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【摘, 要】目的：构建表达幽门螺杆菌（!@）的外膜蛋白 A2;$$
和黏附素 >;3S 融合基因的重组蛋白质候选菌株，为 !@ 疫苗

研究提供依据- 方法：用 GFT 方法扩增出带 ’ 个甘氨酸残基

柔韧接 头 的 融 合 基 因 A2;$$#>;3S，将 其 克 隆 到 表 达 载 体

;PSO#6$U 中转化大肠杆菌（BC <+;1 .V!），用 WG.X 诱导目的

基因表达，YBY#GSX1 方法对表达产物进行分析，Z/LD/C9 V0AD
鉴定其免疫原性- 结果：测序结果显示，A2;$$#>;3S 融合基

因片段由 !’$* <; 组成，为编码 ))" 个氨基酸残基的多肽，接

头序列 XX.XXSXXF 已成功地插入 A2;$$#>;3S 融合基因中；

YBY#GSX1 结果显示表达产物相对分子质量约为 (’ Q8，融合

蛋白的表达量约占全菌总蛋白的 $"\ - 结论：成功克隆并构

建了 A2;$$#>;3S 融合基因原核表达系统-
【关键词】幽门螺杆菌；A2;$$#>;3S 融合基因；克隆；基因表

达

【中图号】T!+’- ), , , 【文献标识码】S

GH 引言

幽门螺杆菌（!(;1<+=/<>(? @A;+?1，!@）是人类最常

见的致病菌- 目前采用联合应用抗生素通常能有效

地清除感染的 !@，但存在患者耐受性差、费用高及药

物副作用明显等缺点［! ] $］，因此，接种疫苗是预防 !@
感染、控 制 相 关 疾 病 最 为 有 效 的 方 法- 黏 附 素

（>;3S）是 !@ 鞭毛鞘膜蛋白，序列高度保守，作为基

因工程疫苗的保护性候选抗原已被证实［’ ] )］；!@ 的

外膜蛋白在人体保护性免疫反应中具有重要的作用，

并为该菌的共有抗原成分，以其制备的抗原可使实验

动物获得保护［( ] *］- 我们通过引入柔性接头构建了

A2;$$#>;3S 融合基因原核表达系统，为研究 !@ 基因

工程组分疫苗和免疫检测试剂应用研究提供依据-

IH 材料和方法

I- IH 材料H !@P1O#HG$% 株由本研究室分离保种；

表达质粒 ;PSO#6$U 和菌株 BC <+;1 .V!（^/R 1950397
V4A03<L 公司）；含有 A2;$$ 基因克隆质粒 ;VY#A2;$$
和含有 >;3S 基因克隆质粒 ;VY#>;3S（ 本实验室构

建）；G@CA</LD B^S 聚合酶，限制性内切酶 D/EHW 和

!1,7!，.) B^S 连接酶（宝生物公司）；B^S 纯化试

剂盒（_4D35/9/ 公司）；!@ 患者血清采集于郑州市某
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厂职工体检（商品化试剂盒检测阳性）!
!! "# 方法

"! #! "$ %&’ 扩增$ 参考 ()*+,*- 收录的 !"#$%&’(%)"*
+,#&*$ 国际 标 准 株 .// 和 #00/1 的 基 因 序 列，应 用

%234)2 1! 5 设计 !+ 外膜蛋白 647##，黏附素 87,9 基

因的 %&’ 引物如下! %"：1:;<===,><<,>=,,=,=,><>><;?:；
%#：1:;>>> =<<><<,<<<>><,<>,,>>>;?:；%?：1:;,,= ==>==,=
=< ,,,=<,,,>,,><;?:；%@：1:;<=<,,=<>>>>,><==>>><>;?:! 该组

引物由赛百盛公司合成，%" 和 %# 用于扩增上游的

647## 基因，%? 和 %@ 用于扩增下游的 87,9 基因，并

在 %" 的 1:端加 -(.AB 酶切位点，在 %@ 的 1:端加

!$/C!酶切位点! 在 647## 下游和 87,9 上游有 "1
个碱基重叠，其中接头为 / 个碱基（引物中下划线部

分为接头），并去除 647## 基因的终止密码子和 87,9
基因的起始密码子，以利于这两个基因互为引物和模

板扩增出插入柔韧接头编码序列的融合基因 647##;
87,9! "647## 的 %&’ 扩增体系 15 #D：其中 "5 E
FGHH)2 1 #D，@ E CIJ% @ #D（ 各 #55 #46K L D），7+M;
647## 质粒（模板）# #D，%"，%# 引物各 # #D（5! #1
#46K L D），%N26F)O> PI9 聚合酶 5! @ #D（"! #1 Q），最

后加 R3KK3S A#T 至终体积! %&’ 扩增条件：/1U预变

性 1 43*，然后按以下参数进行 ?5 个循环：/@U 变性

15 O，@1U 退火 @1 O，V#U 延伸 15 O，最后一个循环

V#U反应 "5 43*! $87,9 的 %&’ 扩增：参照 647##
扩增体系和条件! %647##;87,9 融合基因 %&’ 扩增

体系 15 #D：根 据 紫 外 分 光 光 器 定 量，模 板 647##
%&’ 产物和 87,9 %&’ 产物分别为 "! 1，#! 5 #D! %"，

%@ 引物各 # #D（5! #1 #46K L D），其它同 647## 扩增

体系! 扩增条件：/1U预变性 1 43*，然后按以下参数

进行 ?5 个循环：/@U 变性 15 O，@0U 退火 15 O，V#U
延伸 /5 O，最后一个循环 V#U 反应 "5 43*! 取 %&’
产物 ? #D，在含 W+ 的 "5 = L D 琼脂糖凝胶中电泳，切

下目的 PI9 片段，用 X3>,=)*) 凝胶回收试剂盒回收，

凝胶图像分析仪照相!
"! #! #$ 647##;87,9 融合基因表达载体的构建 $ 将

以琼脂糖凝胶中回收的 647##;87,9 融合基因和空

质粒 7R9D;<#Y 分别用 -(.AB 和 !$/C!双酶切，酶

切体系为 #5 #D，其中 "5 E Z FGHH)2 # #D，%&’ 产物或

空质粒 7R9D;<#Y "5 #D，-(.AB 和 !$/C!各 " #D，

加 R3KK3S A#T 至终体积! ?VU作用 #! 1 8! 酶切产物

分别用 X3>,=)*) 凝胶回收试剂盒回收，凝胶图像分析

仪定量! 647##;87,9 与 7R9D;<#Y 以 0 [" 的浓度比

例进行混合，J@ PI9 酶 "0U过夜连接! 取连接产物

"5 #D 转化 01 %&#$ J+" 感受态细胞，将转化菌均匀涂

布于含 Y;=,K 和 B%J( 的 D+ 氨苄青霉素固体培养基

上，?VU培养 "# \ "0 8! 挑选白色菌落，接种于 1 4D
含氨苄青霉素的 D+ 液体培养基中，?VU，##5 2 L 43*
培养 过 夜，碱 裂 解 法 提 取 质 粒，进 行 单、双 酶 切 和

%&’ 扩 增 鉴 定! 阳 性 重 组 质 粒 命 名 为 7R9D;<#Y;
647##;87,9!
"! #! ?$ 647##;87,9 融合基因序列测定 $ 鉴定后的

阳性重组克隆质粒 7R9D;<#Y;647##;87,9 送上海生

工生物工程技术服务有限公司，以 %"，%@ 为引物进

行核苷酸测序!
"! #! @$ 目的基因的诱导表达$ 将鉴定过的阳性克隆

菌落接种到含 "55 4= L D 氨苄青霉素的 D+ 液体培养

基中，?VU，#55 2 L 43* 摇菌过夜! 取 15 #D 菌液加入

到 1 4D D+ 液体培养基中，?VU，#@5 2 L 43*，摇菌 # 8，

加入终浓度为 5! @ 446K L D 的 B%J(，诱导表达 0 8!
"! #! 1$ 基因表达产物 MPM;%9(W 分析$ 取菌液样品

" 4D，"5 555 2 离心 ? 43*，弃上清，加入 "55 #D " E
MPM;%9(W 上样缓冲液，"55U 水浴 1 43*，"5 555 2
离心 "5 43*，取上清加样! 用 5! 1 4= L D 浓缩胶和 "! #
4= L D 分离胶电泳约 #! 1 8! 凝胶用考马斯亮蓝 ’#15
染色!
"! #! 0 $ 表达产物的 ])O>)2* +K6> 分析 $ MPM;%9(W
电泳后，凝胶和硝酸纤维素膜在转移缓冲液中浸泡

"1 43*，于半干式电转印仪中 #5X 转印 @5 43*! 硝酸

纤维素膜用蒸馏水洗 ? 次，%+M 洗 " 次，转入封闭液，

封闭 ? 8，与 !+ 患者血清（" [15）反应 # 8，洗膜后与

羊抗人血清（"[#555）反应 " 8，P9+ 显色，同时以健

康人血清做对照!

"# 结果

"$ !# %&’ 扩增产物 # %&’ 产物分别经琼脂糖凝胶

电泳，结果显示扩增产物长度分别为 115，V/5 F7（ 图

"）和 "?#0 F7（图 #）!

"：PI9 4,2-)2；#，?：87,9 基因的扩增产物；@，1：647## 基因的扩增

产物!

图 "$ !+ 87,9，647## 基因的 %&’ 扩增产物

"$ "# ()*""+,*-. 融合基因表达质粒构建及鉴定#
将重组表达质粒分别用 -(.AB 和 !$/C!单、双酶切
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以及重组表达质粒的 !"# 产物同时在 $% & ’ ( 的琼脂

糖凝胶中电泳（ 图 )），均获得预期大小目的基因片

段，表明表达质粒构建成功*

$：+,- ./0120；3，)：4.533675/- 融合基因的扩增产物*

图 38 琼脂糖凝胶中回收到的 4.533675/- 融合基因

$：+,- ./0120；3：59-(6:3; 质粒 !"#<!和 $%&="双酶切；)：重组

质粒（59-(6:3;64.5336<5/-）$%&="单酶切；>：重组质粒 !"#<!
和 $%&="双酶切；?：以重组质粒为模板的 !"# 扩增产物*

图 )8 重组表达载体的酶切鉴定

!" #$ %&’!!()’*+ 融合基因测序$ 4.533675/- 融合

基因中上游 4.533 和下游 75/- 基因与以前所测核

苷酸序列一致，而且 ) 个甘氨 酸 残 基 的 编 码 序 列

@@A@@-@@" 作为柔韧性接头已成功插入 4.5336
75/- 融合基因中，图 > 下划线部分为接头*

下划线部分为接头，接头上游是 4.533 基因，删除了终止密码子 A--，

下游是 75/- 基因，删除了起始密码子 -A@*

图 >8 融合基因部分测序结果

!" ,$ 诱导表达产物的 -.-(/+01 结果$ 将重组菌

AB$（!9-(6:3;64.533675/-）和对照菌 AB$（!9-(6
:3;）以及 AB$ 诱导后的粗提蛋白进行 C+C6!-@D 电

泳，重组菌体蛋白在约 EF 1G 处出现一条特异蛋白带

（图 ?），经 @2H2 @2HIGJ 凝胶图像分析仪分析，融合蛋

白的表达量约占全菌蛋白的 3%K，该蛋白分子质量

与预期融合表达蛋白分子质量一致* 初步证实所构

建的重组表达质粒 59-(6:3;64.533675/- 可以高效

表达融合蛋白 4.5336<5/-*

$：低分子质量蛋白 ./0120；3：’( )*+% AB$ 诱导 F 7；)：AB$（ 59-(6

:3;）诱导 F 7；>，?：AB$（59-(6:3;64.533675/-）诱导 F 7*

图 ? 8 AB$（ 59-(6:3;64.533675/-）诱 导 表 达 产 物 的 C+C6
!-@D 分析

!" 2$ 表达产物的 3456478 9:%6 分析 $ 重组菌 AB$
（59-(6:3;675/-）表 达 产 物 与 $, 患 者 血 清 进 行

L2JM20H BN4M 分析，在约 EF 1G 处产生特异杂交带（图

F），进一步证实获得了目的蛋白的表达*

$：AB$（59-(6:3;64.533675/-）诱导后与健康人血清 L2JM20H BN4M 反

应；3：AB$（59-(6:3;64.533675/-）诱导后与 $, 患者血清 L2JM20H

BN4M 反应*

图 F8 04.5336<5/- 免疫原性的 L2JM20H BN4M 分析

#$ 讨论

国内外大量的研究表明，基因工程疫苗是防治

$, 感染的一种很有前途的手段［O］* 目前已经证实的

$, 有效保护性抗原成分有 <J5-，P02B，Q/:-，"/&-，

,-!，(553%，4.5$$ 和过氧化氢酶等，然而大量的动

物实验研究显示这些抗原单独使用时免疫保护效果

并不十分理想，多种组分混合以及融合蛋白疫苗的研

究已成为本领域的研究热点* 黏附是 $, 感染的先决

条件，也是致病的关键，编码黏附素的 75/- 基因为

$, 所特有，且序列高度保守，编码蛋白产物 <5/- 的

免疫原性已被动物实验证实，并证实了在机体抗 $,
感染中 JR&- 是黏膜免疫反应中重要的保护性抗体，

目前认为是仅次于 P02B 的疫苗候选抗原［S］* 外膜是
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革兰阴性细菌表面的一种连续性结构，有研究表明，

革兰阴性细菌外膜中的一些蛋白成分具有良好的抗

原活性，可诱导出很强的菌株特异性免疫反应，这些

外膜蛋白作为抗体和免疫细胞攻击的主要靶标，可以

介导对细菌最直接有效的杀灭作用，是决定免疫反应

是否对人体具有保护性的关键因素! !" 基因组中含

有 "# 个功能有待进一步研究的外膜蛋白（$%&’( )’)*
+(,-’ .($&’/-，$).）基 因，如 0..12，$).13，$).14，

$).15 等具有良好的免疫活性［6 7 88］，提示外膜蛋白

分子可以成为 !" 疫苗研究良好的候选抗原!
我们选择 !" 的 $).11 和 9.,: 基因，在 $).11

上游和 9.,: 下游加上合适的酶切位点，两基因中间

通过柔韧接头连接，避免二者在折叠过程中空间结构

的相互影响，从而保留各自抗原性［81］! 通过 ;<= 方

法获 得 郑 州 分 离 !" 菌 株 >?0*@;15 的 $).11 和

9.,: 基因，二者再互为模板和引物扩增出 $).11*
9.,: 融合基因，成功插入表达载体 .>:0*A1B，测序

结果证实了柔韧性接头正确插入和整个融合基因阅

读框正确! 通过 C;DE 诱导和 FGF*;:E? 蛋白电泳，

发现重组细菌在相对分子质量 63 H% 处出现一条特

异带，正好是标签蛋白 >I; 相对分子质量（#1! 3 H%）

与 $).11 的相对分子质量（1# H%），@.,: 的相对分

子质量（16 H%）的总和，与预期融合蛋白相对分子质

量相符，表明成功构建了 $).11*@.,: 融合蛋白重组

原核表达系统，为进一步 $).11*@.,: 重组融合蛋白

的抗原性和免疫保护性研究以及 !" 基因工程疫苗

和临床诊断试剂研制打下了基础!
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