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［摘要］　目的：分离纯化肝细胞ＨｅｐＧ２与免疫细胞 Ｕ９３７分泌的高迁移率族蛋白１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐ
ｂｏｘ１ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１），并加以鉴定。方法：体外培养人肝细胞ＨｅｐＧ２与免疫细胞Ｕ９３７，采用４００ｎｇ／ｍＬ的
脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）刺激２０ｈ后收集细胞培养液上清。采用超滤浓缩，阳离子交换层析，阴离子
交换层析，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５凝胶过滤层析结合免疫沉淀的方法，进行分离纯化；聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）及Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹进行蛋白分子质量及性质鉴定。结果：２株细胞分离纯化得到的蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ鉴
定其纯度达９０％以上，分子质量约为２６ｋＤ，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定为ＨＭＧＢ１。结论：该纯化方法可获得纯度较高
的ＨＭＧＢ１。
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　　高迁移率族蛋白 １（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ１
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＭＧＢ１）于２０世纪７０年代在小牛胸腺中被
发现，是一类在真核细胞中含量丰富的非组蛋白核

蛋白，作为核ＤＮＡ结合蛋白，ＨＭＧＢ１能维持核小体
结构，调节基因转录，对 ＤＮＡ的复制、转录、重组和
修复具有重要作用［１］。近年研究［２］表明：细胞核内

ＨＭＧＢ１转移到胞外后，演变成一种炎症介质，在脓
毒症等全身炎性疾病中发挥重要作用。既往研

究［３６］发现ＨＭＧＢｌ可由激活的免疫细胞主动分泌，
或是坏死和受损细胞被动释放至细胞外。本课题组

已证明肝细胞在一定的刺激条件下能主动分泌

ＨＭＧＢ１［７８］，本研究旨在通过超滤、层析、免疫沉淀相
结合的方法纯化分离并鉴定肝细胞和免疫细胞分泌

的 ＨＭＧＢ１，为进一步研究 ２种不同细胞分泌的
ＨＭＧＢ１在结构及功能方面的异同奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
人肝细胞株（ＨｅｐＧ２）由本实验室保存，人免疫

细胞株Ｕ９３７购自中国科学院细胞库。ＤＭＥＭ培养
基，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；新生牛
血清购自杭州四季青生物制品公司；丙烯酰胺购置

美国Ｂｅｂｃｏ公司。ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅ，ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ和
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５为美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司产品。免疫沉
淀试剂盒（ＳｅｉｚｅＴＭＰｒｉｍａｒｙ）购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司。
Ｗｅｓｔｅｍ印迹用 ＨＭＧＢ１单克隆抗体，ＳＤＳ，分子质量
标准蛋白购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。１０ｋＤ超滤管购自
美国Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司。其他试剂均为国产分析纯。

蛋白电泳仪、转膜系统及凝胶成像及分析系统

均为美国 ＢｉｏＲａｄ公司产品，蛋白质层析系统为德
国ＬＫＢ产品。ｐＨＳ２Ｃ型精密 ｐＨ计为上海雷磁仪
器厂产品；ＤＺ２型自动电位滴定仪为上海第二仪器
厂产品；垂直凝胶电泳系统及恒流泵为 Ｐｈａｒｍａｃｉａ
ｆｉｎｅｃｈｅｍｉｃａｌｓ产品；日立１００－４００型紫外分光光度
仪和高速冷冻离心机（ＨＩＭＡＣＣＲ２１Ｇ）为日本日立
公司产品

１．２　方法
１．２．１　细胞培养

本实验使用含 １５％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基或
ＲＰＭＩ１６４０培养基在３７℃，５％ ＣＯ２的条件下培养。
使用０．２５％胰蛋白酶进行消化法传代，大量培养后
备用。细胞贴壁 ２４ｈ后换无血清培养基，脂多糖
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）刺激２０ｈ后，收集细胞上
清，１０ｋＤ超滤管超滤除盐浓缩后，－８０℃保存。

１．２．２　分离纯化
１．２．２．１　阳离子交换层析纯化

超滤浓缩后的目的蛋白通过离子交换柱进行洗

脱，方法参照文献［９］。选用ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ
填料，按说明在 ｐＨ８．４的条件下装柱。离子柱用
０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液浸泡过夜除去热原，首先用蒸
馏水洗至中性，然后再用ｐＨ８．４缓冲液平衡后，获柱
高１２ｃｍ，柱体积为５５．６５ｃｍ３。以平衡缓冲液冲洗
至基线后，先用缓冲液调节经超滤浓缩后的滤液 ｐＨ
值至８．４后上样，每次加样体积为４００μＬ，蛋白总量
为５～６ｍｇ。上样后，分别用洗脱液进行逐步洗脱
（洗脱液分别为ｐＨ８．４缓冲液，２．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，蒸馏
水）。洗脱速度约 １０滴／ｍｉｎ，紫外线检测仪在
２５４ｎｍ处进行检测，分别收集各洗脱峰进行鉴定。
１．２．２．２　阴离子交换层析

经阳离子交换层析后得到含有目的蛋白的样

品，浓缩后进行阴离子交换柱层析，选用 ＤＥＡＥ
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ填料，按说明在ｐＨ８．４的条件下
装柱。离子柱用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液浸泡过夜除
去热原，首先用蒸馏水洗至中性，然后再用 ｐＨ８．４
缓冲液平衡后，获柱高３０ｃｍ，柱体积为３３．３２ｃｍ３。
洗脱液分别为 ｐＨ８．４缓冲液，ｐＨ４．０缓冲液，
２．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，蒸馏水。其余具体实验操作步骤同
１．２．２．１．
１．２．２．３　ＳｅｐｈａｄｅｘｓＧ７５凝胶过滤层析

经阴离子交换层析后得到的含有目的蛋白的样

品，超滤浓缩后进行 ＳｅｐｈａｄｅｘｓＧ７５凝胶过滤（柱高
３０ｃｍ，体积１６．８６ｃｍ３）。洗脱液分别为ｐＨ８．４的缓
冲液，２．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，蒸馏水。其余具体实验操作
步骤同１．２．２．１。
１．２．２．４　免疫沉淀

严格按照免疫沉淀试剂盒说明书进行操作，所

有操作均在室温下进行。所有的离心操作均为

３０００～５０００ｒ／ｍｉｎ。其主要操作步骤如下：１）单克
隆抗体与凝胶偶联。将４００μＬ轻轻搅拌混匀的偶
联凝胶加入过滤柱，置离心管中离心；０．４ｍＬ偶联
缓冲液洗凝胶柱２次；以偶联缓冲液稀释单克隆抗
体至１μｇ／μＬ后加入凝胶柱；置通风柜中，加入还原
剂１μＬ／１００μＬ，孵育过夜，此过程中需不断轻轻翻
转混合；离心后将过滤柱置于新离心管中，加入

０．４ｍＬ偶联缓冲液，轻轻翻转 １０次后离心；加入
０．４ｍＬ抑制缓冲液，翻转１０次并离心；向凝胶中加
入０．４ｍＬ抑制缓冲液，置通风柜中，加入还原剂
４μＬ，孵育３０ｍｉｎ，此过程中不断轻轻翻转混合；离
心后用０．４ｍＬ洗液洗凝胶６次，０．４ｍＬ结合缓冲液
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分离、纯化及鉴定肝细胞和免疫细胞分泌的ＨＭＧＢ１　萧梅芳，等

洗凝胶３次。２）抗原的免疫沉淀。将过滤柱置于新
离心管中，向已结合抗体的凝胶中加入粗提抗原样

品，４℃过夜（此过程中不断轻轻翻转混合）后离心。
将过滤柱置于新离心管中，用０．４ｍＬ免疫沉淀缓冲
液洗３次。３）目标抗原的洗脱。向凝胶·抗原抗体
复合物中加入 ２００μＬ洗脱缓冲液，轻叩混匀后离
心。所获样品经过真空干燥适当浓缩后，紫外分光

光度计测定蛋白浓度后，－２０℃保存备用。
１．２．３　纯度及分子质量鉴定

采用不连续垂直平板电泳系统，对纯化后的目

的蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）纯度
分析，参照文献［１０］进行两层不连续电泳，分离胶和
浓缩胶浓度分别为１２％和５％，采用 Ｔｒｉｓ缓冲体系
统。将蛋白混合液和上样缓冲液混合后煮沸２～５
ｍｉｎ，每孔上样２０μＬ（约含蛋白２０μｇ），浓缩胶保持
８０ｍＡ，分离胶控制在１２０ｍＡ，电泳２ｈ，考马斯亮蓝
Ｒ２５０染色，以标准蛋白做对照，凝胶成像分析系统
分析蛋白条带。

１．２．４　蛋白浓度测定
按Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行［１１］。即用 ０．５％ ＮａＣｌ为缓

冲液，考马斯亮蓝为染料，牛血清白蛋白为标准，取５

支试管，蛋白浓度按顺序梯度增加，５９５ｎｍ处测定
吸光度值，空白管调零，绘制标准曲线，查取蛋白

浓度。

１．２．５　蛋白质性质鉴定
根据电泳结果，取含ＨＭＧＢ１的样品，用于Ｗｅｓｔ

ｅｒｎ印迹。行常规 １２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ后，转移至
ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉包被 ２ｈ，人抗 ＨＭＧＢ１单
克隆抗体（１∶２０００）为一抗，辣根过氧化物（ＨＲＰ）标
记的兔抗鼠抗体（１∶５００）为二抗，ＥＣＬ显色，观察并
记录结果。

２　结　　果

２．１　分离纯化
２．１．１　阳离子柱交换层析

当用 ｐＨ８．４缓冲液进行洗脱时，目的蛋白带负
电荷，从阳离子交换柱洗脱下来，经在线紫外检测仪

２５４ｎｍ处进行检测，从左到右洗脱峰主要有３个，分
别收集这３个组分，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定，目的蛋白
存在于ｐＨ８．４缓冲液冲洗的第３个峰，第１和第２
个峰中不含有目的蛋白，洗脱图谱见图１。
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图１　ＣＭ柱洗脱图谱。Ａ：ＨｅｐＧ２细胞；Ｂ：Ｕ９３７细胞。
Ｆｉｇ．１　ＣＭ ｃｏｌｕｍｎｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ．Ａ：ＨｅｐＧ２；Ｂ：Ｕ９３７．

２．１．２　阴离子柱交换层析
当用ｐＨ８．４缓冲液洗脱时，目的蛋白带负电

荷，被挂上阴离子柱；当用 ｐＨ４．０缓冲液进行洗脱
时，目的蛋白带正电荷，应该从阴离子柱洗脱下来；

但是由于疏水的作用，用２．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱时，目
的蛋白才被冲洗下来。经紫外线检测仪在２５４ｎｍ
处检测，ＨｅｐＧ２细胞共收集到２个洗脱峰，Ｕ９３７细
胞共收集到３个洗脱峰，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定，目的

蛋白存在于２．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ冲洗的第１个峰，而大
部分杂质存在与第２个峰中，洗脱图谱见图２。
２．１．３　ＳｅｐｈａｄｅｘｓＧ７５凝胶过滤层析

经过ｐＨ８．５缓冲液洗脱后收集到２个洗脱峰，
经Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定，目的蛋白存在于 ｐＨ８．５冲洗
的第２个峰，而大部分杂质存在于第１个峰中。洗
脱图谱见图３。
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图２　ＤＥＡＥ柱洗脱图谱。Ａ：ＨｅｐＧ２细胞；Ｂ：Ｕ９３７细胞。
Ｆｉｇ．２　ＤＥＡＥｃｏｌｕｍｎｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ．Ａ：ＨｅｐＧ２；Ｂ：Ｕ９３７．

! !

! "

#$

! !

! "

图３　ＳｅｐｈａｄｅｘｓＧ７５柱洗脱图谱。Ａ：ＨｅｐＧ２细胞；Ｂ：Ｕ９３７细胞。
Ｆｉｇ．３　ＳｅｐｈａｄｅｘｓＧ７５ｃｏｌｕｍｎｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ．Ａ：ＨｅｐＧ２；Ｂ：Ｕ９３７．

２．２　纯度鉴定
含有 ＬＰＳ刺激肝细胞（ＨｅｐＧ２）和免疫细胞

（Ｕ９３７）分泌的ＨＭＧＢ１的细胞上清液，依次采用ＣＭ
柱，ＤＥＡＥ柱，Ｇ７５柱，免疫沉淀分离纯化后的目的
蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ。由图４可见肝细胞（ＨｅｐＧ２）
和免疫细胞（Ｕ９３７）分泌并纯化的蛋白在约 ２６ｋＤ
处出现单一条带，电泳扫描后计算，纯度可达９０％
以上，说明２种细胞纯化的样品均为单一组分。
２．３　蛋白质性质的鉴定

将经ＣＭ柱，ＤＥＡＥ柱，Ｇ７５凝胶柱，免疫沉淀序
贯分离纯化后的目的蛋白，经ＳＤＳＰＡＧＥ后，将蛋白
条带转移到ＰＶＤＦ膜上，先后与ＨＭＧＢ１单抗和酶标
二抗反应后，ＥＣＬ显色，凝胶成像分析。结果显示：
在ＰＶＤＦ膜上呈现单一抗原抗体杂交带，无非特异
性条带出现，证实该蛋白确系 ＨＭＧＢ１。结果见
图５。
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图４　ＨＭＧＢ１的 ＳＤＳＰＡＧＥ。１：Ｕ９３７；２：未纯化的
ＨＭＧＢ１；３：Ｍａｒｋｅｒ；４：ＨｅｐＧ２。

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＭＧＢ１．１：Ｕ９３７；２：Ｕｎ
ｐｕｒｉｆｉｅｄＨＭＧＢ１ｐｒｏｔｅｉｎ；３：Ｍａｒｋｅｒ；４：ＨｅｐＧ２．
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分离、纯化及鉴定肝细胞和免疫细胞分泌的ＨＭＧＢ１　萧梅芳，等
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定目的蛋白 ＨＭＧＢ１。１：ＣＭ柱峰
３；２：ＤＥＡＥ柱峰１；３：Ｇ７５凝胶柱峰２；４：免疫沉
淀分离后蛋白。

Ｆｉｇ．５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＭＧＢ１．１：Ｔｈｅｔｈｉｒｄ
ｐｅａｋｏｆＤＥＡＥｃｏｌｕｍｅ；２：ＴｈｅｆｉｒｓｔｐｅａｋｏｆＤＥＡＥ
ｃｏｌｕｍｅ；３：ＴｈｅｓｅｃｏｎｄｐｅａｋｏｆＧ７５ｇｅｌｃｏｌｕｍｅ；４：
Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ．

３　讨　　论

本课题组的前期研究［７８］结果表明肝细胞在一

定的刺激条件下能主动分泌 ＨＭＧＢ１。肝细胞分泌
的ＨＭＧＢ１与免疫细胞主动分泌的 ＨＭＧＢ１有无区
别，它有什么生理病理意义呢？这成为研究者关注

的焦点。因此本研究采用超滤、层析和免疫沉淀相

结合的方法，纯化分离肝细胞和免疫细胞分泌的

ＨＭＧＢ１。
纯化的蛋白必须保持免疫活性，为此，应严格控

制纯化条件。蛋白在常温下极易失活，因此蛋白的

超滤浓缩尽量控制在４℃以下条件中进行。人肝细
胞ＨｅｐＧ２和免疫细胞 Ｕ９３７，用 ＬＰＳ（４００ｎｇ／ｍＬ）刺
激２０ｈ后收集细胞培养上清，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检
测ＨＭＧＢ１的表达，然后大量培养并收集细胞上清，
先用超滤管进行蛋白初分离。超滤是利用错流层析

的原理，在不间断流动的状态下将溶液中的溶质按

分子质量大小用滤膜分开，优点是不易造成滤膜的

堵塞。据报道ＨＭＧＢ１分子质量约为３０ｋＤ［１２］，笔者
选择１０ｋＤ滤膜进行超滤。其能有效地滤过３０ｋＤ
以下的小分子蛋白，蛋白浓缩使进一步纯化成为可

能，并能完整地保留所需蛋白的活性。

蛋白质的分子质量、等电点（ＰＩ）、配体结合能
力等理化性质是设计纯化方案的基本要素。根据

ＨＭＧＢ１的理化性质结合有关纯化的文献［２，１２１３］，笔

者采用 ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅ，ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ离子交换层
析及ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５凝胶柱层析，免疫沉淀贯序分离
纯化的方案。

离子交换层析是指流动相中的离子与靠静电引

力结合在固定相（离子交换剂）上的离子进行可逆

性交换的过程，它可用于分离各种可解离的物质。

蛋白质是带电的大分子，不同蛋白质的等电点不同，

在一定的ｐＨ值溶液中蛋白质所带的电荷不同，与
层析柱交换介质的结合力不同，用不同离子浓度的

溶液洗脱时，可实现对不同蛋白质的分离。阳离子

交换剂上具有酸性基团，能和流动相中的阳离子进

行交换。据报道，ＨＭＧＢ１的ＰＩ约为５．６，本文选用
强阳离子ＣＭＳｅｐｈａｒｏＦａｓｔＦｌｏｗ柱在ｐＨ８．４的条件
下层析。目的蛋白在ｐＨ８．４的条件下带负电荷，用
ｐＨ８．４的缓冲液洗脱时，会被洗脱下来。如洗脱图
谱显示，经 ｐＨ８．４的缓冲液洗脱时有 ３个峰，经
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定，目的蛋白位于峰３中。

收集经阳离子柱洗脱获得的含有目的蛋白质的

溶液，超滤浓缩，再经过 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ离子交换
层析进一步除去非目的蛋白质。用 ｐＨ８．４的缓冲
液洗脱时，该介质呈碱性，目的蛋白带负电荷，先是

挂上去。用ｐＨ４．０的缓冲液洗脱时，目的蛋白带正
电荷，应该被洗脱下来。洗脱图谱２所示，本实验中
用 ２．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱时才收集到目的蛋白峰，考
虑到是疏水等作用的影响。

凝胶过滤层析是以分子质量大小来分离蛋白

的，可根据蛋白质分子质量的不同进一步分离杂蛋

白，ＨＭＧＢ１的分子质量约为３０ｋＤ，Ｇ７５凝胶柱的
分离范围为（３～８０ｋＤ），故本实验采用 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ７５凝胶柱对经阴离子柱纯化分离的含有目的蛋白
的溶液进一步进行分离，用 ｐＨ８．５的缓冲液洗脱时
共有２个峰，经Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定，目的蛋白位于峰
２中。

由于抗原蛋白与其相应单克隆抗体的结合，具

有高亲和力和高特异性的特点，故用免疫沉淀方法

进行分离，具有可靠性高，所获抗原蛋白纯度高的优

点。该种方法需时较短，且不会破坏蛋白质的结构，

同时经过几步纯化后目的蛋白含量低，免疫沉淀的

方法非常适用于纯化和检测含量极微的蛋白质。免

疫沉淀产物经Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定，有目的蛋白存在。
鉴定蛋白质最直观和简单的方法是采用 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析分子质量。ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果显示：细
胞上清原液中蛋白种类多，经超滤、层析及免疫沉淀

的方法纯化分离后，电泳及凝胶成像分析结果显示

在分子质量约２６ｋＤ处呈现单一条带，经扫描目的
蛋白纯度达９０％ 以上，表明纯化后的 ＨＭＧＢ１纯度
高。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示，在ＰＶＤＦ膜上呈现单一
抗原抗体杂交带，无非特异性条带出现，证实该蛋白

确系ＨＭＧＢ１，说明纯化后的ＨＭＧＢ１的特异性较高，
亦提示分泌型的ＨＭＧＢ１的分子质量与非分泌型的
ＨＭＧＢ１的分子质量存在差别。

总之，本研究采用 ＣＭＳｅｐｈａｒｏｓｅ，ＤＥＡＥＳｅｐｈａ
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ｒｏｓｅ离子交换层析，ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５凝胶柱层析和免
疫沉淀序贯分离的方法，分离纯化 ＬＰＳ刺激 ＨｅｐＧ２
细胞和 Ｕ９３７细胞分泌的 ＨＭＧＢ１，纯化的 ＨＭＧＢ１
纯度及特异性较高。其具体理化特性的研究正在进

行中。

肝脏是体内最大的实体性器官，有分泌胆汁、解

毒和代谢的功能。但迄今研究均未涉及肝细胞本身

有分泌和释放炎症介质的功能。本研究在前期研究

证实肝细胞在 ＬＰＳ刺激下主动分泌晚期炎症因子
ＨＭＧＢ１的基础上，分离纯化了肝细胞和免疫细胞分
泌的该蛋白，为进一步研究两者在结构和功能上的

异同和进一步认识肝脏新的生理、病理功能奠定了

物质基础。
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