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摘  要 : 构建编码 NMDAR1 蛋白膜外片段的原核表达重组质粒，在大肠杆菌中诱导表达、纯化并鉴定其免疫

反应原性。根据人 NMDAR1 基因序列，利用 Phyre 2 软件预测蛋白的三级结构并分析其结构域。设计引物用

RT-PCR 方法扩增编码 NMDAR1 膜外蛋白不同结构域的核酸片段，并插入原核表达载体 pCold-SUMO 构建重

组质粒。转化 DH5α 感受态细胞，菌落 PCR 鉴定，阳性单克隆进行测序验证。鉴定正确的重组体转化大肠杆

菌 BL21(DE3)，IPTG 诱导目的蛋白的表达和纯化，Ni-NTA 柱亲和层析和凝胶过滤层析纯化蛋白，酶切切除融

合蛋白 6His-SUMO 标签，用 AKTA Purifier 进行凝胶过滤层析，收集纯化蛋白。利用 SDS-PAGE 鉴定蛋白纯

度，并用 Western blotting 进行免疫反应性鉴定。克隆获得 NMDAR1 膜外部分的三段 DNA 序列，分别是 NR1-M1 

(编码 19–393 aa)、NR1-S1 (编码 394–544 aa) 和 NR1-S2 (编码 663–800 aa)。其中 NR1-S1 和 NR1-S2 片段之间

以 G (甘氨酸) 和 T (苏氨酸) 作为接头连接成为复合片段。经菌落 PCR 筛选和测序鉴定，成功构建了重组质

粒 pCold-SUMO-M1 和 pCold-SUMO-S1-GT-S2。SDS-PAGE 鉴定结果表明重组质粒在大肠杆菌中经诱导可表达

可溶性 NR1-M1 及 NR1-S1-GT-S2 蛋白。对表达产物进行亲和层析和凝胶过滤层析获得了高纯度的目标蛋白。

Western blotting 证实纯化的目的蛋白能与相应抗体发生特异性结合反应。本研究成功构建了 NMDAR1 蛋白膜

外抗原结构域的原核表达系统，并获得了具有免疫反应性的 NR1-M1 及 NR1-S1-GT-S2 纯化蛋白。该蛋白有望

用于 NMDAR1 蛋白的功能研究及自身抗体的检测。 

关键词 : NMDAR1，膜外蛋白，原核表达，纯化  

·医学与免疫生物技术·
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Abstract:  This study aimed to construct prokaryotic recombinant plasmids for expression of the extracellular domains of 

NMDAR1 protein, purify and characterize the immunoreactivity of the recombinant proteins. Based on the mRNA sequence 

of human NMDAR1 gene, we predicted the structure of the antigenic domains in the extracellular part of the protein using 

the “phyre2” software. Primers were designed to amplify the nucleic acid fragments encoding the NMDAR1 extracellular 

antigenic domains by RT-PCR. The amplified gene fragments were cloned into pCold-SUMO vector to construct the 

recombinant plasmids which were transformed into Escherichia coli DH5α. The positive colonies harboring the 

recombinant plasmids were picked and verified by PCR and DNA sequencing. Then, the recombinant plasmids were 

transformed into E. coli BL21(DE3) strain and induced by IPTG for protein expression. The recombinant proteins were 

purified by Ni-NTA affinity chromatography. The target proteins were further purified by removing the 6 His-SUMO tag 

using enzyme excision followed by gel filtration chromatography using AKTA purifier. The purity of the recombinant 

proteins were evaluated by SDS-PAGE and the immunoreactivity were characterized by Western blotting. Three DNA 

fragments encoding the extracellular domains of NMDAR1 protein, including NR1-M1 (encoding 19–393 aa), NR1-S1 

(encoding 394–544 aa) and NR1-S2 (encoding 663–800 aa), were amplified by RT-PCR. The NR1-S1 and NR1-S2 were 

linked with G (arginine) and T (threonine) amino acid as a combined fragment. The NR1-M1 and NR1-S1-GT-S2 fragments 

were cloned into pCold-SUMO vector and two recombinant plasmids, pCold-SUMO-M1 and pCold-SUMO-S1-GT-S2, 

were generated and expressed in E. coli. SDS-PAGE analysis showed that the recombinant plasmids expressed soluble 

NR1-M1 and NR1-S1-GT-S2 proteins in bacterial. After affinity chromatography and gel filtration chromatography, we 

obtained high purity target proteins. Western blotting assay showed that the recombinant proteins NR1-M1 and 

NR1-S1-GT-S2 can bind specially with their corresponding antibodies, suggesting the recombinant proteins retained 

antigenic reactivity. We constructed a prokaryotic expression system for expressing the NMDAR1 protein extracellular 

parts that had immunoreactivity successfully, and the purified proteins can be used for studying NMDAR1 function and 

testing the autoantibodies. 

Keywords:  NMDAR1, extracellular protein, prokaryotic expression, purification 

N-甲基-D-天冬氨酸受体 1 (NMDAR1) 是谷

氨酸受体 NMDAR的 1型亚基。NMDAR由不同

的亚基构成异四聚体，亚基组成主要包括 NR1 

(NDMAR1)、NR2和 NR3。NMDAR1是 NMDAR

受体必不可少的组成亚基，可结合甘氨酸，为该

受体的功能单位[1-4]。 

人 NMDAR1 基因定位于染色体的 9q34.3，

由 938个氨基酸组成，分子量为 105.5 kDa，总长

度为 4 213 bp，开放阅读框为 2 814 bp。1991年

Moriyoshi用蟾蜍卵母细胞表达系统结合电生理

学的方法首次成功克隆出大鼠 NMDAR1基因[5]，

人与大鼠 NMDAR1的氨基酸序列具有 99%的同
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源性。NMDAR1 细胞外区域有两个突出部分，N

末端位于细胞外，C末端位于细胞内，中间有 3个

跨膜片段 (Transmenbrane segments, TM)，细胞

外区域包括 N末端和激动剂结合区[6]。NMADR1

主要包括 3 个结构域，分别为氨基末端结构域 

(Animoacid terminal domain, ATD)、激动剂结合结

构域 (Ligand binding domain, LBD) 和跨膜结构

域 (Transmembrane domain, TMD)[3]。 

NMDAR 是一种兴奋性神经突触受体，是

谷氨酸受体的重要亚型，主要存在于哺乳动物

神经细胞。它不仅参与正常生理过程如神经元

的增殖、迁移和塑造，并在许多神经系统疾病，

如中风、癫痫和神经性退变等过程中发挥重要

作用[7-13]。抗 NMDAR抗体首先发现于脑炎伴卵

巢畸胎瘤年轻女性患者的血清和脑脊液中，随后

在无潜在肿瘤的脑炎患者中亦证实该抗体的存

在[14-20]。进一步研究发现，NMDAR也参与一些

免疫性疾病，如神经精神性系统性红斑狼疮 

(NPSLE)。NPSLE是 SLE疾病中最难诊断和高风

险的疾病亚型。其最显著的检测指标是患者血清

或脑脊液中存在抗NR2或NR1的自身抗体[21-28]。

另外，抗 NMDAR脑炎作为一种新型脑炎亚类受

到广泛关注，是一种 NMDAR抗体相关自身免疫

性脑炎。鉴于 NMDAR1 自身抗体与包括神经精

神性狼疮在内的多种疾病症状密切相关，因此检

测病人血和脑脊液中的 NMDAR1 蛋白和抗体对

疾病的诊断和鉴别诊断具有重要意义。然而目前

市场上尚无具有明确免疫反应性的 NMDAR1 重

组蛋白可用于疾病标志物的研究，因此，体外表

达 NMDAR 重组蛋白并对其免疫反应性进行鉴

定，对研究该蛋白在相关疾病发病机制中的作用

及进行疾病的早期诊断和鉴别诊断，具有重要的

应用价值。NMDAR1 作为 NMDAR 组成的必要

亚基，膜外部分包含了蛋白主要抗原结构域。对

NMDAR1 蛋白的膜外部分进行表达和纯化，有

助于研究该蛋白膜外结构域的功能和免疫反应

性，同时探索其用于自身免疫病患者体内

NMDAR1自身抗体检测的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料  

大肠杆菌 DH5α、BL21(DE3) 感受态细胞、

胶回收试剂盒及质粒提取试剂盒均购自天根生

化科技有限公司；pCold-SUMO质粒为温州医科

大学李伟课题组惠赠；限制性核酸内切酶购自

NEB；无缝克隆酶购自诺唯赞生物有限公司；

异丙基硫代半乳糖苷 (IPTG) 购自上海生物化

工有限公司；ULP 蛋白酶来源于复旦大学麻锦

彪课题组；SDS-PAGE凝胶配制试剂盒购自碧云

天生物公司；抗体购自 Abcam和 CST公司；引

物合成委托生工生物工程 (上海) 股份有限公

司完成。 

1.2  序列的选择  

将人和鼠的 NR1 蛋白序列比对，发现具有

99%的相似性，说明 NR1 蛋白序列高度保守。

根据文献[3]报道的鼠 NMDAR1 三级预测结构 

(PDB 4pe5)，利用 phyre2软件预测人 NMDAR1

蛋白结构。根据预测蛋白结构域对应的氨基酸

序列，选取对应膜外片段。N-末端的“19–393 aa”

序列属于氨基末端结构域， “394–544 aa”和

“663–800 aa”氨基酸序列属于配体结合结构域 

(图 1)。NR1-M1 (编码 19–393 aa)、NR1-S1 (编码

394–544 aa) 和NR1-S2 (编码 663–800 aa) 为选取

的3个膜外截短蛋白片段。其中NR1-S1和NR1-S2

片段之间以 G (甘氨酸) T (苏氨酸) 作为接头连接

成为复合片段 NR1-S1-GT-S2。 
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1.3  设计引物并合成 

设计可扩增 NR1-M1 基因片段的 PCR 上下

游引物，并分别在引物的前端加上 pCold-SUMOb

载体的同源序列 (M1-F 和 M1-R 见表 1)。设计

NR1-S1 基因片段的上游引物和 NR1-S2 基因片

段的下游引物，并分别在引物的前端加上 pCold- 

SUMOb载体的同源序列 (分别为 S1-F和 S2-R，

见表 1)。设计 NR1-S1 基因片段的下游引物和

NR1-S2 基因片段的下游引物，并在两个引物之

间引入编码 GT 氨基酸对应核苷酸序列和 S1S2

的同源序列，以便用于 Overlap-PCR将 S1和 S2

两个基因片段连接成复合片段 (分别为 S1-R 和

S2-F，见表 1)。引物设计完成并送生物公司进行

合成。 

1.4  目的基因扩增及重组表达载体的构建 

RT-PCR 扩增获得 NR1-M1 核酸片段。

Overlap-PCR方法扩增获得NR1-S1-GT-S2复合片

段，过程示意图见图 2。用 Nde Ⅰ限制性内切酶

切割 pCold-SUMO载体成线性化载体。运用无缝

克隆技术分别将 M1 及 S1-GT-S2 核酸片段与

pCold-SUMOb线性化载体进行重组，重组体分别

命名为 pCold-SUMOb-M1 及 pCold-SUMOb-S1- 

GT-S2。重组质粒转化 DH5感受态细胞，菌落

PCR鉴定，阳性单克隆进行测序验证。 

 

 
图 1  人 NR1 的三级预测结构及结构域对应膜外氨基酸序列模式图 

Fig. 1  The tertiary structure of human NR1 and the amino acid sequences corresponding to the domain. The 
N-terminal “19–393 aa” sequences belong to amino-terminal domain; The N-terminal “394–544 aa” and “663–800 aa” 
sequences belong to ligand binding domain. 
 

表 1  引物序列 

Table 1  The sequences of primers 

Primer name Primer sequences (5′–3′) 

M1-F CGAACAGATTGGAGGTCGTGCCGCGTGCGACC 

M1-R TCGAGGGTACCGAGCTCTTACTGGTACCCTCGAGGCTTCTCTGTC 

S1-F CGAACAGATTGGAGGTATGTCCACCAGACTGAAGATTGTGATGTCCACCAGACTGAA
GATTGTG 

S1-R ATGCGGGTGCCCTTCTTGACCAGA ATAGTCAGG 

S2-F GTCAAGAAGGGCACCCGCATCACGGGCATCAACGA 

S2-R TCGAGGGTACCGAGCTCTTACGAGTCACATTCCTGATACCGAAC 

Note: the sequences marked by italic are the homologous sequences of pCold-SUMOb vector. 



包玎 等/NMDAR1 蛋白膜外抗原结构域的重组表达、纯化和免疫反应原性鉴定 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1983

 
 

图 2  Over-lap PCR 扩增 S1-GT-S2 核酸片段原理过程示意图 

Fig. 2  The schematic diagram of the over-lap PCR amplification of S1-GT-S2 fragment. 
 

1.5  蛋白的诱导表达 

构建成功的 pCold-SUMOb-M1 及 pCold- 

SUMOb-S1-GT-S2 重组质粒转化 BL21(DE3) 细

胞，涂 LB 平板，37 ℃培养箱培养过夜，菌落

PCR 鉴定，鉴定成功的单菌落转接至 10 mL 的

LB培养基，37 ℃、250 r/min摇床培养，至培养

基浑浊，转接至 1 L的 LB培养基。首先，在 37 ℃、

220 r/min 条件下培养，待细菌生长至对数生长

期 (A600=0.6–0.8) 时，加入终浓度为 0.2 mmol/ L

的 IPTG，18 ℃继续培养 15–18 h，4 ℃离心收集

细菌。按照体积比，菌液沉淀和 buffer1 

(20 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 500 mmol/L NaCl, 

25 mmol/L 咪唑) 1∶5–1∶7重悬混匀，利用高压

破菌机 4 ℃进行破菌。裂解菌液 17 000 r/min 离

心 1 h，收集上清进行下一步蛋白的纯化。 

1.6  蛋白的纯化 

菌液上清过 Ni-NTA 柱，融合蛋白结合于镍

柱上，之后将镍柱接入到 AKTA purifier 系统装置

上，进行洗脱和收集。ULP1蛋白酶加入收集的洗

脱液中，并在透析液  (透析液成分 20 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.0, 500 mmol/L NaCl) 中透析 4 h。

酶切过后的收集液过 Ni-NTA柱，融合标签结合

于镍柱上，收集流穿液体。收集的流穿液体运用

凝胶过滤层析进一步纯化，AKTA purifier 进行

洗脱和收集。最后用超滤管将收集的纯化蛋白进

行浓缩。  

1.7  Western blotting 进行重组蛋白免疫反应

原性鉴定 

Western blotting实验检测纯化蛋白的免疫反

应性。首先用 SDS-PAGE分离纯化蛋白，湿转至
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PVDF膜上，经封闭液 (5% BSA, 0.1% TBST) 封

闭 1 h，加入对应的小鼠抗人 NMDAR1抗体 (抗

人 NR1-M1抗体，Ab134308，美国 Abcam公司) 

和 兔 抗 人 NMDAR1 多 肽  (GluN1) 抗 体 

(GluN1 Rabbit mAb，CST 5704S，美国 Cell 

Signaling 公司) 4 ℃孵育过夜。阴性对照分别

采用无关抗体 (小鼠 IgG 和兔 IgG)。TBST 洗

涤 3次，10 min/次，加入对应二抗孵育 1 h，TBST

洗涤 3次，ECL化学发光显影。 

2  结果 

2.1  目的基因扩增及重组体的鉴定 

RT-PCR 扩增目的核酸片段，琼脂糖凝胶电

泳鉴定显示在对应大小的位置有目的条带存在，

NR1-M1核酸片段大小为 1 125 bp (图 3，泳道 1)，

NR1-S1-GT-S2核酸片段大小为 873 bp (图 3，泳

道 2)。胶回收 NR1-M1和 NR1-S1-GT-S2核酸片

段，和 pCold-SUMOb 载体重组获得重组体。重

组质粒转化 DH5细胞，挑取单克隆菌落进行菌

落 PCR (载体通用引物) 鉴定，琼脂糖凝胶电泳

结果显示载体有对应大小的核酸片段插入，

pCold-SUMOb-M1大小为 1 500 bp左右 (图 4，

泳道 1–6)， pCold-SUMOb-S1-GT-S2 大小为

1 200 bp左右 (图 4，泳道 8–13)。阳性单克隆菌

落进行 Sanger测序，测序结果进行 Blast比对发

现序列完全正确，重组体构建成功。 
 

 
 

图 3  M1 和 S1-GT-S2 的 PCR 扩增琼脂糖凝胶电泳图 

Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of the amplified M1 
and S1-GT-S2 by PCR. M: DL2000 DNA marker; 1: M1 
(1 125 bp); 2: S1-GT-S2 (873 bp). 

 

 

 
图 4  菌落 PCR 鉴定重组质粒 pCold-SUMOb-M1 及 pCold-SUMOb-S1-GT-S2  

Fig. 4  Identification of recombinant plasmids pCold-SUMOb-M1 and pCold-SUMOb-S1-GT-S2 by colony PCR. M: 
DL5000 DNA marker; 1–6: the monoclonal colonies of pCold-SUMOb-M1; 7: pCold-SUMOb vector; 8–13: the 
monoclonal colonies of pCold-SUMOb-S1-GT-S2. 
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2.2  蛋白的诱导表达和纯化 

重组质粒 pCold-SUMO-M1和 pCold-SUMO- 

S1-GT-S2 转化 BL21 感受态细胞，IPTG 诱导目

的蛋白表达。收集菌液经高压破菌之后，

SDS-PAGE 显示在相应分子量位置有明显的重

组蛋白表达条带 (图 5，泳道 1和图 6，泳道 1)，

而含载体的对照菌株则无蛋白表达条带 (图 5，

泳道 2和图 6，泳道 2)。对破菌后的沉淀和上清

进行蛋白电泳分析，发现重组蛋白虽然在沉淀部

分有少量表达，但主要存在于上清部分 (图 5，

泳道 3、4和图 6，泳道 3、4)，说明重组蛋白主

要以可溶性蛋白的形式表达。蛋白经 Ni-NTA柱

亲和层析纯化，由 AKTA purifier 洗脱，得到了

纯度较高的融合蛋白 6 His-SUMO-NR1-M1 (分

子量约 57 kDa) (图 5，泳道 7、8) 和 6 His-SUMO- 

NR1-S1-GT-S2 (分子量约 47 kDa) (图 6，泳道 7、

8)。纯化的融合蛋白经 ULP1 蛋白酶切割，去除

标签 6 His-SUMO融合标签。去除标签的目的蛋

白通过凝胶过滤层析进行进一步纯化，得到高纯

度的目的蛋白 NR1-M1 (分子量约 42 kDa) (图 5，

泳道 9、10) 和 NR1-S1-GT-S2 (分子量约 32 kDa) 

(图 6，泳道 9、10)。 

2.3  纯化目的蛋白的 Western blotting 鉴定 

取 NR1-M1纯化蛋白，NR1-S1-GT-S2纯化

蛋白，空载体 pCold-SUMO转化DH5并经 IPTG

诱导的菌液进行 Western blotting鉴定。结果显

示重组蛋白 NR1-M1 (分子量约 42 kDa) 和

NR1-S1-GT-S2 (分子量约 32 kDa) 均可以和对

应抗体发生特异性免疫反应  (图 7，M1-1 和

S1-GT-S2-1)，而空载体对照与相应抗体无反应 

(图 7，M1-2 和 S1-GT-S2-2)。另外，重组蛋白

NR1-M1 和 NR1-S1-GT-S2 与无关抗体 (小鼠

IgG 和兔 IgG) 无免疫反应  (图 7，M1-3 和

S1-GT-S2-3)。说明我们表达的重组 NR1-M1 和

NR1-S1-GT-S2 为具有免疫反应性的可溶性   

蛋白。 
 

 
 

图 5  SDS-PAGE 鉴定 NR1-M1 蛋白表达及纯化结果 

Fig. 5  Identification of the expression and purification 
of NR1-M1 protein by SDS-PAGE. 1: the whole 
bacterial of BL21 cells transformed by 
pCold-SUMO-M1; 2: the whole bacterial of BL21 cells 
transformed by pCold-SUMO vector; 3: the precipitation 
of induced bacteria after lysis; 4: the supernatant of 
induced bacteria after lysis; 5: the eluate from Ni-NTA 
purification of supernatant; M: protein marker; 7–8: 
purified protein; 9–10: purified protein (no SUMO tag) . 

 

 
 

图 6  SDS-PAGE 鉴定 S1-GT-S2 蛋白表达及纯化结果 

Fig. 6  Identification of the expression and purification 
of S1-GT-S2 protein by SDS-PAGE. 1: the whole BL21 
bacterial transformed by pCold-SUMO-S1-GT-S2; 2: the 
whole bacterial of BL21 cells transformed by pCold-SUMO 

vector; 3: the precipitation of induced bacteria after lysis; 4：

the supernatant of induced bacteria after lysis; 5: the eluate 
after Ni-NTA purification of supernatant; M: Protein marker; 
7–8: purified protein; 9–10: purified protein (no SUMO tag). 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  December 25, 2017  Vol.33  No.12 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1986 

 

 
 

图 7  纯化蛋白的 Western blotting 分析  

Fig. 7  Analysis of the purified protein by Western blotting. M1-1: 0.5 μg NR1-M1 purified protein, incubated with 
mouse anti-NMDAR1 monoclonal antibody; M1-2: pCold-SUMO vector control, incubated with mouse anti-NMDAR1 
monoclonal antibody; M1-3: 0.5 μg NR1-M1 purified protein incubated with mouse IgG; S1-GT-S2-1: 0.5 μg 
NR1-S1-GT-S2 purified protein, incubated with rabbit anti-NMDAR mAb; S1-GT-S2-2: pCold-SUMO vector control, 
incubated with rabbit anti-NMDAR mAB; S1-GT-S2-3: 0.5 μg S1-GT-S2 purified protein incubated with rabbit IgG; M: 
protein marker. 
 

3  讨论 

NMDAR 受体是由多个亚基紧密结合形成

的复合体，主要分布于中枢神经系统中，是神经

系统信号传递的重要介质。其中 NMDAR1 是

NMDAR 复合体的主要组成成分。NMDAR1 是

一种膜蛋白，含有多次跨膜结构。其膜外部分可

能是自身抗体作用的主要靶标，但目前有关该蛋

白膜外结构域抗原决定簇及其免疫反应性尚无

可靠的研究证据。因为 NMDAR1是一种膜蛋白，

其分子量较大，且结构复杂，因此体外表达具有

一定难度。目前市场上仅有一种 Abcam 公司的

NMDAR1 重组蛋白可用于科研，但该蛋白仅包

含 NMDAR1 蛋白的部分胞内片段 (1–122 位氨

基酸)，且免疫反应性较弱，难以满足科研需要，

因此急需开发一种含有 NMDAR1 全长或主要抗

原决定簇 (尤其是胞外部分) 的重组蛋白。本研

究首先根据曾经报导的鼠 NMDAR1 三级结构分

析结果，利用 Pymol软件对人 NMDAR1膜外结

构进行分析并预测其抗原结构域。然后用 PCR

对抗原结构域进行分段扩增并利用原核表达系

统快速纯化出 NMDAR1 的可溶性膜外蛋白片

段，是 NMDAR1抗原表达的一种新的尝试。 

由于 NMDAR1 蛋白结构复杂且含有多次跨

膜结构，因此对该蛋白的表达和纯化有较大的难

度。Karakas 等利用昆虫表达系统表达鼠源蛋白

用于晶体结构的分析[3]，但此表达系统成本高、

表达周期长且表达量低，难以用于规模生产。虽

然利用固相合成技术可以合成 NMDAR1 多肽片

段[24] (20 个氨基酸左右)，但合成的多肽受到氨

基酸长度的限制，不一定包含 NMDAR1 蛋白中

功能性的抗原结构域。以前也有利用原核表达系
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统获得 NMDAR1截短蛋白的报道[29]，但所表达

的蛋白为不溶性的包涵体。因包涵体内的蛋白质

是处于非折叠状态的聚集体，因此其免疫活性较

低。本研究根据 NMDAR1 蛋白结构特征，选择

性地表达其膜外结构域中含重要抗原决定簇的

蛋白。根据结构预测结果，本研究表达的蛋白片

段 M1、S1和 S2几乎包含了 NMDAR1蛋白所有

的膜外部分。另外，我们利用 pCold-SUMOb 表

达载体，该表达系统含有 CSPA启动子，在低温

下可以启动蛋白的表达，使细菌生长缓慢，蛋白

合成速度缓慢，从而最大限度地保证了蛋白正确

折叠的几率，提高了蛋白可溶性，增强了活性蛋

白的几率。该载体的另一个重要特征是同时具有

SUMO-tag 和 His-tag。SUMO-tag 可以显著提高

小分子蛋白的表达量和可溶性，而 His-tag 则用

于蛋白的镍亲和层析纯化。载体上的“SUMO”蛋

白酶切除位点可用于标签的切除，从而保证目的

蛋白的纯度。细菌表达产物经 Ni-NTA亲和层析、

标签切除及凝胶过滤层析，得到了较纯的可溶性

蛋白。经Western blotting证实纯化的目的蛋白能

与相应抗体发生特异性结合反应。 

本研究为制备 NMDAR1 重组蛋白并进行活

性鉴定的初步研究，所获得的 NR-M1 和

NR-S1-GT-S2 重组蛋白因包含了 NMDAR1 蛋白

主要的抗原结构域，可望用于自身免疫病患者体

内 NMDAR1 自身抗体的检测。NMDAR 自身抗

体是神经精神性狼疮 (NPSLE) 重要的标志性抗

体[21-28]，另外最近发现在脑炎患者和脑炎伴卵巢

畸胎瘤年轻女性患者的血清和脑脊液中也有

NMDAR自身抗体存在[14-20]。下一步我们将利用

NR-M1 和 NR-S1-GT-S2 重组蛋白检测患者血清

和脑脊液中的 NMDAR自身抗体，探索该重组蛋

白片段在疾病诊断中的应用价值。 
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