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摘 要 !! 1微球蛋白（!!=）是主要组织相容性复合体（EFG）"类分子的轻链部分，为制备 EFG "类分子四聚体

的必要成分。根据已报道的序列设计特异引物，利用 H81IGH方法从人白细胞中克隆了!!=基因，并构建了成熟

!!=的原核表达载体，在大肠杆菌中得到高效表达。表达的!!=大部分在包涵体中，经洗涤、变性和复性，并以强阴

离子交换柱层析纯化，获得 JKJ1IL7<纯的人重组!!=，M9@N9.,印迹法分析表明该蛋白具有与抗人天然!!=抗体反

应的特性。此工作为制备 EFG "类分子四聚体奠定基础。

关键词 !! 1微球蛋白，基因克隆，重组蛋白，包涵体
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主要组织相容性复合体（EFG）"类分子四聚
体技术（89N.+=9. N9DP,&’&Q/）是近年来发展成熟的研
究特异性 GK3R 8细胞免疫特性的重要技术［# S 0］，该
技术正在成为疫苗设计、肿瘤及自身免疫病治疗等

研究领域必不可少的关键技术［0］。EFG"类分子由
一条分子量为 $4 TK的重链（#链）和分子量 #! TK
的轻链（!链）经非共价键结合而成，其中重链由多
个基因位点和多种等位基因所编码，共显性表达，具

高度多态性；而轻链则为不变的!! 1微球蛋白（!! 1=>1

D.&Q’&U-’>,，!!=）
［$］。因此制备抗原特异性四聚体，

除了需要某种特定的重链和抗原肽外，还需要大量

纯化的!!=
［#，$］。为此，我们从人白细胞中克隆了

!!=基因，将表达成熟!!=的基因克隆至原核表达

载体，在大肠杆菌（3 ( 0(,#）中获得了高效表达，建
立了简便有效的!!=包涵体复性方法，并对表达产

物进行了纯化和鉴定，为进一步以基因工程方法制

备 EFG "类分子四聚体，以及研究 EFG "类分子
的结构与功能关系奠定了基础。

# 材料和方法

# $# 材料

大肠肝菌 KF4#由本校周天鸿教授惠赠；VW!#
（K<0）XW/@J 和质粒 X<810D 购自 )&Y+Q9,；限制性内
切酶 45%"和 .+6F"、8$ K)L 连接酶、高保真

K99X%9,N K)L 8+Z 聚合酶等均为美国 )9[ <,Q’+,C
V>&’+U@产品；8H\?&’ 试剂、8P9.=&JD.>XN H81IGH 系统
购自 \,Y>N.&Q9,；O\LZ->DT 79’ <;N.+DN>&, ]>N与 O\LX.9X
JX>, E>,>X.9X ]>N为德国 O\L7<)公司产品；淋巴细

胞分离液为挪威 )^G_E<K产品；兔抗人!!=多抗

（I.&N9>, L柱纯化）购自 L,N>U&C/ K>+Q,&@N>D+ \,D；辣
根过氧化物酶（FHI）标记羊抗兔 \Q7为北京中山产
品；O1J9XP+.&@9（:+@N :’&[）购自 L=9.@P+=；预染蛋
白分子量标准为 7>UD&产品；\I87、尿素等为进口或
国产分析纯试剂。

# $! 方法

# $! $ # 人白细胞总 H)L抽提及 DK)L合成：取健
康成年志愿者肝素抗凝静脉血 0 =W，按常规方法以



淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞（!"#$），
以 %&’()*试剂提取总 &+,，直接进行逆转录反应。
以 -!.总 &+,进行逆转录反应合成第一链 /0+,，
反应体积为 -1!2，其中包含 31 4 &+567 抑制剂，

8 99)*:2 ;+%!混合物，-<=!9)*:2 >*?.)（;%）-1及 8=

4 %@7A9)B/A?CD 逆转录酶，=1E反应 3= 9?F 后，于

G=E温育 = 9?F 终止反应，合成的 /0+, 即可用于

!$&扩增或存 H -1E。&+,完整性以 8I琼脂糖凝
胶电泳及扩增管家基因 J,!0K进行验证。

! "# "# !$&扩增"-9基因及其克隆：参照文献［=］

报道"-9 基因全序列设计引物，前向引物为 =LM

,%,%$$,%,%J%$%$J$%$$J%JJ$$%%,JMNL，逆向引
物为 =LM,,$%,JJJ,%$$%%,$,%J%$%$J,%$$$,$M
NL，引物由上海博亚（"?)56?5）合成。!$&反应在 =1

!2总体积中进行，以 -!2 /0+,第一链为模板，反
应条件为在 O3E变性 - 9?F后开始循环，然后 O3E
变性 N1 6，==E退火 N1 6，P-E延伸 8 9?F，共 N=个
循环后，于 NPE延伸 81 9?F。!$&产物以 !"## Q
$%&K#双酶切并以 R’,S4?/T J7* UVDA5/D?)F W?D从凝
胶中回收，与 CU%MN/连接后，转化 ’ X ()*+ 0K=$感
受态细胞，以碱裂解法从转化子中提取质粒，双酶切

法筛选接入正确外源基因的转化子，R’,CA7C BC?F
#?F?CA7C W?D小量制备质粒，以 ,"’NPP 自动 0+,测
序仪测定克隆的"-9基因序列（由 %5W5&5 公司测

定）。

! "# "$ 成熟"-9表达载体的构建：根据成熟"-9

基因 =L序列并进行优化使 J:$含量降低，设计前向
引 物 为 =LM,%,%$$,%,%J,%%$,,$J%,$%$$,,,
,,%%$,,J%%%,$%$,$J%$,%$$MNL，逆向引物为 =LM
$J,$%JJ,%$$%%,$,%J%$%$J,%$$$,$%%,,$MNL，
以携带"-9基因全序列的 CU%MN/质粒为模板，按上

述方法进行 !$&扩增编码成熟"-9基因，经 !"##
Q $%&K#双酶切、连接至 CU%MN/、转化 0K=$感受
态细胞、筛选转化子，从阳性克隆中提取质粒测序鉴

定。

! "# " % "-9在 ’ X ()*+ 中的表达、包涵体复性和纯
化：以测序验证的 CU%M"-9 表达载体转化感受态

"2-8（0UN）C2Y6B，挑取单菌落接种于 2" 液体培养
基，NPE振荡培养过夜，然后以 8 Z 811 接种于含 =1
9.:2氨苄青霉素和 N1 9.:2氯霉素的 2"中，NPE振

荡培养至 ,[11约为 1<[ \ 1<G时，加入终浓度为 1 X 3

99)*:2 ’!%J于 NPE诱导 3 @，离心收集菌体，以 =1
99)*:2 %A?6MK$*（CK G<1，含 8 99)*:2 U0%,，=1 9.:2
蛋白酶抑制剂 !#B]及 81 99)*:2 0%%）重悬，在冰浴
中以超声波破碎菌体，离心后分别收集上清和沉淀，

其中沉淀部分（包涵体）以 =1 99)*:2 %A?6MK$*（CK
G<1，含 811 99)*:2 +5$*，8 99)*:2 U0%,，8 99)*:2
0%%及 1 X=I %A?D)F ^M811）重悬并经超声处理洗涤 N
次，然后再以不含 %A?D)F ^M811的同一缓冲液洗涤 N
次，得到的包涵体"-9 以 81 99)*:2 %A?6MK$*（CK

P<1，含 G 9)*:2脲和 8 99)*:2 0%%）溶解，离心去不
溶物后，对 81 99)*:2 %A?6MK$*（CK P<1）透析使"-9
复性［3］。复性产物上 RMB7C@5A)67 柱，以 1 \ 811
99)*:2 +5$*线性梯度洗脱（!@5A95/?5 JA5;?]A5/ BY6M
D79），合并含"-9的主峰级分，透析后以 ,9?/)F _*M

DA5M3（#‘$>81111）进行离心超滤浓缩。所有样品
以 B0BM聚丙烯酰胺凝胶（!,JU）电泳进行分析。

! "# "& B0BM!,JU：参照 25799*?的方法进行，浓缩
胶浓度为 =I，分离胶浓度为 8=I，以考马斯亮蓝 &M
-=1染色显示蛋白条带。

图 8 以 &%M!$&方法从人白细胞中克隆"-9

基因及成熟"-9表达载体的构建

]?.X8 $*)F?F. )a"-9 .7F7 aA)9 @495F *74T)/YD76 5F;

/)F6DA4/D?)F )a A7/)9b?F5FD 7VCA766?)F c7/D)A a)A 95D4A7"-9

8，[：-11 bC 0+, *5;;7A；-：&%M!$& CA);4/D；N：CU%MN/:

!"## Q $%&K#；3：7VCA766?)F c7/D)A a)A 95D4A7"-9:!"#

# Q $%&K#；=：A7/)9b?F5FD C*569?; /)FD5?F?F."-9 .7F7:

!"## Q $%&K#

! "# "’ ‘76D7AF印迹法：蛋白样品以 8=IB0BM!,JU
进行电泳，然后以 8=d电压转移 8[ @，将蛋白转移至
硝酸纤维素膜（"?)M&5;），膜以封闭液（%A?6M"4aa7A7;M
B5*?F7，CK P<=，含 NI小牛血清和 1 X1=I %e77F -1）
于 NPE振荡封闭 N1 9?F，加入以封闭液稀释（8 Z
G11）的兔抗人"-9抗体，于 NPE温育 - @，洗膜后加

8 Z-111稀释的 K&!M羊抗兔 ’.J于 NPE温育 8 @，洗
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去二抗后以 !"氯"#"萘酚显色。

! 结 果

! "# 人!!$基因的克隆及其序列测定
根据 $%&’(& 等［)］报道的!*+ 基因序列设计引

物，以人白细胞总 ,-.逆转录第一链 /0-.为模板
进行 $1,反应，扩增出一条与预计大小（234 56）相
符的 0-.片段（图 #）。该片段经酶切后，与 678"2/
连接，转化 09)"，选取 2个菌落抽提质粒，经酶切鉴
定其中 *个质粒已插入预计大小的外源片段（图 #，
:%;( )，显示其中一个），序列分析显示该基因即为

!*+全长编码区基因，该基因已在 <(;=%;’登记，接
受号为 .>#?@3?@。

图 * 大肠杆菌中表达的!*+的

A0A"$.<7和 B(CD(&;印迹鉴定
EFGH* A0A"$.<7（.）%;I B(CD(&; 5:JDDF;G（=）%;%:KC(C JL

+%DM&(!*+ (N6&(CC(I F; ! H "#$%

=O*#（072）6OKCA CD&%F;（=O*#）
#：6&(CD%F;(I 6&JD(F; +J:(/M:%& P(FGQD +%&’(&；*：=O*#（678 R 2/）F;"

IM/(I PFDQ S$8< LJ& ! Q；2：=O*#（678"!*+）5(LJ&( S$8< F;IM/DFJ;；

!：=O*#（678"!*+）F;IM/(I PFDQ S$8< LJ& ! Q；)：CM6(&;%D%;D JL =O*#

（678"!*+）5%/D(&F%: :KC%D(；3：6(::(D JL =O*#（678"!*+）5%/D(&F%: :K"

C%D(；@：P%CQ(I 6(::(D（F;/:MCFJ; 5JIK）；?：6M&FLF(I!*+（)#G）；T：

6M&FLF(I!*+（#4#G）

! "! 表达成熟!!$的原核表达载体构建及鉴定
为在 ! H "#$% 中表达成熟!*+，以含!*+全基因

的质粒为模板，经 $1, 方法扩增编码成熟!*+ 的

0-.片段（长度 244 56），经酶切、连接至 678"2/载
体，筛选接入!*+基因的阳性克隆（图 #，:%;( !），经
测序验证插入序列为正确编码成熟!*+的基因，含

起始密码 .8<。获得的表达载体称 678"!*+。

! "% 成熟!!$在 ! " "#$% 中表达、包涵体复性和纯
化

将构建的 678"!*+质粒转化 =O*#（072）6OKCA，
得到含重组质粒的基因工程菌。A0A"$.<7分析表
明，该工程菌在未加 S$8<诱导前就泄漏表达一定水
平的分子量为 #* ’0外源蛋白（图 *，:%;( 2），而转
入 678"2/空载体的 ! H "#$% 在相同分子量部位的蛋
白条带明显弱；经 S$8<在 2@U诱导 ! Q后，分子量
#* ’0的外源蛋白表达水平大大提高（图 *，:%;( !），
该外源蛋白分子量与人成熟!*+一致。菌体经破碎
后分为上清和沉淀，可见大部分重组蛋白以包涵体

形式存在于沉淀部分（图 *，:%;( 3）。因此，沉淀部
分经洗涤、脲溶解和透析复性后，以 V"A(6Q%&JC( 离
子交换柱层析纯化（图 2），合并主峰各管并经超滤
浓缩，以 OJP&K法测定蛋白浓度为 ! H 4 +GW+O，A0A"
$.<7分析表明该峰为纯的重组蛋白（图 *，:%;(C ?
%;I T）。
! "& 重组!!$的’()*(+,印迹分析

B(CD(&;印迹分析显示，含 678"!*+的工程菌表
达产物在分子量 #* ’0处的重组蛋白与抗人!*+抗
体有特异性反应，而阴性对照（即转入 678"2/ 空载
体的同一菌株）在 S$8<诱导后，无任何特异性反应
条带（图 *=，:%;( *）；!*+大部分在沉淀中，仅有少
量在上清可溶性部分。未经分离的混合物中在 *@
’0处显示的可能为非特异性条带，纯化后的!*+仅
显示一条分子量为 #* ’0的特异性条带，说明纯化
获得的重组!*+达到抗原性纯。

图 2 以 V"A(6Q%&JC(离子交换柱层析纯化重组!*+结果

EFGH 2 $M&FLF/%DFJ; JL &(/J+5F;%;D!*+ PFDQ V"A(6Q%&JC( /J:"

M+;（* /+ X ? /+）/Q&J+%DJG&%6QK
8Q( /J:M+; P%C (YMF:F5&%D(I PFDQ #4 ++J:WO 8&FC"91:（69 @Z4）H 8Q(

C%+6:( IF%:K[(I %G%F;CD DQ( C%+( 5MLL(& P%C :J%I(I J;DJ DQ( /J:M+; %;I

(:MD(I PFDQ 4 \ #44 ++J:WO -%1: :F;(%& G&%IF(;D %D % :JP &%D( JL # +OW

+F;H E&%/DFJ;C JL 2 +O P(&( /J::(/D(IH =%& F;IF/%D(C DQ( 6JJ:(I L&%/DFJ;C
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! 讨 论

!!"是组成 #$% "类分子复合体的轻链分子，
对于 #$% "类分子在细胞表面稳定表达和有效提
呈抗原肽必不可少［&，’］，并且，!!"能促进抗原肽与
细胞表面 #$% "类分子的结合［(，)］；它也是制备
#$% "类分子四聚体的必要成分［* + ,］。我们从人白
细胞中克隆了!!"全基因，构建了成熟!!"表达载

体，在 ! - "#$% 中得到高效表达；并对包涵体中!!"
进行了复性和纯化，获得了高纯度的!!"，为特异性
四聚体制备和探索 #$% "类分子结构与功能关系
提供了条件。

有关!!"在 ! - "#$% 中的表达国内也有报道，其
中一个研究报道在!!"末端融合 $./& 标签以便于
纯化，但未进行复性纯化［*0］，另一研究报道在!!"
上连接一段 123 肽［**］。与这些报道的设计不同，
我们构建的载体表达不带任何外源序列的成熟

!!"，主要考虑到!!"与 #$% "类分子重链及抗原
肽复性形成与天然相似的肽4#$%复合体（5#$%），
需要天然的!!"；如在末端连接其它外源氨基酸序
列，可能影响!!"的整体构象

［)］，进而对 5#$%的构
象造成影响，使获得的四聚体特异性发生改变，不同

于天然 5#$% "类分子。可能基于这一理由，一般
利用不带外源序列的成熟重组!!"构建 #$% "类
分子四聚体［* + ,］。因此，本研究获得的重组!!"对
于 #$%四聚体的制备更为合适。其次，我们通过对
包涵体进行洗涤而进行初步纯化，然后以离子交换

柱层析进一步纯化，获得了 6764839:和 ;</=<>?印
迹纯的!!"重组蛋白，复性和纯化都比较简便，因此
无需为了纯化方便而加入 $./&标签等外源序列，避
免外源序列对其构象带来影响。

我们构建的!!"在 ! - "#$% 中获得高效表达，原
因之一可能是该蛋白为只有 ))个氨基酸组成的小
分子蛋白，因而易于在原核系统表达；另一重要原因

可能是我们对!!"基因 @A密码进行无同突变，保持
氨基酸不变而降低了 9B%含量［*!］，因而提高了表达
水平。表达的!!"大部分都在包涵体内，这更利于
纯化，并且复性和纯化也较易进行，这对于 #$%
"类分子四聚体的制备都是有利的［*，C］。
通过 ;</=<>?印迹法显示，在转化空载体的 ! -

"#$% 中无任何阳性条带，只有转入带有人!!"基因
载体的 ! - "#$% 后才出现预计分子量大小的反应条

带，因为检测所用的抗体为对人!!"特异的 DE9，这
证明在 ! - "#$% 中表达获得的重组蛋白为人!!"。
由于!!"为组成 #$%的轻链结构成分，除了通过

;</=<>?印迹法等免疫学方法鉴定其抗原特性外，无
合适的生物活性测定方法，只能通过构建 5#$%复
合体间接予以证明［C］。我们已经成功构建 #$%重
链分子原核表达载体，并在大肠杆菌中得到高水平

表达（未发表数据），目前正在进行 #$%四聚体的构
建工作。

总之，我们克隆了!!"的基因并构建了原核表
达载体，同时，建立了简便有效的!!"包涵体复性
和纯化方法，为进一步大量工程化制备 #$% "类
分子四聚体及研究 5#$%的功能奠定了基础。
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