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摘 要 以 KG/ 方法从克隆的 QIF/ 胞外区 1[+9 中扩增编码 QIF/PX! 结构域的 [+9 片段，在其 8\端加入编码 Y2>H标签的序

列，与 :Q<P81 连接构建 QIF/PX! 原核表达载体。该蛋白在大肠杆菌 ]X!"（[Q8）中获得高效表达，免疫印迹分析表明表达产物

全部以包涵体形式存在，分步透析法和稀释法都不能获得可溶性复性产物，而 +2! ^ P+<9 柱上复性法不仅能够获得可溶性的

QIF/PX! 蛋白，而且产物同时得到高度纯化，纯度 _ L%‘，复性的 QIF/PX! 与其配基 QIF 具有特异性的结合活性，但亲和力较

低。这表明 Y2>H 标签不但便于纯化目标蛋白，而且可利用 +2! ^ P+<9 柱进行柱上复性，适用于不易通过常规方法复性的重组蛋

白的制备。
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表皮生长因子（#$*5#%?(4 2%&3!" A(+!&%，;DE）受

体（;DE %#+#$!&%，;DEF）是跨膜受体酪氨酸激酶，介

导 ;DE 等生长因子的生物效应［9］，其功能失调与几

乎所有癌细胞关键特征诸如自发性生长、侵蚀性、促

血管生成和远距离转移等的出现有关［8］，约三分之

一的人类肿瘤细胞中可检测到 ;DEF 的过表达，这

与患者对放化疗的敏感性及预后直接相关［<］。能够

阻断 ;DEF 功能的单抗的临床试验结果显示，无论

单用或与化放疗联用，均表现出抗肿瘤疗效［N，K］。可

见，;DEF 是 一 个 有 效 的 抗 肿 瘤 治 疗 的 重 要 靶

点［8，<］。

人类 ;DEF 由氨基端的胞外区（O89 个氨基酸残

基）、单跨膜区（8< 个残基）和胞浆区（KN8 个残基）等

三部分组成，该受体的前体还包含 8N 个残基的信号

肽［O，P］。其胞外区可再分为 N 个亚结构域：从氨基端

始依次为 79、Q9、78 和 Q8 结构域，其中 7 和 Q 分别

表示大和小结构域。79 和 78 为同源结构域，两者

均为 ;DE 等配基的结合部位［O R J］。;DEF 胞外区与

其配基结合后，引发受体二聚化［9，P］，最终激活其胞

浆区内在酪氨酸激酶而诱发信号转导级联反应［9］。

由于 ;DEF 胞外区存在二个富含 S)- 残基的 Q9 和

Q8 结构域［O，P］，在大肠杆菌中很难获得正确折叠的

可溶性产物。因此，我们构建了仅含 N 个 S)- 残基

的 78 结构域（;DEFC78）的原核表达载体，在大肠杆

菌中获得高效表达，并通过柱上复性获得了具有配

基结合活性的可溶性 ;DEFC78 蛋白，为进一步研究

其抗原性和制备特异性抗体等工作打下基础。

) 材料和方法

)*) 材料

大肠杆菌 :BK!、6789（:;<）菌株和质粒 $;1C<+
购自 @&/(2#.；限制酶 &’("和 )*+B"、1N:@H 连

接酶、高保真 :##$T#.! :@H 1(U 聚合酶等均为美国

@#3 ;.24(.5 6*&4(>- 产品；VWHU=*+’ D#4 ;,!%(+!*&. X*!

与 VWH$%#$ Q$*. Y*.*$%#$ X*! 为德国 VWHD;@ 公司产

品；@*8 G C@1H、预染蛋白分子量标准、小鼠抗 B*-O 单

抗（SC!#%?）购 自 W./*!%&2#.；@BQCQ#$"(%&-# N6 为

Z"(%?(+*( 产品；辣根过氧化物酶（BFZ）标记兔抗小

鼠 W2D 为北京中山产品；WZ1D、咪唑、NC氯C9C萘酚、盐

酸胍、尿素等均为进口或国产分析纯试剂。

)*+ 方法

)*+*) ;DEFC78 原核表达载体的构建：前文［9[］报

道 从 人 胎 盘 克 隆 编 码 ;DEF 胞 外 区 的 +:@H
（D#.6(.’ 登录号为 H\OJ][8<），以此基因为模板，设

计引物扩增编码 78 结构域（<99CNPJ 的 :@H 片段

（9[[8C9K[J）。由于 99O9 位存在 )*+B"酶切位点，

需要设计重叠引物将其突变（编码的氨基酸不变），

共设计 N 条引物，E9：K^CH 1H1 SH1 H1D HHH D1D
1D1 HHS DDH H1H DD1C<^，F9：K^CSHD 11S S1D
1DD D1S SHD HDD HDD HD1C<^，E8：K^CSS1 SS1
S1D DHS SSH SHD DHH S1D DH1C<^，F8：K^CH H1H
DDH 1SS 11H H1D H1D H1D H1D H1D H1D DSS 1D1
DDS S11 DSH DS1 D11C< （̂引物由上海博亚 6*&(-*(
合成），其 中 E9 引 物 含 &’( "位 点，F8 引 物 含

)*+B"位点以及编码 B*-O 标签的序列。ZSF 反应

在 K[#7 总 体 积 中 进 行，以 克 隆 的 ;DEF 胞 外 区

+:@H 为模板，反应条件为在 JN_变性 8 ?*. 后开始

循环，JN_ 变性 <[ -，KK_ 退火 <[ -，P8_ 延伸 9
?*.，共 8K 个循环后，于 <P_延伸 9[ ?*.。第一轮 8
个 ZSF 反应，所用引物分别为 E9 G F9 和 E8 G F8，

然后以获得的 8 个 ZSF 产物为模板，以 E9 G F8 为

引物扩增编码 ;DEFC78 的全长序列，获得的 ZSF 产

物以 &’(" G )*+B"双 酶 切 并 以 VWHU=*+’ D#4
;,!%(+!*&. X*! 从凝胶中回收，与同样双酶切的 $;1C<+
连接后，转化 ! 0 "#$% :BK!感受态细胞，以碱裂解法

从转化子中提取质粒，双酶切法筛选接入正确外源

基因的转化子，VWH$%#$ Q$*. Y*.*$%#$ X*! 小量制备质

粒，外源基因 ;DEFC78 的序列由上海博亚公司测
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定。

!"#"# !"#$%&’ 在 ! ( "#$% 中的表达及包涵体纯

化：测 序 验 证 的 )!*+!"#$%&’ 质 粒 转 化 感 受 态

,&’-（.!/）细菌，挑取单菌落接种于 &, 液体培养

基，/01振荡培养过夜，然后以 - 2 -33 接种于含 43
56+& 氨苄青霉素和 /3 56+& 氯霉素的 &, 中，/01振

荡培养至 &733 85!397 : 39; 时，加入终浓度为 39<
55=>+& ?@*" 于 /01诱导 < A，离心收集菌体，以 43
55=>+& *BCD%EF>（)E ;93，含 - 55=>+& !.*G、43 56+&
蛋白酶抑制剂 @HI# 及 -3 55=>+&!%巯基乙醇）重

悬，在冰浴中以超声波破碎菌体，离心后分别收集上

清和沉淀，其中沉淀部分（即包涵体）以 ’3 55=>+&
*BCD%EF>（)E ;93，含 -33 55=>+& JKF>、- 55=>+&!%巯
基乙醇及 394L *BCM=8 N%-33）重悬并经超声处理洗

涤 / 次，然后再以不含 *BCM=8 N%-33 的同一缓冲液洗

涤 / 次，获得初步纯化的包涵体 !"#$%&’，以 I.I%聚
丙烯酰胺凝胶电泳（I.I%@G"!）分析外源蛋白的表

达。

!"#"$ I.I%@G"!：参照 &KO55>C 的方法进行，浓缩

胶浓度为 4L，分离胶浓度为 -4L，以考马斯亮蓝 $%
’43 染色显示蛋白条带。

!"#"% 免疫印迹分析：样品以 -4L I.I%@G"! 进行

电泳，然后以 -4P 电压转移 -7 A，将蛋白转移至硝酸

纤维素膜，膜以封闭液（*BCD%QRSSOBOT%DK>C8O，)E 094，

含 /L小牛血清和 3934L *UOO8 ’3）于 /01振荡封

闭 /3 5C8 后，加入以封闭液稀释（- 2 ’333）的小鼠抗

ECD7抗体，于 /01温育 ’ A，洗膜后加稀释（- 2 ’333）

的 E$@%山羊抗小鼠 ?6" 于 /01温育 - A，洗去二抗

后以 <%氯%-%萘酚底物溶液显色。

!"#"& !"#$%&’ 的稀释法和分步透析法复性：初

步纯化的包涵体 !"#$%&’ 以 -3 55=>+& *BCD%EF>（)E
093，含 ; 5=>+& 脲和 - 55=>+& .**）溶解，离心除去

不溶物，然后按前文［--］方法进行稀释复性，稀释后

蛋白终浓度为 ’3"6+5&，复性缓冲液为 -33 55=>+&
*BCD%EF>（)E ;93，含 <33 55=>+& 精氨酸、4 55=>+&
还原 型 谷 胱 甘 肽、394 55=>+& 氧 化 型 谷 胱 甘 肽、

39-55=>+& @HI#），复性产物经超滤浓缩后以 I.I%
@G"! 分析。分步透析法复性按文献［-’］方法进行，

蛋白终浓度为 -33"6+5&，分步复性透析缓冲液中的

盐酸胍浓度从 7 5=>+&"/ 5=>+&"’ 5=>+&"- 5=>+&
"394 5=>+&"3 5=>+& 依次降低。

!"#"’ !"#$%&’ 的柱上复性和纯化：初步纯化的

包涵体 !"#$%&’ 以 ’3 55=>+& *BCD%EF>（)E ;93，含 7
5=>+& 盐酸胍、-4 55=>+&!%巯基乙醇及 4 55=>+& 咪

唑）溶解，离心除去不溶物后，样品上经同一缓冲液

平衡的 JC’ V %J*G 柱（柱床体积为 - 5&），洗涤 4 个柱

床体积，然后以 4 个柱床体积的 ; 5=>+& 尿素缓冲液

（’3 55=>+& *BCD%EF>，)E;93，含 ; 5=>+& 尿素、433
55=>+& JKF>、’3 55=>+& 咪唑、39- 55=>+& @HI#）洗

涤，然后按线性梯度降低尿素浓度至 3（流速 394
5&+5C8，总体积 /3 5&）使 !"#$%&’ 在柱上复性，最

后以 ’3 : 433 55=>+& 的咪唑线性梯度洗脱已复性的

!"#$%&’ 蛋白。分部收集洗脱峰，I.I%@G"! 分析复

性产物。

!"#"( 结合活性分析：以 !&?IG 法检测结合活性，

简述如下：以 -33"& 浓度为 4"6+5& !"#（溶于 @,I）

包被孔板，经 ’33"& 封闭液于 /01封闭 /3 5C8，加

入 43"& 不同浓度的 !"#$%&’（/ 个复孔）于室温温

育 / A 后再于 <1放置过夜（-; A），洗涤液洗 / 次后

以 -33"& 小鼠抗 ECD7抗体（- 2’333）于室温温育’ A，

然后加 -33"& E$@%山羊抗小鼠 ?6"（- 2<333）于室温

温育 ’ A，最后加 -33"& 邻苯二胺显色，测 <W385 光

吸收。!"#$%&’ 与 !"# 的特异结合活性，以包被

!"# 孔的 &<W385减去包被 @,I 对照孔的 &<W385的值表

示。

图 - @F$ 扩增的 !"#$%&’ .JG 片段的琼脂糖凝胶电泳分析

#C6(- G6KB=DO 6O> O>OXMB=)A=BODCD K8K>YDOD =S @F$
K5)>CSCOT .JG SBK65O8M O8X=TC86 !"#$%&’

-：-33 Q) .JG >KTTOB；’，/：-DM B=R8T @F$ )B=TRXMD；<：’33 Q) .JG

>KTTOB；4：’8T B=R8T @F$ )B=TRXM (

# 结果

#"! )*+,-.# 原核表达载体的构建及其鉴定

!"#$%&’ 结构域的氨基酸残基序列为 /-- :
<0W［7］，相应的 .JG 序列为 -33’ : -43W（GZ7W;3’/），

由于 --7- 位存在 ’()E#酶切位点，因此必须将其

突变后才能接入 )!*%/X 中。在第一轮 @F$ 反应中，

以克隆的 !"#$ 胞外区 X.JG 为模板，通过重叠引物

突变该 ’()E#位点，扩增出二条与预计大小（分别

WW4徐丽慧等：人 !"# 受体 &’ 结构域在大肠杆菌中表达、包涵体柱上复性及纯化



为 !"# $% 和 &"" $%）相符的 ’() 片段（图 !，*+,-. /，

&）。以此二片段为模板进行第二轮 012 反应，获得

预计大小（3#" $%）的片段（图 !，*+,- 3），该片段经酶

切后，与 %456&7 连接，转化 ’83!，筛选接入正确大

小外源片段的阳性克隆（图 /，*+,- &），经测序验证

插入序列为正确编码 49:26;/ 的基因，含起始密码

)59，&<端含编码 8=.> 的序列。获得的表达载体称

%45?49:26;/。

图 / 49:26;/ 原核表达载体的双酶切鉴定

:=@A/ ’BC$*- D-.ED=7E=B, -,FGH- I=@-.E=B, BJ
EK- %DBL+DGBE=7 -M%D-..=B, N-7EBD JBD 49:26;/

!：/OO $% ’() *+II-D；/：%456&7?!"#" P $%&8"；

&：%45?49:26;/?!"# " P $%&8" A

图 # 初步纯化的包涵体 49:26;/ 的 Q’Q60)94 分析

:=@A# Q’Q60)94（!3R）+,+*G.=. BJ 49:26;/
=, EK- %CD=J=-I =,7*C.=B, $BIG

S：ST H+DL-D；!：U+.K-I =,7*C.=B, $BIG；/：%DBIC7E JDBH I=*CE=B,

D-JB*I=,@A

图 & 大肠杆菌中表达的 49:26;/ 的 Q’Q60)94
和免疫印迹分析

:=@A& Q’Q60)94 +,I =HHC,B$*BEE=,@ +,+*G.-. BJ 49:26;/
-M%D-..-I =, ’ A ()*+ V;/!（’4&）

（)）Q’Q60)94（!3R）；（V）WHHC,B$*BEE=,@ U=EK +,E=68=.> +,E=$BIG

S：ST H+DL-D；!：V;/!（’4&）（%456&7）=,IC7-I U=EK W059 JBD # K；

/：V;/!（’4&）（%45?49:26;/）$-JBD- W059 =,IC7E=B,；&：V;/!（’4&）

（%45?49:26;/）=,IC7-I U=EK W059 JBD # K；#：.C%-D,+E+,E BJ V;/!
（’4&）（%45?49:26;/）$+7E-D=+* *G.+E-；3：%-**-E BJ V;/!（’4&）

（%45?49:26;/）$+7E-D=+* *G.+E-A

!"! #$%&’(! 在 ! ) "#$% 中表达分析

以 %45?49:26;/ 质粒转化大肠杆菌 V;/!（’4&）

菌株，得到含重组质粒的基因工程菌。Q’Q60)94 分

析表明，该工程菌在 &XY经 W059 诱导 # K 后，分子

质量为 !Z[> L’ 的外源蛋白约占菌体总蛋白的 !3R
（图 &)，*+,- &），该外源蛋白分子量与 49:26;/ 的

理论分子质量一致。菌体破碎后分为上清和沉淀，

重组蛋白以包涵体形式存在于沉淀部分（图 &)，

*+,- 3），上清中无明显的重组蛋白（图 &)，*+,- #）。

免疫印迹分析证实 !Z[> L’ 的外源蛋白为带有 8=.>
标签的目标蛋白 49:26;/，并且该蛋白完全存在于

包涵体中，上清中检测不到该蛋白（图 &V，*+,- #）。

包涵体经洗涤后获得初步纯化的 49:26;/ 蛋白（图

#，*+,- !）。

!"* 稀释法和分步透析法复性 #$%&’(!
由于表达的 49:26;/ 全部存在于包涵体中，因

此只有通过复性才能获得可溶性的 49:26;/ 蛋白。

利用稀释法在含有 O[# HB*?; 精氨酸和谷胱甘肽氧

化还原系统中对表达的 49:26;/ 蛋白进行重折叠，

在复性后的超滤浓缩过程中，绝大部分重组蛋白都

发生沉淀，最后浓缩的上清液仅留下微量的可溶性

产物（图 #，*+,- /），说明稀释法不适合 49:26;/ 的

复性。另外，利用盐酸胍浓度逐步降低的分步透析

法复性也没能获得可溶性产物（结果未显示）。

!"+ 重组 #$%&’(! 柱上复性和纯化

表达的 49:26;/ 在羧基端含 8=.> 标签，因此我
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们考虑利用 !"# $ %!&’ 亲和柱分离目标蛋白，同时尝

试以柱上复性法获得可溶性 ()*+%,# 蛋白。在变

性条件下，()*+%,# 能与 !"%!&’ 有效结合（图 -）。

通过逐渐降低尿素浓度实现对目标蛋白的柱上复

性，然后以 ./- 0123, 的咪唑洗脱获得已复性的可溶

性 ()*+%,#（图 -，2456 7）。典型的柱上复性及咪唑

梯度洗脱结果如图 8，9:9%;’)( 和免疫印迹分析都

图 - !"# $ %!&’ 柱层析洗脱峰的 9:9%;’)( 分析

*"<=- ’542>?6? 1@ AB6 C64D? @E10 !"# $ %!&’
FBE104A1<E4CB> G"AB 9:9%;’)(（H-I）

J：JK 04ED6E； H：?12LM"2"N6O CE1OLFA @E10 "5F2L?"15 M1O>； #：

ME64DABE1L<B 1@ !"%!&’ F12L05（C64D ! "5 *"<= 8）；P：C64D " "5

*"<=8；7：62LA6O ()*+%,# G"AB ./- 0123, "0"O4N126=

图 8 以 !"# $ %!&’ 亲和柱进行柱上复性和

纯化重组 ()*+%,# 的层析图

*"<=8 Q5%F12L05 E6@12O"5< 45O CLE"@"F4A"15 1@ E6F10M"545A

()*+%,# G"AB !"# $ %!&’ F12L05
&B6 F12L05 G4? 6RL"2"ME4A6O G"AB #. 00123, &E"?%ST2（ CS U/.）

F15A4"5"5< 8 0123, <L45"O"56 B>OE1FB21E"O6， H- 00123, #%

06EF4CA16AB4512 45O - 00123, "0"O4N126= &B6 ?40C26 O"??12V6O "5 AB6

?406 ML@@6E G4? 214O6O 15A1 AB6 F12L05 45O E6@12O6O OLE"5< 4 2"564E U W .

0123, LE64 <E4O"65A = &B6 E6@12O6O ?40C26 G4? ?LM?6RL65A2> 62LA6O G"AB .

W -.. 00123, "0"O4N126 2"564E <E4O"65A 4A 4 @21G E4A6 1@ ./- 0,30"5=

*E4FA"15? 1@ H 0, G6E6 F1226FA6O= X4E "5O"F4A6? AB6 C1126O @E4FA"15?=

证实第$峰（图 8）即为可溶性 ()*+%,# 蛋白（图 Y，

2456 #；图中 ()*+%,# 的位置稍有差异，可能原因是

盐浓度不同和边缘效应造成的），并且，咪唑线性梯

度洗脱获得的 ()*+%,#（图 Y，2456 #）纯度在 Z-I以

上，高于以 ./- 0123, 咪唑直接洗脱的产物（图 -，

2456 7），这表明柱上复性法通过一步亲和柱层析就

能得到高度纯化 的 可 溶 性 ()*+%,#，得 率 一 般 在

H-I左右。

图 Y 复性和纯化的 ()*+%,# 的 9:9%;’)(
和免疫印迹分析

*"<=Y ’542>?6? 1@ E6@12O6O 45O CLE"@"6O ()*+%,# G"AB
9:9%;’)( 45O "00L51M21AA"5<

（’）9:9%;’)(（H-I）；（X）[00L51M21AA"5< G"AB 45A"%S"?8 45A"M1O>=

J：JK 04ED6E；H：G4?B6O "5F2L?"15 M1O>；#： E6@12O6O 45O CLE"@"6O

()*+%,#（C64D $ "5 *"<=8）=

图 U ()*+%,# 与 ()* 的特异性结合活性分析

*"<=U ’542>?6? 1@ AB6 ?C6F"@"F M"5O"5< 4FA"V"A>
1@ ()*+%,# G"AB ()*

!"# 复性 $%&’()! 与 $%& 的结合活性分析

然而，获 得 的 可 溶 性 ()*+%,# 在 通 过 ()*%
96CB4E1?6 7X 亲和柱时，全部随上样液流出，没有显

示出与 ()* 的结合活性；同样，以 (,[9’ 法检测，

()*+%,# 与 ()* 的温育时间为室温 # B 时不能检测

到 ()*+%,# 与 ()* 的特异性结合，推测可能 ()*+%

H.8徐丽慧等：人 ()* 受体 ,# 结构域在大肠杆菌中表达、包涵体柱上复性及纯化



!" 与其配基的结合活性较弱，为此，延长其与配基

的温育时间（室温 # $ 并 %& 过夜），结 果 显 示 在

’()*+!" 浓度为 ,-".!/01! 以上时，可以观察到明

显的特异性结合活性，并且随 ’()*+!" 浓度提高结

合程度也随之升高（图 2）。

! 讨论

在真核细胞中表达人源蛋白具有不少优点，但

利用原核表达系统仍然是一种重要的有效方法，原

因是原核表达系统具有简便、快速、高效等优势，然

而，大肠杆菌中高效表达的人源蛋白往往导致不溶

性的聚集物即包涵体的产生［,#］。虽然包涵体在分

离纯化等方面具有明显优势，但将其从变性状态复

性为正确折叠的产物仍是一大难题。目前常用的包

涵体复性方法有三类：稀释法、透析法和层析柱上复

性法［,#，,%］。稀释法是小规模包涵体复性最常用的方

法，其最大优点是简单，大多数蛋白通过在复性缓冲

液中添加小分子化合物及氧化还原系统，可获得正

确折叠的产物［,#］。透析法也属于较为简便的复性

法，但效果常不理想［,#］。我们利用稀释法［,3］和分步

透析法［,,］对 ’()*+!" 包涵体进行复性，发现这两种

方法均无法获得可溶性产物，原因可能是该重组蛋

白具有较强的疏水性［4，,.］，在复性过程中容易发生

聚集而沉淀。这说明 ’()*+!" 是一种不易正确折

叠的蛋白，可能需要通过能阻止其聚集的复性法才

能获得正确折叠的可溶性产物。

层析柱上复性法正是一种能有效限制蛋白质重

折叠过程中发生聚集作用的方法，该方法一般是将

变性蛋白可逆吸附至固定化金属离子亲和层析介质

（5678）或离子交换树脂上，然后降低变性剂浓度诱

导蛋白质重折叠［,%］。在层析过程中进行复性是一

种极具前景的复性法，因为该方法易于自动化，并且

在复性的同时可进行纯化［,%］。5678 为带有 9:;< 标

签的工程化蛋白的复性和纯化相结合开创新途径，

9:;<标签在高浓度变性剂存在下能与固定化镍离子

结合，结合于柱上的蛋白在变性剂浓度降低过程复

性，然后增加咪唑浓度或降低 =9 值将复性蛋白从

柱上洗脱。该方法对于一些疏水性强的蛋白如膜蛋

白的复性效果较好［,<］。本研究中，稀释法和分步透

析法均无法获得可溶性产物的 ’()*+!" 包涵体蛋

白，通过 5678 柱上重折叠获得较高得率的可溶性

产物，并且产物同时得到高度纯化。这一结果再次

证明了 5678 柱上复性法在较难复性蛋白的重折叠

中的应用价值，可应用于各种不溶性表达产物尤其

是疏水性较强的重组蛋白的复性［,<］。

晶体结构分析［<，4］表明，’()* 的 !, 和 !" 结构

域形成“钳状”结构，两者均与同一 ’() 分子有大面

积直接接触，推测单独 !" 结构域与 ’() 的结合力

可能并不强，虽然对 ’()* 有限蛋白酶解片段与配

基结合特性的分析表明 !" 结构域具有与 >()"的结

合活性［?］。但这些都是利用哺乳动物细胞中表达的

’()* 胞外区产物的研究结果［<，2，?］，目前未见原核

表达的可溶性 ’()* 的配体结合区具有配基结合活

性的报道，即使以可溶性形式表达于原核细胞的

’()* 同源分子 9’*+"0@AB 的胞外配体结合区 " 蛋

白也未见结合活性报道［,4］，这些结果都提示，糖基

化修饰可能在配体结合过程中发挥重要作用，没有

糖基化的原核表达产物可能与 ’() 的结合活性较

弱甚至没有结合活性。我们开始在用常规 ’!5C7 方

法分析时没有检测到 ’()*+!" 与 ’() 具有特异性

结合活性，推测该受体片段与 ’() 的结合活性较

弱，为此，通过延长其与 ’() 的温育时间以提高检

测的灵敏度，结果能够检测到 ’()*+!" 与 ’() 的特

异性结合，但是这种特异性结合活性较低。该结果

说明原核表达的 !" 结构域与 ’() 间确实有较弱的

结合活性。

总之，我们构建的原核表达载体在大肠杆菌中

高效表达 ’()*+!" 蛋白，并利用 9:;< 标签建立了有

效的 5678 柱上复性和纯化相结合的包涵体重折叠

方案，获得了高度纯化并具有配基结合活性的可溶

性 ’()*+!" 蛋白，可用于分析其抗原性和制备特异

性抗体等研究工作。这些结果说明，9:;< 标签不仅

便于纯化目标蛋白，而且可利用 5678 柱进行柱上

复性，适用于不易通过常规方法复性的重组蛋白的

制备。
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用生物技术发掘新能源或替代能源

随着经济建设的飞速发展，能源短缺已成为世界各国关注的焦点。作为重要能源之一的石油，更是因其不可再生性和资

源的有限，使得原油价格的些微浮动，都能在国际能源、甚至政治层面掀起不小的波澜。因此，发掘新能源或替代能源，将是

未来解决能源问题的一个必然方向，也是科学家应该关注的重大课题。

从生物技术的角度来说，利用微生物开采石油、提高石油产率或实现二次、三次采油，都已经获得共识并正在开展中，而

生产石油及其替代物，近来也得到重视，并不断有相关报道。这里仅关注三点：R）微藻生产石油：微藻也是微生物世界的重要

成员，有报道说，从培养的微型单胞藻或单胞绿藻中获得了石油，其石油含量占藻体细胞干重的 @J_ ‘ JA_。实际上石油积

蓄在细胞间隙之中，理论值为 BA_ ‘ KA_，说明微型单胞藻是一类潜在的微生物资源。有的国家据此建立了“单胞藻农场“，

每年每公顷培养的单胞藻，按 CJ_干物质产碳氢化合物（石油）计，可得 !A 吨石油燃料。该技术的优点是：排除了因石油使用

释放的温室气体 2E@（因为单胞藻行光合作用固定 2E@ 合成自己所需要的有机物）；藻体生物本身可以得到再利用，生产有高

附加值的产品如保健品、药品、化妆品等。这方面日本和法国的科学家做了大量的工作。@）细菌生产石油：有报道指出，发现

一些极端微生物，如从地下盐水层环境中分离到的两种细菌（全红色红色细菌和透明状晶体细菌），它们如同光合细菌那样能

吸收 2E@，并将其转化成液态碳氢化合物，这为利用这类细菌开发“生物石油”提供了可能。C）人造石油：就是模拟原油在过去

几百万年地下形成的过程原理，人工合成。这需要仿生学、化学、微生物学等很多学科、技术的结合。德国吉森大学的研究人

员，尝试了将动物骨粉和污水过滤后的淤泥混在一起放在密闭反应器中，在无氧条件下完成这些原料的转化过程，R 吨动物肉

骨粉可制造 @JA 升原油，从而实现了有机废料变石油的梦想。但这种方法相当复杂，需要走的路还很遥远，还有多方面的试验

需要完成，如与天然石油比较其效力及稳定性如何；细菌制造碳氢化合物（拟石油）的内部分子结构及其功能，它们受何种酶

基因控制及合成碳氢化合物所需分子生态条件等等。

总之，能源短缺是全世界都必须面对的一个重大课题，研究开发替代洁净能源，发掘新能源是非常必要的。相信生物技

术会发挥其优势，作出应有的贡献。
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