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结核杆菌热休克蛋白 !"在毕赤酵母中的分泌表达与鉴定

彭明利" 凌 宁 许红梅 卿玉玲 任 红
（重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 0%%%!%）

摘 要 为获得结核杆菌热休克蛋白 5%在毕赤酵母中的分泌表达。构建了酵母表达质粒 =ABC"D/"&35%，并将其线
性化后用电穿孔法导入 4#0"#+ 3+&/(*#& EF!!&，经 ACG方法筛选出阳性菌落，在 %* &H甲醇诱导下分泌表达。所得产
物经离心收集上清、超滤浓缩脱盐、亲和层析后，分别用 FIF/AJE8、K3LM3N; O)(M和动物免疫实验对上清中的重组
PL=5%进行鉴定，并考察产物对 IC的作用。经 FIF/AJE8、K3LM3N; O)(M分析表明表达的 PL=5%表观分子量为 5%QI并
能特异性地与抗/,M*PL=5%单抗结合，动物实验表明重组的 PL=5%能在体诱导免疫应答。重组 PL=5%能够诱导 IC
成熟并释放 2?!型细胞因子。摇瓶发酵表达量达 !$%9<RS，占培养上清 #%H以上。这为研究结核杆菌热休克蛋白
5%的生理功能提供了必要的物质条件。
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肿瘤组织来源的热休克蛋白（P3-M L?(@Q =N(/
M3:;，PL=）/肽复合物能够激发特异性抗肿瘤免疫，这
种特异性是由与热休克蛋白相结合的短肽决定，热

休克蛋白自身起着多肽伴侣功能。肿瘤组织 PL=/
肽复合物因纯化复杂和来源受限大大限制了它的应

用，现已证实在体外重组的 PL=/肽复合物在没有任
何佐剂的情况下也能诱导针对所携带抗原肽特异性

细胞毒 2淋巴细胞（C.(M(7:@ 2 S.9=?(@.M3，C2S）效
应。其中应用最为广泛的 PL=是结核杆菌 PL=5%和
哺乳动物 <="4。,(N(: 等［!］设计了一系列对 PL=5%
有高度亲和力的杂交肽在体外与其重组，免疫小鼠

后获得特异性的免疫应答。8*G(9-;等［$］应用 J型
流感病毒核心蛋白 =+A（$%4 U $$"）与结核杆菌
PL=5%在适当的缓冲溶液中重组为复合物，也能引
起抗原特异性的 C2S作用。FN:V-LM-V-等［#］应用体外
重组 <="4/’F’（泡状口炎病毒）和 PL=5%/’F’在动物
免疫实验证实了这一观点。

此外，PL=5%还能诱导 JACL成熟，尤其是 IC细
胞。,-N:-等［0］证实重组人 PL=5%能够诱导 IC细胞
的成熟并提高 CI0%、CI1#、CI14、PSJ/IG 分子在
IC细胞上的表达。同时 PL=5%和 <="4能诱导 JACL
细胞分泌细胞因子如 BS/4、BS/!$、2+6/!，其中 BS/!$

在抗原特异性细胞免疫应答中起着重要的作用。

在既往的研究中，对结核杆菌热休克蛋白 5%及
其融合蛋白的获得都是采用大肠杆菌胞内表达的方

式，这种方法存在表达量低、纯化复杂等缺点。本研

究尝试将结核杆菌 "&35% 克隆到酵母表达载体
=ABC"D中，应用毕赤酵母（4#0"#+ 3+&/(*#&）表达系统，
以胞外分泌的方式表达了 PL=5%，并对表达的蛋白
质进行了生化和免疫学鉴定，为进一步研究制备结

核杆菌 PL=5%/抗原肽疫苗以及结核杆菌 PL=5%与抗
原肽的融合蛋白疫苗提供物质基础。

# 材料和方法

# $# 材料
4#0"#+ 3+&/(*#& EF!!&表达宿主菌及整合表达质

粒 =ABC"和 =ABC"D为 B;V:MN(<3;公司产品。含结核
杆菌热休克蛋白基因（ "&35%）的质粒 =E82/"&35%由
本实验室构建。W+X（YR( -9:;( -@:Z）和蛋白胨为
I:[@(公司产品，限制酶、20I+J 连接酶购自 G(@?3
公司，=[\I+J 聚合酶为 AN(93<- 公司产品，鼠 J;M:/
PL=5%抗体（,XS公司产品）和细胞因子 BS/4、BS/!$、
2+6/!（8;Z(<3;公司）购自深圳晶美，PGA标记羊抗
鼠 B<E及 IJX显色试剂盒购自武汉博士德生物有



限公司，!"#$%&%’()*购自 +,&-%公司，其它试剂均为
国产或进口分析纯。

! "# 方法
! "# "! 基因的扩增与鉴定：引物和测序由上海生工
完成。.)/01上下游引物分别如下：
.)/2：34$565"56!6!!!!6!!

&7856"6566"5666!"5$94
.)/:：34$656!!""5"5!7886655"55566556"5$94
其中下画线分别是 !"#!和 $%#;!限制酶位点，小
写顺序分别为热休克蛋白第一个氨基酸（!<%）的密
码子和最后一个氨基酸（=>)）的反密码子，箭头表示
酵母"$因子信号肽的切割位点。#5;扩增参数为：
?@A2-,B；C:A2-,B；0:A9-,B；扩增 :3个循环，最后
延伸 0-,B。
! "# "# 酵母表达载体的构建：将扩增的 "&’01基因
经 !"#!和 $%#;!酶切后插入 /#D5?的相同位点，
得 /#D5?$"&’01。为了筛选多拷贝的酵母转化子，将
/#D5?$"&’01以 ()%!和 *)’!切下含 "&’01基因的
9EFGH片段，装入 /#D5?I中，得 /#D5?I$"&’01。经酶
切和测序鉴定后，用 ()%!将 /#D5?I$"&’01 线性化
后保存备用。

! "# " $ 电穿孔转化及 #5;方法筛选重组子：将线
性化的克隆载体在 2 J 3GK，:1#L，:11$的条件下转
化到 +,%",) ’)&-#.,& 6+223 酵母感受态中［3］，以空质
粒 /#D5?I为对照，取 @11#= 铺于 MN 平板上，91A
培养 : O 9P，首先在不含组氨酸的 MN 平板上筛选
Q,)R转化子。从 MN平板上任意挑选长势良好的单
菌落，于 :-= S#N培养过夜后，取新鲜的菌液 9#=，
在 31#=的体系中做 #5;，所用引物为"$T%78(’和 94$
!UV2 测序引物，分别如下："$T%78(’：34$5"!5"!""$
655!65!""65$94 94$!UV2： 34$65!!!"665!""5"$
6!5!"55$94。
! "# " % 重组酵母的表达：将 #5;阳性的单菌接种
于 3-=的 WM6S培养基中，:F O 91A，:31 O 911’X-,B
培养 2F.左右，2311 O :111’X-,B离心 F-,B。菌沉淀
用 3-= WMMS培养基重悬，/0 约为 2 O :，:F O 91A
继续培养 @ O 3P，每隔 :@. 补加甲醇至终浓度为
1E3Y，并在 1、C、2:、2F、:@、9C、@F、0:、?C、2:1. 分别
取少量的培养上清和菌体，以确定表达的最佳时间。

诱导培养结束后，分别收集上清和沉淀，于 Z :1A保
存备用。将表达上清用 +N+$#!6[ 检测，蛋白质含
量按文献所述的 W’%PT(’P［3］考马斯亮蓝法进行测定。
! "# " & 表达蛋白的纯化：表达上清经 31GN的滤膜
超滤后，除掉小分子和盐，取留在滤器中的浓缩表达

液，用 !"#$%&%’()*分离纯化，参考文献用含:3--(<X=
!"#的缓冲液洗脱 Q)/01［C］。
! "# "’ 表达产物的的免疫学鉴定：经 +N+$#!6[检
测有 Q)/01 表达的上清进行蛋白质印迹（\*)8*’B
H<(88,B&）鉴定。所用一抗为鼠 !B8,$Q)/01抗体，二抗
为羊抗鼠 D&6$Q;#。将纯化的 Q)/01蛋白免疫 C O F
周龄 W!=WX7 雌 性 小 鼠，21 只，经 腹 腔 注 射
21#&X:11#=的重组蛋白，:周后加强免疫 2次，:周后
眼眶采血，用 [=D+!方法检测血清中抗$Q)/01抗体。
! "# " ( Q)/01诱导 N5细胞分泌细胞因子 D=$C、D=$
2:、"]L$"：取新鲜的正常人抗凝外周血 @1-=，常规
分离外周血单个核细胞（#WM5），用 ;#MD2C@1 完全
培养基重悬细胞，并分装到 C 孔培养板中，每孔
9-=，放置 90A，3Y5U: 孵箱内孵育 2.，吸出未贴壁
细胞。用 ;#MD2C@1培养基清洗 9次，洗去非贴壁细
胞，获得贴壁细胞，按 ’.6M$5+L和 .D=$@各 :11^X-=
的终浓度加入细胞因子，隔日吸出培养基的 2X9，加
入 2X:量，细胞因子的加入量为首次的 2X:。
当 N5培养 3P 后，在 ?C 孔平底培养板中加入

N5细胞 2 _ 213 X211#=，每个设 9 个复孔，加入 21#&
Q)/01，以添加培养基为空白对照，最后用 2C@1完全
培养液将每孔调至 :11#=，置 90A，3Y 5U: 孵箱内

培养 :@.，取细胞上清测细胞因子。 D=$2:、D=$C 和
"]L$"具体检测方法按试剂盒说明进行操作。

# 结 果

# "! 重组质粒 )*+,-./!"#(0的酶切鉴定结果
以 /6[M$"&’01 为模板，.)/2 和 .)/: 为引物可

扩增出与预计相符的片段（约 2?11H/）。用 ()%!和
*’)!对 /#D5?$"&’01 双酶切得到约 9 J 0GH（2E? R
2EF）和 CGH 的两片段。回收含 "&’01 基因的 9 J 0GH
小片段与经同样酶处理的 /#D5?I的 0 J @GH大片段，
重组为 /#D5?IX"&’01。经测序分析与结核杆菌
Q90;‘株 Q)/01N]!序列的同源性为 211Y，测序结
果表明热休克蛋白基因已正确插入。重组质粒的构

建如图 2。
用 ()%!酶切线性化重组质粒 /#D5?I$"&’01和

空质粒 /#D5?I，转化 6+223感受态。在 MN板上筛
选 Q,)R转化子，用测序引物进行 #5;扩增。#5;产
物只有一条约 : J 2GH（2 J ? R 1 J :GH）的 N]!条带，而
空载体转化的只有一条 2?3H/ 的 N]! 条带。#5;
结果阳性者表明 "&’01基因整合到酵母基因组中并
且为 M^8) 表型。将得到的菌株命名为 6+223X
/#D5?I$"&’01和 6+223X/#D5?I。
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图 ! 重组质粒 "#$%&’(!"#)*的构建
+,-.! %/0123452,/0 /6 375/89,0:02 ";:18,< "#$%&’(!"#)*

! "# $个酵母转化子的表达
将 =>!!?@"#$%&’(!"#)*进行诱导表达 A<后，取

表达上清直接进行 >B>(#C=D，同时以 =>!!?@"#$%&’
为参照，电泳结果见图 E。F个转化子的表达上清在
)*GB处有一条带，而 =>!!?@"#$%&’ 上清没有相应
的蛋白条带。

图 E 表达产物的 >B>(#C=D分析
+,-.E >B>(#C=D /6 1753727< H7:2 1H/5G "3/27,0 )*

!.=>!!?@"#$%&’ 57;; ;I1:27；E . =>!!?@"#$%&’(!"#)* 57;; ;I1:27；A J

!*. >4"730:2:02 /6 =>!!?@"#$%&’(!"#)*；!! . =>!!?@"#$%&’ 14"730:(

2:02；!E . #3/27,0 8:3G73

! "% &’()*分泌表达条件的优化
经 >B>(#C=D和蛋白含量分析得出甲醇诱导时

间对表达量的影响见图 A，甲醇诱导第一天，即有表
达产物出现，但表达量较低，随着表达时间的延长，

表达量也逐步增高，到第三天就基本达到高峰，经双

波长薄层扫描分析，表达量最高可达上清总蛋白的

A*K以上。目的蛋白的含量用考马斯亮蓝法测定达
!E*8-@L。
! "+ &’()*的纯化
将大量诱导表达的重组菌离心后，取上清，用

M,;;,"/37公司的超滤系统进行超滤（分子量为

图 A =>!!?@"#$%&’(!"#)*在 NMMO诱导曲线
+,-.A $0<452,/0 543P7 /6 =>!!?@"#$%&’(!"#)* ,0 NMMO

?*GB）。超滤一方面可将培养基中小分子的物质除
去，尤其是大量的盐；另一方面可对上清进行浓缩。

由于 Q1")*分子结构的特点，在其保守区（R(端）有
一个与 CS#结合的功能区，因此可以利用 CS#(:3-:(
3/17对表达产物进行亲和层析，用含 CS#的洗脱液
洗脱吸附在柱上的 Q1")*，纯化产物在电泳图中仅
见一条带，结果见图 T。

图 T Q1")*纯化过程
+,-.T >B>(#C=D "43,6,5:2,/0 Q1")*

!.Q1")* 976/37 /6 "43,6,5:2,/0；E . %/057023:2,/0 /6 Q1")*；A . C6273 "43,(

6,5:2,/0；T. #3/27,0 8:3G73

! ", 免疫印迹分析
其中一株表达产物用鼠抗结核杆菌热休克蛋白

)*单克隆抗体为一抗，羊抗鼠抗体为二抗进行
U712730印迹检测，结果见图 ?。在转化子细胞裂解
液和表达上清的泳道显示出特异的棕黄色条带，其

位置与考马斯亮蓝染色的蛋白表达条带位置一致，

而在对照组和对照组上清的泳道未显任何条带，说

明表达产物为结核杆菌 Q1")*。同时动物免疫实验
表明表达的 Q1")*具有免疫原性，能在体诱导免疫
应答，产生相应的抗(Q1")*抗体。
! ") &’()*对 -.的作用
将培养 ?<的 B%用 !*!-表达的 Q1")*体外刺

激，ETH后用 DL$>C检测 $L(!E、$L(V和 SR+("分泌情
况。其结果表明它能诱导 B%分泌大量的 SH!细胞
因子，$L(!E 的分泌达到 !?0-@8L，$L(V 的分泌达
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!""#$%&’，()*+!分泌达 ,-""#$%&’。与对照组有显
著性差异（! . "/",）。

图 0 表达产物的 1234256 7894分析
*:$/0 1234256 7894 ;6;8<3:3 9= 4>2 2?#5233:96 #59@AB4

, / CA#256;4;64 9= DC,,0%#EFGHI+"#$!"；-/ CA#256;4;64 9= DC,,0%

#EFGHI；J / G288 8<3;42 9= DC,,0%#EFGHI+"#$!"；K/ G288 8<;342 9= DC,,0%

#EFGHI

! 讨 论
毕赤酵母 !%&"%’ $’#()*%# 是近 ,"年发展起来的

真核表达系统［!］，更适合表达真核蛋白。迄今为止，

此系统已成功地表达了 -""多种蛋白。
本研究为了便于热休克蛋白天然的表达与纯

化，以及高拷贝菌株的筛选（此项工作正在进行中），

采用 #EFGH 和 #EFGHI 的套用构建分泌表达载体
#EFGHI+"#$!"。在质粒 #EFGH 和 #EFGHI 上，编码酵
母!+因子信号肽切除位点的序列与热休克蛋白基因
之间多了 ,-个碱基即 K个氨基酸。当信号肽被切
除后，多余的 K 个氨基酸将位于热休克蛋白的 )
端，这不符合临床要求。因而我们通过 +")F 和
,&)LF位点构建了 #EFGH+"#$!"，再通过 -’&F和 .$’F
克隆到 #EFGHI上，从而保障在目的蛋白的 ) 端不
会有多余的氨基酸。这在质粒 #EFGHI+"#$!" 测序
结果中得到印证，本研究结果表明热休克蛋白能顺

利地分泌到培养基。

热休克蛋白能够诱导 MG的成熟并提高 GMK"、
GMNJ、GMNO、PQG+"和 PQG+#分子在 MG上的表达
（另文发表），能够诱导 MG分泌 (>,型细胞因子，其
中 F’+,- 能有效地诱导特异性细胞毒淋巴细胞
（G(’）。目前我室正在进行用表达的结核杆菌
Q3#!"负载慢性乙肝患者的 MG细胞，研究它对患者
MG的生物学特征和功能的影响。

本研究为结核杆菌 Q3#!"大量表达和纯化建立
了一整套方法，为进一步研究具有相对保守性的

Q3#!"作为一种免疫佐剂和免疫增强剂以及临床应
用研究提供必要的条件。也为进一步地探讨热休克

蛋白与抗原肽融合疫苗奠定了坚实的基础。

R@969［N］等最新的研究是将 0种 PQG+F抗原配基（包
括 STU、QV抗原、(LE-等）融合到鼠热休克蛋白 !"
（QCG!"）的 G或 )端，表达的融合蛋白均能引起抗
原特异性的 G(’。因此可以设计很多热休克蛋白与
PQG+F抗原肽的融合蛋白，利用此表达系统来表达，
它可以克服从肿瘤组织中提取 Q3#+抗原肽的局限
性，为肿瘤和传染病的免疫治疗疫苗的开发开辟了

新的途径。
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