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摘 要!%目的& 在大肠杆菌中表达
<=9$>?@!<A=@"

融合蛋白并进行纯化和复性" 为进一步
研究

<=9$>?@!<A=@"

融合蛋白抗喉癌免疫活性奠定基础' %方法& 用构建的原核表达质粒
C?D!%, <=9$>?@!<A=@"

转化大肠杆菌
EF!$

"异丙基
!!!G!

硫代半乳糖苷(

H=DI

$诱导蛋白表
达# 通过超声波裂解细菌" 高浓度尿素裂解包涵体和

;1

!J离子金属螯合亲和层析纯化目的蛋
白#并对融合蛋白进行复性#用

AGA!=KI?

及
L23M2*+ E-(M

进行分析鉴定' %结果&

AGA!=KI?

分析显示有分子量约为
&"NG

的融合蛋白表达" 表达产物以包涵体形式存在" 表达量可达
BOP

# 纯化后目的蛋白的纯度达到
&QP

# 经
L23M2*+ E-(M

鉴定复性后的融合蛋白能与抗
<=9#>?@

抗体)抗
<A=@O

抗体特异性结合* %结论&

<=9#>?@!<A=@O

融合蛋白能够在体外大
肠杆菌中表达获得*
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喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤之一" 其发病率

约占全身恶性肿瘤的
#Pg!P

"占耳鼻咽喉科恶性肿

瘤的
##Pg!!P

* 随着分子生物学技术的迅速发展"

对于喉癌的治疗手段除手术-放疗和化疗外"基因治

疗已成为新兴的发展方向%

#

&

. 大量研究已表明"人乳

头状瘤病毒 (

0)],+ C,C1--(],^1*)3

"

<=9

$

#>

感染是

喉癌发病的重要原因 %

!

"

B

&

"其早期基因
?@

是重要的

转化基因"表达产物
?@

蛋白具有免疫原性"能够激

发机体抗肿瘤的细胞毒性淋巴细胞应答
U/DFV

%

d

&

"将

?@

蛋白视作肿瘤特异性抗原" 是研究开发
<=9

疫

苗的着眼点之一. 热休克蛋白
U02,M 30(5N C*(M21+

"

专
题
报
道
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具有免疫载体分子的作用!能增强与之结合抗

原的抗原性! 且其三维结构
+

端肽段结合位点与

,'-!

类分子的肽段结合位点的结构相似!能作为

抗原递呈分子发挥作用!使抗原呈递细胞
./)-*

能够

处理其结合的肽段而形成稳定的
,'-!

类分子"

多肽复合物!增强免疫效应#

0

$

% 因此!将
')1$234

与

'()45

相连! 可望获得对喉癌具有预防和治疗作用

的一代新型肿瘤疫苗% 我们的前期实验 #

2

$

!已通过

)-6

技 术 将
')1$234

与
'()45

融 合 ! 克 隆 于

738!%9

载体! 成功构建了原核表达质粒
738!%9

')1$234!'()45

% 在此基础上!本研究将构建的原

核表达质粒
738!%9 ')1$234!'()45

转化大肠杆

菌&

3:;<=>?;<?9 ;@A?

!

3B ;@A?

'!对其进行诱导表达(纯

化和复性! 经鉴定证实!

')1$234!'()45

融合蛋白

能够在大肠杆菌中成功表达获得! 为下一步抗喉癌

免疫活性研究奠定了实验基础%

$

材料与方法

!"!

材 料

$B$B$

质粒及菌株

原核表达质粒
738!%9 ')1$234!'()45

由本

实验室构建!

3B ;@A? C'0"

(

DE!$.C3F*

由本实验室保

存%

#B#B!

主要试剂

低分子量标准蛋白(还原型谷胱甘肽(氧化型谷

胱甘肽(

+?!+8/ '?: D?GH 6=:?G:

等购自上海生工生

物工程有限公司)鼠抗人
')1#234

单克隆抗体!鼠

抗人
'()45

单克隆抗体! 兔抗鼠
IJK!'6)

购自武

汉博士德生物工程有限公司%

#B#BF

引物设计与合成

参照
K=G=D9GL

中收录的
')1#234

(

'()45!

基

因序列和测序结果!设计出
M

条引物!由上海博亚生

物有限公司合成% 其中
')1#234

上游引物
34:

*

0"!

K8 K-8/K-!/8K-/8KK/K/8/-/--8/- !F"

!引

入
+<=!

内切酶位点&方框部分'!下游引物
349:

*

0"

!88K8-K/-KK/K-8-8KK888-8K/K//-/K/8K!

KKK-/-/-/!F"

! 引入
(9;!

内切酶位点 &方框部

分'%

'()45

上游引物
'():

*

0"!-8--K8-K////8!

K/8//K8K--/K--K/K-8K-/K-/K--!F"

! 引入

(9A!

内切酶位点&方框部分'!下游引物
'()9:

*

0"!

K/K8K-KK--K-/-8K88888--8--8888K/8-88!

--8888K!F"

!引入
+@N!

内切酶位点&方框部分'%

!"#

方 法

$B!B$ C'0"

!

DE!$

感受态菌的制备

将
C'0"

(

DE!$

接种于
$OA ED

培养基中
F4#

摇床培养过夜! 再转接入
$""OA ):?

培养基中
F4$

摇床培养至
PC

00"

约为
"BM%

!

0 """>QO?G

离心
0O?G

!

去掉上清!加入
M5OA 8RSI

培养基震荡混匀!置冰上

#0O?G

!

0 555>QO?G

离心
0O?G

! 去掉上清! 加入
MOA

8RSII

培养基震荡混匀!分装保存于
T45$

备用%

$B!B!

原核表达质粒
738!%9 ')1$234!'()45

鉴定

将原核表达质粒
738!%9 ')1$234!'()45

转化

C'0"

感受态菌! 涂布含
$55#JQOA

卡那霉素的
ED

平板!

F4$

过夜培养!随机挑取
$5

个菌落!采用
34:

和
349:

!

'():

和
'()9:

! 及
84

正反向引物
)-6

扩

增鉴定阳性克隆%

$B!BF ')1$234!'()45

融合蛋白诱导表达

将原核表达质粒
738!%9 ')1$234!'()45

转化

3B ;@A? DE!$

感受态菌!挑取阳性克隆接种于含卡那

霉素的
ED

培养基中!

F4$

培养过夜!第
!H

取出
!OA

作为未诱导的阴性对照!其余部分以
$5OAQE

接种量

接入新鲜的
ED

培养基
.

卡那霉素
*

!培养至
PC

255

约

为
$B5

!加入异丙基
!$!C!

硫代半乳糖苷
.I)8K*

至终浓

度
$OO@AQE

!

M<

后收集菌体% 用适当体积的
)D(

垂

悬!超声破碎!离心分离上清液和沉淀% 分别取适量

超声处理的上清液( 沉淀垂悬液和未诱导的菌体一

并作为样品!进行
(C(!)/K3

蛋白电泳分析%

$B!BM

包涵体的制备!裂解

收获诱导表达菌体 ! 用
5B$

倍 体积的洗液

.!5OO@AQE 7'4B0

的
8>?:!'-A

!

$5OO@AQE 3C8/

!

$5OAQE 8>?N@G U!$55*

垂悬!冷却至
M$

!加入终浓度

$55#JQOA

的溶菌酶!

F5$

温育
$0O?G

! 超声波裂解%

$ !55>QO?G

离心
$5O?G

!收集包涵体!用上述洗液连

续洗
!

次% 每克包涵体加入
0OA

含
!5OO@AQE

咪唑

.?O?H9V@A=*

的裂解"结合缓冲液
.%O@AQE

尿素!

5B#O@AQE

+9'

!

)P

M

!

5B5#O@A QE 8>?:

!

7'%B5 *

!室 温 裂 解
#<

!

# !55>QO?G

室温离心
!0O?G

!收集上清液备用%

#B!B0 ')1#234!'()45

融合蛋白的纯化

每
MOA

上述上清液加入
055OAQE +?!+8/ '?:

D?GH 6=:?G: #OA

!室温摇床培养
#<

!装入空层析柱中!

用
MOA

洗液
.%O@AQE

尿素!

5B#O@AQE +9'

!

)P

M

!

5B5#O@AQE

22#
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<*13!=/- >=?:@A

洗涤
!

次!洗脱非特异性结合在柱

子上的蛋白质" 然后用
#B-

洗脱液
C%B(-DE

尿素!

F:#B(-DE ;,=

!

G4

H

!

F:F#B(-DE <*13!=/- >=H:IA

洗涤
H

次! 洗脱吸附在柱子上的
=G9#?JK!=LGK"

融合蛋

白!

LML!GNOJ

蛋白电泳鉴定"

$:!:?

纯化
=G9$?JK!=LGKF

融合蛋白的复性

纯化后的蛋白用复性液缓慢稀释至终浓度为

F:FI 6DE

" 先用
IF

倍体积的含
F:$BB(-DE M<<

的复

性液
C!FBB(-DE <*13!=/-

!

>= %:IAH"

透析
@0

以上!并

换液
$

次!继续透析
@0

以上#用不含
M<<

的复性液

再透析
@0

以上!并换液
$

次!以除去
M<<

"再用大约

!I

倍 体 积 的 含
$BB(-DE

还 原 型 谷 胱 甘 肽 和

F:$BB(-DE

氧化型谷胱甘肽的复性液
H"

透析过夜"

$:!:K P23Q2*+ R-(Q

分析

将复性后的蛋白用
LML!GNOJ

电泳!将电泳的

蛋白带转移至硝酸纤维素膜上! 然后用含
!F6DE

RLN

的
<RL<

封闭!以鼠抗人
=G9$?JK

单克隆抗体

和鼠抗人
=LGKF

单克隆抗体为一抗!羊抗鼠
S6O

为

二抗!二氨基联苯胺
CMNRA

染色"

!

结 果

!"#

原核表达质粒
>J<!%, =G9$?JK!=LGKF

的鉴定

如图
$

所示!阳性克隆采用
JK3

和
JK,3

$

JK

基

因片段特异引物% 扩增出
@FFT>

特异性片段! 采用

=LG3

和
=LG,3

引物
G/U

扩增出
! FFFT>

的
=LGKF

基因片段!采用
<K

正反向引物
G/U

扩增出
! @FFT>

的
=G9$?JK

和
=LGKF

融合的基因片段! 此结果提

示 质 粒
>J<!%,

中 存 在 着 一 个
! @FFT>

的 与

=G9$?JK!=LGKF

融合的基因片段大小相符的基因

片段&

!"! =G9$?JK!=LGKF

融合蛋白的表达

将重组表达质粒
>J<!%, =G9$?JK!=LGKF

转化

表达宿主
J: 5(-1 RE!$

!经
SG<O

诱导后!收集菌体进

行
LML!GNOJ

电 泳 分 析 $ 图
!

%! 结 果 表 明 !

=G9$?JK!=LGKF

融合蛋白表达菌诱导后在分子量

约
&FVM

处有一蛋白条带明显增粗! 与理论分子量

相符! 凝胶成像分析显示其蛋白量占菌体总蛋白的

@FW

! 而未诱导的阴性对照则没有相应的表达蛋白

条带& 同时可以看出目的蛋白绝大部分出现在超声

沉淀中! 说明融合蛋白在宿主中主要以包涵体的形

式存在&

!"$ =G9$?JK!=LGKF

融合蛋白的纯化与复性

在表达质粒构建过程中!

=G9$?JK!=LGKF

基因

与
>J<!%,

质粒上的
?#=13

纯化标签共阅读框融合&

因此!表达产物
;

末端带有
?#=13

纯化标签!可以

通过
;1

!X离子螯合亲和层析柱纯化& 对纯化蛋白进

行
LML!GNOJ

蛋白电泳分析$图
@

%!发现只有
$

条

约
&"VM

的蛋白带!凝胶成像分析其纯度达到
&IW

&

我们采用稀释法和氧化型' 还原型谷胱甘肽系统相

结合的方法对融合蛋白进行复性! 复性蛋白回收率

为
H"W

"

$:

采用
JK3

和
JK,3

引物扩增片段#

!:

采用
=LG3

和
=LG,3

引物扩增片段#

@:

采用
<K

正反向引物扩增片段"

图
$ G/U

鉴定
>J<!%, =G9$?JK!=LGK"

表达质粒

!VT

$ ! @

图
! =G9$?JK!=LGK"

融合蛋白表达产物的
LML!GNOJ

&"VM

诱导前 上清 沉淀

??!
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纯化后的
()*$+,-!(.)-/

融合蛋白

图
0

纯化蛋白的
.1.!)23,

&451

$ !

!"# ()*$+,-!(.)-"

融合蛋白的
67897:; <=>9

分析

纯化复性后的融合蛋白经
.1.!)23,

电泳的

蛋白带转移至硝酸纤维素膜上进行免疫学反应" 结

果显示 # 鼠抗人
()*#+,-

单克隆抗体和鼠抗人

(.)-4

单克隆抗体都能与纯化复性后的融合蛋白在

约
&451

处形成了特异的抗原抗体反应带" 证明复

性后的融合蛋白能与鼠抗人
()*#+,-

! 鼠抗人

(.)-4

阳性血清发生反应
?

图
@A

"

0

讨 论

在
()*

相关的肿瘤研究中 # 有以结核杆菌

(.)-4

与
()*$+,-

融合构建
1B2

疫苗治疗宫颈癌

报道" 对于人
(.)-4

与
()*#+,-

融合进行克隆并

在原核中表达! 纯化蛋白进行抗肿瘤研究尚未见报

道" 因此#我们设想用人
(.)-4

与
()*#+,-

进行融

合并在大肠杆菌中表达#提取纯化蛋白#制备蛋白疫

苗#用于抗喉癌免疫活性研究"

随着分子生物学技术的迅速发展# 真核生物基

因在细菌中高效表达日趋成熟#许多天然产率很低#

但具有重要临床意义的真核蛋白在大肠杆菌中得到

了大量表达#并且大肠杆菌生产重组蛋白#具有产量

高!成本低和生产周期短等优点#极力推动了肿瘤疫

苗的研究与发展" 重组蛋白在大肠杆菌中高水平表

达时#易使目的蛋白以不溶性蛋白的形式存在#有利

于目的蛋白分离纯化# 能有效抵御大肠杆菌中的蛋

白酶对目的蛋白的降解"同时带来不利的因素#形成

难溶的包涵体没有生物活性# 需经过复性才能成为

可溶性的具有生物活性的蛋白质$

-

#

%

%

"

目前# 国内对包涵体纯化多采用离子交换与疏

水层析法#由于步骤较多#蛋白损失大#且在操作过

程中对样品的要求高#给纯化带来一定的困难#且不

能使包涵体中除了目的蛋白外其他宿主菌蛋白质!

核酸!脂质以及糖类等杂质降至最低水平#不利于下

一步的复性$

&

%

"利用组氨酸对
BC!BD2

有很强吸附能

力的特点#通过
BC!BD2

亲合层析柱纯化表达产物#

具有配基简单#吸附量大#分离条件温和#通用性强

等特点#极大提高了目的蛋白的纯度"在表达质粒构

建过程中# 我们已设计将
()*#+,-!(.)-4

融合基

因与
E,D!%F

质粒上的
+"(C8

纯化标签共阅读框融

合" 在组氨酸标记的融合蛋白与
BC!BD2 (C8 <C;G

H78C;8

结合的过程中# 常常会非特异性地结合一些

其他的杂蛋白#使目标蛋白纯度降低#为了降低非特

异性结合#本研究在纯化过程中加入
!4 II>=J K

咪

唑" 在低浓度咪唑存在时#

+#$"

个组氨酸形成的融

合蛋白与
BC!BD2 (C8 <C;G H78C;8

有很强的亲合

力#可有效地结合#而非特异性结合的其他蛋白却被

阻止#取得了较好的纯化效果#纯化后的蛋白质纯度

达
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以上"

纯化后蛋白质复性的关键是如何通过重折叠使
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抗
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抗体特异性反应带&
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抗
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抗体特异性反应带"
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分子内二硫键正确形成!目前在体外复性时"使变性

蛋白产生正确二硫键的方法主要有空气氧化法#混

合二硫化物法# 谷胱甘肽再氧化法和二硫苏糖醇再

氧化法等$

#<

%

"较为有效且实用的是谷胱甘肽再氧化

法! 复性过程中一些条件"如蛋白浓度#杂质含量#

重折叠速率# 温度#

=>

和离子强度等均会影响复性

的收率! 因此"为了获得较高的蛋白收率"必须进行

优化复性条件! 本研究在碱性
=>

值与低温条件下"

对所纯化的融合蛋白采用稀释透析法和氧化型#还

原型谷胱甘肽系统相结合的方法进行复性" 取得了

较好的复性效果! 我们确定
>?9#@AB!>C?B<

融合

蛋白复性的最终条件为&蛋白浓度
#<<D6EF

"还原型

谷胱甘肽浓度为
#DD(-EF

" 氧化型的谷胱甘肽浓度

<:#DD(-EF

"缓冲液
=> %:<

"尿素浓度保持在
#D(-EF

"

复性温度
#<"

"复性时间
!<0

"然后
G"

透析
G%0

除

去其中的尿素!

本研究在大肠杆菌菌中表达
>?9#@AB!>C?B<

融合蛋白"通过包涵体的制备#裂解#目的蛋白的纯

化# 复性等一系列工作" 得到了具有抗原活性的

>?9#@AB!>C?B<

融合蛋白"为下一步抗喉癌免疫活

性研究奠定了实验基础!
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