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人甲胎蛋白 AFP 在大肠杆菌中表达和鉴定 
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摘要：本研究通过应用基因工程技术，重组构建编码人全长甲胎蛋白 AFP 基因的原核表达载体 pET22b-AFP，并将其转化到大

肠杆菌宿主菌 BL21（DE3）中进行诱导表达目的蛋白 AFP。采用 PCR 法扩增编码 AFP 蛋白的 cDNA 序列片段,并将其克隆到含有

His-tag的 pET22b原核表达载体上；重组质粒经双酶切及测序鉴定正确后转化到大肠杆菌 BL21(DE3)中进行 IPTG 诱导表达；对诱导

过程中不同浓度的 IPTG 和不同的温度进行优化；选定最佳的优化条件进行诱导表达目的蛋白；SDS-PAGE 电泳和 Western Blot 法鉴

定表达产物。结果表明，通过 PCR扩增技术获得了编码 AFP 蛋白的基因片段；重组质粒经双酶切和基因测序等方法鉴定后，确认了

重组质粒已经构建成功；表达产物通过利用 SDS-PAGE和 Western Blot 法检测到在 66 kDa附近出现条带，与预期值相符，表明重组

AFP 蛋白已成功表达。 
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Abstract: In this study, through the application of genetic engineering techniques, the prokaryotic expression vector pET22b-AFP of 

full-length human alpha-fetoprotein AFP gene was recombined, constructed, encoded, and then transformed into E. coli host strain BL21 (DE3) 

to induce the expression of the target protein AFP. AFP coding sequence was amplified by polymerase chain reaction (PCR), and then cloned 

into the prokaryotic expression vector pET-22b containing His-tag. The constructed vector, verified by restriction endonuclease digestion and 

DNA sequencing, was then transformed into E. coli host strain BL21 (DE3) for expression by using IPTG-inducible promoters. Different 

concentrations of IPTG and different temperatures were optimized to induce the expression of target protein. Expression products were 

identified by SDS-PAGE electrophoresis and Western Blot. The results showed that AFP gene fragments were obtained by PCR amplification. 

By double enzyme digestion and gene sequencing methods, it was confirmed that the recombinant plasmid was constructed successfully. 

Expression product was revealed in the vicinity of the 66 kDa band by using SDS-PAGE and Western Blot., which was consistent with the 

expected value indicating that the recombinant AFP protein succeeded in expressing. 
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甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)是在胚胎期由肝

细胞、卵黄细胞以及胃肠道细胞产生的一种糖蛋白，

是胚胎血清的主要成分，具有复杂的生物学功能，在

临床上被认为是肝癌的经典肿瘤标记物，被当作诊断

肝癌的金标准[1~2]，在疾病诊断方面起到了重要作用。 

甲胎蛋白作为胞外增强和抑制细胞生长和分化功 
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能的双向调节因子，通过AFP的相对浓度，刺激或抑制

细胞的生长活性，在卵巢、子宫、胎盘、表皮、内皮、

肝脏、乳腺、淋巴、睾丸和某些肿瘤细胞中参与调节

作用[3~8]。在肝癌患者体内，异常表达的AFP也起到了

抑制免疫的作用，抑制肝癌患者T淋巴细胞免疫应答，

诱导T淋巴细胞凋亡，以有利于肿瘤的生长[7]；AFP还

可以利用与细胞凋亡相关的肿瘤坏死因子（TNF）保护

人肝癌细胞，并通过阻断细胞凋亡途径帮助肿瘤细胞

从淋巴细胞攻击中逃脱，以促进肿瘤细胞生长、增殖，

血管生成和抑制肿瘤细胞凋亡[8~10]。另外，人甲胎蛋白

（FL-AFP）还可通过与其他蛋白质发生聚合，如核受

体（即维甲酸受体）、转录因子等等，促进肿瘤细胞

的生长[11~12]。研究结果表明细胞外的AFP能与其受体结
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合，介导生长信息的传递；细胞内的AFP不仅能抑制凋

亡信号的转导，而且也能促进生长信号的传递，这是

AFP具有抗凋亡和促进增殖功能的新发现，该研究结果

赋予AFP新功能的认识和寻找到治疗肝癌的新靶点[13]。

但是由于先前天然甲胎蛋白的来源及数量的限制，AFP

生物学机制的深入研究一直停滞不前；而重组DNA技

术合成甲胎蛋白研究的逐步发展，极大推动了AFP结构

与功能的研究，为探索其在自身免疫性疾病中的治疗

潜力，寻找原发性肝癌有效的诊断与治疗方法提供了

有力的保证。 

1997年Boismenu等人[14]成功地建立了一个高效地

可大量获得重组AFP的大肠杆菌表达系统，并且对表达

量及其影响因素、重组蛋白纯化和特性进行了详细的

分析，为以后重组AFP的相关研究起到了重要作用。重

组AFP的生物活性通过天然AFP与重组AFP抑制人类

淋巴细胞增殖的体外对比试验进行评估，结果可以证

明纯化后的蛋白依然同天然蛋白一样具有生物活性。 

本研究尝试利用大肠杆菌表达体系重组表达人

AFP，成功构建了pET22-AFP原核表达质粒，并且实现

了人AFP的重组表达，这将为其在疾病诊断方面以及

疾病诊断治疗方面的应用奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

AFP 的 cDNA序列由复能基因公司（广州）提供。

大肠杆菌 DH5α、BL21（DE3）和质粒 pET22b 为本

实验室保藏。Primer Star，Nco I 和 Xho I，T4 连接酶

均购自Takara公司。质粒小提试剂盒，PCR产物纯化

试剂盒购自 TIANGEN 公司。抗 His-tag 抗体购自

Invitrogen 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  目的基因的扩增 

以复能公司提供的质粒 B01-AFP（69 ng/μL）为

模板，用含高保真酶的PCR预混液Primer star扩增目

的基因，所用引物为： 

AFP-F：CATG CCA TGG AGA ACA CTG CAT 

AGA AAT GAA TA 

AFP-R：CCG CTC GAG AAC TCC CAA AGC 

AGC ACG 

100 μL PCR反应体系为：Premix Primes STAR 50 

μL；模板B01-AFP（稀释10倍）0.3 μL；Primer F/R 1/1 

μL；ddH2O 47.7 μL。反应条件为：94 ℃ 5 min；

98 ℃ 10 sec，55 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min 48 s，共 30

个循环；72 ℃ 10 min。扩增完毕后，通过琼脂糖凝

胶电泳进行检测，并用TIANGEN PCR产物纯化试剂

盒进行纯化。 

1.2.2  pET22b-AFP 表达质粒构建 

分别对 PCR 产物和 pET22b 表达载体进行 Nco I

和 Xho I 双酶切后，回收目的片段与 pET22b 载体并

进行连接，转化至大肠杆菌 DH5α 中，利用含氨苄霉

素（100 μg/mL）的 LB 抗性平板和菌落 PCR 初步筛

选转化子。挑选阳性克隆送至华大基因公司测序鉴定。

将鉴定完毕的表达质粒转入大肠杆菌 BL21（DE3）中，

获得相应的基因工程菌。 

1.2.3  pET22b-AFP 的小量诱导表达和Western 

Blot 鉴定 

将 pET22b-AFP 工程菌过夜培养物接种于 Ampr 

LB液体培养基中，25 ℃、250 r/min 培养至 OD600 nm

约为 0.6 时加入 IPTG（终浓度0.1 mmol/L）诱导；继

续培养 4 h至 OD600 nm达到 1.5时，离心收集菌体。用

裂解液重悬菌体后，使用超声破碎仪裂解菌体，制备

SDS-PAGE电泳样品进行电泳检测。经SDS-PAGE电

泳后转移至 PVDF 膜，用 5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，

使用抗His-tag抗体孵育后TBST洗涤2次，进行ECL

显色。 

1.2.4  pET22b-AFP 小量表达诱导温度的优化 

将 pET22b-AFP 工程菌过夜培养物接种于 Ampr 

LB液体培养基中，分别置于18 ℃、25 ℃、30 ℃、

37 ℃下250 r/min 振荡培养。当 OD600 nm≈0.6 时，加

入 IPTG（终浓度 0.1 mmol/L）诱导；继续培养 4 h 至

OD600 nm 达到 1.5 时，离心收集菌体。用裂解液重悬

菌体后，使用超声破碎仪裂解菌体，制备 SDS-PAGE

电泳样品进行电泳检测。 

1.2.5  pET22b-AFP小量表达 IPTG诱导浓度的

优化 

将 pET22b-AFP 工程菌过夜培养物接种于 Ampr 

LB液体培养基中，25 ℃、250 r/min 培养至 OD600 nm

约为 0.6 时加入不同浓度的 IPTG（终浓度分别为 0.1 

mmol/L、0.5 mmol/L、1.0 mmol/L、1.5 mmol/L、2.0 

mmol/L）诱导；继续培养 4 h 至OD600 nm达到 1.5 时，

离心收集菌体。用裂解液重悬菌体后，使用超声破碎

仪裂解菌体，制备 SDS-PAGE 电泳样品进行电泳检

测。 

1.2.6  pET22b-AFP 大量表达及纯化 

将 pET22b-AFP 工程菌过夜培养物接种于 1L 

Ampr LB 液体培养基中，25 ℃、250 r/min 培养至

OD600 nm约为 0.6 时加入 IPTG（终浓度0.4 mmol/L）

诱导；继续培养 4 h至 OD600 nm达到 1.5时，离心收集
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菌体。用裂解液重悬菌体，使用超声破碎仪裂解菌

体，离心收集沉淀，用含有2 M尿素的洗涤液洗涤包

涵体 2次，用含有 8 M尿素的变性液溶解包涵体，离

心收集上清，过滤后经镍离子螯合亲和层析柱（5 mL 

His-Trap，GE）纯化，收集洗脱液。制备 SDS-PAGE

电泳样品进行电泳检测后，收集目的蛋白进行透析复

性。 

2  结果与讨论 

2.1  pET22b-AFP表达质粒的构建 

 
图 1 目的基因 PCR 扩增 

Fig.1 PCR amplification of AFP gene 

注：M：DNA marker；1：PCR产物。 

 
图 2 重组质粒双酶切检测结果 

Fig.2 Identification of recombinant plasmid by double enzyme 

digestion 

注：M：DNA Marker；1：重组质粒双酶切（Nco I和Xho 

I） 

以复能公司提供的 B01-AFP 质粒为模板，PCR

扩增目的基因，引物两端分别添加 Nco I 和 Xho I 酶

切位点。电泳结果（图 1）显示扩增片段大小与预计

大小（1773 bp）一致。PCR 产物经纯化后，给予 Nco 

I 和 Xho I 双酶切并与与同样双酶切的 pET22b 载体连

接，转化DH5α大肠杆菌，菌液PCR初步筛选后提取

转化子质粒进行双酶切鉴定（图 2），结果显示已插

入预计大小的外源基因。测序结果显示插入的外源基

因与 AFP 基因序列完全相同，说明 AFP 的表达载体

已成功构建。 

2.2  pET22b-AFP 工程菌的小量诱导表达与检

测 

 
图 3 AFP 小量表达结果 

Fig.3 SDS–PAGE analysis of AFP expression. 

注：M：蛋白 marker；1：未诱导全菌；2：诱导全菌；3：

诱导上清；4：诱导沉淀。 

将原核表达阳性克隆过夜培养物接种于 Ampr LB

液体培养基中，25 ℃，250 r/min振荡培养。当 OD600 

nm≈0.6 时，加 IPTG 至终浓度为 0.4 mmol/L 进行诱

导，另取一瓶不加 IPTG作为对照。25 ℃继续振荡培

养4 h，大约至OD600 nm≈1.5时离心收菌，超声破碎菌

体。SDS-PAGE 结果如图 3 所示，图中在预期位置

（66 kDa 左右）并没有出现明显的目的条带，所以下

一步进行诱导温度和 IPTG 浓度的优化。 

2.3  pET22b-AFP工程菌诱导温度的优化 

 
图 4 不同诱导温度下 AFP 小量表达结果 

Fig.4 Optimization of AFP expression at different temperatures 

注：M：蛋白 marker；1：未诱导全菌；2：18 ℃诱导全

菌；3：25 ℃诱导全菌；4：30 ℃诱导全菌；5：37 ℃诱导全菌。 

将 pET22b-AFP 工程菌过夜培养物接种于 Ampr 

LB液体培养基中，分别置于18 ℃、25 ℃、30 ℃、

37 ℃下进行诱导表达，制备 SDS-PAGE 电泳样品进

行电泳检测。结果如图 4 所示，各个温度蛋白条带的
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没有出现明显差异，也没有出现明显的目的条带（66 

kDa 左右），但是25 ℃更接近室温，因此选定此温度

作为诱导条件并进行 IPTG 的浓度条件优化。 

2.4  pET22b-AFP 工程菌的 IPTG 诱导浓度的

优化 

 
图 5 不同 IPTG 诱导浓度下 AFP 小量表达结果 

Fig.5 Optimization of AFP expression with different IPTG 

concentrations 

注：M：蛋白 marker；1：未诱导全菌；2：0.1 mmol/L IPTG

诱导下全菌；3：0.5 mmol/L IPTG 诱导下全菌；4：1.0 mmol/L 

IPTG 诱导下全菌；5：1.5 mmol/L IPTG 诱导下全菌；6：2.0 

mmol/L IPTG 诱导下全菌。 

将 pET22b-AFP 工程菌过夜培养物接种于 Ampr 

LB液体培养基中，25 ℃、250 r/min 培养至 OD600 nm

约为 0.6 时加入不同浓度的 IPTG（终浓度分别为 0.1 

mmol/L、0.5 mmol/L、1.0 mmol/L、1.5 mmol/L、2.0 

mmol/L）进行诱导表达，制备 SDS-PAGE电泳样品进

行电泳检测。结果如图 5 所示。IPTG 浓度在 0.1~2.0 

mmol/L 范围内对 AFP 的表达量影响不明显，但在结

果中仍无明显的目的条带（66 kDa 左右）。由于 IPTG

具有细胞毒性，高浓度时不利于细胞生长，在保证表

达量不受明显影响的同时，本文最终选定的诱导

IPTG 终浓度为 0.1 mmol/L。 

2.5  重组 AFP蛋白的Western Blot鉴定 

 
图 6 AFP 的 Western Blot 结果图 

Fig.6 Western Blot analysis of recombinant AFP 

注：M：蛋白 marker；1：未诱导全菌；2：诱导全菌；3：

诱导上清；4：诱导沉淀。 

在 25 ℃和 IPTG 为 0.1 mmol/L 的条件下，AFP

蛋白小量表达 Western Blot 验证结果如图 6 所示，在

预期条带附近有明显目的蛋白条带，说明重组 AFP

蛋白在大肠杆菌中有表达，但是蛋白表达量很低。 

2.6  pET22b-AFP工程菌的大量表达与纯化 

 
图 7 纯化后 AFP 蛋白电泳结果图 

Fig.7 Expression and purification of recombinant AFP 

注：M：蛋白 marker；1：未诱导全菌；2：诱导全菌；3：

穿过液；4：洗脱峰。 

 
图 8 纯化后 AFP 蛋白 Western Blot 结果图 

Fig.8 Western Blot analysis of purified AFP 

注：1：未诱导全菌；2：纯化后样品。 

在25 ℃和IPTG为0.1 mmol/L的条件下进行AFP

蛋白的大量表达和纯化，SDS-PAGE 图结果如下（图

7）：在洗脱峰样品中在预期位置有蛋白条带。用抗

His-tag抗体对纯化后的蛋白进行 Western Blot（图 8）

分析，结果显示目的蛋白含有 His-tag 标签，可能是

因为蛋白的表达量低，故在SDS-PAGE中无明显的蛋

白条带，但重组 AFP 已成功表达。 

3  结论 

3.1  大肠杆菌表达系统是目前掌握最成熟的原核表

达系统，成本低，表达量大，是非常理想、稳定的表

达体系；但由于其是原核表达体系，没有翻译后加工

修饰体系，成为了表达某些真核蛋白的关键弱点：对

于某些真核蛋白来说，表达初产物只有通过一些折叠

和二硫键形成过程，才能得到具有生物活性的成熟蛋

白；并且利用大肠杆菌表达重组蛋白，可能会形成包

涵体，影响蛋白产率。人甲胎蛋白是一种糖蛋白，需

要进行简单的糖基化过程，然而就目前来看，用大肠

杆菌表达系统表达的甲胎蛋白已经具有一定的生物学

活性，并且技术比较成熟，使用大肠杆菌系统表达甲

胎蛋白较为经济、有效，关于重组蛋白的生物活性、

功能及应用方面都可以继续做进一步的研究。 

3.2  本研究利用 pET-22 原核表达载体，成功构建了

pET22-AFP 重组表达质粒，并在大肠杆菌 BL21

（DE3）中成功进行了表达，得到了重组人 AFP 蛋
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白。 

3.3  本研究首次全长人 AFP 在大肠杆菌中表达，经

过 Western Blot 的鉴定，AFP 已成功表达，这为其单

克隆抗体的制备和在疾病诊断方面的应用奠定了基

础。但比较遗憾的是，我们构建的重组体系蛋白表达

量仍然比较低，并且以包涵体的形式存在，变复性过

程有待优化研究，从而提高蛋白表达量。 
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