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摘　要　为实现免疫毒素在大肠杆菌内的可溶性表达，避免包涵体的形成带来的繁琐操作，本实验选用抗间皮素单克隆抗体
ＳＳ１，以及其与毒素ＰＥ３８ＫＤＥＬ连接的产物ＳＳ１Ｐ为实验对象；采用促溶标签结合低温诱导方式实现重组蛋白在大肠埃希菌
（ＳＨｕｆｆｌｅＴ７）胞质内可溶性表达，其中促溶标签连接在ＮｐｕＣＤ１１８Ｇ突变体的Ｎ端，ＳＳ１／ＳＳ１Ｐ连接在ＮｐｕＣＤ１１８Ｇ突变体的Ｃ端；采
用ＤｅｘｔｒｉｎＢｅａｄｓ６ＦＦ柱亲和色谱和镍柱亲和色谱方法实现目的蛋白纯化；采用分别表达纯化后混合的方法实现断裂内含肽
ＮｐｕＤｎａＥ的自我断裂；采用镍柱亲和色谱除去未剪切的前体和断裂后促溶标签，其中，ＳＳ１进一步用ＣａｐｔｏＬ捕获富集；采用
Ｆｏｒｔｅｂｉｏ检测蛋白亲和力。本实验通过内含肽与促溶标签和纯化标签连用，实现了免疫毒素在大肠埃希菌中的可溶性表达，简
化了纯化方式。该方法为开发基于大肠埃希菌表达系统的可溶性表达、纯化免疫毒素类药用重组蛋白方法提供了理论参考。
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　　长期以来，大肠埃希菌一直是外源蛋白的首选
表达系统，但由于重组蛋白在大肠埃希菌中合成速

度过快导致没有足够的时间进行折叠、含硫氨基酸

过多不易正确配对、胞内 ｐＨ接近蛋白等电点、缺
乏真核生物中翻译后修饰所需的酶类和辅助因子

等原因，重组蛋白在大肠埃希菌中非常容易形成包

涵体，导致其应用受到了限制［１－２］。目前，国内外

对蛋白质体外复性研究较多，过程主要包括破菌、

包涵体洗涤、包涵体溶解、复性等步骤。蛋白质复

性是一个非常复杂的环节，其复性结果除与蛋白质

复性的过程控制相关外，还很大程度上与蛋白质本

身的性质有关，该过程费时费力，且不经济。虽然

添加促溶标签可以促进蛋白在大肠埃希菌中的可

溶性表达，但含有促溶标签的重组蛋白需要用多种

蛋白酶切除标签，在大规模生产时使用蛋白酶降解

成本很高，应用也受到了限制。因此，探索重组蛋

白在大肠埃希菌中的可溶性表达以及低成本的标

签纯化方式具有广泛的应用前景。

免疫毒素是指将抗体和毒素蛋白连接起来，利

用抗体的靶向性和毒素的细胞毒性，结合特定的细

胞表面蛋白从而杀伤细胞。用免疫毒素治疗肿瘤

具有广泛的应用前景［３］。目前，已有免疫毒素类

药物被美国ＦＤＡ批准上市，如用于治疗毛细胞白
血病成人患者的Ｌｕｍｏｘｉｔｉ［４］，相信未来还会有更多
的类似药物被批准。

ＳＳ１是小鼠中提取的抗间皮素单克隆抗体的
单链二硫键稳定抗体（ｓｃｄｓＦｖ）片段，可与间皮素特
异性结合。其与假单胞菌外毒素 Ａ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｅｘｏｔｏｘｉｎＡ）的衍生毒素 ＰＥ３８ＫＤＥＬ连接的产物
ＳＳ１Ｐ目前已进入临床Ⅱ期阶段，主要用于针对间
皮瘤、卵巢癌等的治疗［５］。

内含肽是一种可介导前体蛋白质自我切除，将

两侧外显肽连接在一起的功能性蛋白质。内含肽

按照结构特征分类，可分为标准蛋白内含肽、微小

蛋白内含肽和断裂蛋白内含肽［７－８］。其中，标准蛋

白内含肽由蛋白剪接结构域和归巢核酸内切酶结

构域组成；微小蛋白内含肽仅含有剪接结构域；断

裂蛋白内含肽的剪接结构域则位于两个不同的编

码框中［６－７］。断裂内含肽如ＮｐｕＤｎａＥ可有效避免
体内提前断裂，具有广泛应用前景［８－１２］。Ｚｅｔｔｅｌｅｒ
等［１３］证实，ＮｐｕＤｎａＥ具有很高的反应速率，且适
用条件宽泛。研究表明，天然内含肽分子内的半胱

氨酸之间形成了二硫键，降低了内含肽的剪切反应

速率，加入ＤＴＴ会破坏分子内的二硫键，可能会提
高断裂反应速率［１４］。Ｒａｍｉｒｅｚ等［１５］建立了 Ｎｐｕ
ＤｎａＥＤ１１８Ｇ的突变体，这种突变体可以在有效抑制 Ｎ
端断裂的同时提高 Ｃ端的断裂效率，在重组蛋白
生产纯化中被广为应用。

本实验中将断裂内含肽与促溶标签联用，实现

免疫毒素在大肠埃希菌中的可溶性表达；同时，内

含肽的自我断裂可以很容易地将标签从免疫毒素

中除去，避免通过蛋白酶等方法去除标签，降低了

实验成本。

!

　材　料

１１　试　剂
ＰＣＲ所用ＤＮＡ聚合酶、连接酶和限制性内切

酶（大连宝生物工程有限公司）；同源重组试剂盒

（南京诺唯赞生物科技有限公司）；质粒抽提试剂

盒、ＰＣＲ产物回收试剂盒（美国Ａｘｙｇｅｎ公司）；ＥＣＬ
发光显色液（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ生物公司）；异丙基 β
Ｄ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；抗组氨
酸标签抗体、羊抗鼠二抗（ａｎｔｉＨｉｓ，ｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ，上海生工生物工程股份有限公司）；生物素化
人源间皮素（北京义翘神州生物科技有限公司）；

其他试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＤｅｘｔｒｉｎＢｅａｄｓ６ＦＦ柱和镍柱（常州天地人和生

物科技有限公司）；ＤＮＡ凝胶电泳仪和凝胶成像分
析系统（上海天能科技有限公司）；蛋白凝胶电泳

仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；型号为 ＯｃｔｅｔＲＥＤ９６生物
分子相互作用工作站（Ｆｏｒｔｅｂｉｏ，上海交通大学生命
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学院）。

１３　菌株和质粒
大肠埃希菌 ＤＨ５α、ＳＨｕｆｆｌｅＴ７感受态均为实

验室自制；包含促溶标签麦芽糖结合蛋白（ＭＢＰ）
片段的质粒 ｐＥＴ３０ａ／ＭＢＰ、包含断裂内含肽 Ｎｐｕ
ＤｎａＥ的Ｃ端内含肽的质粒 ｐＥＴ３２ａ／ＮｐｕＣ、包含断
裂内含肽ＮｐｕＤｎａＥ的Ｎ端内含肽的质粒ｐＥＴ３０ａ／
ＮｐｕＮ均为实验室保存［１６］；包含毒素ＰＥ３８ＫＤＥＬ片
段的质粒ｐＥＴ３２ａ／ＰＥ３８ＫＤＥＬ为实验室保存［１７］；包

含ｓｃｄｓＦｖ片段的质粒ｐＵＣ５７／ＳＳ１由金斯瑞生物科
技有限公司合成。

"

　方　法

２１　重组表达质粒的构建
本研 究 以 断 裂 内 含 肽 ＮｐｕＤｎａＥ（Ｎｐｕ

ＤｎａＥＤ１１８Ｇ突变体）为工具，通过外显肽与 ＮｐｕＣ端
连接构建４种重组质粒（图１），分别在大肠埃希菌
ＳＨｕｆｆｌｅＴ７中表达后比较重组蛋白的溶解性。实
验所用到的引物见表１，所需构建的质粒、所用模
板等信息见表２。其中，６Ｈ为 Ｈｉｓ标签的缩写，ＴＨ
为硫氧还蛋白促溶标签（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｓ，Ｔｒｘ）与 Ｈｉｓ
标签联用的缩写。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｌａｓｍｉｄｓ
Ａ：ｐＥＴ３２ａ／ＴＨＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ；Ｂ：ｐＥＴ２８ａ／６ＨＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ；Ｃ：ｐＥＴ２８ａ／６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１；Ｄ：ｐＥＴ２８ａ／６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｐｌａｓｍｉｄｓ
Ｎｏ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
１ ５′ＣＡＴＧＧＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＴＣＧＡＧＡＴＡＧＣＣＡＣＡＧＡＧＡＡＡＴＡ３′
２ ５′ＣＣＡＧＡＣＴＧＣＴＧＣＡＧＴＴＧＴＡＣＣＴＧＣＡＴＡＴＴＡＧＡＡＧＣＴＡＴＧＡＡＧＣＣＡＴＴＣＴＣＧＡＧＴＧＣＡＡＡ３′
３ ５′ＣＣＡＧＡＣＴＧＣＴＧＣＡＧＴＴＧＴＡＣＣＴＧＣＡＴ３′
４ ５′ＧＣＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＣＣＡＧＡＡ３′
５ ５′ＧＴＧＣＴＧＧＧＡＣＡＡＡＧＴＴＧＧＡＡＡＴＡＧＧＣＧＧＣＡＧＣＣＴＧＧＣＣＧＣＧＣＴＧＡＣＣＧＣＧＣＡＣＣＡＧ３′
６ ５′ＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＴＴＴＣＧＧＣＧＧ３′
７ ５′ＴＧＡＡＡＧＡＧＴＴＣＣＴＣＧＡＣＧＣＴＡＡＣＣＴＧＧＣＣＡＴＧＡＴＣＡＡＡＡＴＡＧＣＣＡＣＡＣＧＴＡＡＡＴＡＴＴＴ３′
８ ５′ＧＣＣＧＧＡＣＴＡＣＧＣＣＡＧＣＣＡＧＣＣＣＧＧＣＡＡＡＣＣＧＣＣＧＡＡＡＧＡＣＧＡＧＣＴＧＴＧＡＧＧＡＡＴＴＣＡＡＡ３′
９ ５′ＴＧＣＴＧＴＣＣＡＣＣＡＧＴＣＡＴＧＣＴＡＧＣＣＡＴＡＴＧＡＡＡＡＴＣＧＡＡＧＡＡＧＧＴＡＡＡＣＴＧＧＴＡ３′
１０ ５′ＣＴＣＧＴＡＴＣＡＣＣＡＡＧＧＧＣＧＧＡＧＧＣＧＧＡＴＣＴＧＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＡＧＧＴＧＧＣＧＧＡＡＧＣ３′
１１ ５′ＧＧＡＴＣＣＧＧＡＧＧＴＧＧＣＧＧＡＡＧＣＡＴＧＡＴＣＡＡＡＡＴＡＧＣＣＡＣＡＣＧＴＡＡＡＴＡＴＴＴＡＧＧＣＡＡＡＣ３′
１２ ５′ＡＧＧＧＡＣＣＡＣＧＧＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＣＴＣＡＴＧＡＧＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＣＧＴＣＧＡＣＡＡＧＣＴＴＧＣ３′
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Ｔａｂｌｅ２　Ｔｅｍｐｌａｔｅ，ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓｕｓｅｄｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｐｌａｓｍｉｄｓａｎｄｂｐｏｆｉｎｓｅｒｔｇｅｎｅ
ＰｌａｓｍｉｄｓＮａｍｅ Ｔｅｍｐｌａｔｅ Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅ ｂｐ

ｐＥＴ３２ａ／ＴＨＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ ｐＥＴ３２ａ／ＮｐｕＣ
ｐＵＣ５７／ＳＳ１
ｐＥＴ３２ａ／ＰＥ３８ＫＤＥＬ

１６
ＥｃｏＲⅠ
ＮｏｔⅠ

１８８７

ｐＥＴ２８ａ／６ＨＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ ｐＥＴ３２ａ／ＮｐｕＣ
ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ

７８ ＮｄｅⅠ
ＥｃｏＲⅠ

１７７０

ｐＥＴ２８ａ／６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ ｐＥＴ３０ａ／ＭＢＰ
ｐＥＴ３２ａ／ＮｐｕＣＳＳ１

９１２ ＮｄｅⅠ
ＥｃｏＲⅠ

２００８

ｐＥＴ２８ａ／６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ ｐＥＴ２８ａ／ＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１
ｐＥＴ３２ａ／ＰＥ３８ＫＤＥＬ

５，８
９，１２

ＮｄｅⅠ
ＥｃｏＲⅠ

３０５４

２１１　ｐＥＴ３２ａ／ＴＨＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ质粒构
建　使用引物１和引物２从 ｐＥＴ３２ａ／ＮｐｕＣ中扩增
ＮｐｕＣ片段；使用引物３与引物４从 ｐＵＣ５７／ＳＳ１中
扩增ＳＳ１片段；使用引物 ５与引物 ６从 ｐＥＴ３２ａ／
ＰＥ３８ＫＤＥＬ中扩增 ＰＥ３８ＫＤＥＬ片段。胶回收后用
引物１和引物４通过重叠 ＰＣＲ连接 ＮｐｕＣ、ＳＳ１两
个片段得到ＮｐｕＣＳＳ１；质粒ｐＥＴ３２ａ用ＥｃｏＲⅠ，Ｎｏｔ
Ⅰ酶切后，使用多片段同源重组酶将ＮｐｕＣＳＳ１、ＰＥ
片段与ｐＥＴ３２ａ质粒相连接；将连接产物转入大肠
埃希菌ＤＨ５α感受态中，挑取单菌落培养后抽提质
粒并送测序。

２１２　ｐＥＴ２８ａ／６ＨＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ质粒构建　使
用引物７和引物８从ｐＥＴ３２ａ／ＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ
中扩增ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ片段，胶回收后用 ＮｄｅⅠ 和
ＥｃｏＲⅠ酶切；ｐＥＴ２８ａ用ＮｄｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切，分别
胶回收后用连接酶 ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ连接；将连接产物转
入大肠埃希菌ＤＨ５α感受态中，挑取单菌落培养后
抽提质粒并送测序。

２１３　ｐＥＴ２８ａ／６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１质粒构建　使
用引物９和引物 １０从 ｐＥＴ３０ａ／ＭＢＰ中扩增 ＭＢＰ
片段；使用引物１１和引物１２从 ｐＥＴ３２ａ／ＮｐｕＣＳＳ１
中扩增 ＮｐｕＣＳＳ１片段；ｐＥＴ２８ａ质粒用 ＮｄｅⅠ和
ＥｃｏＲⅠ酶切；分别胶回收后使用多片段同源重组
酶将两个扩增片段与酶切回收后 ｐＥＴ２８ａ质粒相
连接；将连接产物转入大肠埃希菌 ＤＨ５α感受态
中，挑取单菌落培养后抽提质粒并送测序。

２１４　ｐＥＴ２８ａ／６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ质
粒构建　使用引物９和引物１２从 ｐＥＴ２８ａ／ＭＢＰ
ＮｐｕＣＳＳ１中扩增ＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１片段；使用引物５
和引物８从ｐＥＴ３２ａ／ＰＥ３８ＫＤＥＬ中扩增ＰＥ３８ＫＤＥＬ
片段；ｐＥＴ２８ａ用ＮｄｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切；分别胶回收
后使用多片段同源重组酶将两个扩增片段与

ｐＥＴ２８ａ质粒相连接，将连接产物转入大肠埃希菌
ＤＨ５α感受态中，挑取单菌落培养后抽提质粒并送
测序。

２２　重组蛋白的诱导表达及纯化
２２１　重组蛋白的诱导表达　将以上所得重组表
达质粒分别转入大肠埃希菌 ＳＨｕｆｆｌｅＴ７中得到相
应的重组蛋白表达菌株。ＳＨｕｆｆｌｅＴ７菌株在含有
相应抗性平板上３７℃培养过夜后挑取单菌落接种
到含有相同抗性的ＬＢ５ｍＬ培养基中培养。其中，
含有 ｐＥＴ３２ａ／ＴＨＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ质粒的菌
株为Ａｍｐ抗性，其余３种表达菌株均为Ｋａｎ抗性。
将ＬＢ５ｍＬ培养基在３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ后，
按１％的接种量接种到含有相同抗性的ＬＢ５００ｍＬ
培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养３～４ｈ，当Ａ６００达到
０５时，加入 ＩＰＴＧ至终浓度为０５ｍｍｏｌ／Ｌ，２０℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ过夜培养。分别取诱导前、诱导后、裂解
后上清液与裂解后沉淀制样，用考马斯亮蓝方法检

测蛋白表达情况和可溶性，用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｉｍ
（８３０版）软件做统计学分析。本实验中表达的
蛋白及其基本性质见表３。用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法验
证蛋白。

Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｐＩｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ
ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ／ｋＤ

ｐＩ

ＴＨＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ １００６ ５７１
６ＨＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ ６５８ ５４０
６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ ７４１ ７０２
６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ １１２０ ５６９
６ＨＮｐｕＮ １４０ ４７５

２２２　 ６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１，６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１
ＰＥ３８ＫＤＥＬ重组蛋白纯化　过夜诱导后，７０００ｒ／
ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ收集菌体，用纯化用缓冲液
（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ
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咪唑，ｐＨ７４）４０ｍＬ将沉淀菌重悬，高压均质机加
压至９００ｂａｒ（１ｂａｒ＝０１ＭＰａ），４℃破碎３ｍｉｎ后
逐渐减压并收集菌液。后迅速在离心机内 ４℃、
４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上清液备用，收集裂
菌沉淀并制备蛋白电泳样品。用 ＤｅｘｔｒｉｎＢｅａｄｓ
６ＦＦ重力柱纯化，使用洗脱液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，
２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ麦
芽糖，ｐＨ７４）洗脱，分管收集蛋白。利用考马斯
亮蓝法对蛋白纯化结果进行检测，将含有目的蛋白

的洗脱液合并，放置在－２０℃冻存待用。
２２３　６ＨＮｐｕＮ重组蛋白纯化　纯化采用镍柱。
上样缓冲液为含有４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的 ＰＢＳ缓冲液
（ｐＨ７４）；洗脱缓冲液分别为含有 ６０、８０、２００
ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７４），每个浓度洗
脱１０ｍＬ，分管收集蛋白。利用考马斯亮蓝法对蛋
白纯化结果进行检测，将含有目的蛋白的洗脱液合

并，放置在－２０℃冻存待用。
２３　内含肽的体外剪切反应
２３１　内含肽的体外剪切反应的检测　ＮｐｕＮ端
反应底物为 ６ＨＮｐｕＮ，分别与 ＮｐｕＣ端反应底物
６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１、６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ
混合加入，其中６ＨＮｐｕＮ过量。加入二硫苏糖醇
（Ｄ，Ｌｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ）至终浓度为 １ｍｍｏｌ／Ｌ，
３０℃反应２ｈ。以上反应均加入蛋白电泳的 ５×
上样缓冲液终止反应，用考马斯亮蓝染色法对内含

肽剪切反应进行检测。剪切后可能包括的产物如

表４。使用ＩｍａｇｅＪ软件扫描 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图上
对应条带的光密度并计算产物生成率，产物生成率

计算公式如下：

产物生成率（％）＝目的蛋白条带的光密度与
相对分子质量的比值／（剩余前体蛋白光密度与相
对分子质量的比值 ＋目的蛋白条带的光密度与相
对分子质量的比值）×１００。

Ｔａｂｌｅ４　ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｐＩｏｆｉｎｔｅｉｎｃｌｅａｖａｇｅｐｒｏｄｕｃｔ

Ｎａｍｅ Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ／ｋＤ ｐＩ
ＳＳ１ ２５４ ７９６
ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ ６２９ ５４０
６ＨＭＢＰＮｐｕＣ ４６２ ６２７

２３２　影响内含肽体外剪切反应的因素　为了进
一步优化断裂反应条件，提高断裂反应效率，本实

验 以 ６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１和 ６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１
ＰＥ３８ＫＤＥＬ为例，在６ＨＮｐｕＮ过量条件下，对可能
影响内含肽断裂的几个因素进行探索，包括 ＤＴＴ
浓度、反应温度、反应时间 ３个方面。在时间为
２ｈ，ＤＴＴ浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，探究在４，３０，
３７℃ ３个温度条件下内含肽剪切产物生成率；在
温度为３０℃，ＤＴＴ浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，探究
在５，３０，６０ｍｉｎ３个时间点时内含肽剪切产物生成
率；在温度为３０℃，反应时间为２ｈ条件下，探究
不加ＤＴＴ和ＤＴＴ浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ２个条件下内
含肽剪切产物生成率。用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｉｍ（８３０
版）软件作统计学分析，通过不同条件下断裂内含

肽剪切产物生成率的比较，考察内含肽对剪切反应

不同条件的耐受度。使用 ＩｍａｇｅＪ软件扫描 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳图上对应条带的光密度并计算产物生
成率，生成率计算公式同“２３１”项。
２４　蛋白除杂与目的蛋白的浓缩

断裂反应完成后产物在４℃下用３ｋＤ滤膜按
照１∶１０００的比例透析，透析液为 ＰＢＳ（ｐＨ７４），
每隔６小时换液１次，共换液２次。透析样品稀释
５倍后用镍柱除去未完全断裂的 ６ＨＭＢＰＮｐｕＣ
ＳＳ１、６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ和断裂后的产
物杂质６ＨＭＢＰＮｐｕＣ，接流穿。用ＣａｐｔｏＬ柱浓缩
流穿中的目的蛋白，洗脱液为柠檬酸缓冲液（ｐＨ
２６），洗脱后立即加入１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ９）调
节ｐＨ至７４，所得到的蛋白立即用 ＰＢＳ（ｐＨ７４）
透析，透析步骤同上。

２５　Ｆｏｒｔｅｂｉｏ检测亲和力
ＳＳ１是鼠源的抗间皮素片段抗体，可与间皮素

特异性结合，实验以生物素化人源间皮素为抗原，以

ｐＨ７４的ＰＢＳ作为蛋白稀释缓冲液，将抗体ＳＳ１与
免疫毒素 ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ分别稀释成２０，５０，１００，
２００，３００ｎｍｏｌ／Ｌ５个浓度梯度检测其亲和力。其中
传感器采用 ＳＡ传感器，在 ＰＢＳ浸泡３０ｍｉｎ后使
用。抗原结合时间设定为 ３００ｓ，之后用含有
００５％ ＢＳＡ的００２％ ＰＢＳＴ封闭３００ｓ，在ＰＢＳ浸
泡１２０ｓ后，用抗体亲和３００ｓ，然后在ＰＢＳ中解离
３００ｓ，循环３次再生步骤后（ｐＨ３的１０％甘氨酸
浸泡１５ｓ，００５％ＰＢＳＴ浸泡５ｓ），相同步骤测定下
一个浓度的抗体亲和情况。
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　结　果

３１　重组表达质粒的构建
ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，结果显

示 ＮｐｕＣＳＳ１片段、ＰＥ３８ＫＤＥＬ片段、ＮｐｕＣ片段、
ＳＳ１片段、ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ片段、ＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１片
段、ＭＢＰ片段均与理论片段大小一致，电泳结果如
图２。同源重组或酶切连接后转入 ＤＨ５α中，抽提
质粒后送测序，结果表明质粒均为正确序列。

３２　重组蛋白的诱导表达及纯化
３２１　重组蛋白的诱导表达　将大肠埃希菌
ＳＨｕｆｆｌｅＴ７作为宿主细胞表达重组蛋白，探索含有
不同促溶标签的蛋白可溶性。其中 ６ＨＳＳ１
ＰＥ３８ＫＤＥＬ重组蛋白不含有促溶标签。ＴＨＮｐｕＣ
ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ、 ６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１、 ６ＨＭＢＰ
ＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ分别与 ６ＨＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ
对比可溶性，结果如图３。对比看出，相较无促溶
标签的 ６ＨＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ，含有 Ｔｒｘ促溶标签的
ＴＨＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ上清液中蛋白由４３％提

高到４７％；含有 ＭＢＰ促溶标签的 ６ＨＭＢＰＮｐｕＣ
ＳＳ１上清液中蛋白约为 ８７％，６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１
ＰＥ３８ＫＤＥＬ上清液中蛋白约为９８％。可见ＭＢＰ促
溶标签对本实验中重组蛋白促溶效果更佳，因此实

验选用ＭＢＰ作为促溶标签的重组蛋白用于后期纯
化。用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证蛋白，一抗为抗组氨酸标
签抗体（ａｎｔｉＨｉｓ），二抗用羊抗鼠二抗（ｇｏａｔａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＩｇＧ），结果如图４，结果表明４种表达蛋白为
所构建的重组蛋白。

３２２　重组蛋白的纯化　６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１与
６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ重组蛋白经过 Ｄｅｘ
ｔｒｉｎＢｅａｄｓ６ＦＦ（ＭＢＰ标签亲和柱）纯化后，使用
ＳＤＳＰＡＧＥ进行鉴定，结果如图５Ａ。结果显示条
带大小均符合理论相对分子质量。６ＨＮｐｕＮ蛋白
经过镍柱纯化后，结果如图５Ｂ。蛋白在６０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑浓度条件下开始洗脱，在２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑条
件下洗脱集中。将含有目的蛋白较多的收集液合

并，以待下一步反应。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ１％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
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ｐｒｉｍｅｒ１１ａｎｄｐｒｉｍｅｒ１２；（Ｂ）Ｌａｎｅ１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＰＥ３８ＫＤＥＬａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｒｉｍｅｒ５ａｎｄｐｒｉｍｅｒ６；Ｌａｎｅ２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＰＥ３８ＫＤＥＬａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙ
ｐｒｉｍｅｒ５ａｎｄｐｒｉｍｅｒ８；（Ｃ）Ｌａｎｅ１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＮｐｕＣａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｒｉｍｅｒ１ａｎｄｐｒｉｍｅｒ２；Ｌａｎｅ２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＳＳ１ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｒｉｍｅｒ３ａｎｄｐｒｉｍｅｒ
４；（Ｄ）Ｌａｎｅ１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＳＳ１ＰＥａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｒｉｍｅｒ７ａｎｄｐｒｉｍｅｒ８；（Ｅ）：Ｌａｎｅ１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｒｉｍｅｒ９ａｎｄｐｒｉｍｅｒ
１２；Ｌａｎｅ２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＭＢＰａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｒｉｍｅｒ９ａｎｄｐｒｉｍｅｒ１０
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ＬａｎｅＳ：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；ＬａｎｅＦ：Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ；Ｌａｎｅ１：Ｅｌｕｔｉｏｎｏｆ６ＨＮｐｕＮｕｓｉｎｇ６０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；Ｌａｎｅ２３：Ｅｌｕｔｉｏｎｏｆ６ＨＮｐｕＮ
ｕｓｉｎｇ８０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；Ｌａｎｅ４８：Ｅｌｕｔｉｏｎｏｆ６ＨＮｐｕＮｕｓｉｎｇ２００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ
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３３　内含肽的体外剪切反应
３３１　内含肽的体外剪切反应的检测　ＮｐｕＣ端
反应底物 ６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１和 ６ＨＭＢＰＮｐｕＣ
ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ分别与ＮｐｕＮ端表达产物６ＨＮｐｕＮ
反应，结果如图６所示。反应体系中出现了ＳＳ１预
期分子大小产物和 ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ预期分子大小
产物。由ＩｍａｇｅＪ计算得６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１的转化
率约为 ７４％，６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ的转
化率约为７０％。

Ｆｉｇｕｒｅ６　１２％ ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｉｎｔｅｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｃｌｅａｖａｇｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ（（ｔ＝２ｈ，Ｔ＝３０℃，ｃ（ＤＴＴ）＝１ｍｍｏｌ）
ＬａｎｅＭ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：ＮｐｕＣｃｌｅａｖａｇｅｐｒｏｄｕｃｔｏｆ
６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ｗｈｅｎａｄｄｅｘｃｅｓｓ６ＨＮｐｕＮ；Ｌａｎｅ２：ＮｐｕＣｃｌｅａｖａｇｅ
ｏｆ６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬｗｈｅｎａｄｄｅｘｃｅｓｓ６ＨＮｐｕＮ

３３２　影响内含肽的体外剪切反应的因素　６Ｈ
ＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１断裂效率受温度影响较小，在 ４，
３０，３７℃下断裂产物生成率基本相当；在ＤＴＴ浓度
为５ｍｍｏｌ／Ｌ条件下断裂产物生成率明显高于ＤＴＴ
不存在时断裂产物生成率，且断裂反应５ｍｉｎ之内
即可达到平衡。

６ＨＭＢＰＮｐｕＣＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ在低温下剪切
效率受到较大影响，在３０℃或３７℃条件下断裂产
物生成率较高；在ＤＴＴ浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ条件下断
裂产物生成率明显高于ＤＴＴ不存在时断裂产物生
成率，且断裂反应在３０ｍｉｎ内达到平衡。
３４　内含肽断裂后蛋白纯化

内含肽断裂后产物用镍柱除去未反应底物和

断裂杂质后，目的蛋白ＳＳ１与ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ保留
在流穿中，浓度较低。由于 ＣａｐｔｏＬ柱对于抗体可
变区域Ｋａｐｐａ片段具有很强的亲和力，因此在本实
验中用于富集镍柱流穿中的目的蛋白。结果表明，

ＣａｐｔｏＬ可捕获 ＳＳ１蛋白，对 ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ无明

显富集作用。ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果如图 ７所示。
图７Ａ为ＳＳ１除杂后 ＣａｐｔｏＬ捕获结果，图７Ｂ为
镍柱除杂后流穿中剩余的ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ。

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｆｔｅｒｉｎｔｅｉｎｃｌｅａｖａｇｅ
ＮｉｃｋｅｌｃｏｌｕｍｎｒｅｍｏｖｅｓｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓａｆｔｅｒＮｐｕＣ
ｃｌｅａｖａｇｅＴｈｅｎＣａｐｔｏＬｃｏｌｕｍｎｃａｐｔｕｒｅＳＳ１
ＬａｎｅＭ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；（Ａ）Ｌａｎｅ１：ＳＳ１ｃａｐｔｕｒｅｄｂｙＣａｐｔｏＬ
ｃｏｌｕｍｎ；（Ｂ）Ｌａｎｅ１：ＳＳ１ＰＥｉｎｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈａｆｔｅｒｒｅｍｏｖａｌｏｆｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ
ｂｙｎｉｃｋｅｌｃｏｌｕｍｎ

３５　Ｆｏｒｔｅｂｉｏ检测亲和力
ＳＳ１及其免疫毒素ＳＳ１Ｐ能够特异性的与人源

ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ蛋白结合。利用生物膜干涉技术检测断
裂后纯化的 ＳＳ１与 ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ与生物素化人
源间皮素之间的亲和常数，检测结果显示（图８），
断裂纯化后的 ＳＳ１与 ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ的亲和力常数 Ｋｄ
为１５９×１０－７ｍｏｌ／Ｌ，ＳＳ１Ｐ与ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ的亲和力
常数Ｋｄ为２０３×１０

－７ｍｏｌ／Ｌ，二者的亲和力常数
相当。

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ａｆｆｉｎｉｔｙａｎｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ
ｈｕｍａｎｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎｉｓ１００ｎｍｏｌ，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｓ２０，５０，１００，２００，３００ｎｍｏｌ／Ｌ
Ａ：ＡｆｆｉｎｉｔｙａｎｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＳＳ１ａｎｄｈｕｍａｎｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ（Ｋｄ
１５９×１０－７ ｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ：ＡｆｆｉｎｉｔｙａｎｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＳＳ１
ＰＥ３８ＫＤＥＬａｎｄｈｕｍａｎｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ（Ｋｄ２０３×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）
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　讨　论

本实验中，应用断裂内含肽实现蛋白ＳＳ１与免
疫毒素ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ的可溶性表达，既可以省略
包涵体复杂的变复性过程，又可以降低去除促溶标

签的成本，对今后免疫毒素的生产过程优化具有重

要借鉴意义。

本课题中，内含肽 ＮｐｕＤｎａＥ断裂效率略大于
７０％，断裂效率还有待于进一步提高。推测较低的
断裂效率可能由于目的蛋白的首三位氨基酸残基

与ＮｐｕＣ天然的 Ｃ端外显肽首三位氨基酸残基不
同导致。大部分 ＤｎａＥ内含肽 Ｃ端连接的外显肽
首三位氨基酸残基为高度保守的“ＣＦＮ”（半胱氨
酸、苯丙氨酸、天冬氨酸），尤其是外显肽首位半胱

氨酸对内含肽剪接、剪切活性具有重要作用［１８］，而

本研究是为了探索开发适合于抗体片段及免疫毒

素等药用重组蛋白的纯化方法，需避免在目的蛋白

中引入外源氨基酸，因此 ＮｐｕＣ与目的蛋白之间并
未使用连接子进行连接，ＮｐｕＣ的 Ｃ端外显肽首三
位氨基酸残基即为 ＳＳ１的首三位氨基酸残基
“ＤＩＥ”（天冬氨酸、异亮氨酸、谷氨酸），外显肽首三
位氨基酸的差异可能在一定程度上降低了断裂效

率［１９－２０］。此外，本实验发现 ＳＳ１Ｐ相较于 ＳＳ１而
言，剪切效率较低，且受温度影响较大，推测是由于

外显肽自身构象会影响内含肽的断裂［２１］，片段抗

体ＳＳ１及其免疫毒素 ＳＳ１Ｐ，结构上毒素分子的差
异可能造成了断裂产物生成率与剪切速度上的差

异。本实验还观察到 ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ不能很好地
与ＣａｐｔｏＬ柱结合，同样提示 ＰＥ３８ＫＤＥＬ片段的存
在可能影响了ＳＳ１与ＣａｐｔｏＬ柱子的亲和。为进一
步探究断裂效率的具体影响因素，可分别通过在外

显肽中引入外源氨基酸“ＣＦＮ”探究连接外显肽的
首三位残基的影响，进一步可通过定向进化筛选对

外显肽首三位氨基酸宽泛性更佳的内含肽突变体；

此外，由于ＮｐｕＤｎａＥ等天然断裂内含肽在有变性
剂存在的条件下仍能保持优异的活性，可尝试通过

加入尿素破坏蛋白空间结构的方式探究外显肽构

象对断裂效率的影响。

经Ｆｏｒｔｅｂｉｏ验证，借由本研究表达纯化方法得
到的ＳＳ１与ＳＳ１ＰＥ３８ＫＤＥＬ均具有亲和活性，表明
方案设计的免疫毒素可溶性表达工艺具有潜在实

际应用价值。同时，本研究仍有许多方面需要进行

更加深入的研究，例如内含肽剪接反应后产物的进

一步纯化方法的开发，空间结构的因素是否影响断

裂反应效率等。
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·新药研发·

２０２０年中国创新药物态势

过去的２０１９年，国家医保目录谈判、“４＋７”带量采购、新药审批加速等，对中国创新药市场影响巨大。无论是大
型传统药企，还是中小型生物科技公司都渐渐认识到，需要扎扎实实做创新。

据了解，２０１９年是中国生物医药行业的政策创新年，２０１９年８月，我国《药品管理法》实行了１８年来的一次重大
修订。本次修订涉及多项调整，例如明确药品上市许可持有人制度；实施临床试验备案制；通过药品追踪确保问责；

用自主申报和跟踪检查替代临床试验机构资格认定等。而曾经长达８年没有调整的中国医保目录也在２０１９年迎来
再次更新，在此状态下，预计医保目录的频繁更新将会成为常态。另外带量采购由“４＋７”模式进一步扩大至全国范
围，使未能进入集采名单的药企遭到一定的打击。国家药监局的持续改革掀起了新药上市的热潮。

过去一年，中国创新药在某些重大疾病领域及出海上实现了从０到１的突破。业内表示，我国新药上市的速度
往往滞后于国外５～１０年，但是基于２０１９年在中国上市的所有新药统计，这一数字已缩短至４年左右，有一些药已经
缩短到１年甚至更短。如今２０２０年已经到来，中国创新药或将再次步入发展的高峰。

据公开资料统计，２０１９年，中国本土获批的创新药共有９款，其中有名的小分子药物当属国产１类创新药本维莫
德和ＢＴＫ抑制剂泽布替尼。据预计，２０２０年或将上市十款国产创新药，皆为小分子药，数据再创新高。除此之外，跨
国药企正在加快将海外新药引入中国市场的速度，２０２０年，多款进口创新药有望在国内市场获批上市。

有分析人士表示，从新药创制纳入国家科技重大专项，到新药获批量连年增加、速度加快，再到国产创新药不断

上市，中国的医药创新之路在国家政策和资本市场的双重助力下，越走越顺畅。

另外，医药市场的持续繁荣也直接助力行业发展。数据显示，２００７～２０１７年，我国医药市场的总产值增速持续攀
升，复合增长率超８％，成为全球医药行业较大的新兴市场。而逐年增加的研发投入为医药创新带来强劲动力，预计
２０１２至２０２１年总投入将近３００亿美元。

通过对医药行业空间的看法，业内得出对医药行业投资的核心思想———永远拥抱创新，选择核心具创新能力的

药企。

据了解，在医药及生物技术领域，当前发展亮眼的是创新药赛道。鼓励技术创新的政策红利、生物技术人才“海

归潮”的出现、港交所允许未盈利的生物技术公司上市、科创板的开板，都是过去以及接下来中国医药自主创新力集

中爆发的理由。随着市场的发展，投资机构对“全球新”项目的偏好越来越强烈，倾向具备全球技术创新力、有能力获

得海外市场份额的企业。

（来源：制药网，本刊有删改）
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