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切除 GST标签的重组蛋氨酸酶及多抗制备
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［摘要］目的 优化表达条件后纯化出切除 GST标签的 Met-PGEX-4T-1蛋白，制备出假单胞菌来源的多克

隆抗体．方法 将蛋氨酸酶 （L-methionine gamma-lyase，Met） 的基因克隆至 pBSK 载体中，形成重组质粒

pBSK-Met，采用基因工程技术将 pBSK-Met与 PGEX-4T-1载体连接，形成 Met-PGEX．利用大肠杆菌表达系统

诱导表达出 Met-PGEX，采用亲和层析法过柱纯化 Met-PGEX，凝血酶切除分子量为 26KD的 GST标签，免疫新

西兰兔制备出蛋氨酸酶多克隆抗体 Met PcAb，双向免疫扩散实验测多克隆抗体效价为 1:128，间接 Elisa法测效价

1:1×105．结果 成功表达纯化出纯度大于 90%的 Met-PGEX并制备出多克隆抗体．结论 所制备的多克隆抗体

可用于检测不同来源重组蛋氨酸酶抗原差异性变化．
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［Abstract］ Objective To optimize the expression conditions，purify Metase-PGEX-4T-1 protein cleaved

GST tag and product polyclonal antibody by ．Methods Recombinant plasmid of

pBSK-Metase was obtained by combining L-methionine gamma-lyase and PBSK．Met-PGEX was prepared

connecting to PBSK-Metase and PGEX-4T-1 by using gene engineering technique．Met-PGEX was expressed

inducible by expression system. The expressed protein was purified by GST SefinoseTM Resin

affinity chromatography. The GST tag with the relative molecular mass of 26KD was cleaved by thrombin. The titer of

new Zealand white rabbit antisrum was 1:128 on double immunodiffusion， and up to 1:1×105 by indirect ELISA．

Results The Met-PGEX with a purity of over 90% was successfully expressed and purified．Conclusions The

polyclonal antibody prepared could be used to detect the changes from different origin recombinant L-methionine

gamma-lyase.
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蛋氨酸酶具有旋光性，在动物体内 L型易被

肠壁吸收，D型需转化为 L型才能参与蛋白质合

成[1]，本文所指的蛋氨酸酶为 L-蛋氨酸酶γ-裂

解酶，目前已有报到通过基因工程方法生产精氨
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酸酶、蛋氨酸酶、苯丙氨酸酶等，但都处于临床前

期研究阶段，限制其临床应用的主要问题是专一

性和免疫原性，通过对含蛋氨酸酶基因的构建，

使其专一性更强、免疫原性更低是研究关键．厉

保秋等研究表明，蛋氨酸酶在人肿瘤裸鼠模型中
表现出广泛的抑瘤作用，在猕猴模型中能有效降

低血浆蛋氨酸水平，蛋氨酸酶是一种良好的抗肿

瘤药，但因其免疫原性强限制临床应用，如能进

行化学修饰增加药物作用时间降低其免疫原性，

可增加用药安全性[2]．制备出原核来源 IgG型多克

隆抗体（Met PcAb）以下简称多抗，检测不同来源

重组蛋氨酸酶抗原差异性变化，为更好研究重组

蛋氨酸酶抗肿瘤作用提供坚实的基础．

1 材料与方法

1.1 材料

IPTG、 PMSF、 L-Glutathione（ Reduced）、

Thrombin（1000U）购自上海索莱宝生物科技有限

公司，SDS L5750、FCA、FICA 购自 Sigma 公司，

GST Sefinose TM Resin购自上海生工，TMB底物显

色试剂盒（20×）、山羊抗兔 IgG（H+L）、HRP购

自康为世纪公司，化学发光成像系统 Bio-RAD

chemical XRS+，电泳凝胶成像分析仪 Bio-RAD

Universal HoodⅡ，TWeen-80 购自 Biosharp 公司，

DH5a D9057、蛋白 MakerD531购自 TakaRa公司．

1.2 方法

1.2.1 重组蛋氨酸酶的表达条件优化 将质粒

Met-PGEX转入大肠杆菌 DH5а中，挑取单菌落

在含氨苄青霉素的 5 mL LB 培养基中，置 37℃，

180 r/min摇床过夜培养 12 h后转入 100 mL菌液，

紫外分光光度计测 OD600 值为 0.6时加入终浓度
0.6 cm IPTG诱导 5 h，诱导温度为 31℃，4℃下 10

000 r/min离心菌液沉淀 10 min，PBS洗涤 2次并称

重[3]．

1.2.2 重组蛋氨酸酶纯化及柱上切除标签 将收

集好的菌液沉淀按每 0.1 g 湿菌加入 6 mL PBS 悬

浮，加入终浓度 0.5 mM PMSF，置于冰水混合物中

超声裂解，功率 30%，工作 5 s，间歇 5 s，共超声

30次，显微镜下观察无杆状菌体，4°C，10 000

r/min，离心 10 min，肉眼观察离心后沉淀少，上

清清亮并无黑色碳化物质出现，破碎上清过 0.45

um滤膜．取 4 mL上清过 GST柱，反复挂柱 2次，

流速控制为 5 s 1滴，10倍柱床体积 PBS清洗杂蛋

白，800 r/min离心柱子 2 min，加入 20 U Thrombin

于 1 mL PBS中柱上切除标签蛋白，柱子置于 4℃

冰箱 12 h 后，离心收集切后蛋白， 43 κD

Met-PGEX流出，26κD标签蛋白则挂在柱子上，

20 mM还原型谷胱甘肽洗脱液 3 mL洗脱标签蛋白，

PBS 冲洗柱子．收集各步洗脱液 20 滋L 留样，

SDS-PAGE电泳鉴定[4，5]．
1.2.3 Met PcAb制备（1）抗原准备：切掉标签

的 Met-PGEX，第 1 次免疫取 300 ug稀释到 1 mL

PBS中，FCA 1 mL超声乳化至乳白色，取一滴滴

入水中不扩散为可以注射，注射前滤膜过滤．首

次免疫使用 FCA 乳化蛋白，其余 4 次免疫使用

FICA 乳化蛋白；（2）免疫过程：选取 2～2.5 kg

雄性耳缘静脉明显易于抽血的新西兰免，免疫前采

血 1 mL 作为阴性对照．每次免疫注射用量为 2

mL，共免疫 5次．使用 1 mL注射器皮下多点注

射，1个部位 0.5 mL注射量，倾斜 45°回抽无出

血皮下刺入．首次免疫至第 2次间隔 14 d，其余 3

次间隔时间为 7 d．第 2次免疫后耳缘静脉采血，

双向免疫扩散法粗测效价[6]；（3）多抗收集：采

血前动物禁食 12 h，采用颈动脉放血法收集兔血．

术前先用 10 mL 5％水合氯醛麻醉动物检查无角膜

反射．剪去手术区域兔毛，钝性分离颈部皮肤，剪

开筋膜．观察颈总动脉位于食管气管两旁斜行，摸
到动脉搏动．用手术线结扎远心端颈总动脉，针头

向心方向刺入颈总动脉，另一人收集血液，共收集

90 mL，收集的兔血室温放置 2 h，有血凝块形成分

层，取上清室温离心 5 000 r/min，离心 10 min，吸

出上层血清分装，共收集 35 mL多抗血清，-80℃

冰箱保存；（4）蛋氨酸酶多克隆抗体效价检测：

双向免疫扩散实验粗测多抗效价．铺板 微波炉加
热 1.2%琼脂糖盐水，厚度为 2～3 mm，倒板时勿

剧烈震荡以防止气泡产生．打孔 待琼脂冷却后，

用直径 3 mm 的吸管打孔，梅花形孔间距 4～5

mm．加样 取纯化后 1 mg/mL Met 融合蛋白 20 滋L

加入中间孔，依次加入阴性对照 PBS，多抗原液，

1:2，1:4，1:16，1:32，1:64，1:128 倍数稀释，每

孔加样 20 uL；（5）抗原抗体反应性检测：棋盘

滴定法筛选出最佳抗原包被浓度为 50 ng/孔，二抗

反应浓度为 1:2×104．间接 Elisa 法测多抗效价，

设置空白、阴性、阳性 3组，每组 3个平行孔．包

被时用酶切后纯度 90%以上 Met-PGEX 蛋白，50

ng/100 滋L每孔包被聚丙乙烯板，4℃过夜．次日

PBST甩干洗涤 3次后后用 5%脱脂奶粉 37℃水浴

中封闭 2 h．洗涤后空白组一抗加入 100 滋L PBST，
阴性组一抗加入未免疫过兔血清 1:100倍稀释，阳

性组一抗分别加入稀释 800倍、6 400倍、12 800

倍、25 600倍、51 200倍、102 400 倍稀释血清，
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每孔 100 uL，37度反应 1 h．洗涤后加入 1:2×104

羊抗兔 IgG（HRP） 作为二抗，每孔 100 滋L，37

度反应 1 h．TMB底物显色剂每孔 100 滋L，避光反

应 20～30 min．每孔加 1 M硫酸 50 uL终止反应．

酶标仪 OD450读数．

2 结果

2.1 酶切后蛋白纯度分析

Met-PGEX诱导表达后，SDS-PAGE电泳分析

切除标签之前 Met-PGEX 融合蛋白分子量为 69

κD（见图 1第 2泳道），切除 GST标签蛋白部分后

Met-PGEX分子量为 43κD（见图 1第 4泳道），分

子量与标准蛋白 Maker相对应，Image Lab软件分

析切掉标签后的 Met-PGEX纯度大于 90%．

图 1 切除标签后Met-PGEX

Fig. 1 The Met-PGEX cleaved of GST Tag

1:Marker；2:破碎后上清；3:过柱后废液；4:切后流出液；

5:PBS洗脱；6:PBS洗脱；7:PBS洗脱；8:20 mM还原型谷

胱甘肽洗脱；9:20mM还原型谷胱甘肽洗脱.

图 2 二免后双向免疫扩散测多抗效价
Fig. 2 The titer detected by double immuno diffusion

after secondary immune

图 3 五免后双向免疫扩散后测多抗效价
Fig. 3 The titer detected by double immuno diffusion

after the fifth immune injection
A:原核来源蛋氨酸酶与多抗反应；B:真核来源蛋氨酸酶与
多抗反应.

A B

图 4 不同稀释倍数多抗间接 Elisa法测多抗效价

Fig. 4 The titer of polydonal antibody detected by

indirect ELISA with different dilution ratio

2.2 双向免疫扩散法抗体效价测定

新西兰兔第 2次免疫 7 d后耳缘静脉采血，梅

花形打孔逆时针方向依次为 PBS孔、多抗原液、1:

2倍、1:4倍、1:8倍、1:16倍稀释，观察周围孔与

中间孔出现沉淀线，1:8 处消失，抗体效价为 1:4

（见图 2）．最后一次免疫后采集血清分别与原核、

真核重组蛋氨酸酶做双向免疫扩散实验，周围孔

顺时针方向依次为 PBS孔，1:16倍、1:32倍、1:64

倍、1:128稀释出现明显沉淀线，第 5次免疫后测

多抗效价为 1:128（见图 3A），多抗与真核来源重
组蛋氨酸酶反应后测效价为 1:128（见图 3B）．

2.3 间接 Elisa法多抗反应性测定

空白组一抗加 PBS，阴性对照组一抗为免疫前

新西兰兔血清，阳性组一抗为不同稀释倍数多

抗．酶标仪测 OD450 多抗效价 P/N 比值大于 2，

多抗效价在 1:1×105以上（见表 1）．随着多抗稀

释倍数增大，OD450读数逐渐减小，图 4为阳性

血清与阴性血清读数比较．
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3 讨论

蛋氨酸酶融合表达时引入 GST部分，占总标

签蛋白的 38%，考虑这部分所占比例大对目标蛋白

活性产生影响，因此选择切除标签后的蛋氨酸酶来
免疫新西兰兔制备多抗．切除标签蛋白采用柱上酶

切法，分子量为 69κD的融合蛋白被切为 43κD

和 26κD两部分，43κD的目标蛋白没有 GST结

合位点，从柱上流穿，而 26κD的标签蛋白挂在

柱子上，实现了目的蛋白与标签蛋白分离．酶切过

程中，将柱子置于摇床振摇 2 h后，保证每个切开

的标签蛋白挂在柱子上[7]．

获得接近天然结构，纯度较高可溶性的蛋氨酸

酶是制备特异性抗体的关键．通过优化表达条件，

降低诱导温度来提高可溶性蛋氨酸酶表达，

SDS-PAGE电泳分析仍存在 50%不可溶性表达，所

以本实验中所用纯化蛋氨酸酶一次过柱适合于小量

纯化．制备的原核来源多抗可用于检测所有含蛋氨
酸酶基因物质的免疫原性，对判断不同重组蛋氨酸

酶抗原差异性变化具有重要价值，用于细胞及动物

实验中研究蛋氨酸酶抗肿瘤作用及机理分析[8]．
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