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动物及兽医生物技术                                                               

凝胶过滤与镍柱亲和纯化金葡菌α-溶血素重组蛋白的生

物学特性比较 

张海燕 1, 2, 杨宏军 1, 王长法 1, 何洪彬 1, 马卫明 2, 杨少华 1 
1 山东省农业科学院 奶牛研究中心, 济南 250100 
2 山东农业大学动物科技学院, 泰安 271018 

摘  要: 以在宿主菌株 BL21(DE3)中成功表达的重组金黄色葡萄球菌α-溶血素蛋白为研究对象, 分析比较通过凝胶过

滤层析(Gel filtration chromatography)和镍柱亲和层析纯化试剂盒(Ni-NTA spin columns)纯化所得到的重组蛋白的蛋白含

量和生物特性方面的差异。SDS-PAGE 分析检测纯化产物, Bradford 法测定蛋白含量, 兔红细胞测定半数溶血效价, 结

果显示这 2 种方法得到的纯化产物在 53 kD 处均呈现单一清晰带, 达电泳级纯度。与此同时, 凝胶过滤对目的蛋白的纯化率

为 14.04%, 蛋白含量为 0.337 mg/mL, 溶血活性为 1519 HU/mg; 镍柱亲和层析的纯化率为 17.5%, 蛋白含量为 0.35 mg/mL, 

溶血活性为 1463 HU/mg。由此可见, 凝胶过滤得到的纯化产物在蛋白含量和蛋白活性方面丝毫不亚于镍柱亲和层析纯

化试剂盒。 

关键词 : α-溶血素 , 凝胶过滤层析 , 镍柱亲和层析  

Activity and quality comparison of the engineered protein 
Staphylococcus aureus α-hemolysin purified with gel filtration 
chromatography and Ni-NTA 
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Abstract: The α-hemolysin protein of Staphylococcus aureus, which was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) with 

recombinant pET32a+-α-HL plasmid, was purified with gel filtration chromatography (GFC) and Ni-NTA spin columns. The quality 
and biological characteristic were compared. First, the purified products were analyzed with SDS-PAGE, and the expected protein 
band was with a molecular mass of 53 kD. Second, protein concentration was determined by the method of Bradford, and the median 
hemolytic dose potency (HD50) was finally analyzed with rabbit erythrocyte. The protein purified with GFC was 0.337 mg/mL, its 
hemolysis activity was 1519 HU/mg, and hemolysin yield was 14.04%. Meanwhile, the protein purified with the Ni-NTA Spin 
Columns was 0.35 mg/mL, its hemolysis activity was 1463 HU/mg, and hemolysin yield was 17.5%, respectively. The results 
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showed that there is no significant difference in the quality, hemolysis activity and yield of the recombinant proteins purified with 
Ni-NTA spin columns and GFC. 

Keywords: α-Hemolysin, gel filtration chromatography, Ni-NTA spin columns 

Ni-NTA 纯化试剂盒是非常高效的蛋白纯化系统, 

但其只适应于实验室规模的小量样品制备, 应用于大

规模生产基因工程重组蛋白则有一定的局限性。一方

面, 用Ni-NTA纯化试剂盒纯化的蛋白量非常少, 根据

试剂盒附赠的Ni-NTA Spin Handbook, 每个Column在

操作无误的情况下仅可以得到几百微升蛋白; 另一方

面, Ni-NTA 纯化试剂盒价格昂贵, 国际市场售价约为

13.53 美元/Column。如此高的成本对于大规模的分离

纯化工作是难以接受的。应用于奶牛乳腺炎的基因工

程亚单位疫苗需要大量的从表达宿主菌株中分离纯化

出目的蛋白 , 因此寻找一种高效简捷的方式取代

Ni-NTA 纯化系统已成为必然。蛋白纯化方法日新月异, 

综合考虑本实验室现状以及课题需要, 决定首先采用

凝胶过滤层析[2, 3]来纯化目的蛋白。 

本研究以含重组质粒 pET32a(+)-α-HL 的大肠

杆菌 BL21(DE3)为宿主菌株, 以克隆表达的金黄色

葡萄球菌α-溶血素为目的蛋白, 对凝胶过滤层析和

Ni-NTA 亲和层析纯化目的蛋白的各种基本参数进

行了研究。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌种和质粒 

含 pET32a(+)-α-HL 重 组 质 粒 的 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)由本实验室构建并保存[4]。 

1.1.2  试剂 

蛋白胨(Tryptone)和酵母粉(Yeast extract)购自英

国 OXOID 公司; Ampicillin 购自朋远生物; IPTG 购

自 Promega 公司; 丙烯酰胺(Acr)及甲叉双丙烯酰胺

(Bis)购自 Fluka 公司; 四甲基乙二胺(TEMED)购自

Bio-Rad 公司; SephadexG-100(Pharmacia 进口分装)

购自上海化学试剂厂 ; 考马斯亮蓝 G-250 购自

Sigma 公司; Ni-NTA 纯化试剂盒购自 Qiagen; 凝胶

过滤层析柱(14 mm×900 mm)购自上海锦华层析设

备厂; 其余试剂均为国产分析纯。 

1.1.3  主要仪器 

超净工作台: MSC-12 型 购自 Jouan; 冷冻离心

机: 3K15 型 购自 Sigma; 紫外分光光度计: UV-2000

型 购自 Tanon; 电泳仪: DYY-8C 型 购自北京六一

仪器厂。 

1.2  实验方法 
1.2.1  试剂的配制 

IPTG(24 mg/mL), Ampicillin(100 mg/mL), LB/ 
Amp 等试剂的配制和保存方法均参照 TaKaRa 宝生

物工程(大连)实验室常规试剂的配制方法。 

1.2.2  菌体生长及目的蛋白的诱导表达 

菌体培养密度以 OD600 值表示 [8], OD600 值在

0.4~0.6 时加入 IPTG, 使 IPTG 在培养液中的终浓度

为 1 mmol/L。 

增菌培养: 将重组菌 BL21[pET32a(+)-α-HL]接

种于 500 mL LB/Amp培养基中, 恒温摇床 37oC孵育  

8 h, 紫外分光光度计测 OD600值, 加入 500 μL IPTG, 

继续恒温摇床 37oC 孵育 4 h, 室温, 14 000 r/min 离

心 30 s, 弃上清, 收集细菌沉淀留样 SDS-PAGE[11]

检测。 

1.2.3  目的蛋白的收集 

取诱导的菌液于离心管中 5000 r/m 离心 5 min,

弃上清, 重悬于 Buffer B 中, 室温下微量振荡器上

作用 1 h, 以 14 000 r/min 室温离心 25 min。将一部分

取上清于 PB(pH 9.0)缓冲液中透析过夜, 用于凝胶过

滤层析; 另一部分取上清进行 Ni-NTA 亲和层析。 

1.2.4  凝胶过滤层析 

准确称取 SepdadexG-100 凝胶 10 g, 去离子水

浸泡溶胀 24 h, 倾去上清, 灌注层析柱, 用 PB 缓冲

液(pH 9.0)进行洗脱平衡, 直到流出液的 pH 值与 PB

缓冲液的 pH 值相近时为止。将样品缓缓注入凝胶柱

中, 控制流速 1 mL/ min, 使样品与凝胶之间发生充

分的作用。当样品充分浸入凝胶中时, 缓缓注入 PB

缓冲液进行洗脱, 流速不变, 3 mL/管。收集 20管, 聚

乙二醇透析浓缩至原体积的 20%, 即 0.6 mL/管 , 

SDS-PAGE 检测。 

1.2.5  Ni-NTA 亲和层析 

取 1.2.3 中得到的上清 600 μL 加入 Buffer B 预

先平衡的 Ni-NTA 层析柱中, 2000 r/min 离心 2 min, 
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弃流出液。600 μL Buffer C 洗涤 Ni-NTA 层析柱, 

2000 r/min 离心 2 min, 弃流出液。200 μL Buffer E

洗脱 Ni-NTA 层析柱 2 次, 2000 r/min 离心 2 min, 收

集流出液共 400 μL, 即为目的蛋白。 Buffer B、

Buffer C、Buffer E 配方详见 Ni-NTA Spin Handbook。 

1.2.6  蛋白含量测定 

目的蛋白含量的测定参照 Bradford 法[6], BSA

为标准蛋白。 

取不同含量的标准蛋白溶液与考马斯亮蓝

G-250 试剂混匀 , 室温放置 2 min, 紫外分光光度

计 595 nm 下比色。根据比色结果制作蛋白标准  

曲线。  

1.2.7  溶血活性检测 

溶血素的检测方法很多, 由于兔红细胞对溶血

素的溶细胞作用最为敏感[1], 因此常用兔红细胞的溶

血试验作为检测溶血素活性的指标之一。以 1%兔红

细胞进行半数红细胞溶血效价[7]的测定。首先将兔红

细胞用磷酸盐缓冲液(0.01 mol/L Na2PO4, 0.015 mol/L 

NaCl, pH 7.0, PBS)洗涤 3 次, 以 2000 r/min 离心    

10 min, 再以同样缓冲液配成所需浓度(1%, V/V)红

细胞悬液备用。然后将凝胶过滤层析和亲和层析分

别得到的纯化产物倍比稀释 [5], 紫外分光光度计 

414 nm 下比色。 

溶血素比活[9]=溶血效价/蛋白浓度, 单位 HU/mg。 

2  结果 

2.1  α-溶血素蛋白的表达及纯化 
SDS-PAGE 检测诱导及纯化结果如图 1 和图 2

所示, 与未诱导株相比, IPTG 诱导株在 53 kD 处均

有明显蛋白条带, 确认为α-溶血素蛋白[4]。而且图 1

和图 2 所示的凝胶过滤层析和镍柱亲和层析试剂盒

纯化得到的产物在 SDS-PAGE 中 53 kD 处均呈现单

一条带, 达电泳级纯度。 

2.2  蛋白含量的测定 
由表 1 数据得到图 3 蛋白含量标准曲线 , 测得

1.2.3 上清、凝胶过滤层析得到的纯化产物和亲和

层析所得的纯化产物在 595 nm 下比色结果分别是

0.263、0.395 和 0.410, 根据图 3 方程可以得到其

蛋白含量分别是 0.200 mg/mL、0.337 mg/mL 和   

0.350 mg/mL。 

 

图 1  凝胶过滤层析得到的α-HL 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of α-HL obtained from GFC. M: 
protein marker; 1, 2: purified  α-HL with GFC; 3: E. coli BL21 
[pET32a(+)-α-HL] induced for 4 h; 4: E. coli BL21 
[pET32a(+)-α-HL] before induction. 

 

图 2  Ni-NTA 亲和层析得到的α-HL 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of α−HL obtained from Ni-NTA 
spin columns. M: protein marker; 1: E. coli BL21 
[pET32a(+)-α-HL] before induction; 2: E. coli BL21 
[pET32a(+)-α-HL] induced for 4 h; 3: purified α-HL with 
Ni-NTA spin columns. 
 
2.3  溶血活性测定 

紫外分光光度计检测 414 nm 下的 OD 值, 完全

溶血对照组(蒸馏水+兔红细胞)OD414=0.957, 不溶血

对照组(PBS+兔红细胞)OD414=0.032, 2 种方法纯化得

到的α-HL 以及 1.2.3 上清同时做倍比稀释, 比色结果

如表 2 所示, 1.2.3 上清的蛋白溶血活性最大稀释度[10]

为 27, 凝胶过滤得到的蛋白溶血活性最大稀释度为 29, 
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镍柱亲和层析试剂盒纯化得到的蛋白溶血活性最大

稀释度为 29, 由此推算出 1.2.3 上清的溶血比活为 

640 HU/mg, 凝胶过滤产物溶血比活为 1519 HU/mg,

亲和层析产物溶血比活为 1463 HU/mg。 

表 1  BSA 标准溶液紫外分光光度计 595 nm 下比色结果 
Table 1  Outcomes of BSA standard solution shade 
selection at UV spectrophotometer 595 nm 

BSA contents in 0.1 mL standard solution (μg) OD595 

10 0.132 

20 0.255 

40 0.561 

60 0.598 

80 0.818 

100 1.054 

 

图 3  蛋白含量标准曲线 
Fig. 3  Protein level standard curve. 

表 2  倍比稀释的α-HL 在 414 nm 下比色值 
Table 2  Multiproportion  and shade selection  at 414 nm of 
diluted α-HL 

OD414  

Supernatant GFC Ni-NTA
1 0.501 0.678 0.885 
2 0.377 0.605 0.708 
3 0.265 0.556 0.563 
4 0.199 0.520 0.491 
5 0.109 0.476 0.435 
6 0.089 0.385 0.382 
7 0.032 0.290 0.302 
8 0.030 0.198 0.205 
9 0.027 0.078 0.068 
10 0.028 0.069 0.040 
11 0.034 0.040 0.038 
12 0.028 0.042 0.027 
13 0.031 0.034 0.027 
14 0.030 0.036 0.028 

15 0.035 0.030 0.028 
Complete hemolysis 
control  0.957  

Inhemolysis control  0.032  
 

2.4  溶血素得率 
将α-HL 纯化过程中的各步得到的参数进行了

综合比较, 得到表 3。由此计算出通过凝胶过滤和镍

柱亲和层析得到的溶血素蛋白的纯化效率分别为

14.04%和 17.5%。 

表 3  α-HL 提纯各步骤含量测定 
Table 3  Purification of α-HL 

Purification step Sample volume 
(mL) 

Concentration of
protein (mg/mL)

Total protein
(mg) 

Hemolytic
titer (HU) 

Total hemolytic 
titer (HU) 

Specific activity 
(HU/mg) 

Hemolysin 
yield (%) 

Supernatant 36.0 0.200 7.200 128 4608.0 640 30.60 

Purified by GFC 3.0 0.337 1.011 512 1536.0 1519 14.04 

Purified by Ni-NTA 3.6 0.350 1.260 512 1843.2 1463 17.50 

 

3  讨论 

α-溶血素亦称α-毒素, 是金黄色葡萄球菌的重

要致病因子之一 [1], 具有良好的抗原性 , 经甲醛处

理可制成类毒素。Herbelin 等[2]研究表明其类毒素对

金葡菌所致的乳腺炎有部分保护作用。近年来国内

外研究表明基因工程亚单位疫苗由于具有大剂量高

度纯化的抗原、无遗传物质及宿主和培养基的成分

等优点 , 在动物传染病的免疫预防中应用较为广

泛。由此本实验可以将成功表达的α-溶血素蛋白从

基因工程菌中分离纯化出来, 制成基因工程亚单位

疫苗以应用于金黄色葡萄球菌引起的奶牛乳腺炎的

预防。在此, α-溶血素基因重组蛋白从表达宿主菌株

中的分离纯化成为重中之重。 

基因工程蛋白的纯化, 国内外报道较少。镍柱

组氨酸标签亲和层析纯化试剂盒是非常高效的蛋白

纯化系统 , 但如前所述 , 它并不适合于大规模蛋白

的纯化, 其本身的费用已经超过目的蛋白的价值。

为了寻找一种高效简捷优质的方法, 根据蛋白纯化

所遵循的原则[2], 本实验首先采用了凝胶过滤层析来

对目的蛋白进行纯化。Jobos 等[12]和 Gottschalk 等[13]

曾采用超滤、亲和层析、离子交换层析和凝胶过滤

Multiproportion of 
α-HL(2n) 
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层析法对猪链球菌 2 型溶血素进行纯化, 与之相比, 

本实验采用的凝胶过滤层析法也可以获得较高的蛋

白含量、比活力及纯化率。电泳结果还表明, 只采

取凝胶过滤层析法纯化得到的蛋白不经其他纯化方

法也显示单条带型, 纯化产物已经达到理想纯度。

与镍柱亲和层析试剂盒相比, 除了在纯化效率上略

低以外, 其他各参数均不相上下。然而, 凝胶过滤纯

化 效 率 虽 不 及 镍 柱 亲 和 层 析 , 但 凝 胶 介 质

SephadexG 系列具有价格低廉 , 可重复利用 , 易保

存等优点, 这使其在蛋白纯化的大规模应用中仍具

有优于镍柱亲和层析试剂盒的潜在价值和优势。 

本研究探讨了应用凝胶过滤层析纯化目的蛋白, 

对所得蛋白的含量和性质方面的影响, 优化了纯化

条件, 纯化产物蛋白含量相当可观。初步推算, 凝胶

过滤的绝对纯化效果虽然不如镍柱亲和层析试剂盒, 

但若以这样的纯化条件 , 纯化相同量的目的蛋白 , 

凝胶过滤纯化的成本仅为镍柱亲和层析纯化试剂盒

的 3%。本实验结果表明, 凝胶过滤层析纯化得到的

蛋白与镍柱亲和层析相比, 在蛋白活性方面显示了

很好的溶血活性, 这为在动物机体上的毒性试验提

供了参照。目前, 小白鼠毒性试验和免疫效力试验

正在进行中。这些试验结果可为应用凝胶过滤作为

纯化方式最终应用于重组基因工程疫苗的工业化生

产提供参考。 
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