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摘 要 ：目的：获得细胞毒性T 淋巴细胞相关分子4 胞外结构域（exCTLA4)在大肠杆菌中高效表达的条件，

并纯化获得高纯度的重组蛋白.方法：构建原核表达质粒pET28a — exCTLA4并转人大肠杆菌Transetta (D E3)中，

通过改变诱导物IPTG浓度、细菌培养温度和时间，获得了 exCTLA4 的最佳表达条件.收集最佳诱导条件下表达ex- 

CTL A 4 的菌体，将菌体超声破碎后，离心分离exCTLA4 包涵体，用低浓度尿素（2 mol • Î 1)洗去大部分背景蛋白 

后，再用高浓度尿素（8 mol* L-1)溶解包涵体，进一步用镍离子亲和层析方法得到高纯度exCTLA4.结果：构建了 

表达载体 pET28a—exCTLA4,获得了 exCTLA4 在 Transetta (DE 3)中的最佳诱导条件，即在 1 mmol . L—1 IPTG、

25 'C下，诱导6 h能得到最佳表达，但重组蛋白以包涵体形式存在.通过纯化exCTLA4 包涵体及进一步的镍离子亲 

和层析获得了高纯度的目的蛋白，Western blot鉴定为CT L A 4.结论：获得了 exCTLA4 重组蛋白在大肠杆菌中的最 

佳表达条件和纯化方法及步骤，为该蛋白的应用奠定了基础.
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C T L A4 是第一个发现的免疫检测点受体[1]，属于 CD2 8免疫球蛋白超家族成员，在 T 细胞或 B 细胞中 

表达[2—4] •人源全长的 C T L A4 又称为亚型 1 或跨膜 C T L A4 (transmembrane C T L A4，Tm—C T L A4). Tm— 

C T L A4 由 4 个外显子拼接而成，其中第一个外显子编码含信号肽序列，第二个外显子编码位于细胞外的免 

疫球蛋白可变区结构域，即胞外结构域（exCTLA4)，第三个外显子编码跨膜结构域，第四个外显子编码胞内 

结构域[5].如果 C T L A4 的 m R N A在剪接成熟中失去外显子3，则 由 1，2 和 4 个外显子拼接成C T L A4 的亚 

型 2 又称为可溶性C T L A4 (soluble C T LA4，sC T LA4). sC T LA4 主要表达在静息期的CD4 +和 CD8 +中，无 

跨膜结构域，且胞内结构域也因移码提前终止[6].

Tm — C T L A4 主要表达在活化T 细胞和调节性T 细胞表面，形成同源二聚体糖蛋白受体，是 T 细胞的 

共抑制因子，当与抗原呈递细胞（antigen-presenting cell，A PC)表面的B7 — 1CCD80)或 B7 — 2CCD86)配体结 

合后，C T L A4 可以负向调节T 细胞的活化，导致 T 细胞应答的下调[1’7].在肿瘤的免疫治疗中，阻断活化 T 

细胞的抑制信号通路，可以重新激活T 细胞的免疫反应从而激活T 细胞的抗肿瘤作用[8]，因此，C T L A4 的 

单克隆抗体已成为具代表性的新型抗肿瘤药物.sC T LA4 与 A P C 细胞表面的B7 结合，一方面能干扰B7 与 

了细胞共刺激受体CD2 8介导的 T 细胞激活应答;另一方面也能干扰B7 与 Tm — C T L A4 结合介导的了细 

胞抑制应答[3,6,9]. sC T LA4 的异常表达能打破T 细胞活化和抑制的平衡，打 破 T 细胞的稳态从而导致免疫 

相关疾病，大量的数据也显示在正常人血清中能检测到低水平的sC T LA4,而在患有自身免疫疾病的患者血 

清中显著升高，如格雷夫斯病（Graves’ disease)[1°]、桥本甲状腺炎 （ Hashimoto thyroiditis)[1°]、系统性硬化 

症 （ multiple sclerosis)[11’12]、系统性红斑狼疮 （ systemic lupus erythematosus，SLE )[13]、 l 型糖尿病 （ type 1 

dlabetes)[14]和类风湿性关节炎[15]等.因此，sC T LA4 也是自体免疫疾病标志物的开发靶标[6].
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两种亚型的C T L A4 所发挥作用的关键步骤就是由第二个外显子编码的免疫球蛋白可变区结构域与 

B7 类受体的结合.因此，无论作为开发C T L A4 的临床治疗性或检测类抗体，还是作为检测试验的阳性对照 

物，表达并纯化大量 exCTLA4 有重要的应用价值.但是迄今为止，尚无高产量且高纯度的C T LA4 重组蛋 

白，限制了其实验研究和商品化应用.本研究构建了 exCTLA4 的原核表达载体，在 大 肠 杆 菌 Transetta 

(DE3)中通过优化诱导时间、表达温度、诱导物用量等，获得了高效的重组蛋白表达条件.高水平表达的胞外 

结构域主要以包涵体形式存在，从获得的包涵体进一步纯化、复性获得大量可溶的 exCTLA4. exCTLA4 的 

高效表达与纯化为临床研究或商业化开发提供了保障.

1 材料及方法

1. 1 材 料

原核表达质粒pET28a 购自 Novagen公司，C T L A4 胞外区由上海生工生物工程公司合成，大肠杆菌感 

受态 DH5a、Transetta(DE3)购自全式金公司.限制性内切酶 （ Nde I ， Xho I ) ， PrimeSTAR Max DNA Poly

merase，！̂  DNA 连接酶和 DNA Marker(DL2000) 购自 TTaKaRa 公司 ，琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒和质粒 

D N A小量提取试剂盒购自OMEGA BIO-T E K 公司，C T L A4 抗体购自北京义翘神州生物技术有限公司，引 

物由苏州金唯智生物科技有限公司合成.

1.2 方 法

1.2.1 exCTLA4 序列合成与引物设计

根据 GenBank数据库中人源C T L A4 基因序列（NM_005214. 4)合成了 exCTLA4 序列•通过Primer 

5. 〇软件设计引物如下：5' — CTG TCC A T A TG A A AGC A ATG C ACGTG — 3'(下划线部分为 Nde I 酶切位 

点）和 5' — CCACTTCGAGTCAGTCAGAATCTTGGGCAC — 3'(下划线部分为 X/i〇 I 酶切位点），将 exCT- 

L A4 序列扩增并构建到PE T28a 载体的相应酶切位点.

1 . 2 . 2 表达载体的构建

以合成的序列为模板，利用 PnmeSTAR Max D N A聚合酶进行P C R 反应获得目的片段，反应条件为： 

9 4 。<3 预变性 3 min，9 4 。<3 变性 30 s，6 0 。<3退火 30 s，7 2 。<3 延伸 30 s，30 个循环后 7 2 。<3再延伸 5 min. PCR 产 

物经 1 % 琼脂糖凝胶电泳检测，胶回收试剂盒回收目的片段.

pET28a 经限制性内切酶JWe I 和 X/w I 双酶切，后经 1 % 琼脂糖凝胶电泳回收载体片段.在T 4 DNA 

连接酶作用下将目的片段与载体相连接，将重组质粒 pET28a —exCTLA4 转化至感受态细胞DH5a 中，挑 

取单克隆，提取质粒进行酶切鉴定，并将阳性样品送至金唯智公司测序.

1. 2. 3 诱 导 exCTLA4 表达的 IP T G 浓度优化

将测序正确的pET28a — exCTLA4 转化至大肠杆菌Transetta(DE3)中，挑取单克隆至含卡那霉素抗性 

的 L B 液体培养基中，37 ，200 r/m in震荡培养过夜.第二日，按 1 : 1 0 0比例将上述培养物分别扩大培养至 

5 份 10 m L 的 L B 中，培养条件不变，当菌液OD6。。约为 0. 6 时，加 人 IP T G 使其终浓度分别为：0、0. 1、0. 5、 

1、2 mmol . L-1,37 ’C 诱导 4 h 后收取菌体.菌体用 lXloading buffer重悬，并于沸水中煮5 min，10 OOOXg 

离心 10 min，取上清进行SDS-P A G E检测.

1. 2. 4 诱 导 exCTLA4 表达的温度条件优化

当菌液〇06。。约为 0. 6 时，加人终浓度为0. 5 mmol . L-1的 IP TG，分别于 16、25、30、37 诱 导 exCT- 

L A4 的表达，4 h 后收取菌体，制备样品进行SDS-P A G E检测.

1. 2. 5 诱 导 exCTLA4 表达的时间条件优化

当菌液OD6。。约为 0. 6 时，加人终浓度为0. 5 mmol . L^1的 IP T G 诱 导 exCTLA4 的表达，并分别在诱 

导前、诱导后 2、4、6、8、20 h 时间点取样，收取菌体，制备样品用SDS-P A G E 电泳检测最佳诱导时间.

1.2.6 exCTLA4 表达的可溶性分析

收集诱导后的菌体，用结合缓冲液（〇_ 1 mmol . L-1 NaH2P0 4 —2HzO ,0. 01 mmol . L-1 T ris，pH8. 0) 

重悬，冰浴上超声6 s，停 8 s，反复此步骤10 min.在 4 SC ，10 OOOXg条件下离心20 min，分别取部分上清和
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沉淀进行 SDS-P A G E检测.

1. 2. 7 exCTLA4 表达的纯化

按上述优化后的表达条件，在 1 L 含卡那霉素抗性的L B 液体培养基中扩增，诱导目标蛋白表达.收集 

菌液，离心，去上清，一 20 C 保存备用 .将收集的菌体重悬于 100 m L 结合缓冲液中（0. 1 mmol • L 1 

NaH2P0 4—2H2O ,0. 01 mmol • L 1 丁ris，pH8. 0)中，冰浴上超声 6 s ，停 8 s，反复此步骤 20 min.在 4 °C ， 

10 000 X 暮条件下离心20 min，取沉淀.50 m L 含 2 mol • L 1尿素的结合缓冲液重悬包涵体沉淀，放置 

10 min. 4 C ，10 OOOXg条件下离心10 min;重复此洗涤步骤3 次 .用 40 m L 的 8 mol • L 1尿素溶解包涵 

体，4 C 放置过夜.第二日，包涵体溶解液在4 C ，10 000X g 条件下离心30 min，取上清.目标蛋白的纯化依 

照 Novagen公司 Ni-NTA His • band resins使用方法进行操作.

1. 2. 8 纯化蛋白的Western B lo t分析

按常规对诱导前及纯化的重组蛋白进行SDS — P A G E和电转移，电转移后，P V D F膜用封闭液于37 C 

封 闭 1 h，分别加入用 I X 丁BS丁稀释的抗H is标签的鼠抗以及抗C T L A4 的兔抗，4 C 孵育过夜，1X T B S丁 

洗 涤 3 次，每次洗涤10 min.分别加入用1 X T B S T 稀释的 H R P标记的山羊抗鼠 Ig G 及山羊抗兔 Ig G抗体， 

室温孵育40 min， lX  丁 BS 丁洗涤3 次，每次 10 min，加入显色底物，化学发光显影.

2 结 果

2.1 exCTLA4 的表达质粒构建

通过 P C R扩增出的片段经1 % 琼脂糖凝胶电泳检测，在 378 b p处出现与预期大小相符的片段.重组表 

达质粒 pET28a—exC TL A4 经 N心 I ，X/z〇 I 双酶切后，琼脂糖凝胶电泳显示在378 b p处有一条与 PCR 

产物大小一致的条带，在约 5 〇00 b p处有一条与载体pET28a 双酶切后大小一致的条带.D N A测序结果与 

已知序列经B L A S T 比对完全一致，且无突变发生.说明pET28a — exCTLA4 表达质粒构建成功.

2.2 exCTLA4 表达条件的优化

本研究测试了诱导物浓度 IPTG、诱导温度和诱导时间3 方面因素对 exC T L A4 高效表达的影响.不同 

浓度 IP丁G 的诱导结果如图2A 所示，泳道 1 为 IP丁G 诱导 

前 ，泳 道 2 〜 6 分 别 为 I P T G 浓 度 为 0、0. 1、0. 5、2及

1 mmol • L 1下 ，37 T：诱 导 4 h 后菌体蛋白的电泳图谱.与 

未加 IP 丁 G (泳 道 1)组相比，I P T G 浓 度 为 0. 1、0. 5、1及

2 mmol • L 1 条件下，e x C T U U 重组蛋白（14. 5 kD)在转 

化的表达菌株中均有表达.重复三次后，统计分析最佳的 

IP T G 浓度，如 图 2B 所示，在 IP T G 浓 度 为 1 mmol • L 1 

时，exCTLA4 的表达量较局.

不同温度下对 exCTLA4 诱导表达的结果如图3A 所 

示 ，在 IP T G 浓度为 1 mmol • L -1时，分别在16、25、30靠 

37 C诱 导 4 h 后菌体的蛋白表达情况.重复|次后的统计 

结果如图3B，诱导温度为25 °C 时蛋白表达量最高.不同诱 

导时间对 exC丁L A4 的表达量影响如图 4A ，在 IP丁G 为 

1 mmol • L 1，温度为25 °C 条件下，将诱导不同时间的菌 

体收集处理后，SDS-P A G E 电泳检测蛋白质表达量的变化，发现在诱导时间为6 h 时(泳道4)，exCTLA4 蛋 

白的表达量要稍高于其他几个泳道(图4B).

2. 3 exCTLA4 表达的可溶性分析与纯化鉴定

本试验中发现，在上述不同 IPTG、诱导温度和诱导时间下，exC T L A4 大多数以包涵体形式存在.实验 

选 择 1 mmol • L 1的 IP T G 浓度，25 C诱 导 6 h 后收集重组蛋白的包涵体(图5A ).包涵体用低浓度尿素洗 

涤 3 次，高浓度尿素溶解，经镍离子亲和层析柱纯化，一次纯化就可得到较高纯度的重组蛋白(图5B).



擊 嫌 ° 2 ^  6 ^  1

诱导时间/h

A B

图A:M:蛋白marker (kD);l:诱#前 pKT28a-exCTLA4全茼诳闩；2-6分别为:诱$ 2 、 4、 6、 8、20 h全菌诳R •图B:A中 

对应泳道的重组蛋白与菌体的内参蛋白的相对表达量.注:*作为菌体的内参蛋白.箭头所指位置为重组蛋白.
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图A:M:蛋丨'丨marker (kD);l :诱好前pKT28a-oxCTU4全菌蛋丨勺;2-6分别为:IPTG浓度为0、0. 1、0.5、2、1 mmol.L-1条件诱导的全菌 

蛋白.图B: A中对应泳道的重组蛋白与菌体的内参蛋白的相对表达量.注:*作为菌体的内参蛋白，箭头所指位置为重组蛋良

图2 不同IPTG浓度对exCTLM表达的影响
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陶A:M:蛋內marker (kD) ;1:诱异前pET28a-exCTLA4全茼逬良2-5分别为：16、25、 30、37 °C条件诱导的全菌纸自， 

图B:A中对应泳道的重组蛋白与菌体的内参蛋白的相对表达量.注:*作为菌体的内参蛋白，箭头所指位置为重组蛋白..

图3 不同诱3温度对(3XCTLA4农达的影响
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将得到的高纯度蛋白进行Western B lo t鉴定，结果显示(图5C)，未诱导的菌体(对照组）没有出现特异 

性条带，而实验组在约14.5 k D 处出现一条特异性条带，与 SDS — P A G E 电泳出现目的蛋白带的位置相符， 

符合预期.

图4 不丨诱4:时间对〇xCTLA4农达的影响
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3 讨 论

本研究选用p E T 28a 作为表达载体，筛选了 e x C T L A 4 在大肠杆菌中的高水平表达条件，并成功分离纯 

化了目的蛋白.影响目的基因在大肠杆菌中表达的影响因素较多，本研究中对影响蛋白表达产量的I P T G 浓 

度、诱导温度和诱导时间 3 个因素进行了优化.诱导浓度及诱导时间对蛋白表达影响稍大，在 I P T G 的诱导 

浓度达到 1 mmol  • L  1时，蛋白表达量最 

高，若继续增加诱导剂的浓度，蛋白表达量 

反而下降;在诱导时间的优化中，发现蛋白 

表达量在诱导6 h 后达到最高，随着诱导 

时间的延长，蛋白表达量反而呈现下降的 

趋势.诱导温度除 16 C 蛋白表达量较低 

夕卜，其余温度对表达量影响不大，在 25 °C 

时表达量稍高，因此选择此温度作为诱导 

温度.

虽然优化了多种表达条件，重组蛋白 

仍以包涵体形式存在，包涵体是外源基因 

在细胞中表达时形成的一种膜包裹的高密 

度、不溶性蛋白颗粒[1C，形成的主要机制 

为蛋白合成速度较快，导致蛋白不能进行正确的折叠[1I:.但是这种表达形式可避免宿主细胞蛋白酶对目的 

蛋白的降解，有利于保持重组蛋白的完整，也有利于后续的纯化.通过收集诱导后的菌体，离心去除培养液， 

超声破碎法来获取包涵体.因为盐酸胍作为一种强变性剂，在蛋白复性过程中可能会导致蛋白形成多聚体， 

且对 S D S - P A G E造成影响，不利于检测[1« ，本研究选用尿素作为变性剂洗涤，先用低浓度的尿素 (2 mol • 

L 1)去除大部分包涵体上黏附的杂质，如一些膜碎片和膜蛋白等，再用高浓度的尿素 (8 mol • L 1)破坏蛋 

白间的氢键溶解包涵体蛋白[10]，在此基础上，进一步的用亲和层析纯化蛋白.本研究用尿素作变性剂的另一 

个原因是在镍离子亲和层析纯化蛋白过程中，易于通过改变缓冲液的p H 值来洗脱重组蛋白次纯化即可  

获得较高纯度的目的蛋白，因此有利于表达蛋白的纯化工艺.此外，尿素毒性低于盐酸胍，也方便重组蛋白的 

后期应用.

本研究成功地在大肠杆菌中表达了 e x C T L A 4,并优化得到了最佳表达条件，获得了高纯度的重组蛋白， 

建立了一条简单、高效制备e x C T L A 4 的路线，为进一步开展其相关功能性研究提供了样品保障.
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High Level Expression and Purification of Extracellular Domain of CTLA4

Guo Xinxin1 , Liu Qing1 , Feng Huigen2 , Yuan Zhiqing2 , Lin Juntang1，2 , Fan Jinyu1，2

(1. Stem Cell and Biological Treatment Engineering Research Center of Henan Province, Xinxiang 453003»China；

2. College of Life Science and Technology, Xinxiang Medical U niversity, Xinxiang 453003, China)

Abstract ： Objective：The work aims to obtain the conditions for efficient expression of extracellular domain of cytotoxic 

T-lymphocyte-associated protein 4(exCTLA4) in Escherichia coli and to acquire high purity recombinant protein. Methods ： 
The sequence of exCTLA4 was constructed into prokaryotic expression vector of pET28a, namely pE丁28a —exCTLA4, which 
was then transferred into Escherichia coli Transetta(DE3). The optimal expression conditions of exCTLA4 were obtained by 
changing the inducer concentration of IPTG, the temperature of bacterial growth and the time of recombinant protein induction. 
The bacteria were harvested under the best induction conditions. The inclusion body of exCTLA4 collected and purified from 
bacteria was dissolved in 8 mol • L_1 urea， and then purified by nickel ion affinity chromatography. Results： The expression 
vector of pET28a~ exCTLA4 was constructed and the optimal conditions for exCTLA4 expression in Transetta(DE3) were ob
tained , which was best expressed at 1 mmol • L_1 IPTG at 25 °C for 6 h, but the recombinant protein was expressed in inclu
sion body forms. High purity protein was obtained by purification of exCTLA4 inclusion bodies and further by nickel ion affini
ty chromatography. The recombinant protein of exCTLA4 was identified by Western blot. Conclusion： The conditions of opti
mal expression for recombinant protein of exCTLA4 in Escherichia coli are obtained, and high purity recombinant protein is ac
quired by inclusion body purification and nickel ion affinity chromatography.

Keywords:CTLA4; prokaryotic expression; protein purification
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