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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BI21(DE3)plysS菌株，建立了表达产量较高的N16一pRHis—BL21(DE3)plysS表达体系；并建立了NI6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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Abstract：N16 protein is a potential agent for treatment of osteoporosis due to its favorable anabolic and 

antiresorptive effects on bone．Our work described a biological engineering method to prepare N16．To 

build the hi level expression system，pRHis plasmid was transformed into BI2 1(DE3)plysS strain． 

The present study has established a complete N16 preparation process with simple protein expression and 

purification procedures．This procedure can improve NI6 protein production，reduce the cost and shorten 

the cycle，which will facilitate further studies on the functions of N16． 
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NI6蛋白相对分子质量为16 000(切除信号肽 

后相对分子质量为 12 800)，富含 Gly、Tyr、Asn、 

Cys等多种氨基酸，由 Samara等 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 。但 N16 

蛋白在珍珠母 中含量很低 J，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：Applied Biosystems公司，型号 Vefiti； 

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；Tfizd：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；五 coli DHSct：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；Luria Broth：购 自ABI公 

司，USB chemicals；尿素：购 自 ABI公 司，USB 

chemicals；凝胶排阻层析柱：GE Heahhcare Life 

Sciences公司，柱体积330 mL。 

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 

Center for Biotechnology Information，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 。GGAATTCcATA1 GcT- 

GTCCATrATAAGTGC一3 )和 N16R (5 一CGGGATC～ 

CTrAATrGTC AAACCGTYC一3 )，引物包含有 Nde 

I和BamH I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l 

所示)，Nde I为5 为酶切位点，BamH I为3 酶切 

位点，筛选抗生素为氨苄青霉素 (Ampicillin) ]。 

将携带有 N16基因的蛋白表达质粒转人大肠 

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16 h。挑取单菌落并转至50 mL新鲜的 

液体培养基中 (含氨苄和氯霉素)，37 震荡培养 

16 h，转速220 r／min。吸取 10 mL菌液至 1 L新鲜 

的液体培养基中 (含氨苄和氯霉素)，37℃震荡培 

养，转速220 r／rain，直至 鲫值达0．6，然后加入 

诱导剂异丙基硫代 一B—D一半乳糖苷 (IPTG)至 

终浓度为0．4 mmol／L，继续 37 震荡培养 16 h， 

转 速 220 r／min。表 达 完 成 后 将 菌 液 离 心 

(12 000×g，3 min)，弃 上 清，将 菌 体 保存 于 
一 2O℃冰箱中备用。 

1．2．2 N16蛋白的提取纯化 在每 1 L菌液收集 

的菌体中加入 100 mL的清洗液 (20 mmol／L Tris— 

HC1，pH 8．0)，置于冰上超声破碎 30 min，离心 

30 min(18 000×g)，弃上清液，重复前述步骤 1 

次。在收集的菌体 中加入 100 mL的清洗液 

(2 mol／L尿 素，20 mmol／L Tris—HCI， =0．1％ 

Tween20，pH 8．0)，置于冰上超声 30 rain，离心 

30 min (18 000×g)，弃上清液，重复该步骤 1 

次。在收集的菌体中加入50 mL溶解液 (8 mol／L 

尿素，20 mmol／L Tris-HC1，40 mmoL／L巯基乙醇， 

pH 7．0)，置于冰上超声溶解30 min，放人摇床摇 

洗过夜 (转速为 220 r／min)，然后离 心 30 min 

(18 000×g)，收集上清液。使用截留相对分子质 

量为3 000的浓缩离心管将上清液离心(3 500×g)， 

直到样本浓缩至约 6 mL，然后用孔径为 0．45 m 

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一300HR 

(GE HeMS care Life Sciences)；流动相为含 8 mol／ 

L尿素、20 mmol／L Tris—HC1、40 mmoVL巯基乙醇 

的水溶液 (pH 7．0)；流速为 1．5 mL／min；上限压 

为0．3 MPa；进样量为5 mL；每收集管收集容量为 

5 mL。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6 000～8 ooo)中，以100倍体 

积的磷酸盐缓冲液 (20 mmol／L，pH 7．0)于4℃ 

下渗透复性4 h，再将透析袋转至新鲜的100倍体 

积的磷酸盐缓冲液 (20 mmo~L，pH 7．0)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280 am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 = cz(A为吸光值， 为 

消光系数，c为蛋白浓度，z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 10 pmol的N16 

蛋白以液氮急速冷冻，冻干 24 h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 Nde I和 BamH I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12 800，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。 
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图1 pRHisMBP质粒图谱 

Fig．1 Vector map of pRHisMBP 
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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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