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摘 要 作为开发新型实用性人绒毛膜促性腺激素（CFG）疫苗的一种尝试，我们已构建若干组合靶抗原三个线性

H1 细胞表位和外源强 71 细胞表位的基因工程 CFG 嵌合肽。为了检测用这些嵌合肽免疫的动物血清中是否能产生

抗各表位的三种抗体，本研究选用能在大肠杆菌中高表达和与生物素亲和性强且特异（方便通过亲和层析纯化）的

链霉亲和素为载体，分别构建了三种含!1CFG 不同单一线性 H1细胞表位（!5，!3 和!4）的融合蛋白。在链霉亲和素

基因下游多克隆区 30(I"和 4#$E#位点插入各表位编码基因片段（带 7JJ 终止密码子）的 @7KJ1#4 重组质粒，转

化 HL!#（M90）@L/?K 宿主菌后，它们在 NO7G 诱导下均能以较高水平表达各自目的融合蛋白，而且它们的表达产物

在 P8?A8., Q’&A 鉴定中都能被抗各表位特异的多抗或单抗或抗报告表位单抗识别。用改良的制备性 OJG9 方法可

以一步纯化电泳均一性高于 35R的三个融合蛋白，它们的收得率相对 #L 培养物约为 5 :S。作为化学合成表位肽

的替代物，!1CFG 三个单一 H1 细胞表位融合蛋白的可获得性将有助于所构建 CFG 基因工程嵌合肽以及其他 CFG
疫苗，也包括它的 M)J 疫苗的免疫原性分析。

关键词 CFG!亚基，线性表位，链霉亲和素，融合表达，免疫印迹，纯化
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人绒毛膜促性腺激素（C-:+, BC&.;&,;B S&,+E&1
A.&@;,，CFG）是胎盘滋养层细胞分泌的一种由$和!
两个亚基组成的糖蛋白激素，它为胚胎的子宫内着

床和维持妊娠所必需。作为最有希望的人用避孕疫

苗原之一，以!1CFG 为抗原的异源二聚体（UKM）1
CFG 疫苗已于 3" 年代初完成了人临床 NN 期试验［#］，

从而第一次证实通过免疫手段调控人类生殖的可行

性。

但是，由于其抗原获得成本高、制剂复杂不易制

备和该疫苗在受试对象中约有 !"R的育龄妇女不

应答等原因，因而阻碍了该 UKM1CFG 疫苗以抗生育

为目的的实际应用。从那时起又开始了研制新型实

用性 CFG 疫苗的进程，其中构建组合靶抗原三个线

性 H1 细胞表位和若干外源“广谱性”71 细胞表位的

基因工程嵌合肽疫苗是其发展趋势之一［!，0］。

本文在已通过基因工程表达了 CFG 嵌合肽的

基础上［$，5］，选择可在大肠杆菌中高表达的链霉菌

（5/*%6/(720%& +8#9#$##）链霉亲和素（KA.8@A+V;E;,，KAV）为

载体［6］，分别构建各含 CFG!亚基一个 H1 细胞表位

（!5、!3 或!4）的融合蛋白（KAV1!9），以为今后检测用

目的 CFG 嵌合肽，包括 CFG M)J 疫苗免疫的动物血

清中是否存在抗三个表位的抗体奠定基础。

& 材料与方法

&’& 材料

&’&’& 菌种与质粒：大肠杆菌 7G# 菌株为复旦大学

遗传工程国家重点实验室保存，HL!#（M90）@L/?K 菌

株购自 )&V+S8, 公司（M+.:?A+EA，G8.:+,/）；具 72 启

动子的 NO7G 诱导型 @7KJ#4 表达载体由上海市计划

生育科学研究所保存。

&’&’( 鉴定用抗体：兔抗化学合成!1CFG 环肽04152

（含!5 抗体中和表位$5 W 5! ）多克隆抗体（多抗，@JQ



!"#$%&’）［’，(］由美国 )*+, 州立大学 -./0,0 "1.2.03 教

授惠赠，识别!#*45 羧基端!6 表位%%7 8 %%9的单克隆抗

体（单抗，:;< =>%?）［6］由法国 5@31A2.#!,@33B 研究

所 >+CA/1 D#E 博士提供，识别!#*45 羧基端肽%77 8 %76

（可 作 为!6 表 位%7’ 8 %$$ 表 达 的 报 告 顺 序）的 :;<
)F7;［%G］由荷兰 )/HA0,0 公司的 I+: "1.2.03 博士赠

与。羊抗兔和鼠 JH5KL!M 二抗购自华美生物工程公

司。

!"!"# 常用生化试剂和工具酶：!"#! "和 $%&C #
限制性内切酶以及 F$ NO; 连接酶购自 >,./+0H./
EA00*.+: 公司（5./:A0B）；FAP NO; 聚合酶由复旦大

学遗传工程国家重点实验室制备；蛋白质分子量标

准购自华美生物工程公司；其他生化试剂均为国产

分析纯。特制的分析制备两用型 M;5Q 电泳装置购

自华泳生化科研工贸所。

!"!"$ 编码各 ># 细胞表位的寡聚核苷酸片段设

计：目的表位编码片段的合成分成在 $%&C #位点

之前有无 F;; 终止密码子二组，后者的表达利用多

克隆区后设有的终止密码子。另外，为使合成片段

有一定的长度，以利于它们正负链退火复性及与载

体连接，各目的表位前后都带上了载体 !"#’ "和

$%&C #之间的碱基序列。NO; 片段合成由上海生

工公司完成。各表位化学合成编码序列见表 %。

表 ! 合成 %&’ 片段中!()*+ 三个线性 ,( 细胞表位的有意链编码序列

-./01 ! -)1 21321 245.36 217813912 :;!<，!= .36!> 1?@4:?12 :;!()*+

QR+1,R. ;:+0, AS+C 3.P@.0S. "B01*.1+S ,T+H,0@ST.,1+C.3

!& UV5-UM;U$& 8 &? &W#FF54;;55F5FFFF544F54FFF5#7W

!6 M!=V%%7 8 %%9 &W#44F;5;FF44;;#7W

!(! !UM5M"NFMJUM%77 8 %$$ &W#;5;FF544;55F44;F445;4;4F44;;F4FF544;#7W

O,1.：F*.!(! 3.P@.0S.%77 8 %$$ +0ST@C.3 A /.R,/1./ 3.P@.0S.%77 8 %76 ,X!(
%7’ 8 %$$ 1*A1 SA0 <. /.S,H0+Y.C <B :;< )F7;Z

!"A 方法

!"A"! 各目的表位融合基因重组质粒的构建和

NO; 测序鉴定：二组 9 对正负链 NO; 合成片段先用

水溶解成 ?GR:,TKU 浓度后两两配对进行退火复性，

再在 F$ NO; 连接酶作用下将它们两边带 !"#! "
和 $%&C #粘性末端的双链片段分别直接定向重组

插入经用同样两个酶双酶切的 RF";%( 质粒中，最后

将各连接液转化感受态 F5% 宿主菌。具体操作方

法见文献［%%］。因为在 RF";%( 质粒双酶切自连接

转化的对照平板上未见生长菌落，所以将那些目的

转化平板上的单个菌落直接送联合基因科技公司进

行插入片段 NO; 测序。

!"A"A 两 组 >U?%KRF";%(K"12#!&、>U?%KRF";%(K"12#

!6 和 >U?%KRF";%(K"12#!( 工程菌的诱导表达：用质

粒纯化 [+1 抽提经测序验证的各目的重组质粒，然

后将它们转化 >U?%（NQ7）RUB3" 宿主菌。诱导表达

条件：挑各工程菌单菌落接种于加入氨苄青霉素

（;R）的 7 :U U> 培养液中，7G\培养过夜，翌日晨以

G]’&K%GG（( K(）的比例转接入 &G :U U>（;R^ ）培养

液，待约 ? * 培养物的 )* 值升至 G]’ 时左右时加

入终浓度为 % ::,TKU 的 JMF5 诱导表达 $ *，最后收

集菌体进行目的表达产物的 "N"#M;5Q 分析。

!"A"# 各!#*45 目的表位融合表达产物的 "N"#聚
丙烯酰胺凝胶电泳（M;5Q）分析和蛋白印迹鉴定：所

采用方法参见文献［%%］。

!"A"$ 各!#*45 目的表位融合蛋白的分离纯化：收

集 JMF5 诱导菌体超声破菌，用 % :,TKU 尿素洗涤菌

体离心沉淀物后再用 ( :,TKU 尿素溶解之，再次超声

悬浮沉淀物，继而离心取上清进行下行和上行二次

连续的 M;5Q 电泳，最后分步收集的 6 管收集液取

样经 "N"#M;5Q 和 I.31./0 <T,1 分析，归并电泳均一

性大于 6&_的单一目的蛋白条带收集管液。用于

简易的制备性 M;5Q 方法的电泳装置参见文献［&］。

A 结果

A"! !()*+ 单一表位融合基因的构建和测序鉴定

长度不等二组 %? 个含!#*45 单一线性表位的

正负链 NO; 合成片段（&9 ‘ ’G <R3），在退火复性形

成两边带 !"#! "和 $%&C #粘性末端的双链片段

后，通过一步 F$ NO; 连接酶反应被分别重组插入

RF";%( 质粒中可高表达的链霉亲和素基因 7W#端下

游多克隆区 !"#! J 和 $%&C #位点。所构建二组 9
个链霉亲和素#!#*45 单表位（"12#!Q

^ 和 "12#!Q
8 ）融

合基因的目的表位编码序列及其余合成片段序列都

通过了 NO; 测序验证（测序图未列出）。

A"A 各!()*+ 单一表位 B4C(!D 融合蛋白的诱导表

达

"A0, 等构建的 RF";%( 质粒属于 F’ 表达系统，

G& 生 物 工 程 学 报 ?G 卷



在 !"#$ 诱导下可高表达对生物素具有强且特异亲

和性的链霉亲和素蛋白，也可与其他靶蛋白重组表

达目的融合蛋白［%］。在本研究中，用 !"#$ 诱导 & ’
后，插入片段引入 #(( 终止密码子的 )*+,!-

. 、)*+,

!/
. 和 )*+,!0

. 融合基因都获得了特异性高表达，而

且在 )1),"($2 分析凝胶上它们各自的表达产物所

显示的分子量与各自约 3- 41 的理论分子量一致

（图 3）。但是，为比较两者表达水平而未引入 #((
的另一组，各 )*+,!2

5 融合基因（多编码 66 个 77）在

同样的诱导条件下，在 )1),"($2 凝胶上却未能辨

别出它们特异蛋白的表达，用各特异多抗和单抗的

免疫印迹检测证实了它们在大肠杆菌中确实未表

达。

图 3 二组 % 种 )*+,!2 融合蛋白诱导表达后的

)1),"($2 分析

89:; 3 )1),"($2 7<7=>?9? @A ?9B )*+,!2 AC?9@<
DE@*F9<? FBDEF??FG 9< ! ; "#$%

H：DE@*F9< I@=FJC=7E KF9:’* I7E4FE；3：C<,9<GCJFG LM63ND#)(30,)*+,

!-
. ； 6 O &：9<GCJFG LM63ND#)(30, )*+,!-

. ，ND#)(30, )*+,!/
. 7<G N

D#)(30,)*+,!0
. ； -：C<,9<GCJFG LM63ND#)(30,)*+,!-

5 ； % O 0：9<,

GCJFG LM63ND#)(30, )*+,!-
5 ， ND#)(30, )*+,!/

5 7<G ND#)(30,)*+,

!0
5 ; P@*F： . 7<G 5 ?>IQ@=? 9<G9J7*F *’F DEF?F<JF @E 7Q?F<JF @A

#(( J@G@< 9< *’F 9<?FE*FG *7E:F*!FD9*@DF AE7:IF<*?

图 6 )*+,!-
. 、)*+,!/

. 和 )*+,!0
. 融合表达蛋白的蛋白印迹鉴定

89:;6 RF?*FE< Q=@* @A FBDEF??FG )*+,!-
. ，)*+,!/

. 7<G )*+,!0
. AC?9@< DE@*F9<?

H：DE@*F9< I@=FJC=7E KF9:’* I7E4FE； 3：C<,9<GCJFG LM63ND#)(30,)*+,!-
. ； 6 O &：9<GCJFG LM63ND#)(30, )*+,!-

. ，ND#)(30, )*+,!/
. 和 ND#)(30,

)*+,!0
. ; P@*F?：#’F 7<*9Q@G9F? C?FG 9< 89:; 6(，6L 7<G 6S KFEF D(Q T),&3-U *@!- FD9*@DF，I(Q 8L36 *@!/ FD9*@DF 7<G I(Q V#W( *@ EFD@E*FE ?F,

XCF<JF A@E!0 FD9*@DF EF?DFJ*9+F=>

!"# )*+$!%
& 、)*+$!’

& 和 )*+$!(
& 融合表达蛋白的抗

原性测定

为了进一步证实 )1),"($2 凝胶上相对未诱导

工程菌总蛋白显示的特异条带就是所期待的目的

)*+,!2
. 融 合 蛋 白 表 达，将 另 外 进 行 的 W 块 )1),

"($2 凝胶上的蛋白电转印到硝酸纤维素膜上，丽

春红染料染色 3 I9< 后打点标明蛋白分子量标准和

各目的表达产物条带位置，再用 GGY6V 冲洗膜后进

行抗原抗体印迹反应。结果用抗!- T),&3-U 抗血清

和抗!/ 8L36 单抗的检测清晰地证明了 )*+,!-
. 和

)*+,!/
. 融合蛋白在大肠杆菌中的特异表达（图 6,(

和,L），使用特异识别!,’S$
3WW 5 3W/ 表位（作为,!0 表位

的报告顺序）的 V#W( 单抗也证实了 )*+,!0
. 融合蛋

白的表达（图 6,S）。

!") *+,$!%
& 、*+,$!’

& 和 *+,$!(
& 融合表达蛋白的分

离纯化

虽然目的融合表达蛋白中的链霉亲和素对生物

素有很强亲和性，)*+,!-
. 、)*+,!/

. 和 )*+,!0
. 表达产

物可因此通过亚氨基生物素（6,9I9<@Q9@*9<）亲和层析

柱进行分离纯化，但由于它们的表达量高且分子量

不大（3-41 左右），本研究目的表达产物的纯化仍都

采用更为简便和经济的制备性 "($2 改良方法［-］。

结果经制备性 "($2 一步纯化可获取各约 - I:NM 的

)*+,!-
. 、)*+,!/

. 和 )*+,!
. 融合蛋白。各 )*+,!2

. 纯化

蛋白的 )1),"($2 分析见图 W。

# 讨论

迄今为止在所有人类生殖调控候选靶抗原中，

唯 Y)1,’S$ 疫苗真正通过并显示重大理论意义的

人临床 !! 期试验。同时，该疫苗制剂中!,’S$ 免疫

原的抗原表位研究也是最为详尽的，即在 3&- 个氨

基酸（77）构成的亚基上共鉴定出 / 个 L, 细胞表位，

3-3 期 徐万祥等：人绒毛膜促性腺激素!亚基单一 L,细胞表位（!-、!/ 或!0）融合蛋白的表达和纯化



图 ! "#$%!&
’ 、%!(

’ 和%!)
’ 纯化蛋白的 "*"%+,-. 分析

/012! "*"%+,-. 34356707 89 :;<090=> "#$%!.
’ 9;7084 :<8#=047

?2 +<8#=04 @85=A;53< B=01C# @3<D=<；E，F 34> G：H4>;A=> IJKEL:M%

",E)% "#$%!&
’ ，%"#$%!(

’ 8< %"#$%!)
’ ； K，& 34> ) 2 .3AC 04A5;7084

N8>6 :<8#=047 A84#304041 "#$%!&
’ ，"#$%!(

’ 8< "#$%!)
’ 9;7084 :<8#=04；!，

O 34> ( 2 +;<090=> "#$%!&
’ 、"#$%!(

’ 8< "#$%!)
’ 9;7084 :<8#=042

其中!&、!( 和!) 为线性表位［G P (］。但令人费解的

是，在 Q"*%CR- 疫苗受试妇女的抗血清中并未检测

到抗三个线性表位的抗体［EK］。有报道说目的抗血

清同其表位合成肽本应发生的抗原抗体反应，有时

会因 某 些 不 可 知 因 素 而 未 产 生 预 期 的 实 验 结

果［E!，EF］。因此，为了便于检验我们所设计表达的含

三个线性 I% 细胞表位的嵌合肽抗原在受试动物体

内能否被正确地加工处理，即目的表位不被破坏地

产生各自的表位抗体，作为合成费用贵且测定方法

要求特殊的单表位化学合成肽的替代物，本研究构

建表达了分别嵌入!%CR- 单一线性表位的三种链霉

亲和素融合蛋白。

克隆 在 :M",E) 质 粒 中 的 成 熟 "#$EO P E!! 蛋 白

（-=4I34D 显示的对应顺序是 "#$K& P E&G），可利用其基

因下游多克隆区后的 M,, 终止子完成它的表达［O］。

因此在最初的研究中，是将!&、!( 和!) 表位肽编码

基因片段分别直接插入 "#$ 基因 !S% 端下游的多克

隆区，结果出乎意料，即无论是 "*"%+,-. 分析还是

蛋白印迹试验都未发现或鉴定到这些 "#$%!.
P 的表

达。而后在插入片段的 !"#> "位点前嵌入 M,, 终

止密码子（相比前者都约减少 KK 个 33），则 三 个

"#$%!.
’ 同时实现了它们的高表达。这一现象是有

趣的。虽然目前尚不清楚造成此奇特现象的具体原

因，但本研究提示在利用 :M",E) 及其 "#$ 基因构建

表达目的表位融合蛋白的场合，设计短抗原表位肽

或其他目的短肽编码基因片段时最好在其 !S%端添

加 M,, 终止密码子。

本研究中另一奇特现象是，在分析各 "#$%!.
’ 纯

化蛋白纯度的 +,-. 凝胶上，包涵体蛋白中的和纯

化的 "#$%!&
’ 电泳条带与诱导菌总蛋白中的目的条

带不在同一平行位置（图 !），但在重新进行的蛋白

印迹试验中它们却又都能被抗!& 表位抗体所识别

（资料未显示）。这一电泳迁移率明显差异在重组蛋

白表达研究中是罕见的，目前尚无法解释。

总之，本研究探讨了利用 :M",E) 载体构建 "#$
和!%CR- 抗原单表位融合蛋白的可行性。作为化学

合成表位肽的替代物，最终三个!%CR- 单个线性 I%
细胞表位融合蛋白的可获得性，将为 CR- 嵌合肽及

其他 CR- 蛋白或 *T, 疫苗的免疫原性分析提供便

利。另外，这一研究也可发展为替代化学合成肽鉴

定靶抗原线性 I% 细胞表位的新方法。
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