
·论　　著·

重组血红蛋白的原核表达、纯化和鉴定
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（河南城建学院生物工程系，平顶山４６７０４４）

　　摘　要：目的　利用大肠杆菌表达载体，表达血红蛋白（Ｈｂ）基因，并进行纯化及鉴定。方法　将原核表达载体ｐＨＥ２Ｈｂ转

化入Ｅ．ＣｏｌｉＪＭ１０９，经ＩＰＴＧ诱导表达；应用阴离子交换层析、阳离子交换层析分级纯化目的蛋白，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定纯化出的

目的蛋白。结果　ＳＤＳＰＡＧＥ分析表明，表达产物的相对分子质量约为６７ｋＤ，与理论值相一致；应用阴离子交换层析、阳离子交

换层析分级纯化目的蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测表明得到纯度较高的目的蛋白。结论　利用大肠杆菌表达系统，获得了较高纯度的

目的蛋白，为进一步研究 Ｈｂ的生物传氧机制研究和以 Ｈｂ为基础载氧药物的研究提供重要基础和研究依据，并将为血液替代品

和相关疾病的治疗研究奠定研究基础。
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　　血红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｂ）是存在于红细胞中的一种重

要血红素蛋白质。血红蛋白分子由４个亚基组成，其中两个为

α多肽链，另两个为β多肽链，每个多肽链都含有一个血红素

亚基ｈｅｍｅ，每个ｈｅｍｅ都有一个氧结合部位。其主要功能是

携带氧到组织细胞内和清除组织细胞内ＣＯ２，维持血液酸碱平

衡。对于血红蛋白的研究工作受到国内外相关研究者的重视，

已成为国际生物医药生物技术领域研究开发的热点［１２］。作者

通过原核表达、纯化及鉴定，从而为进一步研究血红蛋白的生

物传氧机制研究和以 Ｈｂ为基础载氧药物的研究提供重要基

础和研究依据。

１　材料与方法

１．１　材料　表达载体ｐＨＥ２Ｈｂ为本系实验室保存。大肠杆

菌工程菌株为大肠杆菌ＪＭ１０９，为本系实验室保存菌株。

ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ购自Ｑｉａｇｅｎ公司。氨苄青霉素、

ＤＴＴ、ＩＰＴＧ、丙烯酰胺、Ｎ，Ｎ甲叉双丙烯酰胺、四甲基乙二胺

（ＴＥＭＥＤ）均购自华美生物工程公司。ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ和ＳＰ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ交换柱购自ＧＥ公司。

１．２　重组质粒的诱导表达　将含重组质粒ｐＨＥ２Ｈｂ的单个

菌落接种于１ｍＬ含氨苄青霉素（１００ｍｇ／Ｌ）的ＴＢ培养液中，

３７℃振荡培养至饱和。按１∶２０接种量接种饱和培养物到４

ｍＬＬＢ培养基中，于３７℃培养约２ｈ至ＯＤ６００约等于０．６。

留下诱导前对照样本后，加入ＩＰＴＧ至终浓度为０．２ｍｍｏＬ／

Ｌ，并同时加入 Ｈｅｍｉｎ至终浓度为２５μｇ／ｍＬ，３７℃继续培养

２ｈ后再次加入 Ｈｅｍｉｎ至终浓度为５０μｇ／ｍＬ，培养６ｈ后收

菌，以２×凝胶加样缓冲液５０μＬ悬浮，煮沸１０ｍｉｎ，离心后取

１０μＬ上清液进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ分析。

１．３　蛋白纯化

１．３．１　阴离子交换层析　将收集的菌体破碎后，１２０００×ｇ离

心３０ｍｉｎ后，收集上清液并在透析缓冲液中（２０ｍＭ Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ，ｐＨ８．３）透析过夜。将透析后的样品高速离心后进行 Ｑ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ阴离子交换柱的离子交换吸附。上样后，交换柱

由２０ｍＭＴｒｉｓ·ＨＣｌ溶液（ｐＨ８．３）平衡３～５个柱体积，洗脱

至没有基线水平，然后用２０ｍＭＴｒｉｓ·ＨＣｌ溶液（１Ｍ ＮａＣｌ，

０．２ｍＭＴＥＴＡ，ｐＨ７．１５）梯度洗脱，梯度长度为１００ｍＬ，流出
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液相对洗脱液的盐浓度从０增加到１００％，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，

分管收集目标峰，并进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。

１．３．２　阳离子交换层析　合并目标蛋白，将上述目标蛋白进

行ＳＰＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ阳离子交换柱的离子交换吸附。交换柱

由０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ溶液（含０．１ｍｏｌ／Ｌ尿素，ｐＨ７．２）

平衡３～５个柱体积，上样，洗脱至没有蛋白流出，然后用０．０５

ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ溶液（含０．１ｍｏｌ／Ｌ尿素＋４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

ｐＨ７．２）梯度洗脱，梯度长度为１００ｍＬ，流出液相对洗脱液的

盐浓度从０增加到１００％，流速为５ｍＬ／ｍｉｎ，收集目标峰，把

目标峰过ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２２５脱盐柱脱盐，浓缩，冻干。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　蛋白质样品经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离

后，取出凝胶，用 ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ。室温平衡３０

ｍｉｎ。用半干法转膜，ＰＢＳ漂洗２次，每次５ｍｉｎ。以５％脱脂

奶粉室温封闭ｌｈ。ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ。一抗温室孵育

ｌｈ。ＰＢＳＴ 漂洗４次，每次５ｍｉｎ。二抗温室孵育ｌｈ。用

ＰＢＳＴ漂洗４次，每次５ｍｉｎ。显影、定影并扫描。

２　结　　果

２．１　Ｈｂ的原核表达　用ＩＰＴＧ诱导蛋白表达，含 ＰＨＥ２Ｈｂ

质粒的重组菌诱导后在蛋白相对分子质量约１５ｋＤ处有明显

特异性蛋白条带，与预期大小一致，而空载体菌和未诱导菌均

无此特异性表达条带，并同时可以看到共表达的 ＭＡＰ的特异

性条带，位于３０ｋＤ左右，见图１。．

　　Ｍ：标准蛋白；１：阴性对照；２：诱导后的菌液上清液；３：诱导后的菌

液沉淀。

图１　　ｐＨＥ２Ｈｂ重组基因的诱导表达

　　每个峰分别以数字１、２、３标示。

图２　　重组血红蛋白的阴离子交换层析图

２．２　Ｈｂ的分离纯化　收集的培养菌用裂解缓冲液重悬后，

经超声波破碎，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｍｉｎ，取上清液，利用

ＦＰＬＣ系统和阴离子交换层析分离出粗蛋白，在分离过程中可

以看到层析柱洗脱的过程中有明显的变红现象。层析图如图

２所示，在洗脱过程中出现了３个洗脱峰，分别收集进行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检验，见图３。ＳＤＳＰＡＧＥ检验结果显示，目标蛋白所

在位置为洗脱峰３，浓度较高，但是出现了杂带，收集的洗脱峰

３溶液显示明显的红色。

　　Ｍ：标准蛋白；Ｓ：破碎液上清液；１～３：对应图２中的３个峰。

图３　　阴离子交换层析收集样品的ＳＤＳＰＡＧＥ检测

　　每个峰分别以数字１、２、３、４标示。

图４　　重组血红蛋白的阳离子交换层析图

　　Ｍ：标准蛋白；１～４：对应图４中的４个峰。

图５　　阳离子交换层析收集样品的ＳＤＳＰＡＧＥ检测。

　　１：阴性对照；２：０．７ｍＭＩＰＴＧ诱导后的菌液上清液；３：０．５ｍＭ

ＩＰＴＧ诱导后的菌液上清液；４：０．３ｍＭＩＰＴＧ诱导后的菌液上清液。

图６　　诱导表达后的重组 Ｈｂ的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析
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　　合并洗脱峰３的样品，透析过夜后通过阳离子交换色谱柱

进行第２次纯化，直接上样，上样前必须用缓冲液平衡色谱柱，

层析图如图４所示，出现了２个主峰和４个小峰。ＳＤＳＰＡＧＥ

检验结果显示，每个峰洗脱的样品都为同一样品，而且样品纯

度达到所需要求，见图５。

２．３　Ｈｂ的鉴定　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔ检测结果显示，在３７℃条件

下，对照组未经ＩＰＴＧ诱导，则未出现 Ｈｂ蛋白的表达。而经

不同浓度ＩＰＴＧ诱导处理之后，则有不同程度的蛋白表达效

果，０．３ｍＭＩＰＴＧ诱导时，Ｈｂ蛋白表达量较高，随着浓度的增

加，０．５ｍＭＩＰＴＧ和０．７ｍＭＩＰＴＧ诱导时 Ｈｂ表达量较０．３

ｍＭＩＰＴＧ诱导时 Ｈｂ表达量略为降低，见图６。

３　讨　　论

重组 Ｈｂ的设计和纯化制备过程是寻求血液替代品，获得

Ｈｂ制品的重要手段和重要基础。目前人类 Ｈｂ制品基本上分

为３类，即化学修饰 Ｈｂ、含酶类的人工红细胞和微包囊 Ｈｂ、

分子遗传工程重组 Ｈｂ。随着基因工程和分子生物学技术的

迅猛发展，克隆技术的进步深刻影响着人工血液的研究工作，

可以借助基因工程手段将ｒＨｂ经微生物大量繁殖并纯化来大

批量生产人 Ｈｂ。作为血液替代品，因基因工程可以避免化学

修饰、微囊包被 Ｈｂ的盲目性和试探性，所以展示出更实用的

前景。由于 Ｈｂ具有高效的载氧能力和维持胶体渗透压的功

能，目前国内外都致力于研制以 Ｈｂ为基质的携氧剂作为红细

胞代用品研究开发的主攻方向。ｒＨｂ已成为人造血液研究的

最新前沿工程和热点领域［３４］。

Ｈｂ具有生物传氧功能，因此以 Ｈｂ为基础的载氧药物研

究一直是国内外研究的热点之一，该研究可以较好地解决多种

疾病如缺血性心脑血管病的供氧问题［５６］。因此，对载氧药物

原料Ｈｂ的要求将会越来越高，需要探索更为高效、合理的Ｈｂ

纯化方法。本文采用 ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ 阴离子交换柱和ＳＰ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ阳离子交换柱的离子交换吸附进行分离纯化，得

到纯度较高的重组蛋白。

Ｈｂ的成功表达和纯化为进一步将更好地了解 Ｈｂ的生物

传氧机制研究和以 Ｈｂ为基础载氧药物的研究提供了重要基

础和研究依据，并将为血液替代品和相关疾病的治疗研究奠定

研究基础。
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署名的基本原则

１．主要收集数据，对数据进行分析和总结，执笔撰写文稿者作为第一作者。

２．课题负责人参与整个研究过程、数据分析讨论及文稿修改等，作为通讯作者。

３．所有某研究组的硕士、博士、博士后，凡是在研究组学习工作期间受到研究组的相关经费支持而获得的所有数据和相

关资料，在撰文发表时，第一单位必须是实际研究单位。

４．研究组任何成员（无论离开的还是在学的），在发表与研究组相关的学术论文时，成稿后必须经过研究组的讨论和集

体修改，方可投稿。在没有通过研究组的修改讨论时，任何人都不得擅自投稿。

５．进入研究组的博士生、博士后，在总结发表其在硕士期间和博士期间的数据时，作者单位都要署原工作和学习单位，

通讯作者原则上是原导师。
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