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牙鲆 RAG2 基因的质粒构建和体外原核表达 
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摘要: 将牙鲆(Paralichthys olivaceus)RAG2 cDNA 序列插入到体外表达质粒 pProEXTM HT, 在大肠杆

菌(Escherichia coli) BL-21 中进行体外表达, 分析了诱导时间和 IPTG 浓度对重组蛋白产生量的影响, 

确定了最佳诱导条件为: 诱导时间为 3 h, IPTG 诱导浓度 0.2 mmol/L。本研究同时对 RAG2 重组蛋白的

可溶性进行确认, 并利用 BD TALONTM 金属亲和柱纯化了 RAG2 蛋白。本研究结果为进一步深入研

究 RAG2 蛋白的生物学功能奠定了良好的基础。 
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重组活化基因 2(Recombination activating gene 2, 
RAG2)在基因序列上与 RAG1 基因紧密相连, 对于淋
巴细胞的 V(D)J重排是必需的。如果缺失了 RAG1或
者 RAG2 基因产物, 淋巴细胞无法发育成熟, 从而在
小鼠(Mus musculus)和人体内导致严重的免疫缺陷[1]。 

最初关于 RAG2 蛋白的功能研究主要集中在哺
乳动物、两栖类和鸟类[2-4], 随着鱼类疾病的频繁发
生和水产养殖业的发展, 各国学者将目光开始转移
到 鱼 类 的 RAG2 基 因 功 能 研 究 , 目 前 虹 鳟
(Oncorhynchus mykiss)[5-6]、斑马鱼(Denio rerio)[7-8]、

红鳍东方豚(Fugu rubripes)[9]、鲫鱼(Carassius aura-
tus)[10]、草鱼(Ctenopharyngodon idellus)[11]等硬骨鱼

类的 RAG2 基因已得到克隆, 而软骨鱼的代表物种
鲨鱼(Rhizoprionodon lalandii)RAG2 基因也得到克 
隆[12], 其在硬骨鱼类体内 mRNA 水平的时空表达情
况也进行了分析[13]。研究发现, 目前已知的所有生物
的 RAG2的基因序列内没有内含子。 

牙鲆(Paralichthys olivaceus)是中国北方重要的
经济养殖品种 , 目前 , 病害的频繁发生严重阻碍了
牙鲆养殖业的发展。为了保证牙鲆产业稳定、健康、

持续发展, 通过研究牙鲆免疫系统的基本结构和功
能而提高牙鲆抵抗病原菌侵害的能力是一条重要的

途径[14]。RAG2 基因产物对于鱼类免疫系统的发育
具有重要意义。 

在机体内真正起作用的是蛋白质, 只有蛋白质
时空表达的确定才能更真实有效地反映免疫细胞和

器官发挥作用的时间和空间分布。目前关于硬骨鱼

类 RAG2 生物学功能研究基本上是在 mRNA 水平, 
为进一步研究在蛋白水平 RAG2 的生物学功能, 本
研究在本实验室的研究[15-16]及克隆了的牙鲆 RAG2
基因的基础上, 构建了RAG2体外原核表达质粒, 并
进行了原核表达和纯化, 为 RAG2 蛋白抗体制备奠
定了基础。   

1  材料和方法 

1.1  材料 
限制性内切酶(TaKaRa, 大连), T4 Ligase (Ta-

KaRa, 大连 ), Pfu polymerase(Shanghai  Promega, 
上海 ), 蛋白 Marker(上海生物所 ), BD TALONTM 
Metal Affinity Resins(Clontech, USA)。 

大 肠 杆 菌 (Escherichia coli)BL-21 及 质 粒

pBluescriptⅡSK, pProEXTM HT由本试验室保存。  

1.2  引物序列 
R2F7: 5’-GAC GCA AGC ACC TGT TGG AAA-3’
R2R7: 5’-GCA TCC TAT AGG AAA TGA TTC 

C-3’ 

1.3  重组表达菌获得 
依据 GST Gene Fusion System手册(Amersham 
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Pharmacia Biotech, USA。GST Gene Fusion System, 
Third Edition, Revision2,1997)[17], 将重组表达质粒
转入到大肠杆菌 BL-21, 获得重组表达菌株。 

1.4  IPTG 诱导浓度对重组蛋白表达量的

影响 
按照 Qiagen 公司(Qiagen, UAS。The QIAex-

pressionist™ fifth edition- A handbook for high-level 
expression and purification of 6xHis-tagged proteins, 
2003)蛋白表达及纯化手册进行蛋白的诱导表达。
IPTG 的诱导浓度为 0.2、0.4、0.6、1.0、1.5、2.0、
3.0和 4.0 mmol/L。 

1.5  诱导时间对重组蛋白表达量的影响 
实验方法同 1.4, 只是 IPTG 诱导浓度为 0.6 

mmol/L, 第一次取样时间为诱导后 1 h, 此后每隔 1 
h 取样, 共取至第 6 小时, 探讨其诱导时间对重组蛋
白表达量的影响。 

1.6  蛋白可溶性确定 
将诱导表达的菌液 5 mL 12 000 g离心 1 min, 收

集菌体, PBS洗涤后加入 1 mL PBS重悬菌体。超声
破碎菌体后, 12 000 g离心 1 min。取上清, 加等体积
2×蛋白处理液, 然后沸水浴 5 min, 取 20 μL电泳。
沉淀加 500 μL PBS 重悬, 加等体积 2×样品处理液, 
沸水浴 5 min, 取 10 μL电泳。 

1.7  RAG2 蛋白纯化 
按照 Qiagen 公司蛋白表达及纯化手册(Qiagen, 

UAS。The QIAexpressionist™ fifth edition-A hand-
book for high-level expression and purification of 
6xHis-tagged proteins, 2003)进行蛋白的纯化。 

1.8  SDS-PAGE 检测 
蛋白电泳用 SDS-PAGE电泳, 浓缩胶浓度为 5%, 

分离胶浓度为 8%。电泳采用恒流, 电流强度 10 mA。
考马斯亮蓝 R250进行染色, 7%的醋酸进行脱色。 

2  结果 

2.1  重组表达质粒构建及重组蛋白分子量

确定 
根据本实验室获得的牙鲆 RAG2 的基因序列, 

设计特异性引物(R2F7, R2R7, 引物序列见 1.2), 利
用 Pfu聚合酶扩增牙鲆 RAG2 cDNA的全序列; 将得
到的基因片段插入到 pBluescriptⅡSK的 SmaⅠ位点; 

通过酶切将 RAG2 基因片段转移到带 6 组氨酸标签
的 pProEXTM HT表达质粒, 构建重组表达质粒。测
序确认 RAG2 基因插入方向及阅读框架的正确性。
成功构建的重组表达质粒图谱见下图:  

 

重组质粒插入的 RAG2 基因的全长为 1602 bp, 
可以编码 533个氨基酸, 加上 pPROEXTM HT表达质
粒的氨基酸片段, 表达的融合蛋白 RAG2 的分子量
理论值为 60 kDa。 

2.2  诱导时间对重组蛋白表达量的影响 
当培养温度为 37℃ , IPTG 诱导浓度为 0.6 

mmoL/L时, 加入诱导剂 IPTG后 1 h, SDS-PAGE电
泳的结果显示, 在接近预测重组蛋白分子量的位置
附近出现了一条新的蛋白条带, 与预测的 RAG2 重
组蛋白的分子量 60 kDa接近, 可以确认为该蛋白条
带为带 6组氨酸标签的 RAG2重组蛋白(图 1)。 

随着培养时间的延长, RAG2蛋白的表达量也不
断增加。到 3 h, RAG2蛋白的表达量达到最大, 在此
后的研究时间段内 RAG2 蛋白的表达量变化不大。
因此, 在以后诱导RAG2蛋白表达时, 诱导时间定为
3 h。 

 

图 1  诱导时间对 RAG2蛋白表达量的影响 
Fig. 1  The effect of induction time on the expression of 

recombinant RAG2 protein 
M. 蛋白 marker; Un. 未诱导; 诱导时间: 1. 1 h, 2. 2 h, 3. 3 h, 4. 4 
h, 5. 5 h, 6. 6 h 
M. protein marker; Un. uninduced; induction time: 1. 1h, 2. 2h, 3. 3 
h, 4. 4 h, 5. 5 h, 6. 6 h 
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2.3  IPTG 浓度对重组蛋白产生量的影响 
当培养温度为 37℃, 诱导时间为 2 h 时, 尽管

IPTG浓度(0.2 ~4.0 mmoL/L)变化比较大, 但是其对
RAG2 蛋白的重组表达量的影响却变化不大(图 2), 
因此在大量表达 RAG2 蛋白时, IPTG 浓度用最小浓
度 0.2 mmoL/L对重组表达质粒进行诱导即可。 

2.4  蛋白可溶性确定 
菌体经超声破碎后电泳结果显示, 上清中几乎

没有目的蛋白带 , 而沉淀中主要以目的蛋白为主 , 
这说明 RAG2 蛋白是主要以包涵体的形式存在于宿
主细胞中(图 3)。 

 

图 2  IPTG浓度对 RAG2蛋白表达量的影响 
Fig. 2  The effect of IPTG concentration on the expression 

of recombinant RAG2 protein 
M. 蛋白 Marker; Un. 未诱导; 1～8. IPTG诱导浓度为 0.2、0.4、
0.6、1.0、1.5、2.0、3.0和 4.0 mmoL/L 
M. protein marker; Un. Uninduced; 1～8. concentration of IPTG. 0.2, 
0.4, 0.6, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 and 4.0 mmoL/L respectively 

 

图 3  RAG2蛋白可溶性的确定 
Fig. 3  Determination of the solubility of the recombinant 

RAG2 protein  
M. 蛋白 Marker; Un. 未诱导; 1. 诱导 3 h样品; 2. 超声破碎离心
后上清; 3. 超声破碎离心后沉淀 
M. protein marker; Un. uninduced; 1. induced 3 h; 2. supernatant 
after ultrasonic treatment and centrifugation; 3. pellet after ultra-
sonic treatment and centrifugation 
 

2.5  RAG2 蛋白亲和柱纯化 
将菌体离心后 , 用变性裂解缓冲液裂解后 , 加

入到 BD TALONTM金属亲和柱, 通过缓冲液 pH逐
渐降低的梯度变化, 进行纯化。实验结果显示, 当缓
冲液 pH为 8.0和 6.3时, 洗涤液中没有目的蛋白, 当
pH 降到 4.5 时, 在对应的 RAG2 蛋白的位置出现了
单一的蛋白电泳条带(图 4, 带 6-9), 说明携带组氨酸
序列标签表达的 R A G 2 蛋白可以结合到 B D  

 

图 4  体外重组表达蛋白的纯化 
Fig. 4  Purification of recombinant RAG2 protein 

M. 蛋白 marker; 1. 超声波破碎离心后的沉淀; 2. 样品过柱流通液; 3, 4. 2 mL 8 moL/L 尿素缓冲液(pH 8.0); 5. 2 mL 8 mol/L 尿素缓冲
液 (pH 6.3); 6～9. 1.5 mL 8 mol/L 尿素缓冲液洗脱(pH 4.5) 
M. protein marker; 1. pellet after ultrasonic treatment and centrifugation.; 2. flow-through; 3, 4. the wash flow by 2 mL 8 mol/L Urea (pH 8.0); 
5. the wash flow by 2 mL 8 mol/L Urea (pH 6.3); 6～9. the eluates by 1.5 mL 8 moL/L Urea (pH 4.5) 

 
 

TALONTM Metal Affinity Resins亲和柱, 通过 pH的
改变, RAG2 蛋白可被洗脱下来, 并且蛋白纯化效果
比较好。 

3  讨论 
对原核表达载体作者使用了带 6 组氨酸标签的
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pPROEXTM HT 表达质粒 , 6 组氨酸标签可与 BD 
TALONTM 金属亲和柱结合, 从而将目的蛋白吸附
在亲和柱上, 通过改变 pH 值梯度变化进行洗脱, 从
而获取高纯度的目的蛋白。得到的 RAG2 蛋白电泳
后分子量比理论分子量偏大, 这可能是由于在重组
蛋白前面加上一段带 6组氨酸的载体序列造成的。 

重组蛋白的表达量受到宿主菌、诱导时间和诱

导物浓度的影响。作者最终使用的宿主菌株是大肠

杆菌 BL-21, 作者实验初期使用的菌株是大肠杆菌
DH 5α, 但是没有诱导出 RAG2 蛋白的表达(实验结
果没有列出), 可能大肠杆菌 DH 5α不适合 RAG2蛋
白的表达, 说明选择合适的宿主菌对于重组蛋白在
原核表达是一个重要的因素。重组蛋白表达量的多

少与诱导物的浓度和诱导时间有密切关系, 本实验
所用的诱导物为 IPTG, 由于 IPTG本身有毒性, 而且
价格较贵, 经过条件优化, 最终 IPTG诱导浓度为 0.2 
m moL/L。诱导时间实验显示, 经过 IPTG的诱导, 菌
体很快产生目的蛋白 , 随着诱导时间的增加 , 重组
蛋白的量不断增加, 到 3 h时, 重组蛋白表达量达到
最大值 , 此后进入平台期 , 因此作者使用的诱导时
间为 3 h。 

外源基因在大肠杆菌中的表达产物, 通常可以
以可溶性和不可溶(即包涵体)的形式存在。RAG2蛋
白主要以包涵体的形式存在于宿主菌中, 由于包涵
体的不溶性、致密性和相对稳定性, 通过超声波破
碎、离心可以很容易地进行初级分离。纯化后, 通过
在包涵体中加入含尿素的变性裂解缓冲液, 打开蛋
白中的次级键 , 使组蛋白标签暴露出来 , 与树脂上
的 Co2+离子结合。另外, 在沉淀中发现了大量的目的
蛋白存在(图 3), 可能是由于在将重悬浮液放到摇床
上振荡得不够充分 , 大多数包涵体都没有溶解 , 可
以将沉淀用变性裂解液重新悬浮 , 通过 BD 
TALONTM 金属亲和柱进一步进行纯化, 提高目的
蛋白的回收率。 
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Abstract: The full length of olive flounder RAG2 cDNA was ligated to plasmid pPROEXTM HT, and was trans-
ferred into Escherichia coli (BL-21) for recombinant protein expression. It showed that the protein expression was 
induced by IPTG. The optimal concentration of IPTG and optimal induction time were 0.2 mmoL/L and 3 h, respec-
tively. The recombinant RAG2 protein was purified by BD TALONTM Metal Affinity Resins. This study will be 
useful for further research on the function of flounder RAG2. 
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