
尘螨是一种强烈的变应原，与过敏性哮喘、过敏性

鼻炎及过敏性湿疹等关系密切［1］。国际免疫联合会已

公布的尘螨变应原有23种之多［2］，因此临床采用粗提

浸液诊治螨类过敏性疾病安全性较低，难以标准化［3］，

而采用生物化学方法提纯尘螨变应原耗时长，过程繁

琐，成本较高，且不能从根本上提高变应原的纯度问

题［4］。其中第1组分Der f 1被认为是引起变态反应性

疾病最重要的变应原［5］，因而制备基因工程变应原对

螨类过敏疾病的临床诊治有重要意义［4，6］。我们以往

采用 pET28a为载体构建了粉尘螨第 1组分原核表达

体系，但表达获得的蛋白质为包涵体［7］。此次研究采

用高效表达体系 pCold 建立尘螨变应原原核表达质

粒，并在大肠埃希菌中表达获得可溶性产物，为进一步

生产基因工程变应原用于尘螨变应性疾病的临床诊治

提供了基础依据，结果报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料 笔者已构建的质粒 pET-28a（+）⁃Der f 1。
BamHⅠ/XhoⅠ、Agarose Gel DNA Purification Kit Ver.
2.0 （Code No. DV805A） 、PrimeSTAR® HS DNA
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摘要：目的 建立粉尘螨变应原第1组分全长基因原核表达质粒pCold⁃TF⁃Der f 1。方法 以质粒pET-28a（+）⁃Der f 1为

模板扩增目的基因Der f 1，克隆至pCold⁃TF DNA载体，转化大肠埃希菌BL21，IPTG诱导表达并用SDS⁃PAGE（十二烷基磺

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳）和蛋白印迹法（Western blotting，WB）验证产物。结果 PCR扩增获得Der f 1编码全长基因，

成功构建表达质粒pCold⁃TF⁃Der f 1，SDS⁃PAGE和WB验证表明该质粒在大肠埃希菌中正常表达，且基本为可溶性表达。

结论 成功建立尘螨变应原原核表达质粒pCold⁃TF⁃Der f 1，并成功实现其原核表达，为进一步生产基因工程变应原提供

基础依据。
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Polymerase（Code No. DR010S）、pCold ⁃TF DNA 载体

（TaKaRa Code No. D3365）、In⁃FusionTM Advantage PCR
Cloning Kit（Clontech Code No. 639619）、Escherichia
coli Competent Cell JM109（Code No. D9052）、DNA
Ligation Kit（Mighty Mix）（Code No. D6023）、protein
Marker，均购自宝生物工程（大连）有限公司；E. coli
BL21（DE3）Stratagene公司生产；Perfect Protein Marker
由 Novagen 公司生产；Precision Plus Protein Standards
购自 BIO⁃RAD 公司；True blue PEROXIDASE Substrate
由 Kirkegaard & Perry Laboratories（KPL，Gaithersburg，
MD）提供；Isopropyl⁃β⁃D⁃ thiogalactopyranoside（IPTG）
（Code No. D9030A）、PVDF 膜、Western blotting（WB）膜
封闭液、CBB⁃R250染色液，购自天根生化科技（北京）

有限公司，Penta⁃His Antibody为Qiagen公司生产，辣根

过氧化物酶标记兔抗小鼠 IgG（HRP ⁃Rabbit Anti ⁃
mouse IgG）为 Zymed Laboratories 生产，其他化学试剂

均为国产分析纯售品。

1.2 尘螨变应原第1组分Der f 1编码基因扩增 参考

GenBank AB034946公布的Der f 1核酸序列设计引物，

加入BamHⅠ/ XhoⅠ酶切位点，由宝生物工程（大连）

有限公司合成。上游引物：5′-GTA CCC TCG AGG
GAT CCA TGA AAT TCG TTT TGG CCA T-3′，下游引

物：5′-AAT TCG GAT CCC TCG AGT CAC ATG ATT
ACA ACA TAT G-3′。以笔者保存的质粒pET-28a（+）⁃
Der f 1为模板扩增Der f 1全长基因，PCR反应总体积

为 50 μ l，包括质粒 pET-28a（+）⁃Der f 1（100 倍稀释

液）1 μ l、5× PrimeSTAR buffer（Mg2 + plus）10 μ l、
dNTP Mixture（各2.5 mmol/L）4 μl、上下游引物各0.5 μl、
PrimeSTAR HS DNA Polymerase（2.5 U/μ l）0.5 μ l、dH2O
33.5 μl，置PCR仪上，98 ℃ 10 s、55 ℃ 5 s、72 ℃ 1 min条

件下运行25个循环，72 ℃延伸5 min。1%琼脂糖凝胶

电泳后，用 TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit
Ver. 2.0（Code No. DV805A）切胶回收获得目的基因。

1.3 克隆质粒 pCold⁃TF⁃Der f 1 构建与测序验证 用

BamH Ⅰ/ Xho Ⅰ酶切 pCold ⁃ TF DNA 载体（TaKaRa
Code No. D3365），使 用 TaKaRa Agarose Gel DNA
Purification Kit Ver. 2.0（Code No. DV805A）切胶回收即

得目的载体片段，50 μl的酶切反应体系包括pCold⁃TF
DNA 2 μl、10×K buffer 5 μl、BamHⅠ（10 U/μl）1.5 μl、
XhoⅠ（10 U/μl）1.5 μl、dH2O 40 μl，37 ℃反应4 h。使

用 In ⁃ FusionTM Advantage PCR Cloning Kit（Clontech
Code No. 639619）将目的基因与载体片段连接，反应体

系为 1 μl 目的基因（约 80 ng/μl）、1 μl 目的载体片段

（约 50 ng/μl）、2 μl 5×In⁃Fusion Reaction buffer、1 μl
In ⁃ Fusion Enzyme、5 μl dH2O，反应条件 37 ℃水浴

15 min、50 ℃水浴 15 min，取连接产物 1 μl 热转化至

E. coli Competent Cell JM109（Code No. D9052）中，涂

布平板，37 ℃过夜培养。挑取阳性克隆，提取质粒，委

托宝生物工程（大连）有限公司测序。测序用上游引

物：5′-GCG GGT CTG GAA GTT CTG TT-3′，下游引

物：5′-CCA AAT GGC AGG GAT CTT AG- 3′。
1.4 质粒pCold⁃TF⁃Der f 1诱导表达及SDS⁃PAGE（十二

烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳）验证 取0.5 μl质
粒 pCold⁃TF⁃Der f 1 转化到 BL21 中，使用 LB/抗生素

Amp（100 μg/ml）平板，10 μl转化液涂布，37 ℃过夜培

养后，挑取单菌落至 2 ml LB/Amp（100 μg/ml）培养基

中，37 ℃过夜进行种培养。在 Glass tube 中添加 6 ml
LB/Amp（100 μg/ml）培养基，添加种培养菌液 120 μl，
37 ℃主培养至A600 nm值约为0.55～0.65后15 ℃放置

15 min。再添加100 mmol/L IPTG 60 μl（final 1 mmol/L
IPTG）进行诱导，15 ℃培养24 h。集菌后1.0 A相当的菌

体加入160 μl PBS悬浊后进行超声波破碎，将菌体破碎

液置13 600×g离心5 min，取全蛋白、上清，沉淀各8 μl，
加入 2 μl 5×SDS Loading buffer，95 ℃加热 10 min，用
10%聚丙烯酰胺凝胶进行 SDS⁃PAGE，结束后用CBB⁃
R250染色。pCold⁃TF空白载体同步操作，为对照。

1.5 WB 验 证 蛋 白 表 达 按上述方法进行 SDS ⁃
PAGE。将 PVDF 膜、滤纸分别剪切成与凝胶相同大

小，使用转膜缓冲液处理后，按滤纸、PVDF膜、凝胶、

滤纸的顺序依次放在转膜仪电极板之间，将蛋白转

至PVDF膜，转膜仪参数设置为电流 51 mA，转印时间

90 min。将PVDF膜置于含1.5%BSA的10 ml Blocking
buffer 中，4 ℃平放过夜封闭。使用稀释后 Penta⁃His
Antibody溶液 5 ml进行一次抗体反应 1 h。TBST缓冲

液 20 ml 洗涤 2 次、TBS 缓冲液洗涤 3 次，使用稀释后

HRP⁃Rabbit Anti⁃mouse IgG抗体溶液 5 ml进行二次抗

体反应1 h，TBST缓冲液20 ml洗涤2次、TBS缓冲液冲

洗3次后，1 ml底物显色1 min。
2 结 果

2.1 表达质粒 pCold⁃TF⁃Der f 1 的构建 以 pET-28a
（+）⁃Der f 1为模板，PCR扩增Der f 1编码基因，取5 μl
进行1%琼脂糖凝胶电泳（图1），切胶回收得Der f 1基

因片段。用BamHⅠ/ XhoⅠ酶切 pCold⁃TF DNA，切胶

回收即得目的载体片段（图2）。将Der f 1与载体片段

连接，构建得质粒 pCold⁃TF⁃Der f 1，委托宝生物工程

（大连）有限公司测序，结果与预期一致。

2.2 质粒 pCold⁃TF⁃Der f 1 原核表达及产物验证 取

0.5 μl质粒 pCold⁃TF⁃Der f 1转入BL21中，取 10 μl转
化液涂布LB/抗生素（含100 μg/ml 氨苄青霉素）平板，

·· 290



挑取单菌落进行种培养至 A600 nm 为 0.61 时添加

IPTG 进行诱导，培养至 A600 nm 为 1.35 时进行集菌，

超声波破碎、离心提取蛋白质，SDS⁃PAGE有目的蛋白

表达，且基本为可溶性表达（图3A）。pCold⁃TF DNA表

达的蛋白分子质量为55×103，插入基因分子质量约为

34×103，与预期结果一致（图3B）。

注：M. DL 2000 DNA Marker；1、2. PCR产物。

图1 目的基因Der f 1扩增电泳图
Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of PCR product of the group 1

allergen of Dermatophagoides farinae

注：M. λ-HindⅢDNA Marker；1. BamHⅠ/XhoⅠ酶切pCold⁃TF⁃Der f 1结果。

图2 pCold⁃TF酶切电泳图
Fig. 2 Restriction enzyme analysis of the recombinant

plasmids pCold⁃TF⁃Der f 1

注：A. SDS⁃PAGE；B. WB；M1. precision plus protein standards；1. 含 pCold⁃TF 的 BL21 全细胞；2. 含 pCold⁃TF 的 BL21 上清；3. 含 pCold⁃TF 的

BL21沉淀；4. 含pCold⁃TF⁃Der f 1的BL21全细胞；5. 含pCold⁃TF⁃Der f 1的BL21上清；6. 含pCold⁃TF⁃Der f 1的BL21沉淀；M2. perfect protein Marker。
图3 质粒pCold⁃TF⁃Der f 1在BL21中的表达及验证

Fig. 3 Expression and verification of pCold⁃TF⁃Der f 1 in BL21 cells
3 讨 论

大肠埃希菌表达系统是一种最简单的外源表达系

统，其优点是遗传背景比较清楚，表达水平较稳定、易

操作［8］。在以往的研究中成功构建了 pET-28a（+）⁃
Der f 1表达质粒，转化E. coli BL21表达，SDS⁃PAGE电

泳显示 pET-28a（+）⁃Der f 1基因正常表达，但表达为

包涵体［7］。本研究从原核表达质粒pET-28a（+）⁃Der f 1
扩增获得Der f 1基因，将其克隆至pCold⁃TF DNA载体

中，并导入大肠埃希菌内表达，SDS⁃PAGE电泳及WB
验证其成功表达，插入基因分子质量约为 34×103，与

以往报道一致［7］。含 pCold ⁃TF 的 BL21 细菌上清及

pCold⁃TF⁃Der f 1的BL21细菌上清均出现一条清晰的

蛋白带，提示二者均为可溶性表达。

本研究采用的pCold⁃TF DNA为重组质粒载体，由

于 pCold⁃TF DNA带有可溶性标签Trigger Factor（TF），

能促使融合蛋白最大限度地以可溶形式存在［9］，提高

目的蛋白质的可溶性。

综上所述，本研究成功获取了质粒pCold⁃TF⁃Der f 1，
并实现其原核表达。为进一步生产基因工程变应原提

供了基础依据，对深入开展螨类变态反应性疾病的预

防诊断均具有重要的指导意义。
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