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摘要：本研究通过应用基因工程技术，构建融合基因 pET14b-Mincle 的原核表达载体，并将其转化到大肠杆菌 BL21 (DE3)中诱

导表达目的蛋白Mincle，并对其表达产物进行纯化、鉴定、透析复性。采用 RT-PCR技术扩增小鼠Mincle 的基因片段，将其克隆于

载体 pMD18-T 中，并克隆到带有His-tag的原核表达载体 pET14b中；重组质粒经酶切鉴定、序列比对验证正确后转化大肠杆菌 BL21

（DE3）中经 IPTG 诱导表达目的蛋白。经 1mmol/L IPTG 在 37 ℃下诱导 5 h 获得了分子量约为 22 kDa的重组融合蛋白的优化表达，

SDS-PAGE、Western Blot 和 ELISA 证实了重组蛋白的特异性。Mincle以包涵体形式在宿主中表达，利用 Ni2+亲和柱进行纯化和生物

膜透析复性，纯化和透析后的蛋白经 Western Blot、ELISA 法定性鉴别以及用白色念珠菌（SC5314）整个灭活细胞对复性后蛋白的活

性测定，透析后的 Mincle 重组融合蛋白能与白色念珠菌的特异性结合体现其生物活性，表明获得了具有活性的蛋白，为后续研究打

下基础。 
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Abstract: In this study, genetic engineering techniques were used to construct the recombinant prokaryotic expression vector 

pET14b-Mincle, which was then transformed into Escherichia coli host strain BL21 (DE3) to induce the expression of the target protein Mincle. 

The expression product was purified, verified, and refolded using dialysis. Mincle coding sequence fragments were amplified by reverse 

transcript polymerase chain reaction (RT-PCR), and cloned into the carrier pMD18-T and the prokaryotic expression vector pET14b which 

containing  His-tag. The constructed vector, verified by restriction endonuclease digestion and DNA sequence comparisons, was then 

transformed into E. coli host strain BL21 (DE3) and expression was induced using IPTG. A recombinant fusion protein with a molecular weight 

of approximately 22 kDa was expressed under optimized induction conditions with 1 mmol/L IPTG at 37 ℃ for 5 h. The specificity of the 

recombinant protein was confirmed using SDS-PAGE, western blots, and ELISA. Mincle was expressed in the host in the form of inclusion 

bodies, and was purified using a Ni2 + affinity column and refolded by biofilm dialysis. The purified and dialyzed protein was verified by western 

blotting and ELISA, and its activity was examined with inactivated whole cells of Candida albicans (SC5314). The specific binding with C. 

albicans showed that the Mincle recombinant fusion protein was biologically active. Thus, this method produced active protein and forms a 

basis for future studies.   
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Mincle（Macrophage-inducible C-type lectin）受体

蛋白，是在巨噬细胞中发现的一种跨膜蛋白，它包含

一个胞外糖基识别，一个跨膜区和一个短胞浆区
[1]
。

它是一种新发现非经典型 C 型凝集素受体，主要表达

于抗原递呈细胞表面，具有分子识别模式、抗原摄取、

T 细胞共刺激及信号传导等免疫相关功能[2~5]。研究报

道巨噬细胞在脂肪重塑中发挥着核心作用，从而调节

脂肪细胞因子的生产[6~8]。Masayuki等[9]研究发现肥胖

小鼠及人的脂肪组织中 Mincle 受体的表达水平有所

上升。当脂肪细胞与巨噬细胞在体内相互作用时，巨

噬细胞中会选择性诱导 Mincle 受体，而在肥胖小鼠及

人的脂肪组织中的 Mincle 受体显著提高。还有研究表

明 Mincle 受体是通过 TLR4/NF-κB 通路表达于 M1，

或“经典激活”（或促炎）巨噬细胞中，而不是 M2，

或“选择性激活”（或抗炎）巨噬细胞中[10~11]。Lumeng

等 [12]提出脂肪组织中释放的饱和脂肪酸有可能是诱

导 Mincle 受体 mRNA 在巨噬细胞中表达的内源性配

体。这些研究结果为分析重建脂肪组织的分子机制提

供了一条新思路。 

中医药宝库中有着大量可以药食两用的中药，不

但可以作为食品长期服用，而且具有一定的临床效果。

卫生部先后 3 次共批准了 87 种药食两用的中药材名

单，它们是生产中药类功能食品的重要原料，如何首

乌、香菇、灵芝、虫草、枸杞、当归、黄芪、藻类、

银耳等。近年来研究已表明何首乌在抑制肥胖、降低

血脂胆固醇、防止血管硬化等方面有许多独到之处。

大量动物实验研究已经证明何首乌提取物具有抗氧

化、抗炎、降血脂、护肝的作用及潜在的治疗肥胖的

药理作用和经济价值[13]，极具开发前景，但其作用机

制不清楚。本研究将从小鼠 Raw246.7 细胞中克隆得

到的 Mincle 基因，构建 pET14b-Mincle 的原核表达载

体，采用 IPTG 诱导带有融合标签蛋白 Mincle 融合蛋

白的大量表达，并对其表达产物进行了纯化以及透析

复性、活性的测定，最终获得具有特异性结合白色念

珠菌的纯化重组蛋白。通过 Mincle 受体与何首乌提取

物的相互作用，研究何首乌对巨噬细胞的调节作用机

制，为降脂类功能性食品及药物的开发打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和材料 

1.1.1  细胞株、菌株与质粒 

小鼠巨噬细胞细胞系 Raw 264.7（广州中医药大

学临床药理研究所董艳老师惠赠）；质粒 pMD18-T、

菌株 E.coli DH5α 购自宝生物工程有限公司；质粒

pET-14b 购于广州瑞舒生物；E.coli BL21（DE3）、白

色念珠菌（（SC5314））：本实验室保存。 

1.1.2  主要试剂 
RPMI 1640培养基，GIBCO 公司产品；胎牛血清

(FBS)，GIBCO 公司产品；TRIZOL试剂盒，Invitrogen

公司产品；脂多糖(LPS)，Sigma 公司产品；PCR 扩增

用 Taq 酶、T4 DNA连接酶、各种限制性内切酶、反

转录试剂盒、DNA片段纯化试剂盒、柱式 DNA胶回

收试剂盒，TaKaRa 公司产品；普通质粒小量提取试

剂盒，TIANGEN 公司产品；HisTrap HP 型 Ni
2+亲和

柱 ， GE Healthcare 公 司 的 产 品 ； 羊 抗 鼠 的

CLEC-4E(P-15)单克隆抗体、HRP 标记的驴抗羊二抗，

Santa Cruz 公司产品。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞的培养 
小鼠巨噬细胞 RAW264.7 细胞用含 10% FBS 的

1640 培养基（含 100 μg/mL青霉素、100 μg/mL链霉

素），于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，待细胞长至覆

盖率达 80%时，经1 μg/mL LPS刺激 24 h后，参照

TRIZOL试剂盒的使用说明书提取细胞总 RNA，进行

电泳检测完整性及紫外分光光度计测定纯度后，用

于 RT-PCR 扩增基因产物。 

1.2.2  Mincle 受体基因克隆 

根据 GenBank 的 Mincle 受体基因 mRNA 序列

（GenBankTM accession number NM_019948）设计引

物 。 用 于 扩 增 Mincle 基 因 的 上 游 引 物 为

ATGACTACATATGACATATCGCAGCTCTCAAATT，

下 游 引 物 为 TGAGGATC-CTTAGTCCAGAGG 

ACTTATTTC。引物上游引入 NdeⅠ酶切位点，下游

引入 BamHⅠ酶切位点（由北京六合华大基因科技股

份有限公司合成）。采用经1 μg/mL LPS刺激的小鼠巨

噬细胞 RAW 264.7 的总 RNA 为模板，先进行 DNA

消化后进行反转录，反应条件为：42 ℃逆转录 60 min，

70 ℃孵育 5 min 终止反应。反应产物 cDNA立即进行

进行 PCR 扩增 Mincle 基因产物。反应条件如下：98 ℃

预变性 2 min 后，按以下的参数进行 30次循环：98 ℃

变性 10 s，59 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 45 s。最后 72 ℃

延伸 5 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。 

1.2.3  表达质粒 pET14b-Mincle 的构建、筛选

与鉴定 

分别对 Mincle 基因 PCR 回收、纯化后的扩增产

物和表达载体pET-14b进行BamHⅠ和SalⅠ双酶切处

理，回收纯化后得到 Mincle 基因和表达载体 pET-14b
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的双粘末端 DNA 片段，连接过夜后，连接产物转化

到感受态细菌 E.coli DH5α，同时设置空质粒阴性对照

组，在含有氨苄霉素（Amp）的 LB 平板培养基上培

养 12~16 h 后，挑取单菌落进一步酶切、PCR 扩增鉴

定。将经酶切和电泳验证结果为阳性的质粒 DNA 送

样测序（由北京六合华大基因科技股份有限公司完

成）。将测序的结果与 GenBank 上 Mincle 受体基因

mRNA进行序列比对，从而最后确认重组质粒。 

1.2.4  pET14b-Mincle 的诱导表达 

以测序验证正确的 pET14b-Mincle 表达载体转化

感受态 BL21（DE3），涂布于含有 Amp 的 LB平板培

养基上培养过夜，挑取单个菌落接种于含有 Amp 的

LB液体培养基中，37 ℃，230 r/mim 振荡培养过夜，

同时设 E. coli BL21 空载体菌落作为阴性对照。按 1:50

比例稀释过夜菌液，取适量过夜培养液接种于 LB 培

养基中，37 ℃，230 r/mim 振荡培养至OD600约为 0.6，

吸取 1 mL菌液离心，作为 0 h 非诱导样品，向剩余菌

液加入 IPTG 诱导剂至终浓度 1 mM，继续诱导培养 3 

h、5 h 后吸取 1 mL菌液。将离心收集得到菌体细胞，

以 100 μL Lysis Buffer A（20 mM NaH2PO4，500 mM 

NaCl，5 mM 咪唑，pH 7.4）重悬样品，在冰浴中超

声波破碎菌体，以SDS-PAGE电泳对目的蛋白的表达

进行分析。 

1.2.5  pET14b-Mincle 形式的确定 

重组质粒 pET14b-Mincle 工程菌液培养物接种于

含有 Amp 的 LB液体培养基中，同时以空载体为阴性

对照，分别置于 37、25、16 ℃条件下 230 r/min 震荡

培养，当 OD600 约为 0.6，加入 IPTG 诱导剂至终浓度

1 mM，继续培养。诱导培养 5 h 后吸取 1 mL菌液。

将离心收集得到菌体细胞，以细胞裂解液重悬样品，

在冰浴中超声波破碎菌体，4 ℃离心 12000 r/min×20 

min 后分别收集上清液和沉淀，以 SDS-PAGE电泳对

目的蛋白的表达形式进行分析。 

1.2.6  pET14b-Mincle 原核表达条件优化 
重组质粒 pET14b-Mincle 工程菌液培养物接种于

含有 Amp 的 LB液体培养基中，同时以空载体为阴性

对照，经不同时间（2、3、4、5 h），不同温度（37、

33、29、25、16 ℃）以及不同浓度 IPTG（0.4、0.6、

0.8、1.0、1.2 mM）诱导表达，收集菌体沉淀，以 100 

μL Lysis Buffer A重悬样品，超声破碎菌体取蛋白主要

存在形式部分进行 SDS-PAGE分析，确定最适条件。 

1.2.7  Mincle 融合蛋白的纯化及复性 

将含有重组质粒 pET14b-Mincle 的表达菌株接

种于 500 mL LB 中做大量表达，收集菌体沉淀按 5 

mL/g 加入 Lysis Buffer A（20 mM NaH2PO4，500 mM 

NaCl，5 mM 咪唑，pH 7.4）重悬细菌后，加入溶菌

酶（终浓度 1 mg/mL）置冰浴中超声破碎菌体，离心

收集沉淀。沉淀加入 Lysis Buffer B（100 mM 

NaH2PO4，10 mM Tris-Cl，8 M 尿素，pH8.0）

重悬，室温溶解过夜，4 ℃离心 10000 r/min×30 min，

收集上清液。将收集得到变性包涵体用 Ni
2+亲和柱纯

化带有 His-tag 的 Mincle 融合蛋白，具体步骤如下：

Ni
2+亲和柱用蒸馏水冲洗干净后，用基础缓冲液

Binding Buffer B（20 mM Na2HPO4，500 mM NaCl，

20 mM咪唑，8 M尿素，pH 7.4）平衡柱子。将稀释

一定倍数的蛋白液上样于亲和柱，先用 Binding Buffer 

B洗去未与柱子结合的蛋白，然后再用 Elution Buffer 

B（20 mM Na2HPO4，500 mM NaCl，500 mM 咪唑，

8 M尿素，pH 7.4）洗脱柱子，流速约为 1 mL/min，

收集洗脱液（0.5 mL/管），分别取 10 μL收集的洗脱

液，作SDS-PAGE电泳分析并用 Bradford 比色法测定

纯化后所得蛋白浓度。 

根据所测得纯化后 Mincle 蛋白浓度约 0.5 

mg/mL，将其稀释为 0.2 mg/mL，取 10 mL入透析袋

中（截留分子量为 7000 W）。按蛋白样品液：透析缓

冲液=1:15 的比例，透析液的组成为 55 mM Tris pH 

8.2、10 mM NaCl、10 mM KCl、400 mM sucrose、1 mM 

GSH、0.1 mM GSSG、1 mM EDTA+8~0 M尿素。置

于摇床 4 ℃、110 r/min 晃荡，每 2 h 递减1 M尿素浓

度，当尿素浓度达到 2 M后，每 6 h递减 0.5 M尿素

梯（2 M-1.5 M-1 M-0.5 M-0）。然后在 20 mM Tris pH 

8.2 透析6 h，-20 ℃保存备用。 

1.2.8  Western Blot 分析 Mincle 蛋白的特异性 

分别取 25 μL E. coli BL21/pET14b空载体菌体总

蛋白、E. coli BL21/pET-14b-Mincle 菌体总蛋白、纯化

的融合蛋白、经复性的融合蛋白分别进行 SDS-PAGE

和Western Blot分析，Western Blot分析以恒电压100 V

转移 70 min，将蛋白转移至PVDF 膜(Millipore)，5%

脱脂奶粉的封闭液在室温封闭 1 h，用TBST 洗至膜上

无牛奶颗粒后加 1:2000 稀释的羊抗鼠的 CLEC-4E

（P-15)抗体(Santa Cruz) 4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 5

遍，每次5 min，然后加 1:5000稀释的驴抗羊 IgG-HRP 

(Santa Cruz)于室温孵育 1 h，洗去二抗后于暗室中曝

光显影定影。 

1.2.9  ELISA 定性鉴别 Mincle 蛋白 

分别取 0.1mL纯化后融合蛋白、经透析复性的蛋

白包被于酶联反应的 96孔酶标板上，同时设置空白、

阴性对照组，37 ℃孵育 2 h，用洗涤缓冲液TBST 洗

涤 3 次，每次 3 min。每孔加 0.1 mL 0.1% BSA封闭液，

37 ℃孵育1 h后洗涤。然后每孔加1:200稀释的CLEC- 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.3 

80 

4E（P-15)抗体 4 ℃孵化过夜后洗涤，然后加 1:2000

稀释的驴抗羊 IgG-HRP(Santa Cruz)室温孵育 1 h，洗

涤后加 TMB 底物显色液反应 15 min，每孔加 50 μL

的 2 M H2SO4终止反应后于 450 nm 处测 OD值。 

1.2.10  Mincle 受体蛋白的活性测定 

取 0.1 mL 白色念珠菌（SC5314）整个灭活细胞

包被于 96孔酶标板上，37 ℃孵化 2 h。分别取0.1 mL

纯化后蛋白、透析后蛋白加入 96 孔酶标板里 4 ℃孵

化过夜，同时设置空白、阴性对照组。用洗涤缓冲液

TBST 洗涤 3 次，每次3 min。每孔加 0.1 mL 0.1% BSA

封闭液，37 ℃孵育1 h 后洗涤。然后每孔加 1:200 稀

释的 CLEC-4E（P-15)抗体 4 ℃孵化过夜后洗涤，然后

加 1:2000 稀释的驴抗羊 IgG-HRP (Santa Cruz)室温孵

育 1 h，洗涤后加TMB底物显色液反应 15 min，每孔

加入50 μL 2 M H2SO4终止反应于450 nm处测OD值。 

1.2.11  数据统计分析 

实验结果数据用均数±标准差（x±s）表示，数据

统计分析采用SPSS13.0的独立样本t检验进行分析。 

2  结果与讨论 

2.1  巨噬细胞 RAW264.7 总 RNA 的提取 

用 LPS 活化小鼠巨噬细胞，TRIzol试剂法提取巨

噬细胞 RAW264.7 总 RNA，见图 1，结合紫外检测

OD230/OD260=1.92显示 RNA质量符合反转录要求。 

 

图 1 RAW264.7细胞总 RNA 

Fig.1 Total RNA of RAW264.7 cells 

注：M 为DL2000；1~4 为平行 4份RNA 样品。 

2.2  pET14b-Mincle 表达质粒的构建 

分别挑取阴性，阳性单菌落进一步PCR 扩增、酶

切鉴定。PCR 电泳结果如图 2显示，阳性菌落扩增片

段大小与预计大小（约 500 bp）一致，而阴性菌落没

见相应的条带。PCR 产物经纯化后与的 pET14b 载体

连接，转化 DH5α 大肠杆菌，经蓝白斑筛选得到重组

子经 BamHⅠ酶切得到单一条带产物（约 5100 bp）和

ScapⅠ酶切得到两条大小不一样的条带产物（分别是

2780 bp、2320 bp 左右），均与预期大小一致，鉴定结

果如图 3。结果表明已正确插入预计大小的外源基因，

说明 Mincle 的表达载体 pET14b-Mincle 构建成功。 

 
图 2 重组质粒 pET14b-Mincle 菌落 PCR 电泳 

Fig.2 PCR electrophoresis of the recombinant plasmid 

from pET14b-Mincle colonies 

注：M 为 DL2000；1 为空质粒菌落；2~8 为挑取的 7 个

阳性单菌落。 

 
图 3 原核表达质粒 pET14b-Mincle-2的酶切鉴定 

Fig.3 Restriction enzyme digestion of the pET14b-Mincle 

prokaryotic expression plasmid 

注：M 为DL10000；1 为未经酶切的质粒；2 为经 BamH

Ⅰ单酶切产物；3 为经 ScapⅠ单酶切产物。 

2.3  pET14b-Mincle 的表达与检测 

 
图 4 原核质粒 pET14b-Mincle 诱导表达总蛋白 

Fig.4 Total induced protein expression of the Mincle 

prokaryotic plasmid 
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注：M 为蛋白Marker；1、3、5 分别空载体对照重组菌诱

导 5 h、3 h、0 h；2、4、6分别为重组菌诱导 5 h、3 h、0 h。 

将原核表达阳性克隆分别培养 3 h、5 h后离心收

菌，加 Lysis Buffer A重悬菌体后冰上超声破碎菌体。

SDS-PAGE结果如图 4 所示，与对照相比,经过诱导的

重组菌株裂解物约在 22 kDa 处出现明显的高水平表

达的外源蛋白条带，该蛋白分子质量与预期的 Mincle

融合蛋白的分子质量一致，这表明 Mincle 融合蛋白可

在大肠杆菌中表达。 

2.4  pET14b-Mincle 表达形式的确定 

 

 

 

图 5 pET14b-Mincle不同温度诱导表达蛋白 

Fig.5 Induced protein expression of pET14b-Mincle at various 

temperatures 

注：图 5a：M 为蛋白Marker；1、2分别为 37 ℃空载体

对照全菌裂解上清和沉淀；3、4分别为 37 ℃重组菌全菌裂解

上清和沉淀;图 5b：M 为蛋白Marker；1为 25 ℃空载体对照； 

 

2 分别为 25 ℃全菌裂解上清；3分别为 25 ℃全菌裂解沉淀；

图 5c：M 为蛋白Marker；1 为 16 ℃空载体对照；2 分别为 16 ℃

全菌裂解上清；3 分别为 16 ℃全菌裂解沉淀。 

将原核表达阳性克隆 pET14b-Mincle 分别在不同

温度（37 ℃、25 ℃、16 ℃）条件下用终浓度为 1 mM

的 IPTG 诱导 5 h 后，离心取上清液和沉淀进行

SDS-PAGE分析，上清液中约在 22 kDa 处未见明显蛋

白条带，而沉淀部分约在 22 kDa 处的重组蛋白条带更

加明显，结果显示在不同温度条件下表达产物大多数

在沉淀中，说明 pET14b-Mincle 蛋白在不同温度条件

下主要以包涵体的形式存在，并且在 37 ℃下表达量

最高（图 5 所示）。 

2.5  原核表 达最佳诱导时间 、诱导温度 及

IPTG 的浓度的确定 

 
图 6 不同时间 pET14b-Mincle 表达 

Fig.6 Expression of pET14b-Mincle at various time periods 

注：1 为空载体对照；2 为 16 ℃全菌裂解上清；M 为蛋

白Marker；3~7 分别为 16 ℃、25 ℃、29 ℃、33 ℃、37 ℃全

菌裂解沉淀。 

 
图 7 不同温度 pET14b-Mincle 表达 

Fig.7 Expression pET14b-Mincle at various temperatures 

注：1 为空载体对照；M 为蛋白 Marker；2、4、6、8 分

别为诱导 5 h、4 h、3 h、2 h全菌裂解上清；3、5、7、9分别

为诱导 5 h、4 h、3 h、2 h全菌裂解沉淀。 
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图 8 不同 IPTG浓度的 pET14b-Mincle表达 

Fig.8 Expression pET14b-Mincle for various IPTG concentrations 

注：M 为蛋白Marker；1~5 分别为 IPTG 诱导浓度 1.2 mM、

1.0 mM、0.8 mM、0.6 mM、0.4 mM 全菌裂解沉淀；6 为空载

体对照。 

将原核表达阳性克隆过夜培养液物接种于含有

Amp 的 LB液体培养基中，经不同时间（2、3、4、5 

h），不同温度（37、33、29、25、16 ℃）以及不同

浓度 IPTG（0.4、0.6、0.8、1.0、1.2 mM）诱导表达，

结果显示最佳诱导时间为 5 h，IPTG 浓度以 1.0 mM

为佳，诱导温度为 37 ℃，结果如图 6~8。 

2.6  包涵体蛋白的纯化 

包涵体蛋白，经 Ni
2+
亲和柱纯化蛋白，进行

SDS-PAGE 分析，见图 9。结果显示洗脱峰样品中出

现约在 22 kDa 的蛋白产物，与预期融合蛋白大小一

致。这表明 Mincle 融合蛋白经过 Ni
2+亲和柱的纯化，

可以得到单一条带的目的蛋白。 

 
图 9 Mincle 蛋白纯化结果图 

Fig.9 Purification of recombinant Mincle protein 

注：M 为蛋白Marker；1 为空载体对照；2为全菌总蛋白；

3 为裂解后上清液；4 未纯化蛋白；5为纯化后蛋白。 

2.7  Western Blot 分析 Mincle 蛋白的特异性 

分别取 25 μL空载体总蛋白、重组质粒总蛋白、

纯化的融合蛋白、经复性的的融合蛋白进行

SDS-PAGE和 Western blotting 检测。分析可见，含重

组质粒菌及纯化蛋白均约在 22 kDa 处出现阳性反应

带，而 pET14b空载体的同一菌株在 IPTG 诱导后，约

在 22 kDa 处无任何特异性反应条带，表明表达和纯化

的蛋白是有 His-tag 的 Mincle 蛋白，结果见图 10。 

 
图 10 pET14b-Mincle 菌株表达产物的 SDS-PAGE和 Western 

blot分析 

Fig.10 SDS-PAGE and western blot analyses of the expression 

product of pET14b-Mincle in bacteria 

注：1、2、3、4 分别为 pET14b空载体蛋白；重组质粒总

蛋白；纯化后蛋白；透析复性蛋白的 SDS-PAGE 分析；5、6、

7、8分别为 pET14b空载体蛋白；重组质粒总蛋白；纯化后蛋

白；透析复性蛋白的 Western blot 分析。 

2.8  ELISA 定性鉴别 Mincle 蛋白 

通过 ELISA方法分别检测纯化后蛋白、经透析

复性后蛋白的免疫特异性，结果显示纯化后蛋白在

450 nm 处的 OD值比阴性对照组显著上升（P<0.05），

透析后蛋白组在450 nm处的OD值比阴性对照组极显

著上升（P<0.01），见图 11。透析后蛋白组在 450 nm

处的 OD 值显著性的高于纯化后蛋白的 OD 值，由此

推测可能经过透析复性后 Mincle 蛋白恢复了一定空

间结构，这更利于表面抗原与抗体的结合。 

 
图 11 pET14b-Mincle 菌株表达产物的 ELISA 分析 

Fig.11 ELISA analysis of the bacterial expression product of 

pET14b-Mincle 

注：*表示与阴性组组相比 P<0.05；**表示与阴性组相比

P<0.01。 

2.9  Mincle 蛋白生物活性的测定 

用白色念珠菌（SC5314）整个灭活细胞来测定纯
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化后、透析后Mincle蛋白的活性，结果显示透析后蛋

白组在450 nm处的OD值比阴性对照组显著上升

（P<0.01），而纯化后蛋白在450 nm处的OD值比阴性

对照组没有显著性差异，结果见图12。结果表明了，

包涵体变性的Mincle蛋白经过透析后，恢复了一定的

空间结构，从而具有一定的生物活性，能够结合白色

念珠菌整个细胞。 

 
图 12 白色念珠菌加热灭活的细胞测定 Mincle蛋白活性 

Fig.12 Activity of the Mincle protein using heat-inactivated 

whole C. albicans cells 

注：*表示与阴性组组相比 P<0.05；**表示与阴性组相比

P<0.01。 

3  结论 

3.1  本实验采用分子生物学技术导入的外源基因在

原核表达系统中获得外源蛋白的高效表达，但过高蛋

白质产物来不及加工与修饰在细菌内凝集为没有活性

的固体颗粒，即为包涵体[14]。包涵体基本由蛋白质构

成，其中 50%以上是克隆产物，这些产物的一级结构

是完全正确的，但是立体构型却存在错误，所以没有

生物学活性。本研究诱导表达的 Mincle 融合蛋白即为

包涵体蛋白，实验通过降低温度促融，但效果不明显。

接着尝试采用透析复性方法，是将包涵体蛋白溶液置

于透析袋内，通过逐渐降低外透液的浓度来控制变性

剂的去除速度，在氧化剂还原剂的作用下促进蛋白质

形成正确的二硫键，进行特定空间结构的折叠，从而

促使恢复其特定的生物活性。使用大肠杆菌系统表达

Mincle 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[15]。 

3.2  为了获得高产量、高活性的 Mincle 重组蛋白，

有必要继续对 Mincle 蛋白在E.coli.原核中的表达进行

深入的研究。包涵体蛋白复性是一个非常复杂的问题，

应结合变性蛋白本身特性选择适当的复性方法，在复

性过程中控制好适当的外部条件，使复性过程能够正

确形成二硫键及分子内次级键, 避免在复性过程中折

叠速度过快形成无活性结构的蛋白分子或分子间聚集

形成蛋白聚集体。 

3.3  我们成功克隆 Mincle 的基因片段 ,构建了

pET14b-Mincle 蛋白的原核表达载体，并通过大肠杆

菌 BL21(DE3)中获得表达和亲和层析法纯化，获得纯

度较高的重组 Mincle 蛋白，经过经 Western Blotting

和 ELISA 鉴定了 Mincle 蛋白的特异性，且初步测定

了其生物的活性，符合后续实验的要求。这些结果为

进一步研究奠定了坚实的基础,为后续药食两用中药

与其作用的机理的深入研究，开发符合中药性味功用、

适应国内外市场需求的功能性食品及药物开发打下基

础。 
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