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人 Β2 微球蛋白在大肠杆菌中的表达与纯化
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　　[摘　要 ]　Β2 微球蛋白 (Β2m ) 是主要组织相容性复合体 (M HC) 2É 类分子的轻链部分, 该蛋白的原核表达与

纯化是制备M HC2É 类分子的首要条件。利用已经构建好的 Β2m 原核表达载体 pET 23a + Β2m , 在大肠杆菌

(E. coli)中获得稳定表达。原核表达的 Β2m 大部分在包涵体中, 包涵体蛋白经充分洗涤、变性 (尿素溶解)和复性, 并

以强阴离子交换柱层析 (Q 2Sepharo se) 纯化, 获得 SD S2PA GE 纯的人重组 Β2m ,W estern 印迹法分析表明, 该蛋白

具有与抗人天然 Β2m 抗体反应的特性。
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　　人 Β2 微球蛋白 (Β22m icroglobu lin , Β2m ) 由 99

个氨基酸组成, 相对分子质量约为 12 ku, 是构成主

要组织相容性复合体 (M HC) 2É 类分子的亚单位。

M HC2É 类分子在免疫系统中有极其重要的地位, 由

1 条分子质量为 45 ku 的重链 (Α链) 和 1 条分子质量

为 12 ku 的轻链 (Β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编码, 共显性表

达, 具高度多态性; 而轻链则为不变的 Β2m [1 ]。有研

究[223 ]表明, Β2m 对维持É 类分子天然构型的稳定性

及其表达起关键作用。因此, 在制备M HC2É 类分子

四聚体和共复性的研究[1, 426 ]中, 常常需要原核表达纯

化的 Β2m。为此, 本试验利用已经构建好的Β2m 的原

核表达载体, 在大肠杆菌 (E. coli) 中获得了稳定表

达, 并对表达产物进行了复性纯化和鉴定, 以为进一

步用基因工程方法制备M HC2É 类分子, 及研究

M HC2É 类分子的结构与功能间的关系奠定基础。

1　材料与方法
1. 1　材　料

　　E. coli DH 5Α和BL 21 (D E3)感受态细胞购自北

京博大泰克公司; 重组质粒 pET 23a+ Β2m 由美国

Kath ryn 博士赠送; 鼠抗人 Β2m 多抗B 2. 62. 2 由法

国L emonn ier 博士赠送; 辣根过氧化物酶 (HR P) 标

记羊抗鼠 IgG 为北京中山公司产品; 免疫印迹检测

试剂盒 SuperSignal W est P ico T ria l K it 购自美国

P ierce 公司; Q 2Sepharo se (Fast F low ) 购自瑞典

Am ersam 公司; DNA M arker 购自北京天为时代科

技有限公司; P ro tein M o lecu lar W eigh t M arker 购

自美国 Ferm en tas 生物公司; SD S2PA GE 低分子质

量标准蛋白购自上海生工公司; 限制性内切酶N d e

É 和N otÉ 购自深圳晶美公司。

1. 2　方　法

1. 2. 1　含 Β2m 的重组质粒鉴定　用重组质粒

pET 23a+ Β2m 转化 E. coli DH 5Α感受态细胞, 用博

大泰克质粒提取试剂盒提取质粒, 经N d eÉ + N ot

É 双酶切, 并进行琼脂糖电泳鉴定。同法转化DH 5Α
感受态细胞, 筛选转化子, 从阳性克隆中提取质粒进

行测序鉴定, 测序由上海博亚生物技术公司完成。

1. 2. 2　Β2m 在 E. coli 中的表达　以测序验证的重

组质粒 pET 23a+ Β2m 转化 E. coli BL 21 (D E3) 感

受态细胞, 挑取单菌落接种于LB 液体培养基, 于 37

℃条件下振荡培养过夜, 然后按 1∶50 的接种量转

移到含 50 m gömL 氨苄青霉素 (Amp ) 的LB 液体培

养基中, 于 37 ℃条件下振荡培养至OD 600 nm约为0. 6

时, 加入 IPT G 进行诱导表达, 于 8 000 röm in 离心

10 m in 收集菌体。比较不同诱导剂 ( IPT G) 浓度

(0. 5, 1. 0, 1. 5 mmo1öL )、不同诱导温度 (30 和 37

℃) 及不同诱导时间 (1, 3, 5 h) 的蛋白表达量, 以选

择蛋白表达的最适条件。用Q uan ity O ne 分析软件

对蛋白含量进行分析。
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1. 2. 3　包涵体的纯化复性　菌体以重悬缓冲液[ 10

mmo löL T ris2C l (pH 7. 5) , 1 mmo löL ED TA , 5

mL öL T riton2X2100, 200 ΛgömL 的 溶 菌 酶, 1

mmo löL 蛋白酶抑制剂 PM SF ]重悬, 在冰浴中以超

声波破碎菌体, 离心后分别收集上清液和沉淀, 其中

沉 淀部分 (包涵体) 以 10 mmo löL T ris2C l (pH

7. 5) , 1 mmo löL ED TA , 10 mL öL T riton2X2100 和

1 mo löL U rea 重悬并经超声处理洗涤 3 次, 然后再

以不含 T riton X2100 的同一缓冲液洗涤 3 次, 得到

的包涵体 Β2m 以 10 mmo löL T ris2C l (pH 7. 5) , 6

mo löL U rea 溶解, 离心去 不 溶 物 后, 置 于 10

mmo löL T ris2HC l (pH 7. 5) 中于室温条件下透析

24 h 使 Β2m 复性。复性产物上Q 2Sepharo se 柱, 以

0～ 100 mmo löL N aC l 线性梯度洗脱 ( Pharm acia

GradiF rac System ) , 合并含 Β2m 的样品, 透析后以

Am icon U ltra4 (MW CO 10 000) 进行离心超滤浓

缩。所有样品以 SD S2聚丙烯酰胺凝胶 (PA GE)电泳

进行分析。

1. 2. 4　SD S2PA GE 检测　参照L aemm li 的方法[7 ]

进行 SD S2PA GE 检测, 浓缩胶浓度为 50 göL , 分离

胶浓度为 120 göL , 以考马斯亮蓝R 250 染色显示蛋

白条带。

1. 2. 5　W estern 印迹法鉴定　蛋白样品以 120 göL
SD S2PA GE 进行电泳, 电泳完后采用湿转法将蛋白

转移到硝酸纤维素膜上, 一般于 100 V 转移 1. 5 h。

转移后用丽春红染液对滤膜进行染色, 用铅笔标出

蛋白m arker 条带, 用 T TBS 漂洗脱色, 再用封闭液

室温封闭膜 1～ 2 h。4 ℃下在封闭袋内用封闭液稀

释的特异性抗体过夜孵育膜, T TBS 漂洗 3 次, 每次

5～ 15 m in, 再加入适当的封闭液稀释的HR P 标记

二抗, 室温下孵育 1～ 2 h, T TBS 漂洗后, 于暗室中

用 ECL 发光试剂盒压片检测。

2　结果与分析
2. 1　含 Β2m 的重组质粒的鉴定

　　由图 1 可知, 琼脂糖电泳鉴定重组质粒的双酶

切结果与预期结果相符, 质粒被切割为大小不等的

2 个片段, 其中小片段与 Β2m 的基因大小一致, 测序

结果也与原目的基因序列一致。

图 1　成熟 Β2m 表达载体的酶切
1. 重组质粒的双酶切; 2. DNA 分子质量标准

F ig. 1　Enzym e2cu t of recom binan t exp ression

vecto r fo r m ature Β2m
1. Recom binan t p lasm id con tain ing Β2m gene

digested by N d eÉ + N otÉ ; 2. 200 bp DNA ladder

2. 2　Β2m 在 E. coli 中的表达

用重组质粒转化 E. coli BL 21 (D E3) , 得到了含

重组质粒的基因工程菌。分析 Β2m 在 E. coli 中的表

达条件优化试验结果 (表 1 和图 2) 可知, 从诱导温

度来看, 37 ℃时 Β2m 在 E. coli 中的蛋白表达量总

体要比 30 ℃时高, 这可能与表达菌在最适宜温度

37 ℃时生长速度较快有关; 从诱导浓度来看, 各组

试验均表明在 IPT G 浓度为 1 mmo löL 时, Β2m 在

E. coli 中的蛋白表达量最高; 从诱导时间来看, 表现

为随诱导时间增加, Β2m 在 E. coli 中的蛋白表达总

量均呈增大的趋势, 但在诱导 3 h 后, 目的蛋白表达

量增速减缓。因此选定优化表达条件为: 在 37 ℃ 1

mmo löL IPT G 诱导 3 h。

菌体经破碎后分为上清液和沉淀 2 部分, 大部

分重组蛋白以包涵体形式存在于沉淀部分。SD S2
PA GE 分析进一步表明, 原核表达的目的蛋白 Β2m

的表达量约占总蛋白含量的 30% (质量分数) ; 包涵

体中目的蛋白约占总蛋白含量的 50% (质量分数)。
表 1　不同条件下 Β2m 在 E. coli 中的表达量比较

T able 1　Exp ression quan tity of Β2m in E. coli under differen t condit ions

诱导时间öh
Induction

tim e

30 ℃下诱导剂 ( IPT G)浓度ö(mmo l·L - 1)
Revu lsan t concen tration at 30 ℃

37 ℃下诱导剂 ( IPT G)浓度ö(mmo l·L - 1)
Revu lsan t concen tration at 37 ℃

0. 5 1. 0 1. 5 0. 5 1. 0 1. 5

0 20. 0 20. 0 20. 0 20. 5 20. 5 20. 5
1 23. 2 23. 4 23. 0 24. 2 24. 2 24. 0
3 26. 3 26. 5 26. 6 28. 3 28. 5 28. 0
5 27. 6 27. 5 27. 2 30. 2 30. 3 30. 2
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图 2　Β2m 在大肠杆菌中表达的 SD S2PA GE 鉴定
M. 蛋白分子质量标准; 0. 诱导前; 1～ 2. IPT G 分别诱导 1, 3 h

F ig. 2　SD S2PA GE analysis of m ature Β2m exp ressed

in E. coli BL 21 (D E3) stra in

M. P ro tein mo lecu lar w eigh t m arker; 0. BL 21 (pET 2Β2m )

befo re IPT G induction; 1- 2. BL 21 (pET 2Β2m )

induced w ith IPT G fo r 1, 3 h

2. 3　包涵体的复性与纯化

Β2m 的包涵体蛋白经洗涤、尿素溶解变性后, 可

以通过透析的方法复性, SD S2PA GE 结果显示, 目

的蛋白占总蛋白的含量大于 80% , 以考马斯亮蓝

(CBB ) 2G250 法测定蛋白浓度小于 0. 5 m gömL。再

以Q 2Sepharo se 离子交换柱层析对样品进行纯化,

合并含目的蛋白的各管并经超滤浓缩, 以 CBB 2
G250 法测定蛋白浓度为 5. 4 m gömL , SD S2PA GE

分析表明该峰为纯的重组蛋白 (图 3)。

图 3　Β2m 原核表达、纯化和复性的 SD S2PA GE 鉴定
1. 诱导前; 2. 诱导后; 3. 包涵体 (沉淀) ; 4. 复性后;

5. SD S2PA GE 低分子质量标准蛋白; 6. 纯化后

F ig. 3　SD S2PA GE analysis of m ature Β2m p roharyo tic
exp ression, purificat ion and refo lding

1. BL 21 (pET 2Β2m ) befo re IPT G induction;

2. BL 21 (pET 2Β2m ) after IPT G induction;

3. Pellet of BL 21 (pET 2Β2m ) bacterial lysate;

4. Inclusion body after refo lding;

5. SD S2PA GE P ro tein L ow M o lecu lar W eigh t M arker;

6. Purified p ro tein (Β2m )

2. 4　重组 Β2m 的W estern 印迹分析

W estern 印迹分析 (图 4) 显示, 含 pET 23a +

Β2m 的工程菌表达产物 ( IPT G 诱导后) 在分子质量

为 12 ku 处的重组蛋白与抗人Β2m 抗体有特异性反

应; 而阴性对照 (即转入 pET 23a 空载体的同一菌株

经诱导后)无特异性反应条带。纯化后的 Β2m 仅显

示 1 条分子质量为 12 ku 的特异性条带, 说明纯化

获得的重组 Β2m 达到抗原性纯。

图 4　Β2m 在大肠杆菌中表达的W estern 印迹鉴定

+ . 纯化蛋白 (Β2m ) ; - . 阴性对照

F ig. 4　W estern b lo tt ing analysis of m ature

Β2m exp ressed in E. coli BL 21 (D E3) stra in

+ . Purified p ro tein (Β2m ) ; - . N egative comparison

3　讨　论

Β2m 是组成M HC2É 类分子复合体的轻链分

子, 对于M HC2É 类分子在细胞表面的稳定表达和

有效提呈抗原肽必不可少[3, 8 ] , 并且 Β2m 能促进抗

原肽与B 细胞表面M HC2É 类分子的结合[9 ] , 其也

是制备M HC2É 类分子的必要成分。

Β2m 与M HC2É 类分子重链及抗原肽复性可形

成与天然相似的肽M HC 复合体 (pM HC) , 这需要

天然的 Β2m。如在末端连接其他外源氨基酸序列, 可

能影响 Β2m 的整体构象, 进而对pM HC 的构象造成

影响, 使其特异性发生改变, 不同于天然 pM HC2É
类分子。

因此, 本研究选择构建好的 pET 23a 原核表达

载体, 该载体全长 3 592 bp , 携带有A m p 抗性基因

和L acI 基因, 重组体可通过 IPT G 诱导重组基因的

表达。在目的基因片段前带有起始密码子, 而在基因

片段后则带有终止密码子, 表达时只表达完整的

Β2m 蛋白。而国内的相关研究报道[10212 ]常在 Β2m 末

端加上融合标签以便于纯化。

由于 Β2m 为只有 99 个氨基酸组成的小分子蛋

白, 因而易于在原核系统表达。表达的 Β2m 大部分

都在包涵体内, 使用反复洗涤的方法就能得到初步

纯化, 并且变性和复性也比较简单。由于 Β2m 的等

电点为 5. 7, 进一步以强阴离子交换层析法进行纯

化, 可获得 SD S2PA GE 和W estern 印迹纯的 Β2m
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重组蛋白。

总之, 本试验利用已经构建好的 Β2m 原核表达

载体, 在大肠杆菌中获得了稳定表达。目的蛋白在未

加 IPT G 诱导前在 E. coli 就有一定水平的渗漏表

达; 加入 IPT G 诱导后, Β2m 表达水平大大提高。同

时, 运用简便有效的 Β2m 包涵体洗涤、变性、复性和

纯化方法, 得到了目的蛋白, 为进一步制备M HC2É
类分子及研究 pM HC 的功能奠定了基础。
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H um an Β22m icrog lobu lin exp ression and pu rif ica t ion in E scherich ia coli
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Abstract: H um an Β22m icroglobu lin (Β2m ) is a ligh t chain of m ajo r h istocompat ib ility comp lex (M HC)

class2É mo lecu le. Exp ression and pu rif ica t ion of th is p ro tein in E scherich ia coli (E. coli) is a p rerequ isite to

the p repara t ion of M HC2É mo lecu le. T he exp ression vecto r pET 23a + Β2m w as p resen ted, in w h ich the

comp lete sequence of Β2m gene w as in serted. Con stan t2yield exp ression of Β2m w as ach ieved in E. coli

t ran sfo rm ed w ith the exp ression vecto r, and mo st of the recom b inan t Β2m ex isted in the inclu sion body af2
ter IPT G induct ion. T he inclu sion body w as w ashed ex ten sively and Β2m in the inclu sion body w as so l2
ub lized w ith 6M u rea. T he Β2m w as refo lded by dia lysis and pu rif ied by ion2exchange ch rom atography (Q 2
Sepharo se). W estern b lo t t ing assay indica ted that the po lyclonal an t ibody again st hum an nat ive Β2m cou ld

react specif ica lly w ith the recom b inan t p ro tein. T he pu rif ied p ro tein appeared as a single band on bo th SD S2
PA GE and W estern b lo t t ing, ind ica t ing that it w as chem ical and an t igen ic pu re. T h is w o rk p rovides the ba2
sis fo r the fu rther study of M HC2É mo lecu le.
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