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"# 引言# 球形幽门螺杆菌是 !" #$%&’( 为抗逆生存而形成的

多形性改变，其致病性尚存在争议，多数学者认为 !" #$%&’( 球

形体可能与 !" #$%&’( 感染迁延不愈、反复发作及流行传播密

切相关［"］. 目前有关球形 !" #$%&’( 致病力和毒力基因方面的

研究尚未见有系统的研究报道. 我们曾成功地克隆了球形 !"
#$%&’( 的 )*+B 全长基因并进行了测序，证明球形 !" #$%&’( 具

有完整的 )*+B 基因. 为进一步研究球形 !" #$%&’( A6;B 蛋白

的生物学特性及为 D,B 疫苗奠定基础，我们构建了球形 !"
#$%&’( A6;B 基因的原核表达质粒并在大肠杆菌中获得了高效

表达.

$# 材料和方法

". "! 材料! ," )&%( EF%" 菌株和含有 )*+B 基因的克隆测序质

粒 GHD$"I1$A6;B 由 本 室 构 建 保 存，原 核 表 达 质 粒 G41+%6
（ J ），-*.K!，/*)!，FB 0*1 D,B 聚合酶、1( D,B 连接酶、

( 种 @,1L，ML1N、丙烯酰胺、D,B 凝胶回收试剂盒、OMBGP2G
QG7: H7:7GP2G R7? 等均购自大连宝生物公司.
". %! 方法! 用 -*.K! J /*)!双酶切重组质粒 GHD$"I1$A6$
;B，回收 A6;B 基因片段，同时用 -*.K! J /*)!双酶切载体

G41+%6（ J ），目的基因与载体摩尔比为 )S"，在 1( D,B 连接

酶作用下，")T连接过夜. 取 + "F 连接产物转化到感受态细

菌 EF%"，在含氨苄青霉素的 FE 培养基上挑取 %( 个单菌落，

使用 H7:7 E2>? D,B L=P7U7A6?7-: R7? 提取质粒 D,B，"# ; V F 琼

脂糖电泳，进行初步筛选. 疑重组质粒进一步用 -*.K! J
/*)!双酶切、LWC 扩增鉴定. 原核表达质粒 G41+%6（ J ）$A6$
;B 送大连宝生物公司进行序列测定. 测序结果与 N2:E6:/ 中

的相关基因及蛋白序列（ 登录号：BE#"*(")）进行 EFBQ1 分

析，比较同源性. 含 G41+%6（ J ）$A6;B 的工程单菌落接种于 +
5F 卡那霉素 FE 培养基中，+&T恒温摇床培养过夜，按 "X 转

接至新的 FE 培养管中，继续培养至 2 值为 #. ( Y #. )，加诱导

剂 ML1N（W-@2 ,-. D’#+#B）至终浓度为 " 55-3 V F，诱导表达 +
Z. 将经 ML1N 诱导和未经 ML1N 诱导的菌体分别集菌后，沉淀

分别进行 +# > 间歇超声波破碎，离心，上清取出，沉淀溶于 Q$
E=UU2P，进行 "%# ; V F QDQ 聚丙烯酰胺凝胶电泳，凝胶于考马斯

亮蓝 C%*# 液中染色. 用岛津公司 D=63 96[232:;?Z U3\7:; >G-?
QA6::2P WQ ’### 型 薄 层 扫 描 仪 扫 描 QDQ$LBN4 后 的 蛋 白

条带.

%# 结果

%. "! 目的基因的获得! 用 -*.K! J /*)!双酶切重组质粒

GHD$"I1$A6;B 及表达质粒 G41+%6（ J ），获得的目的基因片

段约 +((( ]G，载体片段约 *II" ]G，符合预期值（图 "）.

H：#$!(3@ $ D,B 56P/2P；"：G41+%6（ J ）@7;2>?2@ 97?Z -*.K! J

/*)!，P2>=3?7:; 7: *II" ]G [2A?-P UP6;52:?；%：C2A-5]7:6:? G36>57@

GHD$"I1$A6;B @7;2>?2@ 97?Z -*.K! J /*)!，P2>=3?7:; 7: +((( ]G A6;B

;2:2 UP6;52:?.

图 "! 重组质粒 GHD$"I1$A6;B 及载体 G41+%6（ J ）的双酶切

结果

%. %! 重组质粒 G41+%6（ J ）$A6;B 的酶切鉴定 ! 用 -*.K!
J /*)!双 酶 切 重 组 质 粒 G41+%6（ J ）$A6;B，可 获 得 +(((，

*II" ]G 的目的基因片段及载体片段，其片段大小均与预期值

相符（图 %）.

H：#$!(3@ $ D,B 56P/2P；"，%：19- G36>57@> G41+%6（ J ）$A6;B A=?

97?Z -*.K! J /*)!，P2>=3?7:; 7: *II" ]G [2A?-P UP6;52:? 6:@ +((( ]G

A6;B ;2:2 UP6;52:?.

图 %! 重组质粒 G41+%6（ J ）$A6;B 的双酶切鉴定
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!" #$ 测序及同源性分析 $ 重组质粒中的 %&’( 基因与 )*+,
-&+. 中 !" #$%&’(,%&’( 基因序列同源性达到 //" 01，蛋白同源

性达到 /2" 31 " 部分核酸序列测定（图 #）"

图 #$ %&’( 基因部分核酸序列测定结果

!" 4$ 重组质粒 567#!&（ 8 ）,%&’( 在 )" *&%( 中表达产物分析

$ 含 567#!&（ 8 ）,%&’( 的工程菌经 9:7) 诱导后，;<;,:()6
电泳，考马斯亮蓝染色凝胶，出现一条约 =42 .> 的蛋白条带，

与 ?&’( 蛋白分子质量相符（ 图 4）" 薄层扫描分析显示 ?&’(
蛋白占菌体蛋白总量的 =@" @1 "

=，0：;A&+B&CB 5CDA*E+ F&C.*C；!：567#!&（ 8 ）G*%ADC；#，4：H*%DFIE,

+&+A 5J&KFEB +D+E+B>%*B LEAM 9:7)；@：H*%DFIE+&+A 5J&KFEB E+B>%*B

LEAM 9:7) NDC # MD>CK"

图 4$ )" *&%( 表达 ?&’( 重组蛋白的 ;<;,:()6

!" 讨论" +,-( 作为 !" #$%&’( 重要的毒力因子，一直是学者

们研究的重点" 有人认为，+,-( 阳性 !" #$%&’( 为毒力菌株，

与消化性溃疡、萎缩性胃炎、胃癌的发生极为密切" 有人根据

是否表达 G&%( 和 %&’(，将 !" #$%&’( 划分为 9 型（ G&%( 8 ，%&,
’( 8 ）和!型（G&%( O ，%&’( O ），并证明 9 型与较严重的胃十二

指肠疾病发生相关［!，#］" !" #$%&’( ?&’( 蛋白是 !" #$%&’( 重要

抗原成分，具有较强的免疫原性及免疫保护性" ?C&IAC**［4］曾

报道，利用 ?&’( 蛋白配合免疫佐剂喂食小鼠，可预防 !" #$%&’(
感染且可根治 !" #$%&’(，因而得出，利用 ?&’( 蛋白作为抗原疫

苗防治 !" #$%&’( 感染具有可行性"
原核表达系统中常选用大肠杆菌作为表达宿主，其优点

是遗传背景清楚，转化和表达效率高，易发酵且易于操作，可

以快速大量生产重组蛋白" 567#!&（ 8 ）是一种高效原核表达

系统，其特点：" 根据插入基因片段的 <P( 阅读框架选择不

同载体便可表达；# 含有硫氧环蛋白基因，易于与目的蛋白

形成融合蛋白，因而不易被大肠杆菌蛋白酶降解；$ P 端含 0
个组氨酸标鉴（0 Q REK A&’），使重组蛋白的纯化步骤可使用

金属螯合亲和层析的方法，从而使纯化蛋白操作简便［@］"
我们利用分子克隆方法，成功地构建了重组质粒 567#!&

（ 8 ）,%&’(，因 567#!&（ 8 ）载体的 P 端含有 =S/ 个氨基酸的

硫氧环蛋白和 0 个组氨酸标鉴，大约产生分子质量为 !S .> 的

蛋白质，故重组 ?&’( 蛋白是以融合蛋白的形式表达，大约分

子量为 =42 .>，符合预期值" 测序分析比较发现 *,-( 基因序

列存在 S" 41的突变，其原因可能与 :?H 扩增过程以及测序

过程中产生的突变有关，也可能与 !" #$%&’( 菌株本身存在变

异有关" ?&’( 蛋白在大肠杆菌中的高效表达，为大量获得

?&’( 抗原，深入开展 !" #$%&’( %&’( 基因的研究，揭示 !" #$%&’(
的致病机制，对 !" #$%&’( 感染的诊断、治疗及免疫预防均具有

指导意义" 其 ?&’( 蛋白的纯化及免疫原性分析的研究正在

进行中"
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$ $ 目的：从培养的大肠癌细胞 R%*,20/# 中分离纯化并鉴定大肠癌相关抗原" 方法：利用流式细胞术选择高表达大肠癌相关
抗原的大肠癌细胞系，分别用单去污及三去污裂解液裂解细胞" 然后用 @ 株抗大肠癌单克隆抗体（F(I）?Z^ ‘ ?Z^,@ 进行 a*KA,
*C+ IJDA，分析与大肠癌细胞结合反应最强烈的 F(I" 以此 F(I 作为配基进行亲和层析纯化大肠癌相关抗原，纯化结果利用
a*KA*C+ IJDA 法进行鉴定" 结果：大肠癌细胞系 R%*,20/# 上相关抗原的表达量最高；抗大肠癌 F(I ?Z^,! 与 R%*,20/# 的结合力

最强" 纯化所获与 ?Z^,! 特异结合的大肠癌相关抗原，<C 约为 =# Q =S# " 该抗原由 <C 为 0S Q =S# 和 3S Q =S# 两种亚基组成"
结论：利用 F(I ?Z^,! 进行亲和层析，从大肠癌细胞系 R%*,20/# 中获得纯化的肿瘤相关抗原"
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