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摘要：血清中非结合胆红素含量升高与新生儿脑损伤的发展相关，但目前临床上没有方法可以直接

测定非结合胆红素的血清水平．从日本鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ）中成功克隆了其 ＵＮＡＧ基因，在原
核细胞中成功表达ＵＮＡＧ重组蛋白，并通过 Ｎｉ２＋ＮＴＡ进行纯化得到含量为１．８ｍｇ／ｃｍ３的 ＵＮＡＧ
目的蛋白，银染检测说明其纯度较高．利用该基因可以与非结合胆红素结合并发光的特异性，设计
了一种新型的非结合胆红素检测方法，结果表明 ＵＮＡＧ发光值与胆红素浓度呈良好的线性关系，
回归方程为Ｙ＝１７．９６Ｘ＋４．３３３３（Ｒ＝０．９９４９）．该法可用于胆红素浓度的测定．
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　　胆红素是由四个吡咯环通过分子中央的２次
甲基桥相连而成的复杂线形有机化合物，是血红素

的代谢产物．在血液中，胆红素的存在有结合胆红素
和非结合胆红素两种形式，结合胆红素的紫外吸收

峰为 ４２２ｎｍ，非结合胆红素的紫外吸收峰为 ４５９
ｎｍ．正常生理条件下，结合胆红素与白蛋白形成非
共价的可逆结合，但在部分肝脏病人血液中，胆红素

与白蛋白以共价键结合，形成紫外吸收峰为４３３ｎｍ
的中间物质［１３］．总胆红素是结合胆红素与非结合
胆红素的总和，主要经肝脏代谢，其测定在科学实验

和临床上都有着重要的意义，是一项重要的常规肝

功能测定指标［４］．胆红素生理性降低常见于孕妇，
也与冠心病危险增加密切相关．其监测对于新生儿，
尤其是早产儿极为重要．此时肝细胞内胆红素代谢
常常不成熟，由于非结合胆红素上升而引起的黄疸

在临床上很常见．非结合胆红素如未能与白蛋白结
合，则极易通过血脑屏障，增加脑损伤的危险［５］．

目前临床常用测定胆红素的方法有重氮试剂

法、化学氧化法、胆红素氧化酶终点法等．重氮试剂
法应用最早，但线性关系较差，质量不好控制，结果

重复性差．化学氧化法近年来发展比较迅速，但实验

结果易受干扰，常出现负值．酶法测定是现今最先进
的方法，呈良好的线性关系，近几年备受业界推崇．
然而，目前常用的胆红素氧化酶终点法计算公式繁

琐，反应时间长，也易受血清本底干扰，只在高端市

场使用，并未大面积推广．以上方法均为终点法测
定，虽广泛应用，但有一个共同的缺点，即易受血清

本底干扰，大大影响了结果的准确性［６１０］．最近有文
献报道日本鳗鲡（Ａｎｇｕｉｌｌａｊａｐｏｎｉｃａ）的 ＵＮＡＧ基因
可以与胆红素结合并发光［１１］，鉴于此我们从日本鳗

鲡中成功克隆了其 ＵＮＡＧ基因，并利用该基因可以
与胆红素结合并发光的特性设计了一种新型的非结

合胆红素检测方法．

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　日本鳗鲡（俗名风鳗、白鳗、青
鳗）为脊索动物门、硬骨鱼纲、鳗鲡目、鳗鲡亚目、鳗

鲡科的一种中小型鱼类．广布于日本北海道至菲律
宾间的西太平洋水域，主要在越南、菲律宾、中国、朝

鲜半岛和日本列岛．本实验所用日本鳗鲡购自厦门
第八市场．
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１．１．２　酶、生化试剂、药品和试剂盒　海洋动物组
织基因组 ＲＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ琼脂糖凝胶回收
试剂盒、质粒小提试剂盒购自北京天根公司，分子克

隆所用到的限制性内切酶、ｃＤＮＡ合成试剂盒、ＤＮＡ
标准分子量 ＭａｒｋｅｒＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＨＳＤＮＡＭｉｘ、Ｅｘｏ
ｎｕｃｌｅａｓｅⅢ购自大连宝生（Ｔａｋａｒａ）生物工程公司．
蛋白分析相关试剂 ＢＡＣＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ、Ｓｔａｉｎｅｄ
ＰｒｏｔｅｉｎＭｏｌｅｃｕＬａｒＷｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司．
ｐＥＴ２８ａ载体购自北京索来宝科技有限公司．
１．２　实验方法
１．２．１　日本鳗鲡总ＲＮＡ提取　日本鳗鲡鱼肌肉剪
成小块，在装有液氮的研钵中研磨成粉末，取 １００
ｍｇ肌肉组织粉末放入ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的离心管中，加入
１ｃｍ３Ｔｒｉｚｏｌ，充分混匀；室温放置 ５ｍｉｎ，加入 ２００
ｍｍ３氯仿，剧烈振荡１５ｓ左右以充分混匀；离心１０
ｍｉｎ（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清到新的 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ
离心管里，切忌不能取到沉淀物；加入等体积的异丙

醇，混匀，室温放置１０ｍｉｎ；再次离心１０ｍｉｎ（４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ），小心地弃去上清；加入１ｃｍ３７５％乙
醇，涡旋振荡使沉淀均匀，将其中杂质溶解于乙醇，

室温放置１０ｍｉｎ．离心５ｍｉｎ（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ），去
上清；重复操作一次，弃去上清，室温倒扣管子或真

空中干燥５～１０ｍｉｎ（干燥时间不宜过长，容易影响
ＲＮＡ的浓度）；用３０ｍｍ３ＤＥＰＣＨ２Ｏ（５５～６０℃）溶
解ＲＮＡ，快速分装 ＲＮＡ到 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ离心管里，提
取的总ＲＮＡ通过逆转录试剂盒反转录成ｃＤＮＡ．
１．２．２　ＵＮＡＧ基因扩增　在ＮＣＢＩ上找到 ＵＮＡＧ的
基因序列，如图１所示，并据此设计了特异性扩增
ＵＮＡＧ的引物（ＵＮＡＧＦ／ＵＮＡＧＲ），在上下游引物５’
端添加了 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ这两个酶切位点．上游引物
ＵＮＡＧＦ：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＴＣＧＡＧＡＡＡ
ＴＴＴＧＴＴＧＧＣＡＣＣＴ，下游引物ＵＮＡＧＲ：ＴＧＧＴＧＧＴＧＣ
ＴＣＧＡＧＴＴＣＡＴＴＣＣＧＴＣＧＣＣＣＴＣＣＧＧＴＡＧＣＴＧ．引物
合成由厦门生光生物技术公司完成．

图１　ＵＮＡＧ的基因序列
Ｆｉｇ．１　ＧｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＵＮＡＧ

　　用高保真ＤＮＡ聚合酶ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ进行 ＰＣＲ，
产物经过１．５％琼脂糖凝胶电泳检测条带正确后，
按照ＤＮＡ琼脂糖凝胶回收试剂盒（北京天根）的说
明书回收产物，并ＮａｎｏＤｒｏｐ测定回收载体的浓度并
标记日期，４℃存放备用．
１．２．３　ｐＥＴ２８ａ质粒双酶切及纯化　用 ｐＥＴ２８ａ载
体研究 ＵＮＡＧ蛋白的功能，该载体大肠杆菌表达，
其大小为５３６９ｂｐ，带有 ＨｉｓＴａｇ融合蛋白标签，在
克隆ＵＮＡＧ基因时，选择了ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ这两个
酶切位点．对 ｐＥＴ２８ａ质粒３７℃双酶切３～４ｈ，将上
述混合物用１％琼脂糖电泳，电泳结束后，胶回收目
的片段；用ＮａｎｏＤｒｏｐ测定回收载体的浓度并标记日
期，存放４℃备用．
１．２．４　ＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅⅢ介导的 ＬＩＣ高效克隆　设计
引物时，目的基因引物两端添加１５ｂｐ与线性化载
体两端互补的的同源序列，包含酶切位点序列．Ｅｘｏ
ｎｕｃｌｅａｓｅⅢ其中有３’到５’的外切酶活性．载体和目
的片段间，只要带有足够长的同源粘性末端（＞８
ｂｐ），经退火，转化 Ｅ．ｃｏｌｉ，即可获得完整的质粒

ＤＮＡ．
选取ＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅⅢ及其缓冲液，建立连接体系

（１０ｍｍ３）；在离心管内，加入５０ｎｇ酶切后载体，１００
ｎｇ两端带有载体匹配序列 ＰＣＲ产物（空白对照只
加酶切后载体，不加 ＰＣＲ产物），１ｍｍ３的１０×Ｅｘｏ
ｎｕｃｌｅａｓｅⅢ Ｂｕｆｆｅｒ，补水至１０ｍｍ３，用移液枪轻轻吹
打混匀，冰浴５ｍｉｎ；加入１ｍｍ３ＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅⅢ外切
酶（２０Ｕ／ｍｍ３），移液枪轻轻吹打混匀，冰浴６０ｍｉｎ；
加入１ｍｍ３０．５ｍｏｌ／ｄｍ３ＥＤＴＡ（ｐＨ值为 ８０），混
匀后６０℃水浴５ｍｉｎ终止反应；将全部反应液加入
１００ｍｍ３ＤＨ５ａ感受态细胞中，冰浴放置 ３０ｍｉｎ；
４２℃热激 ４５～９０ｓ后，在冰上放置 ３ｍｉｎ；加入 １
ｃｍ３无菌的ＬＢ液体培养基３７℃摇床活化６０ｍｉｎ；低
速离心，小心移除上清，将下来的菌体均匀涂布在含

有５０μｇ／ｃｍ３卡那霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ）抗性的ＬＢ平板
上，３７℃倒置培养１２～１６ｈ．
１．２．５　重组质粒鉴定　① 菌落 ＰＣＲ鉴定，ＵＮＡＧ
重组板中挑取５个单克隆菌落于１０ｍｍ３水中，吹打
混匀，以１ｍｍ３重组质粒为模板，用引物 ＵＮＡＧＦ／Ｒ
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进行反应．ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳检测条带正
确后，均是正确的阳性单克隆，将剩余９ｍｍ３菌液接
入５ｃｍ３含有Ｋａｎ的ＬＢ培养基中，３７℃摇床培养过
夜，第二天早上取出培养基，抽提重组质粒．② 双酶
切鉴定，对重组质粒进行双酶切鉴定，确认目的片段

是否已被酶切以确保重组质粒的正确性，由上海美

吉生物医药科技有限公司进行测序．
１．２．６　ｐＥＴ２８ＵＮＡＧ自诱导表达　将重组质粒
ｐＥＴ２８ＵＮＡＧ转化大肠杆菌 ＢＬ２１，３７℃倒置培养
１２～１６ｈ；挑一单菌落，置于５ｃｍ３ＬＢ液体培养基
中，３７℃振荡培养 １２～１６ｈ；第二天，初始培养物
以１∶１００的比例接种于含所需抗性（Ｋａｎ＋）的盛有
１００ｃｍ３ＡＩＭ液体培养基的 ２５０ｃｍ３三角瓶中，
３７℃、２５０ｒ／ｍｉｎ下培养６ｈ，再转移到２８℃进行自
诱导培养至 ＯＤ６００达到１０；取１ｃｍ

３初始培养物和

自诱导培养物，离心１ｍｉｎ（１２０００ｒ／ｍｉｎ），弃去上
清，加入 １００ｍｍ３ＳＤＳｂｕｆｆｅｒ混匀，沸水反应 １０
ｍｉｎ；取１０ｍｍ３用 ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定；诱导的菌体离
心１０ｍｉｎ（４℃，５０００ｒ／ｍｉｎ），弃去上清，菌体用于
下一步纯化．
１．２．７　Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析纯化重组蛋白　１００
ｃｍ３菌液收集的菌体与８ｃｍ３ＮＰＩ１０裂解液（８％，体
积占比），加入溶解酶终浓度１～２ｍｇ／ｃｍ３，在振荡
器上 重 悬，冰 上 放 置 ３０ ｍｉｎ；加 入 终 浓 度
１００ｍｇ／ｍｍ３的ＰＭＳＦ，１％β巯基乙醇，１０％甘油，振
荡器上重悬；在冰上超声波破碎裂解菌体，超声条

件：功率５０％，超声５ｓ间歇５ｓ，定时１５～３０ｍｉｎ；
待菌液变澄清透明后，离心 ３０ｍｉｎ（４℃，１８０００
ｒ／ｍｉｎ），收集上清；活化 ＮｉＮＴＡ树脂：取１ｃｍ３亲和
层析树脂，用缓冲液 ＮＰＩ１０在 ４℃下平衡 ６０ｍｉｎ
后，让缓冲液流干；将超声的上清加入预先平衡的

ＮｉＮＴＡ树脂柱中于４℃摇动（１６０ｒ／ｍｉｎ）反应１ｈ；
用５倍体积的洗涤缓冲液 ＮＰＩ２０洗脱 ＮｉＮＴＡ树
脂，弃去流出液．用ＮＰＩ２０脱洗２遍，去除非结合的
蛋白；用 ５倍体积的洗脱缓冲液 ＮＰＩ５０洗脱 Ｎｉ
ＮＴＡ树脂，弃去流出液．用ＮＰＩ５０脱洗２遍，去除杂
蛋白；用５００ｍｍ３洗脱缓冲液 ＮＰＩ２５０洗脱 ＮｉＮＴＡ
树脂，收集目的蛋白，储存于－８０℃冰箱．
１．２．８　银盐染检测 ＵＮＡＧ目的蛋白　取 ２０ｍｍ３

经ＮｉＮＴＡ树脂纯化的 ＵＮＡＧ蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳，电泳结束后，将凝胶取出放在固定液

中，室温下置摇床上轻轻摇动 １５ｍｉｎ，使蛋白固
定；弃去固定液，加入 ３０％乙醇 １００ｃｍ３，轻摇 １５
ｍｉｎ；弃去乙醇，加入双蒸水１５０ｃｍ３，轻摇１５ｍｉｎ，
水洗２次；弃去清水，加入银染增敏液１００ｃｍ３，轻

摇１５ｍｉｎ；弃去银增敏染液，加入双蒸水１５０ｃｍ３，
清洗２次；弃去清水，加入银染液１００ｃｍ３，轻摇１５
ｍｉｎ；再用双蒸水清洗２次；弃水，加入的银染显色
液１００ｃｍ３，轻摇 ５ｍｉｎ；待出现明显的目的条带，
立即加入终止液１０ｃｍ３，摇动５ｍｉｎ；弃去终止液，
加入双蒸水 １００ｃｍ３，摇动 １５ｍｉｎ，存于双蒸水里
或制成干胶保存．
１．２．９　ＵＮＡＧ发光值与胆红素浓度之间的关系检
测　根据 ＵＮＡＧ能与胆红素结合并发光的特点检
测二者相关性，首先取３０ｃｍ３浓度分别为０、５、１０、
１５、２０、２５ｇ／ｄｍ３的胆红素作为反应溶液，平行３份；
分别加入含有２ｎｍｏｌ／ｄｍ３的ＵＮＡＧ蛋白稀释液５９７
ｃｍ３混匀后，室温避光孵育 １０ｍｉｎ；反应结束后取
２００ｍｍ３到９６孔酶标板对其进行荧光检测；最后将
测量出的数据进行处理，得出 ＵＮＡＧ发光值与胆红
素浓度呈现良好的线性关系，在 ＵＮＡＧ蛋白浓度不
变的情况下 ＵＮＡＧ发光值与间红素浓度升高而升
高，可以用于胆红素浓度测定．

２　结果与讨论
２．１　ＵＮＡＧ目的蛋白的检测

用ＢＡＣＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ检测经Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和
层析纯化的重组蛋白，测得蛋白质量浓度为 １．８
ｍｇ／ｃｍ３．银染结果如图２所示，背景干扰较少，ＵＮ
ＡＧ蛋白条带清晰、大小正确，没有出现非特异性的
杂带，说明经 Ｎｉ２＋ＮＴＡ纯化得到了含量与纯度均
较高的目的蛋白．

图２　ＨｉｓＵＮＡＧ融合蛋白纯化后的银染检测结果
Ｆｉｇ．２　ＳｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆＨｉｓＵＮＡＧｆｕｓｅｄｗｉｔｈｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍ：蛋白质电泳的标准蛋白Ｍａｒｋｅｒ，Ｃｔｒｌ：阴性对照，

ＵＮＡＧ：纯化后的ＨｉｓＵＮＡＧ融合蛋白

２．２　ＵＮＡＧ发光值与胆红素浓度的线性关系
ＵＮＡＧ发光值与胆红素浓度呈现良好的线性关

系（图３），回归方程为 Ｙ＝１７．９６Ｘ＋４．３３３３（Ｒ＝
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０．９９４９）．当ＵＮＡＧ蛋白浓度不变时，ＵＮＡＧ发光值
随间红素浓度升高而升高，该法可用于胆红素浓度

的测定．

图３　ＵＮＡＧ发光值与胆红素浓度（ＣＢＩＬ）的线性关系

Ｆｉｇ．３　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｂｉｌｉｒｕｂｉｎａｎｄｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＵＮＡＧ

２．３　讨论
人们从日本鳗鱼肌肉里发现了 ＵＮＡＧ，这是首

个从脊索动物门中已知的荧光蛋白，同低等生荧光

蛋白，可与胆红素结合．ＵＮＡＧ特性使其可用作 ＥＧ
ＦＰ的发光检测，本实验成功诱导物和医疗应用程序
相比，其具有明显的实验优势．同时，ＵＮＡＧ蛋白也
是首个被天然配体激活的了荧光蛋白编码基因的表

达．我们首先从日本鳗鲡中成功克隆了其 ＵＮＡＧ基
因，在原核细胞中成功表达 ＵＮＡＧ重组蛋白，并通
过Ｎｉ２＋ＮＴＡ进行纯化，最后利用 ＵＮＡＧ可以与胆
红素结合并发光的特异，提供了设计一种新型的胆

红素检测试剂盒的方法，为胆红素检测提供了一种

新方法．

３　结论
（１）本研究通过从日本鳗鲡中成功克隆了其

ＵＮＡＧ基因，在原核细胞中成功表达 ＵＮＡＧ重组蛋
白，并用银染技术检测了通过 Ｎｉ２＋ＮＴＡ纯化后的
ＵＮＡＧ目的蛋白，从实验结果可以看出其浓度和纯
度均较高．

（２）总胆红素是结合胆红素与非结合胆红素的
总和，主要经肝脏代谢，其测定在科学实验和临床上

都有着极其重要的意义．因为血清中非结合胆红素
含量升高与新生儿脑损伤的发展相关，但目前临床

上没有方法可以直接测定非结合胆红素的血清水

平．胆红素生理性降低常见于孕妇，其监测对于新生
儿，尤其是早产儿极为重要．利用该基因可以与非结
合胆红素结合并发光的特异性，设计了一种新型的

非结合胆红素检测方法，结果表明 ＵＮＡＧ发光值与
胆红素浓度呈良好的线性关系，在 ＵＮＡＧ蛋白浓度
不变的情况下 ＵＮＡＧ发光值与间红素浓度升高而
升高，回归方程为 Ｙ＝１７．９６Ｘ＋４．３３３３（Ｒ＝
０．９９４９）．该法说明了表达纯化后的 ＵＮＡＧ蛋白有
较好的活性，很好的验证了 ＵＮＡＧ蛋白与胆红素的
相关性，也可用于胆红素浓度的测定．

（３）本研究成功诱导物和医疗应用程序相比，
其具有明显的实验优势．同时，ＵＮＡＧ蛋白也是首个
被天然配体激活的了荧光蛋白编码基因的表达．与
目前临床常用测定胆红素的方法相比，凭借着操作

简便、不易受血清干扰、重复性好的优点，ＵＮＡＧ有
望在临床上推广和使用，可作为胆红素的定量及快

速诊断化验，成为新的临床检测方法．
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