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R 这些作者对本文贡献相等。

国家自然科学基金重点项目资助（)&("#!"#"I#）；国家自然科学基金面上项目资助（)&("#"$J8IJ 和 "#I$!J77）。
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摘 要 YX9N9"!]#! 是中国人群中最常见的等位基因之一，为研究该基因型人群的人巨细胞病毒（YH*%）特异性细胞毒 =
细胞（H=X）免疫应答，需要制备负载相应抗原肽的 YX9N9"!]#! 四聚体。以 /=N^H/ 方法克隆 YX9N9" !]#! 重链基因的 -_)9，

并构建了羧基端融合生物素化酶 \1,9 底物肽（\F^）的 YX9N9"!]#! 重链胞外域融合蛋白（YX9N9" !]#!N\F^）的表达载体，但该

载体不能在大肠杆菌（> ( 0(,#）中有效表达 YX9N9"!]#!N\F^ 融合蛋白；通过对氨基端（) 端）区域编码区的密码子进行优化，构

建了同义突变的 YX9N9"!]#!N\F^ 表达载体，融合蛋白在 > ( 0(,# 中获得了高效表达。进而制备了负载 YX9N9" !]#! 限制性

YH*% ::8I"]JN"]7抗原肽（UZ_^%99XG，UZ_）的可溶性 YX9N9"!]#!NUZ_ 单体分子和四聚体，获得的四聚体具有与 YX9N9!]M 供

者抗原特异性 H=X 的结合活性，特异性 H=X 的频率为总 H_<M = 细胞的 #‘#7a b #‘"$a。这些结果为进一步研究 YX9N9" !]#!
限制性的特异性 H=X 免疫应答规律奠定基础。

关键词 四聚体，YX9N9"!]#!，巨细胞病毒，密码子优化，原核表达，包涵体
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抗 原 特 异 性 细 胞 毒 I 淋 巴 细 胞（G-!/!/21G I
,-%?>/G-!"’，HI5）是抗细胞内感染和杀伤肿瘤细胞

的重要效应细胞，在机体免疫防御中发挥着重要作

用［D］。主要组织相容性复合体 V 类分子（R4H V）四

聚体技术（ !"!#$%"# !"G>+/,/3-）［8］灵敏度高、特异性

强，目前已成为研究 HI5 免疫应答的核心技术［O，9］。

然而四聚体通用性差，每个 R4H!7肽四聚体均需

针对特定 R4H!分子而设计，这是由于 R4H 基因

的多态性和 HI5 识别的 R4H 限制性造成的。特定

抗原肽和不同的 R4H!类分子具有不同的亲和力，

因此在一定程度上，R4H!基因型决定个体对特定

抗原肽的免疫应答能力。由于 R4H!类分子为高

度的多态性，制备四聚体应该首选基因频率相对较

高的等位基因。45676! 89:8 是东亚群体中最常见

的等位基因之一，尤其在日本（基因频率 WQKDM）及

中国（基因频率 O8KLM）群体中常见［W，X］。

为了建立人类高频 R4H V 类分子四聚体技术

平台，本文报道从汉族人中成功克隆 45676! 89:8
的重链 G=Y6，构建了 45676! 89:8 重链胞外域与

Z[A 融合蛋白（45676! 89:87Z[A）的原核表达载体，

然而该融合蛋白在 ! E "#$% 未见任何表达。通过同

义突变将氨基端（Y 端）区域编码区的稀有密码子突

变为 ! E "#$% 偏好的密码子，并有效降低其 \]H 含

量，突变型 45676! 89:87Z[A（%(!$+! 45676! 89:87
Z[A，%45676!89:87Z[A）在 ! E "#$% 中获得了高水平

表达，表明通过密码子优化提高 45676!89:8 在 ! E
"#$% 中的表达策略是成功的。在此基础上复性获得

负 载 45676! 89:8 限 制 性 4HRS??XWO9D7O9L 抗 原 肽

（;<=AS665F，;<=）［P，Q］的可溶性 45676! 89:87;<=
单体分子，并制备了具有特异结合活性的 45676!

89:87;<= 四聚体，从而为进一步研究 45676!89:8 限

制性的特异性 HI5 免疫应答的规律打下基础。

) 材料和方法

)*) 材料

大肠肝菌 =4W"和 Z58D（=BO）菌株、质粒 ?BI7

O0 购自 Y/@$3"+；!"#^!、&"#!和 ’()4!、I9 =Y6
连接酶、高 保 真 A-#/)"’! =Y6 聚 合 酶 等 均 为 大 连

I$_$^$ 产 品；?B\FA7YD 载 体 购 自 H,/+I"G>；I^VT/,
试剂、I>"#%/[G#1?! ^I7AH^ 系统购自美国 V+@1!#/3"+；

;V6*(1GU \", B2!#$G!1/+ _1! 为德国 ;V6\BY 公司产

品；淋巴细胞分离液为挪威 Y<H‘RB= 产品；R/+/;
W]W: \5 购自 6%"#’>$% 公司。抗7H=O%6)7FVIH、抗7
H=Q%6)76AH、 抗 456768%6)7FVIH 均 为 Z=
A>$#R1+3"+ 公 司 产 品。 藻 红 蛋 白7链 亲 和 素

（[!#"?!$@101+7AB）、蛋白分子量标准（=65I‘Y R6^_
SVV75）为 [13%$ 公司产品。4^A 标记的羊抗鼠 V3\
为北京中杉公司进口分装。Z1#6 购自美国 6@101!-
公司。 异 丙 基7#7=7硫 代 半 乳 糖 苷（ 1’/?#/?-,7#7=7
!>1/3$,$G!/’10"， VAI\ ）、 二 氨 基 联 苯 胺

（01$%1+/)"+T101+"，=6Z）等化学试剂为进口或国产分

析纯试剂。源自 4HRS ??XW 的 45676! 89:8 限制

性抗原肽 ;<=AS665F［P，Q］（简称 ;<=），由上海英骏

生物公司（[>$+3>$1 V+@1!#/3"+ Z1/!"G>+/,/3- H/）用固相

F%/G 法合成，经 4A5H 纯化，纯度大于 LWM，以 =R[‘
溶解，浓度为 D:3]5，分装后存 a P:b备用。小鼠抗人

45676!:8:D 抗血清按前文［L］方法制备。

)*+ 方法

)*+*) 人 白 细 胞 总 ^Y6 抽 提 及 G=Y6 合 成：取

456768a（经 4567687FVIH 染色后以流式细胞仪分

析确定）的健康成年志愿者肝素抗凝静脉 O%5，以淋

巴细 胞 分 离 液 分 离 AZRH，以 I^VT/, 试 剂 提 取 总

^Y6，按试剂盒建议的方法进行逆转录反应，合成第

一链 G=Y6，即可用于 AH^ 扩增或存 a 8:b备用。

)*+*+ 45676! 89:8 重链 G=Y6 的克隆扩增：参照

VR\Ic 456 库的 45676! 89:8 基因序列设计引物，

前 向 引 物 为 Wd76HI6\66IIH\HH6HH6I\\HH\IH
6I\\H\HH7Od，逆 向 引 物 为 Wd7H\H\\\6IHHH\H
6HIII6H66\HI\I\6\6\6H6H7Od，引物由上海英骏

生物公司（[>$+3>$1 V+@1!#/3"+ Z1/!"G>+/,/3- H/）合成。

AH^反 应 在 W:$5 总 体 积 中 进 行，以 D$5 第 一 链

G=Y6 为模板，反应条件为在 L9b预变性 8%1+ 后开

WQ8贾仟涛等：45676!89:87Z[A 在大肠杆菌中的优化表达及其四聚体的制备和鉴定



始循环，即 !"# 变性 $%&，’’# 退火 $%&，()# 延伸

*+’,-.，共 $’ 个循环后，于 ()# 延伸 *%,-.。/01
产物以 23456-78 9:; <=>?@7>-A. B-> 从凝胶中回收，

!"#1! C $%&D!双酶切并再次从凝胶中回收，与

经 !"#1! C $%&D!双酶切的 E<9F/GH* 载体连接

后转化 ! I "#’( JD’"感受态细胞，以碱裂解法从转

化子中提取质粒，双酶切法筛选正确接入外源基因

的转化子，克隆的基因序列由上海英骏公司测定。

!"#"$ 融合 KL/ 的 DM4G4!)"%) 重链胞外域（DM4G
4!)"%)GKL/）表达载体的构建：重链胞外域羧基端

*G)(N 氨 基 酸 序 列 的 编 码 区 与 KL/
（MDD3MJ42BOPQHD1）的编码区片段连接，其表达

载体的构建方法如下：根据编码成熟 DM4G4! )"%)
的基因序列设计前向引物为 ’RG4S4 S00 4S9 99S
S0S 040 S00 4S9 499 S4S SS0G$R，逆向引物为 ’RG
4 4S4 994 S00 SS4 409 4S9 4SS 004 040 04S
SSS 0S9 S90 4S0 049 44S 4S9 4S9 049 494
900 999 0S9 994 494 099 0S0 004 S0S 049
99S 94 G$R（其中包含编码 9;TGL:? 接头和 KL/ 的

JH4 序列）；并根据编码成熟 DM4G4! )"%) 的 JH4
序列及 ! I "#’( 密码子偏好性，将氨基端（H 端）区域

编码区中 ! I "#’( 使用频率极低的密码子，用同义密

码子替换，编码的氨基酸不变，设计突变前向引物为

’RG4S4 S00 4S9 99S 49S 04S S0S 4S9 09S S4S
SSS S0S 400 S0S 9S9 S00 099 000G$R，逆向引物

同前，以克隆的 DM4G4! )"%) 7JH4 为模板，按上述

方法（退火温度为 "U#，其余同上）扩增编码 DM4G
4!)"%) 胞外域的 JH4 片段，经 )"#! C $%&D!双

酶切、连接至表达载体 E<SG$V、转化 ! I "#’( JD’"
感受态细胞、筛选转化子，以 )"#! C $%&D!双酶

切鉴定阳性克隆，从中提取质粒测序鉴定。

!"#"% DM4G4! )"%)GKL/ 及 ,DM4G4! )"%)GKL/ 的

表达和鉴定：方法同文献［*%，**］。表达质粒转化

KM)*（J<$），以 3/S9 诱导融合蛋白表达。将表达的

融合蛋白进行 *’%WXM LJLG/49< 分离，然后以 *’P
电压转移 *NY，将蛋白转移至硝酸纤维膜上，膜浸于

%+*Z丽春红（/A.7:@6 L，含 *Z乙酸）染色液于室温

振荡 $,-.，以不退色墨水标记蛋白质分子质量标准

位置，去 离 子 水 漂 洗 *%,-. 后 膜 以 封 闭 液（S?-&G
K6[[:?:VGL@;-.:，ED (+’，含 $%,MXM 小 牛 血 清 和

%+’,MXM S\::. )%）于 $(#振荡封闭 $%,-.。依次加

入 * ] $ %%% 鼠抗人 DM4G4! %)%* 抗血清（$(#温育

)Y，洗 膜）及 * ] ) %%% D1/G羊 抗 鼠 3W9（$(# 温 育

*+’Y，洗涤）。以 J4K 底物溶液显色后，用 4;EY@ 成

像系统（4;EY@ 3..A>:7Y F;6A?0Y:, L/）成像。

!"#"& 包涵体的纯化：按前文［*)］报道的方法对包

涵体进行洗涤纯化、溶解和定量分析。

!"#"’ DM4G4! )"%)G2^J 单体的制备及其生物素

化：负载抗原肽的可溶性 DM4G4! )"%)G2^J 单体是

在同时存在 DM4G4!)"%)GKL/、#) 微球蛋白（#),）（按

文献［*%］的方法制备）及 DM4G4! )"%) 限制性抗原

肽 2^J 的情况下通过稀释法复性而获得，方法与文

献［**］报道的稀释法基本相同。然后按生物素化酶

K-?4 供应商建议的方法，将 DM4G4!)"%)G2^J 单体进

行生物素化修饰。反应完成后，对 *%,,A;XM S?-&GD0*
缓冲 液（ED U+%）透 析，上 样 至 阴 离 子 交 换 树 脂

（OA.A2 ’X’% 9M）柱中，以 % _ $%%,,A;XM H@0* 进行线

性梯度洗脱（4,:?&Y@, ‘BS‘ a/0G!%%%）。LJLG/49<
进行分析后，合并含 DM4G4! )"%)G2^J（同时含重链

和轻 链#),）的 洗 脱 峰，透 析 后 以 4,-7A. a;>?@G"
（OQ0b *%%%%）离心超滤浓缩至 $%%$M 左右，加 ",M
/KL（含 %+),,A;XM /OLF 和 ),,A;XM <JS4）后，再浓

缩至 $%%$M，按上述方法测定蛋白浓度，置 "#备用。

!"#"( DM4G4! )"%)G2^J 四聚体的制备和鉴定：将

DM4G4!)"%)G2^J与 L>?:E>@c-V-.G/< 按 "]* 的比例混合

后，即可形成四聚体。样品液中不加还原剂，也不经加热

处理而直接上样，以 LJLG/49<鉴定生物素化的程度。

!"#") 四聚体结合活性的流式细胞术分析：取经

DM4 分型的 DM4G4)"C 志愿者的静脉血（肝素抗凝）

*%%$M，加入 *$W DM4G4
!)"%)G2^J 四聚体或相应量

的 L>?:E>@c-V-.G/<（为阴性对照组），于 $(#避光反应

)%,-. 后，再加入 )%$M 抗G0JU ,4dG4/0 和 )%$M 抗G
0J$ ,4dGF3S0，于 "# 避光温育 )%,-.。然后加入

$,M 红细胞裂解液，于室温避光放置 N _ U,-.，离心

弃上清，以含 *%,MXM 小牛血清的 /KL 洗涤 ) 次，加

%+$,M "%WXM 多聚甲醛固 定 *’,-.，以 流 式 细 胞 仪

（F40L0@;-d6?，K:7>A. J-78-.&A.）收集 $%% %%% 个细胞

的参 数，用 0<MM26:&> 软 件 分 析 0JUC S 细 胞 中

DM4G4!)"%)G2^J 四聚体阳性细胞的比率。

# 结果

#"! *+,-,! #%.# 重链基因 /01, 的克隆及其序

列测定

根据 DM4G4! )"%) 基因序列设计引物，从四位

NU) *+(,-.- /#01,%’ #2 $(#3-"+,#’#45 生物工程学报 )%%(，PA;+)$，HA+)



经流式细胞仪分析表明均为 !"#$#%& 的汉族人中

分离 ’()*，提取的总 +,# 逆转录第一链 -.,# 为

模板进行 ’*+ 反应，均扩增出与预计大小（/ /00
12）相符的 .,# 片段（图 /，泳道 % 3 4）。扩增出的

.,# 片 段 经 !"#! 5 $%&!!双 酶 切 后，分 别 与

2678’$,/ 连接，转化 ’ 9 "#() .!4"，各选取 : 个菌落

抽提质粒，经 !"#! 5 $%&!!双酶切鉴定表明所有

质粒均已插入预计大小的外源片段（图 /，泳道 ; 3
/0），序列分析显示从供者 < 克隆的 -.,# 编码 !"#$
#!%:0% 重链，该 -.,# 序列已在 7=>(?>@ 登记，登

录号为 .A<%;;%%。

图 / !"#$#!%:0% 重链 B+,# 的 +C$’*+ 扩增及其重组质粒的酶切鉴定

8DE9/ #E?FGH= E=I =I=-JFG2KGF=HDH GL +C$’*+ 2FGMN-JH LGF B+,# GL !"#$#!%:0% K=?OP -K?D> ?>M

F=HJFD-JDO= =>QPB= MDE=HJDG> GL JK= F=-GB1D>?>J O=-JGFH -G>J?D>D>E !"#$#!%:0% -.,#
/，R：%0012 .,# I?MM=F；% 3 4：+C$’*+ 2FGMN-JH LFGB : MG>GFH；; 3 /0：F=-GB1D>?>J O=-JGFH -NJ SDJK ’"#+! ?>M $%&!! 9

!"! #$%&%! !’(!&)*+ 及 ,#$%&%! !’(!&)*+ 原

核表达载体的构建

根据 #IJB?> 等［%］的策略，通过 ’*+ 方法将编码

!"#$#!%:0% 重链胞外域 /$%;R 氨基酸序列的编码

区与 (T’ 的编码区片段连接，两者间包含编码 7IP$
T=F 接头的编码序列，分别采用针对野生型及同义突

变型 序 列 的 编 码 区 作 为 引 物，以 克 隆 的 !"#$#!

%:0% 的 -.,# 为 模 板，均 扩 增 出 长 度 约 U0012 的

.,#片段（图 %，泳道 %），经 !"#! 5 $%&!!双酶

切、连接至 26C$<M 载体，筛选接入目的基因的阳性

克隆（图 %，泳道 : 3 ;），经测序验证均插入序列为正

确的目的基因，含起始密码 #C7 和终止密码 C##，表

明成功构建 !"#$#! %:0%$(T’（图 %#）及 B!"#$#!

%:0%$(T’（图 %(）的原核表达载体。载体测序结果表

明定点突变位点正确，突变后的 !"#$#!%:0%$(T’ 上

稀有密码子发生突变，而编码的氨基酸无变化，同实

验设计完全一致。这两个重组载体分别称为 26CV
!"#$#!%:0%$(T’ 和 26CVB!"#$#!%:0%$(T’。

图 % ’*+ 扩增 !"#$#!%:0%$(T’（#）和 B!"#$#!%:0%$(T’（(）.,# 片段及其重组质粒酶切鉴定

8DE9% #E?FGH= E=I =I=-JFG2KGF=HDH GL ’*+ 2FGMN-J LGF !"#$#!%:0%$(T’（#）?>M B!"#$#!%:0%$(T’（(）

?>M F=HJFD-JDO= =>QPB= MDE=HJDG> GL JK= F=-GB1D>?>J O=-JGFH
/，<：%00 12 .,# I?MM=F；%：’*+ 2FGMN-J LGF !"#$#! %:0%$(T’（#）?>M B!"#$#! %:0%$(T’（(）；: 3 ;：F=-GB1D>?>J O=-JGFH -NJ SDJK !"#! ?>M

$%&!! 9

!"- #$%&%! !’(!&)*+ 及 ,#$%&%! !’(!&)*+ 在

! . "#$% 中的表达及鉴定

将构建的重组质粒转化 ("%/（.6<），按常规方

法诱导重组蛋白表达。T.T$’#76 分析表明，!"#$
#!%:0%$(T’ 工程菌未见外源蛋白表达（图 <#，泳道

:），B!"#$#! %:0%$(T’ 工程菌以 W’C7 于 <;X诱导

;Y%贾仟涛等：!"#$#!%:0%$(T’ 在大肠杆菌中的优化表达及其四聚体的制备和鉴定



! " 后，相对分子质量 #!$% &’（美国 ()*"+ ,--./01"
公司 ()*"+2+3045 软件分析）的外源蛋白表达水平大

大提高，该蛋白分子量与 67(8(! 9!:98;<= 理论分

子量一致，约占菌体总蛋白的 9:>（图 #(，泳道 ?）。

大部分重组蛋白以包涵体形式存在于沉淀部分，上

清液中基本没有 @67(8(! 9!:98;<=（图 !(，泳道

%）。免疫印迹分析显示，67(8(!9!:98;<= 工程菌未

见任何特异性反应条带（图 #;，泳道 !），@67(8(!

9!:98;<= 工程菌在 ,=AB 诱导 ! " 后，预期位置即相

对分子质量 #!$% &’ 处有明显与鼠抗人 67(8(!

:9:C 抗血清有特异性反应的蛋白条带，而无 ,=AB
诱导菌体中也有特异性反应条带（图 #;，泳道 % 和

?）；重组蛋白完全存在于沉淀中，上清液中未见表达

（图 !;）。这 表 明 重 组 蛋 白 @67(8(! 9!:98;<= 在

! D "#$% 中以包涵体形式获得高效表达。

图 # 大肠杆菌 ;79C（’2#）中表达的 67(8(!9!:98;<= 及 @67(8(!9!:98;<= 的 <’<8=(B2（(）及免疫印迹（;）分析结果

4EFD# <’<8=(B2（(）+-G E@@H-.I).//E-F（;）+-+)J303 .K 67(8(!9!:98;<= +-G

@67(8(!9!:98;<= 0L*M0330G E- ! D "#$% 3/M+E- ;79C（’2#）

C：*M./0E- NO 3/+-G+MG3；9：;79C（’2#）/M+-3K.M@0G PE/" *2A8#G；#：;79C（’2#）/M+-3K.M@0G PE/" *2AQ 67(8(!9!:98;<= I0K.M0 ,=AB E-GH1/E.-；!：

;79C（’2#）/M+-3K.M@0G PE/" *2AQ 67(8(!9!:98;<= E-GH10G PE/" ,=AB K.M R"；%：;79C（’2#）/M+-3K.M@0G PE/" *2AQ @67(8(!9!:98;<= I0K.M0 ,=AB

E-GH1/E.-；?：;79C（’2#）/M+-3K.M@0G PE/" *2AQ@67(8(!9!:98;<= E-GH10G PE/" ,=AB K.M R"D

图 ! 大肠杆菌 ;79C（’2#）中表达的 @67(8(!9!:98;<= 的 <’<8=(B2（(）及免疫印迹（;）分析结果

4EFD! <’<8=(B2（(）+-G E@@H-.I).//E-F（;）+-+)J303 .K @67(8(!9!:98;<= 0L*M0330G E- ! D "#$% 3/M+E- ;79C（’2#）

C：*M./0E- NO 3/+-G+MG3；9：;79C（’2#）/M+-3K.M@0G PE/" *2A8#G；#：;79C（’2#）I0K.M0 ,=AB E-GH1/E.-；!：;79C（’2#）E-GH1/0G PE/" ,=AB K.M R"；%：

3H*0M-+/+-/ .K ,=AB8E-GH10G ;79C（’2#）I+1/0ME+) )J3+/03；?：P+3"0G E-1)H3E.- I.GJ .K ,=AB8E-GH10G ;79C（’2#）D

!"# 单体 $%&’&!!#(!’)*+ 的制备及其生物素化

67(8(!9!:98ST’ 单体通过稀释复性法进行复

性。复 性 后 的 可 溶 性 67(8(! 9!:98ST’ 单 体 经

<’<8=(B2 显示两条主带，即 NM 约 #!&’ 的重链和

NM 为 C9&’ 的轻链!9@（图 %，泳道 9）。生物素化的

67(8(!9!:98ST’ 单体经阴离子交换树脂纯化，以

U+5C 线性梯度洗脱出现 9 个主峰。<’<8=(B2 分析

显示，第"峰为轻链!9@ ，第#峰为可溶性 67(8(!

9!:98ST’ 单 体（图 %，泳 道 #）。将 含 纯 67(8(!

9!:98ST’ 单体的组分合并，以超滤浓缩后蛋白的浓

度为 CFQ7。

!", $%&’&!!#(!’)*+ 四聚体的制备

将生物素化的 67(8(!9!:98ST’ 可溶性单体按

!VC 比例与链亲和素8=2 混合后，即可形成四聚体。

由于链亲和素与生物素形成的复合物，即使以 <’<
处理，若无还原剂并且不对样品进行煮沸处理，就不

会解离，故可利用 <’<8=(B2 对四聚体形成的程度

进行估计。67(8(!9!:98ST’ 单体在非还原条件下

且不经煮沸处理时，电泳后显示 NM 为 #! &’ 的重链

和 NM 为 C9&’ 的轻链!9@ 两条主带（图 % 泳道 %）。

经分析（美国 ()*"+ ,--./01" 公司 ()*"+2+3045 软件）

显示，四聚体中重链条带约为单体的 CW>（图 % 泳

RR9 &’%()*) +#,-(.$ #/ 0%#1)"’(#$#23 生物工程学报 9::X，Y.)$9#，U.$9



图 ! "#$%$!&’(&%)*+ 单体和四聚体的 ,+,%-$./ 鉴定

0123! ,+,%-$./ 45467818 9: "#$%$!&’(&%)*+ ;959;<= 45> ?<?=4;<=
@：A=9?<15 BC 8?45>4=>8；&：=<:96><> "#$%$!&’(&%)*+ ;959;<=；D：AE=1:1<> 45> F19?15764?<> "#$%$!&’(&%)*+ ;959;<=；’：$G1>15；!："#$%$!

&’(&%)*+ ?<?=4;<=；H："#$%$!&’(&%)*+ ;959;<= 3

图 H "#$%$!&’(&%)*+ 四聚体与 "IBJ 特异性

IK# 结合的流式细胞术分析

0123 H 069LM?79;<?=7 45467818 9: F15>152 9: "IBJ

45?12<5%8A<M1:1M IK#8 ?9 "#$%$!&’(&%)*+ ?<?=4;<=8
$：,?=<A?4G1>15%-/ 8?415152 9: LN96< F699> :=9; 95< "#$%$&’ O >959=；

P，I，+："#$%$! &’(&%)*+ ?<?=4;<= 8?415152 9: LN96< F699> :=9;

?N=<< "#$%$&’ O >959=8， =<8A<M?1G<673 KN< >4?4 8?45> :9= ?N<

A<=M<5?42<8 9: "#$%$!&’(&%)*+ ?<?=4;<=%A981?1G< IK#8 L1?N15 I+QO

K M<6683

道 H），表明约 Q@R的单体已与链亲和素结合形成了

四聚体。

!"# $%&’&!!()!’*+, 四聚体的结合活性

为了验证 "#$%$! &’(&%)*+ 四聚体与特异性

IK# 的结合活性，以该四聚体对 "#$%$&’O 供者全血

进行三荧光染色，阴性对照组以荧光标记的链亲和

素 代 替 四 聚 体，以 0$I,I461FE= 流 式 细 胞 仪

I/##)E<8? 软件获取和分析。先在 0,I%,,I 二维散

点图上划出淋巴细胞区，再利用抗%I+D;$F%0SKI 在

总 K 细胞上设门，然后分析 I+QO K 细胞中 "#$%$!

&’(&%)*+ 四聚体阳性细胞的比率（图 H）。结果显

示，该四聚体能在 "#$%$&’O 供者中染出 "IBJ 特

异性 IK#。右 上 象 限 即 为 "IBJ )*+ 特 异 性 的

IK#，其 比 例 约 为 总 I+QO K 细 胞 的 (T(UR V
(TDWR，而阴性对照组未发现四聚体特异性的 I+QO

K 细胞，表明该四聚体具有与 IK# 特异性结合的活

性。

- 讨论

自 @UUH 年 $6?;45 等［&］首次利用四聚体技术来

检测抗原特异性 K 细胞以来，该技术在基础和临床

免疫学研究中得到广泛应用，目前已经成为研究抗

肿瘤、细胞内感染以及自身免疫疾病的内在机制的

核心技术［D，’］。B"I !类分子是由高度多态的重链

"与保守的轻链即#&; 组成的异源二聚体［@D］，"#$%

$ 是人类重要的 B"I !类分子，分布于几乎所有有

核细胞表面，其中 "#$%$&’ 超型是许多种群中最为

常见的等位基因之一，在亚洲尤其是中国及日本人

群中 高 度 表 达（日 本 H(R，中 国 DDR，西 班 牙

&WR，高加索 @WR，非裔美国人 UR）［!，H］。与 "#$%
$& 超型的高度异质不同，"#$%$&’ 超型且具有高度

同源性，有研究表明 U(R的 "#$%$&’ 属于 "#$%$!

&’(& 亚型［!，H］。这说明 "#$%$! &’(& 值得制备相应

的四聚体，以便对该基因型的个体的免疫应答进行

研究。本研究选择了 "#$%$! &’(& 限制性的 "IBJ
免疫优势抗原肽 AAH!D’@%D’U（)*+）［W，Q］，成功制备了

"#$%$!&’(&%)*+ 四聚体，为研究中国人群中 "#$%
$&’O 个体中 "IBJ 特异性细胞免疫应答提供了有

UQ&贾仟涛等："#$%$!&’(&%P,- 在大肠杆菌中的优化表达及其四聚体的制备和鉴定



利条件。

为合成可溶性 !"#$抗原肽四聚体，需要大量

制备和初步纯化重链蛋白［%%］。但在 ! & "#$% 中表达

人源基因受到很多因素的影响，如表达载体的拷贝

数和稳定性，翻译起始效率以及重组蛋白的稳定

性［%’］。其中翻译起始效率跟 ()*+ ,- 氨基端（*
端）区域编码区二级结构的稳定性以及稀有密码子

的使用频率有着很大的关系［%’］。由于遗传密码子

的简并性，绝大多数氨基酸都由几种密码子来编码，

! & "#$% 对编码同一种氨基酸的各种密码子的使用

频率并不相同，甚至相差很大。某些稀有密码子，尤

其是稀有密码子密集区往往成为制约翻译速率的因

素，这种偏好性密码子的使用程度与其表达水平之

间存在强相关性［%,］。如编码精氨酸的 +.+ 和 +..
为 ! & "#$% 众多稀有密码子之一，这样编码的氨基

酸序列很难在 ! & "#$% 中表达的。未经修饰的人

"/+$+!0’10 重链基因氨基端（* 端）区域编码区中

含有许多 ! & "#$% 稀有密码子。本研究表明野生型

"/+$+!0’10 重链分子在原核表达载体中未见任何

表达，说明稀有密码子的使用确实限制了该基因的

表达。根据 ! & "#$% 基因中密码子的使用频率，将

"/+$+!0’10 重链分子氨基端（* 端）区域编码区中

稀有密码子突变为 ! & "#$% 偏好的密码子，并有效降

低其 .2# 含量。结果显示 ("/+$+!0’10$345 在 ! &
"#$% 获得了高效表达，再次证明氨基端（* 端）区域

编码区的稀有密码子对 "/+$+!0’10$345 在 ! & "#$%
中的表达水平有很大影响，也证明通过密码子优化

提高 "/+$+! 0’10 在 ! & "#$% 中的表达策略是成功

的。此外，464$5+.7 和免疫印迹分析显示表达的重

组蛋白与抗 "/+$+! 101% 抗血清有反应性，表明该

蛋白与 "/+$+!101% 有较高的同源性。由于表达率

高，突变型 "/+$+!0’10$345 在 ! & "#$% 获得高水平

表达的产物完全存在于包涵体中，由于包涵体相对

易于纯化，这对该融合蛋白的大量制备及进一步的

复性工作是极为有利的，因为可溶性 8!"# 的复性

并不需要可溶性表达产物［%%，%9］。

目前已证实源于 "#!:88;, 的 #</ 表位为许多

"/+!类分子等位基因（如 "/+$+! 101%、"/+$+!

%%1%、"/+$3! 1=10）的 优 势 表 位，特 别 是 "/+$+!

101%$*/: 四 聚 体 被 广 泛 应 用 于 对 "#!: 特 异 性

#</ 的表型及功能分析［9，’］。已明确的 "/+$+!0’10

限制性的 "#!: 优势表位为源自 88;,9’%$9’> 抗原肽

（?@65:++/A，?@6）［=，B］。我们以合成的 ?@6 肽与

"/+$+! 0’10$345 和"0(
［%1］复 性，获 得 了 可 溶 性

"/+$+!0’10$?@6 单体和四聚体，说明了 ?@6 肽确

实可与 "/+$+! 0’10 结合，促进后者正确折叠为可

溶性复合体分子。本研究中以 "/+$+!0’10$?@6 四

聚体对 9 例 "/+$+0’C 供者染色结果显示，"/+$+!

0’10$?@6 四聚体特异性 #</ 的频率约为 1D1>E F
1D9=E，而阴性对照组未发现四聚体特异性的 #6BC

< 细胞，表明该四聚体具有高度的特异性和亲合力

（GHIJIKL），可用于分析 ?@6 特异性 #</ 的频率、表型

和功能等特性。

"#!: 是一种广泛存在的常见双链 6*+ 的"
疱疹病毒，其感染普遍存在于所有人群中［%; M %B］。在

大多数发展中国家包括中国在内，初次感染 "#!:
常发生于婴幼儿期并终生潜伏感染，成人中感染率

为 %11E；在 条 件 较 好 的 发 达 国 家 成 年 人 血 清 中

"#!: 抗体检出率约 ,1E，且随年龄增加而增长，经

济水平较低人群中相对较高［%;，%B］。在免疫功能正常

个体通常不产生任何明显临床症状或损害，但免疫

功能低下者如器官移植患者和 "N: 感染者等，可发

生严重的 #!: 疾病，通常表现为发热、白细胞减少、

肝脾肿大、肌痛、肺炎、胃肠疾病等症状，脉络膜视网

膜炎为 +N64 的重要并发症［%; M %B］。在免疫系统发育

未成熟的儿童中，先天性 "#!: 可能引起严重的巨

细 胞 性 包 涵 体 病（ #N6，OLKP(QRGSIO ITOSUVIPT
JIVQGVQ）［%B］。再者，最近研究表明，"#!: 血清阳性

和免疫衰老的许多生物标记相关，是预测老年群体

死亡率的免疫参数之一，这表明 "#!: 慢性感染是

免疫衰老以及相关死亡率的重要因素［%>，01］。利用我

们制备的 "/+$+!0’10$?@6 四聚体将可以用于详细

分析 "/+$+0’C 个体中 "#!: 特异性 #</ 的频率和

功能状态，从而为分析机体的细胞免疫功能与免疫

衰老的相关性提供有价值的数据。

总之，我 们 克 隆 了 "/+$+! 0’10 重 链 基 因 的

O6*+，通过密码子优化策略使 ("/+$+! 0’10$345
重组蛋白在 ! & "#$% 获得了高效表达，并成功制备了

负载 "/+$+! 0’10 限制性 "#!: 抗原肽 ?@6 的可

溶性 "/+$+!0’10$?@6 四聚体，为进一步研究 "/+$
+!0’10 限制性的特异性 #</ 免疫应答的规律奠定

了基础。

1>0 &’%()*) +#,-(.$ #/ 0%#1)"’(#$#23 生物工程学报 011=，:PSD09，*PD0



!"#"!"$%"&（参考文献）

［ ! ］ "#$%& ’(，()*++,$,*- ./，01*%, 203 4256 ( 7,88 ,99,7%:$

-,71#+*;-; *+ $,;*;%#+7, %: *+9,7%*:+3 !""# $%& ’((#")*，<===，

’(（!）：<>?@A=5 3

［ < ］ .8%-#+ ’2，B:;; C."，D:E8F,$ C’/，%+ ,* 3 C1,+:%&G*7 #+#8&;*; :9

#+%*H,+@;G,7*9*7 ( 8&-G1:7&%,;［ CEI8*;1,F ,$$#%E- #GG,#$; *+

-./%".% !JJ5，)(*（?A>!）：!5<!］3 -./%".%，!JJK，)+,（?<5L）：JL

M JK3

［ A ］ B,*F,+I#E,$ N， ":99-#++ (O， 2:++,+I,$H .23 2*$,7%

)*;E#8*P#%*:+ :9 #+%*H,+@;G,7*9*7 ( 7,88; E;*+H G,G%*F,@B"4@78#;; Q

%,%$#-,$*7 7:-G8,R,;3 0%+1)23，<==A，-’（<）：!K= M !>!3

［ L ］ .GG#& S，/:T8#+F@’:+,; UV3 (1, #;;,;;-,+% :9 #+%*H,+@;G,7*9*7

425 ( 7,88; %1$:EH1 %1, 7:-I*+#%*:+ :9 B"4 78#;; Q %,%$#-,$ #+F

*+%$#7,88E8#$ ;%#*+*+H3 4 ’((#")* 0%+1)23，<==<，).(（!）：J M !J3

［ ? ］ 2#%, W，O*-E$# .，O#%: "，%+ ,* 3 2N. %&G*+H :9 %1, "V.@.

H,+,：G:GE8#%*:+ ;%EF& #+F *F,+%*9*7#%*:+ :9 9:E$ +,T #88,8,; *+

’#G#+,;,3 5/33#% !"+/6%"3，!JJK，,+（<）：JA M !=! 3

［ K ］ Q-#+*;1* (，.X#P# (，O*-E$# .， %+ ,* 3 .88,8, #+F 1#G8:%&G,

9$,YE,+7*,; 9:$ "V. #+F 7:-G8,-,+% 8:7* *+ )#$*:E; ,%1+*7 H$:EG3

Q+：(;EZ* O，.*P#T# B，U#;#PEX* (，,F;3 "V. !JJ!3 [R9:$F：

[R9:$F \+*),$;*%& C$,;;，!JJ<，GG3 !=K? M !<<= 3

［ > ］ OEPE;1*-# O，"#&#;1* N，O*-E$# "，%+ ,* 3 ]99*7*,+% *F,+%*9*7#%*:+

:9 "V.@.! <L=<@$,;%$*7%,F 7&%:-,H#8:)*$E;@;G,7*9*7 4256 (@7,88

,G*%:G,; I& # 7:-GE%,$ #8H:$*%1- #+F #+ ,+P&-,@8*+X,F *--E+:;G:%

#;;#&3 7*))2，<==!，/(（K）：!5>< M !55!3

［ 5 ］ .X*&#-# W，B#$E&#-# O，B:71*PEX* (，%+ ,* 3 QF,+%*9*7#%*:+ :9

"V.@.<L@$,;%$*7%,F 4(V ,G*%:G, ,+7:F,F I& %1, -#%$*R G$:%,*+ GGK?

:9 1E-#+ 7&%:-,H#8:)*$E;3 ’((#")* 8%++，<==<，(-（!）：<! M A=3

［ J ］ ^E V"（徐丽慧），":+H .（洪 岸），", ^"（何贤辉），%+ ,* 3

C$:X#$&:%*7 ,RG$,;;*:+ :9 $,7:-I*+#+% 1E-#+ I_D_ #+F G$:FE7%*:+

:9 1*H1 %*%,$ #+%*@;,$E- #H#*+;% I_D_3 ’((#")*)6/.,* 4)#9",*（免疫

学杂志），<==?，)’（A）：!5K M !5J3

［!=］ ", ^"（何贤辉），̂ E V"（徐 丽慧），V*E W（刘 毅），%+ ,* 3

48:+*+H :9 1E-#+ I,%#<@-*7$:H8:IE8*+ H,+, #+F *%; 1*H1 ,RG$,;;*:+

*+ :3.1%9/.1/, .)*/ 3 ;1/"%3% 4)#9",* )< 7/)+%.1")*)6=（生物工程学

报），<==L，)*（!）：JJ M !=A3

［!!］ ", ^"，^E V"，V*E W3 C$:7,FE$, 9:$ G$,G#$*+H G,G%*F,@-#Z:$

1*;%:7:-G#%*I*8*%& 7:-G8,R %,%$#-,$; 9:$ F*$,7% YE#+%*9*7#%*:+ :9

#+%*H,+@;G,7*9*7 7&%:%:R*7 ( 8&-G1:7&%,;3 >)9*2 4 ?,3+9)%"+%9)*，

<==?，’’（<>）：L!5! M L!5L 3

［!<］ ", ^"（何贤辉），̂ E V"（徐丽慧），V*E W（刘 毅），%+ ,* 3

C$,G#$#%*:+ #+F 71#$#7%,$*P#%*:+ :9 "V.@.! =<=! -:+:-,$ #+F

%,%$#-,$ 8:#F,F T*%1 "4BS #+%*H,+*7 G,G%*F,3 ;1/"%3% 4)#9",* )<

7/)+%.1")*)6=（生物工程学报），<==L，)*（A）：A5< M A553

［!A］ D#$I:7P* 2N，"E+H 2(，0*8,& 243 "V.@.<@G,G%*F, 7:-G8,R,;：

$,9:8F*+H #+F 7$&;%#88*P#%*:+ :9 -:8,7E8,; ,RG$,;;,F *+ :3.1%9/.1/,

.)*/ #+F 7:-G8,R,F T*%1 ;*+H8, #+%*H,+*7 G,G%*F,;3 @9). A,+* !.,2

-./ B-!，!JJ<，(/（5）：AL<J M ALAA3

［!L］ O*-E$# U， Q&#+#H* (3 "*H1@8,),8 ,RG$,;;*:+ :9 G:$7*+, 8*),$

7&%:71$:-, C@L?= $,FE7%#;, 7#%#8&%*7 F:-#*+ *+ :3.1%9/.1/, .)*/ I&

-:FE8#%*+H %1, G$,F*7%,F 8:7#8 ;,7:+F#$& ;%$E7%E$, :9 -/N.

［]$$#%E- *+：’ ‘*:71,-（(:X&:），<==?，’-+（K）：>?>］3 4

7/).1%(（(:X&:），<==A，’-,（A）：L=A M L!A3

［!?］ U*+78#*$ D，41:& _W3 U&+:+&-:E; 7:F:+ E;#H, I*#; #+F %1,

,RG$,;;*:+ :9 1E-#+ H8E7:7,$,I$:;*F#;, *+ %1, -,%1&8:%$:G1*7 &,#;%，

@/.1/, C,3+)9/3 3 @9)+%/" :DC9 @#9/<，<==<，).（!）：JK M !=?3

［!K］ U*;;:+; ’D， 4#$-*71#,8 .’， B7O*++,& N， %+ ,* 3 "E-#+

7&%:-,H#8:)*$E; #+F *--E+:G#%1:8:H&3 -C9/"6%9 -%(/"

’((#")C,+1)*，<==<，),（<）：!KJ M !5? 3

［!>］ "#$#$* .，a*--,$8* U4，C#+%#8,: D3 4&%:-,H#8:)*$E;（4BS）@

;G,7*9*7 7,88E8#$ *--E+, $,;G:+;,;3 E#( ’((#")*，<==L，.0（?）：

?== M ?=K3

［!5］ /,FF,1#;, B’3 .+%*H,+; #+F *--E+:,)#;*+;： :GG:+,+%; *+

7&%:-,H#8:)*$E; *--E+, ;E$),*88#+7,3 A,+ $%& ’((#")*，<==<，)

（!!）：5A! M 5LL3

［!J］ C#T,8,7 D，.XI#$ .，4#$E;: 4，%+ ,* 3 "E-#+ *--E+:;,+,;7,+7,：

*; *% *+9,7%*:E;？’((#")* $%&，<==?，)*0（!）：<?> M <K53

［<=］ O:71 U，U:8#+# /，2,8# /:;# [，%+ ,* 3 "E-#+ 7&%:-,H#8:)*$E;

*+9,7%*:+ #+F ( 7,88 *--E+:;,+,;7,+7,： # -*+* $,)*,T3 0%.1

!6%/"6 F%&，<==K，’)+（K）：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

?A5 M ?LA3

美国应用生物系统公司亚太应用支持中心正式启用

.GG8,$# 集团旗下的美国应用生物系统公司亚太应用支持中心于 <==> 年 A 月 !L 日在中国上海正式启用。该应

用支持中心占地 ?L==-<，拥有 ? 个演示实验室，其主要应用范围贯穿生命科学的多个领域，包括制药和生物技术研

究、医疗卫生和临床研究、环境和食品安全检测以及刑侦法医 2N. 分析等。

该中心的建立将为生命科学领域的研究人员提供全面接触和了解该公司各种生命科学研究工具的场所，从而

有助于推动中国生命科学产业的发展。

!J<贾仟涛等："V.@.!<L=<@‘UC 在大肠杆菌中的优化表达及其四聚体的制备和鉴定




