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摘要：【目的】研究巴马小型猪!$ 微球蛋白（!$,）的结构和功能。【方法】亚克隆巴马小型猪!$, 的成熟肽部

分，并构建与 7KLMF7$N 的重组质粒，转化大肠杆菌 CO# 并诱导后，融合表达蛋白分别经过 P*>6*.; -=96、纯化

及 Q<+69. N< 切割，分离纯化单体蛋白。圆二色谱（+@.+:=<. R@+5.9@>, >7*+6.:,，2)）测定蛋白的二级结构。

【结果】重组表达的融合蛋白 KOSF!$, 大小为 %AT# U)<。切割后去除 KOS 的单体蛋白大小为 #(T& U)<。圆

二色谱分析单体蛋白!$, 二级结构元件"F螺旋、!F折叠、转角和随机卷曲所含有的氨基酸残基数目分别为 (、

!%、E 和 !%。【结论】分析揭示表达的!$, 具有正确的二级结构，可以用于体外多肽结合等研究。
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!$, 是一种免疫球蛋白超家族成员，人的!$ 微

球蛋白最早由 S*6*.>9; 等于 #"&" 年从肾小管病变患

者的蛋白尿中分离出来［#］。K*V@9: 于 #"EA 年报道

了猪的!$ 微球蛋白在猪的胚胎细胞中的表达情况，

揭示!$ 微球蛋白表达于胚胎滋养层细胞的表面［$］。

K@==<;R 于 #""A 年首次用 S2W 克隆了猪!$ 微球蛋白

的 +)1L，并且测定了其序列。经序列分析发现猪的

!$, 基因编码 ##E 个氨基酸的开放阅读框架，其中

含有 $( 个氨基酸的信号肽和 "E 个氨基酸的成熟

肽。经过与人、鼠及牛的!$, 序列比较，核苷酸的同

源性分别达到了 B$X、&$X 和 E#X［A］。W9H*= 等于

#""B 年 等 通 过 荧 光 原 位 杂 交 （I=:9.*>+*;+* @; >@6:
5Y-.@R@V<6@9;，Q/0Z）证实了猪的!$ 微球蛋白位于第 #
号染 色 体 的 [#B 区，与 猪 的 0ML （>\@;* =*:U9+Y6*
<;6@H*;）#类（0MLF/）重链基因位于不同的染色体

上［!］。猪的!$, 与 0MLF/ 重链以非共价键结合，维

持结合多肽的 0MLF/ 分子的结构稳定［%F&］。然而到

目前为止，关于猪!$, 的结构方面的研究未见报道。

为研究猪!$, 在抗原递呈方面的辅助功能及其

结构，本研究以巴马小型猪为研究材料，克隆并表达

!$,，在蛋白表达和分离纯化的基础上测定!$, 的二

级结构，并分析其二级结构成分，以判定目的蛋白的

空间构象是否正确，为今后进行体外多肽结合研究、

!$, 进一步的空间结构研究及与人!$, 的结构和功

能关系研究奠定基础。

" 材料和方法

" #" 主要试剂、仪器及软件

LK] 反转录酶，G^ .$/ S2W 试剂盒，/SC_ 和 NF
H<=，C! )1L 连接酶，0"(W#限制性内切酶均为 C<‘<W<
公司产品（宝生物工程大连有限公司）；C.@V9= 试剂为



!"#$%&’()" 公司产品；玻璃奶回收试剂盒为博大泰克

公司产品；*+,-./ )012 载体为 3&’4)(0 公司产品。

*56 载体，/78 ! "#$%，90:%’& 60 因子及淀粉树酯纯化

柱均为 ;)< ,"(=0"> 7$’?0@1 （;,7）公司产品。A,B,
葡聚 糖 凝 胶 为 欣 经 科 公 司 产 品。3CD 扩 增 仪 为

E2@0$> 公司产品；电泳系统为 7$’.DBA 公司产品。

!54F8G*+,-./ )012 （本 实 验 室 保 存）。 日 本

H01:’ 公司的 H.I8J 型圆二色谱仪。

!"# 构建 $%&’($#)*!# & 融合表达载体

以!54F8G*+,-./ )012 为 模 板，以 引 物 KL JM.

/CB+BB//C+/C+C+C+/CCCCC+BB++//CB.LM， 3N
JM.B+/BB+C////B+/++/C/C+B/CCCBC//BBC/.LM
扩增!54 成熟肽区，3CD 程序：ONP，L 4$"；ONP，

8 4$"；QNP，LF 1；I5P，NJ 1；共 LF 个循环，最后 I5P
延伸 8F 4$"。3CD 产物（40%R&) *)*%$>) ’S!54）经电

泳后回收纯化，再经 !"#D"和 ’%(> #酶切回收纯

化，与 *56 载体连接，并转化 /78 感受态细胞。

!"+ 表达产物的 ,-,(.&/0 及 1234256 7894
转化后的重组菌按照文献进行［J］诱导表达，即

LIP，8TF &G4$" 摇菌直至 )*QFF 达到 FUN V FUQ，按照

终浓度为 FUL 44’=G? 加入 !3/+ （W$(40），继续培养

Q X后，取培养物 8 4? 经 5 Y WAW 变性后，进行 WAW.
3B+, 及 C’’4011$) 7&$==$0"% 7=R) 法染色脱色。融合

表 达 产 物 命 名 为 -73.!54。 按 照 文 献［J］ 进 行

Z)1%)&" @=’%，一 抗 为 鼠 抗 -73 （40=%’1) @$">$"(
*&’%)$"），二 抗 为 辣 根 过 氧 化 酶 （X’&1)&0>$1X
*)&’[$>01)，ED3）标 记 的 羊 抗 鼠 抗 抗 体 （(’0% 0"%$.
&0@@$% $44R"’(=’@R=$" !(+ 0"%$@’>2），四氯乙萘酚 （N.
CX=’&’.8.;0*X%X’=GE2>&’()" 3)&’[$>)）进行底物显色。

!": 纯化、;<=495 因子切割、分离单体蛋白

表达产物的纯化参照文献［J］方法进行。菌体经

J FFFY ( 5F 4$" 离心去沉淀，上清加入过柱 @RSS)&
（5F 44’=G? /&$1.EC=，5FF 44’=G? ;0C=，8 44’=G?
,A/B），混悬，然后冻入 \ TFP冰箱。冻存物融化

后，在超声仪上超声裂解，然后O FFF Y ( 5F 4$" 离心

取上清，经淀粉树酯柱（042=’1) 0SS$"$%2 &)1$" :’=R4"）

和 A,B, 葡 聚 糖 凝 胶 离 子 交 换 层 析 柱 （A,B,.
W)*X0&’1) $’" )[:X0"() :X&’40%’(&0*X2）（+?.Q7）纯化，

得到纯化蛋白。WAW.3B+, 分析其纯化效果。

融合蛋白带有大约 N5UJ ]A0 的 -73 （40=%’1)
@$">$"( *&’%)$"）标签，通过 90:%’& 60 因子可以将 -73
（40=%’1) @$">$"( *&’%)$"）与单体蛋白切割分离。取纯

化蛋白 8 4(，在含有 5F ^ 的 90:%’& 60 因子的 8 4?

缓冲液体系中，NP切割 NT X，然后先后过 A,B,.葡
聚糖凝胶层析柱和淀粉树酯柱分离纯化目的蛋白，

WAW.3B+, 鉴定蛋白的纯度。

!"> !#? 蛋白二级结构测定

纯化蛋白经 7&0>S’&>［I］法测定其浓度，然后以

FUF8 4’=G? 37W （*E IUN）稀释至 FUN 4(G4?。取样品

QFF$?，应用 H01:’.I8J 光谱仪在 5JP条件下对分离

纯化蛋白!54 进行二级结构测定，比色杯光径为

FU8 "4，光 谱 值 范 围 为 8OF V 5JF "4，扫 描 速 度

5FF "4G4$"，带宽 5 "4，反应时间 8 1。读数 N 次，取

信号平均值并基线校正，将所测定的 CA 值转换成

摩尔 椭 圆 度 （4’=0& )==$*%$:$%2）［%］（>)( Y :45 Y
>4’=\ 8）；用 计 算 机 专 用 软 件 （H.IFF S’& Z$">’<1
W):’">0&2 W%&R:%R&) ,1%$40%’"，_)&1$’" 8U8FUFF）分析各

蛋白二级结构的组成，,[)= 5FFL 作图，纵轴数值为

原数据除以 8FF 后显示的数值。

# 结果

# @! $%&’($#)*!#? 融合表达载体的构建

经过 3CD 扩增得到了 8 条大约 LFF @* 的条带，

经过序列测定，!54 成熟肽区的序列与!54F8 的序

列完全一致，未发生变异。!54 成熟肽区经过 !"#D

"和 ’%(> #双酶切回收后，插入到 *56 载体，并再

次经过 !"#D"和 ’%(> #双酶切鉴定。整个载体的

构建示意图见图 8。

图 ! $%&’($#A*!#? 表达载体的构建

9$(‘8 C’"1%&R:%$’" ’S %X) )[*&)11)> #):%’& 01 *-B?.*5[G!54‘ /X) =)S%

0&&’< >)"’%)1 %X) :=)0#0() 1$%) ’S %X) 90:%’& 60 ")[% %’ !"#D!，0"> %X)

&$(X% 0&&’< >)"’%)> %X) $"1)&%)> S&0(4)"% <$%X =)"(%X‘
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! " ! 融 合 蛋 白 表 达、#$#%&’() 及 *+,-+./ 012-
鉴定

!"#$%!&’(!&) 重组子经过诱导，其菌体蛋白在

*+*%,#-. 上电泳显示 / 条大约 01 2+3 的条带，与

计算值 014/ 2+3 一致，并且主要以上清中所存在的

可溶性蛋白为主，见图 &%#。567869: ;<=8 结果显示，

抗体杂交条带大小为 014/ 2+3 左右，与表达条带大

小一致，见图 &%>。

图 ! 34&%!!5的表达及鉴定

?@AB& .’!9677@=: 3:C @C6:8@D@E38@=: =D 8F6 ">,%!&)B #：*+*%,#-. 3:3<G7@7 =D ">,%!&) !9=86@: 6’!9677@=:B >：567869: ;<=8 3:3<G7@7 =D ">,%!&)

!9=86@: B /，6’!9677@=: =D 96E=);@:3:8 !9=86@: ">,%!&) @: 7H!69:383:8 3D869 7=:@E38@=:；&，6’!9677@=: =D 8=83< !9=86@: =D 8F6 ">,%!&) @: 96E=);@:3:8 I>/；1，

I>/ ;3E869@3 @:CHE6C 37 3 E=:89=<；J，6’!9677@=: =D 96E=);@:3:8 !9=86@: ">,%!&) @: C6!=7@8@=: 3D869 7=:@E38@=:；0，6’!9677@=: =D 8F6 !"#$%!&K !<37)@C

;3E869@3 37 3 E=:89=<，0L4M 2+3；N，8F6 FG;9@C@O6C ;3:C D=9 8F6 DH7@=: !9=86@: ">,%!&) ;G 567869: ;<=8；"，<=P )=<6EH<39 !9=86@: )39269 （QR4J 2+3，NN4&

2+3，J140 2+3，1/4L 2+3，&/ 2+3，/J 2+3）B

! "6 融合蛋白的纯化、切割和分离

菌体蛋白经过淀粉树酯柱和 +.#.%葡聚糖凝胶

层析柱纯化，得到了纯化蛋白，纯度经过薄层扫描，

显示纯度大约为 QLS，见图 1%#。?3E8=9 K3 因子切

割后，显示 J&40 2+3 和 /L4L 2+3 左右的两条带，与

理论计算值 ">, 为 J&40 2+3 和!&) 为 /L4N 2+3 的

大小 一 致，见 图 1%>。">, 与!&) 的 混 合 物 经 过

+.#.%葡聚糖凝胶层析柱纯化，淀粉树酯柱分离后，

得到分离的!&) 和 ">,，经过薄层扫描，分离纯化的

!&) 蛋白纯度达到 Q0S，见图 1%T。

图 6 融合蛋白 34&%!!5的纯化、切割和分离

?@AB1 IF6 !H9@D@E38@=:，E<63U3A6 3:C 76!3938@=: =D 8F6 ">,%!&) DH7@=: !9=86@:B #：,H9@D@E38@=: =D ">,%!&) !9=86@:B >：T<63U3A6 =D!&) !9=86@: ;G ?3E8=9

K3B T：,H9@D@E38@=: 3:C 76!3938@=: =D!&) !9=86@: D9=) ">, ;G +.#.%*6!F39=76 @=: 6’EF3:A6 EF9=)38=A93!FG 3:C 3)G<=76 3DD@:@8G EF9=)38=A93!F E=<H):B /，

IF6 !H9@D@6C ">,%!&) !9=86@:；&，IF6 )@’8H96 =D!&) 3:C ">, !9=86@:7 3D869 E<63U3A6 ;G ?3E8=9 K3；1，IF6 !H9@D@6C!&)；J，IF6 !H9@D@6C ">,；"，$=P

)=<6EH<39 P6@AF8 783:C39C7B

! "7 !!5 蛋白二级结构测定和分析

对纯化的单体蛋白!&) 进行圆二色谱测定，结

果只在 &/J :) 显示一个凹峰，最低值［"］V W Q4/ X
/L1 C6A X E)& X C)=< W /，符 合!%折 叠 的 蛋 白 结 构

（图 J）。用 TYZI[Z 程序及 \3:A%EF6: 公式［M］计算其

各二级结构成分：#%螺旋，!%折叠，转角及随机卷曲

的含量，分别为 L，J04QS，M&S和 J04QS，结果见表

/。该!&) 蛋白共 QM 个氨基酸，其中#%螺旋，!%折

MQ0/ ?6:A7F3: -3= 68 3< B (!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（&LLQ）JQ（/&）
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叠，转角及随机卷曲分别为 !，"#，$ 和 "#。

图 ! 圆二色谱测定!"#蛋白的二级结构

%&’(" )*+*,-&./+&0. 01 +2* 3*40.5/,6 3+,74+7,* 01 +2*!8- 9,0+*&. :6

4&,47;/, 5&42,0&3-(

表 $ !"#二级结构测定结果

</:;* = <2* ,*37;+ 01 +2* 3*40.5/,6 3+,74+7,* 01!8- *3+&-/+*5 :6 >)

*;*-*.+3 01 3*40.5/,6
3+,74+7,*

<2* >) *3+&-/+&0. 01!8-（?$//）
9*,4*.+/’*（@ ） //

/AB*;&C ! !

!A32**+ "#D? "#
+7,. $D8 $
,/.50- 40&; "#D? "#

% 讨论

本实验采用的巴马近交 ? 代猪种是我国具有地

方特色优质品种，原产于广西，十分稀有而珍贵，加

之肉质鲜美，遗传基因稳定，因而又具有广阔的经济

开发前景和重要的科学研究价值。研究表明，巴马

小型猪是一种保留原始基因特征、低等进化的品种，

其 EFGA8 基因与人的 BFGAG8 基因和小鼠 BA8H= 的

4)IG 序列同源性分别达到了 J?D8K@和 L?D?$@［?］。

本研究中巴马小型猪!8- 与 M*.N/.O 上仅有的!8-
序列完全一致，说明!8- 是一个非常保守的基因，不

具有多态性，可以在今后的多肽结合及四聚体研究

中共用一个!8-。另据分析，巴马小型猪!8- 与人

的!8- 的同源性达到了 J8@，而与鼠的同源性只有

L8@，揭示猪与人的进化关系要比鼠更接近。因此，

研究猪!8- 对于人今后相关研究具有一定的参考

意义。

9PGFA98Q 系统含有 R+/4 强启动子，表达编码

PNR 的 !"#$ 基因。外源基因插入到 !"#$ 的下游，

和 PNR 以融合蛋白的形式表达，大小为 #!D$ O)/。
在 PNR 前的信号肽介导融合蛋白到细胞周质中表

达，这样便于形成二硫健和蛋白的正确折叠，而且融

合蛋白以可溶性的形式存在，与其它带有 B&3L 或

ME< 标签的表达系相比，9PGF 系统更易于实现外源

蛋白的可溶性表达［=!］。融合蛋白通过对 PNR 具有

亲和性的淀粉树酯柱进行纯化，操作方便。在 !"#$
和多克隆位点之间，有一个被蛋白酶 %/4+0, Q/ 因子

识别的氨基酸序列（S;*AM;7AM;6AG,’），可以把 PNR 和

单体 蛋 白 切 割 分 离，切 割 分 离 后 的 PNR 大 小 为

"8D# O)/［#］。本实验中，融合蛋白 PNRA!8- 以可溶性

形式表达，大小为 #KD= O)/，与理论值相符，T*3+*,.
:;0+ 显示杂交带大小与表达带大小一致。融合蛋白

经过纯化，%/4+0, Q/ 因子切割，再分离纯化，得到了

单体蛋白!8-，E)EARGMU 证明，该单体蛋白仍然具

有良好的可溶性，便于进行今后的构象和功能分析。

目前，猪的!8- 蛋白的结构还没有成功解析，其

相应的 二 级 结 构 也 未 知。本 实 验 通 过 圆 二 色 谱

（>&,47;/, 5&42,0&3- 39*4+,7-）首次测定了蛋白!8- 的

二级结构，"螺旋、!折叠、转角和随机卷曲所含有的

氨基酸残基分别达到了 !，"#，$ 和 "#，结果说明猪

!8- 蛋白是一个典型的具有!折叠结构的蛋白。!
折叠是蛋白二级结构的主要成分，在很大程度上决

定着蛋白是否能够正确折叠。本研究中测定的猪!
折叠所含有的氨基酸残基数目与已解析的人的!8-
相应的氨基酸残基数目（"J）非常接近［==］，说明猪和

人!8- 蛋白在结构上具有相似性，为以后研究二者

功能方面的交叉性提供了数据。
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