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重组人脂多糖结合蛋白的氨基末端片段在昆虫细胞中的表达 、纯化及功能鉴定

葛晓冬 ,刘友生 ,王晓东 ,王长松 ,邓　军　　(第三军医大学西南医院病理科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　以昆虫 sf21、sf9细胞表达 、分泌人源脂多糖结合蛋白的氨基末端片段(NH-LBP), 并初步观察其生物学

特性。方法　以昆虫 sf21 和 sf9 细胞于完全Grace培养基中分别扩增编码人源NH-LBP的杆状病毒 ,再以 sf21 和 sf9 细胞于

SF-900Ⅱ无血清培养基中表达NH-LBP ,并以 TALON 柱芯对NH-LBP 进行亲和纯化 ,此后以 Tris-Tricine电泳 、毛细管电泳 、流

式细胞分析实验(flow cytometry analysis)、TNFa分泌实验的方法鉴定 NH-LBP的纯度及生物学活性。结果　昆虫 sf21和 sf9

细胞均能有效地扩增编码NH-LBP的杆状病毒 , 其中 sf9 细胞扩增病毒的能力为 sf21 细胞的 1.18 倍。 sf21 细胞成功地表

达 、分泌 NH-LBP ,并经TALON柱芯亲和纯化 ,其纯度达 98%, NH-LBP具有明确的与脂多糖(LPS)结合的生物学活性 , 而 sf9

细胞却不能表达 、分泌 NH-LBP。结论　以昆虫 sf21细胞分泌表达具有活性人源 NH-LBP是可行的 , 昆虫 sf9 细胞可扩增编

码NH-LBP的杆状病毒 ,但不能表达 、分泌 NH-LBP。
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Expression , purification and identification of human N terminal lipopolysaccharide

binding protein by insect sf21 or sf9 cells
GE Xiao-dong , LIU You-sheng , WANG Xiao-dong , WANG Chang-song , DENG Jun (Institute of Pathology , Southwest Hospital ,

Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To express and secrete human N terminal lipopolysaccharide binding protein(NH-LBP)

by insect sf9 sf21 cells and to investigate its biological functions.Methods　Baculovirus coding NH-LBP was ampli-
fied by insect sf9 sf21 cells in Grace culture medium , and then NH-LBP was expressed and secreted by insect sf9 

sf21 cells in serum-free culture medium(SF900Ⅱ), at last , NH-LBP was purified by affinity binding chromatogra-
phy with TALON and certified by Tris-Tricine electrophoresis , capillary electrophoresis(CE), flow cytometric analys-

is , and TNFαrelease of human U937 cells.Results　Insect sf9 sf21 cells could amplify the baculovirus coding hu-
man NH-LBP.The ability of sf9 to amplify the baculovirus was 1.18 times as high as that of sf21 cells.NH-LBP was

expressed secreted by sf21 cells and purified efficiently with TALON.The purity was over 98%and could bind to li-
popolysaccharide(LPS)directly , but Sf9 cells could not express secrete NH-LBP.Conclusion　It is feasible to ex-

press and secrete human NH-LBP with activity by insect sf21 cells.Sf9 cells can' t express secrete NH-LBP though it

can amplify the baculovirus coding human NH-LBP efficiently.
　　Key words:insect cell;human N terminal lipopolysaccharide binding protein;serum-f ree medium;Baculovirus

　　脂多糖结合蛋白(lipopolysaccharide binding protein ,

LBP),是机体在革兰阳性菌(gram-negative , G
-
)感染等

多种损伤因素作用下 ,主要由肝细胞产生的一种介导

内毒素与靶细胞受体结合的应激反应蛋白
[ 1]
。LBP 能

显著促进脂多糖(lipopolysaccharide , LPS)与单核 巨噬

细胞膜表面的 CD14 (mCD14)结合 , 形成 LPS-LBP-

mCD14复合物
[ 2]
,经 TLR4-MD-2-MYD88和NF-Kappa B
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途径 ,激活单核 巨噬细胞 ,促进炎症的发生和发展
[ 3]
。

为探讨人源氨基末端脂多糖结合蛋白(NH-LBP)的生

物学功能 ,本研究以昆虫 sf21和 sf9细胞分泌 、表达人

源NH-LBP 并有效纯化 、鉴定 ,为以 NH-LBP 为抗原制

备基因工程抗体 ,研究 LBP 在感染患者体内的变化规

律 ,通过抗体来抑制患者体内 LBP 介导的过度炎症反

应奠定基础。

1　材料与方法

1.1　主要实验材料与试剂
　　昆虫细胞培养基 Grace′s insect cell culture medium (11300-

043)、SF-900ⅡSFM (10902-088)和 sf21、sf9 昆虫细胞购自:购自
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GIBCO (Invitrogen) 公司;Yeast extract (0127-01-7)、Tryptone

(0123-01-1):购自 DIFCO 公司;6×His 亲和纯化 TALON 柱芯

(Cat.8908-2):购自 Clontech 公司。 鼠抗 6 ×His 单克隆抗体

(No.1922416):购自 Roche 公司。

1.2　人NH-LBP的表达 、纯化及鉴定
1.2.1　昆虫 sf21 、sf9 细胞的培养　　细胞以完全 Grace培养基

(0.333% yeast extract、 0.035% NaHCO3 、 0.333% lactoalbumin

hydrolyate和 0.03‰ glutamine),于 27 ℃下培养 、传代。

1.2.2　编码人NH-LBP杆状病毒的扩增及其滴度的测定　　

当昆虫细胞附壁率达 90%时 , 以 1∶40 体积比 ,加入含有编码人

源NH-LBP的杆状病毒液(由本课题组以 BAC-TO-BAC 杆状病

毒表达系统制备[ 4]), 于 27 ℃下扩增病毒 5 d , 此后用新扩增的

病毒液再次感染正常生长的昆虫细胞 , 进行病毒扩增 , 重复 4

次[ 5] 。病毒滴度由病毒空斑实验测定:昆虫细胞接种于 6 孔板

(1×106 孔),每孔加入不同稀释度的第 4 代病毒液 , 感染 1 h

后 ,吸出培养基 , 加入含 1% 琼脂糖凝胶的完全 Grace培养基

(约 35 ℃),于 27 ℃下孵育 5 d。加入 1 ml 0.03%中性红液 , 于

27 ℃下放置 2 h , 吸去染色液后再放置 2 h ,计数每孔的空斑数。

病毒滴度为空斑数 X每毫升病毒液稀释倍数(即每毫升病毒的

噬斑形成单位 pfu ml)。

1.2.3　人 NH-LBP的表达 、纯化　　以第 4 代病毒液感染正常

生长的昆虫细胞(附壁率 90-95%), 感染 12 h 后换无血清 SF-

900Ⅱ培养基[6] ,于 27 ℃下继续孵育 、表达 72 h 后 , 回收培养基

上清 ,并补 NaCl至终浓度 300 mmol L, 调 pH 7.5 ,以针对 6×His

的TALON亲和纯化柱芯 , 分别用10 、150、300 mmol L Imidazole 进

行梯度洗脱 、纯化 , 各个洗脱峰单独回收 、脱盐后冻干。

1.2.4　人 NH-LBP的鉴定　　①Tris-Tricine 电泳及毛细管电

泳:用 12%分离胶(聚合度 6%)、4%浓缩胶(聚合度 3%)[7] , 进

行Tris-Tricine垂直电泳 , 对蛋白质分子量进行测定;用毛细管

24 cm×50 μm , 进样品压 20 Psi s ,电泳 10 kV , 进行毛细管电泳 ,

对蛋白质纯度进行鉴定。 ②Western Blot:以抗 6×His 单克隆抗

体为一抗 、HRP-羊抗鼠 IgG 单抗为二抗 ,并以 DAB 显色。

1.3　人NH-LBP的生物学活性研究

1.3.1 　流式细胞分析实验(Flow cytometric analysis)　　人源

LBP氨基末端区域应具有与 LPS 结合的能力 , 因此以 Ficoll 液

提取人外周血单核细胞层细胞(PBMC),以 PBS 洗涤并调 PBMC

浓度至4×106 ml。荧光标记的 LPS(FITC-LPS ,工作浓度 2.5μg 

ml)与所纯化蛋白 NH-LBP(10 μg)共孵育 10 min , 并以 10 μg ml

人血清白蛋白作为空白对照 ,此后分别加入 2×105 PBMC , 37 ℃

孵育 30 min[ 8] ,以 PBS 冲洗细胞 2 次后 , PBMC 用流式细胞仪检

测其荧光强度 ,鉴定此蛋白是否具有与 FITC-LPS 结合的能力。

1.3.2　TNFα分泌实验　　佛波脂(PMA 10 ng ml)诱导分化

U937 细胞成熟后 , 用含 15%新生小牛血清的 RPMI1640 培养基

悬浮并调整浓度为 1×106 ml , 24 孔板内加入 1×106 孔 U937 细

胞[ 8] 、LPS(10 ng ml)及所纯化蛋白质 NH-LBP(3.3 μg 孔),并以

LBP(3.3μg 孔)作为对照 , 在 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱

中孵育 , 分别于 15 min 至 24 h 共 6 个时相点 , 吸取上清液 ,

XH6020-4探头γ免疫记数仪放免法(西安 262 厂)检测 TNFa

含量。

1.4　统计学方法
　　以 SPSS10.0 软件进行 t检验和正态分布检验。

2　结果

2.1　人NH-LBP的表达 、分泌
　　昆虫 sf21、sf9 细胞在完全Grace 培养基中均生长迅速 , 倍增

时间约为 24 h(图 1A)。细胞感染病毒后 , 24 h 内出现增殖停

止 , 48 h 后部分细胞体积稍增大 , 胞浆中颗粒数明显增加(颗粒

由肿胀的细胞器和成团分布的病毒体组成)[ 4] , 细胞膜表面凸

凹不平 ,见伪足样突起 , 感染 4～ 5 d 后细胞浮起 ,部分细胞坏死

破裂(图 1B)。

　　将昆虫 sf21、sf9 细胞所扩增的第 4轮病毒液稀释 106 倍后 ,

分别进行 4轮病毒滴度测定。 sf21 、sf9 细胞的病毒滴度分别为

(19.5±1.3)×107 和(23±2.6)×107 , sf9 细胞扩增病毒的能力

为 sf21细胞的 1.18 倍 , 可见 sf9 细胞扩增病毒的能力稍强于

sf21 细胞。

　　在 Sf-900Ⅱ培养基进行表达的 sf9 细胞 ,镜下仅见少许细胞

体积轻度增加(细胞直径增加约 20%), 胞浆内颗粒数稍增多;

而进行表达的 sf21 细胞形态变化显著 , 在感染后的第 1～ 2 天 ,

部分细胞体积开始迅速增大 ,在感染后的第 3 天其细胞直径为

正常生长 sf21 细胞的 4 倍 , 细胞形状不规则 , 胞浆内颗粒数显

著增多 ,在感染后的第 5 天其细胞直径(约 120μm)为正常生长

sf21 细胞(约 15 μm)的 8 倍以上 , 并有伪足状突起(图 1C)。

A:sf21 cells in normal growth;B:sf21 cel ls in producing virus;C:sf21 cells in expression;

→:Giant cell of sf21 in expression.There are a lot of granules in the cytoplasm

图 1　正常生长 、扩增病毒 、分泌表达时的 sf21细胞　(×200)

Fig 1　sf21 cell in normal growth , producing virus , expression　(×200)
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2.2　人NH-LBP的纯化及鉴定

　　sf21 和 sf9 细胞进行了 10轮分泌表达 , 其表达上清分别以

TALON柱芯 ,经咪唑液梯度洗脱纯化 , 其中 sf21 细胞表达上清

的150、300 mmol L咪唑洗脱峰明显高于 sf9 细胞表达上清所获

得的洗脱峰。

　　在Tris-Tricine电泳中 , 于 sf21 细胞表达上清所获得的 150

mmol L咪唑洗脱峰中可见单一的蛋白质条带(图 2), 其相对分

子质量(Mr)为 27×103 , 同预计的目的蛋白的 Mr大小一致 , 共

获得约 8 mg;而在 sf9 细胞分泌上清所获得的洗脱峰中均无此

条带。 在 Western Blot 鉴定中 , 见 sf21 细胞表达上清的 150

mmol L咪唑洗脱峰有一分子量为 27×103 的棕褐色蛋白质条

带 ,其余无条带出现 , 提示所纯化 27×103 蛋白质含有 6×His ,

为目的蛋白 NH-LBP(图 3)。 将 NH-LBP进行毛细管电泳 ,在电

泳 8 min 左右出现 1个单一吸收峰 , 测定纯度为 98%。

1:Supernatant after purifi cation;2:Protein marker;3:Eluate from 10

mmol L imidazole;4:Eluate from 150 mmol L imidazole;5:Eluate f rom

300 mmol L imidazole;6:Supernatant before purification

图 2　洗脱峰及纯化前后表达上清的 SDS-PAGE

Fig 2　SDS-PAGE of eluates and expressed supernatants before and

after purification

1:Eluate from 10 mmol L imidazole;2:Eluate from 150 mmol L imid-

azole;3:Eluate from 300 mmol L imidazole;4:Protein marker

图 3　洗脱峰蛋白质免疫印迹

Fig 3　Western blot analysis of eluates

2.3　人NH-LBP的生物学功能测定

　　在用人 PBMC 进行的 FACS 实验中 , 可见NH-LBP实验组的

吸收峰左移 ,其荧光强度为对照组的 0.39 倍 , 说明 NH-LBP 能

与FITC-LPS 结合 , 抑制 FITC-LPS 与 PBMC 的结合(FITC-LPS 能

与 PBMC 自发部分结合),见图 4。

图 4　FITC-LPS与人 PBMC结合试验

Fig 4　Binding of FITC-LPS to human PBMC(2×105)with 10μg ml

NH-LBP , or 10μg ml albumin

　　在 TNFa分泌实验中 , LPS 能直接少量与U937 细胞结合 , 促

进TNFa的分泌 , 但当加入 NH-LBP 时 , TNFa 的分泌量下降;我

们之前的研究[ 8]在含有完整 LBP 及 LPS 的基础上 , 当加入 NH-

LBP时 , TNFa的分泌量明显下降(P <0.05), 表明 NH-LBP能与

LBP竞争同 LPS 的结合 , 从而减少了 LPS-LBP-mCD14 复合物的

形成 ,导致 U937细胞分泌的TNFa量下降(图 5),证明所制备人

源NH-LBP具有一定的生物学活性。

图 5　人 U937细胞刺激后 TNFa分泌实验

Fig 5　Release of TNF-αby human U937 cells

3　讨论

　　LBP 是人体内一种重要的急性期炎症反应介导蛋

白质 ,起着促进 、加重炎症反应的生物学效应 。LBP 在

人体内的变化规律 , LBP 在何种浓度下会导致过度炎

症反应 ,以及通过抗体阻断 LBP 的生物学效应来保护

机体 ,已成为抗炎治疗的重要研究方向 , 本实验采用
sf21昆虫细胞成功地制备了约 8 mg 人源 NH-LBP ,其

纯度达 98%,并具有明确的与 LPS 结合的生物学活

性 ,可满足作为抗原的要求 ,为制备其单克隆抗体 、研
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究人体内 LBP 的变化规律等研究奠定了基础 。

　　在培养昆虫细胞过程中发现:附壁法培养昆虫细

胞 ,在细胞吹起 、分瓶时 ,所需力量较大 ,细胞机械损害

明显 ,在传代 7 ～ 8 轮后细胞出现衰老 ,这种现象与其

它实验室所报道的昆虫细胞易衰老一致;而将部分 sf9

和 sf21细胞置于玻璃瓶中悬浮培养 ,分瓶时只需将细

胞团轻轻吹散 ,则细胞损害较弱 ,在传代 7 ～ 8轮后细

胞活性仍很好。证明对于昆虫细胞 ,其附着力虽然明

显小于肿瘤细胞等 ,但液体的快速机械吹打对昆虫细

胞是有害的 ,为维持昆虫细胞的高活性 ,应采取悬浮培

养。在扩增病毒实验中 , sf9 细胞扩增病毒的能力为

sf21细胞的 1.18倍 ,这与部分学者报道 sf9细胞扩病

毒力高于 sf21细胞的结果相近 。

　　在表达人源NH-LBP 的过程中 , sf21细胞中会出现

巨型细胞 ,对于此现象少见相关文献报道。在实验中 ,

我们发现巨细胞的体积迅速增大 ,同时周围的其它普

通细胞数量迅速减少 。巨细胞是由细胞器增生而导

致 ,还是由各个细胞之间相互融合而形成 ,对此还需进

一步研究 。实验还显示昆虫 sf9 细胞不能分泌 、表达

NH-LBP ,这可能有两方面的原因:一方面可能是 sf9扩

增的病毒活性不佳;另一方面可能是 sf9 能正常扩增

病毒 ,但不能有效地转录 、翻译和表达。针对第一方面

的假设 ,本研究中以 sf9扩增的病毒来感染 sf21 ,结果

sf21在SF-900 Ⅱ培养基中能成功分泌 、表达 NH-LBP ,

证明 sf9能正常扩增病毒;针对第二方面的假设 ,将 sf9

细胞分泌 、表达后的上清 ,以及将 sf9细胞体超声粉碎

后的胞体蛋白质分别进行包板 ,并以抗 6xHis的单克

隆抗体为一抗 , 进行 ELISA 检测 , 结果为阴性 , 而以

sf21细胞分泌 、表达后的上清及其胞体蛋白质包板 ,进

行ELISA检测 ,结果为阳性 。综上所述 ,证明 sf9能有

效地扩增病毒 ,但不能表达该蛋白。对于一个外源的

病毒体 ,它拥有自我的转录和翻译的启动部位 ,它只需

要宿主细胞的转移核糖核酸 、核糖体和高尔基复合体

就能进行自我表达。但 sf9 只能扩增此病毒 ,却不能

进行表达 ,其中的机制还有待深入研究 。

　　本课题组以 BAC-TO-BAC杆状病毒表达系统制备

人NH-LBP
[ 4]
,其目的基因片段的 N 端带有信号肽序

列 ,而昆虫 sf21细胞具有信号肽切割 、脂肪酸乙酰化 、

糖基化等翻译后加工的能力
[ 9]
,因此 NH-LBP 被 sf21

细胞在无血清培养基中溶解性地表达。蛋白质的可溶

性表达避免了再溶这个环节 ,因此 NH-LBP 可具有较

好的空间折叠 ,经流式细胞分析实验 、TNFa 分泌实验

证明其具有与 LPS 结合的生物学活性 ,与人体内全长

LBP的氨基末端片段的生物学活性一致 ,满足作为抗

原的要求 。

　　在本课题中 NH-LBP的制备效率约为 6 mg ml ,其

效率明显高于一般原核细菌的制备率 。人源 NH-LBP

的获得 ,一方面 ,高纯度人源 NH-LBP 可以直接注入体

内 ,与体内的全长 LBP 竞争同 LPS的结合 ,从而减少

LPS与体内 LBP 的结合数量 ,减轻 LBP 介导的炎症反

应;另一方面 ,以人源 NH-LBP 为抗原 ,对人源噬菌体

抗体库进行筛选 ,制备针对人源 NH-LBP 的单克隆抗

体(mAb),将 mAb 直接注入体内 , mAb可与体内全长

LBP的氨基末端结合 ,从而将编码与 LPS 结合的 LBP

氨基末端进行封闭 ,减少 LPS 与体内 LBP 的结合数

量 ,减轻 LBP 介导的炎症反应 ,保护机体免受过度炎

症反应的损害。人源 NH-LBP 的获得 ,为探索临床抗

炎治疗开创了一个新的方向。
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