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摘　要：Ｎ１６蛋白具有抑制破骨和促进成骨作用，对骨质疏松疾病的治疗具有潜在的应用价值。采用 ｐＲＨｉｓ质
粒和ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ菌株，建立了表达产量较高的Ｎ１６ｐＲＨｉｓＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ表达体系；并建立了Ｎ１６蛋
白分离纯化工艺。该工艺表达方式简单，分离纯化操作简便，蛋白产量高，成本低，周期短，为进一步研究Ｎ１６
蛋白的功能奠定了基础。
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　　Ｎ１６蛋白相对分子质量为１６０００（切除信号肽
后相对分子质量为１２８００），富含 Ｇｌｙ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、
Ｃｙｓ等多种氨基酸，由 Ｓａｍａｔａ等［１］于１９９９年在马
氏珠母贝中发现。近期本课题组的研究表明，Ｎ１６
蛋白具有显著的促进成骨和抑制破骨的功能，对骨

质疏松症的治疗具有良好的应用价值［２］。但 Ｎ１６
蛋白在珍珠母中含量很低［３］，提取、分离困难，

且成本高。本研究首次采用生物工程技术制备Ｎ１６
蛋白，为进一步研究其生物学功能奠定了基础。

１　材料与方法
１１　实验仪器

ＰＣＲ仪：ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，型号Ｖｅｒｉｔｉ；
摇床：Ｓａｎｙｏ公司，型号 ＧａｌｌｅｎＫａｍｐ；恒温培养
箱：Ｓｈｅｌｄｏｎ公司，型号 １５００Ｅ；快速蛋白液相色
谱仪 （ＦＰＬＣ）：Ａｍｅｒｓｈａｍ 公 司，型 号 ＡＫＴＡ
ｐｒｉｍｅ；Ｔｒｉｚｏｌ：购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录试剂盒
（ＭＭＬＶ）：购自 ＴＡＫＡＲＡ公司；引物：购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＮＡ提取试剂盒：购自 ＢｉｏＭｅｄ公
司；质粒：香港中文大学邵鹏柱教授实验室提供；

限制性内切酶试剂盒：购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；连接酶
试剂盒：购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α：香港
中文大学邵鹏柱教授实验室提供；质粒抽提试剂

盒：购自 ＢｉｏＭｅｄ公司；ＬｕｒｉａＢｒｏｔｈ：购自 ＡＢＩ公
司，ＵＳＢｃｈｅｍｉｃａｌｓ；尿素：购自 ＡＢＩ公司，ＵＳＢ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓ；凝胶排阻层析柱：ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，柱体积３３０ｍＬ。
１２　实验方法
１２１　Ｎ１６蛋白表达体系的构建　将合浦珠母贝
Ｐｉｎｃｔａｄａｆｕｃａｔａ的外套膜切成小块，利用Ｔｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ
方法提取总ＲＮＡ，然后进行逆转录得出第一链 ｃＤ
ＮＡ。通过对美国国立生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ
ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）上收载的
Ｎ１６基因ＤＮＡ序列的分析，找出不含信号肽的编码区
域，依此设计引物 Ｎ１６Ｆ（５′ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＧＣＴ
ＧＴＣＣＡＴＴＡＴＡＡＧＴＧＣ３′）和 Ｎ１６Ｒ（５′ＣＧＧＧＡＴＣ
ＣＴＴＡＡＴＴＧＴＣＡＡＡＣＣＧＴＴＣ３′），引物包含有 Ｎｄｅ
Ⅰ 和 ＢａｍＨⅠ 酶切位点，然后以第一链 ｃＤＮＡ作
为模板进行ＰＣＲ扩增。对 Ｎ１６基因扩增产物进行
内切酶消化，在Ｔ４连接酶作用下连接到蛋白表达
载体。所选用质粒为 ｐＲＨｉｓＭＢＰ（质粒图谱如图１
所示），ＮｄｅⅠ为５′为酶切位点，ＢａｍＨⅠ为３′酶切
位点，筛选抗生素为氨苄青霉素 （Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）［４］。

将携带有 Ｎ１６基因的蛋白表达质粒转入大肠
杆菌 （ＢＬ２１ＤＥ３ｐｌｙｓＳ），将转化后的菌液接种至

ＬＢ培养板上 （平板上涂布有氨苄和氯霉素），

３７℃培养１６ｈ。挑取单菌落并转至５０ｍＬ新鲜的
液体培养基中 （含氨苄和氯霉素），３７℃震荡培养
１６ｈ，转速２２０ｒ／ｍｉｎ。吸取１０ｍＬ菌液至１Ｌ新鲜
的液体培养基中 （含氨苄和氯霉素），３７℃震荡培
养，转速２２０ｒ／ｍｉｎ，直至Ａ６００值达０６，然后加入
诱导剂异丙基硫代 －β－Ｄ－半乳糖苷 （ＩＰＴＧ）至
终浓度为０４ｍｍｏｌ／Ｌ，继续３７℃震荡培养１６ｈ，
转 速 ２２０ ｒ／ｍｉｎ。表 达 完 成 后 将 菌 液 离 心
（１２０００×ｇ，３ｍｉｎ），弃 上 清，将 菌 体 保 存 于
－２０℃冰箱中备用。
１２２　Ｎ１６蛋白的提取纯化　在每１Ｌ菌液收集
的菌体中加入１００ｍＬ的清洗液 （２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，ｐＨ８０），置于冰上超声破碎３０ｍｉｎ，离心
３０ｍｉｎ（１８０００×ｇ），弃上清液，重复前述步骤１
次。在收集的菌体中加入 １００ｍＬ的清洗液
（２ｍｏｌ／Ｌ尿素，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，φ ＝０１％
Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ８０），置于冰上超声 ３０ｍｉｎ，离心
３０ｍｉｎ（１８０００×ｇ），弃上清液，重复该步骤 １
次。在收集的菌体中加入５０ｍＬ溶解液 （８ｍｏｌ／Ｌ
尿素，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，４０ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇，
ｐＨ７０），置于冰上超声溶解３０ｍｉｎ，放入摇床摇
洗过夜 （转速为 ２２０ｒ／ｍｉｎ），然后离心 ３０ｍｉｎ
（１８０００×ｇ），收集上清液。使用截留相对分子质
量为３０００的浓缩离心管将上清液离心（３５００×ｇ），
直到样本浓缩至约６ｍＬ，然后用孔径为０４５μｍ
的滤膜过滤。将过滤后的样品注入快速蛋白液相色

谱仪 （ＦＰＬＣ），使用凝胶排阻层析法进行样品蛋白
的纯化。层析柱为 ＨｉＰｒｅｐ２６／６０ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－３００ＨＲ
（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ）；流动相为含８ｍｏｌ／
Ｌ尿素、２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、４０ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇
的水溶液 （ｐＨ７０）；流速为１５ｍＬ／ｍｉｎ；上限压
为０３ＭＰａ；进样量为５ｍＬ；每收集管收集容量为
５ｍＬ。最后采用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳法观察纯化效果。
１２３　Ｎ１６蛋白的去盐复性　根据电泳结果选取
含Ｎ１６蛋白的分液，合并加入到透析袋 （透过相

对分子质量限制为６０００～８０００）中，以１００倍体
积的磷酸盐缓冲液 （２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７０）于４℃
下渗透复性４ｈ，再将透析袋转至新鲜的１００倍体
积的磷酸盐缓冲液 （２０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７０）中，于
４℃下渗透复性过夜。
１２４　Ｎ１６蛋白的定量　将复性后的 Ｎ１６蛋白采
用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳法检测其纯度，并用紫外分光光
度法于２８０ｎｍ处测定吸光值。利用蛋白质研究工
具ＰｒｏｔＰａｒａｍ，根据 Ｎ１６蛋白的氨基酸序列计算其
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消光系数，并以公式 Ａ＝εｃｌ（Ａ为吸光值，ε为
消光系数，ｃ为蛋白浓度，ｌ为液层的厚度）计算
Ｎ１６蛋白的浓度。
１２５　Ｎ１６蛋白的Ｎ端测序　将含１０ｐｍｏｌ的Ｎ１６
蛋白以液氮急速冷冻，冻干２４ｈ后，委托台湾明
欣生物科技有限公司进行蛋白质 Ｎ端测序，共测
１０个循环。

２　结果与讨论
２１　Ｎ１６蛋白表达体系的建立

由图 １可见，本研究成功将 Ｎ１６蛋白基因
（不包括信号肽的编码区域）克隆到 ｐＲＨｉｓＭＢＰ蛋
白表达载体，插入位置为 ＮｄｅⅠ 和 ＢａｍＨⅠ 酶切
位点之间。通过对 Ｎ１６基因进行 ＤＮＡ测序，得到
Ｎ１６蛋白的 ＤＮＡ序列；相关资料已呈交到 ＮＣＢＩ，
ＤＮＡ序列登录号为ＫＪ０７８６４６。
２２　Ｎ１６蛋白表达

通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳法对Ｎ１６蛋白表达效果进
行了考察，如图２所示，转入空质粒的细菌不表达
Ｎ１６蛋白，而转入携带 Ｎ１６基因的质粒时，细菌
表达Ｎ１６蛋白，表明该体系适合Ｎ１６蛋白的表达；
对菌体破碎物离心后的上清和下层中 Ｎ１６蛋白的
含量进行检测，结果显示，上清中 Ｎ１６蛋白的含
量很低，而下层中 Ｎ１６蛋白的含量较高，提示该

表达体系表达 Ｎ１６蛋白的方式为包涵体表达，而
非可溶性表达；此外，在电泳图上，Ｎ１６蛋白的条
带比其他杂蛋白更明显，说明 Ｎ１６蛋白在菌体所
表达的总蛋白中占有较大的比例。由此可见，本体

系可以以包涵体表达的方式成功表达出 Ｎ１６蛋白，
且产量较高。

２３　Ｎ１６蛋白的纯化
由于细菌表达的 Ｎ１６蛋白存在于包涵体中，

故本研究利用其不溶于水的特性，于层析分离前进

行前期纯化。为考察前期纯化过程是否会导致Ｎ１６
蛋白的损失，本研究在每个步骤中提取同等比例的

样品，采用ｗ＝１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ进行电泳分析，比
较样品中的Ｎ１６含量。结果如图３所示，Ｎ１６的含
量于前期纯化步骤 １、２、３、４后并无明显变化，
即样品前处理的４次清洗均没有造成目标蛋白Ｎ１６
的明显损失。

样品前处理完成后，再采用色谱柱对 Ｎ１６蛋
白进行纯化。由于 Ｎ１６蛋白去掉信号肽后相对分
子质量约为１２８００，小于菌体所表达的其他蛋白的
相对分子质量，故本研究采用根据蛋白分子大小进

行分离的凝胶排阻层析法来纯化 Ｎ１６蛋白样品。
由图４可见，收集到的２８－３１号分液的 Ｎ１６蛋白
已与其它蛋白分开 （泳道中只有 Ｎ１６蛋白一条条
带），提示该纯化方法可行且分离效果理想。

图１　ｐＲＨｉｓＭＢＰ质粒图谱
Ｆｉｇ１　ＶｅｃｔｏｒｍａｐｏｆｐＲＨｉｓＭＢＰ
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图２　Ｎ１６蛋白表达ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＮ１６ｂｙＳＤＳＰＡＧＥ

Ｍ：蛋白质相对分子质量标准；１：为转入带 Ｎ１６蛋白基
因质粒的菌体经超声破碎后离心分出的上清；２：为转入
带Ｎ１６蛋白基因质粒的菌体破碎后离心分出的下层；３、
４：分别为转入空质粒 （不含 Ｎ１６基因的 ｐＲＨｉｓＭＢＰ质
粒）的对照菌体经超声破碎后离心分出的上清和下层

图３　前期纯化步骤１、２、３、４中Ｎ１６的含量
Ｆｉｇ３　Ｎ１６ｑｕａｎｔｉｔｙａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｙｉｎｇｓｔｅｐ１、２、３ａｎｄ４

１、２、３、４：分别代表菌体经 Ｔｒｉｓ缓冲液清洗第一次、
Ｔｒｉｓ缓冲液清洗第二次、Ｔｒｉｓ－２Ｍ尿素缓冲液清洗第一
次和Ｔｒｉｓ－２Ｍ尿素缓冲液清洗第二次后收集到的样品

图４　凝胶排阻层析法分离Ｎ１６蛋白
Ｆｉｇ４　Ｎ１６ｓｅｐｅｒａｔｉｏｎｂｙｇｅｌｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
Ｍ：代表蛋白质相对分子质量标准

２４　Ｎ１６蛋白测序
Ｎ１６蛋白 （不包含信号肽部分）测序结果如

图５所示。证实本研究所获得的蛋白属于Ｎ１６蛋

白家族。经 ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析，推算其消光系数为
４５８８０ｍｏｌ－１·Ｌ·ｃｍ－１［５］。

图５　Ｎ１６蛋白氨基酸序列
Ｆｉｇ５　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＮ１６

３　讨　论
本文首次建立了 Ｎ１６蛋白生物工程制备工艺，

包括 Ｎ１６蛋白的大肠杆菌表达体系的构建和 Ｎ１６
蛋白分离纯化方法的建立。在 Ｎ１６蛋白表达体系
的构建方面，本研究选取了 ｐＲＨｉｓ质粒和适用于
ｐＥＴ表达系统的 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ菌株，建立了
表达产量较高的 Ｎ１６－ｐＲＨｉｓ－ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ
表达体系。由图２可见，本研究所表达的 Ｎ１６蛋
白占菌体总蛋白的比例较高，说明 Ｎ１６蛋白的表
达水平较高。当菌体表达一种外源蛋白达到较高水

平时，该蛋白一般不再以可溶形式存在，菌体会将

外源蛋白以包涵体形式贮存在菌体内［５］。因此，

可推测Ｎ１６蛋白主要是以包涵体形式存在于菌体。
在大肠杆菌表达体系中，包涵体表达的优点在于表

达量高、蛋白收集方法简便，但是在蛋白的纯化和

复性方面相对困难，且包涵体中常含有较多的杂质

蛋白，因此在纯化 Ｎ１６蛋白的过程中，本研究先
以Ｔｒｉｓ缓冲液尽可能洗去一部分水溶性杂质蛋白，
再将样品变性溶于８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶液；由于Ｎ１６蛋
白的相对分子质量仅为１２８００，远小于其他杂质蛋
白的相对分子质量，故本研究采用根据相对分子质

量大小进行分离的凝胶排阻层析方法进行 Ｎ１６蛋
白的分离纯化；最后选择用磷酸缓冲液进行复性。

本研究首次建立了一套完整的 Ｎ１６蛋白的生
物工程制备工艺，表达纯化后 Ｎ１６蛋白的产量达
到２０～３０ｍｇ／Ｌ（每升菌液），产量较高。本工艺
采用的宿主菌为 ＢＬ２１工程菌，该菌种具有易于培
养、应用广泛、发酵表达工艺简单的优势，适用于

工业化大生产。大多数生物工程方法制备蛋白需要

经过多次纯化，而本工艺只需进行一次色谱柱纯

化，故工艺周期短、操作简便、生产成本较低。本

研究为今后开展 Ｎ１６蛋白的系统研究和工业化生
产奠定了基础。

（下转第１４４页）
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态制剂的效果最为明显。

３）微生态制剂能增强仔鸡体内有关抗氧化方
面的酶的活性。

４）微生态制剂能改善仔鸡盲肠 ＰＨ值和其内
容物益生菌数。
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