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【摘 要】目的：对p-糖蛋白抗原表位进行分析和表达研究。方法：联合运用多种方法对P一糖蛋白的二级结构和表面特性进行 

分析，运用化学和酶法相结合的技术合成 P一糖蛋白基因，再克隆入表达载体 pGEX一2T进行表达 、鉴定及纯化。结果：位于 P一 

糖蛋白胞外段的抗原表位位点仅见于氨基酸残基 82aa～115aa(I)、741aa～760aa(1V)及 800aa~816aa(V o SDS—PAGE分析 ，表 

达出约29 kD大小的蛋白。结论：该基因片段的高效表达为进一步制备其抗体或筛选其特异性结合肽，进行靶向治疗等工作奠 

定了基础。 
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【Abstract]Objective：To analyze antigenic epitopes and express P-glycoprotein．Methods：The target gene was synthesized hy the 

combined use of chemical synthesis and Klenow polymerase extension
．The synthesized gene was cloned into expression vector DGEX一2T 

and expressed，identified and purified it．Results：Antigenic epitopes in extracellular fragment of P—glycoprotein were identified to amino 

acid residues 82aa-1 15aa(I)、741aa~760aa(IV)，and 800aa～816aa(V)．SDS—PAGE analysis indicated that the expressed Drotein was 

about 29 kD．Conclusion：High level expression of the target gene fragment was established for preparation of its antibody and biospanning 

its specific peptide using random phage library，which establishes basis for the targeting treatment of MDR
． 
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床的其它相关调节因子的相互作用尚不明了，需对 

其进行进一步的研究。 
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P 一 糖 蛋 白在 肿 瘤 细 胞 中 的 高 表 达 与 多 药 耐 药

( M u l t i — d r u g r e s i s t a n c e ， M D R ) 的 产 生 密 切 相 关 。 本 研

究 在 方 法 学 比 较 的 基 础 上 ， 联 合 运 用 多 种 方 法 对 P 一

糖 蛋 白 的 二 级 结 构 和 表 面 特 性 ， 如 ： 亲 水 性 、 可 塑

性 、 溶 剂 可 及 性 及 免 疫 原 性 等 方 面 进 行 分 析 和 预

测 ． 设 计 和 构 建 了 P 一 糖 蛋 白 胞 外 段 基 因 表 达 载 体 ，

并 在 大 肠 杆 菌 中进 行 了 表 达 及 纯 化 。 报 告 如 下 。

1 材 料 和 方 法

1 ． 1 试 剂

菌种 D H 5 d 由本室 保存 。 G S T 融 合表 达 载 体 p G E X 一 2 T

为 P h a r m a c i a 产 品 ；p G E M — T 载 体 试 剂 盒 为 P ro m e g a 产 品 。

D N A 片断 由北 京 赛 百 盛 公 司 合成 。 D N A 重 组 所 用 各种 限 制

性 内切酶 、 T 4 D NA 连 接酶 及 K l e n o w 片段 ， 购 自 B o r r i n g e r 公

司 ， 纯 化 质粒 D N A 所 用 的 K i t ， D N A 回 收 k i t ， I P T G ， X —

g a l 购

自 P r o m e g a 公 司 。 G S T - T r a p 柱 购 自 P h a r m a e i e 公 司 。

I ． 2 二 级 结 构 预 测

P - 糖 蛋 白 序 列 检 索 自瑞 士 生 物 信 息 研 究 所 提 供 的

S w i s s — P ro t 蛋 白质数据 库 。 应 用 D N A S t a r P r o t e a n 软 件提 供 的

模块 进行 ， 采用 C h o u & F a s m a n
l l I 提 出 的预 测 方 案 和 G a m i e r m

法 。

1 -3 亲水 性 参数

应 用 D N A S t a r P r o t e a n 软件 进行 ， 采用 H o p p ＆ W o o d s
l3 t

-

}y

案 。

1 ． 4 可 及 性 参数 及 可 塑 性 预 测

采用 A n t h e P ro t 软 件提 供 的蛋 白质 溶 剂 可 及 性 方 案 。 应

用 D N A S t a r P r o t e a n 软 件进 行 可 塑 性 预 测 ． 采 用 K a r p l u s an d

S c h u l t z H9 亨案 。

1 ． 5 抗 原 性 指 数 分 析

采用 D N A S t a r P r o t e a n 软 件提 供 的抗 原 指 数 分 析模块 ，

对 P 一 糖 蛋 白 的 抗 原 表 位 进 行 预 测 。 该 模 块 采 用 J a m e —

s o n — w o l f 【’方 法 ， 为 4 参数联 立 的综 合 预 测方 法 包 括 ：亲水 性 、

表 面 特性 、 可 塑性 、 二 级 结 构预 测 方 案 。

1 ． 6 编 码 P 一 糖 蛋 白 胞 外段 9 0 a a ． 1 1 5 a a 基 因 的 设 计及 合 成

根 据 P 一 糖 蛋 白抗 原性 分 布 曲线 ， 选 择 P 一 糖 蛋 白胞 外段

9 0 a a ～ 1 15 a a ， 氨 基 酸 序 列 为 ：S N I T N R S D I N D T G F F M N L E E D M

T R Y A ( 9 0 a a ～ 1 1 5 a a ) ， 同 时 ， 根 据 大 肠 杆 菌 偏 性 密 码 子 原 则 ，

人 工 合 成 两 条 D N A 单 链 ( A 5 7 和 B 5 9 ) ， 并 分 别 加 入 酶 切 位

点 B a m H I 及 E c o R I 。

1 ． 7 双 链 D N A 的 获得 、 T 载体 的 克 隆 及 融 合 表达 载体 的 构 建

按 p G E M - T 试 剂 盒 说 明进 行 T 载体 的克隆 。 p G E M — P g p

质 粒 用 B a m H I 、 ＆ o 尺 I 进 行 双 酶 切 后 ， 克 隆到 融 合表 达 载

体 p G E X - 2 T ／B a m H I 、 E c o R I 中 ， 命 名 为 p G E X — P g p ；转 化 大

肠 杆 菌 D H 5 d ， 提取 质粒 ， 进 行 双 酶 切 鉴 定 。 所 得 菌 落培养物

送 T a K a R a 公 司 ( 大 连 )测 序 ， 鉴 定胞 外 段 序列 及 构 建 载 体 的

读码 框架 。

1 ． 8 融 合 蛋 白 的 表 达 、 鉴 定 与 纯 化

取 10 0 ¨ l 0 ． 2 m m o l／1 I P T G 诱 导 4 h 的 菌 液 ， 1 5 ％ S D S —

P A G E 鉴 定 ， 拍 照 记 录 。 诱 导 后 的 菌体 超 声 破 碎 ， 加 入 T r i t o n

X 一 1 0 0 至 终 浓 度 l ％ ， 离 心 收 集 菌 体 ， 取 上 清 ， 直 接 用 G s T _

T r a p 柱 进 行 蛋 白纯 化 。 融 合蛋 白定 量 ， 脱 盐 处 理 。

2 结 果

2 ． 1 P 一 糖 蛋 白 的 二 级 结 构 预 测

P 一 糖 蛋 白属 于 一 种 混 合 型 蛋 白 ， 其 中 ，
仅 一 螺 旋

占 4 1 ％ ， 13 一 片 层 占 2 7 ％ ，
T u rn ( 转 角 ) 占 14 ％ ， C o i l

( 无 规 则 卷 曲 ) 占 1 9 ％ 。

2 ． 2 P 一 糖 蛋 白 的 亲 水 性

P 一 糖 蛋 白 亲 水 性 区 域 的 分 布 不 均 匀 ， 中部 分 布

较 为 密 集 ， 6 个 胞 外 段 中 ， 第 1 胞 外 段 ( 8 2 a a ～ 1 1 5 a a ) 、

第 Ⅳ 胞 外 段 ( 7 4 3 a a ～ 7 5 7 a a ) 和 第 V 胞 外 段 ( 8 0 0 a a 一

8 1 6 a a ) 亲 水 性 较 高 。

2 ． 3 P 一 糖 蛋 白 的 溶 剂 可 及 性 及 可 塑 性 预 测 结 果

P 一 糖 蛋 白 6 个 胞 外 段 中 ， 第 1 胞 外 段 ( 8 0 a a 一

1 2 2 a a ) 、 第 Ⅳ 胞 外 段 ( 7 4 3 a a ～ 7 5 7 a a ) 和 第 V 胞 外 段

( 8 0 0 a a 。 8 1 6 a a ) 可 及 性 较 高 。 可 及 性 较低 区 域 ， 即 埋

藏 于 分 子 内部 的 区 域 。 胞 外 段 中 可 塑 性 较 高 区 域 仅

见 于 ：7 6 a a — 1 1 5 a a ( I ) ，
7 4 1 a a ～ 7 5 7 a a ( IV ) ，

7 8 4 a a ～

7 9 0 a a ( V ) ， 7 9 7 a a ～ 8 1 8 a a ( V ) 。 这 些 区 域 可 能 具 有
一 定 的 柔 韧 性 ． 形 成 表 位 的 可 能 性 较 大 ， 容 易 与 抗

体 进 行 嵌 合 。

2 ． 4 P 一 糖 蛋 白 抗 原 表 位 预 测 结 果

P - 糖 蛋 白存 在 有 多 个 潜 在 的 抗 原 表 位 位 点 ；结

合 跨 膜 区 预 测 结 果 进 行 分 析 ， 位 于 胞 外 段 的 抗 原 表

位 位 点 仅 见 于 氨 基 酸 残 基 8 2 a a ～ l 1 5 a a ( I ) 、 7 4 1 a a 一

7 6 0 a a ( IV ) 及 8 0 0 a a ～ 8 1 6 a a ( V ) 。

2 ． 5 表 达 质 粒 的 鉴 定

构 建 的 表 达 质 粒 p G E X — P g p ， 经 E c o R I 和

B a m H I 双 酶 切 ， 获 得 约 8 7 b p 的 酶 切 片 断 ( 图 1 ) ，

与 设 计 相 一 致 。 测 序 结 果 表 明 ：克 隆 片 段 长 7 8 b p ，

序 列 内 部 含 终 止 码 ． 编 码 2 6 个 氨 基 酸 ， 所 推 导 的 氨

基 酸 序 列 与 文 献 序 列 相 一 致 ㈣
。

1 2 3

2 0 0 0 b p

1 0 0 0 b p

7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

10 0 b p

1 ． D L 2 0 0 0 D N A m a r k e r ；2 ． p G E X - P g p ／B a m H I + E c o R l ：

3 ． p G E X — P g P

图 1 重 组 载体 p G E X — P g P 的酶 切 电泳分 析
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一

1 4 7 1
—

2 ． 6 P -

g p 胞 外段 基 因 的 G S T 融 合 表 达

插 入 表 达 载 体 p G E X 一 2 T 中 的 P —

g P 胞 外 段 基

因 ， 经 异 丙 基 一 B — D 一 硫 代 半 乳 糖 苷 ( I s o p r o p y l B — D 一

1 - T h i o g a l a c t o p y r a n o s i d e ， I P T G ) 诱 导 得 到 稳 定 表 达 。

未 诱 导 的 重 组 载 体 无 明 显 目 的 蛋 白表 达 ， 经 诱 导 后

可 见 分 子 量 约 为 2 9 k D 的 新 生 蛋 白带 ， 与 预 期 的 蛋

白分 子 大 小 相 一 致 ( 图 2 ) 。 表 达 产 物 带 随 诱 导 时 间

延 长 而 逐 渐 加 深 ， 到 4 h 最 深 ， 薄 层 扫 描 分 析 ， 表 达

率 占细 胞 总 蛋 白 的 3 8 ％ ；表 达 组 分 结 果 表 明 ：表 达

产 物 主 要 存 在 于 细 菌 上 清 中 。

1 2 3 4 5 6 7

耙I鼻*1l
1 ． 低分子量 蛋 白标记 物 ；2 ． 诱 导 的 p G E X 一 2 T ／D H 5 0 【 ；3 ． 未诱

导 的 p G E X — P g p ／D H 5 仅 4 — 7 ． 诱 导 的 p G E X — P g p ／D H 5 O r．

图 2 重 组 蛋 白的 S D S — P A G E 分 析

3 讨 论

蛋 白 质 抗 原 表 位 的 抗 原 指 数 分 析 最 常 采 用 的

方 案 为 J a m s o n — W 0 1f 方 案 。 该 方 案 综 合 了 亲 水 性 分

析 值 ( H ) 、 表 面 特 性 分 析 值 (S ) 、 可 塑 性 分 析 值 ( F )

和 二 级 结 构 预 测 分 析 值 。 预 测 蛋 白抗 原 表 位 尤 以 可

及 性 方 案 、 可 塑 性 方 案 、
二 级 结 构 预 测 及 抗 原 性 方

案 为 重 要 。

本 研 究 以 D N A s t a r P r o t e a n 和 A n t h e P r o t 软 件 为

蛋 白 质 分 析 工 具 ， 应 用 J a m e s o n — W o l f 方 法 对 P 一 糖

蛋 白 的 抗 原 表 位 进 行 预 测 ， 可 看 出 P 一 糖 蛋 白存 在 有

多 个 潜 在 的 抗 原 表 位 位 点 。 综 合 本 文 二 级 结 构 、 跨

膜 区 、 亲 水 性 、 溶 剂 可 及 性 、 可 塑 性 和 抗 原 指 数 预

测 结 果 。 发 现 ：位 于 胞 外 段 的 抗 原 表 位 位 点 仅 见 于

氨 基 酸 残 基 8 2 a a ～ 1 1 5 a a ( I ) 、 7 4 1 a a ～ 7 6 0 a a ( 1V ) 及

8 0 0 a a ～ 8 1 6 a a ( V ) 。 表 位 作 图 法 证 实 ：在 第 1 胞 外 段

内含 有 单 抗 M R K 一 1 6 抗 原 识 别 表 位 ( 1 0 8 a a ～ 1 14 a a ) ．

其 序列 为 E E D M T R Y A m
， 亲水 性 方 案 预 测 显 示 该 胞

外 段 亲水 性 好 ， 能 实 现 可 溶 性 表 达 ， 易 于 纯 化 ；而 且

该 区 胞 外 段 无 糖 基 化 位 点 ( 因 原 核 表 达 系 统 中 无 糖

基 化 酶 ， 糖 基 化 位 点 的 非 糖 基 化 可 能 影 响 蛋 白 功

能 ) 。 选 择 该 胞 外 段 蛋 白进 行 表 达 ， 用 于 免 疫 动 物 或

筛 选 文 库 ， 有 可 能 获 得 其 识 别 抗 体 或 特 异 性 结 合

肽 。 因 此 ， 我 们 选 择 该 胞 外 段 为 靶 点 ， 在 P C R 引 物 设

计 时 ， 加 入 了 终 止 密 码 子 及 酶 切 位 点 ， 以 有 利 于 后

续 的 表 达 载 体 的 定 点 克 隆 。

我 们 根 据 其 结 构 及 抗 原 性 模 拟 结 果 ， 选 择 第 一

胞 外 段 为 靶 点 ， 用 基 因 工 程 方 法 进 行 表 达 研 究 。 依

据 如 下 ： ( 1 ) 该 区 胞 外 段 蛋 白 有 较 高 的 亲 水 性 和 抗

原 性 ． 在 原 核 表 达 系 统 中 倾 向 于 水 溶 性 ， 易 于 纯 化 ，

同 时 有 较 高 的 抗 原 指 数 ；( 2 ) 该 区 胞 外 段 无 糖 基 化

位 点 ：因 原 核 表 达 系 统 中 无 糖 基 化 酶 ， 糖 基 化 位 点

的 非 糖 基 化 可 能 影 响 蛋 白功 能 ；( 3 ) 该 区 存 在 P —

g P

特 异 性 单 抗 M R K 一 16 的 抗 原 性 结 合位 点 门
。 (4 )该 区

位 于 胞 外 段 ， 单 抗 或 特 异 性 结 合 肽 易 于 与 P —

g P 结

合 。 在 基 因 设 计 时 选 用 大 肠 杆 菌 偏 爱 的 密 码 子 ， 这

将 有 助 于 真 核 基 因 在 大 肠 杆 菌 中 的 高 效 表 达 。 在 基

因 合 成 中 采 用 了 化 学 和 酶 法 相 结 合 的 技 术 ， 降低 了

基 因 化 学 合 成 的 成 本 ， 首 先 制 备 5 7 b p 和 5 9 b p 的

寡 核 苷 酸 链 ， 通 过 K l e n o w 酶 的 补 平 ， 获 得 了 双 链

D N A 。

我 们 将 P —

g P 胞 外 段 的 D N A 插 入 p G E X 一 2 T 载

体 中 ， 热 休 克 转 化 D H 5 0 t 宿 主 菌 ， 阳 性 菌 落 活 化 后 ，

经 I p 1 'G 诱 导 获 得 了 重 组 融 合 蛋 白 G S T — Y e x 的 高效

表 达 ， 表 达 量 占菌 体 总 蛋 白 的 3 8 ％ 。 对 表 达 获 得 的

融 合 蛋 白 的 鉴 定 结 果 表 明 ， 本 实 验 获 得 了 含 P —

g P

蛋 白 的 融 合 蛋 白 ( G S T — P g p ) ， 所 表 达 的 蛋 白 可 用 于

抗 体 的 制 备 。 为 下 一 步 噬 菌 体 随 机 肽 库 的 筛 选 及 其

他 相 关 工 作 创 造 了 条件 。
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