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　　摘　要：Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白是一种类免疫球蛋白，属 于 昆 虫 的 一 种 重 要 的 先 天 性 免 疫 球 蛋 白，家 蚕（Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ）

Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白与其他昆虫的序列具有高度的同源性，为了进一步分析家蚕 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的功能，以杆状病毒感染的

家蚕蚕蛹为原料，通过抗体亲和 层 析 获 得 高 纯 度 的 天 然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋 白。结 果 表 明：重 组 表 达 菌 株ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ
经终浓 度 为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ低 温 诱 导 后 可 在 大 肠 杆 菌ＢＬ２１中 成 功 表 达；通 过 镍 离 子 金 属 螯 合 亲 和 层 析 并 经

２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱可以获得较纯的重组 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白；免疫新西兰大白兔产生特异性多克隆抗体通过蛋白 Ａ亲

和层析柱纯化后可 获 得 高 纯 度 的 Ｈｅｍｏｌｉｎ抗 体，并 经 抗 体 亲 和 层 析 获 得 的 天 然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋 白 纯 度 高，可 用 于 对

Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白功能的进一步研究。文章提供的分离纯化高纯度家蚕天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的方法能够推进天然免疫蛋

白的纯化，为进一步研究家蚕天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的晶体结构、蛋白质抑菌功能以及抗病毒活性奠定基础。
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０　引　言

Ｈｅｍｏｌｉｎ是一种类免 疫 球 蛋 白，属 于 免 疫 球 蛋

白 超 家 族［１－２］，在 昆 虫 的 先 天 性 免 疫 中 起 重 要 作

用［３－４］，Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白 也 参 与 家 蚕 的 先 天 性 免 疫［５］。

Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的马蹄状结构由４个结构 域 组 成，并

参与多种 细 胞 相 互 作 用［６－７］。Ｈｅｍｏｌｉｎ类 似 于 一 些

细胞黏附蛋白［８－９］，是一种在免疫中具有潜在作用的

昆虫蛋白［１０］。ｈｅｍｏｌｉｎ基因转录发生在滞育期［１１］，
主要存在于幼虫的脂肪体中，但在各种昆虫的胚胎

和肠中也会发生适量的转录［１２－１４］。Ｈｅｍｏｌｉｎ可通过

碳水化合物和Ｃａ２＋ 介 导 的 细 胞 粘 附 促 进 病 原 体 的

吞噬作用，Ｉｇ分子参与该过程［１５－１６］。越来越多的证

据表明，Ｈｅｍｏｌｉｎ可被细菌和病毒感染激活表达，从
而在抗菌免疫中发挥重要作用［１７－１８］。通过免疫信息

学 工 具 分 析 发 现，具 有 高 抗 原 性 的 来 自 家 蚕 的

Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白可以作为载体蛋白的候选［１９］。
家蚕（Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ）是一种以桑叶为食料的鳞

翅目泌丝昆虫，属无脊椎动物，节肢动物门，蚕蛾科，
蚕蛾属桑蚕 种［２０］。家 蚕 是 中 国 农 业 经 济 上 重 要 的

昆虫，可被多种病原体感染，尤其是病毒。在惜古比

天 蚕 （Ｈｙａｔｏｐｈｏｒａ　ｃｅｃｒｏｐｉａ）［２１］、烟 草 天 蛾

（Ｍｕｎｄｕｃａ　ｓｅｘｔａ）［２２］、美 国 白 灯 蛾 （Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ
ｃｕｎｅａ）［２３］、舞毒蛾（Ｌｙｍａｎｔｒｉａ　ｄｉｓｐａｒ）［１３］和其他昆

虫中的ｈｅｍｏｌｉｎ的结构 和 功 能 已 被 广 泛 研 究，但 关

于家蚕 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的功能研究很少报道。
为了进一步研究 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的功能，需要对

天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白进行大量纯化。Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　７５法

可用于 Ｈｅｍｏｌｉｎ的制备，但其获得的 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白

量太少，不足以满足 对 Ｈｅｍｏｌｉｎ的 进 一 步 研 究［２４］。
因此，本文克隆并表达家蚕 Ｈｅｍｏｌｉｎ，利用免疫制备

的抗体通过 抗 体 亲 和 层 析 分 离 纯 化 高 纯 度 的 天 然

Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白，为后续深入研究该蛋白抗 菌 和 抗 病

毒活性奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂

新西兰大白兔从杭州师范大学实验动物中心购

买，大 肠 杆 菌 ＴＧ１、ＢＬ２１（ＤＥ３）和 载 体 ｐＥＴ－３２ａ
（＋）由本实验室提供，家蚕（菁松×皓月）购自浙江

蚕农基地（中 国 金 华）、ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ高 保 真ＰＣＲ
酶购 自 ＴＯＹＯＢＯ公 司（日 本），ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ　ＢａｍＨ
Ｉ，Ｘｈｏ　Ｉ，Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｈｉｇｈ购 自 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公

司（美国），镍离子螯合琼脂糖凝胶，ＡｍｉｎｅＬｉｎｋ　Ｐｌｕｓ

固定化和Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ富集试剂盒购自ＧＥ医疗公司

（ＵＫ），抗 Ｈｉｓ－Ｔａｇ鼠 多 克 隆 抗 体，ＨＲＰ标 记 的 山

羊抗鼠ＩｇＧ购自天津三箭生物科技有限公司，氰基

硼氢化物溶液（５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＮ３ 和１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ），
猝灭缓冲 液（１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ　７．４），偶 联 缓 冲 液

（０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钠，０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，ｐＨ　７．２），结
合／洗涤缓冲液（０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ，ｐＨ　７．４），洗脱缓

冲液（０．１～０．２ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸，ｐＨ　２．５～３．０），洗涤

溶液（１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ）和中和缓冲液（１ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ，

ｐＨ　８．５～９．０）。文中所有溶液自配。

１．２　Ｈｅｍｏｌｉｎ基因的克隆及重组质粒的构建

用Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取家蚕总ＲＮＡ，并

用逆转录试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）进行逆转录获得

ｃＤＮＡ。采用以下引物 通 过ＰＣＲ扩 增ｈｅｍｏｌｉｎ基 因

（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：ＬＯＣ６９２６４３），正 向 引 物：５＇－
ＡＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＧＣＣＣＧＴＴＡＡＴＴＣＣＧＧ －３＇，反

向引物：５＇－ＣＴＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＣＧＡＣＴＴＧＡＡＧ－３＇。

ＰＣＲ扩增体 系（５０μＬ）包 括：１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，

２ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ　５μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＳＯ４３μＬ，正

向引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，反向引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）

３μＬ，ｃＤＮＡ　５μＬ（１００ｎｇ），ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ（１Ｕ／

μＬ）１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ使总体积为５０μＬ。ＰＣＲ扩增

程序为：预变性，９４℃，４ｍｉｎ；变性，９４℃，４５ｓ；退火，

５６℃，４５ｓ；延伸，７２℃，４ｍｉｎ，共３０个 循 环；延 伸，

７２℃，４ｍｉｎ。通过琼脂糖凝胶电泳鉴定ＰＣＲ产物条

带大小是否符合预期。

ＰＣＲ产物经ＢａｍＨＩ和Ｘｈｏ　Ｉ酶切后 克 隆 到

ｐＥＴ－３２ａ（＋）中。经过挑斑筛选和鉴定后获得重组

质粒ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ。重 组 质 粒 进 行 双 酶 切 鉴

定。通过双酶切鉴定的ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ重组质粒

送测序 公 司 测 序，并 用ＢｉｏＥｄｉｔ软 件 对 测 序 结 果 进

行序列比对，证实重组质粒序列的正确性。将重组

质 粒 转 化 到 大 肠 杆 菌 ＢＬ２１中。含 有 ｐＥＴ－３２ａ－
ｈｅｍｏｌｉｎ质粒的菌株用５０％甘油保存，并在－８０℃
保存备用。

１．３　重组Ｈｅｍｏｌｉｎ的表达与鉴定

在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中诱导表达融合有６×
Ｈｉｓ标签的Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白，诱导表达方法如下：先将

表达菌在１０ｍＬ　ＬＢ液体培养基中培养过夜以活化

菌种，按体积比１∶１００接种到１ＬＬＢ液体培养基中

（１∶１０００添加氨苄抗生素母液）３７℃培养４ｈ，再添

加终 浓 度 为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的 异 丙 基 硫 代 半 乳 糖 苷

（ＩＰＴＧ），于１６℃诱导表达１２ｈ。利用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ鉴定蛋白的表达。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
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后，电转印，封闭液（１ｇ脱脂奶粉加入到２０ｍＬ的

ＴＢＳＴ中）封闭２ｈ，一 抗（抗 Ｈｉｓ－Ｔａｇ鼠 多 克 隆 抗

体，以１∶３０００比例稀释）孵育过夜，孵育 ＨＲＰ标记

的山羊抗鼠ＩｇＧ（１∶５０００稀释），采用ＢｅｙｏＥＣＬ　Ｐｌｕｓ
（Ｐ００１８）ＥＣＬ试剂检测蛋白。

１．４　重组Ｈｅｍｏｌｉｎ的纯化

通 过 镍 离 子 金 属 螯 合 亲 和 层 析（Ｈｉｓ６０Ｎｉ
Ｓｕｐｅｒｆｌｏｗ　Ｒｅｓｉｎ，ＴａＫａＲａ，Ｃｈｉｎａ）和 凝 胶 过 滤 层 析

（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００，ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，ＵＳＡ）纯化 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋

白［２５－２６］，其中镍离子金属螯合亲和层析使用的洗脱液

为Ｈｉｓ　Ｂｕｆｆｅｒ　Ｂ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，

３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，调ｐＨ值为８．０后用０．４５μｍ滤

膜过滤，４℃保存备用），凝胶过滤层析的平衡液和

洗脱 液 一 致（２００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＰＢ，

ｐＨ　７．０）。通 过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ确 定 目 的 蛋 白 的 纯 度

和表达量。

１．５　Ｈｅｍｏｌｉｎ多克隆抗体的制备和纯化

根据《中华人民共和国动物伦理程序和指南》的
规定，经浙江理工大学动物伦理委员会的批准，免疫

注射新 西 兰 大 白 兔 并 采 集 血 样。纯 化 的 Ｈｅｍｏｌｉｎ
蛋白在 Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ　２０６佐 剂（Ｓｅｐｐｉｃ，Ｆｒａｎｃｅ）
中充分乳化，然后免疫新西兰大白兔产生特异性多

克隆抗体，每只皮下注射 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋 白４５０μｇ，免

疫间隔为１４ｄ，每只免疫３次。第３次免疫后，心脏

取血采集血 清。通 过ＥＬＩＳＡ测 定ｈｅｍｏｌｉｎ多 克 隆

抗体的效价，用Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ柱（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）纯化

多 克 隆 抗 体。将 兔 血 清 与 结 合 缓 冲 液 （ＮａＣｌ，

０．５ｍｏｌ／Ｌ；Ｎａ２ＨＰＯ４，２０ｍｍｏｌ／Ｌ；ｐＨ　８．０）１∶１混

合，用０．４５μｍ滤 膜 过 滤 除 杂 后，用５倍 体 积 的 结

合缓冲液过Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ柱，将 准 备 好 的 血 清 样 品 上

样，用结合缓 冲 液 冲 洗 柱 子，直 至 结 合 液 中 不 含 蛋

白，用洗脱液过柱，同时收集漏出液，直至漏出液中

不含蛋白。测定各收集管中的蛋白含量，合并蛋白

管。在收集的蛋白样品中按照１∶１体积加入甘油至

终浓度为５０％于－２０℃保存备用。

１．６　抗体亲和层析柱的制备

取空的重力柱，将２ｍＬ氨基偶联填料加入每个

色谱柱中，用６ｍＬ偶联缓冲液平衡。然后将上述纯

化的兔多克隆抗体，８０μＬ终浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ氰

基硼氢化物溶液加入 到 平 衡 好 的 重 力 柱 中，４℃孵

育过夜，具体方法参考文献［２７］。

１．７　天然Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的纯化

用微量注射器注射杆 状 病 毒（１×１０５个／只）于

５龄蚕体内，待其结茧成蛹后，将杆状病毒感染的蚕

蛹碾碎。称量样品，并加入ＰＢＳ（１∶３），将样品冰浴

混合３０ｍｉｎ，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离 心３０ｍｉｎ，并 通

过４层 纱 布 过 滤 两 次。收 集 待 纯 化 的 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋

白缓慢加入上述色谱柱中，将溶液 温 育１ｈ并 用 洗

涤缓冲液洗涤５次，加入２ｍＬ洗脱缓冲液，将溶液

温育１５ｍｉｎ，用１ｍＬ中和缓冲液中和洗脱液，得到

纯化的目的蛋白。

２　结果与分析

２．１　Ｈｅｍｏｌｉｎ基因的克隆及重组质粒的构建

以ｃＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增得约１．２ｋｂ的目的

ＤＮＡ片段，并 通 过 限 制 性 核 酸 内 切 酶ＢａｍＨ　Ｉ和

Ｘｈｏ　Ｉ对目的片 段 进 行 双 酶 切，将 酶 切 过 后 的 特 异

性片段克隆到同样双酶切的ｐＥＴ－３２ａ（＋）中。用限

制 性 核 酸 内 切 酶 鉴 定 重 组 质 粒 ｐＥＴ－３２ａ（＋）－
ｈｅｍｏｌｉｎ（图１）。将 阳 性 菌 株 送 至 上 海 生 工（中 国）
进行ＤＮＡ测序，获得的ｈｅｍｏｌｉｎ序列通过ＮＣＢＩ数

据库进 行ｂｌａｓｔ比 对。本 文 获 得 的 序 列 与 已 知 的

ｈｅｍｏｌｉｎ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＬＯＣ　６９２６４３）之间的

相似性为９９．７％，证实克隆的序列为ｈｅｍｏｌｉｎ基因。

Ｍ：ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１：ｈｅｍｏｌｉｎ的ＰＣＲ产物；２：ＢａｍＨⅠ和

ＸｈｏⅠ双酶切ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ的产物

图１　重组质粒ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ的鉴定

２．２　６×Ｈｉｓ标签的Ｈｅｍｏｌｉｎ的表达和纯化

将正确 构 建 的ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ转 化 到 表 达 菌

株大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中。在含有抗生素的Ｌｕｒｉａ－
Ｂｅｒｔａｎｉ培养基中，于３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ的培养条件下

培养４ｈ后，添 加 终 浓 度 为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ于

１６℃诱 导 表 达 过 夜，同 时 制 备 未 诱 导 的 对 照 组。

Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白本身大小为４４．８ｋＤａ，因ｐＥＴ－３２ａ上边

有Ｔｒｘ标签以及Ｈｉｓ标签，使得最后表达的 Ｈｅｍｏｌｉｎ
蛋白多１８．３ｋＤａ，重组Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的理论值大小应

为６３．１ｋＤａ。图２是表达的 Ｈｅｍｏｌｉｎ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
图，图３为表达的 Ｈｅｍｏｌｉｎ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交图，
在图３中的第二泳道６３．０ｋＤａ附近有一蛋白印迹条

带，其值符合重组蛋白的理论值大小。
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Ｍ：蛋白分子量标准；１：未诱导含有表达载体ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ的

大肠杆菌ＢＬ２１；２：经ＩＰＴＧ诱导的含有表达载体

ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ的大肠杆菌ＢＬ２１

图２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测 Ｈｅｍｏｌｉｎ在大肠杆菌中的表达

Ｍ：预染蛋白分子量标准；１：未诱导含有表达载体ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ

的大肠杆菌ＢＬ２１；２：经ＩＰＴＧ诱导的含有表达载体

ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ的大肠杆菌ＢＬ２１

图３　Ｈｅｍｏｌｉｎ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测

６×Ｈｉｓ标签的 Ｈｅｍｏｌｉｎ通过镍离子金属螯合

亲和层析和凝胶过滤层析纯化，通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检

测，结果如图４和图５所示。图４和图５显示，当用

２００ ｍｍｏｌ／Ｌ 咪 唑 洗 脱 时，可 以 获 得 较 纯 的

Ｈｅｍｏｌｉｎ，在图５的 泳 道７中 出 现 一 条 清 晰 的 大 小

符合理论值的蛋白条带，浓度高且纯度好，说明纯度

较高的融合 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白出现在第二个峰中。

２．３　Ｈｅｍｏｌｉｎ多克隆抗体的制备和纯化

Ｈｅｍｏｌｉｎ多克隆 抗 体 先 通 过 蛋 白 Ａ柱 进 一 步

纯化，再用蛋白Ａ亲和层析柱进一步纯化 Ｈｅｍｏｌｉｎ
多克隆抗体，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测结果如图６所示。由

图６可知，在５５ｋＤａ以及２３ｋＤａ附近有两条清晰

的条带，分 别 是 Ｈｅｍｏｌｉｎ抗 体 的 重 链 和 轻 链，且 没

有其他 杂 带，因 此 本 文 纯 化 的 Ｈｅｍｏｌｉｎ抗 体 纯 度

高，符合后续实验要求。

Ｍ：蛋白分子量标准；１：预纯化蛋白；２：２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱；

３：用５０ｍｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱；４：用２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱；

５：用５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱

图４　重组 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的纯化

Ｍ：蛋白分子量标准；１：未经分离样品；２－８：Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００

收集管中样品

图５　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００纯化融合有６×Ｈｉｓ标签的 Ｈｅｍｏｌｉｎ
蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

Ｍ：蛋白分子量标准；１：第二次纯化后的抗体

图６　Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白ｐＡｂ的进一步纯化和鉴定

２．４　用抗体亲和柱富集天然Ｈｅｍｏｌｉｎ
通过抗体色谱柱纯化来自杆状病毒感染的家蚕

蛹的 天 然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋 白，并 进 行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分 析。
天然Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的理论值大小应为４５ｋＤａ，在图７
中的１泳道的４４．８ｋＤａ附近存在清晰的蛋白条带，
且没有杂带，纯化的蛋白与天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的理

论值大小一致，分离的天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白纯度高。
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Ｍ：蛋白分子量标准；１：纯化的天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白

图７　天然ｈｅｍｏｌｉｎ的免疫亲和层析纯化

３　讨　论

Ｈｅｍｏｌｉｎ是一种与先天性免疫功能相关的蛋白

质，最早在罗宾蛾中被发现［２８－３０］。已有大量实验证

实ｈｅｍｏｌｉｎ在外源微生 物 入 侵 时 发 挥 重 要 作 用，在

受 到 病 原 菌 的 刺 激 后 识 别 并 结 合 病 菌，通 过

ｈｅｍｏｌｉｎ之间的同嗜性黏着使病原菌与血淋巴细胞

结合，血淋巴细胞发生聚集，凝结成块从而延缓病原

菌的 入 侵，在 惜 古 比 天 蚕 蛹 中 注 射 细 菌 后ｈｅｍｏｌｉｎ
的表达量提高 了１８倍［３１］，而 烟 草 天 蛾 幼 虫 中 提 高

３０～４５倍。Ｈｉｒａｉ等［３２］也证明细菌可以在柞蚕体内

诱导ｈｅｍｏｌｉｎ的表达。目 前 研 究 发 现，从 家 蚕 克 隆

的ｈｅｍｏｌｉｎ基因与其他几种昆虫物种同源基因具有

高度同源性，表明来自家蚕的 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白与其他

物种的 Ｈｅｍｏｌｉｎ具 有 相 似 的 抗 菌 活 性 和 抗 病 毒 活

性［３３］。为了达到进一步 研 究 所 需 的 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋 白

的量，需要对天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白进行制备和纯化。
不同的表达系统具有不同的优缺点，原核表达

系统方法简单，能够短时间内获得基因表达产物，而
且 所 需 的 成 本 相 对 比 较 低 廉，本 研 究 通 过 克 隆

ｈｅｍｏｌｉｎ基因、构建ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ载体，经ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ验 证 发 现，重 组 表 达

菌 株 ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ经 终 浓 度 为０．１ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ低温诱导后可在大肠杆菌ＢＬ２１成功表达。

镍离子金属螯合亲和层析吸附量大，分离条件温

和，被 广 泛 应 用 于 分 离 纯 化 生 物 工 程 蛋 白 质［３４］。

Ｕｅｄａ等［３５］利用镍离子金属螯合亲和层析技术分离了

纯度达到９９．５％的大肠杆菌表达的人催乳素。影响

蛋白纯化效果的主要因素是洗脱条件，本研究中分别

设置２０、５０、２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑以及５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑

的洗 脱 条 件，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检 测 发 现，２００ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑洗脱可以分离纯化较纯的重组Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白。

由于对蛋白纯度要求较高且确保纯化的蛋白不失

活，所以制备的难度较一般产品较高［３６］。制备型高效

液相色谱法（Ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，

ＨＰＬＣ）可用于产物的最后一步纯化，但是其存在价格

昂贵、纯化的量有限、有毒试剂居多等缺点［３７－３８］。抗体

亲和层析是利用抗原、抗 体 之 间 高 度 特 异 性 的 亲 和

力进行分离的方法，具有高效、快速、简便的特点，本
研究通过纯 化 的 重 组 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋 白 免 疫 新 西 兰 大

白兔产生特异性多克隆抗体，并通过蛋白Ａ亲和层

析柱将初步 得 到 的 Ｈｅｍｏｌｉｎ多 克 隆 抗 体 进 一 步 纯

化，最后通过抗体亲和层析法获得天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋

白。通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分 析 发 现，４５ｋＤａ附 近 存 在

清晰的蛋白条带，且与天然Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白的理论值一

致，该方法获得的天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白量较多，纯度较

高，符合进一步对天然Ｈｅｍｏｌｉｎ的研究的要求。

４　结　论

通过原核表述家蚕ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白，并通过 镍 离

子 金 属 螯 合 亲 和 层 析、抗 体 亲 和 层 析 对 天 然

Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白纯化，获得以下主要结论：

ａ）逆转录家蚕总ＲＮＡ得到ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增

后酶切连 接 构 建 重 组 质 粒ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ，经 测

序比对，与已知的ｈｅｍｏｌｉｎ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＬＯＣ　６９２６４３）之间的相似性为９９．７％。

ｂ）重组表达菌株ｐＥＴ－３２ａ－ｈｅｍｏｌｉｎ经终浓度为

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ低温诱导后可在大肠杆菌ＢＬ２１
中表达大 小 为６３．１ｋＤａ的 重 组 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋 白，重

组 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白可 通 过 镍 离 子 金 属 螯 合 亲 和 层 析

进行分离纯化。

ｃ）将纯化的重组 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白以每次４５０μｇ
剂量免疫新西兰大白兔，心脏取血获得的血清可通

过 蛋 白 Ａ 亲 和 层 析 柱 纯 化 后 获 得 高 纯 度 的

Ｈｅｍｏｌｉｎ多克隆抗体。

ｄ）以感染了杆状病毒（１×１０５个／只）的家蚕蚕

蛹为原料，可 通 过 抗 体 亲 和 层 析 获 得 大 小 为４４．８
ｋＤａ的高纯度天然 Ｈｅｍｏｌｉｎ蛋白。
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