
肝豆状核变性（!"#$%&’"(%)*+’$, -"."(",$%)&(/
012）又称为 3)’4&(病（32），是常染色体隐性遗
传病，主要表现为铜代谢障碍以及由此引起的肝硬

化、脑变性和肾损害 5 6 7。目前已经确定该病主要由

32基因突变引起，目前国内外已经发现的突变有

899余种 5 8 7。该基因的表达产物 3)’4&(蛋白为铜转
运 :型 ;<:酶（:=%>#" ;<:?@）。制备该基因的特异
性抗体是进一步研究该基因结构和功能的关键。自

6AAB年 3)’4&(病的基因得到克隆以来，国外多采
用组氨酸标签（!)4=%$.."-）法 5 B 7来制备该基因的多
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!"#$%&蛋白 ’端多克隆抗体的制备和纯化

王 莹/ 丰岩清/ 国 宁/ 黄 帆/ 徐 琳，陈 曦，梁秀龄
（中山大学附属第一医院神经科/ 广东 广州 X699D9）

摘 要：【目的】制备并纯化 3)’4&(蛋白 C;<:?@E的 K端多克隆抗体，为进一步研究其基因表达蛋白的结
构和功能打下基础。【方法】P<=:WP扩增目的基因，YR<基因融合载体表达融合蛋白/ 亲和层析进行蛋白纯化，
<!,&Z[)(酶切并收集目的蛋白，免疫家兔，T1UR; 检测抗体滴度/ 离子交换层析纯化抗体血清，3"4%",( [’&%检
测抗体特异性。【结果】T1UR;方法检测抗体滴度达到了 6\ 8 X99，3"4%",( [’&%表明该抗体有很好的特异性，非
变性 R2R=:;YT显示纯化后的抗体 U.Y纯度很高。【结论】应用该方法成功制备了 3)’4&(病蛋白质量的多克隆
抗体。
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克隆抗体，但该法存在着目的蛋白纯化量较少的缺

点。我们通过 +,-融合蛋白表达系统，获得了大
量、纯度很高的 .-/01的铜离子结合区蛋白，从而
制备并纯化了 $2 蛋白 * 端高质量的多克隆抗
体，该抗体的制备为进一步研究 $%&’()蛋白的功
能提供了基础条件。

# 材料和方法

#3 # 主要试剂
正常人肝脏组织来源于 #例 44岁行肝血管瘤

手术的患者。-5%6(&，7-8/97试剂盒，/&:);%)<= -:>
2*. ?(&@=A5:’A均购自 B)C%;5(DA)公司。4#E测序仪
及 1%DF@A测序试剂盒购自 /A5G%) H&=A5公司。2*.
纯化试剂盒购自 I%:DA)公司。?+HJ8K-8#、蛋白酶
缺陷型大肠杆菌 1L8M#、+,- N%-5:?亲和层析柱、
-O5(=P%)、 2H.H ,A?O:FAQ .8M! 等均购自美国
.=A5’O:= /O:5=:R%:公司。-K连接酶购自 /5(=AD:
公司。$A’;A5)8P&(;试剂盒购自 *AS H)D&:)F 1%(&:P
公司。

#3 M "#$的提取和铜离子结合区的扩增、纯化
将新鲜的肝脏组织切成米粒大小的小块，按

-5%6(&的操作说明提取总 7*.。7-8/97采用两步
法进行，以 T&%D( F-为引物合成第一链。第一链合
成后，用特异性引物扩增铜离子结合区（# U "号外
显子），引物序列为：<?V !W8-.-9++.-99.-+99
-+.+9.++.+.+.84W（含 !"#N !酶切位点），
F(S)V !W8.9--+-9+.9-9.9-+9---.---99.--
--+84W X含 $"% !酶切位点 Y应用 R2*.第一链为
模板，&"’ 酶为 /&:;%)<= &"’ N%DO Z%FA&%;@，反应条
件为 [K \ M =%)] [K \ 4E’，!" \ 4E ’，0E \ #ME
’，4!个循环。反应产物大小在 #3 [! GP左右，经琼
脂糖凝胶电泳进行鉴定，然后将反应产物切胶回

收、纯化。

#^ 4 铜离子结合区片断的克隆和鉴定
应用 !"#N !和 $"% !酶双酶切 /97产物及

?+HJ8K-8#载体，以 ME D _ L的低熔点琼脂糖进行
电泳，切胶回收目的片段和载体，-K 2*. 连结酶
进行连接，氯化钙法将重组质粒转化入大肠杆菌

1L8M#中，在 L1 _氨苄西林平板上选择转化子。将
重组质粒进行纯化，经双酶切和基因测序进行鉴

定。

#3 K 融合蛋白的诱导、纯化和铜离子结合区蛋白

的产生

挑取经测序鉴定的含有目的克隆的 1L8M# 单
菌落接种到 #E =L L1培养基（含有 !E "D _ =L的
氨苄西林）培养过夜；用 #E =L过夜的培养物接种
到 KL锥形瓶中含 #L M ‘ a-液体培养基，M" \摇
动培养至 ("EE 值达到 E3 b，加 B/-+ 至终浓度 E3 K
==(& _ L，以诱导融合蛋白的表达，继续培养 K U !
O，收获细菌。K \，! EEE ‘ )离心，弃上清，按每克
细菌 4 =L 加入裂解缓冲液（ME ==(& _ L -5%’8N9&
X ?N b3 E Y，#!E ==(& _ L *:9&，# ==(& _ L 2--，#
==(L _ L H2-.，体积分数 #Ec甘油，# ==(& _ L
/d,Z，E3 # =D _ =L &@’(6@=A），每克大肠杆菌加入去
氧胆酸钠 K =D _ D；迅速冻溶 M次，每克细菌加入体
积分数为 E3 Mc -5%;() J8#EE ME =L _ D，充分摇荡，
分别加入 2*:’A 和 7*:’A 至终浓度为 ! "D _ =L，40
\ 震荡 4E =%)。 4 EEE ) K \离心 4E =%)，除去不
溶性的细胞碎片，加入 2--至终浓度 # ==(& _ L。
融合蛋白的纯化采用 +,-5:? X# =LY亲和层析

柱，用一 E3 K! "=的微孔滤膜过滤细菌裂解后的上
清；用蠕动泵以 E3 ! =L _ =%)的速度过柱并收集融
合蛋白，1%)F%)D 1<ee冲洗后以 bE f的 -O5(=P%)在
柱上 M4 \酶切 4 O，收集目的蛋白，然后用 15:Fe(5F
方法进行定量检测。

#3 ! 免疫家兔
取目的蛋白 KEE "D（约 E3 ! =L）和 E3 ! =L的

弗氏完全佐剂混合，乳化后采用多点皮下注射的方

法免疫家兔，#月后用 #EE "D目的蛋白加弗氏不完
全佐剂乳化后进行加强免疫，加强免疫 #E F后再
次加强免疫。每次加强免疫后 0 U #E F从耳缘静脉
取血 # =L，应用酶联免疫吸附实验进行抗体滴度
测定。加强免疫 4次后，HL.,B.方法检测抗体滴度
达到 #g M !EE。从心脏穿刺取血，收集抗体血清。
#3 " 离子交换层析纯化抗体
将抗体血清应用硫酸铵分级分离，收集硫酸铵

浓度在 KEE D _ L以内的沉淀，用 ?N b3 E的缓冲液
（#EE ==(& _ L -5%’8N9&，!E ==(& _ L *:9&）溶解并透
析，装填一支 2H.H8,A?O:FAQ8M!层析柱，将样品加
于柱上，依次以 #E 倍柱床体积的 #EE ==(& _ L
-5%’8N9&（?Nb3 E）和 #E 倍柱床体积的 #E ==(& _ L
-5%’8N9&（?Nb3 E）洗柱。用 (MbE检测 BD+的浓度，汇
集 (MbE大于等于 E3 M的组分。
#3 0 %&’(&)*+,-.(检测
对融合蛋白和目的蛋白使用 #EE D _ L 聚丙稀
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图 ! 铜离子结合区克隆质粒的酶切鉴定

"#$% ! &’()*#+)#,- .-./0(#( .-1 #1’-)#2#+.)#,- ,2 *’+,34#5
-.-) 6/.(3#1

$%&’ (：)’*+,-.&%&/ 0(%1,.23 $%&’ #4 5：6’1/6.*/.+& .2’&/.7.*%8

/.+&9 $%&’ :; <=> ,%6?’6

酰胺凝胶，进行蛋白电泳分别取 #! !@于 A#B C的
电压下行 D<D8E>FG电泳 A H，然后进行电转，使用
EC<I膜，再进行免疫检测。二抗为辣根过氧化物
酶标记的羊抗兔抗体。

# 结 果

#9 A &7589&
)J8EK)的结果得到在 A9 L! ?-左右的 EK)产

物；将其克隆到 0FGMNJ8A载体上用后进行双酶切
证实（图 A）4酶切后的载体位于 N9 L ?-左右4目的片
段位于 A9 L! ?-左右，部分测序后未见突变存在。

#9 # 蛋白的表达和纯化
将含有目的基因的重组质粒转化入 O$8#A，用

PEJF进行诱导后，可见在 L# ?Q附近有铜离子结合

区融合蛋白的出现，对照的空质粒在 #" ?Q左右有
目的蛋白的出现。融合蛋白有两条主带，说明在融

合蛋白表达过程中目的克隆有部分发生了丢失。用

JH6+,-.&酶切后，蛋白只在 "" ?Q左右出现一条条
带，纯度较高（图 #）。经酶切和纯化后，目的铜离子
结合区的浓度多在 B9 A ,@ R $左右。
#9 5 :;<=><和?’()’*-54/,)结果
家兔加强免疫 5 次后，测量其抗体滴度为在

AS # !BB左右，抗体纯化后，应用免疫印记试验表明
抗体有较高的特异性（图 5）。

5 讨 论

FDJ融合载体对于表达、纯化和检测大肠杆
菌表达的融合蛋白是非常有用的工具，融合蛋白可

以通过 PEJF加以诱导，并通常有较高水平。分子的
FDJ部分可以通过蛋白酶消化予以除去，该蛋白的
纯化可以使多肽在非变性的条件下，维持蛋白质的

完整性，所获得的蛋白可以用于抗体的制备、大分

子相互作用的分析，酶学分析等 T N U。应用 FDJ融合
载体表达多肽基因有以下特点：" 整个表达位于
/%*启动子操纵之下，/%*启动子是较强的原核启动
子，在其控制之下，融合蛋白的表达量可以达到细

菌总蛋白的 5BV以上；# 插入的多肽位于 #" ?Q的
FDJ基因的下游，避免了插入基因对于启动子的影
响；$ 表达的多肽融合有 FDJ，可以用谷胱甘肽柱
进行纯化；% 在 FDJ和融合的多肽之间，具有凝血
酶的切割位点 T !4 " U。而该系统所应用的蛋白酶缺陷

型大肠杆菌 O$8#A 更能有效的防止目的蛋白的水
解。

铜离子结合区融合蛋白是一个分子为 L# ?Q

图 @ 免疫印迹结果
"#$% @ ?’()’*-54/,) *’(A/)(

$%&’ :; ,%6?’63 $%&’ A4 #4 5; /H’ 6’%*/.+& -’/W’’& %&/.-+2X
%&2 /H’ %.,’2 06+/’.&
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"#$% B :C6*’((#,- .-1 6A*#2#+.)#,- ,2 2A(#,- 6*,)’#- .-1
)D’ 6*,1A+) ,2 ).*$’) 6*,)’#-

$%&’ :; 06+/’.& D<D8E>FG ,%6?’63 $%&’ A; 6’*+,-.&%&/

0FGM8NJ8A [’*/+6 W./H+Q/ PEJF .&2Q*/.+&3 $%&’ #4 5; =+&86’*+,-.&%&/

0FGM8NJ8A [’*/+6 ’\06’11 #" ?Q FDJ3 $%&’ N4 !; 6’*+,-.&%&/ [’*/+6

’\06’11 FDJ 7Q1.+& 06+/’.&3 $%&’ "4 ]; EQ6.7.*%/.+& +7 FDJ 7Q1.+& 06+8

/’.&3 $%&’ ^4 L; )’_Q.6’2 06+/’.& 0Q6.7.*%/.+& %7/’6 +& 8*+(Q,& *(’%[%@’

W./H /H6+,-.&

图 B 融合蛋白的表达和纯化及目的蛋白的产生
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左右的蛋白质，如果在蛋白诱导时温度过高或

3456浓度过高均会导致蛋白产生过快，在胞质内
形成不溶性蛋白，从而形成包涵体。我们通过降低

温度、降低 3456浓度的方法，获得了可溶性的融合
蛋白，为抗体的制备奠定了基础。在表达目的蛋白

的过程中，我们发现重组的目的基因的载体在表达

蛋白的过程中存在在目的片段的丢失现象，原因可

能是由于重组质粒的不稳定引起 + 0 -。在实验中发现

最佳 3456 的剂量为 ,7 8 99( : ; 时表达量最高，
87 , 99(& : ; 时表达量明显减少，和 .7 8 99(& : ;
时表达量比 ,7 8 99(& : ;时略低。 !"88为 87 1时加
入 3456融合蛋白的表达量最高。值得注意的是，
用此系统表达的融合蛋白较空载体 6<5的表达量
明显少，在培养和诱导过程中未见细菌生长减慢

和质粒拷贝数降低的情况，这一现象可能是由于

=>?启动子转录下降或转录后 9@*A的翻译效率降
低所致 + 1 -。

在该多肽的选择过程中，对多肽的氨基酸序列

进行了检测，未发现有 5BC(9D%)的酶切位点。为了
保持目的多肽的抗原性和活性，我们未使用包涵体

来纯化目的蛋白，因为蛋白质在包涵体中均已经发

生了变性，在制备抗体的过程中需要进行蛋白复

性，并有可能导致目的抗体不能产生或滴度产生较

低。为了保持目的多肽在菌体内的可溶性，我们应

用降低温度 + 2 -和缩短表达时间来解决，我们摸索的

最佳温度为 .1 E，加诱导蛋白表达的时间为 / B，
然后进行菌体的裂解和蛋白的纯化。

抗体的重要性在于它的特异性和纯度，只有高

质量的抗体才能用于免疫荧光标记、免疫电镜定

位，才能作为免疫检测试剂用于免疫测定和免疫印

迹等技术中，也可以通过免疫沉淀来鉴定蛋白质混

合物。我们在设计制备抗体的过程中，对于要制备

抗体的多态序列在 6F*F GA*H 上进行了同源性
分析，没有发现交叉反应的蛋白。到目前为止，已经

开发出大量的技术用于抗体的纯化，从单纯的硫酸

铵沉淀到蛋白 A或抗 I3J亲合柱。目前最为先进的
纯化抗体的方法是 A蛋白珠和抗原亲合柱，这两种

方法所制备的抗体非常纯净，而且易于操作，但价

格昂贵，纯化抗体的量少。我们使用的硫酸铵加离

子交换的方法，这种方法步骤多，产量中等；但价格

便宜，所纯化的抗体也非常纯净，而且可以用于大

规模纯化。我们应用 A540G的铜离子结合区的多
肽制备了 A540G的多克隆抗体，特异性和滴度均
较高，为进一步的 $%&’()病结构和功能的研究打
下基础。
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