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摘 要 >?@A>（甲状旁腺激素相关蛋白，>,A,80BA"-C0"A+"19A9.,89C4A"89-1）与多种肿瘤的

生物学行为有关，尤其对肿瘤的骨转移起重要作用。应用其可溶性受体阻断它的病理作用是

一个非常值得研究的课题。从肾癌组织中提取D!E，采用逆转录>FD（D?’>FD）方法获得

>?@A>受体!端胞外区<:)碱基对的带信号肽的7G!E片段。将其核苷酸序列与国外发表

的资料相比，基因中第&H&位核苷酸由?变为F，相应密码子由?EF变为FEF，导致氨基酸

变异，即由酪氨酸变为组氨酸。将获得的受体基因克隆到原核表达载体4*?’),，在大肠杆菌

得到高效表达，经*IJKE证实表达产物可与>?@A>特异性结合。体外生物学活性检测表明

表达产物可阻断>?@A>的生物学活性。
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临床上许多疾病与机体产生过量的细胞素有关。细胞素和多肽激素的生物学功能依

赖于同靶细胞膜上的特异性受体结合。应用可溶性受体去阻断相应细胞素的病理作用是

一个非常值得研究的课题。国外近年来已对此进行了大量的研究，如应用重组的可溶性

JI’$受体治疗骨髓移植排斥反应目前已进入临床试验阶段［$$］，?!N受体治疗炎症已取

得令人鼓舞的进展［&］。

>?@A>（甲状旁腺激素相关蛋白，>,A,80BA"-C0"A+"19A9.,89C4A"89-1）是从引起高钙

血症的某种肿瘤细胞分泌的一种蛋白质，其分子量约&)OG，由$:$个氨基酸组成［)］。近

年来发现>?@A>与某些肿瘤的恶性转化和骨转移有关［:］。>?@A>受体属于P蛋白偶连

的受体超家族，由<;)个氨基酸组成，包括胞外区、穿膜区和胞内区三个部分。其!端

$($个氨基酸为膜外区，从$(&至:H)位的氨基酸形成反复=次穿膜区，其后为胞内区。

!端的胞外区为与>?@A>主要的结合位点［<］。

近年来，国外对>?@A>受体的结构与功能的关系作了研究，但在大肠杆菌表达该基

因的部分片段尚未见报道。我们应用逆转录>FD（D?’>FD）技术克隆了>?@A>受体胞

外区基因，并在原核细胞中高效表达，对表达产物的免疫学和生物学活性作了鉴定。本文
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对进一步研究可溶性受体与!"#$!结合的原理，探讨应用可溶性受体治疗!"#$!相关

的疾病，具有重要的理论与实际意义。

! 材料与方法

!"! 菌株和质粒

大肠杆菌%#&!、’()*+和,-.)由本室保存。适于!/0产物直接克隆的123(4"
载体购于!$56789。质粒13":9由本室保存，是1,0:..衍生的一种质粒，含";启动子，

转化含";0<=聚合酶的,-.)宿主菌后可经>"!2诱导表达外源蛋白。

!"# 酶及试剂

各种限制酶及修饰酶购于,?5@9AB和中国医学科学院基础医学研究所。重组人

!"#$!由本室制备。鼠抗人!"#$!（)C:D）单克隆抗体由本室制备。E=(!检测试剂盒

购于上海中医药大学同位素室。

!"$ 受体%&’(克隆和序列分析

新鲜肾癌手术标本取自北京医科大学泌尿外科研究所。用异硫氰胍一步法［F］提取

0<=，经0"4!/0获得特异性的受体E%<=片段，所用的引物序列如下：

0)："=222="//="2222=//2////22="；

0.："=/="="22/"2"2"/"2==/="@；

0:："=22="//""=/=//2""/=/2=2"/"/。

分别用于扩增带信号肽（0)、0:）和去信号肽（0.、0:）目的基因。反转录反应的体积

为.*"-，含)G,HII7$，细胞总0<=J"8，DGK<"!)665@／-，下游引物)*165@，(-L逆

转录酶&*单位，0<9B?M)*单位。D.N反应&*6?M，F&N)*6?M终止反应。!/0反应体系

为&*"-，含)G,HII7$，DGK<"!.**"65@／-，上游引物)"65@／-，下游引物)"65@／-，反转

录产物D"-，"9O%<=聚合酶:单位。循环参数为：+DN，D&B，FJN，D&B，;.N，)6?M，:&
个循 环，最 后;.N延 伸)*6?M。!/0产 物 经 酚／氯 仿 抽 提，酒 精 沉 淀 后 直 接 克 隆 至

123(4"载体。挑:个独立的带信号肽目的基因的克隆，采用通用引物在自动荧光测序

仪上进行核苷酸序列测定。

!") 原核细胞表达及*&*+,(-.
将质粒13"4:9／!"#$!40转化,-.)，挑取单菌落活化过 夜，转 种 后 以 终 浓 度 为

)665@／->!"2诱导表达，D#FP后收集菌体进行Q%Q4!=23。详见文献［;］。

!"/ 表达产物的电泳纯化

将诱导表达的细菌超声裂解收集包涵体，洗涤后溶于样品缓冲液，上样到制备型

Q%Q4!=23（)&R）。电泳结束后把凝胶浸泡在冰预冷的*S)65@／-T/@中轻轻震摇，染色

:#&6?M后从凝胶中切下所需片段。放入透析袋中，置水平电泳槽用)GQ%Q4!=23缓冲

液，&*6L恒压电泳过夜。

!"0 表达产物的免疫学鉴定

将电泳纯化的!"#$!受体按每孔*S&"8浓度，再)*倍连续稀释，包被到+F孔酶标

板上。牛血清白蛋白封闭后每孔加入*S&"8重组!"#$!蛋白。再依次与抗人!"#$!单

抗和羊抗鼠>82反应。显色底物为U!%，加入D65@／-#.QUD中止反应后，在D&*M6波
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长检测各孔!"值。

!"# 生物学活性检测

用于生物学活性检测的!"#$%／&’(细胞株由美国哈佛大学医学院)*++,-.教授惠

赠，/01./刺激可以使该细胞内234/水平升高。将!"#$%／&’(以5$&培养基培养于

&6孔细胞培养板。7’$!8/01./与不同浓度的/01./受体9%:共孵育$;后，加入到

$<=含7’&<<>?／=@A4B（9CDE>F*GH?C$C<-G;H?IJ,G;D,-）5$&培养基中，处理!"#$%／&’(
细胞K<D,。吸出培养基以终止反应，同时加入7’K<=正丁醇抽提234/，按试剂盒说明

的方法检测234/。详细方法参见文献［(］。234/的单位为+<>?／孔，各组数值均为9
孔或9孔以上的平均值。

$ 实验结果

$"! %&’(%受体胞外区)*+,的克隆

克隆的/01./受体胞外区2LM3带信号肽片段为K69F+，从带信号肽2LM3片段再

次/N!获得去信号肽2LM3片段为6O(F+。带信号肽/N!产物直接克隆入+PQ4C0载

体之后，用#$%1@可切出克隆的受体2LM3片段。其核苷酸序列（图$）与国外发表资料

相符［&］，只是基因中&O&位核苷酸是N而不是0，相应密码子由03N变成N3N，导致氨

基酸变异，即由酪氨酸变为组氨酸。

图$ /01./受体2LM3的核苷酸序列图

5D8R$ M*2?->GDS-E-T*-,2->U/01./C!8-,-
V,S-.?D,-S.-8D>,E;>WEED8,J?+-+GDS-E-T*-,2-E，JEG-.DEXD,SD2JG-EEDG-&O&>U/01./C!8-,-

$"$ %&’(%受体)*+,表达质粒的构建

去信号肽/N!产物直接 克 隆 入+PQ4C0载 体 之 后，用 &’(@／#$%1@双 酶 切 出

/01./受体2LM3片段，经低熔点琼脂糖回收后与同样酶切处理的原核表达载体+Q0C9J
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连接，组成质粒!"#$%&／’#()’$*（图+），同样用!"#,／$%&(,可切出’#()’受体基因

目的片段（图%）。将该质粒转化-.+/菌种以表达外源基因。

图+ 质粒!"#$%&／’#()’$*的结构图

0123+ 45)6756)89:!"#$%&／’#()’$*

图% !"#$%&／’#()’$*的酶切鉴定图

0123% *8;5)17519<=&!9:!"#$%&／’#()’$*
>：!?@A／’()B"，A：$%&(,／!"#,（CDEFG，HDEFG）

-：*%+,，I：,-.,（/DJFG，%DHFG）

!"# $%&’$受体在大肠杆菌中的表达

含质粒!"#$%&／’#()’$*的大肠杆菌于%KL活化过夜后，用.-培养液/M/CC稀释，

%KL摇床培养至对数生长中期，加入/==9N／.,#’O，继续培养H#JP。收集菌体进行

4?4$’AO"（/EQ），考马斯亮蓝染色显示,#’O诱导后出现了/RF?的一条蛋白带（图H），

与根据氨基酸序列推测的’#()’受体的分子量相符，表达量约占总蛋白+CQ。

!"( 重组$%&’$受体的电泳纯化

批量表达后用超声粉碎仪破菌，离心后蛋白电泳表明表达产物主要形成包含体。经

电泳纯化后目的蛋白的纯度达SCQ以上（图H）。

!") *+,-.免疫学检测

将大肠杆菌生产的’#()’受体胞外区包被到".,4A板上，与重组’#()’反应后，

再与抗’#()’抗体作".,4A，可以判断’#()’受体是否与’#()’结合。结果表明（图

E），".,4A显色的程度与板上包被的’#()’受体的量成正比，浓度越大，颜色越深。空

白对照和包被无关蛋白的对照均为阴性，说明重组’#()’受体胞外区可与’#()’特异

结合。

图H ’#()’受体在大肠杆菌中表达的4?4$’AO"图

0123H4?4$’AO"&<&NT;1;9:’#()’$*8U!)8;;8B1</012+(
>：’)9581<=&)F8)，.&<8A：-&758)1&N!)9581<，.&<8-：

,’#O1<B678B，.&<8I：’6)1:18B1<7N6;19<G9BT，.&<8?：

’6)1:18B!)9B675;GT8N875)9!P9)8;1;

图E ’#()’受体与’#()’结合的".,4A结果

0123E -1<B1<2&751V15T9:’#()’$*59
’#()’GT".,4A

A3*879=G1<&<5’#()’79<5)9N，-3/C;8)1&NB1N6519<9:
’#()’$*G1<B1<259)879=G1<&<5’#()’，I3’-4&<B
-4A79<5)9N
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!"# $%&’$受体的生物学活性

重组人!"#$!蛋白处理%&’()／*+,细胞后可以引起该细胞内-./!水平的升高，

而预先用一定浓度的重组!"#$!受体胞外区结合!"#$!能否抑制!"#$!引起的

-./!水平升高，可以推断重组!"#$!受体胞外区是否具有阻断!"#$!的生物学活性。

实验结果如图0，1!2重组!"#$!受体胞外区包括电泳纯化产物与包涵体盐酸胍裂解后

稀释复性，透析去除盐酸胍的粗制品，均可显著抑制-./!水平的升高，而无关蛋白的对

照为阴性。说明我们研制的重组!"#$!受体胞外区可在体外阻断!"#$!的活性。

图0 !"#$!受体的生物学活性检测

34250 6478-94:49;<=9=-947>7?!"#$!@%
=AB$=CC=<4>!"#$%&

.5%=-7DE4>8>9!"#$!；65%=>89F$=<-$F<==A@

9$8-97?$=-7DE4>8>9"G3-7>9$7H；I5%=>89F$=<

-$F<==A9$8-97?$=-7DE4>8>9!"#$!@%；J5!F$4@

?4=<B$7<F-9C7?!"#$!@%E;=H=-9$7BK7$=C4C

( 讨 论

国外近年来对各种具有信号传递功能受体

的分子生物学研究发展很快，已克隆了多种受

体基因，其结构属于几个超家族，如L蛋白耦连

的受体超家族，细胞素受体超家族和M2超家族。

它们都包括胞外区、穿膜区和胞内区三个部分。

胞外区负责与细胞因子或激素结合，胞内区与

激活细胞内一系列生化过程有关，如激活腺苷

酸环化酶和磷酸脂酶。各种不同的受体分子可

以是一个单体分子，如我们研究的!"#$!受

体［N］；也可以是多聚体，包括同源多聚体和异源

多聚体，如"G3受体［O］、MP@*［(Q］受体。可溶性

受体通常是截短形式的膜结合受体，缺乏穿膜

区和胞内区，保留配体结合活性的胞外区［((］。

利用基因工程得到的重组可溶性细胞因子受体，具有亲和力高、分子量小和无抗原性

等优点，是理想的细胞因子活性阻断剂［(*］。重组可溶性细胞因子受体应用于炎症、自身

免疫性疾病和肿瘤的治疗，有其独到的优点，因为这些疾病的病因复杂，传统的治疗方式

往往效果不大。

!"#$!最初认为只与晚期肿瘤病人的高钙血症有关。近年来发现!"#$!具有多种

重要的生物学功能［R］。它是许多肿瘤的自分泌生长因子［(R，(N］，且与某些肿瘤的恶性转化

和骨转移有十分密切的关系。我们在国内首次应用%"@!I%的技术克隆了可溶性受体

基因，其序列除*0*位密码子由".I变为I.I外，其余序列与文献报道相同。!"#$!
受体胞外区在大肠杆菌的表达国外未见报道。我们获得的原核表达产物的体外生物学检

测的结果表明，电泳纯化产物与包涵体盐酸胍裂解后稀释复性，透析去除盐酸胍的粗制品

皆能使重组蛋白得到了一定程度的复性，它们可与!"#$!结合，并能在体外阻断!"#$!
的生物学活性。电泳纯化产物可提供制备抗体用途的抗原，包涵体盐酸胍裂解后稀释复

性产物具有生物学活性，为进一步的纯化工作奠定了良好基础。
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68!9期 钭理强等："U2)"受体胞外区基因的克隆及其在大肠杆菌中的表达


