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揖提要铱 以日本血吸虫 BMP基因部分编码序列构建 BMP鄄pET鄄28a(+冤重组原核表达质粒袁 并转化至大肠埃希菌
渊 冤BL21(DE3冤进行原核表达遥 将经过鉴定的目的蛋白 r BMP以包涵体形式表达的诱导菌样通过 Ni2+鄄NTA Agarose
亲和纯化和十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳渊SDS鄄PAGE冤切胶再纯化遥 用该纯化蛋白制备免疫血清袁 用蛋白质印迹
渊Western blotting冤 检测其免疫反应性遥 结果显示袁 经 Ni2+鄄NTA Agarose亲和纯化和 SDS鄄PAGE切胶再纯化袁 获得高纯
度的目的蛋白袁 回收率>11.0%遥 用该纯化蛋白免疫家兔制备免疫血清袁 获得的血清效价高于 1 颐 1 280曰 Western blotting
检测结果表明袁 用该免疫血清去识别表达的重组蛋白袁 出现特异的单一条带袁 表明该纯化蛋白仍保持其抗原性袁 可用
于免疫学相关实验研究遥 因此袁 SDS鄄PAGE切胶纯化后电渗尧 透析回收是纯化重组包涵体蛋白有效尧 简便的方法遥
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An Easy Way to Purify the Inclusion Body Protein with
High Purity from Prokaryotic Expression Cells
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揖Abstract铱 To clone partial ORF of BMP and to construct the recombinant BMP鄄pET鄄28a(+冤 plasmids, and then
to transform them into the competent cells BL21 (DE3冤, finally a positive clone was used to be induced by IPTG.
The bacterial aggregates with target protein expressed as inclusion bodies were purified by the methods of Ni2 +鄄NTA
affinity purification under denaturation condition and SDS鄄PAGE gel extraction. The purified protein was used to immune
rabbits and make antiserum against the BMP, and the antiserum were then used to identify the r BMP by Western
blotting. The target protein obtained by Ni2+鄄NTA Agarose affinity purification was not pure with unspecific proteins, but
the protein further purified by SDS鄄PAGE gel extraction and the dialysis bag horizontal electrophoresis was quite pure,
and the recovery rate was more than 11.0%. Meanwhile, Western blotting was used to identify the recombinant BMP
protein by antiserum, only a specific single strip appeared, which suggested the protein purified by this method kept its anti鄄
genicity, and could be used for common immunological studies. Therefore, the SDS鄄PAGE gel extraction combining with
electroosmosis and dialysis recycling are good and easy to purify the inclusion body proteins.
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在分子生物学研究中袁 大肠埃希菌表达系统以其操作简
单尧 生长快尧 成本低和产量高等优点袁 常被用于外源蛋白质的诱
导表达遥 在此过程中袁 经常遇到的问题之一是获得的表达产物
以不溶和无活性的包涵体形式存在袁 因此袁 要得到高纯度的目
的蛋白则需要进一步分离和纯化遥 目前袁 常用的重组蛋白纯化
方法是借助在重组目的蛋白上添加特定的标签袁 如六聚组氨酸
标签渊6伊His tag冤尧 谷胱甘肽转移酶标签渊GST tag冤等袁 通过亲

和层析的方法分离纯化目的蛋白遥 但通过这种方法得到的纯化蛋
白通常混有一部分杂蛋白遥 当需要高纯度的蛋白制品时袁 就必须
通过其他方法进一步纯化遥 在实验过程中袁 作者总结出了一套能
够获得高纯度的原核表达包涵体蛋白的简便方法袁 介绍如下遥

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 丙烯酰胺渊Acrylamide冤购自美国 Am鄄
resco公司袁 N,N忆鄄甲叉双丙烯酰胺渊N,N忆鄄Methylenebisacryl鄄 amide袁
MBA冤购自美国 Sanland Chemical公司袁 Ni2+鄄NTA Agarose购自
美国 QIAGEN 公司袁 亲和层析柱购自美国 Clontech 公司袁
ELISA 96孔板购自美国 Corning 公司袁 辣根过氧化物酶标记
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的羊抗兔 IgG 渊HRP鄄IgG冤 购自美国 Thermo SCIENTIFIC公司遥
r BMP鄄pET鄄28a(+冤重组原核表达质粒为作者构建袁 r BMP重
组蛋白是 BMP 开放阅读框的第 2 017~2 784 bp 编码产物袁
加上载体序列后编码产物为 305 aa袁 相对分子质量 渊 冤为
35 320遥 作者已成功将 r BMP鄄pET鄄28a(+冤重组质粒转化至大
肠埃希菌 渊 冤BL21 渊DE3)袁 并诱导出目的蛋白遥 经鉴定袁
r BMP重组蛋白主要以包涵体形式表达于胞内 渊未发表文献冤遥
以下缓冲液参照美国 QIAGEN公司的表达与纯化手册的试

剂配方经修改后自行配制院 缓冲液A院 20 mmol/L Tris鄄HCl 渊pH=7.4冤袁
150 mmol/L NaCl袁 2 mmol/L 乙二胺四乙酸渊EDTA冤袁 100 滋g/ml
溶菌酶渊lysozyme冤袁 10滋g/ml 脱氧核糖核酸酶玉渊DNase玉冤袁 0.1%
聚乙二醇辛基苯基醚 渊Triton X鄄100冤袁 4 益保存曰 缓冲液 B院
20 mmol/L Tris鄄HCl 渊pH=7.4冤袁 150 mmol/L NaCl袁 0.5% Triton X鄄
100曰 缓冲液 C院 20 mmol/L Tris鄄HCl 渊pH=7.4冤袁 150 mmol/L
NaCl袁 2 mol/L 尿素 渊Urea冤曰 缓冲液 D院 10 mmol/L Tris鄄HCl
渊pH=8.0冤袁 100 mmol/L NaH2PO4袁 8 mol/L Urea袁 0.5% Triton
X鄄100袁 10mmol/L咪唑曰 缓冲液 E院 10 mmol/L Tris鄄HCl渊pH=8.0冤袁
100 mmol/L NaH2PO4袁 8mol/L Urea袁 0.5% Triton X鄄100袁 20 mmol/L
咪唑曰 缓冲液 F院 10 mmol/L Tris鄄HCl 渊pH=8.0冤袁 100 mmol/L
NaH2PO4袁 8 mol/L Urea袁 0.5% Triton X鄄100袁 300 mmol/L咪唑遥

酶联免疫检测仪渊DG5033A型冤为南京华东电子集团医疗
设备有限责任公司产品袁 十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电
泳 渊SDS鄄PAGE冤 蛋白质垂直电泳系统尧 蛋白质印迹 渊Western
blotting冤 转移电泳系统和小型核酸水平电泳系统 渊JY600C袁
JY鄄SCZ2曰 JY600C袁 JY鄄ZY5曰 JY600袁 JY鄄SP鄄A冤 为北京君意东
方电泳设备有限公司产品袁 凝胶成像系统渊JS鄄680B冤为上海培
清科技有限公司产品遥
1.2 包涵体的分离 取 2 L成功诱导表达的含重组 r BMP包
涵体的菌液离心后获得的菌体袁 参照美国 QIAGEN公司的表达
与纯化手册袁 进行目的蛋白包涵体的分离与纯化遥 每克菌体湿
重加 5 ml 细菌裂解液缓冲液 A袁 混匀后 37 益水浴 30 min~1 h
进行裂解遥 将裂解液于 4 益 14 000伊 离心 20 min袁 弃上清袁
用缓冲液 B尧 C各重悬洗涤沉淀一次袁 即得粗制包涵体遥
1.3 包涵体的纯化 将粗制包涵体用 50 ml缓冲液 D溶解袁 4 益
放置过夜后袁 4 益 14 000伊 离心 20 min袁 收集上清袁 用 5 ml
含 2%SDS的缓冲液 D将仍未溶解的沉淀再次溶解后离心收集
上清遥 取 2~3 ml的 Ni2+鄄NTA Agarose袁 用 10 ml去离子水洗涤
3~5次袁 4 ml 缓冲液 D平衡 Ni2+鄄NTA Agarose遥 将溶解的包涵
体与平衡好的 Ni2+鄄NTA Agarose 混合袁 4 益 200 r/min 摇荡过
夜遥 将混合液室温静置 30 min袁 去上清袁 再移至亲和层析柱
中袁 待其自然沉降填好遥 用约 50 ml缓冲液 E 缓慢洗涤 Ni2+鄄
NTA Agarose袁 以去除非特异性结合的杂蛋白袁 并取最后的洗
涤液 20 滋l备用遥

向层析柱缓慢加入约 20 ml 洗脱液缓冲液 F袁 收集洗脱
液袁 取上述洗涤液和洗脱液各 20 滋l进行 SDS鄄PAGE分析遥 将
收集洗脱液装入处理好的透析袋袁 于磷酸缓冲液 渊PBS冤 中透
析后将透析袋放入聚乙二醇中浓缩蛋白质袁 用 5 ml 8 mol/L尿
素溶液溶解洗出透析袋内目的蛋白袁 紫外吸收法测目的蛋白洗
脱液含量遥 将浓缩的蛋白质液进行大孔 SDS鄄PAGE分离纯化渊凝
胶在 250 mmol/L KCl溶液中显影 5~10 min冤袁 切下乳白色含目

的蛋白的条带咱1暂袁 进行透析袋水平电泳回收蛋白袁 再次透析尧 浓
缩目的蛋白遥 取 20 滋l目的蛋白回收液进行 SDS鄄PAGE 分析袁
测量其 A 260尧 A 280值袁 按照公式 C= 渊1.55A 280-0.76A 260冤 伊稀释
倍数袁 计算浓度袁 再计算目的蛋白再纯化回收率遥
1.4 纯化蛋白的抗原性检测咱2鄄4暂 用纯化的 r BMP蛋白混合完
全福氏佐剂 1 mg/kg免疫家兔 渊购自武汉大学动物实验中心冤
制备抗血清袁 对照组用等量溶剂 8 mol/L尿素溶液与佐剂混合
免疫家兔遥 2周后袁 等剂量蛋白质与不完全福氏佐剂 1 颐 1混合
乳化加强免疫 1次袁 对照组用溶剂代替蛋白质曰 1周后加强免
疫第 2次袁 于末次免疫后 1周袁 采耳缘血咱5暂袁 ELISA检测血清效
价咱6暂袁 免疫血清和对照血清依次做 5个梯度稀释院 1 颐 80袁 1 颐 160袁
1 颐 320袁 1 颐 640袁 1 颐 1 280袁 P/N 渊阳性/阴性冤吸光度 A 490比值大
于 2.1判为阳性遥 血清效价合格后取兔全血收集血清遥 Western
blotting定性检测抗原抗体结合的能力和特异性袁 一抗为制备的
免疫兔血清袁 二抗为羊抗兔 HRP鄄IgG遥

2 结果

2.1 Ni2+鄄NTA亲和层析纯化目的蛋白 用 Ni2+鄄NTA Agarose
亲和层析纯化的方法获得的目的蛋白制品纯度不高袁 混有部分
杂蛋白遥 最后的洗涤流出液渊W泳道冤中袁 已经几乎没有非特异
性蛋白质袁 只有少量被洗涤下来的目的蛋白曰 收集的前几管洗
脱液中除主要含有大量目的蛋白外袁 还有少量杂蛋白渊如 E1~
E9泳道冤袁 随着洗脱过程的继续袁 洗脱液中目的蛋白的含量不
断减少袁 杂蛋白也逐渐消失渊图 1A冤遥

将上述蛋白洗脱液经透析浓缩后用 5 ml 8 mol/L尿素溶液
洗脱溶解袁 总蛋白浓度为 16.50 mg/ml袁 则目的蛋白含量低于
82.50 mg遥
2.2 SDS鄄PAGE切胶再纯化 P泳道样品条带表明经 SDS鄄PAGE
切胶再纯化的蛋白制品只含有目的蛋白遥 测得目的蛋白的浓度
为 1.82 mg/ml袁 其含量为 9.1 mg遥 目的蛋白的再纯化回收率>
11.0% 渊图 1B冤遥

2.3 纯化蛋白的抗原性检测

2.3.1 ELISA检测效价 血清效价>1 颐 1 280袁 表明该纯化重组
蛋白仍具有抗原性 渊图 2A冤遥
2.3.2 Western blotting检测抗原抗体的识别 在诱导表达和纯

化的样品中均出现惟一的特异条带袁 空白对照和阴性对照均未
出现相应条带 渊图 2B冤遥

W院 洗涤液曰 E1鄄E9院 洗脱液曰 P院 再纯化样品遥
A院 经 Ni2+鄄NTA亲和层析纯化的目的蛋白 SDS鄄PAGE图曰 B院 纯化蛋白
经切胶再纯化和透析袋水平电泳回收的 SDS鄄PAGE图

图 1 Ni2+鄄NTA亲和纯化目的蛋白的 SDS鄄PAGE图
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3 讨论
本方法先通过 Ni2+鄄NTA Agarose亲和层析对目的蛋白进行

纯化袁 然后将在变性条件下通过调节 pH分别进行洗涤和洗脱改
为采用不同咪唑浓度进行洗涤和洗脱遥 这就避免了调节 pH过
程的烦琐袁 不需要精密的 pH计遥 经此法获得的目的蛋白纯化
制品中含有部分非特异性杂蛋白袁 这与许学年等咱4暂尧 佘茜等咱7暂的
研究结果相似遥 占艺等咱8暂认为需求量大而纯度要求不是很高的
重组蛋白质可以使用多组氨酸 渊如 6伊His冤或 GST标签进行纯
化袁 换言之袁 使用 6伊His标签纯化的重组蛋白中通常会混有非
特异性结合的杂蛋白遥 本文介绍的方法在经 Ni2+鄄NTA Agarose
亲和纯化的基础上袁 再进行 SDS鄄PAGE切胶纯化并经透析袋水
平电泳进行电洗脱回收袁 即可获得高纯度的目的蛋白遥 该方法
不但可以完全去除与目的蛋白大小不同的杂蛋白袁 还可以大大
降低与目的蛋白大小相当的杂蛋白的影响袁 后者也是本方法在于
在江等咱1暂研究的改进之处遥 但是袁 由于纯化过程中经两次透析
浓缩尧 洗脱溶解袁 使得目的蛋白损失量较大袁 最后的再纯化回
收率较低 渊>11.0%冤遥 因此袁 本方法适用于表达量较大的蛋白
质的纯化遥 钟政荣等咱9暂比较了直接切胶纯化和柱层析纯化日本
血吸虫抗原 14鄄3鄄3两种方法袁 得出前者的回收率是后者的 3
倍遥 因此袁 当没有与重组蛋白分子大小相当的杂蛋白存在时袁
建议采取直接切胶纯化和电洗脱的方法获得纯化的目的蛋白袁
不仅回收率高袁 而且操作简单尧 经济遥 不过袁 本方法主要用于
纯化以包涵体形式表达的重组蛋白质袁 获得的蛋白质不具有其
原有的结构和生物学活性袁 因此袁 该方法不适用于纯化需要保

持活性的重组蛋白质遥
用本法纯化获得的蛋白免疫家兔成功制备了抗血清袁 该血

清分别与诱导表达的菌液裂解样品和纯化蛋白进行 Western
blotting袁 结果显示两者能够特异性地识别与结合袁 表明本方法
制备的纯化蛋白仍然保持其抗原性袁 用其制备的免疫血清也能
够满足相关免疫学实验要求遥 另外袁 本实验室的其他实验人员
采用本文介绍的方法进行了日本血吸虫腺苷激酶鄄1 渊SjAK鄄1冤 重
组原核表达包涵体蛋白的纯化袁 并用其成功制备了免疫血清和
用于相关免疫学实验袁 均取得了理想结果 渊未发表文献冤袁 提
示本法稳定可靠遥
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I院 诱导菌液裂解样品曰 P院 纯化蛋白样品曰 C院 空白对照 渊空载体诱导的菌样冤遥
A院 Elisa检测抗 r BMP免疫血清效价曰 B院 Western blotting检测抗原抗
体识别遥 a院 一抗为免疫兔血清曰 b院 一抗为健康兔血清遥

图 2 纯化蛋白的免疫反应性检测
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