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　　[摘　要 ]　在获得HLA 2G1 cDNA 克隆序列的基础上,构建了 pGEX24T 22HLA 2G1原核表达载体,对HLA 2

G1的诱导表达发现,融合蛋白以包涵体形式存在于表达菌中。进一步溶解包涵体,改善复性条件,最终获得高纯度

的 GST öHLA 2G1融和蛋白。51Gr释放试验表明,纯化的HLA 2G1具有抑制N K 细胞对靶细胞的杀伤活性。
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　　人类白细胞抗原 G (H um an leukocyte an t igen

G, HLA 2G)属于一种非经典的主要组织相容性复合

体 (M ajo r h istocompat ib ility comp lex I,M HC2I)类

分子, 与 HLA 2A , B 和 C 等经典的M HC2I类分子

的不同之处在于其具有如下几个特征:①低多态性,

HLA 2G 无论在核苷酸还是氨基酸水平上均表现出

较低的多态性,这可能与其诱导天然母胎免疫耐受

的功能相关;②组织限定性分布。经典的M HC2I类

分子几乎在所有的有核细胞中均有表达,而HLA 2G

最早发现时仅在母胎界面的绒毛外细胞滋养层细胞

有高表达;③选择性拼接。目前发现HLA 2G 共有 7

个同种异型体,包括 4种膜结合形式 (G1～ G4)和 3

种可溶性形式 (G5～ G7) ,主要因其mRNA 转录时

的选择性拼接而产生[1～ 3 ]。母胎界面的细胞滋养层

细胞为HLA 2A , B 阴性, 其特异性表达HLA 2G 分

子,提示HLA 2G 可能在保护滋养层细胞免受自然
杀伤细胞 (N atu ra l k iller cell,N K 细胞)的杀伤过程

中起着重要作用。Chum b ley等[4 ]首先研究证实,转

染HLA 2G 的L CL 721. 221能够抑制N K 细胞对其

的杀伤;后来的研究[5, 6 ]还发现, HLA 2G 能抑制抗原

特异性细胞毒性 T 细胞 (Cyto tox ic T lymphocyte,

CTL )反应,以及同种免疫的 T 淋巴细胞的增殖反

应,这为人们解决异体移植中的免疫排斥问题带来

了新的希望。此外,在某些类型的肿瘤细胞中,有学

者发现有不同水平HLA 2G 的mRNA 转录产物和

蛋白分子的表达,认为这可能是肿瘤细胞逃避机体

免疫监视的一个重要机制[7, 8 ]。因此,对HLA 2G 分

子生物学结构与功能的研究是基础免疫学研究中最

为活跃的课题之一。

本实验室从健康人外周血单个核细胞中,克隆

了中国人HLA 2G1的 cDNA 序列,构建了pGEM T 2
HLA 2G1 载体,并对其蛋白结构进行了预测。在此

基础上,将编码HLA 2G1的胞外区结构域 (274个氨

基酸) cDNA 片断亚克隆到原核表达载体 PGEX2
4T 22上,并诱导表达和纯化出HLA 2G1 蛋白,以期

为进一步探讨HLA 2G 蛋白结构与功能的关系, 研

究HLA 2G 与特异性受体结合及其信号转导过程奠

定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　pGEM 2T 2HLA 2G 为本室构建。pGEX24T 22原

核表达载体、宿主菌DH 5Α和BL 21 D E3,均为本室

保存。限制性内切酶B am H I, X ho I, T 4 DNA 连接

酶等为 Gibco 公司产品。质粒提取试剂盒购自博亚

公司。Glu ta th ione Sepharo se 4B 为Am ersham Pharm acia

B io tech 公司产品。 IPT G, D T T , U reo 等化学试剂均

为 P rom ega 公司产品。

1. 2　方　法

1. 2. 1　原核表达载体的构建　用限制性内切酶

B am H I和 X ho I,对 pGEM 2T 2HLA 2G 载体进行双

酶切,琼脂糖凝胶电泳回收目的片段HLA 2G。按照

常规方法与相同限制酶酶切的表达载体 PGEX24T 2
2 进行连接反应, 构建表达质粒 pGEX24T 22HLA 2
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G,转化宿主菌DH 5Α,挑取阳性克隆,进行酶切鉴定

并测序。

1. 2. 2　转化及诱导表达　鉴定无误后, 提取

pGEX2HLA 2G 质粒转化表达菌 E. coli BL 21

(D E3) , 挑取阳性克隆, LB 培养基 (含氨苄青霉素

100 ΛgömL ) 37 ℃摇菌过夜,按 1∶100接种量转移

到新鲜LB 培养基,继续扩增至A 600 为 0. 6～ 1. 0

时,加入 1 mmo löL IPT G 诱导表达,继续培养 4 h,

离心收集菌体, SD S2PA GE 检测表达情况。

1. 2. 3　包涵体的溶解和蛋白复性　培养物 7 000×

g 离心 10 m in, 收集菌体, 细菌裂解液 ( PBS,

5 mmo löL ED TA , 0. 1 mmo löL PM SF, 100 ΛgömL

lysozym e, pH 7. 8)重悬冰置 15 m in 后, 超声破碎,

以 12 000 ×g 于 4 ℃离心 15 m in,分别取上清及沉

淀物, SD S2PA GE 检测表明, 目的蛋白存在于包涵

体中。因此, 对菌体沉淀用包涵体洗涤液 (PBS, 5

mmo löL ED TA , 0. 1 mmo löL PM SF,体积分数 2%

T riton 100, pH 7. 8)重悬,以 1 2000×g 于 4 ℃离心

15 m in,去上清后加入包涵体裂解液 (PBS, 8 mo löL
U rea, 5 mmo löL ED TA , 0. 1 PM SF, 1 mmo löL
D FP, pH 7. 8)室温放置 30 m in。待包涵体完全溶解

后,以 12 000× g 于 4 ℃离心 15 m in,取上清加体

积分数 20%甘油,透析。

1. 2. 4　表达产物的纯化　参照M archal2B ras2
Goncalves等[9 ]的方法,用 Glu ta th ione2Sepharo seTM

4B 亲和层析柱纯化。透析后蛋白溶解液以 20 000×

g 离心 30 m in,取上清按每 400 mL 菌体培养液加

入 20 ΛL Glu ta th ione2Sepharo seTM 4B 的比例于 4

℃搅拌混合 16 h, 目的蛋白被充分吸附后装柱, 用

10倍柱床体积的 PBS洗柱 3次以上,直至A 280为基

线水平。再用洗脱液 ( 50 mmo löL T ris2HC l, 10

mmo löL GSH )洗脱,紫外吸收法测定蛋白含量。

1. 2. 5　融合蛋白的免疫学检测　融合蛋白的

W estern 印迹检测按照常规方法进行。一抗为

HLA 2G1和HLA 2G5的特异性单克隆抗体 87G,由

美国 F red H u tch in son 肿瘤研究中心的 Geragh ty

博士馈赠。

1. 2. 6　融合蛋白的活性分析　以 K562为靶细胞,

通过51Gr释放实验检测融合蛋白对N K 细胞杀伤作

用的抑制效果。收集对数生长期的 K562 细胞, 以

1. 0×106 mL - 1浓度重悬于 100 ΛL FCS 中, 加入

100 ΛC i的51Gr。37 ℃孵育 2 h,每隔 15 m in 摇匀 1

次。在V 型 96孔板中分别加入 1. 0×105, 0. 5×105,

0. 25×105 mL - 1的效应细胞N K292 各 50 ΛL ,每份

作 3个复孔。每组分别加入 10, 5, 2. 5 Λg 的融合蛋

白 GST öHLA 2G, 4℃孵育 0. 5 h。以未加蛋白或加

入 10 Λg的蛋白GST 为对照。靶细胞K562标记后

用体积分数 10% FCS R PM I 1640 培养基洗涤 3

次, 调整细胞浓度为 1. 0×105 mL - 1, 每孔加入 50

ΛL。200×g 离心 2 m in,在 37 ℃,体积分数 5% CO 2

培养箱中孵育, 4 h 后每孔收集上清 50 ΛL ,测 Χ射
线每分钟计数 (Bq) ,按以下公式计算杀伤率:

杀伤率=
试验释放组脉冲数- 自然释放组脉冲数
最大释放组脉冲数- 自然释放组脉冲数

2　结果与分析

2. 1　重组质粒的构建和鉴定

　　用限制性内切酶 B am H I 和 X ho I 分别对

pGEM 2T 2HLA 2G 载体和 PGEX4T 2 进行双酶切,

琼脂糖电泳回收目的片段。常规方法连接后,转化大

肠杆菌DH 5,挑选阳性克隆进行酶切鉴定, 其中目

的基因HLA 2G1 片段为 822 bp ,与理论值相符 (图

1)。DNA 测序结果证实,重组质粒中目的基因片段

与 Genbank 中收录的中国人 HLA 2G1 胞外区

cDNA 序列一致 (图 2)。

图 1　重组质粒酶切鉴定

1. 双酶切结果; 2. 重组pGEX24T 22HLA 2G;M. M arker

F ig. 1　 Iden tificat ion of recom binan t

p lasm id by restrict ion enzym e

1. pGEX24T 22HLA 2G digested by B am H É and X hoÉ ;

2. pGEX24T 22HLA 2G;M. DNA m arker

2. 2　融合蛋白的诱导表达

重组质粒转化BL 21 宿主菌, 经 IPT G 诱导表
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达,以 150 göL 的 SD S2PA GE 进行分析, 结果见图

3。可见过量表达的 GST öHLA 2G 融合蛋白分子质

量与理论预测的大小 (56 ku)一致。

⋯　　CCT CCA AAA TCG GA T CT G GT T CCG CGT GGA TCC GGC TCC CA C TCC A T G A GG

TA T T TC A GC GCC GCC GT G TCC CGG CCC GGC CGC GGG GA G CCC CGC T TC A TC GCC

A T G GGC TA C GT G GA C GA C A CG CA G T TC GT G CGG T TC GA C A GC GA C TCG GCG T GT

CCG A GG A T G GA G CCG CGG GCG CCG T GG GT G GA G CA G GA G GGG CCA GA G TA T T GG

GAA GA G GA G A CA CGG AA C A CC AA G GCC CA C GCA CA G A CT GA C A GA A T G AA C CT G

CA G A CC CT G CGC GGC TA C TA C AA C CA G A GC GA G GCC A GT TCT CA C A CC CTC CA G

T GG A T G A T T GGC T GC GA C CT G GGG TCC GA C GGA CGC CTC A TC CGC GGG TA T GAA

CGG TA T GCC TA C GA T GGC AA G GA T TA C CTC GCC CT G AA C GA G GA C CT G CGC TCC

T GG A CC GCA GCG GA C A CT GCG GCT CA G A TC TCC AA G CGC AA G T GT GA G GCG GCC

AA T GT G GCT GAA CAA A GG A GA GCC TA C CT G GA G GGC A CG T GC GT G GA G T GG CTC

CA C A GA TA C CT G GA G AA C GGG AA G GA G A T G CT G CA G CGC GCG GA C CCC CCC AA G

A CA CA C GT G A CC CA C CA C CCT GTC T T T GA C TA T GA G GCC A CC CT G A GG T GC T GG

GCC CT G GGC T TC TA C CCT CGG A GA TCA TA C T GA CCT GGC A GC GGG A T G GGG A GG

A CC A GA CCC A GG A CG T GG A GC TCG T GG A GA CCA GGC CT G CA G GGG A T G GAA CCT

TCC A GA A GT GGG CA G CT G T GG T GG T GC CT T CT G GA G A GG A GC A GA GA T A CA CGT

GCC A T G T GC A GC A T G GGG GGC T GC CGG A GC CCC TCA T GC T GA GA T GGA A GC T T G

CGG CCG CA C TCG A GC GGC CGC A TC GT G A CT GA C T GA CGA TCT GCC TCG CGC ⋯

图 2　HLA 2G1核苷酸序列

F ig. 2　T he sequence of HLA 2G1

2. 3　W estern B lo t 检测结果

对 87G 特异性单克隆抗体的W estern B lo t 检

测发现,经 IPT G 诱导的菌体蛋白泳道在 56 ku 处

出现明显的杂交条带,而未经 IPT G 诱导的全菌蛋

白泳道中没有明显条带 (图 4) , 说明转有质粒

pGEX24T 22HLA 2G1 的表达菌,经 IPT G 诱导后有

HLA 2G1的表达。

2. 4　融合蛋白的纯化

融合蛋白在宿主菌中形成包涵体,因此将诱导

菌超声裂解, 提取包涵体并洗涤、溶解、透析、浓缩

后,用 Glu ta th ione2Sepharo seTM 4B 亲和层析柱一次
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纯化, SD S2PA GE 的检测结果见图 5。

2. 5　融合蛋白 GST öHLA 2G 抑制N K 细胞杀伤活

性分析

在以 K562 作为靶细胞的51Gr 释放试验中, 当

融合蛋白GST öHLA 2G 在效靶比为 5∶1和 2. 5∶1

时,能够显著抑制N K 细胞对靶细胞的杀伤,而空白

对照组和纯化的 GST 蛋白组的杀伤率没有变化 (图

6)。随着融合蛋白浓度的增加,这种免疫抑制作用越

明 显。当 融 合 蛋 白 GST öHLA 2G 浓 度 达 到

10 ΛgömL 时, N K 细胞的杀伤活性几乎被完全抑

制,而 GST 蛋白对于N K 细胞的活性没有影响。说

明纯化的融合蛋白 GST öHLA 2G 对N K 细胞的杀

伤活性具有抑制作用,而这种抑制活性并非由融合

蛋白的 GST 部分所引起。

3　讨　论

HLA 2G 作为非经典的M HC2I类分子,选择性

表达于母胎界面的绒毛膜外细胞滋养层细胞,在诱

导母体和半同种异体胎儿之间的免疫耐受过程中起

着重要作用。本研究应用基因工程手段,通过原核表

达获得了具有HLA 2G 生物学活性的 GST öSHLA 2
G1融合蛋白。

pGEX24T 22是一种高效的原核表达载体,产生

的 GST 融合蛋白可用 Glu ta th ione2Sepharo seTM 4B

亲和层析柱一次纯化。但是,在细菌中高效表达的目

的蛋白多以无活性包涵体形式存在,这虽然有利于

目的蛋白的分离纯化及抵御宿主菌蛋白酶的降解

等,但关键问题在于如何将包涵体溶解和复性而得

到有生物活性的目的蛋白。据 M archal2B ras2

Goncalves 等[9 ]报道, 用 pGEX4T 系列的原核表达

载体可获得可溶性HLA 2G 蛋白, 于是笔者也曾尝

试使用其表达载体和诱导条件,然而表达的目的产

物始终以包涵体形式存在于表达菌株中。此外,

HLA 2G 蛋白结构预测表明, 其含有 2 个链内二硫

键,在包涵体复性过程中容易发生错配,融合蛋白往

往会发生聚集而形成无活性的沉淀物,因此笔者不

得不摸索融和蛋白正确折叠所需的最适过程参数,

通过降低浓度、缓慢透析以及在透析液中添加巯基

乙醇和甘油等手段,最终获得了较高的复性率。本试

验证实, 经纯化的 GST ösHLA 2G 融合蛋白同样具

有对N K 细胞杀伤的抑制作用,这就为进一步用单

分子技术研究HLA 2G 与其受体的相互作用机制及

其信号转导过程提供了可能。
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Exp ression, pu rif ica t ion and act ivity inden t if ica t ion of HLA 2G1

TANG Ha i-yang1, 2, ZHANG Yan -m ing1,W ANG Y un 2,L IU Ya-bing2, FENGM e i-fu2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 S ta te K ey L abora tory of B iom em berane and M em berane B iotechnology , Institu te of Z oology , Ch inese A cad emy of S ciences,B eij ing 100080, Ch ina)

Abstract: HLA 2G, w h ich is a non2classica l HLA class I mo lecu le, p lays an impo rtan t ro le of

imm uno to lerance. Based on the clon ing of HLA 2G1 cDNA ,w e con structed p rokaryo t ic exp ression p lasm id,

pGEX24T 22sHLA 2G1, and tran sfo rm ed in to E. coli BL 21 (D E3). GST fu sion p ro tein s h igh ly exp ressed in

E. coli after being induced by IPT G, bu t they fo rm ed inclu sion bodies w h ich have no nat ive st ructu res and

no b io logica l act ivit ies. So w e had to lyse and renatu re them fo r the fu rther research. F inally, w e go t

pu rif ied GST öHLA 2G fu sion p ro tein w h ich can inh ib it the cyto tox icity of N K cell.

Key words: HLA 2G; p rokaryo t ic exp ression; p ro tein pu rif ica t ion; fu sion p ro tein; p ro tein act ivity
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