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人高迁移率族蛋白 B1，高迁移率族蛋白 B1 A box和 B box的原核表达、
纯化及高迁移率族蛋白 B1多克隆抗血清的制备 *

周红颜 任向荣 苏绍波△

（中山大学中山眼科中心 眼科学国家重点实验室 广东广州 510060）

摘要 目的：获取重组人高迁移率族蛋白 B1 (HMGB1)，HMGB1 A box和 B box的纯化蛋白,制备 HMGB1的多克隆抗血清。方
法：采用 PCR方法扩增人 HMGB1, HMGB1的 A box和 B box目的基因片段,构建原核表达载体,进行原核表达与蛋白纯化,然后
用 HMGB1免疫新西兰大白兔,制备多克隆抗血清。采用 ELISA检测抗血清效价，用免疫组化检测 HMGB1在小鼠肝损伤组织中
的表达。结果：成功构建了人 HMGB1, HMGB1的 A box和 B box原核表达载体 pET28-HMGB1、pET28-Abox、pET28-Bbox,在 E.
coli BL21中表达,镍亲和层析柱提纯, 获取纯净目的蛋白。HMGB1免疫新西兰大白兔后，抗血清效价为 1：2,000,000，具有高度特
异性。免疫组化显示小鼠坏死肝组织 HMGB1表达增加。结论：本研究获得了人 HMGB1以及 HMGB1的 A box和 B box的纯化
蛋白,制备了人 HMGB1的多克隆抗血清,为 HMGB1的结构、组织表达谱及其功能的研究奠定了基础。
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ABSTRACT: To obtain the purified recombinant proteins of human HMGB1, HMGB1 B box and A box and prepare HMGB1 poly-

clonal anti-sera. The target genes were amplified by PCR from human PBMCs, and cloned into pET28a vectors, respectively. The se-
quences were confirmed by enzymes digestion and DNA sequencing. The constructed vectors were transformed into E. coli BL21 and the
expressed proteins were purified. Rabbits were immunized with the purified HMGB1 protein and the high titer antiserum was obtained.
Immunohistochemical staining of mouse liver inflammatory tissue with the antiserum was performed. The vectors of pET28-HMGB1,
pET28-A box, pET28-B box were successfully constructed. The proteins expressed in E. coli BL21 were purified by Ni-NTA column.
ELISA analysis showed that anti-sera were high titer against rHMGB1. Immunohistochemical staining showed that HMGB1 was in-
creased in mouse inflammatory liver tissue. The proteins of recombinant HMGB1, B box and A box and HMGB1 anti-serum have been
obtained. This work provides the means for research on the role of HMGB1 in the pathogenesis of human diseases.
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前言

人 高 迁 移 率 族 蛋 白 B1 (high-mobility group box-1,
HMGB1) 最初由 Goodwin, Sanders, Johns 三位科学家于
1973年发现，最初定义为一组高酸性和碱性的染色质相关蛋
白[1]，普遍存在于大多数的哺乳动物细胞的细胞核中，高度保
守[2, 3]。1979年Michael B发现该蛋白存在于胞浆中[4, 5]，此后，陆
续发现该蛋白具有多功能性。在细胞核内，HMGB1能够稳定
染色体，调节许多基因转录[6, 7]。在损伤、感染或其他炎症刺激
时，巨噬细胞[8, 9]，成熟的树突状细胞[10]，和自然杀伤细胞[11]能够
主动分泌 HMGB1，坏死细胞也可以被动释放，而发挥细胞样
因子的作用。HMGB1能与 TLR2和 TLR4结合产生 LPS样作

用[12]。已有报道证实许多疾病与 HMGB1有关，比如阿尔茨海
默病、败血症、缺血再灌注疾病、关节炎和癌症等[13-17]。近来也有
报道本蛋白与自身免疫病密切相关，如多发性硬化症、类风湿
性关节炎、系统性红斑狼疮、葡萄膜炎等[18-21]。本实验的目的是
获取重组人 HMGB1, HMGB1的 A box和Bbox纯化蛋白,制
备 HMGB1的多克隆抗血清，为 HMGB1功能的进一步研究奠
定基础。

1 材料与方法
1.1 质粒、菌株和动物

重组克隆载体 pET28a , E. coli BL21 DE3, DH5α均由本
室保存。2 kg 左右雌性新西兰大白兔与 6-8 周龄 Bal B/c,
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C57BL/6小鼠均购自广东省中山大学动物中心。
1.2 主要试剂

NcoⅠ、Xho I、HindⅢ、T4 DNA连接酶, Taq DNA聚合酶
均购自 TaKaRa公司。胶回收试剂盒，小量质粒提取试剂盒购
自上海生工公司。镍亲和层 Ni -NTA resin购自 Invitrogen公
司。DAB 显色增强型试剂盒，Anti-His Antibody, 羊抗鼠
IgG-HRP购自天根公司。羊抗兔 IgG-HRP购自博士德公司。其
他常规化学试剂为分析纯以上产品。引物及 DNA序列测定在

广州 invitrogen公司完成。
1.3 引物设计和 HMGB1，A box，B box片段的扩增

根据 Gen Bank 中人 HMGB1 基因序列，登录号：
NM_002128，设计三对引物（见表 1）扩增目的片段。以外周血
单个核细胞（PBMC）提取的 Total RNA反转的 cDNA为模板,
进行常规 PCR扩增, PCR产物在 1%琼脂糖凝胶中电泳,用凝
胶成像系统进行分析和照相。

表 1 原核表达载体的引物
Table 1 The primers for vector construction of HMGB1, A box and B box

Product (bp) Sense (5'-3') Antisense ( 5'-3') Digestion site

HMGB1 648 GCGCCATGGGCAAA GCGCTCGAGTTCAT Nco I/Xho I

GGAGATCCTAAGA CATCATCATCTTCT

A box 281 GCGCCATGGGCAAA GCGCTCGAGGAACT Nco I/Xho I

GGAGATCTAAGA TCTTTTTTGTCTCC

B box 282 AAGCCATGGGCAA GCGCTCGAGGACAA Nco I/Xho I

GGATCCAATGCAC CTCCCTTTTTTGCT

1.4 HMGB1，A box，B box片段克隆和鉴定
PCR产物和 pET28a载体在 NcoⅠ、Xho I（37℃，5h）双酶

切后进行 1%琼脂糖凝胶电泳分析,切割目的条带并进行胶回
收, T4连接酶将目的基因片段与 pET28a载体连接（16℃过
夜）。连接产物转化 DH5α菌。转化子经增菌后提质粒,酶切和
PCR鉴定连接是否成功,并送广州 Invitrogen公司测序。
1.5 目的蛋白的诱导表达
测序结果证实插入目的序列正确。将 pET28-HMGB1、

pET28-A box、pET28-B box分别转化感受态 E. coli BL21细胞,
挑取单菌落 37℃振荡培养过夜,按照 1 %的比例转接,振荡培
养至 OD为 0.5～0.7时,按 0.1%的比例，加入 1M IPTG进行诱
导。5小时后离心收集菌体,进行 SDS--PAGE分析。
1.6 非变性条件下目的蛋白的纯化

SDS-PAGE分析显示目的蛋白大部分在可溶部分中。在非
变性条件下提取纯化目的蛋白:取 200 mL细菌培养液离心收
获菌体, 每克湿菌体加入 5 mL裂解液 (10 mmol/L咪唑, 100
mmol/L NaH2 PO4·2H O, 10 mmol/LTris-HCl, 8 mol/L尿素),振
荡混匀,超声离心后,收获上清液。过镍亲和层析柱,用含 250
mmol/L咪唑洗脱液洗脱，收集目的蛋白，并进行 SDS-PAGE分
析。
1.7 Western blot检测

将目的蛋白经 SDS--PAGE电泳,湿法转移至 PVDF膜,先
后加入 Anti-His抗体、羊抗鼠 IgG-HRP抗体,用 DAB显色试
剂盒显色后，照相分析。
1.8 HMGB1多克隆抗血清制备、纯化和特异性检测

初次免疫:将 1mL 0.2 mg/mL的目的蛋白与等体积的 CFA
充分混合,皮下多点注射新西兰大白兔。加强免疫: 0.1 mg的目
的蛋白与等体积的 IFA充分混合,每间隔 10天加强注射 1次,
共加强 4次。末次免疫 2周后,间接 ELISA检测血清抗血清效
价,经颈动脉采血,分离血清,分装放 - 20℃保存。

1.9 小鼠肝炎模型及肝组织的免疫组化
Con A组按照 18μg/g小鼠体重尾静脉注射（100μl），PBS

组以相同的体积尾静脉注射，18小时后取肝组织石蜡切片。免
疫组化根据文献操作[22]：切片脱蜡至水，去除内源性过氧化物
酶活性，抗原修复、封闭,加 HMGB1 多克隆抗血清（1：100 稀
释）4℃过夜，洗涤，加生物素标记的二抗，DAB显色，苏木素复
染，二甲苯透明，中性树胶封片，镜下观察，照相保存。

2 结果

2.1 目的基因片段的扩增
以外周血单个核细胞（PBMCs）提取的 Total RNA经 RT

反转为 cDNA，以其为模板，进行常规 PCR扩增，经 10 g/L琼
脂糖凝胶电泳，PCR 产物大小为 648bp，281bp，282bp, 与预期
值相同。见图 1。

图 1 PCR产物琼脂糖凝胶电泳M标准分子量，1 HMGB1, 2 Abox, 3 B

box

Fig. 1 PCR products in agarose gel : Lane 1 :HMGB1; Lane 2: A Box;

Lane 3: B Box
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2.2 重组载体的鉴定
将 重 组 克 隆 载 体 pET28-HMGB1、pET28-Abox、

pET28-Bbox 进行酶切鉴定 , 可得到 648bp，281bp，282bp 和
5220bp左右两个片段,与预期值一致（图 2）。经 Invitrogen公司
测序，目的片段序列分别与 Gene Bank的 HMGB1, A box和 B
box一致。

2.3 HMGB1，A box，B box目的蛋白的表达及纯化
HMGB1，A box，B box目的蛋白经诱导表达,收取表达菌

体。通过超声、电泳分析可知,上清中存在大量的诱导蛋白,提
示目的蛋白以可溶性的形式存在（图 3）。在非变性条件下,用
镍亲和层析柱纯化,可得到电泳均一的目的蛋白（图 4）。免疫
印迹结果验证了我们所纯化的蛋白含有 6个组胺酸（图 5）。

2.4 HMGB1蛋白多克隆抗血清的检测
经间接 ELISA检测进行滴度的检测,制备的抗血清效价

达 1:2,000,000。
2.5 免疫组化结果

PBS组的肝组织 HMGB1染色也显色，但颜色较浅，说明
正常肝细胞中表达一定量的 HMGB1。在 Con A诱导的肝炎组
织中，HMGB1在坏死区的表达明显增加，其中坏死周边区较
中央区染色更为明显（图 6）。

3 讨论

图 2 重组质粒酶切鉴定电泳图：M标准分子量，1 HMGB1, 2 Abox, 3 B

box

Fig. 2 Endonuclease digestion of HMGB1：Lane 1 HMGB1; Lane 2 A

Box; Lane 3 B Box

图 3 HMGB1, A box和 B box蛋白的原核表达：(A) 1未诱导的细菌总

蛋白，2 IPTG诱导表达 HMGB1 (B) 1未诱导的细菌总蛋白，2 IPTG诱

导 A box的总蛋白，3 IPTG诱导 A box的总蛋白沉淀部分，4 IPTG诱

导 A box的总蛋白可溶性部分; 5 IPTG诱导 B box的总蛋白，6 IPTG

诱导 B box的总蛋白沉淀部分，7 IPTG诱导 B box的总蛋白可溶性部分
Fig.3 The expression of HMGB1, A box and B box by BL21 E. coli. (A)

Lane 1, control (non-induced). Lane 2, expression of HMGB1 induced by

IPTG. (B) Lane 1, control (non-induced). Lane 2, 3 and 4 were whole

lysate, precipitation fraction and soluble fraction of A box induced by

IPTG, respectively. Lane 5, 6 and 7 were whole lysate, precipitation

fraction and soluble fraction of B box induced by IPTG, respectively

图 4纯化的 HMGB1, A box和 B box：M标准蛋白分子量，（A）1纯化

的 HMGB1，（B）1纯化的 A box，2纯化的 B box。
Fig. 4 SDS-PAGE analysis of purified recombinant HMGB1, A box and B

box Lane M, protein molecular weight marker; (A) Lane 1, purified

recombinant HMGB1; (B) Lane 1, purified recombinant A box; Lane 2,

purified recombinant B box.

图 5 Western blot结果：M标准蛋白分子量，1和 3未诱导的总蛋白，
2纯化的 HMGB1，4纯化的 A box，5纯化的 B box。

Fig. 5 Western blot analysis of purified HMGB1 proteins using

monoclonal antibody against His tag. Lane 1 and Lane 3, bacterial lysates

of BL21 as negative controls. Lane 2, purified recombinant HMGB1. Lane

4, purified recombinant A box. Lane 5, purified recombinant B box.
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HMGB1在真核细胞的细胞核中组成性的表达，与细胞核
中的特定的 DNA结构（三个α螺旋和 L型折叠结构）结合从
而引起固有免疫反应。 HMGB1 在染色体上的具体位置是
13q12，它有六个外显子。它的表达受无 TATA框启动子的控
制，其位点位于第一个外显子上游 57 个碱基处。结构上，
HMGB1由两个带阳离子的区域（A box和 B box）和一个带阴
离子的羧基末端组成。HMGB1具有促进炎症反应的作用，其
有两个组成部分 A box和 B box，B box具有 HMGB1的促进
炎症反应的作用，A box能够拮抗 B box的功能从而达到减轻
炎症反应的作用[8, 16, 22]。

HMGB1参与多种器官疾病发病过程。HMGB1与脓毒症、
风湿性关节炎、失血性休克、慢性肝病和恶性肿瘤等疾病的发
病有关[24]。HMGB1可以作为组织损伤信号,刺激树突状细胞的
成熟和增殖,参与免疫反应;刺激体细胞和干细胞的增殖、迁移
和分化,参与组织损伤的修复、细胞再生和致病过程[25,26]，新近
研究更是将 HMGB1定义为一个促血管生成因子[27,28]，缘于其
具直接或间接促血管生成活性。如 HMGB1可活化巨噬细胞促
其分泌血管生成因子如 VEGF，且在体外三维血管模型中，
HMGB1可直接诱导凝胶中培养的血管内皮细胞生长，芽发而
形成管腔样结构[28]。Mitola等[29]报道体外实验中，HMGB1还可
激活血管内皮细胞的MAPK细胞外信号调节的激酶（extracel-
lular signal-regulated kinase，ERK）1/2信号活化，促使内皮细胞
增殖，迁移，修复机械性受损的血管内皮单细胞层。HMGB1另
一促血管生成的功能在于可直接活化干细胞如内皮祖细胞
（endothelial progenitor cells，EPCs）和造血干细胞，动员其至受
损的组织局部，以促进创伤组织的血管形成[30,31]。

目前关于 HMGB1在眼部炎症中的研究甚少，而对于角膜
组织 HMGB1的作用至今仍未见报道。Watanabe等[32]报道在
EAU模型大鼠房水中检测到 HMGB1表达上调，其参与 EAU
发病的机制主要在于活化骨髓来源的巨噬细胞，促进 TNF-α
的分泌。Arimura等则通过建立大鼠视网膜剥离模型，发现模型
动物的视网膜细胞可释放 HMGB1。在视网膜剥离患者的玻璃
体中，HMGB1表达显著上调，且与趋化因子单核细胞趋化蛋

白（monocyte chemoattractant protein，MCP）-1表达水平密切相
关；体外实验发现重组 HMGB1可诱导视网膜色素上皮细胞
（retinal pigment epithelium，RPE）迁移。这些结果提示胞外释放
的 HMGB1可参与视网膜剥离后的创伤修复病理过程。

有报道内源性 HMGB1在皮肤伤口愈合过程中起重要作
用，糖尿病患者其创口难愈很大程度上与局部 HMGB1分泌减
少相关，对其创口局部给予外源性 HMGB1可显著促进成纤维
细胞和角质层细胞的迁移、肉芽组织沉积以及新生血管的生
成[33]，提示 HMGB1介导角膜创伤炎症反应的可能性极大。

HMGB1为高度保守的蛋白，种属之间差异性不大，我们
用 PubMed blast比较人和小鼠 HMGB1氨基酸序列的差异性，
结果显示：在 189，212位点的氨基酸不同（相互倒置），其余的
均相同，相同率为 99%以上。所以，本实验所制备的兔抗人
HMGB1也能与小鼠的 HMGB1结合，从而达到组织定位的作
用。免疫组化显示，HMGB1表达于胞浆和胞核，亦能分泌到外
周组织中，在炎症中表达量增加，并可由坏死细胞释放到组织
间隙中，本试验结果与之前的研究结果符合[2-5, 8-12]。

本实验成功的构建了 HMGB1以及 B box, A box 的原核
表达载体，在原核细胞中进行表达，大部分目的蛋白在可溶部
分，利用镍柱进行纯化，快速、经济得到高纯度的目的蛋白。但
是由于在 E. Coli中表达，内毒素污染是不可避免的。我们正在
用 Polymyxin B Column清除提纯蛋白中的内毒素，用 Cambrex
的 Limalus Amebocyte lystate kit检测内毒素，使获取的目的蛋
白的内毒素含量降到尽可能低的水平。另一方面，由于在 E.
coli中表达，所获取的蛋白缺乏糖基化，是否对功能有影响，有
待观察，然而其他研究人员已在 E. coli 中表达有功能性的
HMGB1报道[23]。目前我们免疫新西兰大白兔制备了多抗血清，
另外，我们已免疫 BAL B/c小鼠，获取了 16个抗 HMGB1阳性
杂交瘤细胞克隆，目前正在筛选分泌特异性、高亲和力抗体的
克隆株。

本实验成功的构建了 HMGB1以及 B box, A box 的原核
表达载体，并获得了可溶性蛋白，免疫新西兰大白兔后获得了
多克隆抗血清。本实验成果为进一步研究人 HMGB1与相关疾
病的关系创造了条件，为疾病的防治提供新的思路。
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