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重组人心肌肌钙蛋白Ｉ纯化方法的对比
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　　摘　要：目的　对比两种重组人心肌肌钙蛋白Ｉ（ｒｈｃＴｎＩ）纯化方法，获取稳定的ｒｈｃＴｎＩ，促进心肌肌钙蛋白（ｃＴｎＩ）诊断标准

化的研究。方法　超声破碎工程菌获取ｒｈｃＴｎＩ包涵体，经２％ Ｔｒｉｔｏｎｘ１００，２ｍｏｌ／Ｌ脲洗涤后溶解在８ｍｏｌ／Ｌ脲中，分别经ＣＭ

ＦＦ柱上复性和稀释复性纯化ｒｈｃＴｎＩ，对比两种方法纯化ｒｈｃＴｎＩ的获得率及其产物在４、－２０、－８０℃及冻干条件下的稳定性，确

立高效获取稳定的ｃＴｎＩ的纯化方法。结果　０．１ｇ湿重包涵体经 ＣＭＦＦ柱上复性和稀释复性的获得率分别为２６．８％和

１８．９％。４、－２０、－８０℃及冻干条件下，ＣＭＦＦ下柱上复性获得的ｒｈｃＴｎＩ稳定，并且柱上复性纯化周期短，效率高。结论　ＣＭ

ＦＦ柱上复性要比稀释复性纯化ｒｈｃＴｎＩ高效、稳定。
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　　 人心肌肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）是由基因 犜犖犖犐３编码的，

犜犖犖犐３基因全长６１２ｋｂ，由８个外显子构成，位于１９ｑ１３。

ｃＴｎＩ由２１０个氨基酸组成，相对分子质量为２４×１０３，等电点

为９．９
［１］。ｃＴｎＩ是检测心肌损伤的理想标志物，具有很高的特

异性，同时也可用于急性冠脉综合征（ＡＣＳ），包括稳定型心绞

痛、不稳定型心绞痛以及急性心肌梗死等的临床诊断、危险性

估计和预后判断［２］。目前临床使用的检测ｃＴｎＩ的试剂盒，由

于抗体针对不同的抗原表位和抗原结合力不同，ｃＴｎＩ片段具

有不同的清除率和降解速度，以及使用了不同的标准品，这些

因素使检测结果间存在很大差异［３］。本研究通过对比两种重

组人ｃＴｎＩ（ｒｈｃＴｎＩ）纯化方法，建立高效获取稳定的ｒｈｃＴｎＩ的

纯化方法。为开发具有自主知识产权、国产化的ｃＴｎＩ诊断试

剂盒奠定基础，并促进ｃＴｎＩ诊断标准化的研究。

１　材料与方法

１．１　材料　ｃＴｎＩ基因工程菌本实验室制备，微孔滤膜（上海

兴亚净化材料厂），５×１０３ 超滤管（ＭＩＬＬＰＯＲＥ），５ｍＬＣＭＦＦ

预装柱（ＧＥ），磁力搅拌器，ｃＴｎＩ免疫定量试剂盒（雅培），其他

生化试剂均为分析纯。

１．２　方法

１．２．１　包涵体的制备　将发酵所得到的菌体经过２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ（含 ＮａＣｌ：５００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ：１ｍｍｏｌ／Ｌ，５％甘油，

ＤＴＴ：１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）重新悬浮后，冰浴超声波破碎，超声

３ｓ，间隔５ｓ，功率４００Ｗ，２０ｍｉｎ，然后经６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０

ｍｉｎ，弃上清液，即得ｒｈｃＴｎＩ包涵体粗品。

１．２．２　包涵体的洗涤　将ｒｈｃＴｎＩ包涵体粗品依次重悬在洗

涤液Ａ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ＋２％ Ｔｒｉｔｏｎｘ１００，ｐＨ７．４），洗

涤液Ｂ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ＋２ｍｏｌ／Ｌ脲，ｐＨ７．４）中，分别搅

拌洗涤１．０ｈ和０．５ｈ。６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃上清液。

１．２．３　包涵体的溶解　将洗涤后的包涵体加入到变性液（２０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ＋８ｍｏｌ／Ｌ脲，ｐＨ７．４）中，４℃过夜。

１．２．４　包涵体的稀释复性　将含有０．１ｇ湿重包涵体变性液

脉冲加入到 １Ｌ 复性缓冲液 （２０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ＋１０

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ＋１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，ｐＨ７．４）中，冰浴复性１８～２４

ｈ，过０．２２μｍ滤膜，经５ＫＤ超滤膜包浓缩后过ＣＭＦＦ柱，用
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缓冲液Ａ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ＝７．４）平衡，上样后用缓

冲液Ａ冲洗，然后用缓冲液Ｂ（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ＋１ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，ｐＨ７．４）洗脱。

１．２．５　包涵体的阳离子柱上复性　用缓冲液 Ａ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ＋６ｍｏｌ／Ｌ脲，ｐＨ７．４）平衡柱子，将含有０．１ｇ包涵

体变性液４５ｍＬ过０．２２μｍ微孔滤膜后上样，缓冲液Ｂ（２０

ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．４），逐渐增大缓冲液Ｂ／缓冲液 Ａ的比

例，形成尿素浓度线性梯度，变性蛋白质随着尿素浓度的降低

而逐渐复性。然后通过增加盐离子的浓度洗脱目的蛋白。

１．２．６　ｒｈｃＴｎＩ的稳定性测定　用ｃＴｎＩ免疫定量试剂盒测定

在４、－２０、－８０℃和冻干条件保存在健康人血清中（ＮａＮ３：

０．００２％；ＥＤＴＡＮａ２：１ｍｍｏｌ／Ｌ）的ｃＴｎＩ蛋白活性。

２　结　　果

２．１　包涵体的制备和变性　ＳＤＳＰＡＧＥ分析显示，在相对分

子质量约为１５×１０３ 处出现１条明显的条带，同预期的ｒｈｃＴｎＩ

蛋白的相对分子质量相符合，见图１。包涵体经Ｔｒｉｔｏｎｘ１００、

脲洗涤后并不是特别纯，但经后期实验发现不会为纯化带来很

大问题。

　　Ｍ：蛋白质标记物；１：诱导后全菌裂解物上清液；２：诱导后全菌

裂解物沉淀；３：Ｔｒｉｔｏｎｘ１００洗涤后上清液；４：Ｔｒｉｔｏｎｘ１００洗涤后沉

淀；５：脲洗涤后上清液；６：脲洗涤后沉淀；７：离心后变性液中沉淀；８：离

心后变性液中上清液。箭头所指为ｒｈｃＴｎＩ蛋白。

图１　　ＳＤＳＰＡＧＥ分析包涵体的制备和变性

２．２　包涵体的两种复性　０．１ｇ湿重包涵体溶解在５０ｍＬ８

ｍｏｌ／Ｌ脲中，经稀释后用ＢＣＡ方法测得浓度为０．１５ｍｇ／ｍＬ，分

别经两种方法复性。经ＣＭＦＦ柱上复性得到ｒｈｃＴｎＩ蛋白１５

ｍＬ，浓度为０．１３４ｍｇ／ｍＬ，获得率为２６．８％。经稀释复性后上

ＣＭＦＦ柱得到ｒｈｃＴｎＩ蛋白１０ｍＬ，浓度为０．１４２ｍｇ／ｍＬ，得率

为１８．９％。获得率明显小于前者。纯化结果理想，纯度较高，

ＳＤＳＰＡＧＥ图通过软件分析可达９０％以上，见图２～４。

图２　　包涵体ＣＭＦＦ柱上复性纯化ｃＴｎＩ层析图

２．４　ｒｈｃＴｎＩ的稳定性测定结果　两种复性方式得到的蛋白

在４℃均能保存１周以上，但经稀释复性得到的ｒｈｃＴｎＩ降解

较迅速，在－２０℃、－８０℃和冻干条件下无明显差异，每周降

解率为３％～８％，见图５～６。

图３　　包涵体稀释复性后上ＣＭＦＦ纯化ｃＴｎＩ层析图

　　Ｍ：蛋白质标记物；１：ＣＭＦＦ柱上复性纯化获取的ｒｈｃＴｎＩ；２：稀

释复性后上ＣＭＦＦ纯化获取的ｒｈｃＴｎＩ。

图４　　ＳＤＳＰＡＧＥ分析包涵体的复性

图５　　经稀释复性后上ＣＭＦＦ柱获取的ｒｈｃＴｎＩ在

血清中保存的稳定性

图６　　经ＣＭＦＦ柱上复性获取的ｒｈｃＴｎＩ在血清中

保存的稳定性

３　讨　　论

ｃＴｎｌ因其高度的心肌特异性、敏感性及较长的诊断窗口

期，成为了最近十余年临床快速诊断急性心肌梗死的最有价值

的指标，具有广阔的发展前景，并越来越多地受到临床医生和

临化学家的关注和青睐。国际临床化学联盟（下转第１８２０页）

·８１８１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１４



之间的７８０ｂｐ序列，进行ＢＬＡＳＴ 比对。结果显示，所比对的

８００ｂｐ目标片段与人苍白杆菌的１６ＳｒＲＮＡ基因核酸序列完

全匹配，１００％同源。

　　１：阴性对照；２：待检菌；３：阳性对照（Ｅ．ｃｏｌｉ）；４：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ。

图１　　细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因扩增产物的凝胶电泳结果

２．３　梅里埃细菌检测仪器鉴定结果　用ＡＰＩ的ＮＰ２０细菌检

测板条鉴定，结果显示与人苍白杆菌的吻合度达９９％以上，为

极好的鉴定。

３　讨　　论

临床标本检测技术的研究，目的是使其操作更加简单、快

速、结果更加准确、投入更加低廉，已求达到更高效更经济的诊

治需求。本研究针对未知病原的临床标本检测，采用了一种尽

可能简单的ＰＣＲ检测方法，以直接煮沸裂解的菌落上清为

ＰＣＲ模板，省略了普遍应用的细菌ＤＮＡ提取步骤。同时应用

细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列鉴定技术，采用常见的通用引物，

也是目前基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析法常用的引物序列，进

行简单ＰＣＲ，产物直接测序分析。结果显示，和梅里埃细菌自

动鉴定分析仪检测结果一致，但明显比后者更为经济易行。说

明本研究方法操作简单，结果可靠。

当然，受所检测标本数量的限制，结果尚待继续研究，该方

法能否基本通用，即对大多数常见病原菌都能进行准确鉴定，

是未来研究的重点。
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（ＩＦＣＣ）的心肌标志物标准化委员会（ＣＳＣＭ）、美国临床生化学

会（ＮＡＣＢ）、欧洲心脏病学会以及中华医学会临床检验学分会

等组织最近建议在临床工作中将ｃＴｎＩ作为急性心肌梗死诊断

的“金标准”［６］。临床应用发现，ｃＴｎＩ测定存在标准化问题，导

致同一患者的血标本在不同实验室采用不同厂家的商品化试

剂盒，甚至不同实验室采用同一厂家的试剂盒进行检测，检测

的结果可相差２０～３０倍，导致不同实验室之间的结果不具有

可比性［３］。血清中的存在形式绝大部分是ｃＴｎＩＴｎＣ复合物，

而游离的ｃＴｎＩ及ｃＴｎＩＴｎＣＴｎＴ复合物只有很小一部分。血

清中ｃＴｎＩ的 Ｎ端和 Ｃ端均易被蛋白酶水解，稳定性差，而

３０～１１０间肽段稳定性好，现在新一代的ｃＴｎＩ检测系统多针

对此肽段［７］。本研究通过选取此片段对比不同的纯化方法，获

取稳定的ｒｈｃＴｎＩ，促进ｃＴｎＩ诊断标准化的研究。

本文对两种复性方法进行了初步摸索，稀释法是小规模包

涵体复性最常用的方法，这种方法操作简单，但包涵体要在极

低的浓度下复性，复性液用量大，并且复性后需要对样品进行

超滤浓缩，无法扩大工业化生产；柱上复性可以通过变性蛋白

在层析柱中与层析介质的相互作用抑制蛋白质的聚集，从而达

到提高蛋白质获得率的目的，同时还能将蛋白质提纯，并且纯

化时间短，是近期包涵体复性的研究热点［４５］。通过对比，ＣＭ

ＦＦ柱上复性要比稀释复性方法纯化ｒｈｃＴｎＩ高效、稳定。
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