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摘　要　为了获得鸡 CD8α/β蛋白及其多克隆抗体 ,进一步研究其结构与功能 ,本实验从三黄鸡 cDNA文库中克隆

了其 CD8α/β胞外区片段 ,构建了 pQ E30/ ChCD8α/β原核表达系统 ,并经诱导表达、亲和层析纯化 ,获得了纯化的重

组蛋白 (rChCD8α/β) ,然后用 rChCD8α/β分别免疫 Balb/ c 小鼠制备了其多克隆抗体。结果表明 :本实验克隆的

ChCD8α长 483 bp、编码 161个氨基酸、可在 E. coli J M109 中高效表达 ,蛋白质分子质量为 2410 ku ,表达量占菌体

蛋白量的 2510 % ,由该蛋白质所制备的多克隆抗体抗 rChCD8α的 EL ISA效价为 1∶1 024 000 ;另外 ,克隆的 ChCD8β

长 447 bp ,编码 149个氨基酸 ,蛋白质的分子质量为 1815 ku ,表达量占菌体蛋白量的 2010 % ,抗 rChCD8β多克隆抗

体 EL ISA效价为 1∶64 000。本实验所得鸡 CD8α/β的多克隆抗体将用于四聚体研究。
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Cloning , expre ssion and production of polyclonal antibodie s in

extracellular regions of chicken CD8α/β

Tang Xiushan , Wang Lei , Liao Dingwei , J iang Yi’nan , Xia Chun
(College of Veterinary Medicine , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract　The aim of this res earch was to prep are proteins and polyclonal antibodies for further s tudy of the s tructure

and function of chicken CD8α/β. The extracellular regions of CD8α/βchains were amplified by PCR and expression sys2
tems (pQE30/ ChCD8α/β) were constructed and induced. The recombinant protein (rChCD8α/β) was purified to immu2
nize the Balb/ c mice . The res ulting cloned ChCD8αhad 483 bp in length , encoding 161 amino acid residues . SDS2PAGE

analysis showed that the molecular weight was 2410 ku , and the mounts of the recombinant protein was 2510 % of total

mass of bacterial protein. ELISA analysis showed that the titer of polyclonal anti2ChCD8αwas about 1∶1 024 000. The

cloned ChCD8β had 447 bp in length , encoding 149 amino acid residues . The SDS2PAGE analysis showed that the

molecular weight was 1815 ku , and the mounts of the recombinant protein was 2010 % of total mass of bacterial pro2
tein. ELISA analysis showed that the titer of polyclonal anti2ChCD8βwas about 1∶64 000. Antibodies provided from the

res earch can be applied to the further s tudy of tetramer.
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　　细胞毒性 T 细胞 ( cytotoxic T lymphocytes ,

CTL)是人和鼠抗病毒免疫应答的主要效应细胞[1 ] ,

CD8分子是 CTL 的表面标志。CD8有 2种形式 :αα

同型二聚体和αβ异型二聚体[2 ]。CD8α和 CD8β分

子质量均为 34 ku ,两者在序列上具有共同特征 : N

端均有一个 Ig的 V 型结构域 ,随后为铰链区、单一

跨膜段和一短胞质尾。CD8 分子的主要功能是作

为 TCR 的共同受体参与识别 MHC Ⅰ2多肽 ,其中

CD8α的 CDR环 (complement2determining region)参

与识别 MHCⅠα3的一个负电荷区 ,还能与 MHCⅠ

的α2区以及β2 m结合 ,从而增加 CTL 与靶细胞的

亲和力[122 ]。CD8α的胞质尾可与 Src样酪氨酸激酶

p56lck相互作用 , 参与胸腺分化以及 T细胞活化的

信号传导[3 ]。CD8β的作用主要是协助 CD8α发挥
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生物学功能。由于 CD8β为 2个基因编码并有 7种

剪接形式 ,其详细功能尚不完全清楚。

目前 ,禽类的免疫学研究远远滞后于人和

鼠[4 ]。迄今为止 ,鸡细胞性免疫应答的相关分子

MHC Ⅰ ( BF ) 、β2 m、TCR、CD8α/β基因已被克

隆[527 ] ;国内克隆了莱航鸡 CD8α链[8 ] ,原核表达了

SPF鸡 CD8α[9 ] ,并且 ,鸡外周血液 CD4 +和 CD8 + T

细胞的比值被用于评价病毒疫苗的免疫效果[10 ]。

值得注意的是鸡呈递病毒抗原多肽的 MHC Ⅰ/ BF

有 2个等位基因座位 (BF1和 BF2) [5 ] ,其中 BF2 基

因座呈显性表达 ,BF2 的多态性决定了鸡对病毒的

免疫应答水平[11 ] ;同时 ,将 BF2 划分为 11 个基因

群[12 ] ,并重点对 BF2 复等位基因和鸡β2 m蛋白的

结构[13 ]及其复合体结合禽流感病毒多肽的形式进

行研究。本实验克隆了三黄鸡 CD8α和 CD8β链

(ChCD8α/β) ,表达、纯化了其重组蛋白 rChCD8α/β,

并制备了其多克隆抗体 ,旨在推进 BF22多肽2TCR

以及 CD8组装体的精细结构及其呈递病毒抗原多

肽分子机理的深入研究。

1　材料与方法

111　菌株与试剂

E. coli J M109、表达载体 pQ E30 为本室保存。

限制性内切酶 B am H Ⅰ、Kpn Ⅰ、Hi nd Ⅲ、Ex Taq

酶、T4 DNA连接酶均为宝生物工程 (大连)有限公

司产品。DNA回收试剂盒为博大泰克生物基因技

术有限公司产品。弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂

为 Sigma公司产品。6～8 周龄 Balb/ c 小鼠购自军

事医学科学院实验动物中心。

112　ChCD8α/βcD NA克隆

根据 GenBank 鸡 CD8α序列 ( NM - 205235)设

计了一引物对。上游引物 ( P1 ) 序列为 5′2
CGGGA TCCCA GGGACA GCGCAACACGA TGGA G

GCCCGCTTCCTTAACCGC AAC23′(含 B am HⅠ酶

切位点) ,下游引物 ( P2)序列为 5′2GGGGTA CCCT2
CACA GTACAAA TTCA GA A TGTTCTC23′ ( 含

KpnⅠ酶切位点)引物由上海生物工程公司合成。

另外 ,再根据鸡 CD8β基因序列 (NM - 205247) 设计

一表达引物对。上游引物 ( P3 ) 序列为 5′2
CGGGA TCCCTTTCA TCCCA GACTCCA GG23′(含

B am HⅠ酶切位点) ,下游引物 ( P4)序列为 5′2CCA

A GCTTCA TGGGGGTGCA GGCACCTTTC23′ ( 含

Hi ndⅢ酶切位点) 。以三黄鸡 cDNA 文库为模板 ,

采用 P1/ P2 和 P3/ P4 引物对分别扩增 ChCD8α/

βcDNA胞外区。PCR反应条件为 :94 ℃45 s ,62 ℃

45 s ,72 ℃1 min ;35个循环 ,72 ℃延伸 10 min。

113　ChCD8α/β表达载体的构建

采用 B am HⅠ和 Kpn Ⅰ以及 B am HⅠ和 Hi nd

Ⅲ分别双酶切含 ChCD 8α/βPCR 产物 ,再将 ChCD

8α/β酶切片段分别插入原核表达质粒 pQ E30 的

B am HⅠ和 Kpn Ⅰ或 Hi nd Ⅲ位点 ,获得阳性重组

质粒。阳性重组质粒转化 E. coli J M109 后再双酶

切鉴定 ,送上海生工生物工程公司进行序列测定。

114　ChCD8α/β的表达、纯化及 SDS2PAGE分析

分别挑取 E. coli J M109 (pQ E30/ ChCD8α)和

E. coli J M109 (pQ E30/ ChCD8β)单菌接种于含 100

μg/ mL 氨苄青霉素 (Amp)的 LB培养基 ,37 ℃、200

r/ min培养至对数生长期 ,加 IPTG 至终浓度 1

mmol/ L ,37 ℃诱导表达 5 h ,同时设未诱导菌组和

J M109空质粒对照组。随后 ,离心收集菌体 ,进行

SDS2PA GE分析 ;采用 Alpha Imager 2000 Analysis

Systems系统分析目的蛋白的表达量。另外 ,取 1 L

经 IPTG诱导 5 h的菌液 ,离心收菌 ,超声裂解、包涵

体重悬 ,用 8 mol/ L 尿素变性缓冲液溶解包涵体 ,然

后用镍柱亲和层析纯化 6 ×His2ChCD8α和 6 ×His2
ChCD8β。在 4 ℃条件下将纯化后的融合蛋白先用

含 1 mmol/ L 还原型谷胱甘肽和 012 mmol/ L 氧化

型谷胱甘肽的复性缓冲液透析 6 h ,然后用 1 ×PBS

缓冲液透析 5 次 ,每次 6 h。随后进行蛋白浓缩、

SDS2PA GE电泳和蛋白的浓度测定。

115　ChCD8α/β多克隆抗体的制备

采用 ChCD8α/β纯化蛋白分别免疫 Balb/ c 小

鼠。初次免疫用弗氏完全佐剂 ,抗原量为 100μg/

只 ,皮内注射。2周后加强免疫 ,抗原量和首次的相

同 ,加弗氏不完全佐剂 ,皮下注射 ;以后每隔 1 周加

强 1次 ,共免疫 4次 ;最后 1次免疫后 7 d ,摘眼球取

血 ,分离血清。用 ChCD8α/β纯化蛋白分别包被 96

孔板 (015μg/孔 ,溶于 100μL 包被液) ,4 ℃过夜 ;用

PBST洗液洗 3次 ,加含 510 %(体积分数)小牛血清

的 PBS于 37 ℃封闭 2 h ;再洗涤 3次后加入不同稀

释度的待检免疫血清 ;并以免疫前的正常小鼠血清

作对照 ,37 ℃温育 1 h ;洗涤 3 次后加 HRP2羊抗小
鼠 Ig G(1∶1 000稀释) ,37 ℃温育 1 h ,再洗涤 3 次 ;

37 ℃、1 h后加底物 , 37 ℃避光显色 15 min ;以 2
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mol/L H2 SO4 终止反应 ;测 490 nm 的吸收值 ,

P/ N ≥211者判为阳性。

2　结　果

211　ChCD8α/βcD NA克隆

以三黄鸡 cDNA 文库为模板 , P1/ P2 引物扩增

出了 1条 500 bp 带 , pQ E30/ ChCD8α经 B am HⅠ和

Kpn Ⅰ双酶切后 ,在 500 bp 和 3 500 bp 处各有 1条

特异带 (图 1) 。测序结果表明 ,三黄鸡 CD8α胞外区

长 483 bp ,编码 161个氨基酸 ;在 GenBank中的登录

号为 DQ832270。通过与 GenBank上 NM - 205235、

A Y519197、DQ202314 的 ChCD8α序列的比较结果

(图 2)显示 ,本实验所克隆的 ChCD8α氨基酸水平

　　

M为 D01622 marker ; 1为 CD8αPCR产物 ; 2为重组

质粒 pQE30/ ChCD8α的双酶切结果

图 1　PCR产物和重组质粒 pQE30/ ChCD8α双酶切

鉴定电泳图
Fig. 1　Agarose gel electrophoresis of PCR product of CD8αand

the recombinant plasmid of pQE30/ ChCD8αdigested by
Bam HⅠ/ KpnⅠ

划线部分为β12β9折叠 ;方框部分为 CDR区域 ;黑体字为 PEST基序

图 2　ChCD8α胞外区氨基酸序列比较

Fig. 2　Comparison of the amino acid sequence of extracellular region of CD8αfrom different sources
　

的同源率为 9318 %～9612 %。另外 ,ChCD8α胞外

区均不存在 N糖基化位点 ,且各氨基酸的变异发生

在同一品系内和不同品系之间 ,主要集中在其

Ig V 型结构域的β2、β3和β5折叠区。

ChCD8β扩增结果 (图 3)显示 ,用 P3/ P4引物扩

增出一条 460 bp 带。pQ E30/ ChCD8β经 B am H Ⅰ

和 Hi ndⅢ双酶切后 ,在 460和 3 500 bp 处各有 1条

特异带。测序结果表明 ChCD8β胞外区长 447 bp ,

编码 149个氨基酸。三黄鸡 CD8β在 GenBank中的

登录号为 DQ832271。三黄鸡 CD8β与 Tregaskes

( Z26484 ) 、Luhtala ( NM - 205247、 Y11475、

Y11474)等克隆的 CD8β序列比较 , 氨基酸水平的

同源率为 9810 %～9913 %。

M为 D01622 marker ; 1为 CD8βPCR产物 ; 2为重组

质粒 pQE30/ ChCD8β的双酶切结果

图 3　PCR产物和重组质粒 pQE30/ ChCD8β双酶切

鉴定电泳图
Fig.3　Agarose gel electrophoresis of PCR product of CD8βand

the recombinant plasmid of pQE30/ ChCD8β digested by
Bam HⅠ/ Hind Ⅲ
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212　ChCD8α/β的表达、纯化与 SDS2PAGE

构建后的重组质粒 pQ E30/ ChCD8α和 pQ E30/

ChCD8β 转 化 E. coli J M109 后 , 组 建 了

J M109 ( pQ E30 / ChCD8α ) 和 J M109 ( pQ E30 /

ChCD8β)表达系。IPTG诱导表达 E. coli J M109

(pQ E30/ ChCD8α)结果如图 4 所示。SDS2PA GE显

示在 2210和 2410 ku处分别有 1条特异蛋白带 ,其

表达量约占菌体蛋白的 2510 % ,并且这 2条蛋白带

均能被亲和层析柱纯化。经紫外分光仪检测 ,

ChCD8α蛋白浓缩后的质量浓度为 112 mg/ mL。

M为低分子量蛋白 marker ; 1为 ChCD8α诱导表达菌 ; 2为

未诱导表达菌 ; 3为 J M109空白对照 ; 4为纯化后的表达带

图 4　SDS2PAGE分析 ChCD8α融合蛋白的表达与纯化
Fig. 4　SDS2PA GE analysis of the recombinant fusion

protein and purified protein of ChCD8α

M为低分子量蛋白 marker ; 1为 ChCD8β诱导表达菌 ; 2为

未诱导表达菌 ; 3为 J M109空白对照 ; 4为纯化后的表达带

图 5　ChCD8β重组融合蛋白表达与纯化蛋白的

SDS2PAGE分析
Fig. 5　SDS2PA GE analysis of the recombinant fusion

protein and purified protein of ChCD8β

E. coli J M109 (pQ E30/ ChCD8β)的 SDS2PA GE

分析 (图 5)所示 ,在 1815 ku处有 1 条特异带 ,表达

量约占菌体蛋白的 2010 %。这条蛋白带能被亲和

层析柱纯化。紫外分光仪检测结果表明 ChCD8β蛋

白浓缩后的质量浓度为 019 mg/ mL。

213　抗 ChCD8α/β多克隆抗体的制备

小鼠经免疫 4 次后的第 7 天放血 ,取血清。以

ChCD8α/β纯化蛋白分别包被 96孔板 ,用 EL ISA方

法检测制备的多克隆抗体滴度。结果显示抗

ChCD8α抗体的最终效价为 1∶1 024 000 ;抗 ChCD8β

抗体的最终效价为 1∶64 000。

3　讨　论

1) 类似于哺乳动物 ,鸡存在 CD8αα同型和

CD8αβ异型二聚体 ,不同的是鸡 CD8α存在多态

性[7 ]。本研究证实了 ChCD8α存在变异 ,其胞外区

不存在 N糖基化位点。ChCD8α氨基酸的变异发生

在同一品系内及不同品系之间 ,主要集中在其 Ig V

型结构域的β2、β3、β5 折叠区以及 CDR1 与 CDR2

区 (图 2) 。另外 ,笔者首先报道了鸡 MHC Ⅰ/ BF2

可分为 11 类型以及β2 m 可分为 2 类[12 ] ; CD8α多

态性与这些的关联仍有待研究。有一点可以肯定 ,

在鸡 CD8分子的进化过程中 ,CD8α和 CD8β所面临

的选择压力是不一样的。

2)由于 ChCD8α在品系之间存在差异 ,以三黄

鸡为模型研究抗原多肽的识别机制 ,表达了

ChCD8α/β。最初 , ChCD8α在 pQ E30/ J M109 中不

表达 ,经分析发现 ChCD8αN 端有 3组 E. coli 稀有

密码子 A GG ,编码精氨酸 ( R) ;因此 ,重新设计了上

游表达引物 ,即用密码子 CGC代替 A GG ,结果导致

ChCD8α高效表达于 pQ E30/ J M109系统。另外 ,表

达的重组蛋白 N 端含有 6 个组氨酸的标签 ( 6 ×

His) ,使 rChCD8α蛋白容易被亲和层析纯化 ;但是

rChCD8α纯化产物中有 2210 和 2410 ku 的 2 种蛋

白 ,其原因可能是由于 ChCD8α氨基酸中第 144 至

153位存在 PEST结构域 (图 2) 。由于 PEST的磷

酸化使蛋白与钙的结合力提高 ,从而可能导致钙依

赖蛋白酶降解了 rChCD8α[14 ] ,而 rChCD8β不具备

PEST结构域 ,其纯化的重组蛋白分子与推定的分

子质量相符。

本研究克隆了三黄鸡 ChCD8α/β cDNA ,表达、

纯化了其重组蛋白 rChCD8α/β,并分别制备了鼠抗

ChCD 8α/β的多克隆抗体 ,为进一步研究BF22TCR2
CD8α/β的结构与功能以及建立禽类病毒 CTL 表位

测定系统奠定了基础。
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