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人 α１微球蛋白质的克隆、表达、纯化及生物学活性鉴定
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【摘　要】目的：构建人α１微球蛋白质（α１ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，α１Ｍ）基因的原核表达质粒，在大肠杆菌中表达α１Ｍ蛋白质，纯化并
初步鉴定其生物学活性。方法：ＰＣＲ扩增α１Ｍ基因序列，然后转化入大肠杆菌 Ｂ８３４中进行表达，利用镍离子亲和层析、离子
交换层析及分子筛纯化，ＡＢＴＳ法鉴定其生物学活性。结果：正确构建了α１Ｍ的表达质粒，α１Ｍ在大肠杆菌Ｂ８３４中为可溶性
上清表达，纯化获得了纯度高达９５％的α１Ｍ蛋白质，分子筛结果显示其在溶液中呈现单体和二聚体２种聚集状态，ＡＢＴＳ法
结果显示了重组获得的α１Ｍ具有抗氧化活性。结论：α１Ｍ能在大肠杆菌 Ｂ８３４菌中大量上清表达，且易于纯化，初步鉴定具
有抗氧化活性，为下一步进行α１Ｍ蛋白质的晶体结构解析和相关功能研究奠定了基础。
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　　α１微球蛋白质（α１ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，α１Ｍ）属于脂
质运载蛋白超家族，是一个分子量为２６ｋＤ的糖蛋
白质，在哺乳动物、鱼类、鸟类及两栖动物等动物体

内均有表达［１］。α１Ｍ由肝细胞特异性合成，分泌后
经血液运输分配到肺、肠、肾、胎盘等器官的细胞外

液、结缔组织及基底膜等部位［２］。有研究报道 α１Ｍ
可能具有还原酶活性，能还原和清除血红素和色氨

酸代谢产物等生物性过氧化物，可能参与了机体内

抗氧化反应［３］。ＡＢＴＳ法是使用广泛的间接检测方
法，可用于亲水性和亲脂性物质抗氧化能力测定［４］。

目前有关α１Ｍ功能研究虽然取得许多进展，但是其
确切功能的认识疑点颇多。例如目前对于 α１Ｍ执
行还原酶活性的活性位点和分子机制及其在生物体

内的生理作用等都缺乏认识。

本研究应用基因工程技术，并经过生物信息学

分析，构建了人 α１Ｍ的截短表达质粒，使其在大肠
杆菌中获得高效上清表达，并利用 ＡＢＴＳ法对其抗
氧化性质进行了初步鉴定，为今后解析 α１Ｍ的三维
结构和酶活性的分子机制提供重要的研究基础。
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１　材料和方法

１．１　工具酶及试剂
限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶，ＬＡＴａｑＤ

ＮＡ聚合酶，ＤＮＡ纯化试剂盒（ＴａｋａＲａ公司），质粒抽提试剂
盒（ＯＭＥＧＡ公司）；Ｎｉ２＋Ｈｉｓ亲和层析柱，ＨｉｔｒａｐＱ阴离子交
换层析柱，分子筛 Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５，光谱仪 Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ２１００ｐｒｏ及
其分析软件ｓｗｉｆｔⅡ（ＧＥ公司）。试剂ＩＰＴＧ、ＡＢＴＳ［２，２联氮
二（３乙基苯并噻唑６磺酸）二铵盐］等试剂均为国产分
析纯。

１．２　菌株、质粒和模板（肝脏ｃＤＮＡ）来源
载体ＰＷ２８（为 ｐＥＴ２８ａ改造而来）、Ｅ．ｃｏｌｉ菌株 ＤＨ５α、

Ｂ８３４为本实验室保存，人肝脏细胞 ＨｅｐＧ２细胞系 ｃＤＮＡ为
重庆医科大学感染病实验室黄爱龙教授惠赠。

１．３　方法
１．３．１　引物合成及 ＤＮＡ序列分析　经生物信息学分析截
去α１Ｍ蛋白质序列中属于跨膜结构域的氨基酸，引物设计
后送上海生工生物工程公司合成。扩增 α１Ｍ基因片段的上
下游引物。上游引物序列 Ｐ１为：ＡＴＧＡＡＴＴＣＧＡＣＡＡＣＡＴＣ
ＣＡＡＧＴＧＣＡＧＧ；（斜体为ＥｃｏＲⅠ酶切位点）下游引物序列Ｐ２
为：ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＡＡＧＡＴＧＧＧＣＴＣＴＧＧＴＴＣＣ（斜体为 Ｘｈｏ

Ⅰ酶切位点）。
１．３．２　α１Ｍ基因片段的扩增及载体 ＤＮＡ的酶切与回收　
以Ｐ１和 Ｐ２为引物，人肝脏细胞 ＨｅｐＧ２细胞系 ｃＤＮＡ为模
板，通过 ＰＣＲ扩增，用１％琼脂糖凝胶电泳和溴化乙锭染色
法检测５１９ｂｐ的扩增片段。用ＰＣＲ产物纯化试剂盒回收目
的基因片段。用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ对目的基因
片段和载体ＰＷ２８进行双酶切，用１％琼脂糖凝胶电泳分析
酶切结果，并用ＤＮＡ纯化试剂盒回收。
１．３．３　α１Ｍ表达质粒的构建与鉴定　将经过双酶切的α１Ｍ
基因片段和载体 ＰＷ２８ＤＮＡ片段通过 Ｔ４ＤＮＡ连接酶在
１６℃连接１６ｈ后，转入克隆宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α大量繁殖
后，应用菌液ＰＣＲ及酶切初筛鉴定和质粒双酶切鉴定后，送
本实验室测序仪进行 ＤＮＡ序列测定，保存测序正确 ＰＷ２８
α１Ｍ重组质粒。
１．３．４　α１Ｍ基因的诱导表达及 ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定　将 ＰＷ２８

α１Ｍ重组质粒转入表达宿主菌Ｅ．ｃｏｌｉＢ８３４，将此工程菌接种
于含卡那霉素５０μｇ?ｍｌ的 ＬＢ液体培养基中，３７℃培养至
Ａ６００ｎｍ约０．４ｈ，加ＩＰＴＧ至终浓度０．２ｍｍｏｌ?Ｌ于２０℃低温诱
导表达，培养１８～２０ｈ后离心收集菌体。１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳鉴定α１Ｍ表达水平。
１．３．５　α１Ｍ重组蛋白质的纯化及鉴定　冰浴环境中进行超
声破碎，４℃离心收集上清，上清液先后经镍离子亲和层析
柱纯化后，以ＮａＣｌ溶液梯度洗脱用阴离子交换层析（Ｈｉｔｒａｐ
Ｑ），收集目的蛋白质洗，超滤浓缩后经分子筛Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５进
一步纯化，最后收集洗脱峰样品超滤浓缩脱盐至５０ｍｍｏｌ?Ｌ
左右后置－８０℃冻存。各步均吸取５０μｌ样品经ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳鉴定纯度，ＮａｎｏＤ２０００微量紫外吸收仪检测样品浓度。
１．３．６　α１Ｍ重组蛋白质活性检测　参考Ｂｏ?ｋｅｒｓｔｒｍ等［５］

的方法并经适当修改，应用ＡＢＴＳ法检测α１Ｍ重组蛋白质抗
氧化活性。配制ＡＢＴＳ＋·母液，将过硫酸钾加到７ｍｍｏｌ?Ｌ的
ＡＢＴＳ水溶液中，使过硫酸钾终浓度为２．８ｍｍｏｌ?Ｌ，室温避光
过夜。配制ＡＢＴＳ＋·测定液：将储备液用ＰＢＳ（ｐＨ７．４）稀释
１２５倍。测量：加入待测样品 α１Ｍ蛋白质至 ＡＢＴＳ＋·测定液
中，使其浓度为２μｍｏｌ?Ｌ，用光谱仪 Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ２１００ｐｒｏ分别
于１、５、１０ｍｉｎ和２０ｍｉｎ检测该反应体系的吸收光谱，每次
检测３次，取平均值。对照体系为没有加入待测样品的
ＡＢＴＳ＋·测定液。

２　结　果

２．１　α１Ｍ基因ＰＣＲ扩增和表达质粒构建
ＰＣＲ扩增的产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测，在５００ｂｐ

以上的位置出现一条特异性条带，与目的片段相符。重组质

粒经ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ酶切电泳鉴定，结果显示插入片段约为
５２０ｂｐ，与预期结果相符。重组表达质粒送往本实验室测序，
结果显示插入序列完全正确。

２．２　α１Ｍ蛋白质表达及纯化结果分析
经０．２ｍｍｏｌ?ＬＩＰＴＧ诱导表达的重组菌经超声破碎、４

℃离心收集上清，全菌破碎液与上清液分别经 ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳鉴定，结果显示２４ｋＤ处二者均有一明显增粗的蛋白质条
带（图１），表明经诱导后，目的蛋白质α１Ｍ在Ｅ．ｃｏｌｉＢ８３４中
大量可溶表达。由于所选 ＰＷ２８载体包含 Ｈｉｓ标签，因此
α１Ｍ重组蛋白质可用镍离子亲和层析柱纯化，先后采用１０、
２０ｍｍｏｌ?Ｌ及４０ｍｍｏｌ?Ｌ浓度咪唑洗脱非特异结合蛋白质，
３００ｍｍｏｌ?Ｌ高浓度咪唑洗脱目的蛋白质，经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
鉴定，结果显示穿透液未见目的蛋白质条带，提示 α１Ｍ与
Ｎｉ２＋亲和层析柱结合良好，目的蛋白质在３００ｍｍｏｌ?Ｌ咪唑时
被大量洗脱，但亦可见少量杂蛋白质条带（图１），以上结果
表明镍离子亲和层析纯化效果良好，但仍需进一步纯化。

注：１泳道为全菌破碎液；２泳道为上清液；３泳道为镍柱上样后

的穿透液；４、５、６泳道分别为２０、４０、１００ｍｍｏｌ?Ｌ浓度咪唑洗脱

液；７泳道为蛋白Ｍａｒｋｅｒ；８、９泳道均为３００ｍｍｏｌ?Ｌ浓度咪唑洗

脱液；１０泳道为ＨｉｔｒａｐＱ柱纯化样品；１１、１２泳道为经分子筛纯

化后样品

图１　α１Ｍ蛋白质纯化结果分析

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆα１Ｍａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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　　通过ＥｘＰＡＳｙ对α１Ｍ进行等电点预测约为５．８４，故选择
阴离子交换层析 ＨｉｔｒａｐＱ进行纯化。将上述３００ｍｍｏｌ?Ｌ高
浓度咪唑洗脱的样品在５０ｍｍｏｌ?ＬＮａＣｌ低盐条件下与阴离
子交换层析柱结合，采用０～１０００ｍｍｏｌ?ＬＮａＣｌ盐梯度洗脱，
分管收集洗脱峰，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定。结果显示在目的蛋
白质约在２５０～３００ｍｍｏｌ?Ｌ盐浓度下洗脱（图２），电泳结果
显示目的蛋白质 α１Ｍ的纯度得到进一步提高，但是虽然有
可见的杂蛋白质（图１），尚需要进一步纯化。

注：目的蛋白峰对应ＮａＣｌ浓度约为１５０～３００ｍｍｏｌ?Ｌ
图２　样品经ＨｉｔｒａｐＱ柱纯化图

Ｆｉｇ．２　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｆｔｅｒＨｉｔｒａｐＱｃｏｌｕｍｎ

　　收集经过ＨｉｔｒａｐＱ纯化的α１Ｍ洗脱峰样品，超滤浓缩至
１ｍｌ后至分子筛Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５进一步纯化，结果显示，在６５．３
和７２．７ｍｌ处有２个洗脱峰（图３），经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定
均为α１Ｍ条带（图１）。计算其对应的分子量为３８．１和２９．３
ｋＤ（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５标定结果：ＬｏｇＭＷ＝－０．０１５４Ｖｅ＋５．５８６，
Ｒ２＝０．８９５），约为其理论分子量（２４ｋＤ）的１．５和１倍，表明
α１Ｍ在溶液可能以单体和二聚体体２种聚集状态存在。收
集两个洗脱峰对应的样品合并后用低盐缓冲液倍比稀释脱

盐，最终浓缩至约１ｍｌ，Ｂｒａｄｆｏｒｄ测蛋白浓度约为９．０ｍｇ?ｍｌ。

注：目的蛋白峰为并肩双峰，对应洗脱体积分别为６５．３、７２．７ｍｌ
图３　样品经分子筛纯化图

Ｆｉｇ．３　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｆｔｅｒｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

２．３　ＡＢＴＳ法检测α１Ｍ蛋白质活性结果分析
由图４结果可看出：对照实验显示 ＡＢＴＳ＋·测定液在各

时间点检测的吸收光谱均未发生明显变化（图４Ａ），而待测
样品α１Ｍ蛋白质与ＡＢＴＳ＋·测定液的混合液则随时间的递
进，在ＡＢＴＳ特征吸收峰波长３４０ｎｍ处吸收值不断升高，而
在ＡＢＴＳ＋·特征吸收峰波长４１５ｎｍ及７３５ｎｍ处吸收值不断
下降，尤其在５ｍｉｎ内下降明显（图４Ｂ）。

注：Ａ图为未加待测样品ＡＢＴＳ＋·测定液分别在１、５、１０ｍｉｎ和

２０ｍｉｎ时的吸收光谱；Ｂ图为α１Ｍ（２μｍｏｌ?Ｌ）与ＡＢＴＳ＋·测定

液混合液分别在１、５、１０ｍｉｎ和２０ｍｉｎ时的吸收光谱

图４　ＡＢＴＳ法检测样品活性结果图

Ｆｉｇ．４　Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎα１ＭａｎｄＡＢＴＳｒａｄｉｃａｌ

３　讨　论

α１Ｍ是由ＡＭＢＰ基因编码，该基因同时还编码
一种蛋白酶抑制剂—Ｂｉｋｕｎｉｎ，它和α１Ｍ是目前在动
物中唯一发现以融合形式进行共翻译、表达的两种

蛋白质［６］，而且这种翻译表达方式与 ＡＭＢＰ基因的
在鱼类、哺乳动物等中具有高度的保守性［７］。α１Ｍ
进化上高度保守性与体内分布的广泛性［２］提示该蛋

白质具有重要生理作用。经过多年的研究，发现

α１Ｍ可能具有还原酶活性，能还原细胞色素Ｃ，高铁
血红蛋白质，硝基蓝四唑，参与血红素的降解和自由

基的清除，具有保护机体免受氧化性损伤的功能［８］，

但具体的反应底物和反应机制仍然不清楚。重组表

达获得大量有活性的 α１Ｍ蛋白质以解析其三维结
构，并应用定点突变等方法研究其结构和功能间关

系，并为其生理功能的破译提供重要研究基础。

鉴于α１Ｍ在动物体内的重要作用，国内外众多
课题组均希望获得大量的 α１Ｍ蛋白质。以往研究
者们都是从肾小管疾病或肾衰竭病人尿中提取α１Ｍ
蛋白质，此法步骤多，产率低，且容易造成目的蛋白

质降解。后来陆续有学者应用原核表达系统和真核
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表达系统来获得α１Ｍ重组蛋白质，文献报道均为产
率低且为包涵体，进而导致其纯化与复性步骤复杂

及低活性等问题［９］。本文通过生物信息学分析，发

现α１Ｍ氨基酸序列的Ｎ端为跨膜结构，而跨膜结构
域的存在是导致重组蛋白质的包涵体表达的重要原

因。为此本研究截去 α１Ｍ的 Ｎ端跨膜结构域的多
个氨基酸，成功构建了ＰＷ２８α１Ｍ重组质粒，并在大
肠杆菌系统中获得了上清表达。应用镍离子亲和层

析纯化、阴离子交换层析和分子筛等高效的蛋白质

纯化手段，获得高纯度的 α１Ｍ蛋白质（纯度大于
９５％），为后续的体外生物学活性检测及蛋白质三维
结构的解析提供了重要的研究基础。

本文选用ＡＢＴＳ法对α１Ｍ进行了初步的生物学
活性鉴定。从本文结果可以看出，α１Ｍ 加入
ＡＢＴＳ＋·测定液后，在５ｍｉｎ内与 ＡＢＴＳ＋·迅速发生
反应，使其含量明显降低，而还原性 ＡＢＴＳ含量增
高，提示本研究获得的重组α１Ｍ为具有生物活性的
蛋白质，具有一定的抗氧化能力。

本文利用生物信息学分析，成功构建了能够在

大肠杆菌系统中上清表达的 ＰＷ２８α１Ｍ的质粒，并
应用镍离子亲和层析纯化、阴离子交换层析和分子

筛等纯化获得了纯度大于９５％的 α１Ｍ样品，应用
ＡＢＴＳ法检测发现该重组蛋白质具有一定的抗氧化
活性。下一步本研究将通过蛋白质晶体学方法获得

α１Ｍ蛋白质三维结构，并基于结构研究其执行还原
酶活性的分子机制，同时研究其不同聚集形式对其

功能的影响。
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