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ENO1蛋白及其相关活性位点缺失突变蛋白在昆虫杆状病毒表达系统中

的表达与鉴定
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[摘  要]  目的：利用昆虫杆状病毒表达系统（昆虫BEVS）表达糖酵解酶α-烯醇化酶（ENO1）及其3种酶活性位点缺失突变的

ENO1蛋白ENO1-M1、ENO1-M2和ENO1-M3，为后续宫颈癌的代谢治疗研究奠定基础。方法：利用分子克隆技术将优化后

ENO1序列插入pFastBacTM1载体，获得含有目的基因的重组质粒 pFastBac-ENO1。分别缺失ENO1发挥糖酵解酶功能的3个活

性位点，进行优化后将其插入 pFastBacTM1载体，获得 3个活性位点缺失的重组质粒 pFastBac-M1、pFastBac-M2和 pFastBac-M3。

通过转座、转染后获得重组杆状病毒rBV-ENO1、rBV-M1、rBV-M2和rBV-M3，利用WB法对目的蛋白的表达及特异性进行检测。结

果：成功扩增重组杆粒 rBacmid-ENO1、rBacmid-M1、rBacmid-M2和 rBacmid-M3，获得大小约2 000 bp的基因片段，与预期大小相

符。昆虫BEVS可表达ENO1蛋白及其3个酶活位点缺失的重组蛋白ENO1-M1、ENO1-M2和ENO1-M3，其分子量约为52 000，与

预期相符。WB法鉴定这些蛋白能与特异性标签His-tag发生反应。结论：通过昆虫BEVS成功表达目的蛋白ENO1及其酶活性

位点缺失蛋白ENO1-M1、ENO1-M2和ENO1-M3，这些蛋白具有反应原性，为后续测定这些蛋白与ENO1单抗亲和力创造了条件。
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[Abstract]  Objective: To express the glycolytic enzyme alpha-enolase (ENO1) and its three enzyme active site deletion mutant ENO1  

proteins (ENO-M1, pFastBac-M2, ENO1-M3) using a baculovirus expression vector system (insect BEVS), laying the groundwork for 

the subsequent study of metabolic therapy for cervical cancers. Methods: Molecule cloning was used to insert optimized ENO1 gene 

sequence into the pFastBacTM1 vector to obtain the recombinant plasmid pFastBac-ENO1 with target genes. Three active sites essential 

for ENO1's glycolytic function were deleted, and the corresponding optimized sequences were inserted into the pFastBacTM1 vector to 

generate the recombinant plasmids with three active site deletion, namely pFastBac-M1, pFastBac-M2 and pFastBac-M3. Recombinant 

baculoviruses rBV-ENO1, rBV-M1, rBV-M2 and rBV-M3 were subsequently obtained through transposition and transfection. The 

expression and specificity of the target proteins were examined using WB assay. Results: Recombinant bacilli rBacmid-ENO1, 

rBacmid-M1, rBacmid-M2 and rBacmid-M3 were successfully amplified, obtaining a gene fragment of about 2 000 bp in size, which 

was consistent with the expected size. The insect BEVS could express the ENO1 protein and its recombinant proteins (ENO1-M1, 

ENO1-M2, ENO1-M3) with three enzyme active site deletions, each with a molecular weight of approximately 52 000, as expected. 

WB analysis confirmed that these proteins reacted with the specific His-tag antibody. Conclusion: The insect BEV successfully 

expresses the target protein  and its proteins with enzyme active site deletions, namely ENO1-M1, ENO1-M2 and ENO1-M3. This 

protein's reactivity establishes the foundation for subsequent determination of the affinity of these proteins, and ENO1 monoclonal 

antibody.
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α-烯醇化酶（enolase 1, ENO1）又称 2-磷酸-D-甘

油酸水解酶，其主要作用是在糖酵解途径中作为糖

酵解酶双向催化 2-磷酸甘油酸转化为磷酸烯醇丙酮

酸[1]。作为一种蛋白酶，ENO1广泛存在于各种生物

体中，与多种疾病密切相关。研究[2]证实，ENO1在肺

癌、乳腺癌、宫颈癌等多种类型肿瘤组织中呈高表达

趋势。ENO1在疾病中的作用主要取决于其免疫原

性、DNA结合能力和纤溶酶（原）受体功能，这些功能

主要受其三维结构、表面性质和酶活性的影响。

ENO1是由ɑ、β、γ亚基组成的二聚体，其编码基因全

长约 18 kb，由 12个外显子和 11个内含子组成，其蛋

白二级结构由 21 个 α -螺旋、13个β-折叠和4个无规

卷曲组成。ENO1主要位于染色体区域1p36，这是人

类恶性肿瘤中经常重排或缺失的区域[3]。有研究[4]证

实，在模拟晶体结构中，人ENO1的活性位点包括L1

（残基 36~43）、L2（残基 156~162）和 L3（残基 262~

270）、Glu292、ASP317、ASP244和 Ser39上的两个镁

离子及水分子，两个镁离子分别与Glu292、Asp317、

Asp244和Ser39结合，它们是ENO1的关键活性位点

残基。但关于ENO1发挥糖酵解酶活性的位点及其

在空间中的结构研究目前尚未见报道。昆虫杆状病

毒表达系统（baculovirus expression vector system, 

BEVS）是以杆状病毒作为外源基因载体，以昆虫细

胞或昆虫作为受体进行基因组自我扩增和目的蛋白

表达的工具[5]。昆虫BEVS相较于原核、真核表达

系统具有一定的优势，其可以同时表达多个蛋

白，对蛋白进行翻译后修饰，使结构更接近于天

然蛋白[6]。本研究拟通过优化 ENO1基因及其酶活

性位点缺失的ENO1 蛋白，利用昆虫 BEVS 克隆和

表达 ENO1 蛋白及其活性位点缺失的 3 个蛋白

ENO1-M1、ENO1-M2 和 ENO1-M3，进而为后续深

入研究这些蛋白质结晶及其结构和功能奠定基础。

1  材料与方法

1.1  质粒、菌种、细胞及主要试剂

密码子优化、含目的基因的重组质粒均由华大

基因公司合成 ，DH10BacTM E. coli 感受态细胞、

ExpiSf9TM昆虫细胞由本实验室保存。

质粒提取试剂盒购自美国Omega Bio-Tek公司，

氨苄青霉素购自美国 Sigma-Aldrich公司，四环素、

卡那霉素、庆大霉素、X-gal购自索莱宝科技有限公

司 ，ExpiSf9TM CD 培 养 基 、杆 粒 提 取 试 剂 盒 、

ExpiFectamineTM Sf转染试剂、ExpiSfTM增强剂购自赛

默飞科技有限公司。

1.2  重组质粒构建

参照人ENO1基因序列（GeneBank：NM_001428）

根据昆虫细胞密码子偏好性进行优化后，在C端

添加 gp67 信号肽（ATGGTAAGAGCTATTGTTTTA 

TATGTGCTTTTGGGGCGGCGGCGCATTCTGCCTT

TGCG），在 N 端添加 gs 连接器（gs linker）、His 标签

（His-tag），在基因两侧引入 BamHⅠ、HindⅢ酶切位

点，利用AlphaFolad2软件进行蛋白质的三维结构模

拟，再利用PyMOL2.2.5软件进行可视化分析；设计后的

序列由华大基因科技有限公司克隆至 pFastBacTM1载体

上，构建重组质粒pFastBac-ENO1。同时，根据ENO1

发挥糖酵解功能的 3 个酶活性位点（PSGASTGI、

GSHAGNK和SPDDPSRY），通过分别移除其相对应

的碱基序列（36~43，156~162，262~270）分别缺失这3个

位点，构建3个酶活位点缺失的ENO1重组质粒，分别

命名为pFastBac-M1、pFastBac-M2和pFastBac-M3。

1.3  重组杆粒提取与鉴定

将构建好的重组质粒pFastBac-ENO1于42 ℃热

刺激 45 s转化到DH10BacTM E.coli感受态细胞内，冰

上静置 2 min 后加入 900 μL 的 Luria-Bertani（LB）

液体培养基，在37 ℃、摇床（225 r/min）上振荡培养4 h。

取100 μL菌液均匀涂布于含有四环素（10 μg/mL）、硫酸

卡那霉素（50 μg/mL）、庆大霉素（7 μg/mL）、IPTG

（40 μg/mL）和X-gal（100 μg/mL）的蓝白斑筛选 LB

平板上，37 ℃下先正置 30 min，后倒置培养 48 h

以上。挑选白斑，加入 2 mL 含三抗（硫酸卡那霉

素50 μg/mL、庆大霉素7 μg/mL、四环素10 μg/mL）LB培

养基中，在 37 ℃、摇床（225 r/min）上振荡培养过夜。

取 100 μL菌液再次涂布于蓝白斑筛选平板，37 ℃倒

置培养48 h以上。挑取再次验证后的白色菌落于含

有 50 μg/mL卡那霉素、7 μg/mL庆大霉素、10 μg/mL

四环素的 5 mL LB 液体培养基中，在 37 ℃、摇床

（225 r/min）上培养 12 h后，使用杆状病毒穿梭载体

bacmid小量抽提试剂盒提取重组杆粒 rbacmid，使用

ENO1 正 向 引 物（CGCGGATCCATGGTAAGC）与

pUC/M13 反 向 引 物（AGCGGATAACAATTTCAC 

ACAGG）进行 PCR 鉴定，用 1% 琼脂糖凝胶电泳验

证。将鉴定好的菌株提取杆粒并命名为 rBacmid-

ENO1。用同样的方法制备其余3个缺失突变的重组

杆 粒 ，分 别 命 名 为 rBacmid-M1、rBacmid-M2 和

rBacmid-M3。

1.4  重组杆状病毒的制备

1.4.1  P0代杆状病毒的制备

将对数生长期的昆虫细胞 Expisf9TM以 6×105个/mL

的密度（存活率≥95%）加入125 mL摇瓶中，27 ℃下培

养3~4 d，待其密度达5×106个/mL（存活率≥90%），使用

ExpiFactmine转染试剂（将30 mL ExpiFactmine转染试

剂加入1 mL减少血清的Opti-MEMTM培养基稀释血清培
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养基中）将 12.5 μg rBacmid-ENO1 转染昆虫细胞

Expisf9TM，继续在27 ℃、摇床（125 r/min）上振荡培养，

观察细胞病变情况。96 h后收上清液，为第 0 代重组

杆状病毒 P0。继续以 1×106 个 /mL 的密度（存活率

≥90%）将处于对数生长期的细胞加入 500 mL 摇瓶

中 27 ℃、摇床（125 r/min）上振荡培养，待其密度达

5×106 活细胞/mL（存活率≥90%），将 P0 代杆状病毒

用 ExpiSf™ CD培养基按1∶10 的比例进行稀释后，取

100 μL感染细胞。

1.4.2  P1代杆状病毒的制备

在 27 ℃下培养96 h后收集上清液，即为第 1代重

组杆状病毒P1。将获得的杆状病毒命名为 rBV-ENO1，

用于后续目的蛋白表达。用同样的方法分别制备缺

失突变的重组杆状病毒并命名为 rBV-M1、rBV-M2和

rBV-M3。同时，设置未转染的昆虫细胞Expisf9TM作

为空白对照。

1.5  WB法检测重组蛋白的表达

按 1∶100稀释后的 P1 代杆状病毒感染密度为

5×106个/mL的昆虫细胞Expisf9TM（存活率≥90%），在

27 ℃、摇床（125 r/min）上振荡培养 72 h，72×g 离心

20 min后收获ENO1及其3个位点缺失蛋白分泌表达

培养上清，用0.22 μm滤膜过滤后放置于-60 ℃保存。

同时，设置未转染病毒的空白对照。提取后的蛋白

用 BAC 蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度，样品经

10%SDS-PAGE分离后，将蛋白质样品转移至 PVDF

膜，在5%脱脂奶粉中封闭2 h，加入1∶5 000稀释的抗

His抗体，在 4 ℃冰箱中过夜。洗膜后，加入 1∶5 000

稀释的HRP标记的山羊抗小鼠 IgG中在室温下反应

2 h，采用超灵敏化学发光成像仪显影。

2  结  果

2.1  ENO1三维结构模拟与重组质粒构建

为了表达可溶性蛋白人ENO1，重新设计生成重组

质粒pFastBac1-gp67-ENO1-gs linker-His-tag（图 1A）。

基于ENO1核酸序列获得氨基酸序列，通过分析发现

ENO1结构域的预测结构折叠成团，没有分散现象，

说明预测结果较好（图1B）。

A：pFastBac1-gp67-ENO1-gs linker-His-tag三维结构对应的序

列示意图；B：预测获取的目标蛋白ENO1的三维结构图（黄色

表示酶切位点，蓝绿色表示gp67信号肽，粉红色表示ENO1结

构域，灰色表示gs连接器，绿色表示His标签）。

图1    ENO1三维结构预测和构造设计

2.2  成功构建重组穿梭质粒

将构建的重组质粒pFastBac-ENO1、pFastBac-M1、

pFastBac-M2、pFastBac-M3分别经 1%琼脂糖凝胶电

泳鉴定，可见6 000 bp左右目的片段（图2），与预期相

符，表明重组穿梭质粒构建成功。

A：重组质粒pFastBac-ENO1的鉴定（M: DNA marker; 1: 重组质粒pFastBac-ENO1）；B：重组质粒pFastBac-M1、

pFastBac-M2和pFastBac-M3的鉴定（M: DNA marker; 1：位点1缺失突变重组质粒pFastBac-M1; 

2：位点2缺失突变重组质粒pFastBac-M2；3：位点3缺失突变重组质粒pFastBac-M3）。

图2    重组质粒pFastBac-ENO1和pFastBac-M1、pFastBac-M2和pFastBac-M3的鉴定结果
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2.3  成功构建重组杆粒

重 组 质 粒 pFastBac-ENO1、pFastBac-M1、

pFastBac-M2 和 pFastBac-M3 转染入 DH10Bac 感受

态细胞进行转座，经两次蓝白斑筛选。挑取白色菌

斑，PCR验证结果显示，扩增出片段大小分别为 1 440、

1 416、1 419和1 416 bp，与目的片段大小一致（图 3A）。

选取验证正确的白色菌落震荡培养过夜后，用小提

杆粒试剂盒 BAC/PAC DNA Kit 提取重组杆粒

rBacmid-ENO1、rBacmid-M1、rBacmid-M2、rBacmid-

M3经通用引物M13进行PCR鉴定。结果如图 3B 所

示，对于发生转座的阳性质粒，重组质粒 PCR 后

产物分别为 2 560、2 536、2 539和 2 536 bp，结果符

合预期，表明挑取的白色菌落转座成功。

2.4  重组杆粒 rBacmid-ENO1 成功转染入 Expisf9TM

昆虫细胞

按照上述条件连续传代 2 次后，显微镜观察发

现，与未转染Expisf9TM 细胞相比，阳性细胞表现为

肿胀、变大、变圆的形态，培养液中出现细胞片段

（图4）。结果表明，成功获得P0、P1代重组杆状病毒。

2.5  成功表达目的蛋白

收集病毒上清液后去除细胞碎片过滤后进行

分析，WB法检测结果（图 5）显示，在分子量52 000

左右有特异反应性条带，表明ENO1蛋白及其 3个

酶活性位点缺失的重组蛋白 ENO1-M1、ENO1-M2、

ENO1-M3成功表达，具有反应原性。

A：菌落鉴定（M: DNA marker; 1: pFastBac-ENO1白色菌落；2：pFastBac-M1白色菌落；3：pFastBac-M2白色菌落；

4：pFastBac-M3白色菌落）；B：重组杆粒的鉴定（M：DNA marker；1/2： rBacmid-ENO1；3/4：rBacmid-M1；

5/6: rBacmid-M2; 7/8: rBacmid-M3）。

图3    菌落及重组杆粒的鉴定结果

A: 转染前细胞染色结果；B: 转染后台盼蓝染色结果。

图4  重组杆粒转染后细胞的形态变化（培养细胞悬浮液稀释

10倍，×20）

M：蛋白Marker；1: 重组蛋白ENO1与抗His-ab的反应；2：重组蛋

白ENO1-M1与抗His-ab的反应；3：重组蛋白ENO1-M2与抗

His-ab的反应；4：重组蛋白ENO1-M3与抗His-ab的反应。

图5  重组蛋白的鉴定

3  讨  论

研究[7-9]证实，在多种肿瘤细胞（如宫颈癌、乳腺

癌、结直肠癌细胞）中ENO1呈高表达趋势，ENO1作

为糖酵解途径中的关键酶，主要定位于细胞质中，催

化2-磷酸甘油酸向磷酸烯醇式丙酮酸转化，同时产生

三磷酸腺苷，在能量代谢中发挥重要作用，促进肿瘤

细胞的Warburg效应[10]，在肿瘤发生发展中起关键作

用。敲除ENO1基因可显著降低糖酵解水平，进而抑

制肿瘤生长和增加对药物的敏感性[8]。本实验室前

期通过构建携带 shRNA的慢病毒干扰ENO1基因表

达，与此实验结果一致，同样提示抑制ENO1表达可

以阻断糖酵解，从而起到治疗肿瘤的作用[11]。但是，

RNA干扰技术很难应用于临床。随着生物学和分子

免疫学的不断发展与更新，靶向肿瘤疗法逐渐成为

抗肿瘤治疗的一种新途径[12]。所以，本实验室又通过

杂交瘤技术制备并筛选出 5 种 ENO1 单克隆抗体

（monoclonal antibody, mAb），其中 2种具有较强的抗
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代鹏钰, 等 . ENO1蛋白及其相关活性位点缺失突变蛋白在昆虫杆状病毒表达系统中的表达与鉴定

肿瘤活性，但由于其分子量较大很难进入细胞发挥

作用，故又制备了具有肿瘤靶向性的ENO1 mAb纳

米颗粒，将其递送至宫颈癌细胞内。体外细胞实验

结果[13]表明，ENO1 mAb能明显抑制宫颈癌 Hela 细

胞乳酸、丙酮酸等物质生成，同时抑制 HeLa 细胞

增殖与迁移。发现利用 ENO1 mAb 联合谷氨酰

胺抑制剂CB-839具有协同抑制肿瘤细胞增殖的作

用[14]，由此进一步证实ENO1 mAb具有抑制宫颈癌细

胞糖酵解途径的功能。后来，陆续制备出ENO1单链

抗体、ENO1嵌合抗体[15]，拟通过设计改造ENO1后制

备出纯度、浓度更高的ENO1，进而测定ENO1蛋白与

这些抗体的亲和力，找到与 ENO1蛋白亲和力更高

ENO1 mAb，从而提高治疗性抗体的药效。研究[16]发

现，利用噬菌体库展示技术和生物信息学分析，发现

人ENO1残基 257~268氨基酸可能是引起机体免疫

应答的活性表位肽，此肽段特有的空间结构有利于

与纤溶酶原抗体的特异性结合。本实验向ENO1发

挥糖酵解酶活性的3个结构环基因引入缺失突变，缺

失突变会影响其结构，但对其空间结构影响较小，也

不影响其功能。如果选用不同的残基进行突变及应

用不同性质的氨基酸替代原来的氨基酸，则对蛋白

能否正常表达及功能影响不一致，故本研究先采用

缺失突变的方法来定位其具体活性位点环。后续实

验中，将继续通过测定ENO1蛋白及活性位点缺失的

ENO1蛋白与抗体亲和力，模拟其晶体结构等，寻找

其具体与抗体结合的活性位点。

蛋白酶的活性位点可作为肿瘤治疗的靶点，研

究具体活性位点不仅有利于研究肿瘤的发病机

制，更有利于新药的研发 [17]。通过靶向底物结合

位点远端的的结构位点设计靶向药物是近年来

研究的热点[18]。变构位点的识别对于虚拟筛选可充

当有效非竞争性抑制剂的小分子非常重要，而识

别蛋白活性所必须的活性位点残基有助于小分

子药物的筛选 [19]。改变蛋白酶的关键活性位点

会影响蛋白酶抑制剂的活性和特异性，这为肿瘤治

疗提供了新的思路。

BEVS是以杆状病毒作为外源基因载体，以昆虫

细胞作为宿主进行基因组自我扩增和目的蛋白表达

的工具[20]。昆虫BEVS相较于原核、酵母表达系统有

很多优点，其可以表达抗原性较好、与天然蛋白功能

高度相似的可溶性重组蛋白。昆虫BEVS还具有高

表达、安全性较好的特点。因此，昆虫BEVS是表达

蛋白的理想载体[13]。本实验通过BEVS表达外源基

因，在N端插入His标签，利于后续目的蛋白的鉴定。

将其连接至pFast-Bac1载体上，再通过转染昆虫细胞

Expisf9TM获得重组杆状病毒，成功表达目的蛋白，

WB法鉴定这些蛋白具有反应原性，为后续筛选高亲

和力的ENO1 mAb和研究ENO1蛋白的结构及具体

的活性位点奠定了实验基础。
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