用兔 U3D* 抗体作为阴性对照.

’%结果与分析

’,&%鼠 T!03 真核表达载体 B;!O6/,&# $̂AT!03A(;构建与鉴定
从 )bEU数据库下载委托公司化学合成家兔 U3D* 编码氨基酸 *?" nB#$ 的部分 h<W)M序列.为了构建

R<W)MC(*! Q"@h<重组质粒’首先通过 LbV扩增 h<W)M序列.LbV反应产物经琼脂糖凝胶电泳分析后’结
果显示扩增条带大小为 ?"# TR 左右’与预期理论值相符!图 *".质粒 R<W)MC(*! Q")切胶回收纯化的 h<
W)M经 F&6f* 和 P+2> UU酶切)KB 连接酶处理后形成重组载体 R<W)MC(*! Q"@h<’反应混合物转化感受态
细胞 Wf"(’氨苄青霉素抗性筛选后挑取阳性单克隆’扩大培养后提取质粒进行酶切’电泳结果显示酶切产
物大小与理论值相符!图 *".测序鉴定酶切阳性质粒’序列比对结果显示与数据库一致’说明质粒 R<W)MC(*
! Q"@h<正确构建.接下来 LbV扩增 bWB? W)M序列’LbV产物电泳分析’显示条带大小为 B?# TR 左右’与
理论值相符!图 *".质粒 R<W)MC(*! Q"@h<)纯化 LbV产物经酶切)KB 连接酶处理后形成 R<W)MC(*! Q"@
bWB?@h<重组载体’载体转化感受态细胞 Wf"(’氨苄青霉素抗性筛选后挑取阳性单克隆’提取质粒进行酶
切’电泳结果显示酶切产物大小与理论值相符!图 *".测序鉴定酶切阳性质粒’序列比对显示结果与数据库
一致’确定质粒 R<W)MC(*! Q"@bWB?@h<构建正确.

?#*
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9" 兔 U3D* h<基因的 LbV扩增#_(W)MF9SG1S’*(LbV扩增兔 U3D* h<基因

T" 质粒 R<W)MC(*! Q"@h<经 E&6fU)P+2> UUU双酶切电泳图#_(W)MF9SG1S’*(质粒双酶切

<" LbV扩增兔小鼠 bWB? 基因#_(W)MF9SG1S’*(LbV扩增小鼠 bWB? 基因

>" 质粒 R<W)MC(*! Q"@bWB?@h<经 0?@U)P+2> UUU双酶切电泳图#_(W)MF9SG1S’*(质粒双酶切

图 &!构建质粒 R<W)MC(*! Q"@bWB?@h<

()*+&!b&2P:S5<:7&2 &[R’9PF7> R<W)MC(*! Q"@bWB?@h<

9" ;W;@LMD=检测纯化的 bWB?@h<蛋白

T" ^1P:1S2 E’&::723检测 bWB?@h<蛋白

图 ’!分析检测纯化的 bWB?@h<蛋白
()*+’!M29’HP7P92> >1:1<:7&2 &[R5S7[71>

bWB?@h<RS&:172

’,’%鼠 T!03A(;融合蛋白的表达和纯化
培养 $ACK细胞’待细胞铺满培养皿约 ,#d n?#d的时

候’将阳性 R<W)MC(* ! Q"@bWB?@h<质粒通过磷酸钙法转染
$ACK细胞.质粒转染 B+ 0 后’每隔一天收集培养基一次’共计
收集 B 次.然后离心收集上清用 #($$ *F膜过滤’使用 f7KS9R
LS&:172 MfL亲和层析柱纯化目标蛋白’通过 ;W;@LMD=检测
融合蛋白纯化结果’结果显示融合蛋白分子量为 B" GW’与预期
值相符!见图 $".同时通过 ^1P:1S2 E’&::723鉴定兔 h<’结果证
实鼠 bWB?@h<融合蛋白成功表达!见图 $".
’,/%鼠 T!03A(;融合蛋白活性分析
’,/,&%细胞标记及流式分析 bWB?@h<活性!大量研究已证实
bWB? 蛋白的配体为 ;UVL(’而巨噬细胞高表达 ;UVL(蛋白.要
想分析纯化的 bWB? 融合蛋白活性’可通过 bWB? 与巨噬细胞
表面表达的 ;UVL(是否相互作用来检测.分离的小鼠腹腔巨噬
细胞用 "d血清冰浴封闭’然后用纯化的bWB?@h<!终浓度" F3NFa"融合蛋白冰育标记细胞表面的 ;UVL(蛋
白.随后用 LE; 润洗除去未结合的 bWB?@h<’用 hUKb标记的羊抗兔二抗冰育标记 bWB?@h<.孵育结束后轻轻
润洗除去未结合的荧光二抗’然后通过荧光显微镜或流式细胞仪分析标记结果.使用兔 U3D* 抗体作为一抗
标记的腹腔巨噬细胞做阴性对照.荧光显微镜和流式细胞仪都显示(bWB?@h<可以标记腹腔巨噬细胞!见图
C)图 B"’而作为对照的兔 U3D* 蛋白则不结合腹腔巨噬细胞.这些结果说明纯化的 bWB?@h<活性较高.
’,/,’%细胞黏附分析 bWB?@h<活性!纯化的 bWB?@h<用 fE;; 稀释至终浓度 " *3NFa’通过 B v过夜孵育
固定在 A, 孔 =aU;M板上.用含 *#d正常马血清 fE;; 溶液室温孵育 * 小时’封闭 =aU;M板上非特应性位点’
然后每孔加入 * m*#, 个纯化的小鼠腹腔巨噬细胞’室温孵育 C# 分钟.孵育结束后’每孔用 fE;; 轻轻洗 C 次
除去未结合的细胞.用固定的兔 U3D* 抗体作为阴性对照.然后在显微镜下分析腹腔巨噬细胞与 bWB?@h<或
兔 U3D* 结合状况.镜下观察’显示大量腹腔巨噬细胞与固定的 bWB?@h<蛋白相结合’而作为对照的兔 U3D*
蛋白则几乎没有腹腔巨噬细胞与之结合.已证实腹腔巨噬细胞高表达 bWB? 蛋白的配体 ;UVL(.大量腹腔巨
噬细胞与固相 bWB?@h<蛋白相结合’不结合兔 U3D* 蛋白进一步说明纯化的 bWB?@h<活性较高.

+#*
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图 /!标记腹腔巨噬细胞表面 ;UVL(用 bWB?@h<融合蛋白
()*+/!a9T1’;UVL(&[R1S7:&219’F9<S&R0931<1’’PTH

bWB?@h<[5P7&2 RS&:172

图 0!用 bWB?@h<标记腹腔巨噬细胞 ;UVL(的

流式分析结果
()*+0!h’&\<H:&F1:SH929’HP7P&[;UVL(&2 :01P5S[9<1

&[R1S7:&219’F9<S&R0931PTHbWB?@h<[5P7&2 RS&:172

/%讨论

近年来 bWB? 作为自体识别作用中的关键分子&&&$细胞免死%标志而引起重视.研究还证实 bWB? 蛋
白涉及多种临床疾病.在多种恶性肿瘤中’ bWB? 蛋白皆呈现高表达与 ;UVL(结合’产生抑制信号使肿瘤细
胞逃避免疫细胞吞噬杀伤.研究还发现肿瘤细胞表面 bWB? 蛋白表达水平与疾病预后成负相关.因此’bWB?
成为肿瘤靶向治疗的一个新靶点 *B+.已有报道以 bWB? 作为靶点’通过制备 bWB? 的单克隆抗体来阻断或抑
制 bWB? 与 ;UVL(相互作用’可以治疗肿瘤 *" Q,+.但人源化抗体制备耗时较长’成本较高.本文尝试表达
bWB? 融合蛋白’ 为进一步研究移植)自身免疫性疾病治和肿瘤等相关疾病奠定基础.因 bWB? 胞外区 U3%结
构域含有二硫键’在大肠杆菌系统中表达 bWB? 易形成包涵体发生降解.通过与 KSj标签融合’a72 等在大肠
杆菌中成功表达出 bWB? 融合蛋白 *?+.但大肠杆菌表达融合蛋白常含有内毒素’限制了 bWB? 的应用.因此’
大多数研究采用真核细胞表达 bWB?’并用 h<作为融合标签’不仅方便纯化’而且有利于提高 bWB?@h<融合
蛋白在体内的半衰期.经研究’本文采用真核表达系统 f=g$ACK细胞表达鼠 bWB? 胞外区.f=g$ACK细胞转
染效率非常高’可通过瞬转质粒’实现外源蛋白的高表达’不需要筛选稳定表达细胞株’节约了时间.
f=g$ACK细胞表达鼠 bWB?@h<后’通过亲和层析纯化得到了纯度较高的 bWB?@h<融合蛋白.进一步通过免
疫荧光染色)流式细胞技术和细胞黏附实验’检测融合蛋白 bWB?@h<的生物学活性.结果显示’所制备的融
合蛋白 bWB?@h<具有较高的生物学活性’可与 ;UVL(很好地相互作用’为进一步研究 bWB? 的生物学功能以
及肿瘤等相关疾病奠定了基础.
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**+!EVĉ )=-’ hVM/U=V^M.U2:13S72@9PP&<79:1> RS&:172 !bWB?" 92> 7:P’7392>P*-+.KS12>Pb1’’E7&’’ $##*’ **!C"( *C# Q

*C".

*$+!_6VMKMe’ gcKM)UK’ cf)U;fUf’ 1:9’.K01bWB?@;UVL9’R09P7329’’723PHP:1F( 7:PR0HP7&’&37<9’S&’1P92> :01S9R15:7<

9RR’7<9:7&2*-+.-E7&<01F’ $#*B’ *""!,"( CC" QCBB.

*C+!范仕郡’ 刘鑫’ 黄敏’等.小鼠腹腔巨噬细胞的快速提取及培养*-+.局解手术学杂志’ $#*"’$B!$"(*C# Q*C*.

*B+!;cKc@LM)Kc-MWV’ ;K=U)=%’ VcD=V; )_’ 1:9’.K01S9R15:7<&RR&S:527:71P[&S:9S31:723:015T7J57:&5P<1’’P5S[9<1S1@

<1R:&SbWB?*-+.=jR1S:cR72 K01SK9S31:P’ $#*C’ *?!*"( +A Q*#C.

*"+!^=U;gcLhg.b92<1S7FF52&:01S9RH:9S31:723:01bWB?N;UVL9’R099j7P*-+.=5S&R192 O&5S29’&[<92<1S’ $#*?’?,(*## Q

*#A.
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