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摘 要 构建并原核表达 T>8G#NTE%!AX 融合蛋白。将 T>8G# 和 TE%N!AX 蛋白基因分别克隆到原核表达载体 8IPYN6<N$，构

建成重组质粒 8IPYN6<NT>8G#NAX，并测序鉴定。重组质粒 8IPYN6<NT>8G#NAX 转化大肠杆菌 XTO!后，ZK<I 诱导表达并进行

EXENK7IP 分析。表达产物纯化后做 V+>9+.B -’&9 检测。将其肌注免疫 [7U[ \ 0 小鼠，检测融合蛋白对免疫小鼠脾淋巴细胞增

殖、"N干扰素产生以及血清中 AX ZAI 水平的影响。表达产物的 EXENK7IP 分析发现，在相对分子量为 $$M@X 处有外源蛋白表

达，与预期蛋白带一致。用 IE< 柱得到了纯化的 T>8G#NTE%!AX 融合蛋白。V+>9+.B -’&9 证实，表达产物具有良好的活性。IE<N
T>8G#NAX 组蛋白疫苗免疫的小鼠，其脾淋巴细胞刺激指数和脾淋巴细胞培养上清中"N干扰素的水平高于其它组（9 ] #^#O）。

血清单纯疱疹病毒N!AX 蛋白的抗体水平高于其它组（9 ] #^#O）。
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生殖器疱疹是由单纯疱疹病毒（!"#）感染生殖

器及肛门部位皮肤粘膜引起的一种常见性传播疾

病。生殖器疱疹预防困难，传染性强，复发率高，严

重影响患者生活质量。在防治 !"#$% 感染的方法

中，疫苗是免疫治疗的重要手段之一。由于单独采

用抗原治疗作用较弱，所以目前使用的疫苗主要通

过采用抗原载体分子或免疫佐剂，来增强其免疫激

活作用，特别是增强细胞免疫活性。结核杆菌热休

克蛋白 &’（!()&’）具有很强的抗原性，能够发挥类

似免疫佐剂的作用，可以作为一种抗原载体分子，诱

导产生细胞和体液免疫［*，%］。本研究构建并表达了

!"#% 型 +, 与结核杆菌 !()&’ 的融合蛋白，为研究

以 !()&’ 蛋白作为疫苗载体，+, 蛋白为靶点的疫苗

研究提供实验依据，并为其在临床的应用打下了基

础。

! 材料和方法

!"! 材料

重组质粒 )#-.$+, 及 ,!/!菌种由本实验室保

存。)01.$23$* 质粒由第四军医大学西京医院皮肤

科沈柱博士惠赠。结核杆菌 !4&56 由第四军医大

学西京医院皮肤科党育平博士惠赠。限制性内切

酶、32 连接酶及 378 ,9- 聚合酶均购自 37:757 公

司。山羊抗 +, 多抗购自 "-93- ;5<= 公司。!5>
标记兔抗山羊 ?+0 购自威佳公司。0"3 蛋白纯化柱

购自 ?@6ABCD+E@ 公司。"$干扰素（?F9$"）检测 1G ?"-
试剂盒购自晶美生物技术有限公司。2 H I 周龄雌

性 J-GJKL 小鼠，购自广州中医药大学动物实验中

心。

!"# 方法

!"#"! !()&’ 基因的克隆及原核表达载体的构建：

根据 0E@J7@M 中 结 核 杆 菌 !()&’ 基 因 设 计 针 对

!()&’ 基 因 全 长 引 物，上 游 引 物 的 序 列 为 /N
;00--33;0;;0;;3-;7B++LBL+B+L++BL+++-3；下 游 引

物 的 序 列 为 /N 0;;3;0-033;-;3300;;3;;;
00;;03;03;0，其 中 上 游 和 下 游 引 物 分 别 加 入

!"#5#和 $%##的酶切位点（画线部分）。取结核

杆菌 !4&56，加入裂解液，煮沸 /OA@，以此为模板进

行 >;5。>;5 产物和表达质粒 )01.$23$* 经相应的

酶切 后 可 以 黏 末 端 连 接，连 接 后 转 化 大 肠 杆 菌

,!/!，筛选 )01.$23$!()&’ 重组质粒阳性克隆并进

行酶切和测序鉴定。

!"#"# )01.$23$ !()&’$+, 重组质粒的构建：以上

游 引 物 /N ;000-3;;-0;-30+LLB+LL+L70;030;

3;;3-;-3$4 和 下 游 引 物 /$N ;00--33;00;;0-0
3;;3;00003;33 $4 从质粒 )#-.$+, 中扩增 +, 片

段基因。由于引物中分别引入了 &’(!#和!"#5#
酶切 位 点（划 线 部 分），故 >;5 产 物 和 表 达 质 粒

)01.$23$!()&’ 经相应的酶切后可以黏末端连接，

连接后转化大肠杆菌 ,!/!，筛选 )01.$23$!()&’$+,
重组质粒阳性克隆并进行酶切和测序鉴定。

!"#"$ )01.$23$!()&’$+, 重组质粒的表达：取鉴定

正确的 ,!/!K)01.$23$ !()&’$+, 重组菌和空载体

)01.$23$* 转化菌的单个菌落，接种于 %OG GJ 培养

基中，于 4&P培养过夜。次日按 * Q *’’ 分别接种于

%OG 新鲜 GJ 培养基中，于 4&P培养至 )I’’ 值为 ’RI
H *R’。加诱导剂 ?>30 至终浓度 *OODSKG，以 %/’
CKOA@于 4&P培养 4T。将诱导的重组菌和空载体转

化菌以 *% ’’’CKOA@ 离心 %OA@，收集菌体，加入 4’$G
去离子水及 4’$G % U 上样缓冲液，置沸水浴中 /OA@。

以 *%’’’CKOA@ 离 心 *OA@ 后，取 /$G 上 清 做 ","$
>-01，经考马斯亮蓝染色、脱色后观察结果。

!"#"% 表达产物的纯化：表达菌液以 I ’’’CKOA@ 离

心 *’OA@，收集菌体，用 %’OG >J" 洗涤 * 次，用 4’OG
裂解液（*’ OODSKG 3CA($;S、/’OODSKG 97;S、%OODSKG
1,3- 97%、*OGKG 3CABD@.$*’’ 及 ’R*OODSKG >V"F，

)! WR’）重悬菌体。在冰浴中用超声波破碎细菌后，

于 2P以 *’ ’’’CKOA@ 离心 *’OA@，收集上清和沉淀。

用 %’OG 裂解液洗涤沉淀 * 次，再以 *’OG 包涵体溶

解液（WODSKG 脲，含有 /OGKG 巯基乙醇）溶解沉淀。

取上清 *’$G 做 ","$>-01，经考马斯亮蓝染色、脱色

后观察结果。收集的上清用 ’R2/$O 针头滤器过

滤。采用 *’OG >J" 平衡 *OG 0"3C7) 柱，’R/OGKOA@。

将细菌裂解上清上样，’R/OGKOA@；采用 *’OG >J" 清

洗 0"3C7) 柱，’R/OGKOA@；洗脱缓冲液 洗 脱 结 合 蛋

白，分段收集，","$>-01 鉴定目的蛋白。

!"#"& 表达产物的 XE(BEC@ YSDB 检测：纯化蛋白经

电泳并转印到 >#,F 膜上，一抗为羊抗 !"#$% +, 蛋

白抗体，二抗为 !5> 标记的抗羊 ?+0 抗体，用 ,-J
显色。

!"#"’ 动物的免疫和"$干扰素的检测［4、2］：纯化的

0"3、0"3$+,、0"3$!()&’$+, 用 ’R%$O 滤器过滤，紫

外分光光度计测定蛋 白 含 量。用 >J" 调 整 0"3、

0"3$+,、0"3$!()&’$+, 各蛋白浓度至 ’R%$ODSKG。4I
只 J-GJKL 小鼠随机分为 I 组，每组 I 只：（*）>J" 组

（%）0"3 组，（4）0"3$+, 组，（2）0"3$!() 组，（/）0"3$
+, Z !() 组（I）0"3$!()&’$+, 组。于第 * 天、第 *’
天、第 %’ 天 分 别 在 小 鼠 胫 前 肌 肌 注 蛋 白 ’R*OG
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次!只。最后一次免疫后 "#$，无菌取各组小鼠脾细

胞，用 %&’( 培养液重悬分离的脾淋巴细胞至终浓度

为 ) * %(& !+,，分别取 %((!, 加入 -& 孔培养板，同时

加入 )(!, %&’( 配置的 %(!.!+, ./ 蛋白，培养 0"1
后，采用 )(( * . 离心 )+23，取上清，用 4,567 试剂盒

检测上清"8干扰素，具体方法按照试剂盒进行，置

95:;7/))( 型酶标仪测 !"’)(测值。

!"#"$ <6=8" ./ 血清 5.> 抗体的检测：小鼠于免疫

完成后 $"# 眼眶取血，4,567 法检测血清 5.> 水平。

单纯疱疹病毒#型 ./ 蛋白为包被抗原，一抗为免

疫小鼠血清，二抗为羊抗鼠 <;?85.>，显色，酶标仪

波长 ’)(3+ 测值。

!"#"% @AA 法检测小鼠脾细胞增殖：用 %&’( 培养

液重悬分离的脾淋巴细胞至终浓度为 ) * %(& !+,，分

别取 %((!, 加入 -& 孔培养板，同时加入 )(!, %&’(
配置 的 %(!.!+, ./ 蛋 白，培 养 0"1 后，加 入 @AA
"(!, 后 B0C温育 ’1，去上清，加入 %)(!, /@6: 振

荡 %(+23，酶标仪 ’-(3+ 测值，刺激指数（65）D 7 实

验孔!7 对照孔。

!"#"& 统计学处理：数据采用 6?66 软件进行统计

分析。结果以均数 E 标准差（!# E $）表示，组间比较

采用单因素方差分析，两组间比较用 ,6/ 法，% F
(G () 为有统计学意义。

# 结果

#"! 重组质粒的构建及鉴定

分别以结核杆菌 <B0;H 裂解液和 I=7J8./ 质

粒为模板，采用 <KI0( 基因引物和 ./ 片段基因引物

分别扩增出相应的目的片段。琼脂糖凝胶电泳显

示，?L; 产物 <KI0( 基因和 ./ 片段基因的大小分别

约为 "(((MI 和 &B(MI，同预期的大小一致。重组质

粒 I>4J8’A8<KI0(8./ 用 &’(<$!)*+;$、)*+;$!
,-+$和 &’(<$ N )*+;$!,-+$酶切的结果显

示，<KI0( 基因和 ./ 片段基因已正确插入载体中的

相应酶切位点（图 %）。测序结果表明，重组载体中

<KI0( 基因和 ./ 片段基因的序列与已知的序列相

符合，未发现突变的碱基。

#"# ’()$*+,- 融合蛋白的表达

表达产物的 6/68?7>4 结果显示，与空载体转

化的细菌诱导后蛋白的表达相比较，含重组载体的

细菌诱导后，在 @ 约为 %%#O/（包括 >6A 约 "&O/、./
片段约 "%O/、<KI0( 约 0%O/）处出现新的蛋白带。

而转入空载体的细菌在 "&O/（>6A）处出现新的蛋白

带（图 "）。

图 % 重组质粒 I>4J8’)8<KI0(8./ 酶切电泳图

P2.Q% A1R SRKTS2UT2HR R3$V3WUXRYKR $2.RKT2V3 Y3YXZK2K V[
SRUV+M23Y3T HRUTVS I>4J8’)8<KI0(8./

%：I>4J8’A8<KI0(8./ $2.RKTR$ \2T1 )*+;$ ] ,-+$；"：I>4J8’A8

<KI0(8./ $2.RKTR$ \2T1 &’(<$ ] )*+;$；B：I>4J8’A8<KI0(8./

$2.RKTR$ \2T1 &’(<$ ] )*+;$ ] ,-+$；@：/,"((( @YSORS Q

图 " 表达蛋白的 6/68?7>4 分析

P2.Q" 73YXZK2K V[ R^ISRKKR$ ISVTR23 MZ 6/68?7>4
%：4^ISRKK2V3 V[ SRUV+M23Y3T HRUTVS I>4J8’A8<KI0(8>$ 23 MYUTRS2Y Y[TRS

23$WUT2V3；"：4^ISRKK2V3 V[ SRUV+M23Y3T HRUTVS I>4J8’A8<KI0(8>$ 23

MYUTRS2Y 3VT 23$WUT2V3；B：?SVTR23 +YSORS；’：4^ISRKK2V3 V[ HRUTVS I>4J8

’A 23 MYUTRS2Y Y[TRS 23$WUT2V3Q

#". 融合蛋白的纯化

常规条件下诱导表达的 <KI0(、./ 融合蛋白的

大部分为不可溶蛋白，以包涵体形式存在。经分离

纯化后得到了分子量约 %%#O/ 的目的蛋白（图 B）。

#"/ 融合蛋白的 01(2134 5672 分析

纯化蛋白经电泳并转印到 ?=/P 膜上，一抗为

羊抗 <6=8" ./ 蛋白抗体，二抗为 <;? 标记的抗羊

5.> 抗体，/79 显色后在 @S 为 %%#O/ 处出现一着色

条带，其它部位不显色（图 ’）。表明表达的融合蛋

白活性良好。

#"8 !+干扰素的检测

脾淋巴细胞与 ./ 蛋白混合培养，脾淋巴细胞

中具有 ./ 蛋白特异性的 A 细胞能够被活化，释放

&%- .-/01$1 2+340’5 +6 &/+71*-0+5+89 生物工程学报 "((&，=VXG""，_VG&



图 ! 纯化蛋白的 "#"$%&’(
)*+,! &-./01*1 23 456*3*78 46297*- :0 "#"$%&’(

;：46297*- <.6=76；>：456*3*78,

图 ? 纯化蛋白的 @71976- :/29
)*+, ? &-./01*1 23 456*3*78 46297*- :0 @71976- :/29

;：456*3*78 46297*-；>：46297*- <.6=76 ,

!$干扰素到培养上清中。!$干扰素的检测结果表

明，’"A$B14CD$+# 组蛋白疫苗免疫的小鼠，其脾淋巴

细胞与 +# 蛋白混合培养上清中!$干扰素的水平高

于其它组（! E DFDG），结果见图 G。

图 G 免疫小鼠!$干扰素的测定

)*+,G #797H9*2- 23!$I)J 23 <*H7 .3976 *<<5-*K.9*2-

!"# $%&’! () 血清 *(+ 抗体检测结果

为观察免疫小鼠血清中是否有针对 B"L$> +#
蛋白的抗体，我们用单纯疱疹病毒"型 +# 蛋白为

包被抗原，小鼠血清为一抗，羊抗鼠 BM%$I+’ 为二

抗，(NI"& 法测定血清抗体。结果显示，+# 组、+# O
B14CD 组和 B14CD$+# 组血清特异性抗体测值高于

%P" 组，差异有显著性（! E DFDG）；B14CD$+# 组血清

特异性抗体测值高于 +# O B14CD 组、+# 组，差异有

显著性（! E DFDG）。这表明，+# 蛋白免疫小鼠后可

产生特异性抗体，B14CD$+# 融合蛋白比 +# O B14CD、

+# 有更强的刺激小鼠产生针对特异性抗体的能力，

结果见图 Q。

图 Q 免疫小鼠血清 I+’ 抗体的测定

)*+, Q #797H9*2- 23 .-9*$B"L$>+# I+’ .-9*:280 *- 1765<
.3976 *<<5-*K.9*2-

!", 小鼠脾细胞增殖刺激指数测定结果

淋巴细胞的增殖能力是细胞免疫应答的一个重

要指标。结果显示，+# 组、+# O B14CD 组和 B14CD$
+# 组脾细胞增殖刺激指数高于 %P" 组，差异有显著

性（! E DFDG）；B14CD$+# 组脾细胞增殖刺激指数高

于 +# O B14CD 组、+# 组，差异有显著性（! E DFDG）。

这表明从淋巴细胞的体外增殖能力来看，+#、+# O
B14CD、B14CD$+# 蛋白免疫小鼠后可产生细胞免疫应

答，B14CD$+# 融合蛋白比 +# O B14CD、+# 有更强的

刺激小鼠产生细胞免疫应答的能力。这一结果与脾

细胞体外分泌 I)J$!的水平相一致，结果见图 C。

图 C 免疫小鼠脾细胞增殖的测定

)*+, C #797H9*2- 23 19*<5/.9*2- *-87R71 23 14/77- /0<4S2H0971
.3976 *<<5-*K.9*2-

C;T樊建勇等：单纯疱疹病毒 >+#$B14CD 融合蛋白基因的构建及表达



! 讨论

在防治 !"#$% 感染的方法中，疫苗是免疫治疗

的重要手段之一。!"# 病毒蛋白中被普遍认为有免

疫原性并能诱发保护性作用的是 &’、&( 糖蛋白，用

基因工程方法将特异性糖蛋白编码基因克隆入表达

载体表达，即可获得蛋白疫苗。试验证实蛋白疫苗

能诱发机体产生中和抗体，不同程度地减低被病毒

感染后的发病率和致死率［)、*］。以 +,)- 代替铝佐

剂为免疫增强剂后，在动物和人体试验中抗体水平

明显升高。+./0 ’12134 等用 !"# 的 &(、&’ 重组蛋

白疫苗并以 +,)- 为佐剂在人体中进行了安全性免

疫原性试验。结果表明，此疫苗可以在人体中产生

与 !"# 自然感染相等或更强的体液免疫和细胞免

疫［5］。

!424 是一类在生物进化过程中高度保守、广泛

存在于原核及真核生物的蛋白质。!424 能结合细

胞内的其它蛋白质，介导其它蛋白质的折叠、装配、

定标和转位；参与蛋白质水解，防止蛋白质聚集，

在维持细胞正常结构和功能中起着重要的作用。近

年来，!424 在疫苗研究领域也受到了重视。研究表

明，!4256 蛋白可以作为一种蛋白载体分子，将抗原

蛋白与 !4256 进行共价或非共价的连接，诱导产生

抗原特异性的 7 细胞免疫反应。在 !8#$9 2%: 与

!4256 的融合蛋白的研究中表明，!4256 能够增强

!8#$9 2%: 的免疫原性，激活机体的细胞和体液免疫

反应。!4256 诱导产生 7 细胞免疫，融合蛋白必须

通过受体介导的入胞作用，融合蛋白进入细胞后，依

赖与 !4256 的分子伴侣作用，促进与其融合的抗原

的降解，使其形成的多肽顺利进入 +!;$8 类分子途

径［<、-］。

在以往的实验中，我们利用软件对 !"#$% &’ 蛋

白的氨基酸序列做了分析，预测其抗原表位并克隆

了该片段。在本实验中，我们构建了 !"#$% &’ 片段

和 !4256 融合基因原核表达质粒，通过诱导表达，分

离纯化，制备了 !"#$% &’ 片段和 !4256 融合蛋白。

融合蛋白免疫小鼠后，可以刺激血清单纯疱疹病毒$
%&’ 蛋白抗体的产生、诱导脾淋巴细胞增殖及分泌

8,=$!，脾淋巴细胞刺激指数及其分泌 8,=$!水平、

血清单纯疱疹病毒$%&’ 蛋白抗体产生水平升高方

面均显著高于 &’ > !4256 组、&’ 组，差异有显著性。

活化的辅助性 7 淋巴细胞按其功能和分泌细胞因

子的不同至少可以分为两群：7?9 和 7?%。7?9 细胞

可以分泌!$8,= 而不分泌 8@$:，主要介导细胞免疫

应答；7?% 细胞可以分泌 8@$: 而不分泌!$8,=，主要

介导体液免疫应答，通常以这两种细胞因子作为鉴

别 7?9 和 7?% 的标志。本研究结果提示，我们表达

的 !"#$% &’ 片段和 !4256 融合蛋白可以刺激小鼠

产生有效的细胞免疫和体液免疫应答，为研究以

!4256 作为疫苗载体，!"#$%&’ 为靶点的疫苗提供

实验依据，并为其在临床的应用打下了基础。
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