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猪重链铁蛋白的可溶性表达与纯化及纳米颗粒自组装*

岳凯1,韩雪英2,冷超粮1,刘家兴1,姚伦广1**,刘阳坤1**

(1.南阳师范学院生命科学与农业工程学院,河南省畜禽保健品工程技术中心,河南南阳
 

473061;2.西北农林科技大学动物医学院)

【摘要】 目的 通过原核表达系统制备高可溶性的猪铁蛋白纳米颗粒,以期用于抗原递呈和纳米疫苗开发等研究。 
方法 以提取的猪心脏总RNA为模板,RT-PCR扩增猪重链铁蛋白(Sus

 

scrofa
 

ferritin
 

heavy
 

chain,FTH1)基因。将目

的片段连接到克隆载体pEASY-Blunt
 

Zero,并对其进行双酶切鉴定和测序。将测序正确的FTH1基因克隆至含 MsyB
促溶标签的原核表达载体中,构建重组质粒pET28a-MsyB-FTH1。将重组质粒转化至大肠埃希菌BL21(DE3)感受态细

胞并进行最佳表达条件的优化,用Ni-NTA亲和层析法纯化重组蛋白,通过 Western
 

blot和透射电镜观察对该蛋白进行

分析与鉴定。 结果 成功扩增出大小为543
 

bp的FTH1基因片段,构建的重组质粒pET28a-MsyB-FTH1转化至

DE3感受态细胞后经IPTG诱导表达分子质量约为37
 

ku的可溶性融合蛋白。优化的最佳诱导表达条件为温度37
 

℃,

IPTG终浓度0.6
 

mmol/L、诱导时间6
 

h。Western
 

blot
 

检测纯化的重组蛋白能被相应抗体识别。透射电镜观察到大小

均一、粒径约10
 

nm的颗粒结构。 结论 利用大肠埃希菌可溶性表达并纯化了猪重链铁蛋白,该蛋白具有反应原性,

可自组装成纳米颗粒,为新型猪疫苗的研制奠定了实验基础。
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【Abstract】 Objective This
 

study
 

aimed
 

to
 

prepare
 

high
 

soluble
 

swine
 

ferritin
 

nanoparticles
 

in
 

E.
 

coli,for
 

the
 

applica-

tion
 

in
 

the
 

study
 

of
 

antigen
 

presentation
 

and
 

nano-vaccine
 

development. Methods Sus
 

scrofa
 

heavy
 

chain
 

ferritin
 

(FTH1)
 

gene
 

was
 

amplified
 

from
 

the
 

porcine
 

heart
 

sample
 

by
 

RT-PCR
 

and
 

ligated
 

to
 

the
 

cloning
 

vector
 

pEASY-Blunt
 

Ze-
ro,and

 

then
 

it
 

was
 

identified
 

by
 

double
 

enzyme
 

digestion
 

and
 

sequenced.
 

After
 

identification,FTH1
 

gene
 

was
 

inserted
 

into
 

pET28a-MsyB
 

vector,and
 

then
 

transformed
 

into
 

E.coli
 

BL21
 

(DE3)
 

to
 

explore
 

the
 

induction
 

conditions.
 

Then
 

the
 

ex-

pressed
 

protein
 

was
 

purified
 

by
 

Ni-NTA
 

affinity
 

chromatography,analyzed
 

by
 

Western
 

blot,and
 

detected
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscope. Results The
 

FTH1(
 

gene
 

with
 

the
 

size
 

of
 

543
 

bp
 

was
 

successfully
 

amplified
 

and
 

the
 

soluble
 

re-
combinant

 

protein
 

with
 

molecular
 

weight
 

of
 

37
 

ku
 

was
 

obtained.
 

After
 

optimizing
 

the
 

induction
 

conditions,the
 

expressed
 

protein
 

was
 

analyzed
 

by
 

SDS-PAGE.
 

The
 

expression
 

was
 

the
 

highest
 

at
 

37
 

℃,IPTG
 

concentration
 

0.6
 

mmol/L
 

and
 

in-
duction

 

for
 

6
 

h.
 

The
 

purified
 

recombinant
 

protein
 

was
 

ultimately
 

identified
 

using
 

Western
 

blot.
 

The
 

result
 

of
 

transmission
 

electron
 

microscope
 

showed
 

that
 

the
 

purified
 

protein
 

could
 

self-assemble
 

into
 

nanoparticles
 

with
 

the
 

diameter
 

of
 

10
 

nm. 
Conclusion The

 

soluble
 

FTH1
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed
 

and
 

purified,and
 

it
 

could
 

self-assemble
 

into
 

nanoparti-
cles,which

 

provided
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

development
 

of
 

novel
 

porcine
 

nano
 

vaccines.
【Key

 

words】 Sus
 

scrofa
 

heavy
 

chain
 

ferritin;soluble
 

expression;nanoparticles;self-assembly

 ***动物传染病是畜禽养殖过程中面临的主要风险,
不仅直接影响着养殖业的健康发展,而且可能会对公

共安全造成严重威胁。疫苗接种是防控此类疾病最有

效的措施之一,但灭活苗和弱毒苗等传统疫苗在制备

过程中需要对传染性病原体进行培养、减毒或灭杀,存
在着生产成本高、无法区分自然感染和疫苗免疫动物

等缺陷以及潜在的安全风险,给动物传染病的防控带

来困难[1]。因此,迫切需要研制出一种安全高效和价
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格低廉的基因工程疫苗,而利用铁蛋白(Ferritin)纳米

颗粒开发有效的候选疫苗正是一种备受关注的新兴技

术[2]。
作为天然的生物纳米颗粒之一,铁蛋白是调控细

胞内铁代谢平衡的重要功能蛋白,普遍存在于几乎上

所有生物[3]。铁蛋白结构在动物、植物和微生物中高

度保守,主要由矿物质内核和蛋白外壳两部分组成,其
中蛋白外壳为一个由24个铁蛋白亚基组成的球形空

心笼状 结 构,其 内 径 和 外 径 分 别 约 为8
 

nm 和12
 

nm[4]。铁蛋白外壳结构稳定,耐受高温(70
 

~
 

80
 

℃)
和多种变性剂(尿素、胍类解离剂等)[5]。但是,铁蛋白

对pH变化敏感,在pH
 

2.0的酸性条件下会解聚成铁

蛋白亚基,当pH恢复到7.0时又重新组装成球形纳

米笼结构,这个性质有助于在笼状结构内部包裹一些

药物、抗生素等小分子活性物质,实现目标分子的缓释

或靶向释放[6-7]。铁蛋白纳米笼的外表面也可以通过

化学处理或基因融合的方式进行修饰,将诊断指示剂

或抗原蛋白展示在笼状结构外表面,应用于疾病诊断

和疫苗开发等领域[8-9]。近年来,铁蛋白纳米颗粒作为

免疫原载体已经成为研究热点,被应用于多种疾病的

亚单位疫苗制备[10-12],有望成为一种理想的抗原递呈

和疫苗开发平台。
哺乳动物铁蛋白由重链(H)和轻链(L)共同组成,

并且不同组织铁蛋白中 H 链和L链的比例不同:H
链多存在于心脏和大脑中,其分子质量为21

 

ku;L链

多存在于肝脏和脾脏中,其分子质量为19
 

ku[13]。人

源重链铁蛋白是目前研究最多的一种铁蛋白,已被广

泛应用于纳米颗粒疫苗的开发,但是关于猪源铁蛋白

的研究报道较少。李滨州等[14]利用pET32a原核载

体成功表达猪源重链铁蛋白,但主要以包涵体形式表

达,可溶性比例较低。本研究拟克隆猪重链铁蛋白基

因,利用大肠埃希菌原核表达系统可溶性表达并纯化

重组蛋白,通过透射电子显微镜观察纳米颗粒结构的

组装,为猪铁蛋白纳米疫苗的研制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 细菌和载体 大肠埃希菌Trans1-T1和BL21
(DE3)感受态细胞,以及pET28a-MsyB载体均由南阳

师范学院河南省畜禽保健品工程技术中心保存。

1.2 主要试剂 RT-PCR试剂盒,PrimeSTAR
 

GXL
 

DNA聚合酶和T4
 

DNA连接酶均购自日本TaKaRa
公司;琼脂糖凝胶回收试剂盒和质粒小量提取试剂盒

购自美国 OMEGA
 

Bio-tek公司;Trizol,限制性内切

酶BamH
 

Ⅰ、Xho
 

Ⅰ,以及蛋白质分子质量标准均购

自赛默飞世尔科技(中国)有限公司;DNA
 

Marker,

IPTG,氨苄青霉素,卡那霉素及Ni-NTA蛋白纯化试

剂盒购自生工生物工程(上海)股份有限公司;鼠源

Anti-His单克隆抗体、HRP标记的山羊抗鼠IgG购

自武汉三鹰生物技术有限公司。

2 方法

2.1 引物设计与合成 根据GenBank公布的猪重链

铁蛋白基因(Sus
 

scrofa
 

ferritin
 

heavy
 

chain,FTH1)
序列(登录号:NM213975.1),利用 Primer

 

Premier
 

5.0 软 件 设 计 一 对 特 异 性 引 物。上 游 引 物:5'-
GGATCCATGACGACCTCGTGCTCCTCG-3';下 游

引 物:5'-CTCGAGGCTCTCACTGCTCCCCAGG
 

-
3'。下划线处分别为BamH

 

Ⅰ和 Xho
 

Ⅰ酶切位点,
预计扩增片段长度为555

 

bp。引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成。

2.2 猪重链铁蛋白基因的PCR扩增及克隆 参照

Trizol试剂说明书从猪心脏组织中提取总RNA,通过

1.0%琼脂糖凝胶电泳和分光光度计检测RNA浓度、
纯度及完整性。以提取的 RNA 为模板,按照 RT-
PCR试剂盒说明书反转录合成cDNA,以此为模板进

行PCR扩增。PCR反应体系(50
 

μL):cDNA
 

1
 

μL,5
×GXL

 

Buffer
 

10
 

μL,dNTP
 

Mixture(2
 

mmol/L)4
 

μL,上、下游引物(10
 

μmol/L)各1
 

μL,PrimeSTAR
 

GXL
 

DNA聚合酶2
 

μL,ddH2O
 

31
 

μL。PCR反应条

件:98
 

℃预变性3
 

min;98
 

℃变性10
 

s,55
 

℃退火15
 

s,68
 

℃延伸30
 

s,共32个循环;68
 

℃延伸5
 

min。

PCR产物用1.0%琼脂糖凝胶电泳检测,经胶回收试

剂盒纯化回收目的DNA。回收的 DNA与pEASY-
Blunt

 

Zero克隆载体连接后转化大肠埃希菌Trans1-
T1感受态细胞,经PCR和酶切鉴定正确的质粒委托

生工生物工程(上海)股份有限公司测序,测序正确的

阳性质粒命名为pEASY-Blunt-FTH1。

2.3 pET28a-MsyB-FTH1重组表达质粒的构建和鉴

定 用限制性内切酶BamH
 

Ⅰ和Xho
 

Ⅰ将pEASY-
Blunt-FTH1质粒和pET28a-MsyB载体同时进行双

酶切,纯化的酶切产物经T4
 

DNA连接酶连接,连接

产物转化至大肠埃希菌 Trans1-T1感受态细胞。提

取重组质粒进行BamH
 

Ⅰ和Xho
 

Ⅰ双酶切鉴定,鉴定

正确后命名为pET28a-MsyB-FTH1。

2.4 重组蛋白的诱导表达及可溶性分析 将重组质

粒pET28a-MsyB-FTH1转化大肠埃希菌BL21(DE3)
感受态细胞,挑取单菌落至5

 

mL的LB培养液中培

养,然后取1
 

mL新鲜菌液加入100
 

mL含卡那霉素抗

性的LB液体培养基中,37
 

℃、180
 

r/min恒温振荡培

养至菌体A600 值为0.6~0.8时,加入终浓度为0.5
 

mmol/L的IPTG,37
 

℃、180
 

r/min诱导6
 

h;收获菌

体重并悬于1×PBS缓冲液(pH7.4)中,超声破碎
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(300
 

W,工作5
 

s,间歇5
 

s,超声破碎共5
 

min)后

12
 

000
 

r/min离心10
 

min,分别收集上清和沉淀,同
时取诱导前重组蛋白为对照,通过SDS-PAGE凝胶电

泳观察重组蛋白表达情况并对其进行可溶性分析。

2.5 重组蛋白最佳诱导条件的优化

2.5.1 重组蛋白最佳诱导温度的确定 取重组质粒

pET28a-MsyB-FTH1表达阳性的新鲜菌液按照1︰

100的比例接种到5
 

mL含卡那霉素抗性的LB液体

培养基中,于37
 

℃、180
 

r/min恒温振荡培养至菌体

A600 值为0.6~0.8时,加入终浓度为0.5
 

mmol/L的

IPTG,分别于25
 

℃、30
 

℃和37
 

℃,180
 

r/min诱导6
 

h后收集菌体,通过SDS-PAGE凝胶电泳分析确定重

组蛋白表达最佳诱导温度。

2.5.2 重组蛋白最佳诱导时间的确定 取重组质粒

pET28a-MsyB-FTH1表达阳性的新鲜菌液按照1︰

100的比例接种到5
 

mL含卡那霉素抗性的LB液体

培养基中,分别在诱导3、4、5、6、7和8
 

h后收集菌体,
通过SDS-PAGE凝胶电泳分析确定重组蛋白表达最

佳诱导时间。

2.5.3 重组蛋白最佳诱导剂浓度的确定 取重组质

粒pET28a-MsyB-FTH1表达阳性的新鲜菌液按照1
︰100的比例接种到5

 

mL含卡那霉素抗性的LB液

体培养基中,于37
 

℃、180
 

r/min恒温振荡培养至菌

体A600 值为0.6~0.8时,分别加入终浓度为0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0和1.2
 

mmol/L的IPTG,于37
 

℃、

180
 

r/min诱导6
 

h后收集菌体,通过SDS-PAGE凝

胶电泳分析确定重组蛋白表达最佳IPTG浓度。

2.6 重组蛋白纯化 将超声破碎后以可溶性形式表

达的重组蛋白上清液用0.45
 

μm滤器过滤,然后按照

Ni-NTA蛋白纯化试剂盒说明书纯化重组蛋白。先用

Binding
 

Buffer平衡镍层析柱,然后将过滤后的滤液加

入层析柱,用 Washing
 

Buffer和Elution
 

Buffer洗层

析柱,将洗脱后的液体分别收集并进行SDS-PAGE电

泳鉴定。

2.7 纯化蛋白的 Western
 

blot分析 将纯化的蛋白

样品经SDS-PAGE电泳后转印至PVDF膜上,用5%
脱脂乳溶液(TBST缓冲液配制)4

 

℃封闭过夜;用

TBST缓冲液洗涤3次,每次10
 

min;加入鼠源Anti-
His单克隆抗体(1︰5000),置60

 

r/min摇床室温孵

育2
 

h,用TBST缓冲液洗涤3次,每次10
 

min;加入

HRP标记的山羊抗鼠IgG(1︰3000),60
 

r/min摇床

室温孵育1
 

h,TBST洗3次,每次10
 

min;用ECL显

色液显色,在凝胶成像系统上观察并拍照。

2.8 纯化蛋白的透射电镜观察 取10
 

μL纯化的重

组蛋白滴加到碳覆盖的铜网膜上,吸附3~5
 

min,用
滤纸吸去多余样品;滴加ddH2O清洗铜网,吸去多余

液体;滴加1滴2%磷钨酸染色2
 

min,吸取染色液,室
温晾干铜网,使用透射电子显微镜观察颗粒的形态及

大小。

结 果

1 目的基因FTH1的PCR扩增与分析

用反转录的猪重链铁蛋白cDNA为模板,用设计

的特异性引物进行PCR扩增,用1.0%琼脂糖凝胶检

测,扩增片段约为500
 

bp,与预期理论值(555
 

bp)一致

(图1)。测序表明该猪重链铁蛋白基因的开放性阅读

框大小为543
 

bp,编码181个氨基酸,pI值为6.32。
该猪重链铁蛋白基因与NBCI上公布的猪重链铁蛋白

(NM213975.1)同源性为99.63%。

M DNA标志物(Trans2K
 

Plus) 1 FTH1基因PCR产物
图

 

1 猪FTH1基因PCR扩增结果

M Trans2K
 

Plus
 

DNA
 

marker 1 PCR
 

amplification
 

product
 

of
 

FTH1
 

gene
Fig.1 PCR

 

amplification
 

of
 

Sus
 

scrofa
 

FTH1
 

gene

2 pET28a-MsyB-FTH1重组表达质粒的构建及鉴定

取 pEASY-Blunt-FTH1 质 粒 和 pET28a-MsyB
载体同时进行双酶切,纯化的酶切产物经T4

 

DNA连

接酶连接,构建重组质粒pET28a-MsyB-FTH1。用

BamH
 

Ⅰ和Xho
 

Ⅰ双酶切重组质粒,得到5
 

659
 

bp
和555

 

bp两条酶切片段(图2),与预期相符,pET28a-
MsyB-FTH1重组表达质粒构建正确。

3 融合蛋白的诱导表达及可溶性分析

重组原核表达质粒pET28a-MsyB-FTH1共编码

329个氨基酸(包括 His标签和 MsyB促溶标签在

内),理论分子质量约为37
 

ku。SDS-PAGE电泳显

示,重组菌诱导后超声上清和沉淀均在约37
 

ku处出

现蛋白带(图3),与预期相符,而且目的蛋白大部分存

在于上清中,说明融合蛋白主要以可溶性形式表达。

4 融合蛋白最佳诱导条件的确定

将重组表达质粒pET28a-MsyB-FTH1转化大肠

埃希菌BL21(DE3)感受态细胞,分别对不同诱导温

度、诱导时间及IPTG浓度诱导表达的目的蛋白进行

SDS-PAGE电泳分析,确定最佳诱导条件。结果显
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示,重组蛋白的最佳诱导温度为37
 

℃(图4),最佳诱

导时间为6
 

h(图5),最佳IPTG浓度为0.6
 

mmol/L
(图6)。

  M DNA标志物(Trans2K
 

Plus) 1 pET28a-MsyB-FTH1
 

未酶
切 2 pET28a-MsyB-FTH1

 

经BamHⅠ和XhoⅠ双酶切
图

 

2 重组质粒pET28a-MsyB-FTH1双酶切鉴定

M Trans2K
 

Plus
 

DNA
 

marker 1
  

pET28a-MsyB-FTH1
 

plasmid
 2 pET28a-MsyB-FTH1

 

plasmid
 

digested
 

by
 

BamH
 

Ⅰ
 

and
 

Xho
 

Ⅰ
Fig.2 Double

 

enzyme
 

digestion
 

identification
 

of
 

recombinant
 

plasmid
pET28a-MsyB-FTH1

  M 蛋白分子质量标准(15-150
 

ku) 1 未诱导全菌 2 诱导全

菌 3 诱导全菌超声破碎上清 4 诱导全菌超声破碎沉淀

图
 

3 重组蛋白SDS-PAGE电泳分析

M PageRulerTM
 

Prestained
 

Protein
 

Ladder,15
 

to
 

150
 

ku 1 To-
tal

 

cellular
 

protein
 

before
 

IPTG
 

induction 2 Total
 

cellular
 

protein
 

af-
ter

 

IPTG
 

induction 3 Induced
 

expression
 

supernatant 4 Induced
 

expression
 

supernatant
Fig.3 Expression

 

and
 

identification
 

results
 

of
 

recombinant
 

protein

5 重组蛋白的纯化及鉴定

对重组菌超声破碎后含有重组蛋白的上清利用镍

柱亲和层析进行纯化,收集洗脱液进行SDS-PAGE电

泳分析。结果显示,洗脱液中目的蛋白条带较单一(图

7)。经 Western
 

blot鉴定,该纯化蛋白能与鼠源Anti-
His单克隆抗体的特异性结合,反应条带位于约37

 

ku
处,与预期相符(图8)。表明纯化的重组蛋白具有反

应原性。

6 纯化蛋白的透射电镜观察

将纯化的重组蛋白调整蛋白浓度为0.5
 

mg/mL,
利用透射电子显微镜进行观察,蛋白质呈现为均匀的

纳米级颗粒,粒径约为10
 

nm(图9),与预期的铁蛋白

纳米颗粒大小相符。表明通过大肠埃希菌表达系统可

溶性表达的猪重链铁蛋白成功组装为纳米颗粒。

  M 蛋白分子质量标准(10-180
 

ku) 1 未诱导全菌 2 25
 

℃
诱导的重组菌超声破碎上清 3 30

 

℃诱导的重组菌超声破碎上清 4
 37

 

℃诱导的重组菌超声破碎上清
图

 

4 不同诱导温度表达的重组蛋白SDS-PAGE分析

M PageRulerTM
 

Prestained
 

Protein
 

Ladder,10
 

to
 

180
 

ku 1 To-
tal

 

cellular
 

protein
 

before
 

IPTG
 

induction 2 Induced
 

expression
 

su-
pernatant

 

at
 

25
 

℃ 3 Induced
 

expression
 

supernatant
 

at
 

30
 

℃ 4 
Induced

 

expression
 

supernatant
 

at
 

37
 

℃
Fig.4 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

with
 

different
induction

 

temperatures

  M 蛋白分子质量标准(10-180
 

ku) 1 未诱导全菌 2~7 分
别为IPTG诱导3、4、5、6、7、8

 

h的重组菌超声破碎上清
图

 

5 不同诱导时间表达的重组蛋白SDS-PAGE分析

M PageRulerTM
 

Prestained
 

Protein
 

Ladder,10
 

to
 

180
 

ku 1 To-
tal

 

cellular
 

protein
 

before
 

IPTG
 

induction 2-7 Supernatant
 

of
 

recom-
binant

 

protein
 

expressed
 

at
 

3,4,5,6,7
 

and
 

8
 

h,respectively
Fig.5 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

with
 

different
induction

 

time

讨 论

铁蛋白外壳由24个蛋白亚基自组装而成,其中每

3个蛋白亚基组成一个三聚体亚单位,8个三聚体亚单

位再组装成一个中空的球形结构[15]。每个铁蛋白亚

基的N端暴露于球形结构的外表面,将抗原蛋白通过

基因工程的方法与铁蛋白N端融合表达后,目标抗原

蛋白就会展示到自组装形成的铁蛋白球形结构外表

面,形成纳米颗粒疫苗[8]。而且由于铁蛋白亚基独特

的自组装方式,其N端融合表达的抗原蛋白会随着铁

蛋白的自组装而形成三聚体结构,这对于表达天然构
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  M 蛋白分子质量标准(10-180
 

ku) 1 未诱导全菌 2~7 
IPTG终浓度依次为0.2、0.4、0.6、0.8、1.0和1.2

 

mmol/L诱导6
 

h的
重组菌超声破碎上清

图
 

6 不同IPTG浓度诱导表达的重组蛋白SDS-PAGE分析

M PageRulerTM
 

Prestained
 

Protein
 

Ladder,10
 

to
 

180
 

ku 1 To-
tal

 

cellular
 

protein
 

beforeIPTG
 

induction 2-7 Supernatant
 

of
 

recom-
binant

 

protein
 

expressed
 

at
 

0.2,0.4,0.6,0.8,1.0
 

and
 

1.2
 

mmol/L,re-
spectively

Fig.6 SDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

with
 

different
IPTG

 

concentrations

  M 蛋白分子质量标准(10-180
 

ku) 1 未诱导全菌 2 诱导后
全菌 3~6 重组菌超声破碎上清第1~4次洗脱液

图
 

7 纯化重组蛋白的SDS-PAGE分析

M PageRulerTM
 

Prestained
 

Protein
 

Ladder,10
 

to
 

180
 

ku 1 To-
tal

 

cellular
 

protein
 

before
 

IPTG
 

induction 2 Total
 

cellular
 

protein
 

af-
ter

 

IPTG
 

induction 3-6 The
 

1st
 

to
 

the
 

4th
 

elution
 

of
 

Elution
 

Buffer,
respectively

Fig.7 SDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

purification

  M 蛋白分子质量标准(10-180
 

ku) 1 纯化重组蛋白与鼠源

Anti-His单克隆抗体反应条带
图

 

8 纯化蛋白的 Western
 

blot分析

M PageRulerTM
 

Prestained
 

Protein
 

Ladder,10
 

to
 

180
 

ku 1 Pu-
rified

 

protein
Fig.8 Western

 

blotting
 

analysis
 

of
 

purified
 

protein

象为三聚体的抗原来说具有显著优势,可以最大程度

还原抗原蛋白的构象表位,有利于提高 其 免 疫 原

性[16-17]。同时,铁蛋白由于其耐高温和对pH 敏感的

特性还可以被应用于口服疫苗的开发。总之,基于铁

蛋白纳米颗粒的研究工作,为以后抗原递呈和疫苗研

发提供了一种新的思路。

图
 

9 透射电子显微镜观察重组蛋白纳米结构

Fig.9 Transmission
 

electron
 

microscope
 

observation
 

of
 

recombinant
protein

 

nanoparticle

为了搭建铁蛋白纳米颗粒平台,可利用多种表达

系统对铁蛋白进行体外表达[18-21]。在这些表达系统

中,大肠埃希菌具有遗传背景清楚、操作简单、生长繁

殖速度快、成本低廉、可快速大规模生产等优势,非常

适用于铁蛋白的生产,是目前铁蛋白表达的首要选择。
然而,目前成功表达的铁蛋白主要来源于人和细菌(幽
门螺旋杆菌、激烈火球菌、大肠埃希菌等),其它物种来

源的铁蛋白的研究报道较少[2]。考虑到选择宿主来源

的铁蛋白作为抗原递呈载体,在疫苗免疫后会将诱导

铁蛋白自身免疫的可能性最小化,本研究利用 RT-
PCR克隆了猪重链铁蛋白基因,并选择pET-28a(+)
原核表达系统进行蛋白的重组表达。

铁蛋白原核表达大多以包涵体形式存在,而包涵

体纯化涉及到变性和复性,不仅操作繁琐,而且使用的

变性剂和去垢剂等可能会影响蛋白性质,这对于蛋白

的进一步应用是不利的[22],因此提高铁蛋白的可溶性

是原核表达系统迫切需要解决的技术问题。研究表

明,MsyB是大肠埃希菌中存在的极酸性多肽,可使融

合蛋白的净负电荷增加,提高亲水性,增加融合蛋白的

可溶性[23]。有研究报道 MsyB可使单独表达时以包

涵体形式存在的牛肠激酶(bovine
 

enterokinase,EK)
和烟草蚀纹病毒蛋白酶(Tobacco

 

etch
 

virus
 

protease,

TEV)的可溶性表达量超过总表达量的60%[23-24]。因
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此,为了促进铁蛋白的可溶性表达,本试验将 MsyB标

签与猪重链铁蛋白进行了融合表达。结果显示,利用

带有 MsyB标签的原核表达质粒在37
 

℃条件下可获

得高效可溶性表达的重组猪重链铁蛋白。表明极酸性

多肽 MsyB显著提高了猪重链铁蛋白的可溶性,可为

其它包涵体蛋白的可溶性表达提供参考。
本研究利用原核表达系统可溶性表达猪重链铁蛋

白,通过多次摸索不同诱导温度、诱导时间及IPTG浓

度,最终确定在37
 

℃和IPTG终浓度为0.6
 

mmol/L
的条件下诱导6

 

h,蛋白表达量较高。将表达的蛋白

纯化后进行 Western
 

blot分析,显示该蛋白能被鼠源

Anti-His单克隆抗体识别,即具有反应原性。纯化的

融合蛋白通过透射电子显微镜可观察到大小均一的颗

粒,其粒径约10
 

nm,与人重链铁蛋白大小相近[25]。
表明猪重链铁蛋白成功组装为纳米颗粒。

综上所述,本研究利用大肠埃希菌原核表达系统

可溶性表达了猪重链铁蛋白,纯化的重组蛋白纯度较

高且具有反应原性,透射电镜观察该蛋白在体外自组

装为具有纳米结构的铁蛋白纳米颗粒,为融合抗原蛋

白制备新型疫苗研究奠定了基础。
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