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摘 要 热休克蛋白（D59E AF&BG HI&E5=> ）JH07（KIH0#）是近年来新发现的一类糖蛋白，除了分子伴侣的功能外，现有

越来越多的文献报道了它在先天性免疫和获得性免疫中的重要作用。JH07 可以促进抗原呈递细胞的成熟以及细

胞因子的分泌。热休克蛋白抗原肽复合体可以引起特异性的细胞毒 4 淋巴细胞效应，应用这个特点可以设计抗病

毒及抗肿瘤药物［/］。但是 JH07 全长分子量大，蛋白在大肠杆菌中表达量低，不稳定，难纯化。组织提取的 JH07 又

受组织来源和样品量的限制。对 JH07 的结构和功能的研究带来困难。克隆并表达了小鼠热休克蛋白 JH07 的羧基

端 37".$3/99 约四分之一长的功能片段，该段包含 JH07 的一个肽结合区和二聚化位点［!］。将该功能片段在大肠杆

菌中进行融合表达，纯化后将融合的片段切掉，并对目的片段进行了分析，结果表明该段可能是形成二聚体密切相

关的片段，为进一步研究其结构和功能打下基础。
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在热休克蛋白家族中，JH07 被发现能结合抗原肽，具有

抗原呈递功能，为肿瘤和病毒性感染疾病的治疗提供了新的

思路。肿 瘤 细 胞 表 面 表 达 的 JH07 可 以 活 化 树 突 状 细 胞

（N1），导致 N1 细胞分泌前炎症因子、趋化因子，促进 OD1!
类和 OD1"类分子以及共刺激因子的表达。从而沟通了天

然性和获得性免疫系统［-］。从肿瘤细胞或病毒感染的细胞

中提取的 JH07 已经被证明能够引发肿瘤特异性或病毒特异

性免疫反应［# P $］。JH07 携带抗原肽表位参与 OD1.!类抗原

呈递途径。这种结合的肽段可以是自身的组分，也可以是突

变了的蛋白或者感染的病毒等合成的蛋白［6］。2’9BF5I5 等报

道，JH07.多肽复合物也可以进行体外组装，而且它所引发的

免疫反应的机制同体内产生的复合物在免疫原性上是一致

的，因此体外组装合成新型的治疗肿瘤和病毒感染疾病的

疫苗成为可能。这类新型疫苗可避免将传染性或其他病毒

性分子带给生物体的潜在危险，而且又避免了因多种未知肽

混合物注入体内引起的自身免疫性疾病的可能性。这就需

要大量的 JH07 为原料。

组织提取的 JH07 受组织来源和样品量的限制，而在大

肠杆菌中表达，由于 JH07 全长分子量大，蛋白表达量低，不

稳定，难纯化。不利于对其进行深入的研究和应用。JH07 由

于分子较大，结构解析至今也没有得到。而有研究表明 JH07

的不同的结构域与其功能密切相关［!］，所以对其进行片段的

表达成为近年来学者们的焦点。本实验研究利用 KQ4 纯化

系统表达并纯化了小鼠热休克蛋白 JH07 的羧基端 37".$3/99
约四分之一长的功能片段，R=>S5I&EF )M［!］等证明了我们克隆

的片段包含有蛋白的肽结合结构域。但对于该段的结构解

析和免疫功能还没有报道。我们得到的蛋白片段分子量小，

利于结构的解析，而且又包含肽结合结构域，可以对该片段

进行进一步的免疫功能的研究，可以考虑用片段代替难获得

的全长蛋白发挥作用。我们得到高纯度的重组蛋白，并对目

的片段能否形成聚体结构进行了分析，为进一步研究其结构

和功能打下基础。

% 材料与方法

%&% 材料

%&%&% 菌株和质粒：KQ4 融合表达载体 HK;T.7H./ 由牛津大

学高福博士惠赠。大肠杆菌 ND3#、2R!/（N;-）本室保存。

KQ4 融合的鼻病毒 -1 蛋白酶（以下简称 KQ4.-1，与 ?I5QB=A.
A=&>4O蛋白酶识别相同的氨基酸序列）由 D+SA&> U 和 D59EF *
博士惠赠。鼠的 JH07 全长基因是由 QI=V9AE9V9 教授惠赠。

%&%&’ 主要试剂：限制性内切酶、49W N)M 聚合酶、4# N)M
连接酶等购自 49U9X9 公司。诱导剂 Y?4K 购自 ?I&<5J9 公



司。羊抗兔 !"# 单克隆抗体由武汉大学现代病毒研究中心

惠赠。

!"# 方法

!"#"! 表达载体的构建：根据 !$%&’%(（)*：+,--.+/ ）中鼠

!01+ 全长基因序列，设计引物，023 扩增 2 末端 -+45,-6’’ 的

肽段，引物设计中两端分别加入酶切位点 !"#7!、$%&!待

克隆之用。以鼠的 )81+ 全长基因为模板扩增 目 的 片 段。

023 产物用凝胶回收试剂盒回收。分别将 023 回收产物与

0!9:5+056 载体用 !"#7!;$%&!双酶切，将酶切后的目的

基因和载体按 <=6 比例用 #< 连接酶 6+>连接过夜。连接产

物转化 ?7-"菌株，用菌落快速鉴定法和双酶切法初步鉴定

阳性克隆。所得阳性克隆最后经 ?@A 测序，序列完全正确，

重组质粒命名为 0!9:5B1+C。根据 ?@ADE’F 软件设计引物：

上游引物 !!2 !!A #22 AA! !!2 #A# !AA !#2 A##；下游引

物 2!2 2#2 !A! #2A 2AA #!# ##A AA2 #!A !!2。

!"#"# 融合蛋白的表达，纯化：将 ?@A 测序正确的重组质

粒 8!9:5B1+C 转化大肠杆菌 &G/6（?9H）感受态细胞，从平板

上挑取单菌落接入含 644#);IG 氨苄青霉素的 / J K#（胰蛋

白胨 6+ )，酵母提取物 64 )，氯化钠 - )，水 6444 IG）培养基活

化。将适量活化液接入 / J K# 培养基进行大规模培养，在

H,>条件下培养至 ’(+44 值 4L+ M 6L4 时加入 4L6 IINO;G 的

P0#!，由于表达产物容易形成包涵体，所以进行了低温诱导，

/4>诱导 .Q 后收集菌体。

菌体用适量 0&" 缓冲液（6<4 IINO;G @’2O，/L, IINO;G
R2O，64 IINO;G @’/70S<，6L. IINO;G R7/0S<，87 ,LH）重悬，

在冰浴条件下超声破碎 /44T 功率下超声 <D，停 +D，11 次 H
个循环后，<>下离心（6/ 444 F;I*%），/4 I*%。收集离心后的

上清在 <>恒温下流经平衡过的 !OUE’EQ*N%$5"$8Q’FND$ <& 亲

和层析柱，挂在柱上的融合蛋白用还原型谷胱甘肽洗脱缓冲

液（64 IINO;G F$VUW$V )OUE’EQ*N%$，-4 IINO;G #F*D572O，87 .L4）

洗脱。

!"#"$ 融合蛋白的酶切：洗脱液用超滤浓缩法更换成酶切

缓冲 体 系（-4 IINO;G #F*D572O，87 ,L4；6-4 IINO;G @’2O；

6 IINO;G ?##；6 IINO;G 9?#A，87 .L4）加入过量 !"#5H2 蛋

白酶 <>酶切 6+ Q；酶切产物再换成 0&" 缓冲液体系，再用

!OUE’EQ*N%$5"$8Q’FND$ <& 亲 和 层 析 柱 除 去 酶 切 下 的 !"# 和

!"#5H2 蛋白酶，收集穿透液得到的为 0!9:5B1+C 蛋白。

!"#"% 酶切后目的蛋白进一步纯化和分子量的确定：将穿

透液浓缩，用 AR#A $X8ONF$F 过 "U8$F/44 分子筛进一步分离纯

化。从出峰的位置来初步确定分子量的大小。

!"#"& 融合蛋白质 T$DE$F% 鉴定：目的蛋白与 !"# 的融合蛋

白、酶切后的目的蛋白、!"# 对照经 "?"50A!9 电泳后，用电

转仪转 /Q 转至醋酸纤维素膜上，移后的膜用 -Y的脱脂牛奶

封闭 HQ 后用一抗（羊抗 !"# 单克隆抗体，体积比 6 = /444）室

温反应 /Q 后，洗膜 H 次，二抗（兔抗羊 P)!，体积比 6 = -444）室

温反应 6Q 后，洗膜 H 次，加碱性磷酸酶作用 6Q，用 &2G0;@&#
显色体系显色。

# 结果

#"! ’()*+,-./ 融合蛋白在大肠杆菌 01#!（2)$）中的表

达

将测序正确的重组质粒 0!9:5B1+C 转化大肠杆菌 &G/6
（?9H）中表达，分别将诱导前，诱导后，超声破碎后上清，沉

淀进行 "?"50A!9 电泳分析。结果表明，融合蛋白的表达量

很大，约占总菌蛋白的 H-Y。虽然表达的蛋白多数以包涵体

的形式存在，约占总蛋白的 14Y，但上清中也有一定量的蛋

白，约占总蛋白的 64Y（图 6）。可对上清蛋白进一步纯化。

图 6 融合蛋白在大肠杆菌 &G/6（?9H）中的表达

Z*)[6 9X8F$DD*N% N\ 0!9:5B1+C \UD*N%

8FNE$*% *% ) [ *&+, &G/6（?9H）

6：EQ$ ]QNO$ ^’WE$F*’O 8FNE$*%D ^$\NF$ *%VUWE*N%；/：EQ$ ]QNO$ ^’WE$F*’O 8FN5

E$*%D ’\E$F *%VUWE*N%；H：8F$W*8*E’E$ ’\E$F UOEF’DN%*W’E*N%；<：DU8$F%’E’%E ’\5

E$F UOEF’DN%*W’E*N%

#"# 融合蛋白亲和层析纯化及酶切

收集大肠杆菌超声破碎后上清，通过 !OUE’EQ*N%$5"$8Q’5
FND$ <& 亲和层析柱，得到较纯的融合蛋白。将得到的融合蛋

白经 !"#5H2 酶切后，切下一段约 /H(? 目的蛋白和 !"# 蛋白

（分子量约 /+(?）。酶切后混合液反复过 !OUE’EQ*N%$5"$8Q’FND$
<& 亲和层析柱去掉 !"# 蛋白。得到较纯的目的蛋白（图 /）。

图 / 融合蛋白亲和层析纯化

Z*)[/ ZF’WE*N%D WNOO$WE$V \FNI ’\\*%*E_ WQFNI’EN)F’8Q_

6：0!9:5B1+C \UD*N% 8FNE$*%；/：!"#；H：8FNE$*% ’\E$F $%‘_I$5WUEE*%)；<：

8UF*\*$V E’F)$E 8FNE$*%

#"$ 分子筛分离纯化蛋白

由于该蛋白片段含有 )81+ 二聚化位点，而且根据文献

报道 !01+ 可以形成二聚体甚至更高的结构［6-］，所以选用分

离范围较高的分子筛 "U8$FV$X /44 确定其蛋白自然状态下的

分子量，同时进一步纯化目的蛋白。目的蛋白分子筛的出峰
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位置和 ! 个已知分子量的蛋白（""#$ 和 %&’!#$）的出峰位置

比较，可得出目的蛋白的分子量为 ()#$ 左右，可能多数是以

二聚体的形式存在（图 *）。

图 * 分子筛 +,-./0.1!)) 分离纯化目的蛋白

2345* 6.7 8379/:93;< :<:7=+3+ ;8 -/;9.3<

>?. .7,93;< @;7,A. ;8 9:/4.9.0 -/;9.3< 7;B:7+ 3< C.9D..< %"AE :<0 !!AE

B;//.+-;<03<4 9; 9?. -/;9.3<+ A;7.B,7:/ D.34?9 :/. ""#$ :<0 %&’!#$ /.F

+-.B93@.7= +,44.+9.0 9?. 9:/4.9 -/;9.3< .13+9.0 3< -;7=A./3B 8;/A:93;<

!"# 融合蛋白的 $%&’%() 鉴定

用 6G> 单克隆抗体 H.+9./< 的方法检测融合 6G> 的目的

蛋白，用羊抗兔 6G> 单克隆抗体 H.+9./< 杂交显色后，融合

6G> 的目的蛋白和单独的 6G> 都有明显印记，而切下的目的

蛋白没有，说明融合 6G> 目的蛋白在大肠杆菌中表达，酶切

后的目的蛋白不显色，说明已经切除 6G>（图 &）。在 G$GF
IJ6K 电泳分析中，由于 ! 个蛋白只差 *#$，而且是 %)L的小

浓度胶，所以带的大小没有明显的差异，但是 H.+9./< 分析鉴

定了两个蛋白。同时从 H.+9./< 结果可以看出表达的融合蛋

白有降解。

图 & J G$GFIJ6K 电泳；M 融合 6G> 的目的蛋白的 H.+9./< 鉴定

2345& J5 G$GFIJ6K J<:7=+3+

%：A:/#./；!：6G> 8,+.0 9:/4.9 -/;9.3<；

*：6G>；&：6G> B7.:@.0 9:/4.9 -/;9.3<

M5 N0.<9383B:93;< ;8 9?. 6G> 8,+.0 9:/4.9 -/;9.3< C= H.+9./< C7;9

%：6G>；

!：6G> B7.:@.0 9:/4.9 -/;9.3<；

*：6G> 8,+.0 9:/4.9 -/;9.3<

* 讨论

%OP" 年，G/3@:+9:@: 在寻找肿瘤特异抗原的时候，发现并

鉴定热休克蛋白 4-O"［P］。在真核细胞的内质网中存在大量

4-O"，同其他热休克蛋白一样在热激、糖饥饿、感染、癌变等

情况下表达量明显提高。近年来 4-O" 结构和功能得到了广

泛的研究。其中引人注目的是 4-O" 在天然免疫和特异免疫

中的作用。6IO" 可以结合抗原肽，并通过受体介导的细胞

内吞作用参与抗原呈递。6IO" 可以形成二聚体甚至更高的

结构［O Q %%］，疏水作用能够加速二聚化，并且导致两个 6IO" 分

子尾尾相连的结构。氧化情况下，6IO" 通过两个单体 %%R
位的 STG 形成一个二硫键桥从而更加稳定。

大肠杆菌表达蛋白，表达量高，周期短，操作方便，容易

获得，是表达蛋白首选的生物学工具。我们要表达的蛋白是

糖蛋白，大肠杆菌表达的蛋白不糖基化，所以对其功能的影

响我们还在进一步的研究中。

本研究构建了含 4-O" 的羧基端 (")::FR(%:: 的 6G> 融合

表达质粒，该质粒在大肠杆菌 ME!% 中获得了高表达，但表

达的蛋白多数以包涵体形式存在，在低温诱导下蛋白在上清

中表达有一定的提高。应用 67,9:9?3;<.FG.-?:/;+. &M 亲和层

析纯化了该片段，经反复应用亲和层析柱可去掉污染的少量

6G> 蛋白。由于本实验表达的片段不包含有抗体结合位点，

所以我们用 6G> 的单克隆抗体来鉴定融合蛋白的表达。分

子筛结果表明了该片段可能是以二聚体的形式存在，它可能

与 4-O" 的二聚化有关，具体的聚体结构及其在功能上与全

长的差异还在继续研究中。

4-O" 羧基端是蛋白二聚化位点，天然的 4-O" 是以聚体

的形式存在的。该段又是抗原结合的重要部位，对该片段的

进一步研究有助于更多的了解 4-O" 的结构和功能特性。如

果该段的免疫功能可以取代全长，将会是对 4-O" 研究的一

大突破。
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# 植物免疫毒素及其它物质治癌：美洲商陆（2"1+F++*）植物产生一种免疫毒素叫美洲抗病毒蛋白（JDJ），系一种单链毒

素，对动物病毒、植物病毒均具有抑制作用，如抑制植物病毒及人体病毒（小儿麻痹症病毒、流感病毒等）的复制；对杀

死艾滋病病毒（VWM）有效，如果将 JDJ 毒蛋白偶联到适当“单抗”上，则可制成“生物导弹”用于治疗艾滋病感染者；同样

用于杀死癌细胞也具有同等功效。值得注意的是，一种野生植物叫盾叶鬼臼（)+.+71((82 $2+.#）的根部产生毒素叫鬼

臼毒素，该“素”能阻止癌细胞复制，防止其扩散所必需的酶活性。这种植物产生于美国中南部，亚洲也有分布。研究

人员还发现另一种杂草叫足叶草（) 4 7$(&’&82），系小檗科足叶草属的一种，它的叶子也含有鬼臼毒素，比其他来源的植

物更丰富。在我国喜马拉雅山高山地带也有盾叶鬼臼植物的发现，这样为获取抗癌鬼臼毒素提供了方便的植物源。

# 此外，长春花碱（-+!B/3）、美登木毒素等也是抗癌良药。

总之，上述这些植物的毒性化合物将成为抗癌药物开发的重要途径。在我国有悠久历史的传统的“以毒攻毒”治癌策略

仍富有强大生命力，但对其抗癌的分子机制仍需花工夫进行深入研究。

（柯 为 供稿）
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