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登录号#

0WD%%&%%&&I#

")交由上海生工生物

工程有限公司合成
@#G2

!

$H

全长基因)根据其全长

氨基酸序列)采用
XWZWW>4+;4+;=$=%

软件预

测
@#G2

!

$H

胞外区片段*根据预测的
@#G2

!

$H

胞

外区片段序列)利用
U+:M4O

软件设计
&

对
UVT

扩

增引物*其中上游引物
8

#

OeDR66R6XVXV6RRXD

RV6RRVVRRV6VVXXVDIe

!下划线标识
F

,

(

(

酶

切位点")下游引物
T

#

OeDVR6VRVRX6XXVXRD

V6XRRXRX66XVRRVV6VDIe

!下划线标识
7(9

'

酶切位点"*以
@#G2

!

$H

全长基因为模板)使用
_O

高保真
F06

聚合酶对
@#G2

!

$H

胞外区进行
UVT

扩增)

UVT

反应体系按照
_O

高保真
F06

聚合酶

使用说明书配制)同时设置以水代替模板的体系作

为阴性对照*

UVT

反应体系!

O%

$

]

"为#

$dW-514+

W:a$O

$

]

)上游引物
@#G2

!

$HD8

!

&%

$

M).

$

]

"

$

$

]

)

下游引物
@#G2

!

$HDT

!

&%

$

M).

$

]

"

$

$

]

)模板
$

$

]

)

AAZ

$

G&'

$

]

*反应条件为#

'#f

预变性
OM:,

(

'#f

变性
I%5

)

EOf

退火
I%5

)

"$f

延伸
!%5

)共
I%

个循

环(最后
"$f

二次延伸
&%M:,

*

UVT

扩增产物用
&%

C

$

]

琼脂糖凝胶电泳检测后回收*

回收 的
@#G2

!

$H

胞 外 区 片 段 经
F

,

(

(

和

7(9

'

双酶切处理后)与经同样双酶切处理的

L

WX

$

Y:U

$

BODZ:56

通过
X!F06

连接酶进行连

接)构建
L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

重组表达载体)将

连接产物转化大肠杆菌
FZO

#

感受态细胞)通过氨苄

青霉素抗性!氨苄青霉素的质量浓度为
&%%

$

C

$

M]

"

筛选获得单克隆菌落(挑选
O

个单克隆菌落进行

UVT

鉴定)将阳性克隆送至上海生工生物工程有限

公司测序*

&=I

!L

WX

#

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

果蝇胚胎
>$

细胞稳

定转染细胞系的筛选

将
L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

与
L

V)S.-51

混合)

通过
V4../4?1:,

*

HHT4-

C

4,1

脂质体转染果蝇胚胎

>$

细胞&

$%

'

(

IA

后)更换含体积分数
&%\

热灭活

8Y>

的果蝇胚胎
>$

细胞培养基)同时添加终质量浓

度为
$O

$

C

$

M]

的
S.-51:?:A:,>ZV.

抗生素进行筛

选)每隔
IA

左右更换
&

次培养液)观察细胞状态)

最终得到稳定转染的细胞系*

&=!

!

S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白的表达

使用果蝇胚胎
>$

细胞
>8W

培养基对筛选出的

稳定转染细胞系进行扩大培养)待细胞密度达到

!

I

+

E

"

d&%

E 个$
M]

时)加终浓度为
%="OMM).

$

]

的硫酸铜)

$#f

诱导表达
&$%2

后)

!f

下
$%%

,

离

心
&%M:,

)收集上清液)调节其
L

Z

至
#=%

后)

!f

下
&$%%%

,

离心
I%M:,

)收集上清液*上清液样品

经
>F>DU6R@

电泳后)在
&OB

%

!%M:,

条件下转

UBF8

膜)采用
Z:5

标签抗体对目的蛋白进行

b4514+,DS.)1

鉴定*

&=O

!

S)8?

"

$T

胞外区目的蛋白的纯化

量取一定体积浸泡在体积分数
$%\

乙醇中的

镍填料进行装柱)用
&%

倍柱体积的超纯水冲洗后)

以
&%

倍柱体积的缓冲体系!

$%MM).

$

]X+:5DZV.

!

L

Z#=%

")

&O%MM).

$

]0-V.

"对镍柱进行平衡处

理*将离心后的
>$

细胞表达上清液加至平衡后的

镍柱中)让其自然缓慢地流过镍柱)流穿结束后再次

用
&%

倍柱体积的上述缓冲体系平衡)然后依次使用

&%

)

I%

)

O%

)

&%%MM).

$

]

的咪唑溶液进行洗脱处理)

并分别收集洗脱液样品*对纯化前
>$

细胞表达上

清液%过镍柱后流穿液及不同浓度咪唑洗脱液样品进

行
>F>DU6R@

检测*使用凝胶过滤层析柱
>*

L

4+A4a

$%%H,?+4-54&%

$

I%%R]

对经过镍柱纯化后的蛋白

进一步纯化)并将收集的蛋白进行
>F>DU6R@

电泳

鉴定)最后利用超滤管对收集的目的蛋白进行浓缩)

并使用
YV6

试剂盒测定蛋白的质量浓度*

&=E

!

S)8?

"

$T

胞外区蛋白的
F)1DS.)1

检测

根据
S)8?

"

$T

可与牛
H

C

R$

特异性结合的特

点)利用
Z:5

单抗对结合牛
H

C

R$

后的
S)8?

"

$T

胞

外区重组蛋白进行检测*将牛
H

C

R$

!质量浓度为
&

M

C

$

M]

"以
&%

$

]

的量点样于
0V

膜)自然干燥后浸
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第
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入
O%

C

$

]

脱脂奶中)于
!f

封闭过夜)分别用
%=O

)

&=%

和
$=%

$

]

的
S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白液!质量

浓度为
&=%M

C

$

M]

"对其进行孵育)同时设置空白

对照!不含任何蛋白"及阴性对照!加
$

$

]

质量浓度

为
&=%M

C

$

M]

的带
Z:5

标签的猪源
VF&EI

重组蛋

白"(以
Z:5

标签抗体作为一抗!

&gO%%%

")

I"f

作

用
&2

)

UY>X

洗涤
I

次(加入
ZTU

标记的羊抗鼠作

为二抗!

&g&%%%

")

I"f

作用
&2

)

UY>X

洗涤
I

次(

最后使用化学发光
ZTU

底物显色液对
0V

膜进行

显色)对目的蛋白功能进行
F)1DS.)1

检测*

&="

!

S)8?

"

$T

胞外区蛋白结晶条件的筛选

将纯化后的
S)8?

"

$T

胞外区蛋白经超滤管浓

缩至
&$=EM

C

$

M]

)备用*采用蛋白结晶筛选试剂

盒
ZT$D&!!

!其中包括
'E

个结晶条件")用蒸汽扩散

坐滴法在不同结晶条件下对目的蛋白进行结晶)筛

选蛋白结晶条件*具体做法为#将浓缩后的蛋白液

与不同结晶条件溶液按照
&g&

的体积比加至晶体

板)置于
$%f

晶体培养箱中)每天数次观察晶体板

中有无晶体生长*

&=#

!

S)8?

"

$T

胞外区蛋白的去糖基化处理

挑取初筛晶体送至上海同步辐射光源
Y]&"9&

线站收集数据)结果显示本研究得到的初筛晶体无

衍射*因之前有报道称)

S)8?

"

$T

属于糖基化修饰

的蛋白)所以推测
S)8?

"

$T

胞外区蛋白初筛晶体无

衍射可能是其糖基化造成的*因糖基化最常见的形

式是
0D

糖基化)所以同时利用
$

种去
0D

糖基化酶

@,A)Z/

和
U0R-548

)分别在变性与非变性条件下

对目的蛋白进行去糖基化处理*取适量纯化后的目

的蛋白)在变性及非变性条件下分别与去糖基化酶

@,A)Z/

%

U0R-548

混合)

I"f

孵育
&2

)然后利用

>F>DU6R@

电泳检测
S)8?

"

$T

胞外区蛋白的去糖

基化效果*

$

!

结果与分析

$=&

!L

WX

#

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

载体的构建及鉴定

利用合成的
@#G2

!

$H

全长基因为模板扩增出

其胞外区
?F06

片段)结果得到了约
EIIS

L

的片段

!图
&

")与预期结果一致*

L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

载体
UVT

鉴定获得了约
EIIS

L

的目的片段!图
$

")

测序鉴定结果也显示获得了
EIIS

L

的片段)表明

L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

载体构建成功*

W=F]$%%%F06

标准品(

&=

阴性对照(

$=@#G2

!

$H

基因胞外区片段扩增产物

W=F]$%%%F06 W-+K4+

(

&=04

C

1:;4?),1+).

(

$=UVT-M

L

.:/:?-1:),

L

+)A*?1)/@#G2

!

$H

C

4,454

C

M4,1)/4a1+-?4..*.-++4

C

:),

图
&

!

@#G2

!

$H

基因胞外区片段的
UVT

扩增

8:

C

=&

!

UVT-M

L

.:/:?-1:),)/@#G2

!

$H

C

4,454

C

M4,1

)/4a1+-?4..*.-++4

C

:),

W=F]$%%%F06

标准品(

&N#=

单克隆菌落的
L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

基因胞外区片段
UVT

扩增结果

W=F]$%%%F06 W-+K4+

(

&N#=V).),

<

UVT

L

+)A*?15)/

L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

C

4,454

C

M4,15)/4a1+-?4..*.-++4

C

:),

图
$

!L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

载体的
UVT

鉴定

8:

C

=$

!

V).),

<

UVT:A4,1:/:?-1:),)/

L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$T

C

4,454

C

M4,15)/4a1+-?4..*.-++4

C

:),

$=$

!

S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白的诱导表达与纯化

收集诱导后的
>$

重组细胞表达上清液)利用

Z:5

标签抗体进行
b4514+,DS.)1

分析)结果在
$EK*

左右出现目标蛋白条带!图
I

")表明
S)8?

"

$T

胞外

区重组蛋白诱导表达成功*

对镍柱亲和层析法纯化前
>$

细胞表达上清液%

过镍柱后流穿液及不同浓度咪唑洗脱液样品进行

>F>DU6R@

检测)结果表明
O%MM).

$

]

咪唑洗脱液
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中含有目的蛋白!图
!

"*

W=

蛋白
W-+K4+

(

&=

稳定转染的
>$

细胞表达上清液

W=U+)14:,W-+K4+

(

&=>*

L

4+,-1-,1)/51-S.

<

D1+-,5/4?14A>$?4..5

图
I

!

S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白的
b4514+,DS.)1

检测

8:

C

=I

!

b4514+,DS.)1-,-.

<

5:5)/+4?)MS:,-,1

S)8?

"

$T4?1)A)M-:,

W=

蛋白
W-+K4+

(

&=

纯化前细胞表达上清液(

$=

过镍柱后流穿液(

I

+

O=

分别为
&%

)

O%

和
&%%MM).

$

]

咪唑洗脱液

W=U+)14:,W-+K4+

(

&=V4..5*

L

4+,-1-,1S4/)+4

L

*+:/:?-1:),

(

$=8.)312+)*

C

2-/14+

L

*+:/:?-1:),

(

INO=@.*4,13:12&%

)

O%

)

&%%MM).

$

]:M:A-Q).4+45

L

4?1:;4.

<

图
!

!

镍柱纯化
S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白的

>F>DU6R@

检测

8:

C

=!

!

>F>DU6R@-,-.

<

5:5)/+4?)MS:,-,1S)8?

"

$T

4?1)A)M-:,

L

*+:/:4AS

<

0:D-//:,:1

<

?2+)M-1)

C

+-

L

2

<

!!

采用镍柱亲和层析初步纯化后的目的蛋白中仍

有部分杂蛋白没有除去)因此采用凝胶过滤层析对

其进一步纯化)

>F>DU6R@

检测结果表明)凝胶过

滤层析纯化后的蛋白纯度较镍柱纯化明显提高!图

O

"(进一步经超滤管浓缩后)蛋白质量浓度高达
&$=E

M

C

$

M]

*

W=

蛋白
W-+K4+

(

&=

凝胶过滤层析纯化后的目的蛋白(

$=

超滤管浓缩后的目的蛋白

W=U+)14:,W-+K4+

(

&=T4?)MS:,-,11-+

C

41

L

+)14:,

L

*+:/:4AS

<

C

4./:.1+-1:),?2+)M-1)

C

+-

L

2

<

(

$=V),?4,1+-14A

1-+

C

41

L

+)14:,S

<

*.1+-/:.1+-1:),1*S4

图
O

!

凝胶过滤层析纯化
S)8?

"

$T

胞外区

重组蛋白的
>F>DU6R@

检测

8:

C

=O

!

>F>DU6R@-,-.

<

5:5)/+4?)MS:,-,1S)8?

"

$T

4?1)A)M-:,

L

*+:/:4AS

<C

4./:.1+-1:),?2+)M-1)

C

+-

L

2

<

$=I

!

S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白活性的
F)1DS.)1

检测

试验结果!图
E

"显示)纯化后的
S)8?

"

$T

胞外

区重组蛋白可与牛
H

C

R$

结合)表明目的蛋白具有生

物学活性*

&=

空白对照(

$=

阴性对照(

I

+

O=

分别为
%=O

)

&=%

)

$=%

$

]S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白的孵育结果

&=Y.-,K?),1+).

(

$=04

C

-1:;4?),1+).

(

INO=T45*.15)/:,?*S-14A

%=O

)

&=%

)

$=%

$

]+4?)MS:,-,1S)8?

"

$T4?1)A)M-:,1+45

L

4?1:;4.

<

图
E

!

S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白功能的
F)1DS.)1

鉴定

8:

C

=E

!

F)1DS.)1-,-.

<

5:5)/+4?)MS:,-,1

S)8?

"

$T4?1)A)M-:,

$=!

!

S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白结晶条件的确定

纯化后目的蛋白的纯度%质量浓度%活性均满足

结晶要求)因此本研究利用蛋白结晶筛选试剂盒

ZT$D&!!

对蛋白结晶条件进行筛选)最终蛋白结晶

的
$

个条件是体积分数
&O\X-?5:M-14

XW

!

L

Z

"=%

"%

%=&M).

$

] Z@U@>

!

L

Z"=%

"%

$%

C

$

]U@R

IIO%

和
%=& M).

$

] Z@U@>

!

L

Z "=O

"%

$O%

C

$

]

U@RIIO%

!图
"

"*
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6=&O\ X-?5:M-14

XW

!

L

Z"=%

"%

%=&M).

$

]Z@U@>

!

L

Z"=%

"%

$%

C

$

]U@RIIO%

条件下
$!2

生长的晶体(

Y=%=&M).

$

]Z@U@>

!

L

Z"=O

"%

$O%

C

$

]U@RIIO%

条件下
$!2

生长的晶体

6=V+

<

51-.5

C

+)3,:,124?),A:1:),)/&O\ X-?5:M-14

XW

!

L

Z"=%

")

%=&M).

$

]Z@U@>

!

L

Z"=%

")

$%

C

$

]U@RIIO%/)+$!2

(

Y=V+

<

51-.5

C

+)3,:,124?),A:1:),)/%=&M).

$

]Z@U@>

!

L

Z"=O

")

$O%

C

$

]U@RIIO%/)+$!2

图
"

!

S)8?

"

$T
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胞外区重组蛋白的去糖基化分析

试验结果显示)在变性条件下)

S)8?

"

$T

胞外区

重组蛋白经去糖基化酶
@,A)Z/

和
U0R-548

处理

后)得到较纯的单一目的蛋白条带!图
#

")从而验证

了
S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白初筛晶体无衍射可能

与其糖基化有关*

W=

蛋白
W-+K4+

(
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)

I=

分别为非变性条件下去糖基化酶
@,A)Z/

和

U0R-548

处理后的目的蛋白(

$

)

!=

分别为变性条件下去糖基化

酶
@,A)Z/

和
U0R-548

处理后的目的蛋白
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经去糖基化酶处理后
S)8?

"

$T

胞外区目的蛋白的

>F>DU6R@

检测
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8?T

不仅使免疫细胞具备杀伤病毒和细菌%清

除免疫复合物%溶解癌变细胞的能力)而且还参与免

疫反应的启动与调节)在机体免疫防御方面起着极

为关键的作用&

&

'

*相对人
8?T

而言)牛
8?T

研究比

较滞后*

S)8?

"

$T

作为一种新型哺乳动物
8?T

&

$&

'

)

对其结构和功能进行研究具有非常重要的意义*

$%%#

年)本研究团队曾经利用原核表达系统表达了

S)8?

"

$T

胞外区)验证了其可与
H

C

R$

特异结合&

$$

'

*

但是)由于原核系统表达的蛋白不能进行翻译后加

工)如糖基化修饰及二硫键形成等)可能导致重组表

达蛋白的结构与天然结构不符*在真核系统表达方

面)本研究团队在克隆
S)8?

"

$T

时)采用瞬时转染

的方法通过
VG>D"

细胞成功表达了
S)8?

"

$T

)并对

其功能进行了鉴定&

$I

'

*然而)瞬时转染受很多因素

影响)有可能出现转染效率低的问题(同时)瞬时转

染表达无法保证不同批次试验的均一性及稳定性*

此后)本研究团队通过抗性筛选和玫瑰花环检测方

法建立了稳定表达
S)8?

"

$T

的
VG>D"

转染细胞系)

虽然为研究
S)8?

"

$T

功能提供了很好的技术平

台&

$&

'

)但是通过此方法获得的蛋白量远远不能满足

后续对其结构与功能研究的需求*

本研究构建
L

WX

$

Y:UDS)8?

"

$TDZ:5

表达载

体)通过果蝇胚胎
>$

细胞真核表达系统对目的蛋白

进行了表达*利用该真核表达系统)目的蛋白可在

翻译后进行加工修饰使其更接近蛋白天然构象)同

时该系统还具有蛋白表达量高等特点&

$%

)

$!D$O

'

*采用

镍柱亲和层析及凝胶过滤层析纯化后)经
>F>D

U6R@

电泳检测蛋白纯度高达
''\

*经
F)1DS.)1

检测纯化后的
S)8?

"

$T

胞外区重组蛋白具有特异

结合牛
H

C

R$

的生物学活性*本研究最终获得了目

的蛋白初筛晶体)但是这些晶体无衍射*经分析)

S)8?

"

$T

属于糖基化修饰蛋白)推测可能是糖基化
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不均一所致*为了验证这个推测)本研究采用
$

种

去糖基化酶对目的蛋白进行去糖基化处理)结果发

现处理后可获得纯度较高而且均一的目的蛋白)为

进一步利用结构生物学方法研究该受体的免疫学功

能打下了坚实基础*
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