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摘要 

I 

摘要 

抗线粒体抗体（AMA）是原发性胆汁性胆管炎（Primary Biliary Cholangitis, PBC）

的血清学标志，其识别的主要自身抗原包括丙酮酸脱氢酶复合物的E2亚基（PDC-E2），

侧链二氧酸脱氢酶复合物的 E2 亚基（BCOADC-E2）和二氧戊二酸脱氢酶复合物的 E2

亚基（OGDC-E2）。目前检测多采用主要含 PDC-E2 的 M2 抗原制剂，然而，约 4%至

13%的 PBC 患者血清只识别 BCOADC-E2，而不识别 PDC-E2，这些患者在检测中极易

被遗漏。此外，约 5%-10%的 PBC 患者 AMA 检测呈现阴性，研究表明检测抗 BCOADC-

E2 对于 AMA 阴性 PBC 患者的血清学诊断准确性至关重要。随着研究者们对 PBC 的

探索越发深入，目前已有大量针对 PDC-E2 的综合性研究，却缺乏对 BCOADC-E2 蛋

白抗原表位硫辛酰结构域的氨基酸残基进行 AMA 特异性的综合分析。已有研究表明

位于 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域活性中心附近的氨基酸发生丙氨酸替换后，降低

了蛋白与抗线粒体抗体 M2 亚型的特异性反应结合程度，这一发现为 PBC 的早期诊断

提供新的思路。在本研究中，假设硫辛酰结构域内的特定残基维持构象完整性对 AMA

识别至关重要。研究将 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域活性中心附近关键氨基酸残基

进行多位点组合突变，定义突变蛋白抗 BCOADC-E2 血清学反应性与构象完整性，探

索其在 PBC 患者 AMA 检测中的意义。 

首先通过 Swiss Model 工具构建了蛋白硫辛酰结构域活性中心附近的同源模型，得

到 β 折叠的二级构象，观测到 4 号位谷氨酸、5 号位缬氨酸、12 号位苏氨酸、13 号位

异亮氨酸关键氨基酸围绕活性中心呈现近似对称分布。系统地用丙氨酸进行多位点替

换，构建具有 2、3、4 个替换位点的突变体。测序结果表明只有设计位点突变为丙氨

酸，突变体构建成功。重组质粒转入大肠杆菌中进行原核表达，利用蛋白谷胱甘肽巯基

转移酶（GST）标签亲和层析纯化，聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）验证 9 个多突

变重组蛋白均于 50KDa 处有较粗条带，与预测的蛋白大小相同。 

然后分析突变体重组蛋白对 PBC 患者血清和对照组的免疫学特异性反应程度。将

9 个突变体蛋白分别与 PBC 患者血清与对照组进行酶联免疫吸附分析（ELISA）和蛋

白免疫印迹检测（Western Blot），设置 PBC 患者血清与对照组血清稀释比 1：4000 和

1：16000 平行对照实验。9 个多突变蛋白与 AMA-M2 特异性反应程度均低于野生型蛋

白，说明 4、5、12、13 号氨基酸任意两个及两个以上被丙氨酸取代都将降低蛋白与



扬州大学硕士学位论文 

II 

AMA-M2 的特异性；特异性反应程度：双突变蛋白＞三突变蛋白＞四突变蛋白，降低

特异性反应程度随四个关键氨基酸突变位点个数呈现正相关性；四突变蛋白几乎不与

血清中的 AMA-M2 发生特异性反应。即当 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域内 4、5、

12、13 号氨基酸同时被丙氨酸所替代时，将大大降低该蛋白与 AMA-M2 的特异性反

应；9 个多突变蛋白降低 AMA-M2 特异性反应程度能力（或不发生反应）由高至低分

5 个梯度，排序如下：pGEX-BCKD-E4A-T12A-I13A、pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A、

pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-I13A ＞ pGEX-BCKD-E4A-V5A-I13A ＞ pGEX-BCKD-

E4A-I13A、 pGEX-BCKD-V5A-I13A、 pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A＞ pGEX-BCKD-

V5A-T12A＞pGEX-BCKD-E4A-T12；含 13 号位点突变产生的多突变体反应程度均显

著下降，表明 13 号异亮氨酸在 BCOADC-E2 识别 AMA-M2 中的重要性。 

基于以上数据，再选用反应变化明显的 pGEX-BCKD-E4A-I13A 双突变体进行构象

探究。对丙氨酸替换位点一侧引入半胱氨酸，经测序验证突变体Glu4、Ile13和Glu4/Ile13

构建成功。经异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）诱导表达、纯化后获得电泳级纯化蛋白。

硫醇特异性自旋标签（MTSSL）与半胱氨酸结合，分别自旋标记在 4 号、13 号和 4/13

双位点上，得到标记后的突变体 Glu4、Ile13 和 Glu4/Ile13，与 PBC 患者血清、对照受

试者血清及空白对照反应，电子顺磁共振（EPR）测量光谱，对突变体的取代结构域进

行深层探测。EPR 光谱显示，添加 PBC 病人血清后，Glu4、Ile13 光谱均适度增宽，其

中 Ile13 的增宽程度更高；Glu4/Ile13 突变体光谱被严重加宽，表明具有强的偶极偶联，

即 4号和 13号被丙氨酸替代后蛋白二级 β折叠构象位置上的紧密性保持不变（1-1.5nm），

强调了 13 号位异亮氨酸维持 β 折叠构象在抗 BCOADC-E2 识别中的必要性。 

综上，本论文是关于 AMA 识别的 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域内氨基酸残基

多突变的首次全面分析，对 AMA 结合程度的研究和 EPR 分析证明了 13 号位异亮氨酸

维持 β 折叠构象在抗 BCOADC-E2 识别中的必要性，为 AMA 呈现阴性和不识别 PDC-

E2 的 PBC 患者的早期诊断提供参考借鉴。 

关键词：侧链二氧酸脱氢酶复合物 E2 亚基；抗线粒体抗体；定点自旋标记-电子顺磁

共振；早期诊断 
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Abstract 

Antimitochondrial antibody (AMA) is a serological marker of primary biliary cholangitis 

(PBC). The main autoantigens recognized by AMA include pyruvate dehydrogenase complex-

E2 (PDC-E2), branched chain 2-oxo acid dehydrogenase complex-E2 (BCOADC-E2) and 

oxo-glutarate dehydrogenase complex-E2 (OGDC-E2). At present, M2 antigen formulations 

containing mainly PDC-E2 are used. However, about 4% to 13% of serum of PBC patients 

only recognize BCOADC-E2, but not PDC-E2, and these patients are easily missed in the 

detection. In addition, about 5%-10% of PBC patients are AMA negative, and studies have 

shown that detection of anti-BCOADC-E2 is critical for serological diagnostic accuracy in 

AMA-negative PBC patients. With the deepening of the exploration of PBC, there have been 

a large number of comprehensive studies on PDC-E2, but there is a lack of AMA-specific 

comprehensive analysis of amino acid residues in the lipoyl domain of the epitope of 

BCOADC-E2 protein. Previous studies have shown that the amino acid near the active center 

of the lipoyl domain of BCOADC-E2 protein is replaced by alanine, which reduces the specific 

binding degree of the protein to the anti-mitochondrial antibody M2 subtype. This finding 

provides a new idea for the early diagnosis of PBC. In this study, it is hypothesized that the 

conformational integrity of specific residues within the lipoyl domain is critical for AMA 

recognition. In this study, the key amino acid residues near the active center of the lipoyl 

domain of BCOADC-E2 protein were mutated in a multi-site combination to define the 

serological reactivity and conformational integrity of the mutant protein against BCOADC-

E2, and to explore its significance in AMA detection in PBC patients. 

Firstly, the structure of active center in lipoyl domain was predicted by using the Swiss 

Model tool, and the second-order conformation of β-sheet was obtained. It was observed that 

the key amino acids at site 4, valine at site 5, threonine at site 12, and isoleucine at site 13 

showed approximately symmetric distribution around the active center. The mutants with 2, 3 

and 4 replacement sites were constructed by systematic substitution of alanine with multiple 

sites. The sequencing results showed that only the design site was mutated to alanine, and the 

mutant was successfully constructed. The recombinant plasmid was transferred to E.coli for 
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prokaryotic expression and purified by glutathione mercaptotransferase (GST) label affinity 

chromatography. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

verified that all the 9 multi-mutated recombinant proteins had rough bands at 50KDa, the same 

size as predicted proteins. 

Then, the immunological specificity of the mutated body weight histones to the serum of 

PBC patients and the control group was analyzed. Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) and Western Blot were performed on 9 mutant proteins and serum of PBC patients 

and control group, respectively. Parallel control experiments were set with dilution ratios of 

1:400 and 1:16,000 between serum of PBC patients and control group. The specificity of 

AMA-M2 in 9 multi-mutant proteins was lower than that of wild-type proteins, indicating that 

alanine substitution of any two or more amino acids of site 4, 5, 12 and 13 would reduce the 

specificity of AMA-M2. The degree of specificity was double mutant protein > triple mutant 

protein > quadruple mutant recombinant protein, and the degree of specificity was positively 

correlated with the number of mutation sites of four key amino acids. The four-mutant 

recombinant protein hardly reacts specifically with AMA-M2 in serum. In other words, when 

amino acids at site 4, 5, 12 and 13 in the lipoyl domain of BCOADC-E2 protein are replaced 

by alanine at the same time, the specific reaction between BCOADC-E2 protein and AMA-

M2 is greatly reduced. The ability of 9 multi-mutant recombinant proteins to reduce the degree 

of AMA-M2 specific response is divided into 5 gradients from high to low as follows: pGEX-

BCKD-E4A-T12A-I13A, pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A, pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-

I13A > pGEX-BCKD-E4A-V5A-I13A > pGEX-BCKD-E4A-I13A, pGEX-BCKD-V5A-I13A, 

pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A > pGEX-BCKD-V5A-T12A > pGEX-BCKD-E4A-T12; The 

degree of response of multiple mutants with site 13 mutation was significantly decreased, 

indicating the importance of isoleucine at site 13 in BCOADC-E2 recognition of AMA-M2. 

Based on the above data, the pGEX-BCKD-E4A-I13A double mutant with obvious 

reaction changes was selected for conformational exploration. Cysteine was introduced into 

one side of the alanine replacement site, and the mutant Glu4, Ile13 and Glu4/Ile13 were 

successfully constructed by sequencing. The protein was induced by isopropyl thiogalactoside 

(IPTG) and purified by electrophoresis. Thiol-specific spin label (MTSSL) was combined with 

cysteine, and the labeled mutants Glu4, Ile13 and Glu4/Ile13 were obtained at double sites 4, 

13 and 4/13, respectively. The labeled mutants reacted with serum of PBC patients, serum of 
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control subjects and blank control, and the spectra were measured by electron EPR. The 

substitution domain of mutant was investigated in depth. EPR spectra showed that Glu4 and 

Ile13 spectra were moderately widened after the addition of serum from PBC patients, and the 

widening degree of Ile13 was higher. The spectra of Glu4/Ile13 mutants were severely 

widened, indicating strong dipole coupling, which means that the conformational position of 

the protein's secondary β-sheet remained unchanged (1-1.5nm) after glutamate at site 4 and 

isoleucine at site 13 were replaced by alanine, underlining the necessity of lactone ring 

structure for anti-BCOADC-E2 recognition. 

In summary, this paper is the first comprehensive analysis of amino acid residue 

mutations in the thioctyl domain of BCOADC-E2 protein recognized by AMA. Studies on the 

binding degree of AMA and EPR analysis demonstrate the necessity of β-sheet in anti-

BCOADC-E2 recognition. To provide reference for the early diagnosis of PBC patients with 

negative AMA and no recognition of PDC-E2. 

Key words: BCOADC-E2 protein; AMA; SDSL-EPR; Early diagnosis 
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符号说明 

中文全称 英文全称 缩写词 

千克 Kilogram kg 

克 Gram g 

毫克 Milligram mg 

微克 Microgram μg 

纳克 Nanogram ng 

升 Liter L 

毫升 Millilier mL 

微升 Microliter μL 

小时 Hour h 

分钟 Minute min 

秒 Second s 

伏特 Volt V 

摄氏度 Degree celsius ℃ 

摩尔 Mole M 

毫摩尔 Millimole mM 

微摩尔 Micromole μM 

解链温度 Melting temperature Tm 

转每分 Revolutions per minute rpm 

微米 Micrometer μm 

单位 Unit U 
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中英文对照表 

中文名称 英文缩写 

原发性胆汁性胆管炎 PBC 

抗线粒体抗体 AMA 

抗线粒体抗体M2亚型 AMA-M2 

熊去氧胆酸 UDCA 

二氧酸脱氢酶复合物 2-OADC 

丙酮酸脱氢酶复合物的E2亚基 PDC-E2 

侧链二氧酸脱氢酶复合体E2 亚基 BCOADC-E2 

二氧戊二酸脱氢酶复合物的E2亚基 OGDC-E2 

谷胱甘肽巯基转移酶 GST 

聚丙烯酰胺凝胶电泳 SDS-PAGE 

氨苄青霉素抗性基因 AmpR 

异丙基硫代半乳糖苷 IPTG 

酶联免疫吸附分析 ELISA 

蛋白质免疫印迹检测 Western Blot 

还原型谷胱甘肽 GSH 

二甲基甲酰胺 DMF 

硫醇特异性自旋标签 MTSSL 



第 1 章 前言 
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第 1 章 前言 

1.1 原发性胆汁性胆管炎概述 

原发性胆汁性胆管炎（PBC）是一类自身免疫性疾病，伴随肝内胆管破坏并有炎症

性瘢痕形成，最终导致肝纤维化及肝硬化[1]。该病曾被命名为原发性胆汁性肝硬化，由

于大部分 PBC 病人从临床检验指标和形态学的改变上观察，还未到肝硬化的程度，为

减轻患者心理负担，故更名为原发性胆汁性胆管炎[2]。PBC 在全球范围内发病率高，且

发病机制尚未明确[3-5]。据美国肝病协会统计，PBC 总体患病率约为每十万人中有

1.9~4.2，在我国，这个数值则更加庞大，根据 2022 年我国发布的罕见病发病率报告，

PBC 患病率约为 20.5/10 万，位居亚太地区第二，且近年来这个数据还在不断上升[6-8]。

PBC 患病多见于 40~60 岁的女性，女性患病率远高于男性[9]。研究普遍认为 PBC 的发

生与对线粒体抗原免疫耐受的丧失密切相关，包括随之产生的对体液和细胞的关节免

疫反应[10, 11]。环境因素和遗传变异都会增加 PBC 的易感性[12]。胆道上皮细胞常被认为

是 PBC 免疫攻击的靶点，胆管细胞分化、衰老、应激和 DNA 损伤在 PBC 的发病机制

中起着一定作用[13-15]。 

PBC 最常见的症状是疲劳与瘙痒，其诊断基于胆汁淤积的实验室特征或线粒体抗

体阳性，需依据生化、免疫学、影像学及组织学检查综合评估，大多数患者在诊断时无

明显症状[6]。根据 2022 版亚太肝脏研究协会《PBC 临床诊疗指南》[16]推荐，当满足以

下三条标准中的两条或两条以上时，即可确诊为 PBC：（1）反映胆汁淤积的生化指标

升高，并且影像学检查排除了肝内外胆道梗阻；（2）AMA 阳性，或其他 PBC 特异性

抗核抗体阳性；（3）肝组织活检提示主要累及小叶间胆管的非化脓性破坏性胆管炎。

需要注意的是，临床上对 PBC 的诊断主要依赖于血清 AMA，抗体可以穿过细胞膜并

与细胞内蛋白质相互作用，随后诱导细胞凋亡。在 PBC 患者中，检测 AMA 阳性率达

到 95%，AMA 被认为是 PBC 的标志[17, 18]。但仅凭 AMAs/AMA‑M2 阳性并不能诊断

PBC。有研究表明，多种肝内及肝外疾病均可发生 AMAs/AMA‑M2 阳性，而 AMA-M2

滴度在其他疾病中的水平低于 PBC[19]。此外，AMA/AMA-M2 阳性并不是一定会进展

为 PBC，其 3、5 和 10 年发展的总体累积发病率分别仅为 1.63%、4.2%和 7.5%。最近
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研究发现，AMA 阳性即使伴碱性磷酸酶和谷氨酰转肽酶升高也不一定是 PBC，该症状

也可见于多种肝内及肝外疾病，经过积极治疗原发疾病，其碱性磷酸酶和谷氨酰转肽

酶也可得到改善，甚至完全恢复正常。据统计，仍有约 5%-10%的 PBC 患者具有 PBC

的临床、生化和组织学特征，同时在目前任何方法的检测中 AMA 都呈现阴性。对这类

PBC 患者的研究表明，免疫荧光检测到的抗核抗体明显比 AMA 阳性患者更常见，因

此有人建议将这种免疫学上不同的综合征称为“免疫性胆管炎”或“自身免疫性胆管

病”。然而，AMA 阴性 PBC 和自身免疫性胆管病是否相同仍然存在争议。此外，对抗

细胞内蛋白的自身抗体可能通过形成免疫复合物的方式而导致组织损伤，该复合物含

有从垂死细胞释放的细胞内蛋白。尽管有报道称 PBC 患者体内存在高浓度的循环免疫

复合物，但迄今为止，还没有报道由 AMA 及其抗原所形成的免疫复合物的存在[20, 21]。

基于以上种种原因，PBC 至今难以被准确诊断。 

PBC 患者中位生存期约为 9 年，美国肝病研究协会和欧洲肝脏研究协会均推荐应

用吗替考酚酯联合熊去氧胆酸（UDCA）作为 PBC 的首选治疗方法[22-25]。过去的研究

表明，肝纤维化程度是对 UDCA 反应不足的预测指标。然而，研究发现 UDCA 仅可延

缓病情，在中后期治疗中作用效果并不明显，并未降低 PBC 患者的总体死亡率，也并

未存在肝移植、皮肤瘙痒或疲劳方面的益处[26-33]。高达 40%的 PBC 患者对 UDCA 治疗

应答不佳，急需寻找新的药物靶点，开发新型治疗药物。胆汁酸代谢在体内存在多个关

键调节靶点，如法尼酯衍生物 X 受体（FXR）、过氧化物酶体增殖物激活受体（PPAR）

和回肠胆汁酸转运体（IBAT）等，这些靶点可通过不同途径达到治疗或改善 PBC 的作

用，是目前最有潜力的药物靶点，目前仍在进行临床试验阶段[34-37]。因此，早期诊断对

原发性胆汁性胆管炎依旧非常重要。 

1.2 BCOADC-E2 概述 

血清抗线粒体抗体 AMA 共有 M1~M9 九种亚型，在 PBC 患者血清中，M2 亚型为

主要的反应成分，其识别的自身抗原被鉴定为 2-OADC 的 E2 亚基[38-46]。随着对 PBC

的研究深入发展，越来越多的证据表明，对 2-OADC 的 E2 亚基的免疫应答失常是 PBC

发生的关键[13, 47-49]。这些自身抗原主要包括 PDC-E2、BCOADC-E2，OGDC-E2[50, 51]。

在这些酶组分中，PBC 患者血清中 PDC-E2 和 BCOADC-E2 与 AMA 的反应频率高于

其他 M2 抗原。PDC-E2 是 PBC 的主要自身抗原，约 80%-90%患者的血清样本中含有
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PDC-E2 特异性 AMA。只有少数 PBC 患者血清仅对 PDC-E2 有反应，绝大部分患者对

OGDC-E2（39-88%）或 BCOADC-E2（53-55%）也发生特异性反应。然而，在临床中

发现约 4%至 13%的 PBC 患者的血清只识别 BCOADC-E2，而不识别 PDC-E2，这些患

者在主要含 PDC-E2 的 M2 抗原制剂检测中极易被遗漏。Hiroshi Miyakawa 等人的研究

采用免疫印迹法和 ELISA 法检测了两种主要的抗 M2 抗体（抗 PDC-E2 和抗 BCOADC-

E2），并比较了 38 例免疫荧光抗线粒体抗体（AMA）阴性的 PBC 患者和 39 例抗线粒

体抗体强烈阳性的 PBC 患者的结果。以牛心脏线粒体部分为抗原，在 AMA 阴性 PBC

患者和典型的高滴度 AMA 阳性 PBC 患者之间进行比较，得出结论显示检测抗

BCOADC-E2 对于准确诊断 AMA 呈现阴性的 PBC 患者至关重要[52]。 

BCOADC 围绕一个包含 E2 亚基的结构核心组成，E1、E3 和特异性激酶与 E2 亚

基相连，这种结构与 2-OADC 的其他组分非常相似[53, 54]。哺乳动物 BCOADC 蛋白的

E2 亚基包含三个折叠结构域：一个脂酰结合域，一个 E3 结合域和一个内核域。含有

脂酰结合位点的硫辛酰结构域参与转酰基化反应和活性位点偶联，并含有可被 PBC 患

者血清识别的自身表位。Patrick Leung 等[41]通过来自于牛的 BCOADC-E2 互补 DNA

（cDNA），在 PBC 患者中定位了 BCOADC-E2 特异性识别 AMA 的表位在硫辛酰结

构域内，与 PDC-E2 识别表位区域相同。对 BCOADC-E2 的化学修饰将会产生新的抗

原，我们假设在 BCOADC-E2 中，在硫辛酰结构域区域进行丙氨酸诱变扫描来化学修

饰将改变其 AMA 特异性。 

1.3 SDSL-EPR 技术概述 

电子顺磁共振技术（Electron Paramagnetic Resonance, EPR），也称电子自旋共振

（Electron Spin Resonance, ESR），应用于直接检测生物体中存在的各种顺磁性物质，

如金属辅酶因子、活性氧及其他结构中含未成对电子的分子[55-57]。通过定点自旋标记

（Site-Directed Spin Label, SDSL），EPR 的应用可扩展到天然抗磁性样品的检测[58-60]。

SDSL-EPR 法最初于 1965 年由 McConnell H.M.发现，并在 Hubbell 的研究下进一步发

展[60-62]。其基于一个顺磁标签在生物分子特定位置上的共价附着来进行连续波 EPR 或

脉冲 EPR[58, 59, 63, 64]。目前已研究出多种自旋标签：过渡金属离子、氮氧化物、三烷基

自由基[65-67]。其中氮氧化物标签是杂环自由基，具有高度稳定性和独特的检测局部结

构的能力，是 SDSL-EPR 用于生物分子结构研究中最常见的一类自旋标签。 
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氮氧化物标签可通过特定的反应连接物增加功能团来共价附着在氨基酸的侧链上，

如硫代磺酸盐、马来酰亚胺或碘乙酰胺基团。这些基团在合成过程中被引入到氮氧化

物的杂环上，与半胱氨酸残基的巯基选择性反应，形成共价 S-S 或 C-S 键[58]。随着 EPR

研究的发展，使用不同标记位点的各类型 SDSL-EPR 方法已被开发出来以扩大该方法

的适用性，如酪氨酸[68]、非天然氨基酸[69-71]或肽合成[72, 73]。 

氮基自旋标签连续波 EPR 光谱的一般原理为：EPR 光谱学是基于放置在外部磁场

中的顺磁物质对电磁波谱微波区辐射的吸收。以 S = 1/2 的单个自由电子为例，在没有

外场的情况下自由电子自旋的两个方向（分别为 Ms = + 1/2 和 Ms = − 1/2）表现出

相同的能量。在静磁场存在的情况下，磁性组分与磁场平行或反平行排列，导致自旋能

态不再简并（塞曼效应）。两个能级之间的能量差（ΔE）可以表示为：ΔE=g β B，其

中 β 是玻尔磁子（9.24 × 10-24J T-1），B 是外部磁场。g 因子决定了共振场的位置，

它描述了顺磁系统在外部磁场中的电子构型和方向（对于自由电子 g ≈ 2.0023）。在

连续波 EPR 实验中，样品被连续微波照射后，通过线性改变外磁场，并记录下电磁波

的吸收。共振现象发生时，发射的能量正好符合两个能级之间的能量差（ΔE），产生

了方程：ΔE = h υ = g β B，其中 h 是普朗克常数，υ微波频率，例如 9.8GHz 为 X 波

段，34GHz 为 Q 波段和 95GHz 为 W 波段。 

 

图 1-1 EPR 原理图 

目前 SDSL-EPR 光谱在表征蛋白质其他生物大分子的相互作用中已被广泛运用[74-

77]。以 EPR 光谱分析 T7 内切酶 I 的 N 端区域与 DNA 的相互作用[78]。该酶与四方向交

叉 DNA 结合，在双链断裂修复中起核心作用。由于 N 端区域的灵活性，过去 X 射线

晶体学研究未能完全定义内切酶 I 与核苷酸的相互作用。通过在 N 端结构域的 10 个位

点上引入 MTSSL 自旋标签，研究溶液中带和不带 DNA 的标记突变体的 EPR 光谱。在
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没有核苷酸的情况下，光谱是清晰的，表明具有很大的灵活性，而 DNA 的加入使光谱

在 7 和 14 号位置之间变宽。利用 EPR 实验能够识别 DNA 结合时内切酶 I N 端区域的

无序到有序过渡，揭示其在修复过程中的作用。 

1.4 研究内容及技术路线 

针对缺乏 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域 β 折叠区的氨基酸残基对 AMA 特异性

的综合分析问题，本研究假设硫辛酰结构域内的特定残基通过维持构象完整性对 AMA

识别至关重要，首先利用 Swiss Model 对 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域活性中心附

近进行同源建模，观测关键氨基酸在蛋白空间结构上的分布特点，以此为依据用丙氨

酸替换硫辛酰结构域的 4 个关键氨基酸，构建具有 2 个、3 个和 4 个替换的突变体，并

分析这些多位点突变体对 PBC 患者血清和对照血清的反应特性。利用硫醇特异性自旋

标记和电子顺磁共振（EPR）对 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域进行探测。研究内容共

分为三个部分，具体如下： 

（1）BCOADC-E2 多位点突变蛋白模型构建：选用 Swiss Model 工具对 BCOADC-

E2 蛋白硫辛酰结构域活动中心赖氨酸前后氨基酸进行同源建模，观测 4 号位谷氨酸、

5 号位缬氨酸、12 号位苏氨酸、13 号位异亮氨酸在整个蛋白的空间构象分布情况，设

计多突变组合。利用 PCR 技术进行定点突变，获得多位点突变质粒。测序验证突变产

物正确性。将含有点突变质粒转入大肠杆菌，异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）对目的蛋

白进行诱导表达。目的蛋白在菌体内的表达形式为带有GST标签的融合蛋白，利用GST

蛋白的特异性结合纯化蛋白。 

（2）BCOADC-E2 多位点突变蛋白免疫学反应测定：将多突变重组蛋白分别进行

一抗血清为 1：4000 和 1：16000 稀释度的间接 ELISA 测定和 Western Blot 检验，根据

多突变重组蛋白对 9 个 PBC 患者和对照组的血清学反应，检测不同组合的多位点突变

对 BCOADC-E2 蛋白与 AMA-M2 特异性结合的影响。 

（3）利用 SDSL-EPR 探究 BCOADC-E2 多位点突变蛋白构象：围绕 BCOADC-E2

蛋白硫辛酰结构域关键氨基酸，选取免疫特异性结合显著降低的突变体，在其突变位

点一侧引入半胱氨酸，使自旋标记物 MTSSL 定位至重组蛋白被丙氨酸替换的位点上，

设置 PBC 患者血清、对照受试者血清样本和空白对照处理，通过电子顺磁共振 EPR 技

术分析不同重组蛋白突变体硫辛酰结构域波谱，探究蛋白构象完整性对 AMA 识别重
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要性。 

 

图 1-2 技术路线 
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第 2 章 BCOADC-E2 多位点突变蛋白模型构建 

利用丙氨酸扫描进行定点突变来开展分子生物学研究已成为研究热点。李梦等[79]

利用丙氨酸扫描发现镇痛多肽 CPR 第 5 位谷氨酸突变成丙氨酸将提高多肽约 20%的镇

痛活性，同时第 8 号位谷氨酰胺突变则降低 17%的镇痛活性，从而推断第 5 位谷氨酸

和第 8 位谷氨酰胺为该多肽关键氨基酸，这一结果与 Konno 等[80]的研究一致。有研究

对与 ATP 磷酸盐和金属辅因子结合的活性位点成分进行了丙氨酸扫描突变，发现

K170A、E227A、K326A 和 R149A 触发了活性位点的不良变化，包括 ATP 磷酸盐的位

错，与 ATP 的接触改变，以及金属离子的数量和位置的变化，使活性位点扭曲到与赖

氨酸腺苷化不匹配的非通路状态[81]。每一种丙氨酸突变都会引起连接酶活性位点的独

特通路外畸变，阐明了连接酶活性位点在与 ATP 和金属相互作用中的巨大可塑性。研

究利用丙氨酸扫描技术，将 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域活性中心赖氨酸（K）前后

4 位关键氨基酸进一步多突变为中性的丙氨酸，观察蛋白功能与结构是否因多突变而改

变或者失去。 

野生型重组质粒 pGEX-BCKD 在前期实验中已构建完成，其中 BCKD 为人

BCOADC-E2 的牛的同源基因，与 pGEX-4T1 组合成 pGEX-BCKD。同时包含了融合蛋

白标签 GST 和氨苄青霉素抗性基因 AmpR，GST 标签利于分离纯化蛋白，含 AmpR 重

组质粒的大肠杆菌可在含氨苄青霉素的培养基上生长，既能具有一定的筛选转化成功

的感受态细胞作用，且能够防止培养基被杂菌污染。野生型蛋白 pGEX-BCKD 的氨基

酸序列见表 2-1。 

表 2-1 野生型蛋白 pGEX-BCKD 氨基酸序列 

蛋白名称 氨基酸序列 

野生型蛋白

pGEX-BCKD 

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFEL

GLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEG

AVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNG

DHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYL

KSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSGQIVQFKLSDIGEGIR

EVTVKEWYVKEGDTVSQFDSICEVQSDKASVTITSRYDGVIKKLYYNL

DDTAYVGKPLVDIETEALKDSEEDVVETPAVSHDEHTHQEIKGQKTLAT

PAVRRGSPEFPGRLERPHRD 
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2.1 材料 

2.1.1 实验仪器 

表 2-2 实验仪器 

实验仪器 仪器公司 实验仪器 仪器公司 

T100 梯度 PCR 仪 美国 Bio-Rad 超高速离心机 德国 Eppendorf  

紫外分光光度计 苏州岛津仪器 漩涡震荡仪 奥然科技 

迷你离心机 其林贝尔 单人超净工作台 上海苏净实业 

电热恒温培养箱 上海三发科学仪器 紫外凝胶成像仪 上海培清科技 

恒温摇床 一恒科学仪器 高压蒸汽灭菌锅 日本 Tomy Kogyo 

超纯水仪 四川优普超纯科技 电热恒温水浴锅 国华电器 

垂直电泳仪 美国 Bio-Rad 制冰机 意大利 Scotsman 

电转槽 美国 Bio-Rad OD-1000 超微量分光光度计 美国 Thermo Fisher 

落地离心机 日本 HITACHI 超声波细胞破碎仪 宁波新芝 

pH 检测仪 上海梅特勒-托利多仪器 金属浴锅 美国 Thermo Fisher 

移液枪 德国 Eppendorf ﹣80℃冰箱 美国 Thermo Fisher 

2.1.2 实验试剂 

表 2-3 实验材料与试剂 

试剂与材料 来源/配制 

SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒、引物缓冲

溶液 Elution Buffer（2.5mM Tris-HCL，pH 8.5）、

2×SDS-PAGE 上样缓冲液、TureColor 双色预染蛋白

Marker、GST 琼脂糖纯化树脂 

上海生工生物股份有限公司 

续上表 
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试剂与材料 来源/配制 

感受态细胞、无核酸酶水、2×TransStart FastPfu Fly 

PCR SuperMix 突变预混液、限制性 Dpnl 酶 
北京全式金生物技术有限公司 

氨苄青霉素溶液（100mg/mL） 
称取 1.00g 氨苄青霉素粉末充分溶解于

8mL 超纯水中，定容至 10mL，混匀 

50mg/mL 的异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）溶液 

称取 0.5040g IPTG，去离子水定容至

10mL，0.22μm 过滤器过滤除菌，﹣20℃

保存 

0.5M Tris-Hcl 

称取 6.05g 三羟甲基氨基甲烷，去离子水

定容至 100mL，用盐酸调 pH 至 8.0，4℃

保存 

10%十二烷基硫酸钠 
称取 10.00g 十二烷基硫酸钠，溶于 90mL

超纯水中，4℃保存 

10%过硫酸铵 
称取 1.00g 过硫酸铵，去离子水定容至

10mL，﹣20℃保存 

SDS-PAGE 电泳液 
称取 14.40g 甘氨酸，3.00g Tris-Base，

1.00g SDS，去离子水定容至 1000mL 

脱色液 
量取 100mL 冰醋酸和 100mL 甲醇，混合

后去离子水定容至 1000mL 

磷酸盐缓冲液 

称取 8.00g 氯化钠，0.20g 氯化钾，1.15g

磷酸氢二钠，0.24g 磷酸二氢钾，去离子水

定容至 990mL，4℃保存 

Binding Buffer（结合缓冲液） 
量取 100mL 磷酸盐缓冲液，加入 1mL 曲

拉通 X-100，混合，4℃保存 

Elution Buffer（洗脱缓冲液） 

称取 0.30733g 还原型谷胱甘肽，溶解于

50mL 50mM Tris-HCI（PH8.0）中。谷胱甘

肽容易被氧化，现用现配 

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10%制胶

试剂盒 
美国伯乐生命医学产品有限公司（Bio-Rad） 

考马斯亮蓝 R250 染色液 南京恩晶生物科技有限公司 
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2.2 方法 

2.2.1 多突变位点设计 

将二氧酸脱氢酶复合体 E2（BCOADC-E2）蛋白硫辛酰结构域的活性中心赖氨酸

前面 8 个氨基酸、后面 7 个氨基酸分别突变为丙氨酸，将改变 E2 蛋白与 AMA-M2 的

特异性结合程度。以丝氨酸标号为 1，按次序标至第 16 号位精氨酸，本实验室前期实

验已证实该区域第 4 号位氨基酸谷氨酸、5 号位氨基酸缬氨酸、12 号位氨基酸苏氨酸、

13 号位氨基酸异亮氨酸单突变为丙氨酸显著降低了 BCOADC-E2 蛋白与 AMA-M2 的

特异性结合程度，其四位氨基酸为 E2 蛋白的关键性氨基酸[82]。在 Swiss model 工具中

创建 Project，输入 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域活性中心赖氨酸（K）前后氨基酸序

列，运行后等待数分钟，将搜索出数据库中与输入序列具有相似性的已知蛋白质序列，

同时显示参数 GMQE 和 QMEAN，GMQE 参数可信度范围为 0-1，值越大表明质量越

好，而 QMEAN 区间为-4~0，数值越接近 0，评估待测蛋白与模板蛋白的匹配度越高。

硫辛酰结构域氨基酸序列在数据库中匹配的蛋白模型见图 2-1，根据图 2-1 显示该同源

模型 GMQE 参数为 0.86，QMEAN 参数为 0.86±0.12，符合可信度区间，且序列识别率

达到 100%，同源建模成功。模型显示 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域第 4 号位、5 号

位、12 号位、13 号位氨基酸围绕活性中心 K 赖氨酸呈现两两近似对称分布，见图 2-

2。 

 

图 2-1 Swiss Model 同源建模匹配模型 
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图 2-2 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域活性中心同源建模图 

注：a. 活性中心赖氨酸 Lys；b. 13 号异亮氨酸 Ile； 

c. 12 号苏氨酸 Thr；d. 4 号谷氨酸 Glu；e. 5 号缬氨酸 Val 

在此基础上，将四位关键性氨基酸进行双突变、三突变和四突变组合，分别为：双

突变 4-12、5-12、4-13、5-13，三突变 4-5-12、4-5-13、4-12-13、5-12-13，四突变 4-5-

12-13，构建的 9 个多位点突变质粒分别命名为：pGEX-BCKD-E4A-T12A，pGEX-BCKD-

E4A-I13A，pGEX-BCKD-V5A-T12A，pGEX-BCKD-V5A-I13A，pGEX-BCKD-E4A-V5A-

T12A，pGEX-BCKD-E4A-V5A-I13A，pGEX-BCKD-E4A-T12A-I13A，pGEX-BCKD-

V5A-T12A-I13A，pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-I13A。 

在 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域内，被编号区域的野生型蛋白氨基酸序列为

SICEVQSDKASVTITSR，按单突变→双突变→三突变→四突变的顺序循序渐进，每次

只需进行一个位点的丙氨酸突变，成功率更高，且突变可选择种类多，进一步提高了突

变成功率。突变基因序列信息见表 2-4。 
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表 2-4 氨基酸突变前后对照表 

突变类型 突变位点 编号 终序列 

双突变 4、12 pGEX-BCKD-E4A-T12A SICAVQSDKASVAITSR 

4、13 pGEX-BCKD-E4A-I13A SICAVQSDKASVTATSR 

5、12 pGEX-BCKD-V5A-T12A SICEAQSDKASVAITSR 

5、13 pGEX-BCKD-V5A-I13A SICEAQSDKASVTATSR 

三突变 4、5、12 pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A SICAAQSDKASVAITSR 

4、5、13 pGEX-BCKD-E4A-V5A-I13A SICAAQSDKASVTATSR 

4、12、13 pGEX-BCKD-E4A-T12A-I13A SICAVQSDKASVAATSR 

5、12、13 pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A SICEAQSDKASVAATSR 

四突变 4、5、12、13 pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-I13A SICAAQSDKASVAATSR 

2.2.2 多突变质粒构建 

2.2.2.1 突变引物设计 

以甲基化的质粒为 PCR 的模板，采用部分重叠引物设计，突变点位于两条引物上。

引物与模板退火后合成突变链，体外限制性内切酶和体内感受态细胞消解甲基化质粒

模板，从而有效筛选突变克隆，见图 2-3。研究使用 Quick Change 引物设计工具

（https://agilent.com.cn），构建突变体所用的诱变引物序列见表 2-5。 

 

 

图 2-3 突变原理图 

 

 

表 2-5 诱变引物序列 
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突变类型 编号 引物序列（5’ to 3’） 

双突变 pGEX-E4A-T12A F 5'-ccatcataacgactagtgatagcaacagaagctttatcactttga-3' 

 R 5'-tcaaagtgataaagcttctgttgctatcactagtcgttatgatgg-3' 

 pGEX-E4A-I13A F 5'-atgactccatcataacgactagtggcagtaacagaagctttatcactttg-3' 

 R 5'-caaagtgataaagcttctgttactgccactagtcgttatgatggagtcat-3' 

 pGEX-V5A-T12A F 5'-ccatcataacgactagtgatagcaacagaagctttatcactttga-3' 

 R 5'-tcaaagtgataaagcttctgttgctatcactagtcgttatgatgg-3' 

 pGEX-V5A-I13A F 5'-atgactccatcataacgactagtggcagtaacagaagctttatcactttg-3' 

 R 5'-caaagtgataaagcttctgttactgccactagtcgttatgatggagtcat-3' 

 三突变 pGEX-E4A-V5A-T12A F 5'-gaagctttatcactttgagctgcacagatgctatcaaactgag-3'  

R 5'-ctcagtttgatagcatctgtgcagctcaaagtgataaagcttc-3' 

 pGEX-E4A-V5A-I13A F 5'-gaagctttatcactttgagctgcacagatgctatcaaactgag-3' 

 R 5'-ctcagtttgatagcatctgtgcagctcaaagtgataaagctt -3' 

 pGEX-E4A-T12A-I13A F 5'-cgactagtggcagcaacagaagctttatcactttgaac-3' 

 R 5'-gttcaaagtgataaagcttctgttgctgccactagtcg-3' 

 pGEX-V5A-T12A-I13A F 5'-cgactagtggcagcaacagaagctttatcactttgagc-3' 

R 5'-gctcaaagtgataaagcttctgttgctgccactagtcg-3' 

四突变 pGEX-E4A-V5A-T12A-I13A F 5'-gactccatcataacgactagtggcagcaacagaagctttatcactt-3' 

R 5'-aagtgataaagcttctgttgctgccactagtcgttatgatggagtc-3' 

2.2.2.2 复苏菌种 

从超低温冰箱中取出单突变菌液置于冰面上解冻，吸取 50μL 菌液至含氨苄青霉素

（100mg/mL）的 LB 平板，涂布接种，37℃恒温过夜培养。接种单菌落至 5mL 含氨苄

青霉素（100mg/mL）的 LB 液体培养基中，37℃，150rpm 摇培扩大培养。 

观察扩大培养后的菌液浊度，参照 SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒说明书，

并根据实验室实际情况依照步骤提取质粒，具体流程见表 2-6。 

表 2-6 质粒提取步骤 

流程 操作步骤 

菌体收集 a. 取 4mL 过夜培养的菌液，于室温，8000X g 离心 2min 收集菌体，倒尽培养

基。 

裂解 a. 在菌体沉淀中加入 250 μL Buffer P1，吸打至彻底悬浮菌体。 

b. 加入 250μL Buffer P2，立即温和颠倒离心管 5-10 次混匀，室温静置 2-4min。 

续上表 
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流程 操作步骤 

 c. 加入 350μL Buffer P3，立即温和颠倒离心管 5-10 次充分混匀，室温静置 2min

以彻底去除 RNA。 

离心 a. 于离心机最大转速 20000X g 离心 5-10min。 

取上清 a. 将上清液全部小心移入吸附柱，9000X g离心 30s，倒掉收集管中的液体，将

吸附柱放入同一个收集管中。 

洗涤 a. 向吸附柱中加入 500μL 去蛋白液 Buffer DW1，9000X g 离心 30s，倒掉收集

管中液体，将吸附柱放入同一个收集管中。 

b. 向吸附柱中加入 500μL Wash Solution，9000X g 离心 30s，倒掉收集管中液

体，将吸附柱放入同一个收集管中。 

c. 加入 500μL Wash Solution，9000X g离心 30s，倒掉收集管中液体（重复）。 

洗脱 a. 将空吸附柱和收集管放入离心机中，于 9000X g离心 1min。 

b. 将吸附柱放入一个干净的 1.5 mL 离心管中，在吸附膜中央加入 20μL Elution 

Buffer，室温静置 1min 后，9000X g 离心 1min。再次加入 20μL Elution Buffer，

9000X g 离心 1min。保存管中 DNA 溶液。 

2.2.2.3 PCR 反应体系 

干粉状引物置于桌面超高速离心机中 12000X g 离心 2min，参见 DNA 合成报告加

入对应量缓冲溶液溶解引物，加入底部后移液枪吸取并冲洗数次管内壁和边缘，旋涡

震荡仪充分混匀。参考Fast Mutagenesis System试剂盒（购自北京全氏金生物有限公司）

说明书，在无菌操作台中用无核酸酶水稀释正、反引物与质粒。PCR 反应体系如表 2-

7。 

表 2-7 PCR 反应体系 

成分 体积 终浓度 

质粒 1μL 0.2μM 

正向引物 1μL 0.2μM 

反向引物 1μL 0.2μM 

2× TransStart FastPfu Fly PCR SuperMix 25μL 1× 

无核酸酶水 22μL 无 

2.2.2.4 PCR 反应条件 

参考诱变引物合成报告单和 Fast Mutagenesis System 试剂盒说明书，设定退火温度

为 60℃，具体反应程序见表 2-8。 
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表 2-8 PCR 反应程序 

程序 反应温度 反应时间 

预变性 94oC 5min 

变性 94oC 20s 

退火 60oC 20s 

延伸 72oC 2min 

延伸 72oC 10min 

保存 4oC ∞ 

2.2.2.5 PCR 产物消化 

于无菌操作台中吸取 10μL PCR 产物至一新离心管，加入 1μL Dpnl 酶，吸打混匀，

迷你离心机离心数秒消气泡，37℃孵育 1h，酶解模板质粒。 

2.2.2.6 PCR 产物转化及菌种保存 

从超低温冰箱取出 50μL 感受态细胞菌液，置于冰面上解冻。在感受态细胞刚刚化

冻时加入 5μL 突变质粒，轻摇混匀。置于冰水中冰浴 30min，令 DNA 吸附至细胞表面。

42℃水浴锅热激 45s，使细胞膜释放脂质，形成孔隙，质粒进入细胞内部。热激结束立

即置于冰面孵育 2min，感受态细胞的孔洞消失。加入 250μL 已平衡至室温的 SOC 培

养基（不含氨苄青霉素），37℃、150rpm 震荡摇培 40min，复苏细胞。吸取 50μL 菌液

均匀地涂布至含氨苄青霉素（100mg/mL）的 LB 固体培养基，37℃扩大培养。 

观察 LB 平板菌落长势，当形成肉眼可见单菌落时，挑取较大单菌落接入 5mL 含

氨苄青霉素（100mg/mL）LB 液体培养基，37℃，150rpm 震荡摇培。吸取 400μL 对数

生长期菌液至 200μL 80%甘油，﹣80℃超低温保存菌种。参照 SanPrep 柱式质粒 DNA

小量抽提试剂盒说明书，并根据实验室实际情况依照步骤提取质粒，步骤同 2.2.2.2，送

由上海生工生物有限公司测序。 

2.2.3 多突变蛋白纯化 

2.2.3.1 原核蛋白可溶性表达鉴定 

质粒测序成功后，从超低温冰箱中取出甘油冻存菌液，置于冰面上解冻。在其刚刚

解冻完全时，吸取 50μL 菌液至含氨苄青霉素（100mg/mL）的 LB 平板，涂布接种，

37℃恒温培养。取单菌落接入 5mL 含氨苄青霉素（100mg/mL）的 LB 液体培养基，

37℃，150rpm 摇培扩大培养。吸取 5mL 种子液接入 250mL 含氨苄青霉素（100mg/mL）
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的 LB 液体培养基，37℃，150rpm 摇培。约 5-6h 后使用紫外分光光度计测量波长 600nm

处细胞丰度，当 OD600 为 0.6-0.8 时加入 0.595mL IPTG 诱导剂（50mg/mL），IPTG 终

浓度 0.5mM。设置恒温摇床 24℃，150rpm 过夜摇培。 

2.2.3.2 蛋白亲和层析纯化 

5000 rpm，4℃离心菌液 10min。倒尽培养基，吸取 15mL Binding Buffer 于沉淀中，

吸打数次彻底悬浮菌体沉淀，将混合物转移至一新的 50mL 离心管中。设置细胞破碎

参数为：破碎 3s，停 2s，功率 25%，总时长 30min。破碎细胞裂解液呈澄清液状。

20000rpm，4℃离心 10min，吸取上清液移至新的离心管，标记为 1 号离心管备用。 

使用重力纯化柱管纯化 GST 标签蛋白。将圆形筛网水平安装在柱底端，GST 琼脂

糖纯化树脂完全悬浮后吸取 2mL 至重力流柱，垂直静置待树脂沉降，排出储存缓冲液。

安装另一圆形筛网于树脂顶端，注意圆形筛网应与树脂水平紧密接触，旋紧底部阀门

和顶部控制流速阀备用。 

重力纯化柱垂直固定，加入十倍柱体积 Binding Buffer 平衡柱子，控制流速为 0.5-

1mL/min。加入 1 号离心管中的上清液，流速 0.5-1mL/min，取新的离心管收集流穿液，

标记为 2 号离心管。 

加入 5-10 倍柱体积（15mL）的 Binding Buffer 冲洗树脂，取新的离心管收集前 1mL

流出液和最后 1mL 流出液，分别标记为 3 号和 4 号离心管。 

1.5mL Elution Buffer 洗脱 GST 标签蛋白，控制流速 0.5-1mL/min，重复三次，每次

用新的离心管收集洗脱液，三次洗脱液分别标记为 5 号、6 号、7 号离心管。 

3 倍柱体积 Elution Buffer 和 5 倍柱体积去离子水平衡 GST 琼脂糖纯化树脂，再加

入 5 倍柱体积的 20%乙醇平衡，4℃保存在等体积 20%乙醇中。 

2.2.3.3 SDS-PAGE 检测 

选取两块洁净干燥的制胶玻璃板，短板、长板各一块，参照 Bio Rad 凝胶模具说明

书，将两块玻璃板夹在制胶架上，装配好凝胶模具。插入配套梳子，标记梳子底端在玻

璃板中的位置然后拔出。用纯水润洗小烧杯后甩干，参照 Bio Rad TGX Stain-Free 

FastCast Acrylamide Kit, 10%试剂盒说明书配制分离胶。吸取对应 A、B 液于小烧杯中，

吸打几次混匀，快速加入玻璃板中，加入位置至标记点下方 0~1cm 为宜。轻轻拍动凝

胶模具去除气泡，使液面平齐。待灌胶完成，均匀加入去离子水至玻璃板最上端，压平

分离胶。等待 30min，观察到凝胶与纯水之间有一条分层，则分离胶凝固完成。倒掉上

层去离子水，用吸水纸沿边缘吸干去离子水。 
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参照 Bio Rad TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10%试剂盒说明书配制浓缩

胶，吸打几次混匀，用移液枪快速打入玻璃板中，垂直、缓慢地插入梳子，注意避免气

泡产生。等待 30min。待浓缩胶凝固后，去除制胶槽，将玻璃板正确装载于电泳仪上，

往电泳槽内缓慢倒入 1×SDS-PAGE 电泳液，垂直、缓慢地拔出梳子，凝胶泡于电泳液

中备用。 

取出冻存的纯化蛋白，置于冰面上解冻。在蛋白刚刚化冻完全时吸取 15μL 的 1 号

~7 号管收集液至新离心管中，加入等体积 SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液（2×），振荡混

匀。将蛋白与 2×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液混合物置于 100℃金属浴高温加热 10min，

使蛋白变性，待其冷却至室温备用。 

吸取 3-5μL 双色预染蛋白Marker加样于第一泳道，吸取 10μL处理后的蛋白样品，

依次上样至 SDS-PAGE 凝胶孔中，每孔的蛋白上样量保持等量。电泳仪黑红极对应安

装，60V，25min 跑胶。待样品在凝胶中被压缩成一条直线时，调整电泳条件为 90V，

85min，至溴酚蓝指示剂跑至凝胶底部。 

取出凝胶置于考马斯亮蓝 R-250 溶液中，脱色摇床常温缓慢摇动染色 30min。回收

染液，轻轻冲洗凝胶三遍。将凝胶浸泡于脱色液中，摇动脱色 1h。换脱色液，再次摇

动脱色 2h。重复换脱色液步骤，常温过夜脱色。 

2.3 结果与分析 

2.3.1 多突变质粒测序结果 

将多突变质粒转化菌株培养后，提取了 pGEX-BCKD-E4A-T12A, pGEX-BCKD-

E4A-I13A, pGEX-BCKD-V5A-T12A, pGEX-BCKD-V5A-I13A, pGEX-BCKD-E4A-V5A-

T12A, pGEX-BCKD-E4A-V5A-I13A, pGEX-BCKD-E4A-T12A-I13A, pGEX-BCKD-V5A-

T12A-I13A, pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-I13A，共 9 个多突变质粒，送由上海生工生

物股份有限公司测序，测序结果如下（以四突变为例）。 
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图 2-4 四突变质粒 pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-I13A 的 DNA 测序峰形图 

截取四突变质粒送测峰形图从 1 号位丝氨酸 AGC 至第 16 号位精氨酸 CGT 部分。

由图 2-4 可知：经 PCR 定点突变后，四突变质粒设计位点 4、5、12、13 号的碱基以最

少的序列变换成功突变成丙氨酸；突变质粒有且仅有设计位点碱基发生变换，其余氨

基酸保持序列数目完整且碱基不发生改变，表明四突变重组质粒构建成功；DNA 峰形

图峰值明显，单一、清晰且明确，表明测序结果良好，测序结果具有说服力。 

2.3.2 多突变蛋白纯化结果 

根据 2.2.3.1 操作内容将测序成功的质粒转入大肠杆菌感受态细胞中，对其进行扩

大培养，在菌液中加入 IPTG 诱导 GST 标签的表达，后破碎细胞，结果如图 2-5。 

 

图 2-5 多突变重组蛋白表达示意图 

从图 2-5 中可以看到，以 pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A 为例，诱导后细胞相比于

诱导前在 50 KDa 处有增粗的条带，该条带出现的位置与目的蛋白的大小相吻合，说明

该蛋白已表达。破碎后裂解液及离心后上清液中该条带依然存在并且相比于诱导后细

胞，量并没有减少，说明该蛋白是可溶性表达。 

根据 2.2.3.2 蛋白纯化流程，取手动纯化过柱中的 1 号至 7 号离心管收集液，变性

处理后进行 SDS-PAGE 电泳。对凝胶进行考马斯亮蓝 R250 染色、脱色，所获蛋白胶结

果见图 2-6。 
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图 2-6 突变体蛋白 pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A 纯化过程收集液 SDS-PAGE 电泳图 

从图 2-6 中可以看出： 

（1）泳道 1 蛋白条带杂乱且分布广泛，其中 50KDa 处条带颜色最深，符合含 GST

标签的目的蛋白大小，证明在流穿 GST 琼脂糖纯化树脂亲和层析柱之前，破碎细胞上

清液中包含较多胞内杂蛋白和目的蛋白，且目的蛋白表达量显著高于其他蛋白； 

（2）从泳道 2 可以看出，缓慢控制流速后，收集液中含众多不能被 GST 树脂亲和

的杂蛋白，且 50KDa 处能明显看见含有 GST 标签蛋白，证明此时 GST 亲和树脂中所

结合的目的蛋白已经达到最大载量； 

（3）从泳道 3 可以看出，Binding Buffer 经纯化柱后，树脂中未能被亲和的残留蛋

白被带入了穿流组分洗脱下来； 

（4）泳道 4 显示 Binding Buffer 最后 1mL 洗脱液中已不含任何蛋白，表明残留在

树脂中的蛋白已被洗净，只余被 GST 琼脂糖树脂亲和的目的蛋白留存在柱中待洗脱； 

（5）从泳道 5 可以看出，被 GST 亲和树脂特异性结合的 GST 标签蛋白，经含还

原型谷胱甘肽（GSH）的洗脱溶液 Elution Buffer 流穿后被带出，5 号管收集液获得了

浓度较高的含 GST 标签的目的蛋白； 

（6）泳道 6 表示，Elution Buffer 第二次洗脱收集液中仍旧含有浓度较为可观的

GST 标签蛋白，但相较之下，其浓度不如 5 号收集管； 

（7）泳道 7 中已无蛋白条带，表明含 GST 标签的目的蛋白已全部被前两次 Elution 

Buffer 洗脱，至此 GST 亲和层析柱内蛋白洗脱完全。 
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2.4 小结与讨论 

本章针对 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域关键氨基酸多突变蛋白 pGEX-E4A-

T12A，pGEX-E4A-I13A，pGEX-V5A-T12A，pGEX-V5A-I13A，pGEX-E4A-V5A-T12A，

pGEX-E4A-V5A-I13A，pGEX-E4A-T12A-I13A，pGEX-V5A-T12A-I13A，pGEX-E4A-

V5A-T12A-I13A 展开了研究。通过将带有 BCOADC-E2 同源序列 BCKD 基因的重组质

粒转化至大肠杆菌培养，诱导表达并纯化得到了 9 个多突变蛋白。 

目前有研究已证实在蛋白纯化的众多方法中，利用亲和纯化技术获得高纯度重组

蛋白被公认为鉴定和纯化重组蛋白的不可或缺的工具[83]。融合的标签不会影响标记蛋

白的折叠或生物功能，并且在大多情况下，它在纯化后具有可移除性，因此研究选用

GST 标签亲和反应纯化蛋白。焦凤娟等[84]曾证实 IPTG 诱导剂浓度在 0.5mM 时能够获

得可溶性蛋白的最适浓度。IPTG 竞争性地与阻遏蛋白结合从而启动目的蛋白的转录，

若浓度过低则达不到与阻遏蛋白结合的饱和浓度；而浓度过高则会促进包涵体的形成。

包涵体是指由于细菌内蛋白量太高，部分折叠与未折叠的蛋白分子聚集成团，很难溶

解，影响蛋白质量。一旦蛋白形成包涵体，就很难获得具有活性的可溶性蛋白。此外，

蛋白表达同样受诱导温度的影响。加入 IPTG 后，诱导温度与细菌生长速率也呈现相关

性，高温促进细菌生长，导致生长过程中代谢物大量积累，对细菌的生长与目的蛋白表

达产生抑制，故实验采用 0.5mM 作为 IPTG 诱导剂终浓度，24oC 低温诱导，有利于降

低蛋白表达速度和表达量，防止蛋白因为过快过量地表达而产生错误折叠。 

纯化后的 5 号收集管蛋白经过 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳后发现，除了 50KDa 处目

的蛋白的条带，还含有分子量较小的蛋白条带，在严格控制流速的前提下，初步分析是

纯化蛋白置于冰箱 4℃保存后再电泳，受蛋白酶的作用发生了一定降解。鉴于 6 号管蛋

白中仍含部分分子量较小的条带，印证了前面的分析。BCOADC-E2 蛋白利用 GST 纯

化产生分子量较小的杂条带已非首次，Lee 等 [85]人在利用杆状病毒表达系统于昆虫

细胞中表达重组牛 BCOADC-E2 融合蛋白，分析 PBC 和 IDCM 患者血清中抗

BCOADC-E2 的反应性的研究中，就曾在采用 GST 亲和层析法对 BCOADC-E2 蛋白纯

化过程中产生不知名 26KDa 大小杂带，而当换为重组 TGF-β 融合蛋白在 GST 亲和纯

化后也具有相同的 26KDa 额外蛋白带，金属结合树脂进行亲和纯化则条带消失，表明

条带为外源污染物质，假设它可能是碳酸酐酶同工酶 III，可通过形成二硫键特异性地

与谷胱甘肽结合。在本实验中条带将在后续蛋白免疫学检测中进一步确认：若分子量
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较小的条带为外源污染，则在免疫印迹中应不能被抗 BCOADC-E2 单克隆抗体识别，

不与 PBC 病人血清反应产生条带；反之，则小分子条带为蛋白降解产生。电泳结果图

2-5 显示 Elution Buffer 第二次洗脱收集液中仍旧含有较纯的 GST 标签蛋白，经 OD-

1000 超微量分光光度计测量后发现，以双突变重组蛋白 pGEX-BCKD-E4A-T12A 为例，

6 号管蛋白浓度在 A280 处吸光度读数为 1.99，A260/A280 为 1.729，经公式 C（mg/mL）

=（1.55×A280）-（0.76×A260）计算得出 6 号管的蛋白浓度为 0.470mg/mL，无法用作

后续特异性检测，因此舍弃。 
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第 3 章 BCOADC-E2 多位点突变蛋白免疫学反应测定 

3.1 材料 

3.1.1 实验仪器 

表 3-1 实验仪器 

实验仪器 仪器公司 实验仪器 仪器公司 

WB 海绵垫 上海 Beyotime 转膜槽 上海 Tanon 

酶标仪 赛默飞世尔科技 WB 转膜仪 上海 Tanon 

注：其余实验仪器同 2.1.1 

3.1.2 实验试剂 

表 3-2 实验材料与试剂 

试剂与材料 来源/配制 

印迹膜专印缓冲液 
称取 Tris-Base 3.00g，Glycine 14.40g，200mL 甲

醇，去离子水定容至 1000mL 

ELISA 二抗  
兔抗人 Rabbit Anti-Human IgG H&L（HRP），购自

北京博奥森生物技术有限公司，4℃保存 

ELISA 包被缓冲液（10×浓缩）、封闭

液（10×浓缩）、洗涤缓冲液（20×浓

缩）、抗体稀释液、显色液、终止液 

北京博奥龙免疫技术有限公司 

WB 二抗 HRP-山羊抗人 IgG（H+L） 北京博奥龙免疫技术有限公司 

TBST 漂洗液（20×） 北京索莱宝科技有限公司，4℃保存 

WB 封闭液 含 5%脱脂奶粉的 TBST 缓冲液 

硝酸纤维素膜、极超敏 ECL 化学发光试

剂盒 
上海碧云天生物技术有限公司 

丽春红染色液 南京恩晶生物科技有限公司 

注：其余实验试剂同 2.1.2 
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3.2 方法 

3.2.1 酶联免疫吸附分析 

以 pGEX-E4A-T12A 等 9 个多突变纯化蛋白和野生型蛋白 PGEX-BCKD 为抗原，

9 个 PBC 血清样品为一抗，兔抗人 Rabbit Anti-Human IgG H&L（HRP）为二抗，建立

间接 ELISA 实验。设置仅不加抗原的本底对照和一抗为稀释液的对照组，以帮助分析

非特异性本底的原因，进行一抗血清稀释比 1：4000 与 1：16000 的两组实验，三次平

行，两次重复，具体步骤如下[86]。 

3.2.1.1 抗原制备 

纯化蛋白置于冰面上解冻，使用 OD-1000 超微量分光光度计测量蛋白浓度，加入

1×包被液将蛋白稀释成统一浓度 100μg/mL。 

3.2.1.2 包被 

在酶标板中每孔加入 100μL 稀释后的抗原包被液，置于冰箱 4℃过夜包被抗原，

将待测抗体连接在抗原包被的微量滴定板上。 

3.2.1.3 封闭 

取出酶标板，翻转甩干板中液体并于吸水纸上轻轻拍净残液。每孔加入已平衡至

室温的 1×洗涤液，放置 5min 后拍干残液，以上洗涤步骤重复 3 次。注意加洗涤液应孔

与孔之间均匀一致，并且避免液体的相互污染。每孔加入 200μL 已平衡至室温的 1×封

闭液，置于 37℃中反应 90min。封闭未反应的部位减少非特异性结合，并保护包被上

的蛋白活性。将酶标板翻转，拍干板中液体，加入 1×洗涤液洗涤 3 次并拍净残液。 

3.2.1.4 抗原抗体反应 

用已平衡至室温的抗体稀释液将 9 个一抗血清（PBC）分别稀释 4000 倍，酶标板

不同列中加入 100μL 稀释后的一抗，置于 37℃反应 1h。翻转酶标板，甩干板中液体并

洗涤 3-5 次。 

3.2.1.5 酶促反应 

加抗体稀释液将二抗血清（HRP）进行 100000 倍稀释，混匀后每孔加入 100μL，

置于 37℃中孵育 1h。翻转酶标板，甩干板中液体并洗涤 3-5 次。 

3.2.1.6 显色反应 

每孔加入 100μL ELISA 显色液，于室温避光反应 15min。 
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3.2.1.7 终止反应 

加 50μL 终止液停止显色反应，将板置于酶标仪上，设置波长为 450nm，中速震动

5s，测量每孔吸光度。 

3.2.2 蛋白免疫印迹检测 

3.2.2.1 SDS-PAGE 凝胶电泳 

制胶和跑胶方法参考章节 2.2.3.3，其中蛋白样品在变性之前需根据浓度进行稀释，

稀释用量见表 3-3。 

表 3-3 Western Blot 蛋白稀释用量表 

蛋白编号 
蛋白浓度

（mg/mL） 

蛋白用量

/μL 

稀释液用量

/μL 

终浓度

（mg/mL） 

pGEX-BCKD 6.59 15.00 0.00 6.59 

pGEX-BCKD-E4A-T12 25.80 11.05 3.95 19.00 

pGEX-BCKD-E4A-I13A 28.75 9.91 5.09 19.00 

pGEX-BCKD-V5A-T12A 29.73 9.58 5.42 19.00 

pGEX-BCKD-V5A-I13A 21.33 13.36 1.64 19.00 

pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A 19.18 14.86 0.14 19.00 

pGEX-BCKD-E4A-V5A-I13A 21.59 13.20 1.80 19.00 

pGEX-BCKD-E4A-T12A-I13A 18.99 15.00 0.00 19.00 

pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A 19.27 14.79 0.21 19.00 

pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-

I13A 

19.42 14.67 0.33 19.00 

3.2.2.2 转膜 

剪裁滤纸和硝酸纤维素膜至合适大小，固定夹、泡沫垫、滤纸和硝酸纤维素膜、蛋

白凝胶浸泡于 1×转膜液中 3-5min 充分湿润。按照从正极至负极为泡沫垫、滤纸、NC

膜、凝胶、滤纸、泡沫垫的顺序，用镊子夹取对应材料装载湿转系统。每装载一层需轻

轻擀压去除气泡，令其紧密排列，注意硝酸纤维素膜与凝胶对齐。该操作过程需全程佩

戴手套，手指上的油脂与蛋白会封闭转膜效率并易产生背景污斑。将装载好的固定架

置于电转仪正负极之间，黑极对应放置，倒入 1×转膜液没过凝胶，设置电转条件为 90V，

30min。整个转膜过程电转槽需置于冰水中，以防电转过程发热温度过高。 
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3.2.2.3 丽春红染色与脱色 

用镊子取出夹板中的硝酸纤维素膜，观察双色预染蛋白 Marker 是否已完整转移至

硝酸纤维素膜上。标记膜的正反面，浸没在丽春红染色液中，室温下于摇床摇动 3~10min，

直至出现清晰条带，观察并记录结果。 

回收丽春红染液，漂洗 3 次，每次 5min，去除硝酸纤维素膜上的丽春红染液，进

行后续 Western Blot 检测。 

3.2.2.4 封闭 

漂洗完成的硝酸纤维素膜置于 Western Blot 封闭液中（含 5%脱脂奶粉的 TBST），

使封闭液没过膜，室温封闭 1h 阻断硝酸纤维素膜上未结合的区域，防止抗体的非特异

性结合。 

3.2.2.5 孵育一抗 

倒尽或吸干封闭液，加入 1×TBST 溶液稀释一抗血清 1000 倍。将膜均匀浸润于一

抗血清中，4℃过夜孵育。倒尽或吸干一抗，加入 1×TBST 溶液浸润硝酸纤维素膜，置

于脱色摇床摇动清洗 10min，倒尽或吸干 TBST 溶液，清洗步骤重复 3 次，以去除残留

的一抗。 

3.2.2.6 孵育二抗 

Western Blot 二抗（HRP-山羊抗人 IgG）中加入 1×封闭液稀释 10000 倍，硝酸纤维

素膜均匀浸润二抗，置于 37℃孵育 90min。倒尽或吸干二抗，加入 1×TBST 溶液，清

洗步骤重复 3 次。 

3.2.2.7 ECL 显影 

参照极超敏 ECL 化学发光试剂盒说明书，等体积混合 A 液与 B 液，约每张膜总体

积 1mL，室温放置备用。由于 B 液含有氧化剂，显色剂应现配现用。用镊子轻轻取出

硝酸纤维素膜平铺于暗板上，吸水纸吸去多余液体，注意避免膜与板之间产生气泡。逐

滴加 ECL 发光液，轻轻晃动板使发光液完全均匀覆盖硝酸纤维素膜，放置 1~2min，置

于化学发光成像仪内，利用暗室显影技术采集化学发光图像。 
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3.3 结果与分析 

3.3.1 酶联免疫吸附实验结果 

测定多突变纯化蛋白和野生型蛋白共 10 个蛋白对 9 份血清的特异性反应，在同一

环境下、同一实验人员进行两次实验，设置每组 3 个平行。以野生型蛋白 pGEX-BCKD

读数为标准值 1.000，一抗血清稀释比 1：4000、1：16000 的各突变蛋白相对于野生型

蛋白的平均相对结合比见表 3-4。 

表 3-4：ELISA 多突变蛋白相对于野生型蛋白 OD450值 

编号 一抗稀释比 1：4000 一抗稀释比 1：16000 

pGEX-BCKD 1.000±0.000 1.000±0.000 

pGEX-BCKD-E4A-T12A 0.621±0.210 0.556±0.111 

pGEX-BCKD-E4A-I13A 0.447±0.182 0.426±0.091 

pGEX-BCKD-V5A-T12A 0.579±0.119 0.479±0.088 

pGEX-BCKD-V5A-I13A 0.494±0.163 0.328±0.064 

pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A 0.378±0.083 0.351±0.079 

pGEX-BCKD-E4A-V5A-I13A 0.332±0.108 0.269±0.138 

pGEX-BCKD-E4A-T12A-I13A 0.191±0.100 0.139±0.054 

pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A 0.186±0.163 0.187±0.107 

pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-I13A 0.180±0.171 0.096±0.109 

根据表 3-4 作图如下： 

 

图 3-1：多突变蛋白相对于野生型蛋白 pGEX-BCKD 的平均相对结合比 

注：a: 一抗稀释比 1: 4000；b: 一抗稀释比 1: 16000 

在两次 ELISA 测定结果中，9 个多突变蛋白的相对结合比均低于 1.000，说明多突

变蛋白与血清特异性反应程度均低于野生型蛋白。具体来看，多突变蛋白平均 OD450 值



第 3 章 BCKD 多突变蛋白抗 BCOADC-E2 反应性测定 

27 

对野生型蛋白的倍数依次为：1：4000：0.556、0.426、0.479、0.328、0.351、0.269、0.139、

0.187、0.096；1：16000：0.621、0.447、0.579、0.494、0.378、0.332、0.191、0.186、

0.180。按突变位点个数，多突变蛋白特异性反应程度由高至低依次为：双突变蛋白＞

三突变蛋白＞四突变蛋白，特异性反应降低程度与四位关键氨基酸突变位点个数呈现

正相关性。此外，三突变蛋白 pGEX-BCKD-E4A-T12A-I13A、pGEX-BCKD-V5A-T12A-

I13A 和四突变蛋白 pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-I13A 相对野生型蛋白的平均相对结

合比均非常微弱，其中四突变蛋白整体活性约降至野生型的 9.6%，考虑该蛋白几乎不

与血清中的 AMA-M2 发生特异性反应。即当 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域内 4 号位

谷氨酸、5 号位缬氨酸、12 号位苏氨酸、13 号位异亮氨酸同时被丙氨酸所替代时，将

大大降低 BCOADC-E2 蛋白与 AMA-M2 的特异性反应，甚至不产生反应。总体而言，

两种稀释比所呈现的结果趋势一致。 

3.3.2 蛋白免疫印迹检测结果 

3.3.2.1 丽春红染色结果与分析 

采用湿转系统的电转移法将聚丙烯酰胺凝胶上的蛋白在 90V 条件下转移至硝酸纤

维素膜上，转膜完成后进行丽春红染色 10min 观察，染色结果如图 3-2 所示。 

 

图 3-2 丽春红染色结果图 

从图中可以看出，泳道 1 至泳道 13 在 50KDa 附近均含有明显的目的蛋白条带，

表明聚丙烯酰胺凝胶至硝酸纤维素膜转膜过程成功，蛋白均已转移至硝酸纤维素膜上。 

3.3.2.2 显影结果与分析 

对 9 个多突变重组蛋白进行免疫印迹实验，观察重组蛋白与 PBC 血清的特异性反
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应情况。于条带两端各设置一组标准蛋白分子量 Marker 和野生型蛋白 pGEX-BCKD，

以便更好观察结果，进行对比。利用 ECL 显影技术，于暗室中化学成像发光系统采集

图像，Western Blot 反应结果如图 3-3 所示。 

 

图 3-3 Western Blot 显影图 

分析图 3-3 可得： 

（1）多突变蛋白特异性反应条带均位于 50KDa 处，蛋白大小正确； 

（2）实验组各泳道条带颜色深浅存在明显差异甚至没有条带，说明了蛋白质免疫

印迹检测的反应特异性； 

（3）泳道 2~泳道 10 条带颜色均比 1 号浅，说明 9 个多突变蛋白与 AMA-M2 特

异性反应程度较野生型蛋白 pGEX-BCKD 均有所降低，即 4、5、12、13 号位任意氨基

酸多突变组合均降低了 BCOADC-E2 蛋白特异性识别 AMA-M2 的能力； 

（4）双突变中，pGEX-BCKD-E4A-T12A（泳道 2）特异性反应程度最高，pGEX-

BCKD-V5A-T12A（泳道 4）次之，pGEX-BCKD-E4A-I13A（泳道 3）和 pGEX-BCKD-

V5A-I13A（泳道 5）蛋白特异性反应程度较弱；三突变中，pGEX-BCKD-E4A -V5A-T12A

特异性反应程度较高，其余三突变蛋白条带颜色均呈现极弱；9 个突变蛋白中四突变蛋

白反应性最低；将 9 个多突变重组蛋白降低 AMA-M2 特异性反应程度能力由高至低排

序如表 3-5。 

（5）观测突变位点，13 号位异亮氨酸被丙氨酸替代产生的突变蛋白与血清特异性

反应程度均大幅下降，说明 13 号位异亮氨酸残基对于 BCOADC-E2 蛋白识别 AMA-

M2 的重要性。 

表 3-5 Western Blot 各蛋白特异性反应程度排序表 

降低特异性反应程度 

（由高至低） 
突变类型 编号 对应泳道 
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几乎不发生 三突变 pGEX-BCKD-E4A-T12A-I13A 泳道 9 

三突变 pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A 泳道 10 

四突变 pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A-I13A 泳道 11 

高 三突变 pGEX-BCKD-E4A-V5A-I13A 泳道 8 

较高 双突变  pGEX-BCKD-E4A-I13A 泳道 4 

双突变 pGEX-BCKD-V5A-I13A 泳道 6 

三突变 pGEX-BCKD-E4A-V5A-T12A 泳道 7 

较低 双突变 pGEX-BCKD-V5A-T12A 泳道 5 

低 双突变 pGEX-BCKD-E4A-T12 泳道 3 

3.4 小结与讨论 

本章采用稀释比 1：4000 和 1：16000 间接 ELISA 与 Western Blot 实验对 9 个多突

变蛋白与 PBC 患者血清反应性进行了检测，定义多突变组合抗 BCOADC-E2 程度。

Elisa 实验结果与 Western Blot 结果趋势一致，实验结论严谨可信。与野生型蛋白相比，

9 个多突变组合均降低了特异性反应程度，特异性反应降低程度与四位关键氨基酸突变

位点个数呈现正相关性。在 ELISA 与 Western Blot 图中均观察到 13 号位异亮氨酸被丙

氨酸替代产生的突变蛋白与血清特异性反应程度大幅下降，说明 13 号位异亮氨酸残基

对于 BCOADC-E2 蛋白特异性识别 AMA-M2 的重要性。 

Western Blot通过凝胶电泳，按照分子量大小分离蛋白，利用特异性抗体识别蛋白，

是分子生物学中常用的实验方法，可用于检测单克隆或多克隆抗体识别的特异性抗原

[87-89]。免疫检测转移采用的膜主要有硝酸纤维素滤膜和聚偏二氟乙烯膜，前者因其高

蛋白质亲和力、蛋白质区分力、蛋白质和糖蛋白固定力而被广泛使用。后者具有更好的

机械强度，可重复使用，但将产生更高的背景值[90]。Western Blot 的转膜方法有虹吸法、

电转移法、真空转移法三种，其中电转移法由于速度快、转移完全而成为最普遍采用的

方法[87]。实验室常用的转膜方式一般有半干转和湿转两种方式，两种转移系统的原理

相同，但操作上湿转系统更为方便和常用，且成功率更高[91, 92]。综合考虑研究采用硝

酸纤维素滤膜进行湿转系统的电转移法。 

Western Blot 图 3-3 ECL 显影图像中泳道 8-10 条带极弱，而转膜后经丽春红染色

（图 3-2）显示 9 个纯化蛋白已顺利转至硝酸纤维素膜上，说明三突变蛋白 pGEX-
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BCKD-E4A-T12A-I13A、pGEX-BCKD-V5A-T12A-I13A 和四突变蛋白 pGEX-BCKD-

E4A-V5A-T12A-I13A 蛋白未丢失，与 AMA-M2 特异性反应微弱。 

蛋白质的稳定性在很大程度上取决于具体的蛋白质本身、样品的成分、以及存储

条件[93, 94]。对于 BCOADC-E2 蛋白而言，样品主要需注意存储条件，不可在室温下放

置过久，在分离和纯化后应立即冷冻并在﹣80℃下保存，或者加入适当的稳定剂或抗

蛋白酶剂混合物，并在 4℃下短时间储存。在论文 2.4 章节我们讨论了 GST 亲和层析

法纯化 BCOADC-E2 重组蛋白产生分子量较小的杂条带问题，根据 Western Blot 预实

验中的全图像（图 3-4）分析，在 50KDa 左右目的条带以下，仍然有分子量较小的杂条

带，说明低分子量的纯化蛋白带在 Western Blot 中与 PBC 患者血清发生了免疫学特异

性反应，能够被抗 BCOADC-E2 单克隆抗体识别，因此这些额外的蛋白带是 BCOADC-

E2 重组蛋白降解产生。 

 

图 3-4 Western Blot 预实验全图像 
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第 4 章 利用 SDSL-EPR 技术探究 BCOADC-E2 多位点突变蛋

白构象 

研究应用 SDSL-EPR 来探测丙氨酸扫描后硫辛酰区域的结构。通过 PCR 介导的定

点突变，用半胱氨酸残基取代 BCOADC-E2 硫辛酰区特定位点的氨基酸来产生自旋标

记突变体。研究选择了双突变体 pGEX-BCKD-E4A-I13A，因为与野生型 pGEX-BCKD

相比，其 AMA 反应性显著降低，且 Western Blot 结果显示其降低 AMA 特异性反应程

度高于其余三个双突变体。已知 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域 3 号位氨基酸为一个

天然半胱氨酸，在 SDSL-EPR 中已将 MTSSL 定位至 4 号位氨基酸，为了尽可能避免

其对蛋白质功能与结构研究的影响，保证后续 pGEX-BCKD-I13A单突变体能将MTSSL

只标记在 13 号位点上，需将 3 号位的半胱氨酸突变成与其结构相似的丝氨酸。此外，

通过在 pGEX-BCKD-E4A-I13A 双突变体的第 14 号位置上引入单个半胱氨酸替代苏氨

酸，将 MTSSL 结合到该位置上。由此设计产生的 Cys 替换将 MTSSL 定位到双突变体

中的第 4 号、第 13 号位及 4 和 13 双位点位置。为进行区分，将 Cys 替换构建的突变

体分别命名为 Glu4、Ile13 和 Glu4/Ile13，见表 4-1。对四种突变体进行纯化，用 MTSSL

自旋标记反应，并用 EPR 光谱分析。 

 

表 4-1 Cys 突变体序列表 

名称 序列 

Glu4 SICAVQSDKASVTATSR 

Ile13 SISAVQSDKASVTACSR 

Glu4/Ile13 SICAVQSDKASVTACSR 

4.1 材料 

4.1.1 实验仪器 
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表 4-2 实验仪器 

实验仪器 仪器公司 

顺磁共振波谱仪 德国 Bruker 

注：其余实验仪器同 2.1.1 

4.1.2 实验试剂 

表 4-3 实验材料与试剂 

试剂与材料 来源/配制 

盐酸胍（6M） 
称取盐酸胍 57.3g，加蒸馏水定容至 100ml，

70℃水浴搅拌溶解 

HiTrap Benzamidine FF( high sub) 预装柱, 1mL 规

格、GSTrap HP 预装柱, 1mL 规格 
思拓凡生物科技有限公司 

凝血酶（Thrombin） 上海皓元生物医药科技有限公司 

1/16”–Luer 转接头 扬州扬泰医疗器械有限公司 

注：其余实验试剂同 2.1.2 

4.2 方法 

4.2.1 Cys 突变质粒构建 

4.2.1.1 Cys 点突变 

使用 Quick Change 引物设计工具（https://agilent.com.cn），由于 3 号位为一个天然

半胱氨酸，Glu4 突变体即为 pGEX-BCKD-E4A-I13A，无需突变。Glu4/Ile13 基于 Glu4、

Ile13 基于 Glu4/Ile13 设计引物，进行 PCR。构建 Cys 替代突变体所用的诱变引物序列

见表 4-4。 

 

 

表 4-4 诱变引物序列 
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突变体 碱基序列（5’ to 3’） 

Ile13 
F 5'-ctttatcactttgaactgcactgatgctatcaaactgagacac-3' 

R 5'-gtgtctcagtttgatagcatcagtgcagttcaaagtgataaag-3' 

Glu4/Ile13 
F 5'-atgactccatcataacgactacaggcagtaacagaagctttatc-3' 

 R 5'-gataaagcttctgttactgcctgtagtcgttatgatggagtcat-3' 

 具体步骤同 2.2.2。 

4.2.1.2 PCR 产物转化及菌种保存 

具体步骤同 2.2.2.6。 

4.2.2 Cys 突变蛋白纯化和标签切除 

4.2.2.1 Cys 突变蛋白表达 

具体步骤同 2.2.3.1。 

4.2.2.2 Cys 点突变蛋白标签切除及亲和层析纯化 

取表达菌液 12000rpm，4℃离心 20min。倒去上层培养基，向沉淀中加入 30mL 

Binding Buffer 重悬菌体，吸打震荡混匀。超声破碎细胞至菌液透亮，12000rpm，4℃，

离心 20min，上清即为蛋白溶液。掰去 GSTrapTM 柱子底部的密封塑料片，层析柱底部

用堵头密封。取注射器连接 1/16”–Luer 转接头吸取 5mL 纯水，打开层析柱上端堵头，

以液滴对液滴的方式连接层析柱，打开层析柱底端的堵头，后续以同样的方式连接注

射器与层析柱。手动推注射器运行 GSTrapTM 预装柱，保持流速 1mL/min。待流经层析

柱的液体达到所需体积后，为避免层析柱流干、进气，用堵头密封层析柱底端。断开层

析柱顶端连接后，向接口内补加少量液体，后续以同样方式断开注射器与层析柱的连

接。取新注射器连接 1/16”–Luer 转接头，吸取 5mL Binding Buffer，连接层析柱平衡，

流速 1mL/min。取制备好的样品，新注射器连接 1/16”–Luer 转接头吸取样品，连接层

析柱上样，流速 0.2-1mL/min，用空收集管在层析柱下方收集流穿的样品。5-10mL 

Binding Buffer 流穿层析柱进行洗杂，对洗杂样品进行收集。此时 GST 标签蛋白已结合

至 GSTrapTM 层析柱上。向 1000U 凝血酶粉末中加入 1mL Binding Buffer 充分溶解，吸

取 80μL 与 920μL Binding Buffer 混合稀释，注射至 GSTrapTM 层析柱，密封层析柱，

25℃孵育。 

HiTrapTM Benzamidine FF 预装柱采用同样方式进行预处理。5mL 纯水洗涤去除存

储缓冲液（0.05M 醋酸缓冲液），5mL Binding Buffer 平衡，流速 1mL/min。将 HiTrapTM 
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Benzamidine FF 柱顶端与带 GST 标签蛋白的 GSTrapTM 柱底端串联，Binding Buffer 洗

脱无标签纯化蛋白，流速 0.2-1mL/min，分管收集流出液。依次加入 5mL Elution Buffer、

纯水和 20%乙醇清洗 GSTrapTM 层析柱，2mL Binding Buffer、5mL 纯水清洗 HiTrapTM 

Benzamidine FF 柱，流速 1mL/min。 

4.2.3 波谱检测 

4.2.3.1 MTSSL 标记 

用 DMF 充分溶解 MTSSL 粉末，向纯化蛋白中加入 MTSSL 溶液，4℃过夜孵育，

MTSSL 终浓度为约 500mM。标记完成后，使用 10KDa MWCO Amicon Ultra 超滤管，

5000×g，15min，将蛋白液浓缩至约 1mg/ml 浓度。 

4.2.3.2 波谱上样检测 

取 25μL 浓缩蛋白液分别与 25μL 正常人血清、PBC 患者血清混合进行反应，将毛

细管伸入样品中，吸取适量样品后橡皮泥封底密封，置于顺磁共振波谱仪中进行 EPR

测量。在室温下，于 100G 电场，在 20mW 的微波频率下，进行总时间 80s 的单次扫

描，中心磁场 3503.37G，调制波幅 1G，获得光谱。 

4.3 结果与分析 

4.3.1 Cys 突变质粒测序结果 

按表 4-1 所示，利用 PCR 引入半胱氨酸替换突变，经表达和纯化后送测，结果如

图 4-1 所示。 
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图 4-1 Cys 突变体测序结果 

测序结果显示，在 pGEX-BCKD-E4A-I13A 的基础上，有且仅有表 4-1 中所标示氨

基酸位点突变成所需氨基酸，其他氨基酸保持不变，Glu4、Ile13、Glu4/Ile13 突变体构

建成功。 

4.3.2 Cys 突变蛋白去标签纯化结果 

IPTG 诱导表达的全部蛋白经 GSTrapTM 层析柱洗杂、Thrombin 酶柱上酶切 GST 标

签蛋白和 HiTrapTM Benzamidine FF 过柱后，获得无标签的纯化蛋白。取 Glu4、Ile13 和

Glu4/Ile13 突变体进行 SDS-PAGE 蛋白凝胶电泳，跑胶图结果如下。 

 

图 4-2 无标签蛋白纯化电泳图 

从图中可以看到，四条泳道均只有 25~30KDa 处出现单条带。由 2.3.2 中图 2-6 可

知，含 GST 标签纯化蛋白大小约为 52~55KDa，GST 标签为 26KDa，切除标签后的纯
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化蛋白大小约为 26~29KDa，与图 4-2 条带大小相符，且收集到的组分中只有纯化蛋白，

说明我们得到了较纯的无标签重组蛋白。 

4.3.3 电子顺磁共振波谱图 

为了探究丙氨酸扫描的硫辛酰区域结构，对第 3 号、14 号位点的半胱氨酸进行自

旋标记后，采用 SDSL-EPR 技术进行 X 波段扫描，检测分别与健康对照者血清（未患

病）、PBC 患者血清处理下的反应波谱图，如图 4-3 所示。 

 

图 4-3 含自旋标记 Cys 替换突变体硫辛酰结构域的 X 波段光谱图 

注：a. Glu4 突变体与空白、正常人血清、PBC 血清反应波谱； 

   b. Ile13 突变体与空白、正常人血清、PBC 血清反应波谱; 

       c. Glu4/Ile13 突变体与空白、正常人血清、PBC 血清反应波谱; 

                   d. Glu4, Ile13, Glu4/Ile13 突变体波谱 

先前的研究表明，内脂酰结构域呈现如文章 2.2.1 图 2-2 所示的环状结构。在这个

模型中，Glu4 和 Ile13 位置应呈现大致相反，且距离较近。为了测试这种接近性是否在

Glu4/Ile13 突变体中得到延续，进行 EPR 实验以寻找位于 BCOADC-E2 脂酰基结构域

的 4 号位和 13 号位的氮氧化物自旋标签之间会产生偶极偶联的佐证。当自旋标签彼此

距离在 2nm 以内时，可以检测到显著的偶极偶联，从而导致光谱展宽。因此，研究分

别构建了 Cys 替换突变体，在 3 号位和 14 号位分别放置自旋标记，并用 EPR 检测

MTSSL 标记的蛋白。如图 4-3，Glu4/Ile13 突变体测得的光谱被严重加宽，表明具有强

的偶极偶联。即在 Glu4/Ile13 双突变体的背景下，4 号和 13 号氨基酸蛋白二级 β 折叠

区构象位置上的紧密性保持不变（1-1.5nm）。和预期一致，PBC 病人血清与该突变体

结合的程度较低，将该抗体添加到双自旋标记的蛋白质中并没有显著改变复合光谱。 

由于血清分子较大，预计高亲和力结合将显著降低附着自旋标签的局部和全局旋
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转扩散，从而产生更宽的 EPR 谱。然而，添加 PBC 病人血清后，Glu4、Ile13 均观察

到适度的增宽，其中 Ile13 的增宽程度更高。对照血清无显著影响。PBC 患者血清中的

免疫球蛋白对自旋标记动力学产生的一定影响与 pGEX-BCKD-E4A-I13A 突变体的抗

体结合下降程度一致。 

4.4 小结与讨论 

在本章中，为了探究丙氨酸取代的硫辛酰的结构，我们选择 pGEX-BCKD-E4A-

I13A 双突变体进行 SDSL-EPR 实验。利用 PCR 技术对双突变体的 4 号位和 13 号位相

邻氨基酸残基分别进行定点突变和 Cys 替换，使得在硫辛酰结构域中该肽链 4 和 13 号

位相邻位置分别各为一个半胱氨酸。在完成了 Glu4、Ile13 及 Glu4/Ile13 的原核表达和

亲和层析纯化，得到无标签纯化重组蛋白。将 MTSSL 自旋标记定位在第 4 号、13 号

及 4 和 13 双位点上的 Glu4、Ile13 及 Glu4/Ile13 突变体与 PBC 患者和对照受试者血清

样本进行反应，并用 EPR 光谱分析。测得 pGEX-BCKD-E4A-I13A 双突变体 EPR 光谱

数据验证了 4 号位谷氨酸和 13 号位异亮氨酸残基的重要性及硫辛酰区蛋白 β 折叠构象

得到保持，进一步重申了 β 折叠构象在抗 BCOADC-E2 识别中的必要性。 

EPR 波谱图中脂酰结构域 4 和 13 位的自旋标签显示出类似的弱固定化光谱，表明

在双丙氨酸突变的情况下存在相对无序的环结构。从结构上看，异亮氨酸残基（位置 2

和 13）在脂酰 β 折叠中斜相对，而残基 14-16（苏氨酸、丝氨酸、精氨酸）是距离 13

号位异亮氨酸残基最近的氨基酸，异亮氨酸残基 2 和 13 的疏水臂与这些邻近残基的相

互作用对于维持该结构的 β 折叠构象非常重要。关于硫辛酰结构域 β 折叠构象对蛋白

的重要性在 PDC-E2 蛋白的研究中同样得到了论证。有研究表明通过 AMA 结合研究和

SDSL-EPR 分析揭示了 5 号和 12 号异亮氨酸同时被丙氨酸取代所形成的双突变体中高

度灵活的结构，自反应性主要集中在 PDC-E2 脂酰结构域的特定残基。他们将 5 和 12

号异亮氨酸被丙氨酸取代的双突变体中相邻 4号和 13号引入Cys替换，自旋标记MTSL

和 EPR 光谱的数据不仅验证了异亮氨酸残基的重要性，同样证明了脂酰 β 折叠结构构

象在抗 PDC-E2 识别中的必要性[95]。 

AMA-M2识别的自身抗原2-OADC主要包括PDC-E2、BCOADC-E2和OGDC-E2。

目前众多研究已知 PDC-E2 和 BCOADC-E2 两者的抗原表位均定位在蛋白硫辛酰结构

域内，其构象具有一定相似性。通过在大肠杆菌中表达 PDC-E2 蛋白表达硫辛酰结构
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域，纯化后利用核磁共振波谱对其结构进行分析来探索人体内 PDC-E2 亚基的三维结

构的研究[53]，发现来自人类的 PDC-E2 脂酰基结构域与来自嗜热脂肪芽孢杆菌、大肠

杆菌和葡萄酒固氮菌的 E2 亚基肽链脂酰基结构类似，同样具有 β 折叠构成的桶状结

构，包括了两个反平行式 β 折叠，每个 β 折叠包含三条主链和一条副链。而有不同细

菌之间关于硫辛酰结构域赖氨酸残基周围序列的比较研究表明，在 PDC-E2 通过交叉

反应识别 AMA 的实验中，不同细菌之间异亮氨酸残基表现出显著的差异性[96-100]。因

此，异亮氨酸残基的疏水臂于维持硫辛酰结构域 β 折叠构象发挥出极大的重要性。 
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第 5 章 总结 

AMA 是 PBC 的血清学标志，其中主要反应成分 M2 亚型（AMA-M2）识别的自

身抗原直接定位至 BCOADC-E2 的硫辛酰结构域。然而，目前缺乏对 BCOADC-E2 蛋

白硫辛酰结构域 β 折叠区的氨基酸残基与 AMA 特异性的综合分析。鉴于 AMA 独特的

表位特异性，以及与氧化磷酸化过程中酰基转移的生化功能有关的 BCOADC-E2 表面

硫辛酰环状 β 折叠区结构的构象意义，研究探索负责 AMA-M2 识别的关键氨基酸多突

变组合对蛋白与 AMA 特异性结合程度及环状构象的影响。已知 BCOADC-E2 脂酰结

构域活性中心赖氨酸的前后 9 个氨基酸进行丙氨酸扫描后得到的单突变体中，4 号、5

号、12 号和 13 号突变体显著降低了蛋白与 AMA-M2 特异性反应程度，其为 BCOADC-

E2 蛋白表面硫辛酰结构域负责 AMA-M2 识别的关键氨基酸。利用 PCR 构建了

BCOADC-E2 蛋白 9 个多突变体，将重组质粒转化到 E.coil 细胞表达基因，IPTG 诱导

蛋白表达并纯化，通过 ELISA 和 Western Blot，定性定量检测纯化的重组蛋白对 AMA-

M2 的特异性反应程度。同时为探究 BCOADC-E2 蛋白表位硫辛酰结构域中呈现的环状

β 折叠构象的切实证据及其在突变体中是否得到延续，选择 pGEX-BCKD-E4A-I3A 双

突变体的 Glu4 和 Gly13 号位相邻位点引入半胱氨酸产生的 MTSSL 自旋标记定位，经

SDSL-EPR 电子顺磁共振检测得到光谱数据。本论文结论如下： 

（1）以野生型 pGEX-BCKD 为模板对 BCOADC-E2 蛋白的结构进行了同源建

模，BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域呈现 β 折叠构象；BCOADC-E2 蛋白为可溶性表

达； 

（2）BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域 4 号谷氨酸、5 号缬氨酸、12 号苏氨酸、13

号异亮氨酸任意组合多突变均降低 BCOADC-E2 蛋白与 AMA-M2 特异性反应程度；

BCOADC-E2 特异性反应降低程度与四位关键氨基酸突变位点个数呈现正相关性；4、

5、12、13 号位氨基酸同时被丙氨酸所替代，BCOADC-E2 蛋白与 AMA-M2 反应特异

性微弱；13 号位异亮氨酸残基对于 BCOADC-E2 蛋白识别具有 AMA-M2 重要性； 

（3）4 号位谷氨酸与 13 号位异亮氨酸存在 2nm 以内的偶极偶联，4、13 号氨基酸

被丙氨酸替代后蛋白二级 β 折叠区构象位置上的紧密性保持不变（1-1.5nm），13 号异

亮氨酸维持 β 折叠构象在抗 BCOADC-E2 识别中具有必要性； 



扬州大学硕士学位论文 

40 

本文通过突变与功能验证揭示了 BCOADC-E2 蛋白硫辛酰结构域四位关键氨基酸

的化学修饰对蛋白特异性反应的降低作用，为 PBC 的早期精确诊断提供了借鉴与参考。

SDSL-EPR 的波谱图结果，结合双突变体 pGEX-BCKD-E4A-I13A 与 PBC 血清的反应

数据，进一步重申了硫辛酰区 13 号位异亮氨酸维持 β 折叠构象在抗 BCOADC-E2 识别

中的必要性。
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