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【摘* 要】目的：在大肠杆菌中表达结核分枝杆菌 C@S(T U LB#$
融合蛋白，并对其进行纯化、鉴定和活性初步测定, 方法：将

构建的 ;X0Y#C@S(T U LB#$ 重组菌 TB$! 扩增后接种于 BT 培

养基中，异丙基硫代半乳糖苷（ LA-X）诱导重组融合蛋白的表

达，筛选最适诱导剂浓度和最适诱导时间；梯度浓度尿素复性

包涵体，经 XN-#N.;G2<=E. 亲和层析、凝血酶切、阴离子交换层

析和反相#高效液相（JA#DABI）层析纯化 C@S(T U LB#$ 融合蛋

白，免疫印迹（Z.E9.<8 V/=9）鉴定，并测定其 [#末端氨基酸序

列和 LB#$ 比活性, 结果：成功在大肠杆菌中高效表达带有

XN- 的 C@S(T U LB#$ 融合蛋白，占菌体总蛋白的 +"\，主要以

包涵体形式表达，于诱导后 ’ G 表达量达最高峰, 对包涵体复

性，纯化获得纯度为 &S, +$\的 C@S(T U LB#$ 融合蛋白，Z.E9.<8
V/=9 鉴定阳性，[#末端氨基酸测序与理论预期完全一致，LB#$
比活性为 $("" H U 1@, 结论：高效表达并纯化了 C@S(T U LB#$
融合蛋白，为进一步研究其在膀胱肿瘤免疫治疗中的作用奠

定了基础,
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LM 引言

膀胱肿瘤是泌尿系统最常见的肿瘤，具有发病率

高、复发 率 高、治 疗 难 度 大 等 临 床 特 点, 卡 介 苗

（TIX）膀胱灌注是治疗表浅型膀胱肿瘤及预防其复

发最有效的方法之一，TIX 联合白介素#$（ LB#$）治疗

膀胱肿瘤具有更好的临床疗效［! ^ $］, 但无论是 TIX
还是 LB ^ $ 在临床治疗膀胱癌均存在着剂量大、疗程

长、毒副作用大等缺点, C@S(T 是 TIX、结核杆菌及

其他分枝杆菌最主要的分泌蛋白［+］，也是 TIX 在体

外和体内发挥生物学作用的主要成分，能够诱导机体

强烈的 -G! 免疫反应［) ^ (］, 利用分枝杆菌 C@S(T 的

免疫原性，在膀胱肿瘤免疫治疗中的应用近年引起人

们关注［’ ^ %］, 为了探寻新的免疫治疗膀胱肿瘤的药

物，我们前期利用基因工程技术，将结核分枝杆菌

C@S(T 与人 LB#$ 融合，成功构建了 C@S(T U LB#$ 融合

蛋白的表达质粒，为了进一步研究该融合蛋白体内外

生物学活性，我们对其进行了原核表达、纯化和活性

的初步测定,
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!" 材料和方法

!! ! " 材料 " 重组菌大肠杆菌 "#$% & ’()*+,-./" &
0#+$ 由本室构建，其表达产物带有 (12 标签! ,32,
)4’5678 %99 中高压层析系统、(12+18’:;76<8 =" 层析

柱、> 18’:;76<8 ?;<@ ?56A 柱、B8<6C7D8 BEF 层析柱均

为瑞典 E:;7G;DH; 公司产品! 凝血酶为 1H-G; 公司产

品! F2##+$ 细胞株、重组 :0#+$ 标准品来源于第三军

医大学免疫学教研室! 兔抗结核分枝杆菌 ,-./" 多

克隆抗体由本室张勇制备［.］! 常规试剂为分析纯!
!# $" %&’()*+,- . /0($ 融合蛋白的表达" 挑取重组

菌 "#$% & ’()*+,-./" & 0#+$ 单菌落接种于含 %99 !- &
G# 氨苄青霉素（,G’）的 #" 培养基中，经 IJK 过夜

活化，以 %L/9 稀释转种于 %99 G# 含 ,G’ 的 #" 中，

继续振荡培养至 !M99 NG为 9! M 时，加入不同浓度异丙

基硫代半乳糖苷（ 0E2(），IJK诱导培养，筛选最适诱

导剂浓度和最适诱导时间，然后进行扩大培养表达!
1O1+E,() 分析表达产物!
!# 1" %&’()*+,- . /0($ 融合蛋白的复性" 收集 % #
诱导表达的工程菌体，用 "CPP87 ,（/9 GG65 & # 27H<+
QF5，’Q .! 9；% GG65 & # )O2,；$ GG65 & # O22；9! %
GG65 & # ER1?）重悬，加入 % - 溶菌酶，冻溶 I 次，冰

浴中超声破菌，=K .999 7 & GHN 离心 $9 GHN，收集沉

淀! 用 $ G65 & # 尿素反复洗涤包涵体后，溶于变性液

（. G65 & # 尿 素，$ GG65 & # "+巯 基 乙 醇，%9 GG65 & #
E"1 ’Q J! /），以磁力搅拌器轻柔搅拌，放置于 =K冰

箱溶 解 过 夜（%$ :），次 日 以%/999 7 & GHN 离 心 $9
GHN，吸取上清，装入透析袋以 = G65 & # 尿素，$ G65 & #
尿素，% G65 & # 尿素，和 $9 GG65 & # E"1（’Q J! /）逐步

透析，透析完成后收集透析袋中蛋白溶液，浓缩后

S $9K贮存备用!
!# 2" )*+,- . /0($ 融合蛋白的纯化

%! =! % T (12+18’:;76<8 亲和层析及凝血酶切 T 层析

柱为 *U $V，柱床体积 /9 G#! 样品流速 %9 G# & GHN，

%9 GG65 & # 谷胱甘肽 (1Q 溶液洗脱，收集蛋白峰! 将

重组蛋白样品用 %9 GG65 & # E"1（’Q J! /）稀释至 %
G- & G#，每 G# 样品溶液中加入凝血酶 9! $ C 混匀，室

温下作用 / :! 取 $9 !# 样品行 1O1+E,()，分析酶

解率!
%! =! $ T 阴离子交换层析 T 采用 / G# > 18’:;7;<8
?;<@ ?56A 柱对凝血酶切后的融合蛋白进一步纯化!
用缓冲液 ,（%9 GG65 & # E"1 ’Q J! /）平衡柱后上样，

流速 $! / G# & GHN! 先以 9 W %99X 缓冲液 "（% G65 & #
Y;F5 Z %9 GG65 & # E"1 ’Q J! /）连续浓度梯度洗脱以

确定最适洗脱条件，再行 Y;F5 分步洗脱，收集 $.9
NG 紫外吸收峰样品，取 $9 !# 样品行 1O1+E,() 分

析纯度!
%! =! IT 反相+高效液相（BE+QE#F）层析T 选用 I G#
B8<6C7D8 BEF 反相柱对离子交换层析后的融合蛋白

进一步纯化! 先用缓冲液 ,（%99 G# & # 三 氟 乙 酸

2?,）平衡柱子，离子交换层析后的样品稀释 / 倍后

上柱，流速 % G# & GHN! 在 %9 倍柱床体积内用 9X W
M9X缓冲液 "（ 乙腈 Z % - & # 2?,）连续浓度梯度洗

脱，收集蛋白主峰! 1O1+E,() 和 BE+QE#F 分析融合

蛋白纯度!
!! , " 免疫印迹鉴定 " 纯化产物按常规进行 1O1+
E,()，E[O? 膜电转印、I9 - & # 牛血清白蛋白（"1,）

封闭 $ :，并依次加入兔抗 ,-./" 多克隆抗体、辣根

过氧化物酶（QBE）标记的羊抗兔 0-(（% L$999）各孵

育 $ :，\EO+Q$\ 显色!
!# 3" )*+,- . /0($ 融合蛋白 4(末端氨基酸测序" 将

纯化的目的蛋白行 1O1+E,()，电转印至 E[O? 膜，进

行 Y 末端氨基酸序列测定，由北京大学生命科学院

完成!
!# 5" )*+,- . /0($ 融合蛋白 /0($ 比活性的测定" 利

用 0#+$ 依赖性细胞株 F22#+$ 细胞，测定 ,-./" & 0#+$
融合蛋白中 0#+$ 比活性（R22 法）!
样品的 0#+$ 活性（] & G#）（̂待测样品 ! 值最大值的

/9X所需稀释度 & 标准品 ! 值最大值的 /9X 所需稀

释度）_ 标准品活性（] & G#）!

$T 结果

$! % T 融合蛋白的表达T 1O1+E,() 结果显示，在分

子量（"7）约 MM 999 处出现了一条新的蛋白，与带有

(12 蛋白标签的 ,-./" & 0#+$ 融合蛋白（,-./" & 0#+$+
(12）理论大小相符，薄层扫描分析融合蛋白占菌体

总蛋白的 I9X，主要以不可溶的包涵体形式表达（图

%）! 采用 9! 9/，9! %，9! / 和 %! 9 GG65 & # 四种浓度的

0E2( 诱导表达，表达量无明显差异；各浓度组均以诱

导 M : 时表达量达到最高峰（图 $）!
$! $" 融合蛋白的复性和纯化" 经不同浓度的尿素透

析复性后的融合蛋白呈可溶澄清状! 上样行 (12+
18’:;76<8 亲和层析，收集洗脱蛋白峰，1O1+E,() 表

明纯度为 J9X 左右，可能有部分杂蛋白发生了非特

异性吸附! 对其行凝血酶切后，显示出 "7 约 MM 999，

=/ 999 和 $M 999 三条主要蛋白条带（ 图 I），根据分

子量大小判定分别为未切开的 (12+,-./" & 0#+$，切

开后的 ,-./" & 0#+$ 和 (12，中间 =/ 999 左右蛋白条

带与 ,-./" & 0#+$ 融合蛋白理论大小相符，因此是我

们需要进一步纯化的目的蛋白! 进一步行离子交换

层析，去除了大量杂蛋白，目的蛋白纯度达 ./X ! 经

!"#$第四军医大学学报（% &’()*+ ,-. ,/0 12-3）455"；46（$6）7 +**8：9 9 :’()2;.< =>>(< /0(< ?2



反相!高效液相层析（"#!$#%&）柱后，纯度进一步提

高，’(’!#)*+ 行薄层凝胶 扫 描 纯 度 大 于 ,-.（ 图

/）；"#!$#%& 鉴定，用峰面积计算，目的蛋白纯度为

,01 /2. 1

3：低分子蛋白 345675；8：9#:* 诱导后的重组菌 ;%28 < =*+>!)?0-; <

9%!2 裂解产物；2：未诱导的重组菌 ;%28 < =*+>!)?0-; < 9%!2 裂解产

物；/：9#:* 诱导后的重组菌 ;%28 < =*+>!@:!8 裂解产物；@：未诱导

的重组菌 ;%28 < =*+>!@:!8 裂解产物；-：9#:* 诱导后的 ;%28 裂解产

物；A：未诱导的 ;%28 裂解产物；B：9#:* 诱导后的重组菌 ;%28 <

=*+>!)?0-; < 9%!2 裂解产物沉淀1

图 8C 诱导表达 *’:!)?0-; < 9%!2 融合蛋白的 ’(’!#)*+

3：低分子蛋白 345675；8 D 0：重组菌 ;%28 < =*+>!)?0-; < 9%!2 9#:*

诱导不同时间后（E D B F）’(’!#)*+ 分析1

图 2C 9#:* 不同诱导时间对 ;%28 < =*+>!)?0-; < 9%!2 工程菌

表达的影响

3：低分子蛋白 345675；8：9#:* 诱导后的重组菌 ;%28 < =*+>!)?0-; <

9%!2 裂解产物；2：洗涤后的包涵体；/：融合蛋白 *’:!’7=F45GH7 亲和

层析后；@：融合蛋白凝血酶切后；-：酶切产物阴离子交换层析；A：

反相!高效液相层析（"#!$#%&）1

图 /C 各纯化阶段目的蛋白行 ’(’!#)*+ 分析

!" #$ %&’(&)* +,-( 鉴定结果$ 将纯化的蛋白行 ’(’!
#)*+ 电泳并转移至 #I(J 膜，用兔抗 )?0-; 多克隆

抗体进行免疫鉴定，结果呈现清晰的阳性反应条带，

间接证实纯化的蛋白即为预期的 )?0-; < 9%!2 融合蛋

白（图 @）1

8，/：空白对照；2：纯化后的蛋白1

图 @C 纯化的蛋白融合蛋白免疫印迹分析

!" #$ 融合蛋白 ./末端氨基酸测序$ 共测了 K!末端

8E 个 氨 基 酸，序 列 为 *LM!’75!#5G!*LN!#F7!37O!#F7!
’75!)5?!#5G（*’#+J3J’"#），与理论预测的 )?0-; <
9%!2 融合蛋白 K!末端氨基酸序列完全一致1
!" 0$ 融合蛋白 12/! 比活性的测定$ 用 9%!2 依赖性

细胞株 &::%!2 细胞测得 )?0-; < 9%!2 融合蛋白 9%!2
比活性为 2-EE P < Q?1

#$ 讨论

)?0-; 又称为 !!)? 或 3#;-,，是 ;&*，结核杆

菌及其他分枝杆菌最主要的分泌蛋白1 )?0-; 结构

基因长 0-- R=，编码 20- 个氨基酸残基，分子量约 /E
EEE［2］1 )?0-; 能够促进膀胱癌患者外周血单个核细

胞（#;3&）的增殖，且这种作用高于 ;&*，热休克蛋

白 A-（$’#A-）等，并能诱导 :F8 细胞分泌 9JK!" 和

9%!82 等细胞因子［A］1 利用转染 )?0-; 基因的膀胱肿

瘤细胞疫苗免疫动物后，抗原递呈细胞（)#&）分别通

过 3$&#类和$类分子，既能递呈 &:% 表位肽，又能

递呈 :F 表位肽，从而比其他的基因修饰的肿瘤细胞

疫苗具有更大的抗肿瘤优势［B］1
为了探寻新的免疫治疗膀胱肿瘤的药物，我们利

用基因工程技术，将结核分枝杆菌 )?0-; 与人 9%!2
融合，成功构建 )?0-; < 9%!2 融合基因及其原核表达

载体，期望通过原核表达获得 )?0-; < 9%!2 融合蛋白，

并进一步研究其在体内外对膀胱肿瘤的生物学作用1
理论预测 )?0-; < 9%!2 融合蛋白可能在运用于膀胱肿
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瘤的治疗时具有以下优势：! !"#$% 能诱导机体的

&’( 型免疫反应，)*+, 能够激活 & 细胞、% 细胞、-.
细胞和巨噬细胞，两者融合后可能发挥免疫协同作

用，达到类似于联合应用 %/0 和 )*+, 时的效果；"
作为一种蛋白物质，具备 %/0 样的免疫原性，但又避

免了 %/0 活菌疫苗的毒副作用；#!"#$% 具有与膀

胱壁纤维粘连蛋白（1-）结合的特性［2 3 (4］，从而靶向

性的引导该融合蛋白粘附于膀胱壁，延长作用时间；

$可能会减少与剂量相关的副作用5
本研究利用前期构建的表达质粒 6078+!"#$% 9

)*+,，在 大 肠 杆 菌 中 成 功 高 效 表 达 出 有 0:& 的

!"#$% 9 )*+, 融合蛋白（0:&+!"#$% 9 )*+,），该融合蛋

白是以不可溶的包涵体形式存在的5 经尿素逐级透

析复性后的融合蛋白经 0:&+:;6’<=>?; 柱进行亲和层

析，纯度达到 @4A，可能在过亲和层析柱时，有部分

杂蛋 白 同 时 发 生 了 非 特 异 性 吸 附5 由 于 0:& 与

!"#$% 9 )*+, 之间有可被凝血酶切割的氨基酸序列

（*;B C<D E=> !=" 0DF :;=），因此通过凝血酶可将融合

蛋白中的 0:& 切下5 用凝血酶酶切亲和层析产物，

:G:+E!07 出现了三条主要蛋白条带：根据分子量大

小分析应该为未切开的 0:&+!"#$% 9 )*+,，!"#$% 9 )*+
, 和 0:& 三种蛋白5 对酶切产物进行了阴离子交换

层析，使 !"#$% 9 )*+, 融合蛋白的纯度达到 #$A；进

一步经 HE+IE*/ 层析后，纯度上升为 2#5 J,A，达到

蛋白质测序和生物活性测定要求5
纯化的融合蛋白用兔抗 !"#$% 多克隆抗体进行

免疫鉴定，结果呈现清晰的阳性反应条带，间接证实

纯化的蛋白为预期的 !"#$% 9 )*+, 融合蛋白5 同时 -+
末端氨基酸测序与理论预测的 !"#$% 9 )*+, 融合蛋白

-+末端氨基酸序列完全一致，表明在表达及纯化过程

中，融合蛋白没有发生变异5 用 /&&*+, 细胞株测得

!"#$% 9 )*+, 融合蛋白具有 )*+, 活性，初步说明在复

性过程中，蛋白质可能正确折叠，恢复其天然构象，从

而保持了天然活性5 这为我们进一步研究 !"#$% 9 )*+
, 融合蛋白在体内外对膀胱肿瘤的治疗效应奠定了

坚实的基础5
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