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肺表面活性物质相关蛋白C原核表达载体的构建、表达及纯化★ 
王  静，杜  江，周细中，刘  茹，沈  蔚，王  斌 

Construction, expression and purification of a prokaryotic expression plasmid carrying 
pulmonary surfactant protein C    

Wang Jing, Du Jiang, Zhou Xi-zhong, Liu Ru, Shen Wei, Wang Bin 

Abstract 
BACKGROUND: Studies have suggested that gene defection leads to the structural change of pulmonary surfactant protein C 
(SP-C). Early detection of pulmonary surfactants is of great significance for prediction of occurrence of lung diseases. 
OBJECTIVE: To clone human pulmonary SP-C, to construct an prokaryotic expression vector PET28a/SP-C, and to obtain 
purified SP-C. 
METHODS: The total RNA of normal lung tissue was extracted, and SP-C cDNA was then obtained by reverse 
transcription-polymerase chain reaction. The purified product of SP-C cDNA was then inserted into PMD-18T vector to obtain 
recombinant PMD-18T/SP-C. The recombinant plasmid PMD-18T/SP-C was cut by restriction enzymes Bam H /Ⅰ Hind  and Ⅲ

then purified to become SP-C cDNA with viscous ends, as was PET28a to become a linear plasmid fragment with the same 
viscous ends as SP-C cDNA. The SP-C cDNA was combined with the PET-28a that had been cut by the enzymes to construct 
the recombinant plasmid PET-28a/SP-C. The correct PET-28a/SP-C was transformed into BL21 to induce expression.  
RESULTS AND CONCLUSION: Two bands were detected at 5 000-7 500 bp and 250-1 000 bp after SP-C cDNA and its 
recombinant plasmid were identified after Bam H  and Ⅰ Hind  double digestion. The fragment length of the inserted gene was Ⅲ

597 bp, in consistence with the SP-C cDNA sequence announced by GeneBank. Western-blot analysis showed that the purified 
SP-C protein had a new band with the expected size at a relative molecular mass of about 27 000. These findings indicate that 
human SP-C cDNA can be correctly cloned into the PET-28a, with construction of the recombinant plasmid PET-28a/SP-C, and 
SP-C protein may be expressed in BL21. 
 
Wang J, Du J, Zhou XZ, Liu R, Shen W, Wang B. Construction, expression and purification of a prokaryotic expression plasmid 
carrying pulmonary surfactant protein C. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(15): 2699-2703.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：研究表明肺表面活性物质蛋白基因缺陷导致肺表面活性物质蛋白的结构发生变化。早期检测肺表面活性物质的含量

对于预测肺部疾病的发生意义重大。 
目的：克隆人肺表面活性物质相关蛋白 C(surfactant associated protein C, SP-C)基因，构建原核表达载体 PET-28a/SP-C，

并纯化 SP-C 蛋白。 
方法：提取正常人肺组织总 RNA，RT-PCR 技术获得 SP-C cDNA 序列，纯化后的 SP-C 基因插入至中间载体 PMD-18T，
得到重组质粒 PMD-18T-SP-C，重组质粒经过 Bam HⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后纯化回收得到具有黏性末端的 SP-C cDNA，将

质粒 PET-28a 同样经过双酶切后纯化回收得到与 SP-C cDNA 具有相同黏性末端的质粒片段，将具有黏性末端的 SP-C 
cDNA 与 PET-28a 定向连接后得到重组质粒 PET-28a/SP-C。然后将鉴定正确的 PET-28a/SP-C 重组质粒转入 BL21 中诱

导表达。 
结果与结论：酶切鉴定及核苷酸序列测序证实扩增的 SP-C cDNA 及其重组质粒经过 Bam HⅠ和 Hind Ⅲ双酶切鉴定后，在

5 000~7 500 bp 和 250~1 000 bp 处可检测到 2 条条带。核苷酸序列测序结果证实，质粒中插入基因长 597 bp，为一开放

阅读框架，与 GeneBank 中公布的人 SP-C cDNA 序列相符。Western-blot 检测结果显示，纯化后的 SP-C 蛋白在相对分子

质量约 27 000 处出现 1 条新生条带，与预期的大小一致。结果证实，实验成功克隆人 SP-C 基因并插入至质粒 PET-28a
中，构建了 PET-28a/SP-C 重组质粒，将其体外转化至 BL21 后可以表达 SP-C 蛋白。 
  
关键词：肺表面活性物质相关蛋白 C；原核表达载体；克隆；转化；组织构建 
缩略语注释：SP-Cl: surfactant associated protein C，肺表面活性物质结合蛋白 C 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.15.009 
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0  引言 
 

肺表面活性物质结合蛋白C(surfactant 
associated protein C, SP-C)是构成肺表面活

性物质的小分子疏水性蛋白之一，具有调节肺

泡液-气界表面张力、维持肺表面活性膜的稳定

及参与肺器官局部防御体系等重要的生理功  
能[1-6]。除了SP-C结构变化和功能丧失与各种婴

幼儿肺部疾病关系密切外[2-4]，SP-C含量与肺发

育程度和某些肺部疾病也有关，所以早期检测

肺表面活性物质的含量对于预测肺部疾病的发

生意义重大。 
实验通过基因工程的方法克隆SP-C基因，
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表达SP-C蛋白，进而为SP-C单克隆抗体细胞株的建立

和检测试剂盒的制备奠定基础。 
 

1  材料和方法 
 
设计：单一样本观察实验。 
时间及地点：于2010-05/2011-02在南方医科大学

附属珠江医院儿科实验室完成。 
材料： 

正常肺组织：由南方医科大学附属珠江医院胸外科提

供。根据中华人民共和国国务院颁发的《医疗机构管理

条例》，在实验前将实验方案和风险告知对方，并签署

知情同意书[3]。 
主要试剂及仪器： 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法：  

肺组织总RNA提取：取肺癌手术患者病灶周围正常肺

组织，用TRIzol法提取总RNA，琼脂糖凝胶电泳检测

RNA的量及纯度。 
SP-C基因引物设计与合成与RT-PCR反应：按RT-PCR

试剂盒说明书步骤操作。首先按GeneBank中公布的人

SP-C mRNA序列(NM 003018.3)，用分子生物学软件

Primer Premier 5.0设计引物。依据原核表达质粒

PET28a的酶切位点图谱及SP-C mRNA序列酶切位点

分析图谱，在引物上下游分别引入Bam HⅠ酶切位点(5’ 
GGATCC 3’)和Hind Ⅲ酶切位点(5’ AAGCTT 3’)及保护

性碱基。SP-C上游引物：5’ ATG GAT GTG GGC AGC 
AAA G 3’；下游引物5’ CCA CTG ACC CTG CTC ACC 
3’；扩增产物大小620 bp。引物由美国Invitrogen公司合

成，并用琼脂糖凝胶电泳方式纯化定量。 
SP-C的RT反应条件：37  15 min℃ ，85  5℃  s，   

42 ℃ 60 min，95  5 min℃ ，4  5 min℃ 。PCR反应条

件：反应条件：94 ℃ 5 min，94  30 s℃ ，55  30 s℃ ，

72  120 s℃ ，30个循环，72 ℃延伸7 min，4 ℃保存。

产物纯化按琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒说明书。 
T-A克隆：取3 μL经过胶回收纯化的目的基因，按

PMD18-T载体试剂盒说明书进行T载体克隆。反应体系：

将上一步所得的3’加A的SP-C cDNA 3 μL、PMD18-T载
体1 μL，去离子水1 μL及Solution 5 μL混合，16 ℃过夜

连接。转化至感受态大肠杆菌DH5α中，加入800 μL无抗

生素的LB液体培养基中培养2 h，取50 μL涂布平板后(加
入X-Gal，IPTG，Amp)，37 ℃过夜培养[6]。 

重组质粒提取与双酶切：用无菌牙签挑取上述培养板

中的白色单菌落，于50 μg/L Amp的LB液体培养基中培

养6 h。取3 mL过夜培养的菌液，离心8 000 r/min，离心

30 s，弃上清，收集菌体，按照质粒提取试剂盒说明书

提取质粒，送测序，测序正确后命名为PMD-18T/SP-C，

-20 ℃保存备用。取50 μL重组质粒采用Bam HⅠ和Hind 
Ⅲ双酶切使目的基因带有2个黏性末端，酶切后进行琼脂

糖凝胶电泳观察酶切效果，按照DNA快速回收试剂盒说

明书步骤回收酶切后的目的片段。 
PET-28a/SP-C原核表达载体的构建：将表达质粒

PET-28a进行同样双酶切并回收酶切产物、取1 μL酶切

后的PET28a和3 μL酶切后的目的基因，及适量T4 DNA
连接酶22 ℃过夜连接。连接后的重组质粒转化至大肠

杆菌BL21感受态菌中[7-8]，加入800 μL无抗生素的LB液
体培养基中培养2 h，取50 μL涂板(含Kana)后，37 ℃过

夜培养。用无菌牙签挑取单菌落于5 mL含50 μg/L Amp 
的LB液体培养基中培养6 h，再行质粒提取与双酶切鉴

定，鉴定为阳性重组质粒送基因公司测序，测序正确后

命名为PET-28a/SP-C。 
SP-C的原核表达及检测：PET-28a/SP-C转化BL21细

胞：分别将质粒PET28a与pET28a/SP-C转化E.coli 
M15 [pREP4]中，37 ℃培养过夜。培养次日以5%转接

于LB培养基中，37 ℃培养2 h后，取3 mL菌液，测光吸

收值A600 nm；并收集菌体作为诱导表达前的对照，其余

菌液中加入IPTG至终浓度1 mmol/L，IPTG诱导1~5 h
后，分别收集菌体。表达产物用15%聚丙烯酰胺凝胶电

泳分析，方法参照QIAexpressionistTM操作说明进行。  
蛋白纯化及Western blot法检测SP-C蛋白的表达：诱导

表达成功后将含有重组质粒PET28a/SP-C的表达菌株

接种于200 mL的培养基LB中做大量表达，所表达蛋白

采用Ni-NTA Slurry (agrose) 方法进行纯化。分别将质

粒PET28a与pET28a/SP-C转化E.coli M15 [pREP4]
中，37 ℃培养过夜。次日以5%转接于LB培养基中，    
37 ℃培养2 h后，取3 mL菌液，测光吸收值A600 nm；并

收集菌体作为诱导表达前的对照，其余菌液中加入异丙

基硫代半乳糖苷至终浓度1 mmol/L，诱导1~5 h后，分

别收集菌体。表达产物用15%聚丙烯酰胺凝胶电泳分

析。诱导表达成功后将含有重组质粒PET28a/SP-C的表

试剂及仪器 来源 

总 RNA 提取试剂 TRIzol 、         
限制性内切酶、T4 DNA 连接酶及

PMD18-T 载体  
RT-PCR 试剂盒                   
Taq 酶，RNase A，                

SP-C 鼠抗人一抗及羊抗鼠二抗，5-
溴-4-氯-3-吲哚基磷酸 /四唑氮盐

(BCIP/NBT) 
底物显色试剂盒                    
蛋白酶 K                          
DNA 回收试剂盒、质粒提取试剂盒   
HIS-tag 表达和纯化试剂盒 

(QIAexpressionistTM) 
PET28a 质粒，大肠杆菌 
BL21condonplus [Rosseta]，   

美国 Invitrogen 公司 
 
 
TaKaRa 公司 
NEB 生物科技公司 
 
 
 
盈信生物技术有限公司 
Boehringer Mannheim 公司 
Omega 公司 
 
 
Qiagen 公司 



 
王静，等. 肺表面活性物质相关蛋白 C 原核表达载体的构建、表达及纯化 

ISSN 1673-8225  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 2701

www.CRTER.org 

1 000 
 
 

250 

1     2    M         bp 

达菌株接种于200 mL LB中做大量表达，表达蛋白用

Ni-NTA Slurry (agrose) 进行纯化。取含有目的蛋白的

细菌裂解上清液(纯化前)和收集的峰值洗脱液(纯化后)
行SDS-PAGE检测。 

取纯化后的蛋白收集物10 μL进行SDS-PAGE分

析，电泳后转印、加入鼠抗人SP-C一抗(1∶500)，4 ℃
孵育。TBST缓冲液洗膜后加入碱性磷酸酶标记的羊抗

鼠IgG (1∶500)，洗膜显色。  
主要观察指标：聚合酶链反应扩增产物的鉴定结

果，重组表达载体的酶切鉴定结果及Western-blot鉴定

结果。 
   

2  结果 
 
2.1  SP-C cDNA的PCR扩增及重组质粒的酶切鉴定结

果  见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
以总RNA经过反转录得到的cDNA为模板，经正反

链引物PCR后，行2%琼脂糖凝胶电泳，SP-C cDNA可
见 扩 增 出 约 620 bp 的 条 带 。 见 图 1a 。 先 后 将

PMD-18T/SP-C和PET-28a用Bam HⅠ和Hind Ⅲ双酶

切后行 2%琼脂糖凝胶电泳分别回收SP-C片段及

PET-28a线性片段，然后将带有2个黏性末端的SP-C双

链克隆至PET28a中，连接产物转化E.coli M15 [pREP4]
中，后经过Bam HⅠ和Hind Ⅲ双酶切鉴定，在5 000~   
7 500 bp和250~1 000 bp处得到2条条带，与质粒

PET28a(5 300 bp)和SP-C(597 bp)相符合，见图1b。
2.2  PET28a/SP-C的核苷酸序列测定结果  将阳性质粒

进行纯化，送至Invitrogen公司采用双脱氧链末端终止法进

行测序，测序结果用生物学软件进行比对。分析证实质粒

中插入基因长597 bp，为一开放阅读框架，与GeneBank
中公布的人SP-C cDNA序列相符，说明实验已正确获得

SP-C基因并成功克隆至PET28a质粒内，见图2。 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  重组蛋白的表达与纯化结果  见图3a，b。 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  Surfactant protein C (SP-C) amplification and 
identification of the recombinant pET28a /SP-C by 
enzymatic digestion 

图 1  SP-C 基因扩增及重组质粒酶切鉴定 

Marker: DL15 000; 1: PCR amplification product of SP-C gene   

a: Augmenter of surfactant protein C (SP-C) gene amplification by PCR  

5 000 
2 500 

 
1 000 

 
 

250 

M  1  2  3  4  M          bp 

M: Marker DL15 000; 1. pET28a/SP-A; 2: pET28a/SP-C (Bam HⅠ and 
Hind Ⅲ); 3: Pet28/SP-C; 4: Pet28/SP-C (Bam HⅠand Hind Ⅲ)  

b: Identification of the recombinant pET28a/SP-C by double 
enzymatic digestion   

Figure 2  Surfactant protein C sequencing by dideoxy chain 
termination method 

图 2  双脱氧链末端终止法对 SP-C 的部分测序结果 

Figure 3  Fusion protein expression of PET28a/SP-C induced 
by isopropyl-thiogalactopyranoside 

图3  异丙基硫代半乳糖苷诱导表达PET28a/SP-C融合蛋白

M: Marker; 1: negative control (PET-28a blank plasmid); 2, 3: 
PET-28a/SP-A; 4: PET-28a/SP-C 

a: Fusion protein expression of pET28a/SP-C induced by 
isopropyl-thiogalactopyranoside; Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis of fusion protein beforepurification 

97 200 
 
66 400 

 
44 300 
 
 
29 000 
 
14 300 

 

 

M     1      2      3       4 

66 400 

 
44 300   
29 000 

 
14 300 

M       1       2   

M: Marker; 1: PET28a/SP-A; 2: PET28a/SP-C 

b: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis of fusion 
protein after purification 

Mr

Mr
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分别将质粒PET28a与 pET28a/SP-C转化E.coli 
M15 [pREP4]中，37 ℃培养过夜。次日以5%转接于LB
培养基中，37 ℃培养2 h后，取3 mL菌液，测光吸收值

A600 nm；并收集菌体作为诱导表达前的对照，其余菌液

中加入IPTG至终浓度1 mmol/L，IPTG诱导1~5 h后，分

别收集菌体。表达产物用15%聚丙烯酰胺凝胶电泳分

析。诱导表达成功后将含有重组质粒PET28a/SP-C的表

达菌株接种于200 mL LB中做大量表达,表达蛋白用

Ni-NTA Slurry (agrose) 进行纯化。取含有目的蛋白的

细菌裂解上清液(纯化前)和收集的峰值洗脱液(纯化后)
行SDS-PAGE检测，可见在纯化后的电泳图在相对分子

质量约27 000处出现一条新生条带，与预期的大小一

致。 
Western blot结果显示SP-C蛋白为为单一条带，无

降解条带，说明在BL21中PET-28a/SP-C得到可溶性表

达，且目的蛋白在表达过程中无降解。见图4。 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 
 
肺表面活性物质通过肺表面活性物质蛋白起到降

低肺泡表面张力，增加肺顺应性，维持大小肺泡容积相

对稳定，防止肺不张和肺水肿的作用[9]。目前已知的4
种SP(A，B，C和D)中SP-B和SP-C是主要蛋白，其功

能是促进磷脂分子扩散，使磷脂快速吸附于气液界面成

为单分子层，增加单分子膜的稳定性，提高脂质复合物

的表面活性[10-13]。但是SP-C肺组织含量较少，大量提

取存在困难[14]。有研究在原核细胞pGEX 2T/ BL21(DE3) 
成功表达出完整的SPA1蛋白质 ，鉴定表达产物具有良

好的免疫原性[15]。实验利用分子生物学技术构建重组质

粒，表达肺表面活性物质蛋白C，Western blot实验证明

该SP-C蛋白可与特异性抗体结合发生抗原抗体反应。 
获得目的基因的方法有多种，其中之一是通过

RT-PCR反应获得目的基因cDNA片段[16]。采用这种方

法不但可以获得较完整的连续编码序列，而且片段的碱

基数目较少，容易在宿主细胞中表达[17]。SP-C cDNA
相对分子质量很小，当插入基因碱基数目较少时有利于

载体构建和表达。因此本实验中选用SP-C作为目的基

因，成功克隆至表达载体并成功表达，为构建SP-A，
SP-B和SP-D原核表达载体奠定了基础。 

使用大肠杆菌表达系统时，易发生菌体蛋白的污

染。实验利用常用原核表达载体质粒PET-28a，载体的

N端携带His标签、凝血酶基因及T7启动子标签序列；在

C端具有His标签序列，载体的克隆及表达区域由T7 
RNA聚合酶启动子控制。pET-28a载体可在BL21(DE3)，
Rosstea等表达菌株中高表达融合有His标签的蛋白，通

过His-Tag能与Ni2+发生螯合作用的原理对融合蛋白进

行纯化，简化了蛋白质下游纯化技术的步骤[18]，并且避

免了菌体蛋白的污染。 
在可用的蛋白表达系统中，大肠杆菌具有稳定的遗

传学特点，生产技术简便，成本廉价，是目前使用广泛

的表达体系[19-20]。原核表达系统主要缺点是不能对表达

的蛋白质进行翻译后修饰，使用大肠杆菌表达的蛋白质

不能有效地折叠产生复杂的高级结构。本次实验制备的

SP-C蛋白作为抗原免疫动物，通过免疫动物后检测血

清抗体效价可达到单抗制备的标准。 
实验成功构建SP-C的原核表达载体，并且在原核

细胞内能高效表达SP-C蛋白。下一步将制备SP-C单克

隆抗体，组装试剂盒，为临床预测与SP-C蛋白表达异

常所致的肺部疾病提供方法。   
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文章概要： 

文章要点：本文通过克隆人肺表面活性物质相关蛋白

C(SP-C)基因，构建原核表达载体 PET-28a/SP-C，并得到

纯化的 SP-C 蛋白。 

关键信息：结果证实，采用体外重组技术，成功构建了

人 SP-C 原核表达载体 PET-28a/SP-C，并能在体外表达

SP-C。实验为 SP-C 单克隆抗体细胞株的建立及肺部疾病

检测试剂盒的研制奠定基础。 

研究的创新和不足之处：肺组织中含有肺表面活性物质

蛋白，但该蛋白的含量较低，人工制备困难，本文利用基因

工程的方法构建重组质粒，表达 SP-C 蛋白，从而解决了蛋

白来源的困难。 
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