
书书书
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人 !"#$ 蛋白的高效原核表达、纯化及其多抗的制备

李* 朴，孔飞飞，余雪梅，成* 凤，涂植光* * （%"""!+ 重庆，重庆医科大学临床检验诊断学教育部重点实验室）

* *［摘要］* 目的* 构建 ,-#! 原核表达系统，诱导表达后纯化 ,-#! 融合蛋白并制备其多抗。方法* 采用 ./#01.扩增
,-#! 编码序列，将该序列克隆至载体 23/#)&4（ 5）；转化 -6&!（73)），确定最佳表达条件；采用亲和层析与超滤纯化目的
蛋白，经 89:;9<= >?@;鉴定后免疫家兔，制备其抗体。结果* 成功扩增 ,-#! 编码序列并构建了其表达载体；A7A#0BC3 结
果显示，表达条件经优化后（&D E，$ F，"G $ HH@? I 6 J0/C），,-#! 融合蛋白在 -6&! 中得到高效可溶性表达；89:;9<= >?@;
结果证实，表达产物经纯化后获得了纯度较高的 ,-#! 融合蛋白，将该蛋白免疫家兔后获得了效价与特异性较高的抗体。
结论* 成功建立了 ,-#! 蛋白的原核表达系统及蛋白纯化方法，并制备了其抗体。
* *［关键词］* ,-#!；原核表达；亲和层析；多抗制备
* *［中图法分类号］* .)(&#))；.)(&G !! ［文献标志码］* -
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* * ,#>@R结合蛋白 !（,#>@R >K=SK=N 2<@;9K= !，,-#!）
为人类细胞中广泛表达的 ,#>@R 结合蛋白家族之一。
,-#! 含 )&% 个氨基酸残基，相对分子质量 %& T !")。

研究发现，,-#! 参与 H.UB 的选择性剪接、稳定和翻
译功能调控、7UB的修复、细胞增殖和再生调节，表现
出多功能核转录调控因子特性［!］。研究表明，,-#! 在
恶性肿瘤的发生、发展以及化疗耐药性中起关键作

用［&，)］。尽管研究证实 ,-#! 在多种肿瘤细胞中呈异
常高水平表达，提示 ,-#! 可作为肿瘤的临床诊断或
判断预后的标志物。但到目前为止，针对 ,-#! 对恶
性肿瘤的诊断以及肿瘤预后判断的相关研究报道甚

少。本研究拟构建携 ,-#! 编码序列的原核表达载
体，将其转入 -6&!（73)），表达、纯化以获得 ,-#! 融
合蛋白，并进一步制备其多克隆抗体，为研究血浆

,-#! 作为一种生物标志物在恶性肿瘤诊断及化疗耐
药性判断的临床应用提供了基础。

$% 材料与方法

!G !* 菌株、质粒、培养基和生长条件
* * 人乳腺癌细胞系 V1W#’、大肠杆菌 7X$! 与 -6&!（73)）、
载体 23/#)&4（ 5）由本室保存。V1W#’ 用 7V3V )’ E培养；
7X$!、-6&!（73)）常规培养用 6- 培养基，)’ E振荡培养；羧
苄青霉素二钠的工作浓度为 $" "N I H?。

!G &* 主要试剂
* * ./#01. YK;、连接酶与限制性内切酶均购自大连 /4Y4.4
公司；.UB 与质粒提取试剂盒、0Z7W 膜购自 AKNH4 公司；7UB
与蛋白质标准购自 W9<H9=;4:公司；,-#! H@L:9 H@=@Q?@=4? B=;K#
>@SP购自 A4=;4 1<LM公司；UK#U/B FK: -K=S .9:K=、UK#U/B 缓冲

液试剂盒为 V9<Q[公司产品；引物委托上海英骏公司合成。

!G )* 方法
!G )G !* ,-#! 基因编码序列的 01. 扩增及原核表达载体的构
建

!G )G !G !* 细胞总 .UB提取及 Q7UB制备* * 收集对数生长期
的 V1W#’ 细胞提取总 .UB，并以此为模板进行 ./#01.以制备
Q7UB。总 .UB提取及 ./#01.操作参照试剂盒说明书进行。
!G )G !G & * 目的片段的 01. 扩增 * * 根据 C9=-4=[ 中 ,-#!
H.UB序列中的编码序列（UV\""%$$(G )），设计并合成 ,-#!
基因编码序列的 01. 扩增引物（,-#! 上游：$]#CCB/11B/#
CBC1BC1CBCC11CBCB111BC1BC11C#)]，下游：$]#BBC1/#
///B!"!!"!!"!!"!!"!!"!1/1BC1111C111/C1/#)]；下划
线部分为酶切位点 #$%X#和 &’(S$，斜体部分为设计增加的
XK:#;4N序列）。
* * 以制备的 Q7UB 为模板，用设计引物进行 01. 扩增 ,-#!
编码序列。01. 反应体系如下：$ T 01. 0<KH9<A/B. -L^^9<
（VN 5 2?L:）!" "?，SU/0 VKR;L<9 % "?，模板 ! "?，引物各! "?，
7UB 0@?PH9<4:9 "G $ "?，补 SSX&_至 $" "?。反应条件：(D E预
变性 )" :；(D E !" :，+" E !$ :，’& E ! HK=，共 )" 个循环；
’& E 延伸 $ HK=。01.产物用 !‘琼脂糖凝胶电泳检测。
!G )G !G )* 23/#,-! 原核表达载体的构建* * 01. 产物与载体
23/#)&4（ 5）经 #$%X#和 &’(S$双酶切后连接，连接产物转
化感受态 7X$!，涂布于含羧苄青霉素的 6-平板，)’ E培养过
夜；次日挑取单菌落增菌，提取质粒进行 #$%X#和 &’(S$双酶切
鉴定，并进一步测序确证。构建的重组载体命名为 23/#,-!。
!G )G & * ,-#! 融合蛋白诱导表达条件的确定 * * 将 23/#,-!
转化感受态 -6&!（73)）；参考文献［%］，比较以下表达条件：时
间（)、%、$、!" F），温度（)’、)$、))、)"、&D E）及 J0/C浓度（"G $、
"G D、!G "、!G & HH@? I 6），根据 A7A#0BC3 结果确定其最佳表达
条件并分析融合蛋白的表达形式。

!G )G )* ,-#! 融合蛋白的表达、纯化与鉴定
!G )G )G !* 融合蛋白的诱导表达与纯化* * 在最佳表达条件下
（&D E，$ F，J0/C："G $ HH@? I 6）诱导表达；离心收集菌体，与! T
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!"#!$% &"’( &)**+,（-. //01 2 3 !456789，:5 ; <= .，>.. //01 2 3
!4?1，@. //01 2 3咪唑，@ //01 2 3 7ABC）充分混匀后，冰水浴超
声破碎至菌液清亮，离心收集上清（6. ... D !，6. /"’，9 E），
随后操作参照亲和纯化试剂盒说明进行。取适量纯化的融合

蛋白进行 BFB#7%GH，以检测其纯度。
@= >= >= 6I 融合蛋白的超滤浓缩与鉴定I I 收集上步中蛋白洗
脱液，置超滤杯中进行超滤浓缩与脱盐，其操作参照仪器说明

进行。取适量超滤后所得产物进行 BFB#7%GH，将目的蛋白条
带电转移至 7JFC 膜上，以 K&#@ /0)L+ /0’0M10’41 %’N"O0(P 为
一抗（@ Q -.. 稀释）、羊抗鼠 RSG#5T7（@ Q 6 ... 稀释）为二抗，
H?3化学发光系统检测目的蛋白表达情况与纯度。
@= >= 9I K&#@ 抗血清的制备及纯化 I I 选取 6= . US 左右健康
雄性大白兔，取 6 /S 纯化的融合蛋白与等体积的弗氏完全佐
剂乳化，于家兔背部、足垫、皮下多点注射；@9 ( 后以同样量蛋
白与弗氏不完全佐剂混合、乳化，加强免疫；在 6@、6< ( 再用纯
蛋白于兔腹股沟肌肉加强免疫；>> (经兔耳缘静脉取血，H3RB%
法检测效价符合要求后，心脏采血，分离血清；经硫酸氨盐析纯

化、超滤脱盐后，V <. E保存备用。
@= >= -I K&#@ 抗血清的鉴定I I 取融合蛋白经 BFB#7%GH 后，
电转移到 7JFC膜，用制备的兔抗血清为一抗（@Q @ ... 稀释），
羊抗兔 5T7#RSG为二抗（@Q > ... 稀释），W+LN+,’ O10N分析其特
异性。具体操作参考 @= >= >= 6 进行。

!" 结果

6= @I 7?T扩增目的片段及其原核表达载体的构建
I I 经琼脂糖凝胶电泳鉴定，7?T 产物片段约 XX. O:，符合预
期目的片段长度（图 @）。将 7?T 产物克隆到表达载体多克隆
位点上，对该重组载体进行 "#$5!和 %&’("双酶切鉴定（图
6），并进一步测序确证，测序结果证实与 K&#@ 编码序列完全一
致，表明携 K&#@ 基因编码序列的原核表达载体 :H$#K&@ 构建
成功。

@ ... O:!

@ 6

"XX. O:

@：F!% 标准；6：7?T扩增产物
图 #" 琼脂糖凝胶电泳鉴定 $%&产物

6= 6I K&#@ 融合蛋白的最佳诱导表达条件
I I 将 :H$#K&@ 转化 &36@ 后，对表达的时间、温度、R7$G浓度
及表达形式分别进行了表达与鉴定。BFB#7%GH 结果显示，与
诱导前相比，在 Y. D @.>附近有一明显条带，与融合蛋白相对分

子质量（Z- D @.>）大小相符（图 >）。在 6< E，- [，R7$G .= -
//01 2 3（图 9）表达条件下，目的蛋白得到了高效可溶性表达
（图 -）。

!@ ... O:

@ 6

XX. O:"

@：双酶切重组质粒；6：F!% 标准
图 !" ’()*+,# 重组质粒的双酶切鉴定

@ 6 > 9 - Z Y <

!Y.D@.>

!--D@.>

@：6< E，诱导前；6：>Y E；>：>- E；9：>> E；-：>. E；Z：6< E；
Y：6< E，诱导过夜；<：蛋白质标准
图 -" ./.*$01(检测 +,*# 在不同温度诱导下的表达

@ 6 > 9 - Z Y <

!Y.D@.>

!--D@.>

!9>D@.>

@：诱导前；6：.= -//01 2 3；>：.= < //01 2 3；9：@= . //01 2 3；
-：@= 6 //01 2 3；Z：@= - //01 2 3；Y：.= - //01 2 3，诱导过夜；
<：蛋白质标准
图 2" ./.*$01(检测 +,*# 在不同 3$)1浓度的表达

@ 6 >

Y.D@.>!
--D@.>!
9>D@.>!

@：蛋白质标准；6：超声破菌离心后上清；>：超声破菌离心后沉淀
图 4" ./.*$01(分析 +,*# 在大肠杆菌中的表达形式

6= >I K&#@ 融合蛋白的纯化与鉴定
I I 表达产物经亲和层析和超滤脱盐后，取适量进行 BFB#
7%GH并进一步 W+LN+,’ O10N 鉴定。BFB#7%GH 结果显示纯化
后融合蛋白纯度较高（图 Z），W+LN+,’ O10N 结果证实成功获得
K&#@ 融合蛋白（图 Y）。
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!：蛋白质标准；"：纯化后 #$%! 融合蛋白
图 !" #$#%&’()分析纯化后融合蛋白的纯度

! "

&’(!)*!

!：纯化后 #$%! 融合蛋白；"：阴性对照
图 *" +,-.,/0 123.鉴定纯化后融合蛋白

"+ ,- 人 #$%! 蛋白抗血清的鉴定
- - ./.%0123结果显示在蛋白质标准（’) 4 5!）( !)*之间有

一明显条带，说明制备的抗体纯度较高（图 6）。
- - 378.1间接法测定纯化后抗血清效价达 ! 9 !) ))) 以上。
经 :;<=;>? @AB=鉴定，抗血清能与 #$%! 融合蛋白发生特异性结
合反应（图 C）。

D !
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5!(!)*!
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D：蛋白质标准；!：纯化后多抗
图 4" #$#%&’()检测纯化后抗 56%7 多克隆抗体

! "

!&’(!)*

!：阴性对照；"：纯化后的 #$%! 融合蛋白
图 8" +,-.,/0 123.鉴定纯化后抗 56%7 多克隆抗体

9" 讨论

- - 研究证明，在多种应激、致癌因素及化疗药物作用
下，通过多种信号转导途径，将诱导 #$%! 在细胞质中
过表达［’，&］；此外，#$%! 可识别并结合多重耐药性 ! 启
动子区的反向 EE11F 序列［5］，从而诱导肿瘤细胞的
多重耐药；#$%! 还可以通过激活其他耐药相关蛋白，
保护肿瘤细胞 /G1不受化疗药损害。
- - 由此可见，#$%! 在细胞周期的调控以及肿瘤细胞
的发生、发展和耐药性的产生中发挥重要作用，提示可

作为一个肿瘤治疗靶点和化疗耐药性及预后判断标志

物。为此，我们采用 HF%0EH 技术获得 #$%! 编码序
列，进一步构建了其原核表达载体；将载体转入表达

菌，确定诱导表达条件，并对表达产物进行纯化后获取

#$%! 融合蛋白，以制备其抗体。
- - 在表达温度、羧苄青霉素与 80F2 浓度、表达时间
等诸多因素中，以温度因素影响本实验中目的蛋白的

表达量最为明显。结果显示，*5 I诱导表达条件下，
其他条件不管如何改变，都未见目的蛋白有明显表达。

当温度降至 *) I左右时，目的蛋白即得到较高水平可
溶性表达。此外采用羧苄青霉素（’) !J K LA）作为抗
性压力，将使重组载体在 $7"! 中更为稳定、拷贝数更
高［,］。在 ’ M、*) I、80F2 )+ ’ LLBA K 7的表达条件下，
目的蛋白表达水平即达到最高，延长表达时间和提高

80F2浓度都未见表达量有明显改变。
- - 亲和层析是利用镍离子对组氨酸特异性吸附的原
理来达到纯化目的。组氨酸标签（NO<%=PJ）无免疫原
性，对蛋白质的分泌、折叠、功能基本无影响，能高度亲

和镍离子。我们在下游引物中设计增加了一个 NO<%
=PJ的基因序列，使得亲和纯化的效率大为提高。
- - 总之，通过表达与纯化，成功获得了含硫氧还蛋白
的 #$%! 融合蛋白，其中硫氧还蛋白抗原性很小，表达
后可直接免疫动物制备抗血清。我们采用常规方法对

家兔进行免疫，最终获得了高质量的 #$%! 抗血清，为
研究血浆 #$%! 作为一种生物标志物在恶性肿瘤预后
和化疗耐药性判断的临床应用以及进一步探讨 #$%!
在肿瘤细胞中的生物学功能提供了基础。
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