
书书书

文章编号：!"""#$%"%（&""’）!(#!)%!#"* 论著

!"#$%$%&蛋白的原核高效、可溶性表达及其抗体在恶性肿瘤早期诊断中的应用

吴素香!，马+ 骢&，郭建巍&，黎卫平!，孔路科!，魏+ 杰! + + （ !兰州大学医学院病理学教研室，兰州 (*""""；&海军总医院检
验科，北京 !"""*(）

+ + 摘+ 要：目的+ 实现重组 !"#$%$%&在大肠杆菌中的高效、可溶性表达，检测健康人和肿瘤患者血清中 ,-./#0123/3/-并探
讨其在肿瘤早期诊断中的应用价值。方法+ 重组 456*&,#!"#$%$%&质粒转化 78&! 感受态细胞，946: 诱导表达 ’ ; 后对表
达产物行溶菌酶处理、冻融及超声处理，<=<#4>:5及 ?@0.@2- ABC.鉴定后用镍离子金属螯合层析柱纯化。建立基于重组
融合蛋白的 0123/3/-特异性抗体的检测方法，对 *"" 份健康血清、!%% 份肿瘤血清 ,-./#0123/3/- 进行了检测，并将 ,-./#012#
3/3/-与肝癌、肠癌、胰腺癌、卵巢癌患者中 >D4、E5>、E>!FF、E>!&$ 等肿瘤标志物进行了联合分析。结果+ 重组 0123/3/-
融合蛋白在 78&! 中获得了高效、可溶性表达，表达量约占菌体总蛋白的 *"G。建立了检测 0123/3/-抗体的间接 589<>方
法，,-./#0123/3/-在不同的肿瘤血清中均有表达，阳性率各不相同。结论+ 成功的实现了 0123/3/- 蛋白在大肠杆菌中的高
效、可溶性表达；结果提示在肿瘤的辅助诊断中，,-./#0123/3/-与现有的肿瘤标志物 E>!FF、E5>、E>#!FF 和 E>#!&$ 联合检
测，可以互相补充其不足，提高肿瘤的诊断率。

+ + 关键词：生存素；生存素抗体；酶联免疫吸附实验；重组融合蛋白
+ + 中图法分类号：H*%!；H%%)；H(*"I %*+ + + 文献标识码：>

’()"* +, (&-%.!"#$%$%& %& *(#)/ 0%(1&+!%! +, 2()%1&(&- -"2+#!
?J <1#K/,-L!，M> EC-L&，:JN O/,-#P@/&，89 ?@/#Q/-L!，RNS: 81#T@!，?59 O/@!（ ! =@Q,2.U@-. CV 4,.;CBCLW，<X;CCB CV
M@Y/X/-@，8,-Z;C1 J-/3@20/.W，8,-Z;C1 (*""""；&=@Q,2.U@-. CV EB/-/X,B 8,AC2,.C2W，S,3W :@-@2,B [C0Q/.,B，7@/\/-L !"""*(，E;/-,）
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0/0.,-X@，/Y@-./V/@Y AW 4EH ,-Y YC1AB@ Y/L@0./C- CV @-YC-1XB@,0@0I 6;@ 0@]1@-X@Y =S> CV 0123/3/- P,0 ,-,#
BWZ@Y AW 78><6I 6;@ 0123/3/- ^ 62K V10/C- Q2C.@/- @KQ2@00@Y /- ’( )*+% 78&!（=5*）P,0 /-Y1X@Y P/.; 946:，
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+ + 凋亡是一个生理性的程序性细胞死亡过程，凋亡
过程的紊乱，与肿瘤的发生有直接的关系。近年来，凋

亡抑制蛋白（ /-;/A/.C2 CV ,QCQ.C0/0 Q2C.@/-0，9>4）家族
成员在肿瘤发生、发展过程中的作用已受到了越来越

多学者的广泛关注。0123/3/- 是近年来发现的 9>4 家
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族新成员，由于其独特的蛋白和基因结构以及与

!"#$%（&’’&()*+ (&,, -+*)&./& +&(&-)*+$%）的特殊关系、在
肿瘤组织中的高选择性分布以及抗凋亡机制，已成为

肿瘤研究的热点和前沿［%］。为了进一步探讨 /0+12123
在恶性肿瘤诊断、治疗及预后判断中的价值，我们实现

了 /0+12123在原核表达载体中的高效、可溶性表达，并
对部分肿瘤患者血清进行了检测。

!" 材料与方法

%4 %5 材料
5 5 重组质粒 "!678.$!"#$%$%& 和 9:8% 菌株均为本实验室保
存，’();!和 *%&+"、#<./& =3>2?2)*+ 均购自@9=公司；羊抗兔
二抗、兔抗人 /0+12123的多克隆抗体、羊抗人 =AB（C.3). D+0E 公
司）；镍离子金属螯合层析柱（北京本元正阳基因有限公司）；

增强型 ;#"$FG9底物显色试剂盒（北京天为时代科技有限公
司）。其他试剂均为国产分析。研究对象均来自 8HHI 年 J 月
至 8HHK 年 L 月兰州军区总医院检验科送检标本：肿瘤患者共
%MM 例，男性 KI 例，女性 IJ 例，平均 MI4 L 岁，肝癌患者 7K 例，
胃癌患者 8I 例，肠癌患者 87 例，胰腺癌患者 8M 例，卵巢癌患
者 7M 例，所有患者均经病理学证实；正常对照组为体检健康
者，共 7HH 例，男性 %L8 例，女性 %MJ 例，平均 M%4 L 岁。空腹采
集静脉血 7 N,，按常规方法分离血清，O JHP保存备用。血清
GQ"、D!G、DG%RR、DG%8L 定量测定选用日本 G99S6 公司 GT$
CU@ /V/)&N测定法。

%4 85 方法
%4 84 %5 重组质粒 -!678.（ W）$!"#$%$%&的鉴定、诱导表达及 /0+$
12123蛋白的鉴定5 5 将本实验室保存的 -!678.（ W）$/0+12123
转化到 9:8% 感受态细胞，提取质粒做 ’();!和 *%&+"双酶
切。将含 -!678.（ W）$!"#$%$%& 基因的阳性克隆接种含 GN- 的
:9培养液中，7K P度振荡培养过夜。次日按 %X LH 转接，至波
长为 H4 M 左右，%8P经 ="6B（终浓度 % NN*, Y :）J >后进行 CFC$
"GB!电泳及 Z&/)&+3 ?,*)鉴定。
%4 84 85 融合蛋白的高效表达、纯化和临床标本的 !:=CG 检测
5 5 将 % HHH N,诱导后的菌液离心沉淀后进行溶菌酶反复冻
融及超生破碎，用镍离子金属螯合层析柱常规法纯化后行 CFC$
"GB!电泳；用本实验室建立的 !:=CG 方法［8］检测肿瘤血清
.3)2$/0+12123，并与血清 GQ"、D!G、DG%RR、DG%8L 作对比分析。

%4 75 统计学处理
5 5 采用 C"CC %%4 H 统计软件进行 #8检验，出现小值频率时，
采用 Q2/>&+精确概率法。

#" 结果

84 %5 重组质粒 -!678.（ W）$/0+12123的鉴定
5 5 %4 H A Y : 琼脂糖电泳显示重组质粒的酶切鉴定结果（图
%），双酶切条带显示大小约 MLH ?- 的插入片段，与 !"#$%$%&基因
相对分子质量大小一致。重组质粒测序后经 9:GC6 比对与

B&39.3[ 中所报 !"#$%$%& 基因相一致，证实了重组质粒中
!"#$%$%&基因的正确性。

! " # $

# %%% &’!
! %%% &’!
(%% &’!
)%% &’!
#)% &’!
!%% &’!

@：F<G标准（F: 8HHH）；%："!678 Y /0+12123 表达载体的 ’();! Y

*%&+"双酶切；8："!678 Y /0+12123 表达载体的 *%&+"单酶切；

7："!678 Y /0+12123重组质粒

图 !" 重组质粒酶切鉴定

84 85 重组蛋白在大肠杆菌中的高效表达
5 5 插入表达载体的大肠杆菌 9:8%，经 ="6B 诱导后获得了
!"#$%$%&的高效、可溶性表达。目的蛋白约占菌体总蛋白量的
7H\，CFC$"GB!电泳显示，未诱导的重组载体在大肠杆菌中
无明显蛋白表达，经诱导后表达的目的蛋白相对分子质量为 7K
] %H7，与预测融合蛋白表达的大小相符。利用兔抗人 /0+12123
的多克隆抗体对大肠杆菌表达产物进行 Z&/)&+3 ?,*) 分析，在
7K4 H ] %H7 /0+12123 重组蛋白分子量处可见到特异性抗原 、抗体
反应条带（图 8）。

! "

#$%&’!&#!

%：重组蛋白；8：阴性对照

图 #" $%&’%() 印迹分析

84 75 金属螯合亲和层析方法纯化融合蛋白
5 5 纯化后蛋白 CFC$"GB!电泳结果分析表明，平衡缓冲液已
洗去了绝大部分的杂蛋白，LH、%HH 及 8HH NN*, Y : 咪唑溶液均
洗脱出目的蛋白，只在 %HH NN*, Y :咪唑浓度洗脱下出现峰值，
纯度很高，经灰度分析蛋白纯度达 RI\以上，蛋白浓度为 %4 L
NA Y N,，% HHH N,菌液获得了 7H NA目的蛋白（图 7）。
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%：蛋白标准；8 O J：分别为 LHH 、7HH 、8HH 、%HH 、LH 、8H 、%H NN*, Y :

咪唑浓度下收集液

图 *" 重组蛋白的亲和纯化

84 M5 标本血清 !:=CG检测结果
5 5 .3)2$/0+12123在肿瘤血清中 MK4 R8\，但在健康人血清中阳
性率仅为 H4 H7\，二者比较，差异显著（, ^ H4 H%），具有统计学
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意义。肝癌、肠癌、胃癌、胰腺癌、卵巢癌血清中 +*,)-%&’()()* 的
阳性率分别为 ./$ 0.1（!" 2 3"）、/4$ /51（!3 2 53）、./$ !31
（!5 2 54）、/6$ 661（!5 2 5.）、..$ !51（!/ 2 3.）。肝癌患者血清
+*,)-%&’()()*与 78!00（!9$ 051，" 2 3"）比较，差异显著（! :
6; 6!3）；肝癌患者血清中 +*,)-%&’()()*与 8<=（/0$ .41，55 2 3"）
和 7>8（3"$ 6.1，!6 2 3"）比较，差异不显著（!值分别 6$ 60! 和
6$ 5..），说明肝癌血清 +*,)-%&’()()*与 7>8、78!00 检测结果无
明显的差异（! ? 6$ 6/），+*,)-%&’()()*可以作为肝癌诊断的辅助
指标。肠癌患者血清中 +*,)-%&’()()* 与 7>8（."$ 931，!! 2 53）
和 78!00（.3$ .91，!6 2 53）比较，差异不显著（ ! 值分别为
6; 3"4 和 6$ ///），说明肠癌的诊断中，+*,)-%&’()()* 与 78!00 和
7>8具有相同的诊断价值；胃癌患者血清中 +*,)-%&’()()* 与
7>8（39$ .41，!6 2 54）和 78!00（4!$ /.1，!4 2 54）比较，差异不
显著（!值分别为 6$ /"/ 和 6$ 544 ），同样也说明在胃癌的诊断
中，+*,)-%&’()()*与 78!00 和 7>8具有相同的诊断价值；胰腺癌
患者血清中 +*,)-%&’()()*与 78!00（!661，5. 2 5.）比较，差异不
显著（! : 6$ 65!）；卵巢癌患者血清中 +*,)-%&’()()* 与 78!5/
（"3$ /31，5/ 2 3.）比较，差异不显著（! : 6$ 6!.），说明在胰腺
癌和卵巢癌的诊断中 +*,)-%&’()()*效果不及 78!00 和 78!5/。

!" 讨论

# # %&’()()* 是 8@,)A’) 等在 !00" 年发现的活性很强的
凋亡抑制蛋白，主要通过直接或间接抑制 7+%B+%A-3 、
7+%B+%A-"、7+%B+%A-0 的活性来阻断细胞的凋亡过程。
%&’()()* 蛋白可广泛表达于人的胚胎组织和人类各种
常见肿瘤组织，而在成人终末分化组织（除胸腺、生殖

腺外）中罕见表达。

# # 本实验选用带有 C)% 标签融合蛋白表达载体
=>D-35+（ E），其含 D’F8基因，编码 !60 个氨基酸的硫
氧还蛋白，相对分子质量为 5!$ 4"/ G !63，,’F 在大肠杆
菌细胞质中可溶性很高，具有固有的热稳定性，它会改

变大肠杆菌胞质的氧化还原环境，参与了包括蛋白质

二硫键的还原，硫酸盐的代谢等许多功能［3］，外源蛋

白与硫氧还蛋白的融合表达有利于提高表达产物的稳

定性，利用 HI5 E -HD8 树脂就可以很方便地将外源蛋
白从细菌蛋白中分离并纯化。

# # 用重组质粒 =>D35-%&’()()* 转化 JK5! 表达菌后，
通过对多个重组子克隆的筛选，选择出表达目的蛋白

最高的克隆 ，同时应用不同的 I=DL 浓度及不同的时
间诱导分析克隆子的表达量，发现 I=DL 浓度对
%&’()()*重组融合蛋白诱导表达影响不明显，用 6; 5/
MMN@ 2 K的 I=DL 即可诱导重组融合蛋白的表达；通过
不同诱导时间分析，发现细菌在 5/ O的条件下，经过
3 P 就有目的蛋白表达，表达时间在 4 Q !6 P 时，其蛋

白表达处于稳定状态。

# # 外源蛋白质在大肠杆菌中的高水平表达，常会形
成相差显微镜下可见的细胞质颗粒或包涵体。有研究

表明，选择融合表达系统以及适当控制生长条件可利

于促进蛋白质的折叠而减少包涵体的形成［.］。低温

时细菌生长缓慢溶氧水平高，不易导致缺氧状态，而且

保持细胞内的氧化状态可以促进蛋白质二硫键的正确

形成，本实验中我们选择了较低的诱导温度，获得了良

好的效果。同时，较低的 I=DL 浓度也有利于降低胞
内局部的蛋白质浓度，由于原核生物的转录与翻译是

同时进行的，因此缓慢转录将使得翻译蛋白质有足够

的条件正确折叠。因此，本实验采用低浓度 I=DL 及
低温度诱导，使 %&’()()*融合蛋白得以稳定表达。
# # 国外已将 %&’()()* 用于肿瘤分子诊断。除了本实
验室的一些前期研究工作外，国内未见对于肿瘤患者

血清中 +*,)-%&’()()* 抗体检测的报道。本研究通过对
366 份健康血清、!.. 份肿瘤血清中 +*,)-%&’()()* 的检
测、并将 +*,)-%&’()()* 与肝癌、肠癌、胰腺癌、卵巢癌患
者中 8<=、7>8、78!00、78!5/ 等肿瘤标志物进行了
联合分析。结果提示肿瘤患者血清中 +*,)-%&’()()* 阳
性率高于正常人。在肝癌诊断中 +*,)-%&’()()* 与 8<=
和 7>8具有相同的诊断价值，优于 78!00；在胃癌和
肠癌的诊断中，+*,)-%&’()()* 与 78!00 和 7>8 具有相
同的诊断价值；虽然在胰腺癌和卵巢癌中 +*,)-%&’()()*
没有 78-!00 和 78-!5/ 特异性强，但检出率也分别达
到了 /61和 ..$ !1。本研究为 %&’()()*作为肿瘤标志
物的深入研究和肿瘤早期诊断奠定了重要基础。同时

也提示 +*,)-%&’()()*与其他肿瘤标志物联合检测，对肿
瘤患者的治疗、预后判断、高危人群的筛选及肿瘤的早

期诊断具有重要的指导意义。
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