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达，获得ＧＳＴ－ｐ５０融合蛋白。聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）结果显示，ＧＳＴ－ｐ５０蛋白主要以可溶形式高效表
达。经谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）磁珠纯化及蛋白免疫印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）鉴定，所表达的ＧＳＴ－ｐ５０蛋白具有良好的反
应原性。研究结果为进一步开展兔ＮＦ－κＢ互作蛋白及信号通路的研究奠定了基础。
　　关键词：ＮＦ－κＢ；ｐ５０蛋白；原核表达；鉴定；兔
　　中图分类号：Ｓ８５８．２９１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）２２－０２２３－０３

收稿日期：２０１９－０９－１６
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１６００１３０）；现代农业产业技术
体系建设专项资金（编号：ＣＡＲＳ－４３－Ｃ－１）。

作者简介：胡　波（１９８２—），男，江苏南京人，博士，副研究员，主要从
事畜禽疫病防控与兽医生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｕｂｏｌｓｈｇ＠
１６３．ｃｏｍ。
通信作者：王　芳，博士，研究员，主要从事畜禽疫病防控及免疫机理
研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｒｗａｎｇｆａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ。

　　ＮＦ－κＢ家族是细胞中一类重要的转录调控因子，包含
ＲｅｌＡ（ｐ６５）、ＲｅｌＢ、Ｃ－Ｒｅｌ、ＮＦ－κＢ１（ｐ５０）和ＮＦ－κＢ２（ｐ５２）５
个成员。该蛋白家族成员以同源或异源二聚体形式存在，包

括ｐ５０同源二聚体、ｐ６５同源二聚体和 ｐ５０／ｐ６５异源二聚体
等，其中ｐ５０／ｐ６５异源二聚体是 ＮＦ－κＢ最广泛的形式［１］。

ＮＦ－κＢ在免疫应答、炎症反应、细胞增殖和凋亡中均发挥重
要的调控作用［２－４］，对其的研究一直是信号转导和免疫学研

究领域的热点。

ｐ５０蛋白含有大小为 ２４ｋｕ的 ＮＦ－κＢ同源结构域 Ｒｅｌ
ｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎ（ＲＨＤ），具有 ＤＮＡ结合、二聚化及核转位等
功能，在ＮＦ－κＢ介导的调控作用中发挥重要作用［５］。研究

发现，ｐ５０同源二聚体对机体的炎症反应有抑制作用，且

ＨＤＡＣ１与ｐ５０的相互作用能抑制炎症相关基因的表达［６］。

此外，ｐ５０在肾细胞癌及胶质母细胞瘤中也发挥重要的调控
作用，ｐ５０的缺失可降低肿瘤生长并延长生存期［７－９］。

兔作为一种重要的试验动物，其 ＮＦ－κＢ分子及其调控
机制的研究尚未展开，在各种病理状态下其 ＮＦ－κＢ通路的
激活／抑制及其关键分子的作用研究均缺乏相应的基础和手
段。本研究通过表达 ＮＦ－κＢｐ５０亚基，以期为研究兔
ＮＦ－κＢ通路调控机制及在相关疾病中的作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　质粒和菌株
序列优化的ＮＦ－κＢｐ５０基因由南京金斯瑞生物科技有

限公司合成并连接于 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体；Ｅ．ｃｏｌｉＯｒｉｇａｍｉＢ
（ＤＥ３）感受态细胞购自上海唯地生物技术有限公司。
１．２　主要试剂和工具酶

ＢｌｕｅＰｌｕｓⅡ ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ（蛋白分子量标准，北京全式
金生物技术有限公司）；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶快速配制试剂盒
（上海碧云天生物技术有限公司）；兔抗人 ＮＦ－κＢｐ５０蛋白
多克隆抗体（南京善本生物科技有限公司）；酶标山羊抗兔

ＩｇＧ（ＨＲＰ－ＩｇＧ）购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司；ＧＳＴ
磁珠购自南京金斯瑞生物科技有限公司；氯化钠、磷酸氢二
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钠、氯化钾等试剂均为国产分析纯。

１．３　兔ＮＦ－κＢｐ５０蛋白的序列分析
以ＤＮＡＳｔａｒ软件对ｐ５０蛋白序列进行氨基酸比对及功能

区分析，并采用 Ｄｉｓｕｌｆｉｎｄ在线工具（ｈｔｔｐ：／／ｄｉｓｕｌｆｉｎｄ．ｄｓｉ．
ｕｎｉｆｉ．ｉｔ／）进行二硫键预测及分析。
１．４　重组表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ｐ５０的获得

采用 ＯｐｔｉｍｕｍＧｅｎｅＴＭ软件对兔 ｐ５０基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ
Ｎｏ．ＸＭ０１７３４７３８６）进行大肠杆菌密码子优化，优化序列经合
成后连接至 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体中，获得重组表达载体
ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ｐ５０。
１．５　ＧＳＴ－ｐ５０融合蛋白的诱导表达

将重组质粒ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ｐ５０转化大肠杆菌 Ｏｒｉｇａｍｉ
Ｂ（ＤＥ３）菌 株，挑 取 单 菌 落 接 种 到 含 氨 苄 青 霉 素
（１００μｇ／ｍＬ）、卡那霉素（５０μｇ／ｍＬ）和四环素（２０μｇ／ｍＬ）的
ＬＢ液体培养基中，３７℃培养过夜，按１∶１００体积比将培养物
接种于含以上３种抗生素的新鲜 ＬＢ液体培养基中，振荡培
养至Ｄ６００ｎｍ值为 ０．６时，加入终浓度为 ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙
基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），１６℃诱导表达过夜，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心收集菌体，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）重悬后冰
浴超声破碎，分别收集上清和沉淀，进行１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳分析。

１．６　ＧＳＴ－ｐ５０蛋白的纯化及蛋白免疫印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
鉴定

按“１．５”节的方法大量诱导表达ＧＳＴ－ｐ５０蛋白，经超声
破碎后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心收集上清液，采用 ＧＳＴ磁珠纯化目
的蛋白，具体操作按ＧＳＴ磁珠说明书进行。将纯化后的ＧＳＴ－
ｐ５０蛋白进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，采用半干转印法将蛋白转移至聚
偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，以针对 ｐ５０的多克隆抗体（１∶１０００
稀释）为一抗，ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００稀释）为二抗
进行反应，ＥＣＬ（增强化学发光法）显色观察结果。

２　结果与分析

２．１　兔ｐ５０序列分析
以ＤＮＡＳｔａｒ软件对ｐ５０序列进行分析，结果表明，兔 ｐ５０

基因全长１２９９ｂｐ，编码４３２个氨基酸。参照已报道的人ｐ５０
蛋白ＮＴＤ、ＤＤ、Ｌｉｎｋｅｒ和Ｆｌｅｘｉｂｌｅｒｅｇｉｏｎ等区域划分，通过氨基
酸序列比对，发现兔ｐ５０蛋白同样存在相同的功能区（图１）。
对兔ｐ５０基因编码蛋白的进一步分析显示，兔 ｐ５０蛋白的相
对分子质量为４７４０４．８３，等电点（ｐＩ）为７．４６，序列中共含有
７个半胱氨酸（Ｃｙｓ）。通过 Ｄｉｓｕｌｆｉｎｄ在线工具进行二硫键预
测，结果表明，ｐ５０蛋白单体共可形成３对二硫键，分别位于
ＮＴＤ区和Ｌｉｎｋｅｒ区（表１）。

表１　预测的二硫键位点

二硫键数 二硫键位点 二硫键所在区域

１ ６１ａａ～８７ａａ ＮＴＤ区
２ １１８ａａ～１２３ａａ ＮＴＤ区
３ ２６１ａａ～２７２ａａ Ｌｉｎｋｅｒ区

２．３　ＧＳＴ－ｐ５０蛋白的表达及纯化
将重组质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ｐ５０转化 Ｅ．ｃｏｌｉＯｒｉｇａｍｉＢ

（ＤＥ３）菌株，经 ＩＰＴＧ诱导表达，超声破碎后，上清和沉淀的
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果显示，在约７６ｋｕ处有１条明显的蛋白
条带，与预期大小一致（图２），表明重组 ＧＳＴ－ｐ５０蛋白主要
以可溶形式表达。经ＩｍａｇｅＪ软件分析，上清中ＧＳＴ－ｐ５０蛋
白量是包涵体的３．０７倍（图３）。
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２．４　ＧＳＴ－ｐ５０蛋白的纯化及鉴定
采用ＧＳＴ磁珠对表达上清中 ＧＳＴ－ｐ５０蛋白进行纯化，

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳表明，获得了纯化的 ＧＳＴ－ｐ５０蛋白，
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定结果显示，所表达纯化的融合蛋白能被 ｐ５０
抗体特异性识别（图４），表明ｐ５０蛋白表达正确。

３　讨论

获得大量纯化的蛋白质是蛋白质理化性质和功能研究的

基础，迄今大肠杆菌表达系统由于其遗传背景清楚、表达高

效、经济方便等特点仍然是最常用的蛋白质表达系统。大肠

杆菌表达外源蛋白可分为胞外分泌、周质表达和胞质表达３
种形式。胞质表达方式的蛋白质表达量最高，但易形成无活

性的包涵体，须经过复杂的变性复性过程才能得到有活性的

目的蛋白［１０］，因此提高蛋白的可溶性表达是原核表达中须要

重点考虑的因素之一。

已有研究表明，人源和猪源 ＮＦ－κＢｐ５０蛋白质在大肠
杆菌中均以包涵体形式表达，须进行变性、复性、纯化等一系

列处理才能用于后续研究［１，１１］，且蛋白复性的效率并不高。

目前普遍认为包涵体的形成是因为二硫键错配导致错误折叠

的结果，且优化密码子、降低表达温度、分子伴侣、融合表达可

溶性多肽等方法是提高蛋白质可溶性表达的主要策略［１２－１５］。

因此本研究中，首先对 ｐ５０蛋白质序列及二硫键形成进行了
分析，发现ｐ５０序列含有７个半胱氨酸，其中６个可形成３对
二硫键，分别位于ＮＴＤ和Ｌｉｎｋｅｒ区域。这些二硫键在表达过
程中能否正确折叠和配对可能对所表达的ｐ５０蛋白质的可溶
性及活性十分关键。因此本研究选择了可高效促进蛋白二硫

键正确折叠的 ＯｒｉｇａｍｉＢ（ＤＥ３）大肠杆菌作为表达宿主菌。
此外，优化ｐ５０基因序列密码子、采用 ＧＳＴ融合表达载体及
１６℃低温诱导等方法，成功表达了 ｐ５０蛋白质。经分析，其
可溶性蛋白表达量是包涵体的３倍以上，实现了 ｐ５０蛋白质
的高效可溶表达，为后续 ｐ５０相互作用蛋白质及 ＮＦ－κＢ信
号通路的研究奠定了基础。
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