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人 P53的原核表达及包涵体复性研究 
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摘 要：通过检测血清中p53蛋白及其抗体变化诊断肿瘤的ELISA试剂盒的研发需要大量制备 p53蛋白．本 

研究通过构建人野生型 p53基因的原核表达质粒 pET-32a—p53，在大肠杆菌中诱导表达得到 p53包涵体蛋白，经包 

涵体变性、亲和纯化、复性得到可溶 p53蛋 白．发现利用 8M尿素对包涵体进行变性溶解，经镍柱亲和纯化得到纯度 

超过 95 的变性蛋白．尝试透析复性、稀释复性和柱上复性 3种方法分别对 p53变性蛋白进行复性．结果表明透析 

复性的复性率最高，这为原核表达制备 p53提供了一种参考．本研究为 ELISA法检测血清中 p53蛋白及其抗体诊断 

肿瘤相关试剂盒研发奠定了基础． 
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p53基因是被广泛研究、也是突变率最高的抑癌基因．在所有人类恶性肿瘤中，5O 9／6以上出现了 p53基 

因的突变口]．人类p53基因位于染色体 17p13．1，含有 l1个外显子和1O个内含子，其产物是包含 393个氨基 

酸残基的转录激活蛋白．p53基因的大多数突变位点集中在 5～8外显子[2]．生理条件下，野生型 p53通过调 

控细胞周期、参与损伤DNA修复和诱导细胞凋亡等，发挥着抑制损伤 DNA堆积、保持细胞基因组稳定及调 

节细胞增殖分化及凋亡等功能，抑制了肿瘤的发生．相反，突变型 p53则具有原癌基因的功能，可促进肿瘤的 

发生 、发展_3]．野生型 p53蛋白半衰期很短 ，表达后很快被 降解 ；突变型 p53蛋 白其半衰期较长 ，可在肿瘤组 

织、血液中积累，并能进一步诱发机体免疫系统产生抗 p53抗体．因而通过 ELISA法检测血清中p53蛋白及 

其抗体的变化可用来初步诊断肿瘤 ]．ELISA检测方法的基础在于得到可溶性的重组蛋白，进而制备高特 

异性、高亲和力的抗体．结构上，野生型 p53蛋白N末端和 c末端暴露在分子表面，中央区由两个反向平行 

的B一片层形成一种紧密的“三明治”结构，易形成二聚体和四聚体_5 ；突变后的 p53中央区结构紧密、高度疏 

水，致使原核表达 p53很容易形成包涵体．本研究通过 3种不同的复性方法对原核细胞表达的p53包涵体进 

行复性，以期找到最佳的复性方式，建立大量制备 p53复性蛋白的方法． 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

人野生型 p53基因由北京赛百盛公司合成．原核表达载体 pET一32a、大肠杆菌感受态细胞 TG一1、BL21 

(DE3)由本研究室制备保存．质粒提取试剂盒，琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒，鼠抗人 p53抗体，HRP标记抗 

鼠抗体购 自上海生工 ，T4 DNA连接酶 ，核酸内切酶 BamH I、Xho工，蛋 白、DNA Marker购 自日本 Takara 

公司，镍柱填料及预装柱购 自美 国 GE，其他试剂均为国产分析纯试剂． 

1．2 实验方法 
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1．2．1 p53原核表达载体的构建 

根据人野生型p53基因序列设计上下游引物，序列分别为：上游引物F：5，GATATCGGAATTAATTC 

△ GATGGAAAATCTG TATTTTCAGGG 3’，下游 引物 R：5’GCTGGcTAGCCCGTTTGAT 

CTCGAGGTCTGAATCCGGACCTTCC3’ ，引物中下划线序列为酶切位点．PCR扩增 p53基因后通过琼脂 

糖凝胶回收 PCR产物；用 BamH I和 Xho I双酶切 PCR产物和原核表达载体 pET一32a，胶回收酶切产物； 

随后通过 T4 DNA连接酶 16℃连接酶切产物过夜．将连接产物转化至 TG一1感受态细胞，37℃过夜培养． 

菌落 PCR挑取阳性克隆，双酶切鉴定后通过测序检验 p53基因序列准确性． 

1．2．2 p53在大肠杆菌中的表达 

将阳性质粒转化至原核表达菌株 BL21(DE3)中，用 IPTG 37℃诱导 4 h后离心收集沉淀，PBS重悬后 

超声破碎，离心收集上清、沉淀，SDS-PAGE检测 p53的表达，同时通过 Western Blo tting鉴定 p53． 

1．2．3 p53包涵体变性溶解 · 

离心收集表达菌沉淀，PBS重悬后超声破碎，然后离心收集沉淀．用含 2％ TritonX—100的Tris—C1缓冲 

液(50 mM，pH 8．0，i00 mM NaC1)洗涤沉淀两次，然后采用含 8 M尿素的Tris—C1缓冲液 4℃过夜溶解沉 

淀．离心收集上清，SD~PAGE检测． ． 

1．2．4 亲和层析纯化 p53 

通过镍柱亲和层析纯化 p53．包涵体溶解液过滤后进行亲和层析，结合缓冲液用 Tris—C1缓冲液，洗脱时 

用含 5 、10 、15％、20 或 3O 咪唑的 TriS—C1缓冲液分别洗脱并收集洗脱峰，SD~PAGE检测． 

1．2．5 包涵体复性 

1．2．5．1 透析复性 

透析复性时，首先探索不同浓度尿素和不同的 pH值对复性的影响．发现尿素浓度为 2 M、pH在 8～9 

之间时，复性效果最佳．用含 2 M 尿素的 Tris-C1缓冲液(pH 8．5)透析复性可溶变性蛋白时，在 0 h、6 h、 

12 h、18 h、24 h取样测蛋白浓度并保留样品；接着透析除去尿素和咪唑，并在透析 12 h、24 h取样测蛋白浓 

度并保留样品，SDS-PAGE检测． 

1．2．5．2 稀释复性 

稀释复性时采用静脉滴注装置控制滴速，将亲和纯化后的重组蛋白缓慢滴至 2倍体积的含 2 M尿素的 

Tris—C1缓冲液中，4℃搅拌 6 h后取样测蛋白浓度，随后透析除去尿素和咪唑，并在透析 12 h取样测蛋白浓 

度，超滤浓缩后 SDS—PAGE检测． 

1．2．5．3 柱上复性 

柱上复性时，大致与纯化步骤相同，只是多了尿素洗涤步骤．具体来说是沉淀溶解液和镍柱填料于 4℃ 

孵育过夜，离心收集镍柱填料转移至简易重力层析柱，然后每隔 2 h更换含不同浓度尿素的复性溶液，使尿 

素浓度由8 M逐渐降低到 2 M．随后使用 Tris—C1缓冲液除去非特异性结合蛋白，最后用含咪唑的Tris—C1 

缓冲液洗脱 3次，每次间隔 10 min 4℃放置，收集洗脱液，随后置于 PBS缓冲液中透析除去咪唑和尿素，测 

蛋白浓度 ，SDS-PAGE检测． 

2 结果 

2．1 人 p53原核表达载体构建与鉴定 

从 NCBI数据库中查到人 p53基因序列，然后委托公司合成全长基因(约 1300 bp)．进一步通过 PCR扩 

增 p53基因，产物经琼脂糖凝胶电泳后显示大小为 1300 bp，与预期值相符(图1)．胶回收 PCR产物、表达载 

体 pET一32a经双酶切、T4连接酶连接后构建 pET-32a-p53重组质粒，重组质粒转化感受态细胞 TG一1，培养 

后挑取阳性单克隆质粒进行酶切，酶切产物电泳，结果显示酶切产物大小与预期值相符(图 1)．选取阳性克 

隆进行测序鉴定，测序结果与 NCBI数据库中的序列一致，确定重组表达载体 pET一32a—p53构建正确． 

2．2 人 p53融合蛋白的诱导表达及鉴定 

将质粒 pET一32a—p53转化至表达菌 BL21(DE3)中，尝试在不 同温度 ，不同浓度 IPTG条件下诱导重组 
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Expression，Purification and Renaturation of Human P5 3 

LIU HUi，ZHANG Shoutao，GUO Yanan 
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Abstract：The preparation of p53 protein was foundation of the development of ELISA kit tO diagnose tumor by detec— 

tion of serum p53 protein and its antibody．Through construction of p53 prokaryotic expression vectors pET-32a-p53，induced 

the expression，denaturation of inclusion bodies，purification，and renaturation，soluble recombinant protein of p53 was pro— 

duced．Results showed denatured protein of p53 more than 95 purity was got through the denaturation of the inclusion bodies 

with 8M urea。purified by Ni—affinity chromatography．To renature it，Ni NTA affinity renaturation，dilution renaturation， 

and dialysis renaturation were used，in which dialysis renaturation came tO the best result．The study provides a reference which 

p53 was prepared by the expression of prokaryotic organism and lays foundation of the development of ELISA kit to diagnose 

tumor by detection of serum p53 protein and its antibody． 

Keywords：p53；inclusion body；dialysis renaturation；dilution renaturation；Ni—NTA affinity renaturation 


