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重组 TRX-BNP融合蛋白的构建和表达 
Construction and expression of a recombinant fusion protein of thioredoxin-B-type natriuretic peptide 

游晓华 ，秦永文 ，黄盛 东 ，袁 扬 ，龚德军 

(1．第二 军医大学 长海 医院心血管内科 ，上海 200433；2．长海 医院胸 心外科 ) 

[摘要] 目的：构建人 B型钠尿肽(BNP)表达质粒，用 pET原核表达系统制备重组抗原 TRX—BNP融合蛋 白。方 法 ：根据 

GenBank中检索到的人 BNP成熟蛋白序列编码，设计合成编码 BNP一32蛋 白的 DNA，并分别在 5 端和 3 端设计 oRI和 

HindⅢ酶切位点，经聚合酶链反应(PCR)、构建重组质粒 pET32a．BNP，并在 BL21(DE3)经 IPTG诱导表达，Ni—NTA亲和层 

析制备 TRX—BNP。通过 DNA测序、融合蛋白的相对分子质量分析及 Western印迹来鉴定 TRX—BNP质粒及表达的BNP抗 

原的正确性。结果 ：DNA测序结果表明，所获得的 BNP基因编码序列符合序列设计的要求，正确插入设计位点，重组质粒 

pET32a．BNP构建成功。IPTG诱导后 SDS-PAGE电泳显示有特异性蛋 白TRX-BNP表达，蛋 白相对分子质量 21 400，Ni— 

NTA亲和纯化，在 UVP凝胶成像分析系统上作定量分析，BNP蛋白纯度达到 95 。Western印迹结果证实TRX-BNP蛋白 

特异性表 达。 结 论 ：成功制备 TRX—BNP融合 蛋 白。 
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B型钠尿肽 (B-type natriuretic peptide，BNP)是 1988年 

由日本学者 Sudoh等Ll 最初由猪脑分离出来的一种由 32个 

氨基酸构成的多肽类神经激素，曾被命名为脑钠肽 (brain 

natriuretic peptide)，但其主要来 自于心室。当心室前后负荷 

加重，心室壁受牵张时迅速、大量分泌，具有拮抗 肾素一血管 

紧张素一醛固酮系统(RASS)和交感神经系统 (SNS)的作用， 

减轻血管阻力 ，减轻心脏前后负荷 ，增加心 输出量 ，增 加肾小 

球滤过率并减 少集合管钠的重吸收 ，从 而增 加尿液 的生成并 

增加钠的排出等作用L2。]。血浆 BNP浓度与心功能密切相 

关，可用于指导心衰的诊断和治疗L| ]。本研究拟制备重组 

BNP融合蛋白，为今后以其作抗原制备 BNP抗体，建立一套 

BNP检测方法奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 质粒 pET32及 大肠杆 菌 BL21(DE3)购 自 No— 

vagen公司 ；EcoR I、HindⅢ、T DNA 连接 酶 购 自 NEB公 

司 ；质 粒纯化 试 剂盒购 自 QIAGEN 公司 ；DNA分 子量 标 准 

品及 PCR试 剂 购 自 TaKaRa公 司 ，IPTG 购 自 Amersco公 

司；引物合成由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。 

1．2 BNP基 因获得 在 GenBank中检索 到人 BNP成熟 蛋 

白序列 为：SPK MVQ GSG CFG RKM DRI SSS SGL GCK 

VLR RH。根据大肠杆菌 (E．coli)的 密码子 使用偏 好 ，将蛋 

白序列转化为 DNA序列：AGC CCG AAA ATG GTG CAG 

GGC AGC GGC TGC TTT GGC CGT AAA ATG GAT 

CGT ATT AGC AGC AGC AGC GGC CTG GGC TGC 

AAA GTG CTG CGT CGT CAT。设计 Oligo DNA 以及 引 

物 ，拼接表 达人 BNP的基因序列 。BNP Oligo 1：agc ccg aaa 

atg gtg cag ggc agc ggc tgc ttt ggc cgt aaa atg gat cgt att agc 

ag，BNP Oligo 2：gac gac gca gca ctt tgc agc cca ggc cgc tgc 

tgc tgc taa tac gat cca ttt tac；正 向引物 ：cgg aat tca gcc cga 

aaa tgg tgc ag，反 向引物 ：cca agc ttt taa tga cga cgc agc ac。 

BNP Oligo 1和 BNP Oligo 2用 ddHzO溶解 ，浓 度均 为 100 

mol／L；配置聚合酶链反应(PCR)反应体系，作 PCR扩增， 

条件为 ：94℃ 1 min；94℃ 30 S，56℃ 30 S，68℃ 1 min；加 

BNP正向引物和反向引物各 1 tA (浓度 为 1 tlmol／L)；重 复 

上述步骤 ，28个循环。PCR产物用 QIAGEN PCR产 物纯 化 

试剂盒纯化洗脱液 。 

1．3 重组质粒 pET32．BNP构建 以 pET32a质粒、BNP基 

因PCR产物、EcoR I、HindⅢ配 置酶切反应体系，制备 

BNP基 因和 pET32a质粒 EcoRI／HindⅢ双酶切产物 ；配置 

连接反应体 系，连接过夜 ；连接产物转 入 DH5a感 受态细胞 ； 

接种 6个单菌落，37℃过夜培养；用 QIAGEN Plasmid spin 

kit抽提质粒 ，用 QIAGEN质 粒纯 化试 剂盒纯 化 重组 质粒 ， 

进行 PCR扩增 ，条 件 为 ：94℃ 1 min；94℃ 30 S、56℃ 30 S、 

72℃ 1 min，30个循环 。PCR产物进 行 1 琼脂 糖凝胶 电泳 

分析；取阳性质粒测序验证克隆基因序列的正确性。 

1．4 重组蛋 白 TRX—BNP的诱导表 达 与纯化 按 Novagen 

公司 pET原核表达系统的操作规程将重组质粒pET32．BNP 

转入 BL21(DE3)感受态细胞培养，培养至 D6 值约为 0．4； 

加 IPTG 至 终 浓 度 1 mmol／L诱 导 表 达 ，收 获 菌 体 ；15 

SDS-PAGE电泳分析诱导前后总菌体蛋白，观察表达水平； 

离心 收 集 诱 导 表 达 菌 体 ；冰 浴 超 声 破 菌 ；破 菌 液 4℃ ， 

12 000 r／min转速离心 10 rain，收集上清；SDS-PAGE蛋白电 

泳鉴 定；用 Ni-NTA亲和层析柱纯化 重组 BNP蛋 白；收集洗 

脱液，SDS-PAGE蛋 白电泳，确定纯化效率 。 

1．5 重组蛋 白 TRX—BNP Western印迹鉴 定 取细菌 诱导 

前后总蛋 白和纯化后 TRX-BNP蛋 白样 品，SDS-PAGE凝胶 

电泳，转印至硝酸纤维素膜上，3 BSA溶液封闭过夜；加羊 

抗人 BNP多克隆抗体(se一18813，美国Santa Cruz公司)，室 
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裂基因 ，包含 3个 外显 子 和 2个 内含 子。采用 基 因工 程 方 

法 ，将 目的片段克隆到表达载体从而获得重组 蛋 白是常 用的 

制备 目的蛋 白 的方法 。 目前 有原 核 和真 核两 类 表达 系统 。 

其中原核表达系统 表达相 对简单 ，具有产 量高 、易操作 、稳定 

性 好等优点 ，另外 ，它也是 目前 了解最 深入 全面的 基因工 程 

表达系统 ，所 以我 们决定 选用 原核 系统制 备 BNP蛋 白。现 

在应用十分广泛的 pET系统，是由 Studier等利用与启动子 

配套能高效 转 录 特 定基 因 的外 源 RNA 聚合 酶 构 建 的 T 

RNA聚合酶／启动子系统 。与其他 E．coli启动子系统 (Lac， 

Tac，PL)不同 ，由于 E．coli的 RNA 聚合酶 不能 识别 T 

启动子，当没有 T RNA聚合酶时，则不存在基础转录，从 

而使克隆与表达两步很好的分离。许多难用其他 E．coli表 

达系统 表达 的基 因可在 pET 系统 中高效 稳 定地 克 隆 和表 

达 。正是基于上述原 因 ，我 们选择 pET32作为 BNP基因的 

表达载体。pET一32系列是用于克隆和高水平表达融合了硫 

氧还蛋 白(thioredoxin，Trx)的载体 质粒 ，采用 蛋 白质工 程改 

造的硫氧还蛋白即将其中 2个氨基酸突变成 His，在空间立 

体结构上形成 3个组氨酸位点(His—patch)，其克隆位点包含 

His．Taq和 S．Taq 序列【 ，该两个 序列具有 识别和纯化作 

用 ，从而产生融合蛋 白。硫氧还蛋 白作 为分子 内伴 侣可 以帮 

助许多基因在 E．coli细胞 内正确折叠 。宿主菌我 们选 择 了 

具有较低蛋白酶活性的大肠杆菌 BI 21(DE3)。从本实验诱 

导后菌体蛋 白电泳 的结 果来 看 ，在 目的融合 蛋 白 TRX—BNP 

相对分子质量相近的位置(21 000)，诱 导后 菌液较诱 导前 出 

现明显 的新增 的特异性蛋 白条带 ，提示 目的蛋 白在 IPTG诱 

导下已经得到表达 。而 表达必须 有较 高水 平才能 满足 下一 

步研究的需 要 ，从 UVP凝胶成像系统分析结果来看 ，本研究 

的表达水平超过 3O (目的蛋 白／菌体总蛋 白)，达到 了研究 

的预期目的。采取了镍(Ni)亲和柱层析法，BNP得到较高程 

度的纯化 ，薄层扫描分析表 明，纯度达 95 。综上所述 ，以原 

核表达系统 pET32制备 BNP是获取该蛋 白稳定 、可靠 、实用 

的方法。采用镍(Ni)亲和柱层析法提取和纯化蛋 白获得了 

高纯度的 BNP蛋 白。 

人血浆 BNP浓 度 随着 心功 能 衰竭 程度 加重 而 逐 渐升 

高，通过检测血浆 BNP水平可以判断心衰程度及预后，尤其 

在心衰的临床表现 尚未 出现时 ，BNP浓度 的升 高可 先于 目前 

其他检测手段预测 心功能 ，以利于心 衰 的早期 治疗l7 j。近 

来研究 者们对 BNP在高血压病 、急 性冠脉综 合征 、心律失常 

等心血管疾病 中的诊治 价值 也越 来越 关 注lg’ j。由于 各种 

BNP试 剂尚未标准化 ，国 内检 测 BNP浓 度均依 赖各种 国外 

的试剂盒，参考范围和 cut off值在不同测定方法不同，测得 

的结果亦不同，而且检测费用昂贵，在一定程度上限制了临 

床对 BNP检测的广 泛 开展 。鉴 于 BNP在 心血 管领域 的重 

要作用 ，结合 国内检测 BNP不尽 人意 的现状 ，本研 究通过基 

因工程技术合成重组 BNP蛋白，准备制备 BNP的单克隆抗 

体，拟 自行研制 BNP单抗检测试剂盒，为临床提供有效 、快 

速 、经济 的 BNP检测方法 。 
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