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摘 要：【目的】利用昆虫细胞/杆状病毒表达系统高效表达并纯化野生型及 3 种酶活位点缺失型

(ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3)重组人烯醇化酶 1 (ENO1)蛋白，为后续功能研究、抗体开发

及抑制剂筛选提供重要的理论基础。【方法】通过分子克隆技术将 C 端融合 6×His 标签的野生型

及酶活缺失型 ENO1 基因构建至 pFastBac-HTB 载体，并转化至 DH10Bac 感受态细胞，经筛选获

得重组杆粒(bacmid)；将重组杆粒转染 ExpiSf9 昆虫细胞，获得 P0 代病毒，经扩增获得高滴度 P1

代病毒用于感染细胞表达目的蛋白；通过亲和层析(如镍柱)纯化表达产物，并利用 SDS-PAGE、

考马斯亮蓝染色及 Western blotting 进行鉴定；使用抗 ENO1 单克隆抗体、单链抗体及嵌合抗体进

行 Western blotting 特异性检测；基于 ENO1 催化 2- 磷酸甘油酸生成磷酸烯醇式丙酮酸

(phosphoenolpyruvate, PEP)的反应，通过紫外分光光度法在 240 nm 处测定吸光度变化，计算酶比

活力。【结果】成功构建了所有重组质粒与杆粒，并在昆虫细胞中实现了重组蛋白的高效表达。

纯化获得了高纯度的重组蛋白，Western blotting 证实其均具有反应原性，且酶活位点缺失不影响

其免疫反应性。酶活测定表明，野生型 ENO1 的比活力为 610.14 U/mg，而 3 种酶活缺失型蛋白

的酶活显著降低，其中缺失 GSHAGNK (残基 156−162)和 SPDDPSRYI (残基 262−270)位点的

ENO1-M2 和 ENO1-M3 蛋白活性丧失尤为明显。【结论】本研究成功利用昆虫细胞/杆状病毒表达

系统(baculovirus expression vector system, BEVS)表达并纯化了具有反应原性的野生型及酶活缺失

型 ENO1 蛋白，证实了 GSHAGNK 和 SPDDPSRYI 是 2 个关键的酶活性位点，为深入探究 ENO1

功能及开发其特异性抑制剂奠定了重要的理论与材料基础。
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Abstract: [Objective] To efficiently express and purify wild-type and three active site-deleted 
variants (ENO1-M1, ENO1-M2, and ENO1-M3) of ENO1 through the insect cell/baculovirus 
expression system, thus providing a theoretical basis for subsequent functional research, antibody 
development, and inhibitor screening.[Methods] Wild-type and active site-deleted genes of ENO1 
with a C-terminal 6×His tag were cloned into the pFastBac-HTB vector via molecular cloning and 
then transformed into DH10Bac competent cells to obtain recombinant Bacmid through screening. 
Recombinant baculovirus particles were transfected into ExpiSf9 insect cells to generate the P0 
virus stock, which was then amplified to produce high-titer P1 virus for target protein expression. 
Expression products were purified by affinity chromatography (e.g., nickel column) and identified 
by SDS-PAGE, Coomassie Brilliant Blue staining, and Western blotting. The anti-ENO1 
monoclonal antibody, single-chain antibody, and chimeric antibody were used for specific detection 
by Western blotting. On the basis of the conversion of 2-phosphoglycerate to phosphoenolpyruvate 
(PEP) under the catalysis by ENO1, the specific activity of ENO1 was measured by UV 
spectrophotometry at 240 nm. [Results] All recombinant plasmids and bacmids were successfully 
constructed, and high-level expression of recombinant proteins was achieved in insect cells. High-
purity recombinant proteins were obtained, and Western blotting analysis confirmed their 
reactivity. The deletion of active sites of the enzyme did not affect the immunoreactivity. The 
specific activity of wild-type ENO1 was 691.28 U/mg, while those of the three deletion variants 
were significantly reduced. ENO1-M2 (with deletion of GSHAGNK at residues 156 − 162) and 
ENO1-M3 (with deletion of SPDPSRYI at residues 262−270) exhibited particularly pronounced 
losses of enzyme activity.[Conclusion] We successfully expressed and purified both wild-type and 
active site-deleted ENO1 proteins with retained reactivity by using the baculovirus expression 
vector system. The results confirm that GSHAGNK and SPDPSRYI are two key active sites of this 
enzyme, laying both theoretical and material foundations for further exploring the functions of 
ENO1 and developing its specific inhibitors.
Keywords: human ENO1 protein; insect cell/baculovirus expression system; isolation and 
purification; enzyme activity assay

α-烯醇化酶(alpha-enolase, ENO1)是糖酵解

途径中除己糖激酶、6-磷酸果糖激酶、丙酮酸激

酶[1]之外的另一关键代谢酶。它催化 2-磷酸甘油

酸(2-phosphoglycerate, 2-PGA)脱水生成磷酸烯醇
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式丙酮酸(phosphoenolpyruvate, PEP)，是糖酵解

中产生 ATP 的关键步骤[2]。ENO1 不仅是一种代

谢酶，更是一种具有致癌特性的多功能蛋白，

它在人类癌症中过表达，如胃癌[3]、乳腺癌[4-5]、

宫颈癌[6-7]、结肠癌[8]、膀胱癌[9-10]等，通过促进

肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭加速癌症进展。

这种过表达与肿瘤细胞的代谢重编程，特别是

Warburg 效应密切相关，后者是癌细胞在缺氧条

件下偏好糖酵解供能的适应性反应[11-13]。研究

表明，ENO1 的酶活性中心由 L1、L2 和 L3 环

构成，并与镁离子结合，这些结构对其催化功

能至关重要[14]。

为了深入研究 ENO1 的功能，特别是其酶

活性位点在肿瘤发生中的作用，并推动基于

ENO1 的抑制剂研发，获得高纯度、具有生物活

性的重组人 ENO1 蛋白至关重要。同时，为了

避免重复已有工作，并考虑到本研究需要获得

具有完整翻译后修饰和天然构象的 ENO1 蛋白

用于精确的活性位点验证，选择了昆虫细胞/杆

状病毒表达系统。该系统能够提供更接近天然

状态的重组 ENO1 蛋白，从而保证活性位点鉴

定结果的可靠性[15]。已有研究采用大肠杆菌系

统表达 ENO1 主要用于免疫检测，而本研究聚

焦于酶活性位点的功能性验证，研究目标和蛋

白质量要求不同。杆状病毒表达载体系统利用

极晚期强启动子(如多角体蛋白启动子)驱动外源

基因在昆虫细胞中高水平表达，非常适合生产

复杂的功能性蛋白[16-18]。

本研究旨在通过基因克隆结合昆虫细胞/杆

状病毒表达系统构建并纯化野生型人 ENO1 蛋

白，以及针对关键活性位点设计的酶活缺失型

(ENO1-M1、M2、M3)突变体。以重组蛋白为研

究材料，为后续深入解析 ENO1 在糖酵解中的

核心酶活位点、开展功能学研究、筛选靶向抑

制剂，乃至为探索 ENO1 作为宫颈癌等恶性肿

瘤治疗新靶点奠定坚实的物质基础。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　菌株和质粒

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 菌种、E. 

coli DH10Bac 感受态细胞均由本实验室保存；

根据昆虫细胞/杆状病毒密码子优化的人 ENO1

基因序列(GenBank 登录号为 NM_001428)由北

京六合华大基因科技有限公司合成；pFastBac 

HTB 载体购自武汉淼灵生物科技有限公司。

1.2　引物设计及重组野生型和酶活缺失

型质粒的构建

根据本实验室保存的优化后野生型人 ENO1

基因序列，在 C 端添加 6×His 标签，由北京六

合华大基因科技有限公司合成；其中在 5′端插

入 BamH Ⅰ酶切位点，在 3′端插入 Hind III 酶切

位 点 。 将 合 成 的 ENO1 目 的 基 因 克 隆 至 经

BamH Ⅰ、Hind III 双酶切后的 pFastBac HTB 载

体 中 ， 构 建 重 组 野 生 型 质 粒 pFastBac HTB-

ENO1。同时，根据本实验室保存的酶活缺失型

人 ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3 基因序列

(图 1)构建重组酶活缺失型质粒 pFastBac HTB-

ENO1-M1、 pFastBac HTB-ENO1-M2 和 pFastBac 

HTB-ENO1-M3。

采用昆虫细胞/杆状病毒表达系统的通用正

向引物和反向引物，同时运用 SnapGene 软件设

计特异性上游引物和特异性下游引物(表 1)用于

PCR 验证。

1.3　重组野生型和酶活缺失型杆粒的

制备

向 DH10Bac 感受态大肠杆菌细胞悬液中加

入 5 µL pFastBac HTB-ENO1 重组野生型质粒进

行转化。取 100 μL 菌液涂布于蓝白斑筛选的 LB

平板上，37 ℃培养箱内正向静置 1 h 后倒置培

养，进行 β-半乳糖苷酶系统筛选。挑取单个白

色菌落，再次在添加 β-半乳糖苷酶筛选体系的

LB 平板上分区划线，37 ℃培养箱内倒置培养。

随机挑取单个白色菌落，接种于 5 mL LB 液体
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培养基，37 ℃、200 r/min 培养过夜(不超过 14 h)。

使用 Omega BAC/PAC DNA Isolation Kit (Omega

公司)提取重组杆粒，并用昆虫细胞/杆状病毒表

达系统通用引物进行 PCR 扩增。PCR 反应体系

(25.0 μL)：PCR 预混酶 12.5 µL，上、下游引物

(10 µmol/L) 各 1.0 µL， DNA 模 板 1.0 µL，

ddH2O 9.5 µL。 PCR 反 应 条 件 ： 95 ℃ 预 变 性

5 min；95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 5 min，共 30 个循环；72 ℃终延伸 5 min。扩

增产物用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测，并送北京六

合华大基因科技有限公司测序验证，鉴定正确

的重组野生型杆粒命名为 Bacmid-ENO1，保存

于本实验室。参照 Invitrogen PureLinkTM HiPure 

Plasmid Midiprep Kit (赛默飞世尔科技公司)说明

书大量提取重组杆粒，测定浓度后于−20 ℃保

存。同时，采用相同的方法制备重组酶活缺失

型杆粒 Bacmid-ENO1-M1、Bacmid-ENO1-M2 和

Bacmid-ENO1-M3。

1.4　重组野生型和酶活缺失型杆状病毒

的制备

将 ExpiSf9TM 细胞传代培养至活细胞密度达

(5−10)×106 个活细胞/mL，活力≥90%，用 12.5 μg

的重组野生型杆粒 DNA 转染 ExpiSf9TM 细胞，

转染后 24、72、96 h 观察细胞活力。当细胞活

力下降至 60−80% 时收集细胞上清液即为 P0 代

病毒液，置于 4 ℃避光保存。同时，设置未转

染的 Expisf9TM 细胞作为空白对照。采用相同的

方法制备酶活缺失型杆状病毒。

1.5　重组野生型和酶活缺失型蛋白的表

达及鉴定

首先培养 3−5 d，使 ExpiSf9TM 细胞密度达

图1　野生型人ENO1和酶活缺失型人ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3基因序列结构示意图

Figure 1　Schematic diagram of wild type human ENO1 and enzyme activity deletion human ENO1-M1, ENO1-

M2, ENO1-M3 gene sequence.

表1　载体构建及相关PCR所用引物序列

Table 1　 Primer sequences for vector construction 

and related PCR

Primer names

pUC/M13

ENO1

Primer sequences (5′→3′)

Forward:
CCCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
Reverse: 
AGGCGGATAACAATTTCACACAGG
Forward: CACCATCACCATCACGA

Reverse: 
GGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAA
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到(5−10)×106 个活细胞/mL，活力≥90%；收集培

养基，每瓶分别添加 ExpiSf9TM Enhancer 400 µL；

37 ℃培养 18 h (不超过 20 h)；向每个培养瓶添

加 P1 代病毒液 2 mL；37 ℃分别培养 72、96、

120 h 后收集细胞上清液。分别取 1 mL 各阶段

样品进行表达分析。应用 Western blotting 检测

重组野生型和酶活缺失型蛋白的表达情况。将

上述收集的蛋白样品处理后转印至 PVDF 膜上，

以 Anti-6×His tag 为一抗、山羊抗鼠 IgG 为二抗

进行 Western blotting，检测重组野生型人 ENO1

蛋 白 和 酶 活 缺 失 型 ENO1-M1、 ENO1-M2、

ENO1-M3 蛋白的表达情况。

1.6　重组野生型和酶活缺失型蛋白的纯

化与鉴定

应用镍柱亲和层析纯化系统纯化收获的细

胞上清液。采用亲和层析标签蛋白预装柱进行

纯化。应用抗 His 标签蛋白的鼠源单克隆抗体，

对 经 SDS-PAGE 分 析 的 重 组 纯 化 蛋 白 进 行

Western blotting 鉴定。将上述收集的蛋白样品处

理后转印至 PVDF 膜上，以 Anti-6×His tag 为一

抗、山羊抗鼠 IgG 为二抗进行 Western blotting，

检测重组野生型人 ENO1 蛋白和酶活缺失型

ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3 蛋 白 的 纯 化

情况。

1.7　重组野生型和酶活缺失型蛋白的特

异性检测

应用本实验室保存的抗人 ENO1 单克隆抗

体 (ENO1mAb)、 抗 人 ENO1 单 链 抗 体 (anti-

ENO1scFv)、 抗 人 鼠 ENO1 嵌 合 抗 体 (ENO1-

ximab)，对经 SDS-PAGE 分析的纯化蛋白进行

Western blotting 检测。将纯化收集的重组蛋白样

品 处 理 后 转 印 至 PVDF 膜 上 ， 分 别 以 ENO1

mAb、anti-ENO1scFv、ENO1-ximab 为一抗，山

羊抗鼠 IgG 为二抗进行 Western blotting 特异性

检测。

1.8　重组野生型和酶活缺失型蛋白的酶

活检测

ENO1 催化 2-PGA 生成含高能磷酸键的磷

酸烯醇式丙酮酸，该产物在 240 nm 处有最大吸

光度，通过紫外分光光度计检测反应前后 240 nm

处吸光度值的变化，计算重组野生型和酶活缺

失型人 ENO1 蛋白的活性，如公式(1)所示。

U=
∆A
t

´
TV

ε ´ L ´ SV
´ 103              (1)

式中：U 为酶活力单位(μmol/L)，∆A 为反应前

后的∆OD240，t 为反应时间(min)，TV 为反应的

总体积(mL)，SV 为样本体积(mL)，L 为微量石

英比色皿(1 mL)体系的光径(L=1 cm)，ε 为微量

石英比色皿(1 mL)反应体系中被检测物质的摩尔

消光系数，ε=1 300 [L/(mol·cm)]。

酶活测定：在 Hepes 缓冲液(含 7.7 mmol/L 

KCl 和 10.0 mmol/L MgCl2， pH 7.4) 中 ， 加 入

5 μL 20.0 mmol/L 2-PGA 底物、重组野生型和酶

活缺失型人 ENO1 蛋白各 50 μL，于 37 ℃反应，

利用紫外分光光度计检测 240 nm 处吸光度值，

再利用公式(1)计算酶活。酶活单位(U)的定义

为：在 pH 7.4、温度 37 ℃的反应条件下，每分

钟转化 1 μmol 底物所需的酶量为 1 个酶活力单

位(U)。比活力为每毫克酶蛋白所具有的酶活力，

单位为 U/mg。

1.9　统计学方法

采用 GraphPad Prism 9.5 软件进行统计学分

析及作图。P<0.05 被定义为差异有统计学意义。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　重组野生型和酶活缺失型转移质粒

的鉴定

将野生型重组质粒 pFastBac-HTB-ENO1 转

化入 E. coli DH10Bac 感受态细胞中，37 ℃倒置

培养过夜后挑取单菌落，用人 ENO1 基因特异

性引物(表 1)进行 PCR 鉴定，结果如图 2A 所

示，目的基因片段大小与预期相符(ENO1 基因
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片段 1 335 bp)。如图 2B 所示，重组酶活缺失型

质 粒 pFastBac-HTB-ENO1-M1、 pFastBac-HTB-

ENO1-M2、 pFastBac-HTB-ENO1-M3 也 成 功 构

建(ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3 基因片段

分别为 1 311、1 314、1 311 bp)。

2.2　重组野生型和酶活缺失型杆粒的构

建与鉴定

将 成 功 构 建 的 重 组 野 生 型 质 粒 pFastBac-

HTB-ENO1 转化至 E. coli DH10Bac 感受态细胞

中完成转座，在添加 β-半乳糖苷酶筛选体系的

固体培养基上进行 2 次细菌培养，筛选阳性结

果(箭头指向白色菌落) (图 3A)，挑选出白色单

克隆进行扩大培养。将扩大培养后的菌液提取

杆粒，获得重组杆粒 Bacmid-ENO1，并利用表

1 的 pUC/M13 通用引物进行 PCR 鉴定，取出

4 µL 产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳后，在 3 404 bp

处有一特异性条带，与预期片段大小相符(图

3B)。结果表明，目的基因已经插入杆状病毒

中，重组杆粒 Bacmid-ENO1 正确制备，命名为

rBacmid-ENO1。

使用相同步骤将成功构建的重组酶活缺失

型 质 粒 pFastBac-HTB-ENO1-M1、 pFastBac-

HTB-ENO1-M2、 pFastBac-HTB-ENO1-M3 转 化

至 E. coli DH10Bac 感受态细胞中完成转座，经

过 2 轮添加 β-半乳糖苷酶筛选体系的固体培养

基筛选阳性结果(箭头指向白色菌落) (图 3C)，

挑选出白色单个克隆进行扩大培养。将扩大培

养 后 的 菌 液 用 于 提 取 杆 粒 ， 获 得 重 组 杆 粒

Bacmid-ENO1-M1、Bacmid-ENO1-M2、Bacmid-

ENO1-M3，并利用表 1 的 pUC/M13 通用引物对

其进行 PCR 鉴定，取出 4 µL 产物经 1% 琼脂糖

凝胶电泳后，分别在 3 380、3 383、3 380 bp 处

有一特异性条带，与预期片段大小相符(图 3D)。

结果表明，目的基因已经插入到杆状病毒中，

重 组 杆 粒 Bacmid-ENO1-M1、 Bacmid-ENO1-

M2、Bacmid-ENO1-M3 的正确制备分别命名为

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

ENO1-M3。

2.3　重组野生型和酶活缺失型杆粒转染

结果

rBacmid-ENO1 验证正确后，转染 ExpiSf9TM

细胞，经过一定时间的转染，细胞主要表现为

图2　重组质粒菌落PCR鉴定

Figure 2　 PCR identification of recombinant plasmid colonies. A: Colony PCR identification of wild-type 

recombinant plasmid (Lane M: Nucleic acid marker; Lanes 1, 2: Colony PCR amplification of ENO1 gene 

product); B: Colony PCR identification of enzyme deletion recombinant plasmid (Lane M: Nucleic acid marker; 

Lane 1: Colony PCR amplification of ENO1-M1 gene product; Lane 2: Colony PCR amplification of ENO1-M2 

gene product; Lane 3: Colony PCR amplification of ENO1-M3 gene product).
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变大变圆，呈典型杆状病毒感染晚期形态，经

4% 台盼蓝染色后，10 min 之内病变或者死亡的

细胞染为蓝色，随着转染时间的延长，病毒快

速扩增，细胞死亡数目逐渐增多，细胞计数后

当细胞活力达 60%−70% 时收集细胞培养液，

1 000 r/min 离心 5 min 后收集含有病毒的上清

液。结果显示，在 28 ℃、干燥、无 CO2 的恒温

培养摇床箱中培养 96 h 后，转染组与转染前组

ExpiSf9TM 细胞相比出现了明显的病变，细胞活

力在 60%−70%，转染后成功获得重组杆状病

毒，称为 P0 代杆状病毒(图 4)。将获得的 P0 代

杆状病毒再次感染细胞，获得病毒滴度较高的

P1 代杆状病毒，以相同的方法获得重组酶活缺

失型 P1 代杆状病毒。

2.4　重组野生型和酶活缺失型蛋白的表

达及鉴定

使 用 重 组 野 生 型 P1 代 杆 状 病 毒 感 染

ExpiSf9TM 细胞，分别于 48、72、96、120 h 后

图3　重组野生型和酶活缺失型杆粒的筛选与鉴定

Figure 3　Selection and identification of recombinant wild-type and enzyme-deleted rods. A: Screening results 

after transposition of recombinant wild-type plasmid pFastBac-HTB-His-ENO1 (1: Results of the first screening 

after transposition of recombinant wild-type plasmid; 2: Results of the second screening after transposition of 

recombinant wild-type plasmid); B: Wild-type rBacmid-ENO1 PCR amplification validation results (Lane M: 

Nnucleic acid marker; Lanes 1, 2: Red PCR amplification of ENO1 gene products); C: Recombinant enzyme live 

deletion plasmid after transposition screening results (C1−C3: The results of the first screening after transposition 

of recombinant enzyme deletion plasmids pFastBac-HTB-His-ENO1-M1, pFastBac-HTB-His-ENO1-M2 and 

pFastBac-HTB-His-ENO1-M3; C4 − C6: Results of the second screening after transposition of recombinant 

enzyme deletion plasmids pFastBac-HTB-His-ENO1-M1, pFastBac-HTB-His-ENO1-M2 and pFastBac-HTB-

His-ENO1-M3); D: PCR amplification results of enzyme activity deletion recombinant rod (Lane M: Nucleic 

acid marker; Lane 1: ENO1-M1 gene product amplified by rod PCR; Lane 2: ENO1-M2 gene product amplified 

by rod PCR; Lane 3: ENO1-M3 gene product amplified by rod PCR).
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1 000 r/min 离心 5 min，收集培养基和细胞沉

淀，经 SDS-PAGE 分析。结果显示，感染 48、

72、96、120 h 后的培养基中均在约 49 kDa 处出

现清晰目的条带，细胞沉淀中无明显条带(图

5A)，其大小与重组野生型人 ENO1 蛋白的理论

相对分子质量相符。采用抗 His 标签鼠源单克隆

抗体对表达产物进行 Western blotting 鉴定，结果

显示在约 49 kDa 处出现特异性条带(图 5B)，与重

组野生型人 ENO1 蛋白的预期条带位置一致。

使用抗 His 标签鼠源单克隆抗体对突变体表

达产物进行 Western blotting 鉴定。结果显示，

在约 49 kDa 处出现特异性条带(图 6)，其大小与

重 组 酶 活 缺 失 型 人 ENO1-M1、 ENO1-M2、

ENO1-M3 蛋白的理论相对分子质量一致。

2.5　感染时间对重组野生型人 ENO1 蛋

白表达的影响

为实现重组野生型人 ENO1 蛋白的高效表

图4　重组野生型和酶活缺失型杆粒转染后细胞变化特征

Figure 4　 Characteristics of cell changes after transfection of recombinant wild-type and enzyme-deleted rod-

like particles. A − D: Cell change characteristics after rBacmid-ENO1 transfection (A: Cell state before 

transfection; B: cell state 48 h after transfection; C: Cell state 72 h after transfection; D: Cell state 96 h after 

transfection); E − H: Cell change characteristics after rBacmid-ENO1-M1 transfection (E: Cell state before 

transfection; F: Cell state 48 h after transfection; G: Cell state 72 h after transfection; H: Cell state 96 h after 

transfection); I − L: Cell change characteristics after rBacmid-ENO1-M2 transfection (I: Cell state before 

transfection; J: Cell state 48 h after transfection; K: Cell state after rBacmid-ENO1-M2 transfection); M−P: Cell 

characteristics after transfection (M: Cell status before transfection; N: Cell status 48 h after transfection; O: Cell 

status 72 h after transfection; P: Cell status 96 h after transfection). The suspension of cultured cells was diluted 

tenfold and observed under 20× microscope.
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达，在上述实验基础上进一步优化感染时间(图

7)。结果显示，96 h 内随感染时间延长，重组野

生型人 ENO1 蛋白表达量逐步升高；96 h 后目

的蛋白表达量趋于稳定。因此，为提升制备效

率，确定重组野生型人 ENO1 蛋白的最佳感染

时间为 96 h。

2.6　重组野生型和酶活缺失型蛋白的纯

化及鉴定

采用镍亲和层析预装柱对重组野生型和酶

图5　重组野生型人ENO1蛋白SDS-PAGE分析结果与Western blotting鉴定

Figure 5　SDS-PAGE analysis of recombinant wild-type human ENO1 protein and Western blotting. A: SDS-

PAGE analysis results of recombinant wild-type human ENO1 protein (Lane 1: Negative control culture medium 

supernatant; Lane 2: Negative control cell precipitate; Lane 3: Culture medium supernatant after infection for 

48 h; Lane 4: Cell precipitate after infection for 48 h; Lane 5: Culture medium supernatant after infection for 

72 h; Lane 6: Cell precipitate after infection for 72 h; Lane 7: Culture medium supernatant after infection for 96 h 

Lane 8: Cell precipitate after infection for 96 h; Lane 9: Culture medium supernatant after infection for 120 h; 

Lane 10: Cell precipitate after infection for 120 h; Lane M: Protein marker); B: Western blotting identification of 

recombinant wild-type human ENO1 protein (Lane M: Protein marker; Lane 1: Expressed recombinant wild-type 

human ENO1 protein).

图6　重组酶活缺失型人ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3蛋白Western blotting鉴定

Figure 6　Western blotting identification of recombinant enzyme deletion human ENO1-M1 protein, ENO1-M2 

protein and ENO1-M3 protein. Lane M: Protein marker; Lane 1: Expressed recombinant enzyme activity deletion 

type human ENO1-M1 protein; Lane 2: Expressed recombinant enzyme activity deletion type human ENO1-M2 

protein; Lane 3: Expressed recombinant enzyme activity deletion type human ENO1-M3 protein.
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活缺失型蛋白进行纯化，经含 10 mmol/L 咪唑

的洗涤缓冲液充分洗涤后，直接用 500 mmol/L

咪唑一步洗脱。分别收集流穿液、洗涤液及洗

脱液，各取 20 µL 样品进行 SDS-PAGE 检测。

结果显示，500 mmol/L 咪唑洗脱液可完全洗脱

目的蛋白(图 8)，在 49 kDa 处获得纯度大于 90%

的重组野生型人 ENO1 蛋白和重组酶活缺失型

人 ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3 蛋白。后

续以 His tag 作为一抗，羊抗鼠 IgG 抗体作为二

抗进行 Western blotting 验证，结果如图 8E 所

示，4 种蛋白均在 49 kDa 处出现特异性条带，

表明已成功纯化得到高纯度、高特异性的 4 种

目的蛋白。

2.7　重组野生型和酶活缺失型蛋白的特

异性检测

应 用 本 实 验 室 保 存 的 ENO1mAb、 anti-

ENO1scFv 以及 ENO1-ximab 对经 SDS-PAGE 分

析的纯化重组野生型人 ENO1 蛋白进行 Western 

blotting 检测，检测结果显示(图 9A)，重组野生

型人 ENO1 蛋白能够被相应抗体识别，反应条

带位于 49 kDa 处，表明纯化后重组野生型人

ENO1 蛋白具有反应原性。如图 9B−9D 所示，

重 组 酶 活 缺 失 型 人 ENO1-M1、 ENO1-M2、

ENO1-M3 蛋白均能够被相应抗体识别，反应条

带均位于 49 kDa 处，表明纯化后重组酶活缺失

型人 ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3 蛋白均

具有反应原性，且酶活位点缺失不会影响蛋白

质与抗体的结合。

2.8　重组野生型和酶活缺失型蛋白的酶

活检测

重组野生型人 ENO1 蛋白催化 2-PGA 生成

PEP，其在 240 nm 处有最大吸收峰，该吸光值

反映 ENO1 蛋白催化 2-PGA 生成 PEP 的量，野

生型 ENO1 蛋白样品酶比活力为 610.14 U/mg；

酶 活 缺 失 型 ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3

蛋 白 样 品 酶 比 活 力 分 别 为 465.70、 316.13、

377.04 U/mg。

从酶活性测定结果来看，制备的重组野生

型 ENO1 蛋白对底物 2-PGA 响应灵敏，说明重

组野生型 ENO1 蛋白的空间结构和酶催化活性

初步正确，酶比活力为 610.14 U/mg。相对而

言，重组酶活缺失型 ENO1-M1、ENO1-M2 和

ENO1-M3 蛋白与重组野生型 ENO1 蛋白相比酶

活显著降低 (图 10)，尤其是重组酶活缺失型

ENO1-M2 蛋 白 (P<0.05)、 ENO1-M3 蛋 白 (P<

0.05)， 分 别 对 应 酶 活 位 点 GSHAGNK ( 残 基

156−162)和 SPDDPSRYI (残基 262−270)。因此，

本 研 究 提 示 ， 酶 活 位 点 GSHAGNK ( 残 基

156 − 162) 和 SPDDPSRYI ( 残 基 262 − 270) 在

ENO1 介导的糖酵解催化过程中发挥关键作用。

3　　讨论与结论讨论与结论

3.1　重组杆粒的构建与鉴定

为实现目的蛋白的高效表达与便捷纯化，

本研究将野生型及 3 种酶活位点缺失型 (M1、

M2、M3)的人 ENO1 基因克隆至 pFastBac HTB

图7　不同感染时间对重组野生型人ENO1蛋白表

达的影响

Figure 7　 Effect of different infection time on 

expression of recombinant wild-type human ENO1 

protein. Lane 1: Negative control medium 

supernatant; Lane 2: Medium supernatant after 

infection; Lane 3: Medium supernatant 72 h after 

infection; Lane 4: Medium supernatant 96 h after 

infection; Lane 5: Medium supernatant 120 h after 

infection; Lane M: Protein marker.
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图8　纯化后重组野生型人ENO1蛋白和重组酶活缺失型人ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3蛋白SDS-
PAGE分析结果(A−D)与Western blotting (E)鉴定
Figure 8　 SDS-PAGE analysis results (A−D) and Western blotting (E) identification of purified recombinant 
wild-type human ENO1 protein, recombinant enzyme active deletion human ENO1-M1 protein, ENO1-M2 
protein and ENO1-M3 protein. A: SDS-PAGE analysis results of purified recombinant wild-type human ENO1 
protein (Lane 1: Supernatant of negative control medium; Lane 2: Supernatant of medium after 96 h of infection; 
Lanes 3−7: Flow-through solution; Lanes 8, 9: 10 mmol/L imidazole washing solution; Lanes 10−16: 500 mmol/L 
imidazole eluent; Lane M: protein marker); B: SDS-PAGE analysis results of purified recombinant enzyme 
deletion human ENO1-M1 protein (Lane 1: Negative control medium supernatant; Lane 2: Medium supernatant 
after 96 h infection; Lanes 3−7: Flow-through solution; Lane 8: 10 mmol/L imidazole washing solution; Lane 9−
13: 500 mmol/L imidazole eluent; Lane M: Protein marker); C: SDS-PAGE analysis results of purified 
recombinant enzyme deletion human ENO1-M2 protein (Lane 1: Negative control medium supernatant; Lane 2: 
Medium supernatant after 96 h infection; Lane 3 − 7: Flow-through solution; Lane 8: 10 mmol/L imidazole 
washing solution; Lane 9−13: 500 mmol/L imidazole eluent; Lane M: Protein marker); D: SDS-PAGE analysis 
results of purified recombinant enzyme deletion type human ENO1-M3 protein (Lane 1: Negative control culture 
medium supernatant; Lane 2: Culture medium supernatant after 96 h of infection; Lane 3 − 7: Flow-through 
solution; Lane 8: 10 mmol/L imidazole washing solution; Lane 9−13: 500 mmol/L imidazole eluent; Lane M: 
Protein marker); E: Western blotting identification of purified recombinant wild-type human ENO1 protein, 
recombinant enzyme active-deleted human ENO1-M1 protein, ENO1-M2 protein and ENO1-M3 protein (Lane 1: 
Purified recombinant wild-type human ENO1 protein; Lane 2: Purified recombinant enzyme active-deleted 
human ENO1-M1 protein; Lane 3: Purified recombinant enzyme active-deleted human ENO1-M2 protein; Lane 
4: Purified recombinant enzyme active-deleted human ENO1-M3 protein; Lane M: Protein marker.
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载体，该载体本身携带 1 个 6×His 标签，同时

本研究在基因 C 端也添加了 6×His 标签，形成

双标签策略以优化纯化效率。随后，采用成熟

的 Bac-to-Bac 系统进行重组杆粒的构建。具体

而言，将重组质粒转化至含有亲本杆粒(bacmid)

和辅助质粒的 DH10Bac™感受态细胞中。通过

“蓝白斑筛选”[19]，成功筛选出白色菌落，并通

过小量提取其杆粒 DNA 作为模板，使用 pUC/

M13 通用引物进行 PCR 鉴定。电泳结果显示，

野生型及 3 种酶活缺失型重组杆粒的 PCR 产物

大小分别为 3 404、3 380、3 383、3 380 bp，与

预期完全相符。测序分析及 SnapGene 软件比对

证实，所有 ENO1 基因序列正确，无移码或意

外突变，表明重组杆粒(rBacmid-ENO1)构建成

图9　纯化后重组野生型和酶活缺失型人ENO1蛋白的Western blotting特异性检测

Figure 9　Western blotting specificity detection of purified recombinant wild-type and enzyme deletion human 

ENO1 protein. A: Western blotting specificity detection of purified recombinant wild-type human ENO1 protein 

(Lane 1: Reaction band of purified recombinant wild-type human ENO1 protein with ENO1 mAb; Lane 2: 

Reaction band of purified recombinant wild-type human ENO1 protein with anti-ENO1 scFv; Lane 3: Reaction 

band of purified recombinant wild-type human ENO1 protein with ENO1-ximab; B − D: Western blotting 

specificity detection of purified recombinant enzyme activity deletion type human ENO1-M1, ENO1-M2, ENO1-

M3 protein (In B, Lane 1: Reaction band of purified recombinant enzyme deletion type human ENO1-M1 protein 

with ENO1 mAb; Lane 2: Purified recombinant enzyme activity deletion type human ENO1-M1 protein and anti-

ENO1 scFv reaction band; Lane 3: Purified recombinant enzyme activity deletion type human ENO1-M1 protein 

and ENO1 ximab reaction band. In C, Lane 1: Purified recombinant enzyme activity deletion type human ENO1-

M2 protein and ENO1 mAb reaction band; Lane 2: After purification, recombinant enzyme active-deleted human 

ENO1-M2 protein reacts with anti-ENO1 scFv; Lane 3: Purified recombinant enzyme active-deleted human 

ENO1-M2 protein reacts with ENO1 ximab. In D, Lane 1: Purified recombinant enzyme active-deleted human 

ENO1-M3 protein reacts with ENO1 mAb; Lane 2: Purified recombinant enzyme activity deletion type human 

ENO1-M3 protein and anti-ENO1 scFv reaction band; Lane 3: Purified recombinant enzyme activity deletion 

type human ENO1-M3 protein and ENO1 ximab reaction band; Lane M: Protein marker).
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功，可用于后续病毒制备。

3.2　重组杆状病毒的制备、扩增与表达

条件优化

将验证正确的重组杆粒转染至 ExpiSf9™昆

虫细胞，转染 96 h 后可观察到典型的细胞病变

效应，初步表明重组病毒已成功产生，这与国

内使用昆虫细胞/杆状病毒表达人促甲状腺激素

受 体 A 亚 单 位 蛋 白[20]、 微 小 牛 蜱 Enolase 基

因[21]、H5N1 亚型禽流感病毒样颗粒[22]时得出的

结果一致。然而，初始获得的 P0 代病毒液滴度

通常较低，为了最大化蛋白产量，对病毒进行

扩增以获得高滴度的 P1 代病毒是标准流程。本

研究通过扩大感染体积成功制备了 P1 代病毒。

需要指出的是，虽然病毒扩增能提高滴度，但

多次传代可能增加病毒基因组发生有害突变的

风险，从而导致蛋白表达不稳定或产量下降。

因此，本研究后续实验均使用低传代次数的病

毒(P1 代)，以在产量和稳定性间取得平衡。此

外，表达条件的优化是获得高产量重组蛋白的

关键。本研究系统地评估了感染后不同时间点

(48、 72、 96、 120 h) 的 蛋 白 表 达 情 况 。 SDS-

PAGE 分析显示，在感染后 48 h 即可在培养基

上清中检测到约 49 kDa 的目的条带，且表达量

随时间递增，至 96 h 后达到平台期。因此，确

定感染后 96 h 为收获重组 ENO1 蛋白的最佳时

间点，此时间窗口与杆状病毒晚期启动子驱动

的表达高峰相符。收获的细胞培养上清立即置

于低温保存，以维持蛋白的免疫原性。

有研究发现，宿主细胞的选择、培养状态、

培养条件以及收获蛋白的时间均是影响重组蛋

白表达的因素[23-24]。陈朝林等[25]将重组杆状病

毒在 ExpiSf9TM 细胞上产生的 BTV-VP7 蛋白包

被到 ELISA 板上，通过间接 ELISA 法测定重组

蛋白的表达量，结果表明在贴壁培养的昆虫细

胞中重组蛋白的表达量高于摇瓶培养。宝梅英

等[26]在昆虫细胞/杆状病毒表达系统中选择 Hi5

细胞为宿主细胞，结果表明 cap 蛋白产量比 sf9

细胞中产量高，且比较稳定。本研究基于实验

室条件和前期经验选用了 ExpiSf9TM 细胞，并成

功实现了 ENO1 的高效表达。未来若需进一步

提高产量，可考虑对比不同昆虫细胞系(如 Sf9、

Sf21、Hi5)的表达效率。

3.3　蛋白的纯化、鉴定与活性分析

由于重组 ENO1 蛋白带有 6×His 标签，本

研究采用镍柱亲和层析进行一步纯化。其原理

是组氨酸标签与镍离子(Ni2+)发生特异性螯合，

从而将目的蛋白与宿主细胞蛋白等杂质分离。

经过结合、洗涤步骤后，使用 500 mmol/L 咪唑

的洗脱缓冲液能够有效地将目的蛋白从柱上洗

脱。纯化后的蛋白通过 SDS-PAGE 和 Western 

blotting 进行分析。结果显示，在 49 kDa 处出现

单一、清晰的特异性条带，与 ENO1 的理论分

子量一致，表明成功获得了高纯度的重组野生

型及 3 种酶活缺失型 ENO1 蛋白。为验证纯化

图10　重组野生型和酶活缺失型人ENO1蛋白的酶

活检测

Figure 10　 Detection of enzyme activity of 

recombinant wild type and enzyme activity deletion 

human ENO1 protein. n=3; ns: P>0.05; *: P<0.05. 

① : Wild-type human ENO1 protein; ② : Enzyme-

deficient human ENO1-M1 protein; ③ : Enzyme-

deficient human ENO1-M2 protein; ④ : Enzyme-

deficient human ENO1-M3 protein.
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蛋白的生物学功能，本研究进行了免疫反应原

性检测和酶活性测定 2 项关键检测。免疫反应

原性检测：本研究使用的抗 ENO1 单克隆抗体

(ENO1 mAb)及其衍生的嵌合抗体(ENO1-ximab)

和单链抗体(anti-ENO1 scFv)[27-29]均基于同一母

本抗体改造而来，共享相同的可变区序列和抗

原表位特异性，Western blotting 分析显示，这些

抗体与野生型及 3 种酶活性位点缺失突变体

(ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3)均具有良好

的免疫反应性。这一结果表明这些抗体识别的

抗原表位不位于已缺失的 L1 (残基 36−43)、L2 

(残基 156−162)和 L3 (残基 262−270)环区域；缺

失这些酶活性位点后，ENO1 蛋白的整体三维构

象仍保持相对完整，未发生导致抗体结合能力

丧失的剧烈构象变化；这一结果进一步支持了

酶活性下降确实源于功能性活性位点的缺失，

而非蛋白整体结构的破坏。酶活性测定：采用

紫外分光光度法，通过检测反应中产物磷酸烯

醇式丙酮酸(PEP)在 240 nm 处吸光度的变化来计

算酶活。结果显示，重组野生型 ENO1 蛋白具

有较高的催化活性。相比之下，3 种酶活缺失型

突变体(ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3)的酶

活性显著降低，其中针对 L2 环(残基 156−162，

GSHAGNK) 的 M2 突 变 体 和 针 对 L3 环 ( 残 基

262−270，SPDDPSRYI)的 M3 突变体活性丧失

最为明显。这一结果直接证实了这些环状结构

在 ENO1 催化功能中的关键作用，为后续针对

特定酶活位点进行抑制剂设计提供了精确的分

子靶点。

本研究利用 BEVS 系统成功表达并纯化了

具有完整免疫反应原性和酶活性的野生型人

ENO1 蛋白，并在此基础上系统性构建并分析了

3 个 关 键 酶 活 位 点 (L1、 L2、 L3 环) 的 缺 失 体

(ENO1-M1、ENO1-M2、ENO1-M3)。这不仅为

ENO1 的功能研究提供了高质量的重组蛋白工

具，更重要的是通过对比野生型与缺失体的酶

活 性 初 步 揭 示 了 L2 环 (“GSHAGNK” ， 残 基

156 − 162) 和 L3 环 (“SPDDPSRYI” ， 残 基

262−270)在 ENO1 糖酵解催化功能中的关键作

用。这为后续开发靶向 ENO1 酶活中心的特异

性抑制剂提供了精确的分子靶点，超越了以往

仅针对蛋白质整体表达水平的研究。纯化的重

组 ENO1 蛋白能被实验室前期制备的一系列抗

体 (ENO1mAb、 scFv、 ENO1ximab) 有 效 识 别 ，

证实了其良好的反应原性，且酶活位点突变不

影响抗体结合表位，这为这些抗体的质量控制

与后续应用提供了关键抗原。在未来，本研究

制备的活性蛋白可与实验室已有的抗体工具结

合，直接用于更深入的功能阻断实验、表位映

射或作为免疫原制备新一代抗体，从而形成从

抗原制备、抗体开发到功能验证的完整研究链

条，极大地增强了针对 ENO1 的转化医学研究

能力。此外，这些活性明确的蛋白与酶活缺失

体为深入探究 ENO1 在宫颈癌等恶性肿瘤代谢

重编程中的作用机制及靶向治疗策略奠定了坚

实的物质基础。
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