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的表达纯化及其在自身免疫性肝炎中的初步应用
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要"目的
!

表达
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并纯化!初步应用于自身免疫性肝炎的临床诊断中$方法
!

在已构建的
6c4##<(

&

[*=

原核表达载体的基础上表达
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和
*)51%

!并采用
3#13$=

琼脂糖珠亲和层析的方法纯化!并将纯化后蛋白用于临床自身免疫

性肝炎的筛查$结果
!

经
[<[14=a_

分析后!将两个重组质粒在大肠杆菌
5%>

中表达的产物与控菌比较!含目的基因的转化菌

在相对分子质量约
KJ@>e%&

C 和
>&e%&

C 处各有一条极浓的蛋白带!将含有目的基因的阳性大肠杆菌筛出!并大量培养!可用

#4$a

诱导表达的即为目的蛋白$表达的融合蛋白需经过鉴定才可继续纯化!以保证纯化后蛋白的纯度!纯化产物经免疫印迹法

鉴定具有抗原活性!即可将所得纯化产物用于临床自身免疫性肝炎患者的筛查$结论
!

表达纯化的
[*=

和
*)51%

蛋白用于临

床自身免疫性肝病!可以为临床诊断提供更多帮助$

关键词"肝炎'
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抗肝肾微粒体
&

型抗原抗体'
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表达'
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纯化'

!

临床应用
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自身抗体是诊断自身免疫性肝症$

=#+

%最重要的指标#随

着检测方法的发展#越来越多的自身抗体陆续被发现#为对

=#+

发病机制作更为深入的研究并对疗效作进一步观察'

%1'

(

+

国际上通常以特异性的自身抗体为依据#并根据以下几种不同

的主要自身抗体!抗核抗体"抗平滑肌抗体$

=3=

"

[5=

%,抗肝

肾微粒体
&

型抗原抗体$抗
*)51%

%,抗可溶性肝抗原抗体
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-IN71[*=

%#将自身免疫性慢性活动性肝炎$

=#16=+

%分为
C

型'
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型又称为经典.狼疮样/肝炎#其特征性抗体为

=3=
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$

型特异性抗体为抗肝肾微粒体细胞色素

4K>&##<(

$

*)51%

%#其针对的靶抗原是相对分子质量为
>&e

%&

C 的微粒体细胞色素
4K>&##<(

#即
6c4##<(

&

'

型为相关自

身抗体#

-IN71[*=

#但目前尚不清楚有关
[*=

抗体的靶抗原与

肝细胞内何种蛋白对应+本组表达和纯化了
[*=

和
*)51%

并将其用于临床#为自身免疫性肝病的诊断提供帮助+
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材料与方法
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表达部分材料
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倍稀释+
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纯化部分材料
!

阳性大肠杆菌,
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培养基,抗生素,凝

胶,样品缓冲液,电泳缓冲液,转印液,脱色液,
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羊抗
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,硝酸纤维膜$
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上&缓冲液
,

!

%&&FF9.

"

*

'

3-+

'

4Y

K

%C@B

S

"

*

&

%&FF9.

"

*

$:7H6.%@'

S

"

*

&

BF9.

"

*E:;-

$尿素%

KB&@>

S

"

*

&

8

+B@&

(&缓

-

J>J

-

国际检验医学杂志
'&%%

年
>

月第
C'

卷第
J

期
!

#IN\*-/5;R

!

5-

Q

'&%%

!

29.@C'

!

39@J



冲液
6

同
,

的配方#但
8

+

值为
(@C

&同样#缓冲液
<

8

+

值为

>@A

&缓冲液
_

8

+

值为
K@>

&

>&D

的
3713$=

悬浮液&层析柱&

滤膜&仪器同上+

A@B

!

方法

A@B@A

!

带目的基因的阳性菌的筛选
!

$

%

%取转导入目的基因

的单个菌落于
'F*

的无菌试管中#加入
%&&&

倍稀释的抗生

素
=F

8

和
)-I-

$

%

)

*

"

F*,

%#于
CJZ

摇床中震摇
'

%

CO

后加

#4$a

$

%

)

*

"

F*

%过夜#之后加入
*,

将其倍比稀释同时补加抗

生素#再摇
'O

+$

'

%高速离心菌液
%>F7I

#弃上清液+$

C

%加入

样品缓冲液$含巯基乙醇%

K&&

)

*

混匀#彻底裂解细菌#转入

;

88
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管中#

A&

%

A>Z

裂解
>F7I

#高速离心
>F7I

#取上清

液电泳$电泳两块板%+$

K

%一块凝胶考马斯亮蓝染色#另一块

做
X;HN;:I,.9N

染色
%O

后用脱色液脱色#观察是否有
KJ@>e

%&

C

$

[*=

%或
>&e%&

C

$

6c4##<(

%的蛋白条带&将凝胶按常规方

法转印至硝酸纤维膜上$

,79.-/

%#含
>D

脱脂奶粉的
4,[

封闭

过夜#用
[*=

阳性血清$德国欧蒙公司惠赠%,

*)51%

$

6O;F71

09I

%室温反应
%O

#洗膜后用碱性磷酸酶标记的抗人
#

S

a

反应

%O

#底物显色+$

>

%挑选表达了目的蛋白的阳性菌+

A@B@B

!

6c4##<(

和
[*=

融合蛋白的表达
!

先将阳性菌小样

培养#验证同上#再大量培养#以提取表达的目的蛋白+将表达

的大样取小部分菌液做
[<[14=a_

验证#证实有目的蛋白后#

低温离心#弃上清液#用缓冲液
,

溶菌$

KF*

"

%&&F*

菌液%#

振摇
%O

#取
;

88

;IR9:P

管高速离心
%>F7I

#收集上清液#取
%

F*>&D

的
3713$=

悬浮液#加入到溶菌液中#振摇
%O

$

3#1

3$=

树脂的蛋白吸附范围是
>

%

%&F

S

"

F*

%+装柱!取分离

层析柱加入混有
3#13$=

琼脂糖珠$

-

S

-:9H;

%的溶菌液#反复

滴加至无
-

S

-:9H;

渗漏#方可将层析柱下端的导管接入废液

缸+待溶菌液全部过完柱#用缓冲液
6

即
8

+

为
(@C

的缓冲液

反复洗涤柱子
C

遍#换
8

+

为
>@A

的缓冲液缓冲液
<

开始收集

蛋白#每次滴加
&@>F*

的缓冲液洗脱#一次一管#约
B

管后换

8

+

为
K@>

的缓冲液缓冲液
_

#同上洗脱
B

%

%&

管+检测洗脱

下来的蛋白的含量#挑选蛋白含量比较高的管#取少量做蛋白

电泳+

[<[14=a_

的方法同上#取样品用缓冲液倍比稀释#一

块凝胶染色检测蛋白的相对分子质量#一块凝胶做免疫印迹检

测其免疫活性+经验证后的蛋白#可冷冻保存#直接用于临床

检测患者血清中的自身抗体+

B
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结
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果

B@A

!
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,

6c4##<(

基因在大肠杆菌中表达的鉴定
!

两个重

组质粒在大肠杆菌
5%>

中表达的产物经
[<[14=a_

分析#与

控菌比较#含目的基因的转化菌在相对分子质量约
KJ@>e%&

C

和
>&e%&

C 处各有一条极浓的蛋白带+将表达载体转化菌菌

体蛋白转移至硝酸纤维膜上#用
[*=

和
*)51%

阳性血清进行

蛋白印迹分析#在相对分子质量处出现一条阳性条带#而控菌

菌体蛋白则为阴性+见图
%

+

表
%

!!

纯化后蛋白的含量#

)

S

&

F*

$

项目
% ' C K > ( J B A %& %% %' %C %K %> %(

[*= K' >% CJ >A >&J K& CB CC C% %&( JKA C>B '&C %JK %>A %>B

6c4'<( 'B '( 'C( %J& >A 'K %B C' B% CC' 'J( '>% >C 'A '( %'
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%

,

'

!融合载体
4b]1C&

"

6c4'<(

表达的蛋白&

C

,

K

!融合载体
4b]1

C&

"

[*=

表达的蛋白&

>

&控菌
_@69.75%>

做阴性对照+

图
%

!!

4b]1C&

&

[*=

%

4b]1C&

&

6c4'<(

表达

产物
[<[14=a_

结果
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,

R

,

;

!

[*=

表达的蛋白#

P

!控菌&

,%

,

'

,

C

!控菌#

K

,

>

!

6c4#1

#<(

表达的蛋白+

图
'

!!

4b]1C&

&

[*=

%

4b]1C&

&

6c4'<(

表达

产物免疫印迹结果

B@B

!

[*=

,

6c4##<(

的纯化及测定
!

纯化所得三十二管经分

光光度仪
'B&IF

波长比色#初步测定蛋白的含量#见表
%

+

B@C

!

[*=

,

6c4##<(

纯化后的验证
!

经
3#13$=

金属亲和层

析一步法获得的蛋白在
[<[14=a_

中为一条蛋白带#纯化产

物经免疫印迹法鉴定具有抗原活性+见图
'

%

C

+

!!

=

!

[*=

&

,

!

6c4'<(

+

图
C

!!

[*=

%

6c4'<(

经纯化后
[<[14=a_

结果

B@D

!

初步临床应用
!

经检测
KA

例被高度怀疑
=#+

的患者中

C%

例
=3=

阳性,

K

例
[*=

阳性,

'

例
*)51%

阳性,

C

例抗平

滑肌抗体阳性+

K(

例高度怀疑
4,6

的患者中
K%

例
=5=

阳

性#其中
C>

例为
5'

亚型#

''

例
=3=

阳性血清中有
>

例为核

膜型+

C

!

讨
!!

论

'&&&

年有研究者等首次从人肝组织中成功地克隆出
[*=

全长
<3=

序列#并检测
'&&&

例各种慢性肝病患者#结果发现

[*=

并非是肝细胞角蛋白
B

"

%B

和谷胱甘肽
1[1

转移酶#而是肝

细胞质一种可溶性蛋白#并进一步证实
[*=

抗体是
=#+

高度

特异性自身抗体#且多出现在
=3=

,

[5=

,

*)51%

阴性的

=#+

中'

>

(

+

*)51%

是
$

型
=#+

的标志性抗体#其靶抗原为

6c4##<(

+为建立一套完善的
=#+

诊断指标#在表达
[*=

的

-

B>J

-
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同时也成功表达了
6c4##<(

'

(

(

+

质粒载体
4b_C&

的应用#其优势!能将目的基因定向克隆

导入大肠杆菌表达#产生
[*=

与
(

个组氨酸的融合蛋白#不仅

能高效表达#且分离纯化方便+

(

个组氨酸短肽抗原性极弱#

可直接用亲和纯化的融合蛋白制备
[*=

和
6c4##<(

的抗体+

经
[<[14=a_

和蛋白印迹技术验证#大肠杆菌
5%>

表达的

[*=

,

6c4##<(

产量高#具有抗原活性'

J1A

(

+

经
3#13$=

金属层析一步法分离提纯的蛋白#测定其含

量约为
&@JF

S

"

'&&F**,

#这样高的提纯量与其载体质粒

4b_C&

的高效表达有着密不可分的关系+本组在用
3#13$=

亲和层析时采用的是在变性条件下蛋白的提纯#这样选择是因

为!其一#变性条件下对细菌的裂解更彻底#可以提取更多的目

的蛋白&其二#所要提取的目的蛋白是一种线形抗原+只要其

蛋白的一级结构不被破坏#那么它依旧具有抗原性#但如果提

取的目的蛋白是抗体#则不能用变性的条件#蛋白在变性时会

破坏抗体的结构而使其不再有抗原性#此时应选用非变性条件

提纯'

%&1%'

(

+本组所选用的亲和层析法中有一个重要的成份#

即融合蛋白上的
(

个组氨酸的尾巴#它是由
4b_C&

载体上的

特定序列编码的#它能与
3#13$=

的带有金属离子的
-

S

-:9H;

在碱性条件下相结合#而在酸性条件下重新游离分开#由于它

的特性使得一部分游离蛋白有了前提条件+而由于这个组氨

酸尾巴的抗原性极弱#这使本组分离出的抗原可以直接用于临

床患者血清的检测'

%C

(

+

目前
=#+

的发病机制尚未阐明#因此克隆,表达出
[*=

,

6c4##<(

的意义不仅在于临床诊断#而且为研究这两种抗原诱

导的自身免疫紊乱在
=#+

中的作用提供了极其重要物质基础+
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肝脏疾病的严重程度呈正相关#既往感染
6

基因型的患者发

生
5,4

突变较高#而且发展至重症肝病者也显著多于
,

基因

型感染者#提示
+,2

感染者尤其是
6

基因型的
5,4

突变者

应积极采取抗病毒治疗+同时也表明
5,4

密码子
>K

突变与

+,2

感染的慢性化无相关性#但与慢性
+,2

感染者的疾病

进展相关+其原因可能为中国人群
+,2

感染慢性化的最重

要因素在于胎儿期或儿童早期的病毒感染#在获得母体经胎盘

分泌
+,;=

S

后#诱导了
$

细胞耐受#且感染的概率较大#在此

机制下#婴幼儿的感染就成为了持续性感染&而
5,4

密码子

>K

突变#使其氨基酸残基发生改变#破坏了
5,4

胶原样区结

构#基因结构单位不能寡聚化#从而不能形成完整性,功能性的

蛋白质#使血清
5,4

水平低下和调理缺陷#不能有效地清除

+,2

及循环免疫复合物#较高的病毒负荷加重肝脏的免疫损

害且大量的免疫复合物沉积在肝脏#引起更严重的肝细胞炎

症#造成肝细胞大量水肿坏死#最终导致更严重的后果+研究

也表明#

+,2

感染者中#低水平
5,4

与肝硬化的发生有关+

综上所述#

5,4

密码子
>K

突变和
+,2

基因型是决定

+,2

感染者临床预后的一个重要因素+与
6

基因型及
5,4

突变者相比#

,

基因型及未发生
5,4

突变的
+,2

感染者肝

脏病变进展较慢且严重程度较低+由于研究的标本和方法不

尽相同#不同地域,环境及不同种族的
5,4

突变和
+,2

基因

型的关系结论可能不同+因此#建立本民族和同地域相同遗传

背景的,与
+,2

感染者有关的基因数据对探讨乙型肝炎的发

病机制具有十分重要的临床意义+
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