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要"人
M7

反应蛋白!

M7*1,6<3:1

b

*(<13+

#

MVQ

"参与人体炎症反应#是临床诊断中的重要检测指标&利用家蚕

杆状病毒表达系统构建重组人
89?

病毒
:L\O3;U89?

#接种家蚕五龄幼虫表达重组人
MVQ

蛋白&利用自制抗

MVQ

血清
1̀;<1*+L-(<

检测重组蛋白得到目的条带#纯化后
LMR

法测定蛋白含量为
!$

#

4

%

\J

#质谱检测进一步确

定该蛋白为目的蛋白&这为家蚕生物反应器规模化制备重组人
MVQ

蛋白打下了基础#为解决临床
MVQ

相关炎症反

应快速诊断试剂盒中标准抗原的来源问题提供了依据&

关键词"

M7

反应蛋白!

MVQ

"(杆状病毒(家蚕(
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经过研究发现了
M7

反应蛋白"

M7*1,6<3:1
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MVQ

#%他们从感染肺

炎双球菌的严重肺炎病人血清中鉴定出了一种能与

肺炎双球菌细胞壁的
M

多糖结合形成沉淀的物质%

将这种物质称为
M7

反应蛋白(

%

)

'后来%人们发现这

个反应不只发生在由肺炎双球菌引发的肺炎中%在

多种急性感染中都有发生%这是人体对炎症的早期

反应%所以此蛋白又叫-急性时相蛋白.

(
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'人
M7

反

应蛋白由人的肝细胞合成%是五聚体蛋白 %由
"

个

完全相同的非共价亚基构成%总分子量接近
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'健康人体内水平通常小于
%$\
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J

%然而%在

疾病状态%这一水平在开始的
&

"

G0

快速增加%大

约
IG0

可以达到峰值%接近
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'

与许多急性时相蛋白一样%

MVQ

在血清中通常

是痕量级别%但在很多感染和炎症条件下浓度急剧

增长(

I7"

)

'

MVQ

自从被发现以来就成为一些炎症疾

病的筛查因子%并被作为疾病活动度的标志和诊断

工具(

&

)

'动脉粥样硬化"

R5

#是一种广义的慢性炎

症性血管疾病(

F7G

)

%导致心肌梗死和中风等疾病的发

生'高水平的巨噬细胞产生炎症细胞因子%随后诱

导肝脏大量产生
MVQ

(

E7%$

)

'

MVQ

水平变化是一种

动脉粥样硬化斑块(

%%7%!

)易损性的指标'类风湿性关

节炎"

VR

#是一种由外周关节滑膜炎和关节损伤后

的全身炎症性疾病%也是一种常见的关节自身免疫

病(

%I

)

'在类风湿关节炎的治疗中%低水平的
MVQ

不仅可以改善疾病活动度%还可以避免骨损伤(

%"

)

'

同时%

MVQ

的测定可作为细菌感染和病毒感染的有

效指标(

%&

)

'

MVQ

作为急性时相蛋白广泛应用于临

床检测%其在病理及生理过程中所扮演的角色则成

为该领域内研究的热点问题(

%F

)

'更快速和精确的

MVQ

量化方法的发明%使得人们更加关注其在临床

医学的价值(

%G

)

'

人
MVQ

蛋白大多以免疫共沉淀的方式检测%单

克隆抗体在检测中有重要作用'目前国内检测该蛋

白大多使用的进口单克隆抗体%其成本高且大多稳

定性较差'获得单克隆抗体首先要有足够量的蛋白

作为免疫原%试剂盒生产中也需要大量标准品%直接

从人血清中纯化
MVQ

蛋白不经济也不实际%为此获

得低成本&高产量&有活性的重组人
MVQ

蛋白成为

应该优先解决的问题'大肠杆菌表达重组融合蛋白



包涵体和内毒素一直是其不可忽视的缺点'家蚕杆

状病毒表达系统是应用广泛的一种表达载体%其特

点是生产成本低&安全性好&表达效率高&翻译后修

饰程度高%这些优点使其成为药用蛋白理想的表达

体系'将人
89?

基因插入到重组杆状病毒中%感

染家蚕%来获得大量重组人
MVQ

蛋白%此方法将为

家蚕生物反应器规模化制备重组人
MVQ

蛋白奠定

基础%为临床
MVQ

相关炎症反应快速诊断试剂盒中

标准抗原的来源提供更好的选择'
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实验材料

;]S2D+L\BO%$L,6

菌株&

;]S2D+8c%

菌株&

b

W,;<L,6

8A

O8L

载体均由德赛诊断系统"上海#有限

公司研发部提供$家蚕
L\>

细胞为本实验室保存培

养$家蚕为两广二号反交%购自浙江金华桑蚕基地'

限制性内切酶和连接酶!购自
8,S,*,

公司$抗生

素!购自上海生工生物$

BRL

!购自北京康为世纪生物

科技有限公司$

LMR

蛋白定量试剂盒购自
L3(\3

4

,

公

司$佐剂购自
53

4

\,7R-T*360

$

c(,<,+<37*,ZZ3<D

4

c

"

ON

J

#

7OVQ

购自
RZ6(\

公司$引物由上海生工生物合

成%

>37>8R

亲和层析柱相关试剂!见
O,3c1+1

的
>37

>8R

说明书$其他试剂为国产分析纯'

%@#

!

实验方法

%@#@%

!

89?

片段的
QMV

扩增

引物为!

Q%

!

"l7cMccR8MMMRcRMRcRMR8c8McRccRRcc7!l

$

Q#

!

"l7R8RRcM888MRcccMMRMRcM8cccc888c7!l

$

Q!

!

"l7cMccR8MMR8ccRcRRcM8c88c8c888M887!l

$

QI

!

"l7R8RRcM888MRcccMMRMRcM8cccc887!l

'

酶切位点为!上下游引物酶切位点分别为

V:@OD

和
0+!TDDD

'

以人肝组织
6B>R

为模板%

QMV

扩增
MVQ

目

的基因'

Q%

&

Q#

引物扩增无信号肽序列$

Q!

&

QI

引

物扩增有信号肽序列'

%@#@#

!

重组
:L\O3;789?

的构建和鉴定

利用
V:@OD

和
0+!TDDD

限制性内切酶对目的

基因和
b

W,;<L,6

8A

O8L

进行双酶切'割胶回收%

%&]

连接过夜'重组质粒转化至
;]S2D+8c%

%上海华

大基因测序正确后提取重组质粒转化至
;]S2D+

L\BO%$L,6

%经过蓝白斑筛选%提取重组
L,6\3T7

89?

%转染家蚕
L\>

细胞'收集发病细胞%提取重组

杆状病毒%

QMV

鉴定'获得的重组杆状病毒
:L\O3;7

89?

接种前于家蚕
L\>

细胞中活化扩增'

%@#@!

!

重组病毒感染家蚕五龄幼虫

,

#四龄蚕蜕皮后一天%得到适合感染病毒的五

龄蚕$

Z

#将重组病毒
:L\O3;789?

在五龄幼虫腹部

从下向上
!

"

I

节处穿刺接种%人工气候箱中
#F]

饲养%喂食新鲜桑叶$

6

#病毒接种
"T

左右%收集血淋巴%

HG$]

保存$

T

#五龄幼虫蚕体同样
HG$]

冰箱冻存'

%@#@I

!

重组蛋白样品制备并鉴定

,

#取出适量冷冻保存的家蚕五龄幼虫血淋巴%

冰上解冻$

Z

#按
%̂ %

的比例加入
QL5

缓冲液稀释%低温

离心
!$\3+

%速度为
%"$$$*

+

\3+

$

6

#用
E

层纱布滤除油脂%重复
!

次$

T

#上清和沉淀分别制备蛋白样品%以正常蚕血

淋巴作对照$

1

#称取
"$

4

发病五龄幼虫蚕体%加入
%$$\J

QL5

缓冲液$

.

#匀浆机破碎!破碎
!$;

%冰上放置
!$;

%共
!$\3+

%

%"$$$*

+

\3+

低温离心
#$\3+

%纱布滤油脂%重复
!

次$

4

#以正常五龄蚕做阴性对照%

5B57QRcY

与

1̀;<1*+L-(<

同时鉴定"一抗为原核表达的人
MVQ

蛋

白免疫新西兰大耳兔获得的多克隆抗体血清#'

%@#@"

!

五龄蚕体内重组人
MVQ

蛋白的纯化

从上述步骤得知%重组人
MVQ

蛋白不可溶%且

滞留在五龄蚕体内%对蚕体预处理%方法同
%@#@I

的

1

#&

.

#两步骤'

%@#@&

!

蚕体沉淀的溶解

,

#用
%aQL5

洗涤沉淀%重悬后
"$$$*

+

\3+

离

心
#$\3+

%重复两次$

Z

#加入
"$ \J c)>8R7$L)..1*

和
% \A

QA5W

重悬细胞%冰上超声裂解
I$P

功率%工作
!;

停
!;

%共
!$\3+

%降低粘稠度'

6

#离心条件同上%分别取上清和沉淀到新管中%

上清液过
$@I"

#

\

滤膜$

%@#@F

!

层析

蛋白层析方法及试剂配制见
O,3c1+1

公司的

>37>8R

使用说明'

%@#@G

!

蛋白复性

复性液!

b

OG@"

的
8*3;7OM-"$\A

%

%\A

还

原型谷胱甘肽%

$@%\A

氧化型谷胱甘肽%

$@"A

精

氨酸%

$@%"A>,M-

%

TTO

#

C

定容至
%J

'

包涵体溶液与复性液等体积混合于透析袋%

I]

!F#

第
#

期 刘
!

端等!人
M7

反应蛋白"

MVQ

#基因的克隆及表达研究



放置
#0

%然后用
%aQL5

缓冲液
I]

透析%每
!0

换

一次液%换液
!

次'

LMR

法测定蛋白含量'

%@#@E

!

重组
MVQ

的质谱检测

纯化的
MVQ

蛋白进行
5B57QRcY

电泳%割下目

的条带送苏州普泰生物技术有限公司进行质谱鉴定'

%

!

结果与讨论

#@%

!

扩增
MVQ

基因片段结果

以人肝组织
6B>R

为模板%用
Q%

&

Q#

和
Q!

&

QI

两对引物分别扩增人
89?

基因%第一条没有信号

肽序列%长度加上两端酶切位点和保护碱基为
&!F

Z

b

%第二条有信号肽%序列长度加上两端酶切位点

和保护碱基为
&E%Z

b

%电泳结果"图
%

#显示分别在

"$$

至
F$$Z

b

之间有目的条带%与预期相符'

A

!

B>RA,*S1*

$

%

!阳性对照$

#

!无信号肽的目的条带 $

!!

!

!有信号肽的目的条带

图
%

!

89?

基因的
QMV

扩增结果

#@#

!

重组病毒
:L\O3;789?

鉴定结果

以提取的重组病毒基因为模板%

b

9M

+

A%!

上

下游做引物进行
QMV

鉴定%如图
#

%在
!$$$Z

b

附近

有特异条带'"

A,*S1*

与目的条带之间有其他泳

道%为便于观察将其切除#

A

!

B>R\,*S1*

$

%

!无信号肽重组病毒
QMV

鉴定$

#

!有信号

肽重组病毒
QMV

鉴定

图
#

!

重组病毒
QMV

鉴定

#@!

!

家蚕
L\>

细胞感染后形态

活化后的家蚕重组病毒
:L\O3;789?

转染家

蚕
L\>

细胞约
%#$0

后%出现病毒感染症状%细胞

变大变圆%并悬浮起来%呈饱满透明状%见图
!

'

图
!

!

正常细胞与发病细胞显微镜观察结果"

%$a%$

#

#@I

!

家蚕蚕体中
MVQ

蛋白的鉴定结果

从家蚕蚕体中
MVQ

蛋白
5B57QRcY

以及

1̀;<1*+L-(<

鉴定的结果"图
I

#可以看出!无信号肽

的重组病毒感染的蚕体内检测出
MVQ

蛋白%有信号肽

的重组病毒感染的家蚕体内有隐约的条带%故应纯化

无信号肽的重组病毒感染的家蚕蚕体内的
MVQ

蛋白'

A

!蛋白
\,*S1*

$

%

!正常血淋巴沉淀$

#

!正常血淋巴上清$

!

!无信号肽

重组病毒感染的蚕体
I

!有信号肽重组病毒感染的蚕体$

"

!无信号肽

重组病毒感染的血淋巴沉淀$

&

!无信号肽重组病毒感染的血淋巴上

清$

F

!有信号肽重组病毒感染的血淋巴沉淀$

G

!有信号肽重组病毒

感染的血淋巴上清$

%l

"

Gl

对应图
I

"

,

#的
%

"

G@

图
I

!

发病蚕体中表达目的蛋白的
5B57QRcY

"

,

#和

1̀;<1*+L-(<

"

Z

#分析

IF#
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!

家蚕体内重组人
MVQ

蛋白的纯化

由于重组病毒表达的
MVQ

蛋白主要集中在家

蚕体内%推断为包涵体%利用细菌包涵体纯化方法得

到重组人
MVQ

蛋白%并复性%

#"SB

附近有目的条

带'但是由于纯化手段等原因%得到的蛋白有一些

杂蛋白'目的蛋白检测结果如图
"

'

LMR

法测定的

蛋白量约为!

!$

#

4

+

\J

'

#@&

!

纯化的重组蛋白质谱检测分析

经
>,+(JM7Y5D7A5

+

A5

分析"图
&

#%

b

*(<13+

;6(*1M@D@P

大于
E"P

%序列覆盖率!

!%@&P

%可基

本判断表达的蛋白为重组人
MVQ

蛋白'

序列覆盖率!

!%@&P

%匹配肽段下划线表示!

A

!蛋白
A,*S1*

$

%

!纯化后的重组蛋白$

%l

对应
%@

图
"

!

纯化的目的蛋白
5B57QRcY

"

,

#和
1̀;<1*+

L-(<

"

Z

#检测

%

!

h8BA5VXRW?

!!

WQXY5B85K?

!!

5JXRQJ8XQJ

!!

XRW8?MJOWK

!!

8YJ558VcK5

"% DW5KR8XVhB >YDJDẀ 5XB DcK5W8?cc5 YDJWY?QY?8 ?RQ?ODM85̀

%$%Y5R5cD?YẀ ?BcXQV?VX5 JXXcK8?cRY R5DDJchYhB 5Wcc>WYc5h

%"%5J?cBDc>?> A B̀W?J5QBY D>8DKJccQW 5Q>?J> V̀RJ XKY?hcY?W8

#$%XQhJ̀ Q

图
&

!

MVQ

蛋白质谱图

*

!

结
!

论

人
MVQ

蛋白在大肠杆菌中表达技术较为成熟%

但其天然活性差和含有内毒素的缺点不容忽视'以

人
89?

基 因
6B>R

为 模 板%酶 切 连 接 到

b

W,6<L,6

8A

O8L

载体上%得到
b

W,6<L,6

8A

O8L7

89?

质粒%转化到
;]S2D+L\BO%$L,6

中%同源重

组%蓝白斑筛选获得
L,6\3T789?

%转染到
L\>

细

胞中%获得
:L\O3;789?

重组病毒'接种
:L\O3;7

89?

感染家蚕
L\>

细胞%能够产生重组人
MVQ

蛋

白'利用活化后
:L\O3;789?

穿刺感染家蚕五龄

幼虫大量表达重组人
MVQ

蛋白'

MVQ

蛋白能以包

涵体的形式积累在家蚕体内组织中'参照细菌包涵

体纯化方法%使用
>37>8R

柱层析%洗脱后蛋白复

性%

5B57QRcY

电泳结果发现
#"SB

附近有单一条

带%与预期一致%

LMR

定量为
!$

#

4

+

\J

'所得重组

人
MVQ

蛋白超滤浓缩后
5B57QRcY

电泳后切胶进

行质谱鉴定%可以确定纯化的蛋白为重组人
MVQ

蛋

白'家蚕饲养简单&成本低廉%这为家蚕生物反应器

规模化制备重组人
MVQ

蛋白打下了基础%探索出了

一条解决临床
MVQ

相关炎症反应快速诊断试剂盒

中标准抗原来源问题的路径'
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