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重组 CARDs TX融合蛋白的表达纯化与复性
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摘要 目的：构建 pET28琢-CARDs TX重组质粒，诱导 CARDs TX融合蛋白表达，并对其进行纯化与复性研究。方法：将 CARDs
TX基因（MPN 372）克隆入 pET28琢载体，经 8次点突变获得 pET28琢-CARDs TX重组质粒。转化大肠杆菌 BL21，IPTG诱导表
达。利用亲和层析技术纯化蛋白并通过 SDS-PAGE和 Western blot检测 CARDs TX的表达和纯化效果。利用尿素梯度复性法和
扩大体积透析法对蛋白进行复性研究。结果：酶切和测序结果证明 pET28琢-CARDs TX重组质粒的 DNA序列完全正确，在
BL21中 CARDs TX融合蛋白可高效表达，并可获得高纯度目的蛋白。利用扩大体积透析法对目的蛋白复性有较好的效果。结
论：成功构建出 pET28琢-CARDs TX重组质粒，且 CARDs TX可在大肠杆菌中高效表达，并可获得高纯度的目的蛋白，为深入研
究 CARDs TX的生物学特性奠定了基础
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Expression, purification and renaturation of recombinant CARDs TX fusion protein
NIU Jian, YU Xiao-xu, LI Xue, BAO Hui-jing, LIU Yun-de
（School of Medical Laboratory, Tianjin Medical University, Tianjin 300203, China）

Abstract Objective: To obtain recombinant CARDs TX fusion protein from BL21 cells. Methods: The CARDs TX gene (MPN 372) was
cloned into vector pET28琢 and the integral CARDs TX expression vector was obtained after single gene point-mutations. The constructed
recombinant plasmid was transformed into E.coli BL21 for expression under induction of IPTG. The Ni-NTA was used to purify the CARDs
TX and the urea was desalted to get the refolding protein. Results: Enzyme digestion and gene sequencing analysis showed that pET28琢-
CARDs TX recombinant plasmid DNA sequences were completely correct. CARDs TX fusion protein could be expressed efficiently in BL21
and high purity target protein could be obtained. Expanded volume dialysis method applied had significant positive effect on the
renaturation of the target protein. Conclusion: To successfully purify the CARDs TX and construct the CARDs TX expression vector that
can be efficiently expressed in E. coli.
Key words CARDs TX; plasmid construction; point mutation; protein purification; protein renaturation

肺炎支原体作为非典型肺炎的病原体，不仅能

够引起急、慢性呼吸道感染，还可以引起包括皮肤、

关节、中枢神经系统等一系列肺外系统疾病[1-4]。然
而，肺炎支原体的具体致病机制仍未研究清楚[5-6]。
通常认为，肺炎支原体是通过其代谢产物 H2O2和超
氧自由基，营养掠夺以及宿主自身的炎症反应导致

细胞和组织病变，但一直没有发现肺炎支原体有哪

些单独的毒力因子参与临床疾病的发生与发展 [7-9]。
近期，研究者们发现一种名为社区获得性呼吸窘迫

综合征毒素（CARDs TX）蛋白[10]，其被认为是目前为
止，肺炎支原体体内单一的毒力因子，在肺炎支原体

的致病过程中起到了至关重要的作用[8]。CARDs TX
具有 ADP-核糖转移酶和空泡毒性的作用[10-12]。本文

通过构建 CARDs TX表达载体 pET28琢-CARDs TX
并表达纯化出 CARDs TX，为研究 CARDs TX的生
物学特性奠定基础，同时也对肺炎支原体所引起疾

病的预防和治疗提供一个全新的研究方向。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质粒与菌株 肺炎支原体标准株 MAC（本实
验保存菌株），克隆菌株 DH5琢和表达菌株 BL21（北
京天根公司），pET28琢（本实验室保存质粒）。
1.1.2 主要试剂 细菌基因组 DNA提取试剂盒、
PCR试剂盒、DNA纯化回收试剂盒、质粒小提中量
试剂盒（北京天根公司），引物（由华大基因公司合

成），点突变试剂盒（北京 TransGen公司），溴化乙锭
（北京天根公司），T4 DNA连接酶和限制性内切酶
BamH I、Xhol I（英国 BioLabs公司），异丙基-茁-D-硫
代半乳糖苷（IPTG）、卡那霉素、考马斯亮蓝（北京索
来宝公司），HRP标记抗His标签抗体（上海Abmart公
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表 1 点突变引物

Tab 1 Point mutation primer

突变位点 引物

第 1个 UGA位点 正向：5忆-ctaatgtccgtagtgcttggctagtagatgctg-3忆
反向：5忆-ccaagcactacggacattagctgctgcaattg-3忆

第 2个 UGA位点 正向：5忆-ccaatgatcaaccatggttgccaacacc-3忆
反向：5忆-ccatggttgatcattggcttgggtttgcagc-3忆

第 3个 UGA位点 正向：5忆-gtttgcgtgccctgattggagtccaccttc-3忆
反向：5忆-ccaatcagggcacgcaaacgatagcgaagc-3忆

第 4个 UGA位点 正向：5忆-gccgtgaaccaaaagtggaaaatgacaccg-3忆
反向：5忆-ccacttttggttcacggcattaaccgcg-3忆

第 5个 UGA位点 正向：5忆-aatggcttgttctggaataccaagag-3忆
反向：5忆-ccagaacaagccattttcagtttgacc-3忆

第 6个 UGA位点 正向：5忆-cagctaggctggtattggaggggttattac-3忆
反向：5忆-ccaataccagcctagctgaacatcaacaaag-3忆

第 7个 UGA位点 正向：5忆-ccccacaattaagtggttggtcttatcagatg-3忆
反向：5忆-ccaaccacttaattgtggggtatagtaataaccc-3忆

第 8个 UGA位点 正向：5忆-ggttacagctgggattgggtagaatggc-3忆
反向：5忆-ccaatcccagctgtaaccagtttgtttgttg-3忆

司），镍螯合亲和层析柱（瑞典 bio-works公司），咪唑
（美国 Amresco公司），透析袋（美国 Spectrum公司）。
1.2 方法

1.2.1 MAC基因组的提取 参照细菌基因组 DNA
提取试剂盒说明书提取 MAC 基因组，利用 Nano-
Drop 2000c 分光光度计（thermo scientific）检测其
浓度。

1.2.2 MPN 372 基因的获取 PCR 扩增 MPN 372
基因的引物由北京华大基因公司合成，引入酶切位

点以下划线表示。上游引物 5忆-CCGGATCCATGC原
CAAATCCTGTTAG-3忆（酶切位点 BamH I），下游引
物 5忆-CTCCTCGAGCTAAAAGCGATCAAA-3忆 (酶切
位点 Xhol I）；以 MAC基因组为模板，按 PCR试剂
盒说明书扩增 MPN 372。PCR反应条件为 95 益, 5
min; 94 益, 30 s; 62 益, 45 s; 72 益, 30 s; 35个循环;
72 益, 7 min;终止反应。将 PCR产物进行 1%琼脂
糖凝胶电泳，切取含 1.7 kb目的片段凝胶，利用
DNA纯化回收试剂盒纯化目的片段并检测其浓度。
1.2.3 CARDs TX表达质粒的构建 用 BamH I 和
Xhol I分别酶切 pET28琢和回收的 MPN 372，在 T4
DNA连接酶作用下于 16 益连接过夜获得 pET28琢-
CARDs TX重组质粒，转化大肠杆菌 DH5琢，双酶切
鉴定阳性克隆，由华大基因公司测序验证其正确性。

1.2.4 重组质粒的碱基诱导突变及鉴定 参照

MPN 372碱基序列，按点突变试剂盒说明书要求设
计突变引物，由北京华大基因公司合成，具体引物

序列见表 1。使用点突变试剂盒对重组质粒上 MPN
372中的 8个 UGA密码子进行诱导突变，双酶切鉴
定阳性克隆，由华大基因公司测序验证突变的准

确性。

1.2.5 pET28琢-CARDs TX 重组质粒的表达 将

pET28琢-CARDs TX重组质粒转化大肠杆菌 BL21，
涂布于含 1 滋g/mL卡那霉素的 LB固体培养基 37 益
培养过夜。随机挑取菌落接种于含 1 滋g/mL卡那霉
素的 LB液体培养基，37 益，220 r/min至 OD为 0.4~
0.6时，加入终浓度 1 mmol/L IPTG诱导 4 h收菌。利
用 SDS-PAGE和Western blot技术鉴定目的蛋白的
表达及其可溶性。

1.2.6 CARDs TX蛋白的纯化 收集 CARDs TX蛋
白诱导表达后的菌液，离心后重悬于蛋白纯化结合

缓冲液（20 mmol/L Na2HPO4, 500 mmol/L NaCl, 8
mol/L尿素, 15 mmol/L咪唑, pH=7.8）中，在冰浴中
超声破菌，最大转速离心 10 min后，将上清置于镍
螯合亲和层析柱中于 4 益条件下轻柔振荡结合 1 h。
离心弃上清后用蛋白纯化洗涤液（20 mmol/L

Na2HPO4, 500 mmol/L NaCl，8 mol/L尿素, 25 mmol/L
咪唑，pH=7.8）洗镍螯合亲和层析柱 4次。加入蛋白
纯化洗脱液（20 mmol/L Na2HPO4，500 mmol/L NaCl,
8 mol/L尿素，500 mmol/L咪唑，pH=7.8）洗脱亲和柱
上的目的蛋白。

1.2.7 CARDs TX蛋白的复性 分别利用尿素梯度

透析复性法（将纯化蛋白液置于 10 kDa孔径的透析
袋内，于 4 益条件下，依次放入 50倍体积的 6、4、2、
1、0.5、0 mol/L的含 10%甘油的透析液中各透析 3
h）和扩大体积透析复性法（将纯化蛋白溶液稀释 10
倍后置于 10 kDa孔径的透析袋内，于 4 益条件下放
入 50倍体积的含 10%甘油的 PBS中透析过夜）对
目的蛋白进行复性。

2 结果

2.1 pET28琢-CARDs TX重组质粒的构建 质粒构

建示意图见图 1A。将 PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电
泳后，在凝胶成像仪中可见大小为 1776 bp的特异
片段，与MPN 372大小一致（图 1 B）。将点突变前后
的重组质粒经单酶切鉴定均可见大小约为 7.0 kb
的单一条带，双酶切鉴定均可见两大小分别约为

5.3 kb和 1.8 kb的特异条带（图 1 C、1E）。测序结果
经 DNAStar Lasergene 7.1 软件比对后发现 PCR 产
物的碱基序列与 MPN 372碱基序列一致且将 MPN
372 基因上的 8 个 UGA 位点均成功突变成 UGG
（图 1 D），表明已成功获得 pET28琢-CARDs TX重
组质粒。
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2.3 CARDs TX 蛋白的复性 利用尿素梯度透析

复性法，在 6、4、2、1、0.5、0 mol/L尿素浓度分别透析
3 h后各取 10 滋L作 SDS-PAGE分析。在此过程中
发现在 0 mol/L尿素浓度透析 3 h后，有大量沉淀形
成，经 SDS-PAGE分析发现在 0 mol/L尿素浓度透
析 3 h后的复性溶液中可溶性蛋白的浓度明显下降
（图 3A）。利用扩大体积透析复性法并没有发现有
沉淀生成，并且还发现将变性蛋白稀释一定倍数后

直接 0 mol/L 尿素溶液透析可以获得相同的效果
（图3B）。

2.2 pET28琢-CARDs TX 重组质粒的表达及蛋白
纯化 将 pET28琢-CARDs TX 重组质粒转入 BL21
细菌中，在 IPTG 诱导 4 h后经 10% SDS-PAGE分
析可见，菌液中存在着明显的蛋白表达带，分子量

约为 68 kDa，但经离心后，可溶性蛋白含量很少，
因此认为该表达蛋白为不溶性蛋白（图 2 A）。应
用 8 mol/L尿素配置变性蛋白纯化缓冲液，按照相

同的纯化条件纯化后，可得到大量的可溶性蛋白，

再次证明该重组蛋白为包涵体形式存在（图 2
B）。经 Western blot分析可见在 68 kDa分子量位
置有特异蛋白条带，证明该不可溶蛋白还有 his
标签，为 rCARDs TX重组蛋白（图 2 C）。利用镍螯
合亲和层析技术成功纯化出变性CARDs TX 蛋白
（图 2 D）。

A.表达蛋白的可溶性研究。B1、T1、S1为非变性，B2、T2、S2为加入尿素后的变性处理；B.SDS-PAGE验证蛋白表达。M：protein maker, Be：未经
IPTG诱导总蛋白，T：经 IPTG诱导总蛋白，S：经 IPTG诱导上清蛋白；C.WB验证蛋白表达与纯化。T：经 IPTG诱导总蛋白，S：经 IPTG诱导上清
蛋白；D. fl：未与镍柱结合蛋白，W1耀4：洗涤液蛋白，E1耀3：洗脱液蛋白
图 2 pET28琢-CARDs TX重组质粒的表达及蛋白纯化
Fig 2 Expression and purification of pET28琢-CARDs TX recombinant plasmid

A.质粒构建示意图；B.PCR产物凝胶电泳后获得 1.7 kb片段，M：1 kb DNA Ladder. 1：MPN 372；C.重组质粒的酶切鉴定，M：1 kb DNA Ladder,
1：单酶切，2：双酶切；D.点突变结果（上标为突变位点）；E.突变后重组质粒的酶切鉴定，M: 1 kb DNA Ladder，1:单酶切, 2：双酶切
图 1 pET28琢-CARDs TX重组质粒的构建
Fig 1 The construction of pET28琢-CARDs TX recombinant plasmid

粤援酝：责则燥贼藻蚤灶 皂葬则噪藻则，（园耀愿）酝：不同浓度尿素；月援 酝：责则燥贼藻蚤灶 皂葬则噪藻则，
园 酝：稀释 10倍后的蛋白在 0 mol/L尿素溶液中透析后最大转速离
心后的上清，a：未经稀释蛋白透析前上清，b：未经稀释的蛋白直接过
夜透析的上清，c：10倍稀释蛋白未经透析的上清，凿：10倍稀释蛋白
直接过夜透析后的上清，上样量均为 8 滋L
图 3 变性蛋白的复性

Fig 3 Renaturation of recombinant CARDs TX fusion protein
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3 讨论

社区获得性呼吸窘迫综合征毒素是最近几年

发现的肺炎支原体体内的唯一的毒力因子，与百日

咳毒素的 S1 亚基拥有非常相近的氨基酸序列。
CARDs TX不仅具有 ADP核糖化作用，而且还有空
泡形成毒性，参与到肺炎支原体的整个致病过程

中，是肺炎支原体的重要致病因子。

CARDs TX是一个分子量大小为 68 kDa，由肺
炎支原体 MPN 372基因编码[5]。肺炎支原体在转录
和翻译过程中以 UGA为色氨酸的密码子，而我们
知道 UGA在其他的生物体内是终止密码子，并且
在MPN 372基因序列中有 8个 UGA密码子[9]。因此
该基因要想在其他生物体内完全表达必须要将 U原
GA突变成 UGG。
我们以肺炎支原体 MAC 基因组为模板，将

MPN 372 基因扩增出来，将扩增产物克隆入
pET28琢后进行 8次点突变，获得可以在 BL21内完
整表达的重组质粒。在 IPTG的诱导下，BL21大量
表达出 CARDs TX，我们利用亲和层析技术将
CARDs TX蛋白成功纯化出来，由图 2 D可知，纯化
蛋白获得率很高且蛋白很纯，很少有其他蛋白的污

染。在对蛋白复性的研究中，我们分别利用尿素梯

度透析复性法和扩大体积透析复性法对目的蛋白

进行复性。结果发现，利用尿素梯度透析法复性时，

在复性的最后阶段即将复性蛋白液置于 0 mol/L尿
素溶液中时产生大量沉淀（图 3 A），而利用扩大体
积透析法进行复性时很少发现沉淀的产生，因此，

初步确定扩大体积透析法在本研究中比尿素梯度

透析复性法更有利于蛋白的成功复性。

综上所述，我们成功构建出 pET28琢-CARDs
TX重组质粒，且成功得到 CARDs TX蛋白，为更深
入地研究肺炎支原体的致病机制和 CARDs TX 的
生物学功能奠定了基础。
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