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清道夫受体蛋白的原核表达及初步鉴定

许甜甜，朱　冰△，王长兵，钟家禹，林正方

（广州医科大学附属广州市妇女儿童医疗中心中心实验室，广东广州５１０１２０）

　　摘　要：目的　表达清道夫受体Ｂ２蛋白（ＳＣＡＲＢ２），初步鉴定表达产物。方法　培养ＲＤ细胞，提取其 ｍＲＮＡ经逆转录

ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）方法扩增出狊犮犪狉犫２基因片段，构建表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）／ＳＣＡＲＢ２，在原核表达系统（大肠杆菌ＢＬ２１）中表达

ＳＣＡＲＢ２蛋白，并用 Ｈｉｓ单抗对表达蛋白进行免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）鉴定。结果　构建的重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）／ＳＣＡＲＢ２经

异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导，重组蛋白ＳＣＡＲＢ２高效表达并纯化成功，经 Ｈｉｓ单抗初步验证有目的蛋白表达。结论　

表达并初步鉴定了ＳＣＡＲＢ２蛋白，为肠道病毒７１型（ＥＶ７１）与清道夫受体蛋白的作用机制及清道夫受体的单克隆制备提供参考。
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　　手足口病（ＨＦＭＤ）是儿童常见的传染病之一。引起该病

的肠道病毒以肠道病毒７１型（ＥＶ７１）和柯萨奇病毒Ａ组１６型

（ＣｏｘＡ１６）最为常见
［１］。ＣｏｘＡ１６所致 ＨＦＭＤ的症状相对较

轻，一般不合并严重的并发症，疾病过程多为自限性。但

ＥＶ７１引起的 ＨＦＭＤ较为严重，可以导致严重的神经性疾病，

如急性肺水肿、急性迟缓性麻痹等［２］。

近年来，针对ＥＶ７１感染的细胞受体和宿主因子已被识

别，但多种证据表明了清道夫受体Ｂ２（ＳＣＡＲＢ２）在ＥＶ７１的感

染和致病中起到关键作用［３］。ＳＣＡＲＢ２是葡萄糖脑苷脂酶的

一种特异结合配体，是内吞高密度脂蛋白和致病细菌内摄的一

种膜蛋白［４］，归属于清道夫受体Ｂ类亚科家族，该亚科包括

ＳＣＡＲＢ１和ＳＣＡＲＢ２，ＳＣＡＲＢ２是一个相对分子质量为８５０００

的Ⅲ型跨膜的唾液酸糖蛋白。人狊犮犪狉犫２基因位于第４常染色

体上，编码一个含４７８个氨基酸前体的肽链，ＳＣＡＲＢ２主要位

于溶酶体和内涵体并参与膜运输和内涵［４］，广泛存在于细胞膜

上，参与ＥＶ７１感染与致病过程；ＳＣＡＲＢ２也作为ＣｏｘＡ１６的

受体，与ＣｏｘＡ１６引起的 ＨＦＭＤ密切相关
［５］。目前临床上还

没有有效的抗病毒药物，仍以对症治疗为主，研制安全有效的

疫苗、早期诊断试剂盒和抗病毒药物是防控ＥＶ７１感染的当务

之急。本研究表达ＳＣＡＲＢ２蛋白并初步鉴定表达产物，为

ＥＶ７１疫苗、抗病毒药物及检测试剂盒的研制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ＲＤ细胞、ＥＶ７１病毒株、质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）为本室

保存；ＲＮＡ提取试剂盒、一步法逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）试剂

盒、ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物、ｐＭＤ１９Ｔ载体、ＤＮＡ凝胶电泳回收

试剂盒、质粒纯化试剂盒、ＤＨ５α及ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株均购自大

连宝生生物工程公司；１６４０培养基购自 ＧＩＢＣＯ公司；鼠 Ｈｉｓ

单克隆抗体、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠ＩｇＧ 购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自美国 ＭＢＩ

公司；Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ预染蛋白标记物购自广州赛哲生物科技有限

公司；其他试剂均为进口或国产分析纯试剂。

１．２　方法

１．２．１　目的基因选择及引物设计　查阅 ＧｅｎＢａｎｋ中狊犮犪狉犫２

基因序列设计引物，在上游引物５′端引入犈犮狅犚Ⅰ酶切位点

（ＧＡＡＴＴＣ），下游引物 ５′端引入 犡犺狅Ⅰ 酶切位点（ＣＴＣ

ＧＡＧ），序列如下：狊犮犪狉犫２ＰＬＳ（上游），５′ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧ

ＧＧＣＣＧＡＴＧＣＴＧＣＴＴＣＴＡＣＡ３′；狊犮犪狉犫２ＰＬＡ（下游），５′

ＣＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＧＴＴＣＧＡＡＴＧＡＧＧＧＧＴ３′。引物
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由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。

１．２．２　ＲＤ细胞总 ｍＲＮＡ提取及目的基因扩增　常规培养

ＲＤ细胞，待细胞生长约８０％后，弃培养上清，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗３遍后，用ＲＮＡ提取试剂盒提取ＲＮＡ并以其为模板

进行逆转录，逆转录反应体系为１０μＬ，反应条件为３０℃１０

ｍｉｎ；４２℃３０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，１个循环。ＰＣＲ反应体系为２５

μＬ，反应条件为９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５６℃１．５ｍｉｎ，

７２℃２ｍｉｎ，３３个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。取扩增产物进行

１．０％琼脂糖凝胶电泳，ＤＮＡ 凝胶电泳回收试剂盒回收目

的带。

１．２．３　重组质粒的构建及鉴定　将上述回收片段连接于

ｐＭＤ１９Ｔ载体，转化ＤＨ５α感受态菌株，提取质粒做犈犮狅犚Ⅰ

和犡犺狅Ⅰ双酶切鉴定，并委托英潍捷基（上海）贸易有限公司测

序。将片段与经相同双酶切的ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒连接、转化

ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态菌株，用ＰＣＲ法进行鉴定。

１．２．４　目的蛋白表达　挑取ＰＣＲ鉴定阳性菌落，按１∶１０００

接种于５ｍＬＬＢ培养液中，３７℃剧烈震荡培养１７ｈ，以１∶

１００转接于新鲜ＬＢ培养液中，３７℃剧烈震荡培养约５ｈ，直到

６００ｎｍ处培养液吸光度（Ａ６００）约为０．７，加入浓度为１ｍｍｏｌ／

Ｌ的异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），继续３７℃剧烈震荡培

养４ｈ，取１ｍＬ菌液，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，加入

５０μＬ２×电泳加样缓冲液重悬，１００℃加热５ｍｉｎ，１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清液１０μＬ与蛋白质标记物同时行十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），用考马斯

亮蓝染色，脱色液脱色后观察有无目的条带。

１．２．５　用 Ｈｉｓ单抗鉴定重组蛋白表达产物　重组蛋白经

ＳＤＳＰＡＧＥ后，电转移至硝酸纤维膜，５％脱脂奶粉封闭，然后

加羊抗鼠 Ｈｉｓ单抗，３７℃反应０．５ｈ。ＰＢＳ洗膜后用ＤＡＢ显

色，出现棕色条带者判为阳性。

２　结　　果

２．１　目的基因扩增　ＲＴＰＣＲ扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶

电泳，在１５００ｂｐ处获得特异性条带，与预期目的基因狊犮犪狉犫２

的同源率均在９９％以上（图１）。测序结果在 ＮＣＢＩ网站上进

行 ＢＬＡＳＴ 比 对，与 大 部 分狊犮犪狉犫２ 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ 序 号：

ＡＫ３１３０１６．１）的同源率为１００％。

　　１：化学合成的狊犮犪狉犫２片段；２：ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物。

图１　　目的基因的扩增结果

２．２　重组质粒的构建及鉴定　重组质粒 ｐＥＴ２８ａ（＋）／

ＳＣＡＲＢ２经犈犮狅犚Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切后，进行１．０％琼脂糖凝胶

电泳，结果显示，在１５００ｂｐ获得电泳带，大小与狊犮犪狉犫２及载

体片段长度一致，见图２。

　　１：ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物；２：重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）／ＳＣＡＲＢ２；３：质

粒ｐＥＴ２８ａ；４：犈犮狅犚Ⅰ、犡犺狅Ⅰ双酶切ｐＥＴ２８ａ（＋）／ＳＣＡＲＢ２的产物。

图２　　重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）／ＳＣＡＲＢ２的鉴定

２．３　目的蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示，含

重组质粒的诱导菌在相对分子质量约为５５０００处出现一强蛋

白条带，而空载体菌在相应位置未出现该蛋白条带，见图３（见

《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。

２．４　重组蛋白ＳＣＡＲＢ２表达鉴定　以羊抗鼠 Ｈｉｓ单抗为抗

体，进行免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）鉴定，结果显示表达的融合

蛋白在相对分子质量５５０００处出现阳性条带，而空载体菌与

Ｈｉｓ单抗无反应，见图４（见《国际检验医学杂志》网站“论文附

件”）。

３　讨　　论

ＥＶ７１是一种具有较强致病性的肠道病毒，主要引起

ＨＦＭＤ，自２０世纪７０年代首次被报道以来，许多国家和地区

相继报道了ＥＶ７１的流行情况
［６］。近年来，东南亚、中国台湾

及我国大部分省份ＥＶ７１的流行日趋严重，已引起疾病预防与

控制部门的高度重视。

ＥＶ７１感染引起 ＨＦＭＤ的主要机制为病毒与宿主细胞表

面的特异性受体结合从而吸附于被感染的细胞表面，受体的特

异性决定了该病毒的细胞或组织嗜性以及宿主范围。因此，确

定和描述ＥＶ７１的细胞受体在阐明ＥＶ７１的致病性中起着重

要的作用，近年来，针对ＥＶ７１感染的细胞受体和宿主因子已

获识别，尤其是日本科学家Ｙａｍａｙｏｓｈｉ和Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ的团队几

乎同时鉴定出ＥＶ７１的２个不同受体：ＳＣＡＲＢ２和Ｐ选择素糖

蛋白 配 体１（ＰＳＧＬ１）。Ｙａｍａｙｏｓｈｉ等
［５］认 为 ＳＣＡＲＢ２ 是

ＥＶ７１的功能性受体，Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ等
［７］鉴定出ＰＳＧＬ１为ＥＶ７１

受体，另外唾液酸化多聚糖类也可作为ＥＶ７１的受体
［８］。ＰＳ

ＧＬ１是白细胞膜表面的一种唾液黏蛋白，是选择素的主要糖

蛋白配体，主要通过与选择素相互作用介导白细胞滚动，在炎

症早期发挥作用［７］，研究显示，ＰＳＧＬ１Ｎ末端的酪氨酸硫酸

化，有利于病毒侵入白细胞并在其中复制［９］。ＳＣＡＲＢ２是一个

广泛表达的蛋白，可作为大多数ＥＶ７１病毒株的侵入受体，最

近已被证明，狊犮犪狉犫２的４个外显子在ＳＣＡＲＢ２蛋白与 ＥＶ７１

ＶＰ１蛋白的相互作用中起着重要的作用
［１０］。阻断ＰＳＧＬ１或

ＳＣＡＲＢ２，可有效抑制病毒的入侵，对其进行转染则可以辅助

或增强病毒的感染。但是这些实验结果显示ＥＶ７１的受体不

止１种
［１１］，因此无论用上述２种受体的配体或抗体都无法阻
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断ＥＶ７１对宿主细胞的感染。

在目前已知的受体中，几乎全部都是宿主细胞膜相关的脂

蛋白及糖蛋白，但由于这些膜蛋白的数量很少，使得分离纯化

这些蛋白质变得很困难。在本实验中，成功克隆了狊犮犪狉犫２基

因，并构建了表达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）／ＳＣＡＲＢ２，用 ｐＥＴ２８ａ

（＋）／ＢＬ２１系统大量表达了ＥＶ７１的受体蛋白ＳＣＡＲＢ２，使得

分离微量的受体蛋白变得更容易操作。但是表达出的蛋白活

性是否同天然蛋白相同，是否具有免疫原性，还有待进一步的

实验证明。因此，下一步本研究组将对表达出的蛋白进行免疫

原性及抗原性的鉴定，以更好地为ＥＶ７１的感染及致病机制研

究提供实验依据，为ＥＶ７１疫苗、检测试剂盒及抗病毒药物的

研制奠定基础。
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（上接第１５２２页）

自噬可延缓衰老的进程。西罗莫司靶向（Ｔｏｒ）激酶是一种抑

制自噬途径的重要因子，Ｔｏｒ激酶抑制剂西罗莫司在酵母和哺

乳动物细胞中都可以促进自噬基因 犃犜犌８转录水平的提

高［１１１２］。

研究发现低浓度的西罗莫司可以通过刺激酵母自噬的增

强来延长酵母的时序寿命。本文的研究发现，尽管犓犛犘１基

因作为细胞自噬的负调控因子，但是犓犛犘１基因缺失并没有

延长酵母的复制寿命，很可能是因为犓犛犘１缺失虽然可以增

加酵母自噬能力，但是同时也会影响其他未知基因的功能，进

而导致酵母细胞复制寿命的缩短，其中的机制需要进一步

研究。
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