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摘  要：人心肌肌钙蛋白 I(hcTnI)是临床检测心肌损伤及预后提供诊断的生物学指标，由于来源有限，采用基因重组

技术，以期获得高表达量的人心肌肌钙蛋白 I．人工合成 hcTnI 基因，将其插入 pET-11a 载体中，通过酶切鉴定正确后

转入表达宿主菌 BL21(DE3)中，诱导表达目的蛋白．采用蛋白免疫印迹反应(Western Blot，WB)鉴定表达目的蛋白的

免疫特异性．经 SDS-PAGE 证实重组蛋白的相对分子质量约为 2.6×104，凝胶密度扫描软件检测到目的蛋白占总蛋白

比例为 30.1%，WB 实验验证诱导后目的蛋白特异性良好．成功构建了重组 hcTnI 基因在大肠杆菌表达的工程菌株，并

获得表达，为制备高特异性的抗体及临床检测应用和测定标准化奠定了基础． 
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Abstract：Human cardiac troponin I(hcTnI)is an important biochemical marker for myocardial injury and prognosis of 

myocardial injury. However，it is hard to prepare it in quantity. In order to obtain unlimited hcTnI protein，we constructed 

genetic bacteria to produce the protein. In this research，the gene of human cardiac troponin I was synthesized by a biochemi-

cal company. Then，the commercial genes were inserted into the vector pET-11a in order to construct a high efficiency ex-

pression system in E.coli BL21. The recombined plasmid was indentified by the digestion of restriction endonucleases. Fi-

nally，the recombined purpose protein was expressed and identified by the Western Blot Assay. The relative molecular 

weight of hcTnI was about 2.6×104 identified by SDS-PAGE，which was the same as the reported data. The expressed ac-

tive rhcTnI protein was obtained and amounted to 30.1% of the total bacterial proteins as detected with the densitometer scan 

software. The immunological activity of the expressed rhcInI was analyzed by Western Blot Assay after SDS-PAGE，and the 

result indicated that the recombined protein has good immunologic affinity. The recombined human cardiac troponin I was 

successfully expressed on a large scale．It can be used in producing monoclonal antibody and also contribute to the research 

of hcTnI diagnosis standardization.  

Key words：recombined human cardiac troponin I；gene recombinant；inducing expression 

 

急 性 心 肌 梗 死(acute myocardiacal infarction ，

AMI)是临床常见的心血管疾病，据统计在心血管疾

病患者中有 40%死于 AMI，所以，对 AMI 诊断的研

究一直倍受临床研究的重视．AMI 主要是根据临床

症状、心电图和血清心肌酶谱的变化情况来诊断，但

随着科学研究的深入，这些诊断标准越来越受到专家

们的质疑．研究发现，人心肌肌钙蛋白 I(human car-

diac troponin I，hcTnI)在心肌受到微小损伤时出现

早，持续时间长，且为心肌细胞所特有，因此 hcTnI

正逐步取代其他的生化标志物成为诊断心肌损伤的
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首选生化指标[1–2]，特别是急性心肌梗死的诊断“金

标准”[3–4]． 

  本文采用基因工程方法利用原核表达系统制备

未添加任何序列标签的重组 hcTnI，使其更接近天然

蛋白和有更好的抗原性，为进一步制备高质量抗体及

开发具有自主知识产权的 hcTnI 诊断试剂盒奠定实

验基础，并促进 hcTnI 诊断标准化问题的研究． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 目的基因片段、载体和菌株 

hcTnI 全基因合成菌液由北京华大基因公司合

成；pET-11a 载体菌液购自北京天恩泽公司；大肠杆

菌(E.,coli)DH5α 克隆菌株和 BL21(DE3)表达菌株

均为本实验室保存． 

1.1.2 酶和实验试剂 

Nde I 内切酶、Bam HI 内切酶、T4,DNA 连接酶，

纽英伦生物技术(北京)有限公司；DNA 凝胶回收试

剂 盒 和 质 粒 提 取 试 剂 盒 ，OMEGA 公 司 ；DNA 

marker，上海纯优生物科技有限公司；hcTnI 抗体，

Sigma 公司；其他试剂均为分析纯． 

1.1.3 实验仪器 

高性能台式离心机，Thermo Scientific；电泳仪，

北京市六一仪器厂；恒温摇床，上海智诚分析仪器制

造有限公司；超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技

股份有限公司． 

1.2 实验方法 

1.2.1 重组 hcTnI 基因表达序列的设计 

NCBI 网站 GeneBank 基因文库[5]提供的人心肌

肌钙蛋白 I(hcTnI)基因序列号：NM_000,363.4，大小

630,bp．本实验设计在目的基因的 5’端添加 Nde I 限

制性内切酶和 3’端添加 Bam HI 限制性内切酶位点；

并对上游引物的第 2 位和第 4 位密码子的第 3 个碱

基简并定点突变，以便在表达过程中可提高表达产

量．确定目的基因设计要求，委托北京华大基因公司

进行全基因合成 hcTnI目的片段． 

1.2.2 重组 hcTnI 全长基因克隆获得 

将含 hcTnI 全基因序列的大肠杆菌液按 1∶100

接种至氨苄抗性(AMP)的 LB培养基中培养，用质粒

回收试剂盒提取菌液质粒，经 Nde I 限制性内切酶和

Bam HI 限制性内切酶双酶切、1%琼脂糖凝胶电泳，

并把酶切的目的片段用凝胶试剂盒回收待用．pET-

11a 载体商品菌液也按 1∶100 接种至 AMP 抗性 LB

液体培养基中培养，用质粒提取试剂盒提取载体质

粒，经 Nde I 酶和 Bam HI 酶双酶切，琼脂糖凝胶电

泳，切胶回收 pET-11a 大片段质粒．按物质的量浓度

比 1∶3将切胶回收的 pET-11a 大片段质粒和切胶回

收的目的基因片段用 T4,DNA 连接酶连接，4,℃连接

16,h．将连接产物转化至 E.,coli DH5α 感受态菌株，

均匀挑取转化平板中的单克隆，提取质粒．挑取阳性

转化子双酶切鉴定，1%琼脂糖凝胶电泳验证该克隆

的正确性． 

1.2.3 重组质粒的表达和鉴定 

  将双酶切鉴定正确的pET-11a-hcTnI/E.,coli DH5α 
单克隆扩大培养，提取重组质粒，转化 BL21(DE3)感

受态细胞于 AMP 抗性的 LB 平板上，过夜培养，均

匀挑取阳性单抗隆菌落提取质粒，接种到 5,mL 含

1,mg/mL 的 AMP 抗性的 LB 液体培养基中，37,℃、

200,r/min 过夜培养．再扩大转接 500,mL AMP 抗性

的 LB 液体培养基中，37,℃、200,r/min 振荡培养至

A600 为 1.0 后，加 1.0,mmoL/L 的诱导剂 IPTG 诱导，

30,℃、200,r/min 振摇 4,h ．4,℃、6,000,r/min 离 心

10,min 收集菌体，加 20,mL PBS(10,mmoL/L，pH 

7.4)重悬．超声破碎，其条件为：功率 285,W，1.5,s 工

作，1.5,s 休息，破碎 30,min 至菌液透亮．取破碎菌液

于 4,℃、9,000,r/min 离心 30,min，收集离心上清液，

沉淀用等体积的 PBS 重悬，分别取 30,µL 诱导前菌

液、诱导后菌液、破碎离心上清液和破碎沉淀重悬

液，进行 12%的 SDS-PAGE 电泳分析． 

1.2.4 表达产物的免疫特性分析 

将菌 体 超 声破碎后离 心 的 上 清 液 进行 SDS-

PAGE，转硝酸纤维素膜，蛋白免疫印迹反应．用半干

式转移电泳仪电转硝酸纤维素膜 2,h，5%脱脂奶粉封

闭液 4,℃过夜，1×PBS 洗膜，加入鼠抗 hcTnI 单抗

(1∶1,000)，37,℃结合 2,h，洗膜，加入辣根过氧化物

酶标记的羊抗鼠二抗(1∶10,000)，37,℃结合 2,h，充

分洗涤后 ECL鉴定表达产物． 

2 结果与分析 

2.1 设计的目的片段序列 

在 hcTnI 基因 5’端铰链区转录成 mRNA 后形成

一个稳定的颈–环结构，在翻译时易形成位阻使酶结

合能力减低或不能结合，从而造成目的蛋白的表达量

低的问题[6]．所以，为了提高目的蛋白 hcTnI 的表达
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产量，在 hcTnI 基因 5’端第 2位和第 4位密码子的第

3 个碱基进行简并碱基突变；在目的基因序列的 5’端

添加 Nde I 限制性内切酶和 3’端添加 Bam HI 限制性

内切酶位点． 

hcTnI 全基因合成序列(627,bp)如下： 

  GCGCCATATGGCCGATGGTAGCAGCGATG 

CGGCTAGGGAACCTCGCCCTGCACCAGCCCCAA

TCAGACGCCGCTCCTCCAACTACCGCGCTTATG

CCACGGAGCCGCACGCCAAGAAAAAATCTAAG

ATCTCCGCCTCGAGAAAATTGCAGCTGAAGACT

CTGCTGCTGCAGATTGCAAAGCAAGAGCTGGA

GCGAGAGGCGGAGGAGCGGCGCGGAGAGAAG

GGGCGCGCTCTGAGCACCCGCTGCCAGCCGCTG

GAGTTGGCCGGGCTGGGCTTCGCGGAGCTGCA

GGACTTGTGCCGACAGCTCCACGCCCGTGTGGA

CAAGGTGGATGAAGAGAGATACGACATAGAGG

CAAAAGTCACCAAGAACATCACGGAGATTGCA

GATCTGACTCAGAAGATCTTTGACCTTCGAGGC

AAGTTTAAGCGGCCCACCCTGCGGAGAGTGAG

GATCTCTGCAGATGCCATGATGCAGGCGCTGCT

GGGGGCCCGGGCTAAGGAGTCCCTGGACCTGC

GGGCCCACCTCAAGCAGGTGAAGAAGGAGGAC

ACCGAGAAGGAAAACCGGGAGGTGGGAGACTG 

GCGCAAGAACATCGATGCACTGAGTGGAATGGA 

GGGCCGCAAGAAAAAGTTTGAGAGCTGAT 

GAGGATCCGCGC 

2.2 酶切回收目的基因片段和载体 pET-11a大片段 

  将全基因合成的含有目的基因片段的菌液和

pET-11a 载体菌液分别接种于 AMP 抗性的 LB 培养

基中扩大培养，提取质粒，用限制性内切酶 Nde I 和

Bam HI 进行双酶切，按照凝胶回收试剂盒回收酶切

质粒，结果如图 1 所示． 

 

M. Gene Ruler；1. 酶切回收的目的片段； 

2. 酶切回收的 pET-11a 载体片段 

图 1 hcTnI和 pET-11a的酶切回收 

Fig. 1  Enzyme digestive and recovered product of hcTnI 

and the vector pET-11a 

由图 1 可知：双酶切回收质粒 DNA 条带进行

1%琼脂糖凝胶电泳，凝胶分析仪下拍照并分析，泳道

1 显示双酶切回收的目的基因条带清晰大小约为

630,bp 的片段，与(GeneBank NM_000363.4)公布的

hcTnI 条带大小相符；泳道 2 显示只有 1 个条带，条

带的位置和载体 pET-11a 质粒理论值一致． 

2.3 克隆菌株中重组质粒的酶切鉴定 

连接产物转化克隆菌株 E.,coli DH5α 感受态细

胞，对重组质粒进行双酶切鉴定，结果如图 2 所

示．由图 2 可知：重组质粒大小正确，酶切下的目的

片段位置与理论相符，条带清晰，附近无杂带出

现．阳性重组子被双酶切成 2 个片段，其中小片段为

630,bp，符合目的片段的大小；大片段和阴性对照一

致．以上实验结果表明：目的基因已正确插入载体

pET-11a 中． 

 

M. Gene Ruler；1. 重组质粒 pET-11a-hcTnI 酶切 

图 2 重组质粒的酶切鉴定 

Fig. 2 Enzyme identification of recombined plasmid 

2.4 重组菌株的诱导表达及鉴定 

重组质粒 pET-11a-hcTnI 转化 BL21(DE3)．挑

取阳性克隆扩大培养，经 1,mmoL/L 的 IPTG 诱

导．诱导前后分别取样并进行 12%的 SDS-PAGE，结

果如图 3 所示． 

 

1. Protein Marker；2. 诱导前；3. 诱导后 

图 3 重组菌株的诱导表达 

Fig. 3 Expression states of induced recombined stains 
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诱导后在相对分子质量约 2.6×10
4 处蛋白条带

明显，与预期的 hcTnI 蛋白相对分子质量相符合．用

凝胶条带光密度软件 BandScan 扫描显示，所表达的

目的蛋白占总菌体蛋白的 30.1%．为了进一步确定目

的蛋白的表达形式，取破碎离心上清液和相应的 PBS

重悬沉淀液进行 SDS-PAGE．由图 4 泳道 2 可知：在

相对分子质量 2.6×10
4处有显著的条带，与所设计重

组菌株表达的目的蛋白 hcTnI 的相对分子质量吻合；

此条带大部分存在菌体破碎的上清液中，说明本研究

所构建的重组菌株在该实验的条件下，目的蛋白主要

是以可溶性形式表达而非包涵体形式存在． 

 

1. 包涵体；2. 破碎离心上清液；3. Protein Marker 

图 4 目的蛋白 hcTnI在上清液和包涵体中的分布 

Fig. 4  Distribution of hcTnI protein in the supernatant

and inclusion body 

2.5 目的蛋白的免疫学分析 

在目的 蛋 白 的最佳表 达条件下，用 DEAE-

Sephrose 离心交换层析柱、硫酸铵处理和苯基疏水柱

纯化得到纯度为76%的目的蛋白．分别取蛋白 Marker

和重组菌株诱导前、诱导后、纯化后的目的蛋白，经

12%的 SDS-PAGE 胶分离后，小心取胶转膜，进行免

疫印迹实验，结果如图 5 所示． 

 

M. Protein Marker；1. 诱导前；2. 诱导后；3. 目的蛋白 hcTnI 

图 5 hcTnI的免疫印迹鉴定 

Fig. 5  Identification of the purpose protein (hcTnI) by

Western Blot 

由图 5 可知，在相对分子质量 2.6×10
4处，泳道

2 和泳道 3 有明显条带，说明重组菌经诱导后表达的

目的蛋白与 hcTnI 抗体是特异性反应的．由于纯化的

目的蛋白的纯度达到 72%，其他地方的显色条带有可

能是降解的目的蛋白的某个抗原决定簇与抗体反应

所致． 

3 讨 论 

肌钙蛋白是心肌横纹肌的结构调节蛋白[7]，是 3

个亚单位构成的复合体，分别为肌钙蛋白 C(calcinm-

binding component ，TnC)、肌 钙 蛋 白 I(in hibitory 

component，TnI)和肌钙蛋白 T(tropomyosin-binding 

component，TnT)．TnI 是 ATP 酶的抑制性亚单位，

可抑制肌球蛋白与肌动蛋白结合，阻止肌肉收缩．人

心肌肌钙蛋白 I 只存在心肌组织中，含量(湿质量)为

(5.7±0.6)mg/g ，hcTnI 的相对 分子质 量 为 2.6 ×

10
4．天然来源的 hcTnI 直接从心肌组织中通过生化

方法提取，由于人心肌组织来源十分困难，要直接从

心肌组织中大量纯化抗原就十分困难和不经济；因

此，利用基因工程的方法构建 hcTnI 的原核高效表达

重组体就显得十分重要[8]． 

在构建重组工程菌时，本实验选用的表达载体是

pET-11a，在此系列的载体中，外源基因的表达受 T7

噬菌体 RNA 聚合酶调控，可用 IPTG 诱导外源基因

的表达．本研究构建的重组体在诱导表达条件下以

可溶性形式存在，不同于目前的 hcTnI 基因重组表达

菌体目的蛋白以包涵体形式存在的报道[9]．这可能是

由于选取表达载体和菌体的表达条件的差异所致，这

样不仅简化后续的纯化操作，也增加 hcTnI 稳定性和

抗原性． 

  本研究采用基因工程等技术设计和鉴定后，成功

构建了表达重组 hcTnI 的基因工程菌菌株．这解决了

当前研制 hcTnI 诊断试剂盒的过程中 hcTnI 来源不

足的问题，为进一步制备高特异性的抗体和推进

hcTnI 诊断标准化奠定基础． 
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