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摘要　目的：利用昆虫细胞表达系统生产重组的人增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ），并进行纯化和抗体结合特性鉴定。方法：以 ＨｅＬａ细胞逆转录的 ｃＤＮＡ为模板，
扩增人ＰＣＮＡ基因，并插入杆状病毒载体ＡｃＭＮＰＶ。利用昆虫细胞得到ＰＣＮＡ基因的重组杆状病
毒。病毒感染细胞表达蛋白，联合镍柱亲和层析和离子交换层析获得高纯度的重组人 ＰＣＮＡ蛋
白。ＥＬＩＳＡ法测定抗体结合特异性。结果：以 ＨｅＬａ细胞 ｃＤＮＡ为模板得到的基因序列同
ＧｅｎＢａｎｋ的人 ＰＣＮＡ基因序列一致。草地贪夜蛾细胞（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ，Ｓｆ９）表达重组人
ＰＣＮＡ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎＰＣＮＡ，ｒＰＣＮＡ）的最佳感染值（ＭＯＩ）和感染时间分别为０．０５ｈ和１４４ｈ。
ｒＰＣＮＡ的产量高达１１０ｍｇ／Ｌ细胞，纯度 ＞９５％。间接 ＥＬＩＳＡ法检测抗体结合特性，ｒＰＣＮＡ的敏
感性和特异性分别为９３．３％和８５．０％。结论：建立了 ｒＰＣＮＡ的表达和纯化方法，获得了高效表
达、高度抗体结合特异性的ＰＣＮＡ蛋白，该蛋白质能进一步开发为 ＰＣＮＡ相关疾病的体外诊断试
剂盒，具较大的应用价值。
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　　增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）为哺乳动物 ＤＮＡ聚合酶

δ的辅助蛋白，ＰＣＮＡ不仅参与 ＤＮＡ合成、修复，在细
胞周期调控甚至在细胞凋亡中也发挥着重要作用［１］。

同时，ＰＣＮＡ是引发系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）患者产生自
身免疫性抗体的抗原物质［２］。ＰＣＮＡ是体外检测 ＳＬＥ
的重要疾病标志物之一［３］。

　　杆状病毒表达载体系统（ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍ，ＢＥＶＳ）［４］能高效的生产重组杆状病毒，
并且已广泛用于不同种类昆虫细胞表达异源蛋白的实

践中［５７］。该系统有许多优点，如容纳大 ＤＮＡ片段插
入、恰当的翻译后修饰、高生物安全性等。迄今为止，

许多自身免疫性疾病相关的抗原已经通过 ＢＥＶＳ成功

表达，如检测自身免疫性甲状腺疾病的甲状腺过氧化

物酶［８］，克罗恩病的酶原颗粒糖蛋白２［９］。虽然ＰＣＮＡ

已在大肠杆菌［１０１１］和酿酒酵母［１２］中表达，但经杆状病

毒表达系统生产重组ＰＣＮＡ的工艺流程尚未建立。

　　建立了 Ｓｆ９昆虫细胞表达人 ＰＣＮＡ蛋白的工艺流

程，经两步纯化获得了高纯度和高产量（１１０ｍｇ／Ｌ）的重

组ＰＣＮＡ蛋白。ＥＬＩＳＡ法验证了重组ＰＣＮＡ的抗体结合

特性，为后续开发体外诊断试剂盒打下了坚实的基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

１．１．１　菌株、质粒　Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α、草地贪夜蛾卵巢细

胞Ｓｆ９为本实验室保存，转移载体 ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ和菌

株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ１０ＢａｃＴＭ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．１．２　 试剂与溶液　限制性内切核酸酶购自ＮＥＢ公

司；质粒小抽试剂盒、基因纯化回收试剂盒和蛋白质

ｍａｒｋｅｒ购自天根生物公司；质粒大抽试剂盒（ｐｌａｓｍｉｄ
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ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ）购自ＱＩＡＧＥＮ公司；氨苄青霉素、庆大霉

素、卡那霉素、四环素购自 Ｉｎａｌｃｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ购自
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；逆转录酶购自 ＴａＫａＲａ公司。
Ｓｆ９００ＴＭⅡ ＳＦＭ、澳洲胎牛血清、细胞培养双抗、
Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ转染试剂、病毒滴度检测实验的１．３ｘ培养基、
低熔点 ４％ 琼脂糖凝胶购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ｎｉ
Ｂｅｓｔａｒｏｓｅ６ＦＦ和ＱＢｅｓｔａｒｏｓｅＦＦ购自博格隆（上海）生
物技术有限公司。咪唑和甘油购自生工生物工程（上

海）有限公司。ＰＣＮＡ自免疾病阳性血清和健康人对照
血清由医院捐赠。９６孔酶标板购自康宁公司；ＨＲＰ兔
抗人ＩｇＧ购自博士德生物工程有限公司；对照品ＰＣＮＡ
蛋白购自Ｄｉａｒｅｃｔ公司。其他常用药品购自生工生物工
程（上海）有限公司或者上海凌峰公司。药品和试剂除

特别注明都是分析纯级别。

１．２　构建重组杆状病毒
　　抽提 ＨｅＬａ细胞的总 ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ，以
ｃＤＮＡ为 模 板，ＰＣＮＡ基 因 特 异 性 引 物 （Ｆ：５′
ＡＴＧＴＴＣＧＡＧＧＣＧＣＧＣＣＴＧＧＴＣＣＡＧ３′；Ｒ：５′ＣＴＡＡＧＡＴ
ＣＣＴＴＣＴＴＣＡＴＣＣ３′）扩增，获得全长的人 ＰＣＮＡ基因。
ＢａｍＨＩ和 ＨｉｎｄⅢ限制性内切核酸酶切割 ｐＦａｓｔＢａｃ
ＨＴＢ质粒，将Ｃ端６ｘ组氨酸标签的 ＰＣＮＡ基因亚克隆
到 ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ载体。ｐＦａｓｔＢａｃ标准引物（Ｆ：５′
ＴＣＣＧＧＡＴＴＡＴＴＣＡＴＡＣＣＧＴＣＣＣ３′；Ｒ：５′ＣＣＴＣＴＡＣＡＡＡ
ＴＧＴＧＧＴＡＴＧＧＣＴＧ３′）验证插入部分。重组正确的
ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢｒＰＣＮＡ质粒钙转到大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂａｃ
中，经转座制备重组杆状病毒，由ｐＵＣ／Ｍ１３标准引物
（Ｆ：５′ＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧ３′；Ｒ：５′

ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ３′）经ＰＣＲ和测序验
证。重组 杆 状 病 毒 基 因 组 （ＡｃＭＮＰＶｒＰＣＮＡ）经
ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎＩＩ试剂转染入 Ｓｆ９昆虫细胞，３天后收集培养
基上清液。按感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）
０．０５进行两轮病毒扩增，获得很高的病毒滴度。噬菌
斑法测定滴度值。

１．３　昆虫细胞的生长和维持
　　Ｓｆ９的培养如参考文献［１３］所述。将 Ｓｆ９昆虫细
胞接种到含２．５％胎牛血清的培养基中，悬浮培养，培
养温度２７℃，摇床转速１３５ｒ／ｍｉｎ。细胞接种密度６×
１０５～８×１０５个／ｍｌ，存活率 ＞９５％，２～３天后进行细
胞计数和传代。计数时，用ＰＢＳ稀释细胞液，再加入台

盼蓝染色，显微镜下测定活细胞数目。

１．４　最优ＭＯＩ和感染时间的确定
　　为确定蛋白质表达的最佳参数，将 Ｓｆ９细胞以１×

１０６个／孔接种到６孔培养板中。过夜固定，不同孔中

加入不同ＭＯＩ（０、０．０５、０．２、１、４、１０）的重组杆状病毒

ＡｃＭＮＰＶｒＰＣＮＡ，每天收获一块６孔培养板。操作为，

将６孔板４℃、１０００ｇ离心１０ｍｉｎ分离上清和细胞，弃

去上清，向孔板中加入１×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ制样，用 ａｎｔｉ

Ｈｉｓ一抗Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白质的相对含量。

１．５　小规模表达、分离和纯化ｒＰＣＮＡ蛋白

　　将对数生长期存活率高于９５％的 Ｓｆ９细胞稀释到

１×１０６个／ｍｌ，体积２００ｍｌ，培养２４ｈ后，细胞密度达１．８×

１０６～２．４×１０６个／ｍｌ，按 ＭＯＩ０．０５加入 ＡｃＭＮＰＶ

ｒＰＣＮＡ病毒。感染６天收获 Ｓｆ９细胞，细胞存活率为

４０％～５０％。４℃、１０００ｇ离心１０ｍｉｎ分离上清液和细

胞沉淀，细胞沉淀可于 －８０℃储存，纯化时再取出。为

检测ｒＰＣＮＡ能否从细胞中抽提和纯化，向２００ｍｌＳｆ９细

胞离心后的沉淀中加入 ５０ｍｌ裂解缓冲液［４０ｍｍｏｌ／Ｌ

磷酸钠，ｐＨ７．４，５００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠，５％（Ｖ／Ｖ）甘油，

１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ］，混匀后高压匀浆破碎。破碎液震荡

孵育 ３０ｍｉｎ，１２０００ｇ离心 ４０ｍｉｎ，上清液经 ０．４５μｍ

ＰＶＤＦ膜过滤后上ＮｉＮＴＡ亲和色谱柱。所有操作步骤

都在４℃下进行，体系中加 ＰＭＳＦ蛋白酶抑制剂可最大

限度减少重组蛋白的降解。

１．６　大规模表达、分离和纯化ｒＰＣＮＡ蛋白

　　使用最优参数在５Ｌ发酵罐中进行 ｒＰＣＮＡ的大规

模表达。匀浆破碎液中的ｒＰＣＮＡ蛋白经镍柱亲和层析

后，经离子交换层析（Ｑｓｅｐｈａｒｏｓｅ）进一步纯化。离子

交换纯化采用稳定 ｐＨ、氯化钠浓度梯度洗脱的策略。

洗脱液中的 ｒＰＣＮＡ经超滤仪器转移到保存液

［１６ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳｐＨ８．０，４００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠，２０％

（Ｖ／Ｖ）甘油］中。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质浓度，考马斯

亮蓝Ｒ２５０染色检测蛋白质纯度。

１．７　间接ＥＬＩＳＡ法检测血清样品

　　１００μｌ纯化的 ｒＰＣＮＡ蛋白或细菌表达的 ＰＣＮＡ参

考蛋白（命名为 ＰＣＮＡ１，购自 Ｄｉａｒｅｃｔ公司）以２μｇ／ｍｌ

的终浓度包被孔板，４℃孵育过夜。洗涤孔板后，５％脱

脂奶粉封闭２ｈ。ＰＢＳＴ以１００∶１的比例稀释血清样本，

每孔中加入１００μｌ血清，３７℃孵育１ｈ。兔抗人 ＩｇＧ辣

根过氧化物酶二抗（Ｊａｃｋｓｏｎ，ＵＳＡ）按１∶４０００稀释，每

孔加５０μｌ。１ｈ后，加入底物 ＴＭＢ（每孔１００μｌ），孵育

５～１０ｍｉｎ。２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４（每孔５０μｌ）终止反应，４５０ｎｍ

读板［１４］。

　　作为体外诊断用蛋白质，ｒＰＣＮＡ的灵敏度和特异
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性［１５］被纳入到检测指标中。灵敏度（％）＝（ＥＬＩＳＡ阳

性样本数／阳性血清数）×１００％；特异性（％）＝

（ＥＬＩＳＡ阴性样品数／阴性血清数）×１００％。阴性和阳

性结果的分界值（ｃｕｔｏｆｆｖａｌｕｅ）定义为阴性对照血清测

量平均值２倍的数值［１６］。

２　结果与分析

２．１　制备重组杆状病毒

　　将获得的ＰＣＮＡ的全长基因与理论序列（ＧｅｎＢａｎｋ

登录号ＮＭ＿００２５９２．２）比对，序列一致（图１ａ），将基因

亚克隆到ｐＦａｓｔＢａｃＨＴＢ（图１ｂ）中。重组质粒转移到大

肠杆菌 ＤＨ１０Ｂａｃ中经转座获得重组的杆状病毒质粒。

转染 Ｓｆ９细胞收获杆状病毒 Ｐ１代，连续感染，收获 Ｐ２
代和Ｐ３代病毒。

　　通常使用Ｐ３代病毒原液浸染昆虫细胞表达生产重

组蛋白。经Ｐ３代病毒感染３天后，Ｓｆ９细胞出现裂解、

病毒出芽及从平板上脱落的迹象，而对照组的细胞紧

密地黏附在平板底部，保持高密度生长（图１ｃ）。噬菌

斑法测定，ｒＰＣＮＡ的 Ｐ３代原液滴度为２×１０
８ｐｆｕ／ｍｌ。

这些结果表明ｒＰＣＮＡ杆状病毒在 Ｓｆ９细胞中可以有效

增殖。为了验证Ｓｆ９细胞中ｒＰＣＮＡ的表达，感染３天后

收获Ｓｆ９细胞，培养基上清液和细胞沉淀物用ａｎｔｉＨｉｓ一

抗Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。由图１ｄ可以看出，ｒＰＣＮＡ蛋白主

要存在于细胞沉淀，不能有效地分泌到上清液中。

图１　ＢａｃｔｏＢａｃ系统生产ＰＣＮＡ的重组杆状病毒

Ｆｉｇ．１　ＧｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｆｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＰＣＮＡｂｙＢａｃｔｏＢａｃｓｙｓｔｅｍ
（ａ）ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｕｂｃｌｏｎｅｄｇｅｎｅｏｆＰＣＮＡｗｉｔｈｔｈｅｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍＧｅｎＢａｎｋ　１：Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；２：Ｔｅｓｔｅｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ　（ｂ）ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｓｓｅｔｔｅｗａｓａｐｐｌｉｅｄｆｏｒｐｒｏｄｕｃｉｎｇｒＰＣＮＡｐｒｏｔｅｉｎ　（ｃ）Ｓｆ９ｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｕｆｆｅｒ（ｍｏｃｋ，Ｃ１）ｏｒ

Ｐ３ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ（Ｃ２）　（ｄ）Ｔｈｒｅｅｄａｙｓｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｐｒｏｔｅｉｎＰＣＮＡｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｉｔｈａｎｔｉＨｉｓａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｃｅｌｌｏｎｌｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ
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２．２　ＭＯＩ和感染时间对蛋白质表达的影响

　　为提高ＰＣＮＡ蛋白产量，实验中优化了 ＭＯＩ和感

染时间。由于ｒＰＣＮＡ蛋白不能分泌到培养基中，所以

只对细胞沉淀中的蛋白质做 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，以确定

不同条件下ｒＰＣＮＡ表达量的高低。低ＭＯＩ（０．０５）感染

１４４ｈ或者高ＭＯＩ（１０）感染４８ｈ，Ｓｆ９细胞蛋白质产量很

高（图２）。然而，高ＭＯＩ条件下，ｒＰＣＮＡ蛋白产量随感

染时间延长急剧降低。一般认为，高 ＭＯＩ会严重损害

昆虫细胞的活力，导致重组蛋白产量低，这是由于：

（１）细胞生长时间短，密度低；（２）受损细胞释放大量的

蛋白酶，而蛋白酶通常拥有明显的降解重组产物的倾

向［８］。因此，较低的 ＭＯＩ（０．０５）、较长的感染时间

（１４４ｈ）选定为ｒＰＣＮＡ表达的最优参数。

图２　ＭＯＩ和浸染时间对ｒＰＣＮＡ蛋白表达量的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭＯＩａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒＰＣＮＡ
Ｓｆ９ｃｅｌｌｓｉｎ６ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＰ３ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｖａｌｕｅｓ（０，０．０５，０．２，１，４，１０）ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ

（２４ｈ，４８ｈ，７２ｈ，９６ｈ，１２０ｈ，１４４ｈ）．Ｃｅｌｌｐｅｌｌｅｔｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｂｙ

ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｉｔｈａｎｔｉＨｉｓａｎｔｉｂｏｄｙ

２．３　小规模表达和纯化ｒＰＣＮＡ蛋白

　　基于最优的 ＭＯＩ和感染时间，小规模表达和纯化

ｒＰＣＮＡ蛋白。Ｓｆ９细胞裂解液（５０ｍｌ）流过 ＮｉＮＴＡ柱，

结合缓冲液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）洗涤柱子，咪唑浓度梯度

（５０ｍｍｏｌ／Ｌ、１００ｍｍｏｌ／Ｌ、２００ｍｍｏｌ／Ｌ、５００ｍｍｏｌ／Ｌ）洗脱

ｒＰＣＮＡ。２００ｍｍｏｌ／Ｌ和５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的洗脱液中有

高纯度的ｒＰＣＮＡ（图３ａ），收集该部分洗脱液超滤浓缩，

ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。与标准 ＰＣＮＡ蛋白

（Ｐ１，３６ｋＤａ）相比，重组 ＰＣＮＡ（Ｐ２）约为 ３７ｋＤａ（图

３ｂ）。多出的１ｋＤａ是 ｒＰＣＮＡ蛋白中一个 Ｈｉｓｔａｇ和一

个ＴＥＶ识别位点的大小。ａｎｔｉＰＣＮＡ的特异性抗体也

检测到了３７ｋＤａ的条带（图３ｃ）。因此，ｒＰＣＮＡ可以小
规模生产和纯化。

２．４　大规模表达和纯化ｒＰＣＮＡ蛋白
　　同２．３，镍柱纯化ｒＰＣＮＡ蛋白后银染检测（图４ａ），

将条带单一的洗脱液混合，超滤浓缩，考马斯亮蓝染色

检测（图４ｂ）。重组ＰＣＮＡ蛋白纯度超过９０％，产量为
１４０ｍｇ／Ｌ细胞。为了进一步提高 ｒＰＣＮＡ纯度，经预实
验比较（数据未显示），选用强阴离子交换色谱（Ｑ
ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）进一步纯化。ｒＰＣＮＡ可完全被 ４００ｍｍｏｌ／Ｌ

的氯化钠洗脱（图４ｃ），经 ＳＤＳＰＡＧＥ胶分析，纯度 ＞
９５％（图４ｄ），且能够被ａｎｔｉＰＣＮＡ一抗特异性识别（图
４ｅ）。我们建立了５Ｌ细胞培养规模的ｒＰＣＮＡ蛋白生产
和纯化方法，产量高达１１０ｍｇ／Ｌ，纯度大于９５％。作为
比较，酵母 ＰＣＮＡ基因在大肠杆菌中的表达仅为
６０ｍｇ／Ｌ［１０］，而人ＰＣＮＡ基因在大肠杆菌中产量则更低，
只有１０ｍｇ／Ｌ［１７］。因此，Ｓｆ９细胞更适合生产人的ＰＣＮＡ
蛋白。

２．５　ｒＰＣＮＡ的抗体结合特异性检测

　　为评估ｒＰＣＮＡ的抗体结合特性，间接 ＥＬＩＳＡ，一种
常规的抗原抗体结合检测方法［１８２０］被引用到了评价体

系中。检测了来自医院的 １５个阳性和 ２０个阴性人
ＳＬＥ血清样品（表１）。根据ＥＬＩＳＡ阴性血清检测结果，
ＰＣＮＡ１和ｒＰＣＮＡ的截至值（ｃｕｔｏｆｆｖａｌｕｅ）分别为０．２０８
和０．１９６（图５）。重组 ｒＰＣＮＡ的抗体结合特性显著高
于大肠杆菌表达的 ＰＣＮＡ１，分别为９３．３％和７３．３％。

与大肠杆菌相比，昆虫细胞更适宜于表达 ＰＣＮＡ蛋白。
ＥＬＩＳＡ数据表明，ｒＰＣＮＡ具有良好的抗体结合特性，可
用于ＰＣＮＡ相关疾病的体外诊断。

３　讨　论

　　１９８３年，利用重组杆状病毒在昆虫细胞中实现了
人干扰素β蛋白的表达［２１］，这是杆状病毒表达系统

（ＢＥＶＳ）表达外源蛋白的首次报道。经过了三十多年
的发展［２２２３］，该系统已成为研究与生产不同物种来源

活性蛋白质有效而常用的工具。与大肠杆菌系统相

比，ＢＥＶＳ具有同哺乳动物细胞类似的翻译后加工修
饰，它表达的重组蛋白的结构与天然蛋白更为接近。

此外，该系统和哺乳动物细胞表达系统相比，操作技术

更加简单，成本也更低。经过几十年的训化，很多常用

的昆虫细胞已经完全适应了悬浮培养，悬浮发酵规模

容易放大，便于工业化规模的蛋白质生产。
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图３　小规模表达及纯化ｒＰＣＮＡ蛋白

Ｆｉｇ．３　ＳｍａｌｌｓｃａｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒＰＣＮＡｂｙＮｉＮＴＡｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ
（ａ）Ｐｒｏｔｅｉｎｓｈａｎｇｉｎｇｏｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎｗｅｒｅｅｌｕｔｅｄｂｙｉｍｉｄａｚｏｌｅｇｒａｄｉｅｎｔ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ，２００ｍｍｏｌ／Ｌ，５００ｍｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄｔｅｓｔｅｄｂｙｓｉｌｖｅｒ

ｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓａｙ　（ｂ）Ａｌｉｑｕｏｔｓｅｌｕｔｅｄｆｒｏｍ２００ｍｍｏｌ／Ｌａｎｄ５００ｍｍｏｌ／ＬｉｍｉｄａｚｏｌｅｗｅｒｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｃｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｉｔｈａｎｔｉＰＣＮＡａｎｔｉｂｏｄｙ（ｃ）　ＬａｎｅＭ：Ｓｔａｎｄａｒｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１，２：Ｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍｅｄｉｕｍａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｐｅｌｌｅｔｓｏｆｃｅｌｌｏｎｌｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌａｎｅ３：Ｔｈｅｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｌａｎｅ４：Ｆｌｏｗｔｈｒｏｕｇｈ；Ｌａｎｅ５：Ｅｆｆｌｕｅｎｔｏｆ

２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；ＬａｎｅＰ１：ＳｔａｎｄａｒｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆＰＣＮＡ（ｆｒｏｍＤｉａｒｅｃｔＣｏｍｐａｎｙ）；ＬａｎｅＰ２：ｒＰＣＮＡｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉＮＴＡｃｏｌｕｍｎ

图４　 大规模表达和纯化ｒＰＣＮＡ蛋白

Ｆｉｇ．４　ＬａｒｇｅｓｃａｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒＰＣＮＡ
（ａ），（ｂ）ＣｅｌｌｌｙｓａｔｅｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉＮＴＡｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ　（ｃ）（ｅ）ＴｈｅｃｌｅａｎｆｒａｃｔｉｏｎｓｏｆＮｉＮＴＡｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｉｏｎ

ｅｘｃｈａｎｇｅｃｏｌｕｍｎ（Ｑｓｅｐｈａｒｏｓｅ）ＡｌｌｒＰＣＮＡｗａｓｅｌｕｔｅｄｂｙ４００ｍｍｏｌ／Ｌｓｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ（ｃ）ａｎｄｔｒａｎｓｆｅｒｄｔｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｐ２）；ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｏｏｍａｓｓｉｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ（ｄ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ｅ）　ＬａｎｅＭ：Ｓｔａｎｄａｒｄｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ１：Ｃｅｌｌｐｅｌｌｅｔｓｏｆｃｅｌｌｏｎｌｙ；ＬａｎｅＰ１：

ＳｔａｎｄａｒｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆＰＣＮＡ；Ｐ２：ＰｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆｒＰＣＮＡ
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表１　ＥＬＩＳＡ检测ｒＰＣＮＡ的抗体结合特性

Ｔａｂｌｅ１　ＥＬＩＳＡｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｏｆｒＰＣＮＡ

ＰＣＮＡ１ ｒＰＣＮＡ

Ｐ Ｎ Ｐ Ｎ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １１ １６ １４ １７

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ４ ４ １ ３

Ｔｏｔａｌ １５ ２０ １５ ２０

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ（％） ７３．３（１１／１５） ９３．３（１４／１５）

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ（％） ８０．０（１６／２０） ８５．０（１７／２０）

图５　间接ＥＬＩＳＡ检测ｒＰＣＮＡ的抗体结合特异性

Ｆｉｇ．５　Ｂｉｎｄｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ＰＣＮＡｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ
Ｐ：ＰｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍｏｆＳＬＥ；Ｎ：ＮｅｇａｔｉｖｅｓｅｒｕｍｏｆＳＬＥ；ＰＣＮＡ１：

ＰＣＮＡｐｒｏｄｕｃｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙＥ．ｃｏｌｉ（ｆｒｏｍ ＤｉａｒｅｃｔＣｏｍｐａｎｙ）；

ｒＰＣＮＡ：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＰＣＮＡ

　　实验采用两步纯化的方式得到了高纯度的 ＰＣＮＡ

蛋白，产量高达１１０ｍｇ／Ｌ。与大肠杆菌生产的ＰＣＮＡ相

比，ｒＰＣＮＡ同抗体结合的能力更强，能高效识别 ＳＬＥ

患者血清的抗体，因此昆虫细胞是更适合生产人源

ＰＣＮＡ蛋白的宿主。本研究首次建立了 Ｓｆ９细胞重组

表达人ＰＣＮＡ蛋白的工艺流程和纯化策略，高纯度的

ｒＰＣＮＡ蛋白在开发为体外诊断试剂盒方面具有潜在的

应用价值，并可能显着降低未来 ＰＣＮＡ相关疾病的诊

断成本。
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