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铁蛋白轻链的原核表达、纯化及其多克隆抗体的制备

金　蕾，张慧珍，杨继要，赵向锋，王　琳，吴逸明

（郑州大学公共卫生学院职业卫生与职业医学教研室，郑州４５０００１）

［摘要］　目的：构建ＦＴＬ的原核表达载体，获得ＦＴＬ纯化蛋白，制备抗体，为研究其生物学作用奠定基础。方法：采用基因重

组技术将ＰＣＲ扩增的ＦＴＬ基因产物与原核表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）连接，转化入大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），通过ＰＣＲ、单双酶切及测序

鉴定构建结果，用ＩＰＴＧ诱导蛋白表达，将融合蛋白纯化后，免疫日本大白兔，制备ＦＴＬ多抗，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检验抗体特异

性。结果：成功地构建了ＦＴＬ的原核表达载体，经大肠杆菌中诱导表达、镍亲和层析柱纯化，得到较纯的相对分子质量约２５８００

的融合蛋白，免疫日本大白兔后得到多抗血清，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示此多克隆抗体与ＦＴＬ蛋白特异性结合。结论：本研究获得

ＦＴＬ纯化蛋白，制备了ＦＴＬ多克隆抗体，为进一步研究ＦＴＬ的作用机制及其在肺癌组织中的表达情况奠定了基础。
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　　铁蛋白轻链（ｆｅｒｒｉｔｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，ＦＴＬ）是铁蛋
白的一种亚基。铁蛋白（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）是一种普遍存在于
生物体内的保守性较高的多功能多亚基生物蛋白，
是细胞内主要的铁储存蛋白。在体内，铁蛋白的主
要生理功能是储存机体中的过剩铁，避免产生铁中
毒和释放铁给需铁的细胞，用于体内生物合成含铁
的蛋白质或酶［１３］，因此它可以避免过量铁通过

Ｆｅｎｔｏｎ反应产生活性氧（ＲＯＳ），从而起到保护机体
免受氧化损伤的作用［４］。目前，ＤＮＡ的氧化损伤与
肿瘤之间的关系已较明确，因此铁蛋白与肿瘤之间
关系的研究也备受人们关注。铁蛋白含有２种不同
的亚基，分别为肝脏型（Ｌ型）和心脏型（Ｈ型），也称
为轻链Ｌ（～１９５００）和重链 Ｈ（～２１０００）。铁蛋白

Ｈ亚基与肿瘤之间关系的研究已有很多，二者关系
已较确定，而与之具有５５％序列同源性的铁蛋白Ｌ

基是否具有类似作用，此问题也开始引起一些研究
人员的重视。

　　目前，在肝癌、胃癌等［５６］肿瘤的研究中都发现

有铁蛋白Ｌ亚基的异常表达。本课题组运用比较蛋
白质组学技术也发现ＦＴＬ基因在肺癌组织中存在
异常表达，提示该蛋白可能在肺癌的发生发展中起
着重要作用［７］。本研究拟通过构建ＦＴＬ原核表达
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载体，获得重组蛋白纯品，制备以该融合蛋白为抗原
的抗体，从而为进一步研究其在肺癌发生、发展中的
生物学功能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　质粒与菌株、动物　大肠杆菌ＢＬ２１及原核表
达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）由本实验室保存。日本大白兔
购自河南省实验动物中心。

１．２　主要仪器及试剂　ＴＧＬ１６Ｇ高速低温离心
机，Ｇｅｎｅ公司的凝胶成像系统，ＨＩＴＡＣＨＩ公司 Ｕ
２００１紫外分光光度计，上海新芝生物技术研究所

ＪＹ９２Ⅱ超声波细胞破碎仪，上海新芝生物技术研究
所数控超级低温恒温槽，ＢｉｏＲａｄ公司 ＰＯＷＥＲ／

ＰＡＣ２００半干式电转移槽。

　　ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自ＴａＫａＲａ，

ＤＮＡ标准相对分子质量 Ｍ１５０００＋２０００、１００ｂｐ
Ｍａｒｋｅｒ、蛋白标准分子质量（１４４００～９４０００）、ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒、日常型质粒ＤＮＡ 抽提试剂盒均
系Ｖｉｔａｇｅｎ产品，ＩＰＴＧ 购自 Ｍｅｒｃｋ公司，ｄＮＴＰ、

ＤＮＡＴａｑｐｌｕｓＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自上海生工生物工程
技术公司，ＨｉｇｈＡｆｆｉｎｉｔｙＮｉＩＤＡＲｅｓｉｎ购自 Ｇｅｎｅ
Ｓｃｒｉｐｔ公司，透析袋、还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）、氧化
型谷胱甘肽（ＧＳＳＨ）购自Ｒｏｃｈｅ公司；羊抗兔ＩｇＧ
ＨＲＰ购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ，硝酸纤维素膜购自郑州康桥生
物公司，其他试剂均为国产分析纯。

１．３　ＦＴＬ基因的ＰＣＲ扩增　根据ＧｅｎＢａｎｋ中的

ＦＴＬ的ｃＤＮＡ序列，结合质粒载体ｐＥＴ３０ａ（＋）上
的多克隆位点，运用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计
引物，ＦＴＬ的上游引物５′端加ＥｃｏＲⅠ酶切位点，在
下游引物５′端加ＸｈｏⅠ酶切位点，引物序列为：上游
引物：５′ＣＡＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＧＣＴＣＣＣＡＧ３′
（２１ｂｐ），下游引物：５′ＡＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＣ
ＧＴＧＣＴＴ３′（２１ｂｐ），反应条件：９５℃预变性１０
ｍｉｎ，然后９５℃变性５０ｓ，５２．８℃复性５０ｓ，７２℃延
伸５０ｓ，共循环３２次，最后７２℃终延伸１０ｍｉｎ，４℃
停止。以从肺癌组织中提取的ＲＮＡ逆转录的ｃＤ
ＮＡ为模板扩增ＦＴＬ。

１．４　ＦＴＬ基因表达载体的构建及鉴定　将ＦＴＬ
基因的ＰＣＲ扩增产物行１．０％琼脂糖凝胶电泳，参
照ＶｇｅｎｅＤＮＡ凝胶回收试剂盒说明进行胶回收，
用限制性核酸内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ对回收后的

ＦＴＬ基因产物和空质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）分别进行双酶
切，再分别进行凝胶回收，按照ＤＮＡｖｅｃｔｏｒ摩尔
比为８１的比例混合，加入Ｔ４ 连接酶，在数控超级
低温恒温槽中１６℃连接过夜，取１０μｌ连接产物转

化２００μｌ大肠杆菌ＢＬ２１感受态细胞，挑取卡那霉
素筛选的阳性克隆培养后提取质粒，对质粒进行单、
双酶切和ＰＣＲ鉴定。将酶切和ＰＣＲ鉴定后的阳性
重组质粒送北京三博远志公司测序，测序结果与

ＧｅｎＢａｎｋ中的序列进行比较和分析。

１．５　ＦＴＬ融合蛋白的诱导表达及ＳＤＳＰＡＧＥ取重
组菌ＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａＦＴＬ）的３７℃过夜培养物（含卡
那霉素６０ｍｇ／Ｌ）５０μｌ接入到５ｍｌ含卡那霉素（终
浓度为６０ｍｇ／Ｌ）的ＬＢ液体培养基中，３７℃，２６０ｒ／

ｍｉｎ振荡培养至 Ｄ６００≈０．５时，加入化学诱导剂

ＩＰＴＧ至终浓度为０．０３ｍｍｏｌ／Ｌ，继续培养，在培养
的第０、１、２、３、４、５小时，分别取出０．５ｍｌ菌液制备
电泳样品，并以空ＢＬ２１及空质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）的诱
导产物为对照。

１．６　ＦＴＬ包涵体的复性和融合蛋白的纯化　２００
ｍｌ菌体培养液诱导表达后离心收集菌体，用ＰＢＳ洗
涤２次，重悬菌液，加入ＰＭＳＦ、溶菌酶，超声破碎后
于４℃１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，收集沉淀，最后用含

５ｍｏｌ／Ｌ尿素的０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ（ｐＨ８．５）重悬，
室温作用１５ｍｉｎ后，４℃，１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，收
集上清。将上清装入透析袋放入透析液 Ⅰ（２０

ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，４ｍｍｏｌ／Ｌ尿

素，２ｍｍｏｌ／ＬＧＳＨ，１ｍｍｏｌ／ＬＧＳＳＨ，ｐＨ７．４）中
复性，４℃过夜。次日，将透析袋放入透析液Ⅱ（２０

ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）中，不断摇

动，每４ｈ换液１次，更换３次后透析过夜。取出经
复性处理的溶液，将 ＨｉｇｈＡｆｆｉｎｉｔｙＮｉＩＤＡＲｅｓｉｎ装
柱后进行亲和层析，纯化ＦＴＬ融合蛋白，具体步骤
见 ＨｉｇｈＡｆｆｉｎｉｔｙＮｉＩＤＡＲｅｓｉｎ说明书。

１．７　ＦＴＬ融合蛋白含量和浓度分析　纯化后的样
品进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，并用Ｇｅｎｅｔｏｏｌｓ分析融合
蛋白含量，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。

１．８　多克隆抗体的制备　从纯化后收集的纯度较
高的样品中（第３管）取１ｍｌ（浓度为１ｍｇ／ｍｌ）与等
体积弗氏完全佐剂充分混合，背部皮下多点注射日
本大白兔，每间隔２周加强免疫１次，共加强３次。
末次免疫后１周心脏采血，分离血清，分装置－２０℃
冻存。

１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＦＴＬ 融合蛋白免疫学活
性　将纯化的融合蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ、半干转印，转
移至硝酸纤维素滤膜上（转印条件为：１０Ｖ，３０
ｍｉｎ）。用制备的兔抗 ＦＴＬ 血清为一抗，羊抗兔

ＩｇＧＨＲＰ为二抗，进行抗原抗体反应，经 ＤＡＢ显
色，至目的条带染色清晰时终止反应。
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２　结　果

２．１　ＦＴＬ基因的ＰＣＲ扩增　以ｃＤＮＡ为模板，用

ＤＮＡＴａｑｐｌｕｓｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ扩增出单一特异条带，
大小５００～６００ｂｐ，与预期５２８ｂｐ分子大小一致。
表明已获得人 ＦＴＬ基因，取４μｌ扩增产物进行

１．０％琼脂糖凝胶电泳，结果如图１所示。

图１　ＦＴＬ基因扩增条带

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＦＴＬｇｅｎｅ
Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１５：ＦＴＬｓｔｒａｎｄｓｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．２　ＦＴＬ基因表达载体的构建及鉴定结果　挑取

重组子阳性克隆培养后抽提质粒，对质粒进行单、双

酶切鉴定。结果显示，质粒单酶切产物长度为５．９５

ｋｂ左右，双酶切产物分别是５．４２ｋｂ和０．５２ｋｂ，与

预期结果一致。以阳性质粒为模板，用ＦＴＬ基因的

上下游引物进行特异ＰＣＲ，扩增出５２８ｂｐ的片段

（图２），证明ｐＥＴ３０ａＦＴＬ重组质粒构建成功。

图２　重组质粒ｐＥＴ３０ａＦＴＬ的鉴定

Ｆｉｇ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＭ１５０００＋２０００；１：ＥｃｏＲⅠｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３０ａＦＴＬ；２：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３０ａ

ＦＴＬｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＥｃｏＲⅠａｎｄＸｈｏⅠ；３：Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｂｙ

ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；４：ＥｃｏＲⅠｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＥＴ３０ａ（＋）ｐｌａｓｍｉｄ

　　对重组质粒ｐＥＴ３０ａＦＴＬ测序，由起始密码子

ＡＴＧ到终止密码子ＴＡＧ止，扩增得到的目的基因
片段具有完整的阅读框。将测序结果输入 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ，经ＢＬＡＳＴ软件分析，与人ＦＴＬ基因ｃＤＮＡ
序列进行比较，同源性达到９９．８％，有１个碱基突
变，即序列中的第３６１个碱基Ｃ被 Ｔ置换，密码子

ＣＴＧ变为ＴＴＧ，编码的氨基酸均为亮氨酸，因此对
蛋白结构和功能不会有影响。

２．３　ＦＴＬ在ＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａＦＴＬ）中的表达　将重
组质粒以０．０３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导表达时，蛋白诱
导表达不同时间的ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示，在２５８００
处均有蛋白条带，与ＦＴＬ融合蛋白的相对分子量一
致，在诱导４ｈ时蛋白表达量最高（图３）。

图３　０．０３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导不同时间
蛋白表达的ＳＤＳＰＡＧＥ结果

Ｆｉｇ３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＦＴＬｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ０．０３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓ

１：ＢＬ２１ｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ４ｈ；２：ｐＥＴ３０ａ（＋）ｐｌａｓｍｉｄｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ４ｈ；３：

ＲｅｃｏｍｂｉｎａｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ３０ａＦＴＬｗｉｔｈｏｕｔＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．Ｍ：Ｐｒｏ

ｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ（１４４００９４０００）；４８：Ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ａｔ０．３０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧｆｏｒ１，２，３，４ａｎｄ５ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．４　ＦＴＬ融合蛋白的纯化结果和分析　用 Ｈｉｇｈ
ＡｆｆｉｎｉｔｙＮｉＩＤＡＲｅｓｉｎ进行亲和层析纯化融合蛋
白，ＳＤＳＰＡＧＥ检查蛋白纯化结果，共收集４管，结
果融合蛋白主要出现在第１～３管中，其中第２管和
第３管目的蛋白量较大，收集波峰处样品，用Ｇｅｎｅ
ｔｏｏｌｓ软件分析纯化后的ＦＴＬ融合蛋白的纯度，其
中含量高达８５．４７％，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定纯化后目
的蛋白的浓度高达２．４７６ｍｇ／ｍｌ（图４）。

２．５　ＦＴＬ抗血清的检测结果　带有重组质粒ＦＴＬ
的ＢＬ２１诱导后的全菌蛋白及提取的肺腺癌、肺鳞
癌组织总蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ后，在半干式电转移仪
中将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，分别与１３００稀
释的免疫兔血清孵育进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析，结果
在（ｐＥＴ３０ａＦＴＬ）ＢＬ２１总蛋白中２５８０００处出现反
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应带，与预期融合蛋白位置一致，而在肺腺癌、肺鳞
癌组织总蛋白中ＦＴＬ蛋白表达位置１９５０００处有
反应带，而用免疫前取的兔血清（对照血清）孵育时
则没有反应带（图５）。

图４　亲和层析纯化ＦＴＬ融合蛋白结果

Ｆｉｇ４　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＦＴＬｆｕｓｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｂｙｈｉｇｈａｆｆｉｎｉｔｙＮｉＩＤＡｒｅｓｉｎ
Ｍ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ（１４４００９４０００）；１４：Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｆｏｕｒｔｕｂｅｓ

图５　ＦＴＬ表达蛋白与免疫兔血清反应 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果

Ｆｉｇ５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆＦＴＬｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｕｂａｔｅｄ

ｗｉｔｈｒａｂｂｉｔｓｅｒｕｍ（ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄ）

３　讨　论

　　目前，人们对于ＦＴＬ与肿瘤关系的认识，多是源
于在筛选肿瘤相关基因的过程中发现有ＦＴＬ基因的
异常表达。孙秀菊等［６］研究发现铁蛋白轻链等基因

在高级阶段胃癌中及转移的淋巴结中的表达持续高

于在正常黏膜的表达。Ｍａｒｅｓｃａ等［８］发现人为致使

ＦＴＬ基因表达下调的ＬＭ黑素瘤细胞总黑素水平显
著低于对照，同时伴有酪氨酸酶活动的急剧下降，这
表明ＦＴＬ的过量表达可能黑素瘤的发生有关。

　　还有一些研究发现在一些肿瘤中ＦＴＬ的表达
是下调的。Ｐａｒｋ等［９］在研究人肝细胞癌的铁消耗

分子机制时发现，与对照相比，在肝细胞癌组织中

ＦＴＬ的表达受到显著抑制或减少到不可检测的水
平。类似研究还有很多。Ｒｉｃｏｌｌｅａｕ等［１０］在寻找乳

腺癌相关的新型生物标志物时，发现有ＦＴＬ的低表
达，从而提示ＦＴＬ或许可以作为乳腺癌的诊断性标
志物。目前，关于铁蛋白轻链在肺癌组织中表达情

况的研究还不多，表达上调或是下调还不确定。

　　本实验拟先构建ＦＴＬ的原核表达载体，获得

ＦＴＬ蛋白纯品，为进一步通过动物实验及细胞实验
研究其生物学机制奠定基础。本研究中选用的载体

ｐＥＴ３０ａ（＋）是带有６个组氨酸标签的质粒，诱导表
达后形成的融合蛋白可通过镍离子亲和层析法进行

纯化，该方法是利用融合于重组蛋白的组氨酸标记
物与Ｎｉ２＋特异性结合，使其结合于吸附有Ｎｉ２＋的层
析介质上，然后再将其洗脱而达到分离的目的。该
方法特异性强，方便快捷，在本研究中纯化的铁蛋白
轻链纯度达到８５．４７％，可进一步优化纯化条件以
增加其纯度，获得高纯度样品。本实验利用ＦＴＬ蛋
白的原核表达产物经纯化后免疫新西兰大白兔，成
功制备了该蛋白的多克隆抗体，可用于检测肺癌组
织中ＦＴＬ蛋白的表达情况。

　　（志谢　本研究是在河南省分子医学重点学科
开放实验室完成，特此致谢！）
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