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幽门螺杆菌双价亚单位分子内佐剂疫苗的构建表达与纯化

张卫军，郭) 刚，刘开云，解庆华，邹全明) ) （第三军医大学医学检验系临床微生物学及免疫学教研室，重庆市生物制药工
程技术研究中心，重庆 %"""*’）

) ) 摘) 要：目的) 克隆表达幽门螺杆菌外膜蛋白烷基过氧化氢还原酶 +,-.、/012%!% 功能片段基因，与大肠杆菌不耐热
肠毒素 2亚单位构建融合基因 +,-.#/012%!%#342（+/3）。方法) 采用重叠延伸 5.6的方法，以 7,-.做为融合蛋白前端，与
8012%!% 功能片段及黏膜佐剂 342依次串联，在片段间引入 $ 个氨基酸的柔性 9:;<10 ====>进行连接；将融合基因构建在
原核表达载体 -?@#&&A（ B）中，经酶切及测序鉴定后转化宿主菌 !" #$%& 29&!（C?*），D5@= 诱导表达融合蛋白 +,-.#
8012%!%#342（789）。融合蛋白经 7E@7#1F-3G01 纯化仪纯化融合蛋白。结果) 5.6扩增出 ! *$" A-的目的基因片段 +/3，
工程菌 -?@&&A#+/3 H 29&! 经 D5@=诱导后，>C>#57=?显示有新生的蛋白表达条带，相对分子质量约为 $" I !"*，与预期值

一致，目的蛋白约占菌体总蛋白的 &’J (K，重组蛋白用 L:& B #L@7树脂提纯。纯化后的蛋白质经 >C>#57=?分析可见单一
条带，图像软件分析表明纯度可达 ’$K以上。M1N410; A3G4显示重组蛋白质具有良好的免疫反应性。结论) 成功构建、表
达融合蛋白 0789，纯化后的融合蛋白保持各亚单位组分及佐剂的独立免疫反应性。
) ) 关键词：幽门螺杆菌；不耐热肠毒素 2亚单位；融合蛋白
) ) 中图法分类号：6*(’；6*O&#**；6*O&J () ) ) 文献标识码：7
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) ) 幽门螺杆菌（/+%&#$,-#.+* ()%$*&，Q-）在全球范围内
流行，是引起人类慢性活动性胃炎、消化性溃疡的重要

致病因子，并与胃腺癌和胃淋巴瘤的发生密切相

关［!］。现行推荐的根除 Q-感染的治疗方案存在耐药

) ) 基金项目：国家“十五”重大科技专项课题（&""*77&P*.b%）
) ) ) ) ) ) >/--G041\ AU 4,1 E1U 61N1+0Z, 50GR1Z4 GY 4,1“@1;4, ]:^1#c1+0 53+;”

GY 597（&""*77&P*.b%）
) ) 作者简介：张卫军，男，江苏省泰县人，硕士，高级实验师，主要从事生物制药方面

的研究。电话：（"&*）b’($*$O!；?#X+:3：‘Ra,+;TdX+:3J 4XX/J ZGXJ Z;
) ) 通信作者：邹全明，电话：（"&*）b’($&*!b
) ) 收稿日期：&""(#!&#"%；修回日期：&""’#"!#!O

菌株增加和药费昂贵等不可避免的问题。因此，疫苗

的研制已成为全球 Q-研究的热点。
) ) 外膜蛋白具有良好的免疫原性，不仅可以刺激体
液免疫，而且对细胞免疫亦有刺激作用，并且还可以通

过遗传工程技术大量表达，因此，外膜蛋白具有良好的

免疫保护作用和应用前景。7,-. 是一种重要的抗氧
化酶，预防 Q- 在氧冲击下带来的损伤［&］。在炎性作
用因子中，氧化应激是造成胃部炎症的重要致病因子。

尿素酶对 Q- 在胃内的寄生和致病都起重要作用，是
定植因子又是毒力因子，是 Q- 疫苗研究中一种重要
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的蛋白质。但相对分子质量为 !! " #$%左右，不利于表

达和纯化。我室在前期研究中，利用生物信息学方法确

定了以尿素酶第 &’# 位氨基酸到 %() 位氨基酸代替尿
素酶全长片段，该片段包含已确定的尿素酶活性相关抗

原位点，并命名这 #%(个氨基酸的功能片段为 *+,-.#.。
该片段在大肠杆菌中表达纯化后，经动物实验证实：能

够刺激机体产生中和尿素酶活性的抗体［%］。

/ / 本研究拟对 01 外膜蛋白 2314 和 *+,-.#. 功能
片段基因进行克隆表达，在此基础上，将这两个外膜基

因与黏膜佐剂5大肠杆菌不耐热肠毒素 - 亚单位
（67-）构建融合基因。通过不同表达系统得到多亚单
位的融合蛋白，为筛选有效的抗 01 感染的疫苗抗原
奠定基础。

!" 材料与方法

#8 #/ 细菌和质粒
/ / 01临床分离菌株 )($!、!" #$%& 90’! 及 -6&#（9:%）本室
保存，质粒 1:;&&<（ = ）购自 >?@AB,C 公司，1:;##4（ = ）5
D+,-.#.5E7-质粒由本室构建保存。
#8 &/ 工具酶及主要试剂
/ / ’()"、*+$"、!, -./ 9>2聚合酶购自大连 ;AFAGA公司，
;. 9>2连接酶购自上海生物工程技术服务有限公司，基因组
9>2提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司，质粒抽提试
剂盒、HIG纯化试剂盒购自 JK:L2公司，0GH标记羊抗兔 MBL购
自武汉博士德生物工程有限公司，兔抗 231I血清、兔抗 *+,-.#.
血清、兔抗 E7-血清为本室制备，其他试剂为国产分析纯。
#8 %/ 重组工程菌的构建及核苷酸序列分析
#8 %8 #/ 引物及 HIG/ / 按天根生物离心柱型细菌基因组 9>2
抽提试剂盒"说明进行 01 临床分离株 )($! 基因组抽提。根
据 L,C-ACN公布的 01基因序列，用软件 1+OPO,+ ’8 $ 设计引物。
A31I上游引物 H# 的 ’Q端引入 ’()"酶切位点，保留起始密码
子 2;L，下游引物 H& 的 ’Q端为 ’ 个氨基酸连接肽的编码序列，
去除了终止密码子（;2L）。引物序列如下：H#：’Q5ILI2;2;5
L;;2L;;2I2222I;;LII5%Q ；H&：’Q5L;L;ILI;2II;IILI5
I;II22LI;;22;LL22;5%Q；D+,-.#.5E7-上游引物 H% 的 ’Q端
插入 ’ 个氨基酸连接肽的编码序列与 A31I 下游引物 H& 的 ’Q
端的前 &$ 个碱基反向互补的序列，为重叠引物互补序列；下游
引物 H.的 ’Q端引入 *+$"酶切位点。引物序列如下：H%：’Q5
LL2LLILL;LL;2LIL2I2I;;;L22;L22LIILL;5%Q；H.：’Q5
I;IL2LL;;;;II2;2I;L2;;LIILI5%Q；引物由北京赛百盛基
因技术有限公司合成。以 01 临床分离株 )($! 基因和重组质
粒 1:;##4（ =）5D+,-.#.5E7- 为模板，按照 ).R预变性 ’ POC，
). R变性 !$ S，!$ R退火 !$ S，T&R 延伸 !$ S，%$ 个循环，T&R
延伸 #$ POC进行 HIG。分别扩增 A31I 和 D+,-.#.5E7-，反应产
物于 #$ B U 6的琼脂糖凝胶电泳。
#8 %8 &/ 重叠延伸 HIG 扩增 A31I5D+,-.#.5E7-融合基因/ / 分
别纯化含接头序列的 A31I和 D+,-.#.5E7-基因，以回收产物为
模板，以 A31I的上游引物 H# 和 D+,-.#.5E7- 的下游引物 H. 为
一对引物，进行重叠延伸反应，获得含接头序列的 A31I5
D+,-.#.5E7-（ADE）融合基因片段。反应产物于 #$ B U 6的琼脂糖

凝胶进行电泳。

#8 %8 %/ 1:;&&<（ =）5ADE表达质粒的构建及鉴定/ / 融合基因
片段 A31I5D+,-.#.5E7-和 1:;&&<（ =）分别用 ’()"、*+$"双
酶切，将 A31I5D+,-.#.5E7- 连接并插入原核表达载体 1:;&&<
（ =）中，转化大肠杆菌 !" #$%& -6&#（9:%），获得重组工程菌。
酶切鉴定正确的质粒并送上海英骏生物技术有限公司进行重

组质粒的目的基因核苷酸序列测定。

#8 ./ 融合表达产物的诱导表达及 V,S7,+C <E?7分析
/ / 挑取阳性重组菌接种于含终浓度为 #$$ PB U 6 氨苄青霉素
6-液体培养基中，%TR 摇床培养至 0（!$$）为 $8 !，加入终浓
度为 $8 ’ PP?E U 6 MH;L，在诱导培养后 # W ! 3分别收集菌体进
行 X9X5H2L: 电泳，检测目的蛋白的表达情况。同时进行
V,S7,+C <E?7检测。
#8 ’/ 重组融合蛋白的纯化
/ / 将诱导表达的菌液以 #& $$$ " 1离心收集菌体，再以 #Y #$
的比例混悬于裂解缓冲液中，超声破菌后，将 #& $$$ " 1离心沉
淀重悬于含 #Z ;+O7?C[5#$$ 的 ;:缓冲液中（10 \ (8 $），. R搅
拌 %$ POC。再分别用含 # P?E U 6尿素和 & P?E U 6 尿素的 ;: 缓
冲液洗涤，洗涤后的产物用含 ( P?E U 6尿素的 ;:缓冲液（10 \
(8 $）于 .R过夜搅拌溶解，用 ] X,13A+?S, 0OB3 H,+^?+PAC4, 阴
离子交换柱进行纯化。去离子水冲洗层析柱后，以缓冲液 2
（#$ P?E U 6 ;+OS50IE 10 \ (8 $）平衡层析柱，上样，流速
# PE U POC，使样品与 ] X,13A+?S, 0OB3 H,+^?+PAC4, 阴离子交换
柱充分结合，以缓冲液 -（#$ P?E U 6 ;+OS50IE，# P?E U 6 >AIE 10
\ (8 $）洗脱不同结合力的蛋白收集到不同的收集管中，采用
X9X5H2L:电泳分析不同收集管中洗脱的目的蛋白的量，用
*_H凝胶成像系统分析蛋白的相对纯度。
#8 !/ LK#5:6MX2检测 +2*6与神经节苷脂的结合
/ / 按文献［.］进行。
#8 T/ 统计学处理
/ / 实验数据以 !, ‘ 2表示，XHXX #$8 $ 行多因素方差分析。

#" 结果

&8 #/ HIG扩增
/ / A31I、D+,-.#.5E7- HIG扩增产物分别位于 !$$ W T$$ <1 之
间，与理论（分别为 ’).、T&% <1）相符。A31I5D+,-.#.5E7- 融合
基因的 HIG扩增产物位于 # %$$ W # .$$ <1 之间，其大小为
# %’$ <1，该片段大小与理论值相符。见图 #。
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#：ADE融合基因 HIG产物扩增结果；&：9>2分子量标准
图 !" 重叠延伸获得融合基因

((’# / / / / / / / / / / / 第 / 三 / 军 / 医 / 大 / 学 / 学 / 报 / / / / / / / / / / / / 第 %$卷



第 !" 期# 张卫军，等$幽门螺杆菌双价亚单位分子内佐剂疫苗的构建表达与纯化#

%$ %# 重组表达质粒 &’(%%)（ *）+,-&.+/012+342 的鉴
定及序列分析

# # 构建的重组质粒表达质粒 &’(%%)（ *）+,-&.+/012+342，进
行 !"#!、$%&!双酶切鉴定，获得了 ! 567 )& 片段大小的融合
基因片段，见图 %。目的基因测序结果表明：插入的基因片段为
,-&.+/012+342融合基因片段，与 8192,9: 报道的相比较，基因
序列和氨基酸序列一致性为 ;;<，说明重组表达质粒 &’(%%)
（ *）+,-&.+/012+342构建成功。
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!：重组质粒 &’(%%)+=>?经 !’&!、$%&!酶切结果；%：@A=分子量标准
图 !" 重组质粒 #$%!!&’()*酶切鉴定

%$ 5 # 融合蛋白 =-&.+>012B!B+342 在大肠杆菌 2?%!
（@’5）中的诱导表达结果

# # CD(8 诱导重组工程菌 &’(%%)（ *）+=>? E 2?%!，从 F@F+
D=8’电泳图上可以看到，与空质粒菌相比，重组工程菌在 BB$ 5
G!75和 HH$ B G!75之间出现新的蛋白表达条带，且表达量随诱导

时间的延长而增加，诱导表达的目的蛋白经 >ID凝胶成像系统
扫描分析，目的蛋白分别约占总蛋白的 %J$ "<。见图 5。
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!：&’(+%%)（ *）E 2?%! 空载体经 CD(8 诱导 H -；%：&’(%%)+=>? E
2?%! 重组工程菌经 CD(8诱导 H -；5 K "：&’(%%)+=>? E 2?%! 重组
工程菌分别经 CD(8 诱导 7、!、%、5、B -；J：蛋白分子量标准

图 +" ,-,’.(/$检测 0()*蛋白表达

%$ B# 表达产物的 L1M4109 )3N4分析
# # 重组工程菌 &’(%%)（ *）+=>? E 2?%! 表达产物分别与兔抗
=-&.血清、兔抗 >012B!B 血清、兔抗 342 血清进行 L1M4109 )3N4
分析，在 67 G !75附近均出现一明显褐色沉淀，各抗血清组均能

与融合蛋白反应，表明融合后的蛋白各组份保持其原有的免疫

反应性。见图 B。

%$ 6# 重组融合蛋白 =-&.+>012B!B+342纯化结果
# # 利用超声波裂解诱导后工程菌 &’(%%)+=>? E 2?%!（@’5），
收集细菌的超声沉淀，经初步洗涤纯化获得重组融合蛋白 =-+
&.+>012B!B+342的包含体。以含 J ON3 E ? 尿素的缓冲液溶解包

涵体蛋白，采用 P F1&-,0NM1 QRS- D10TN0O,9U1 层析柱进行纯化。
经 F@F+D=8’电泳分析（图 6），纯化的目的蛋白经 >ID凝胶成
像系统分析，纯度达 J6<。
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& $ ( *
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!：蛋白分子量标准；%：兔抗 =-&. 血清；5：兔抗 >012B!B 血清；
B：兔抗 342血清

图 1" 0()*的2345306 &785分析

! " # $ % & ’ (

!)’*"+!,#

!&&*$+!,#

!$$*#+!,#

!")*,+!,#

!",*!+!,#

!!$*#+!,#

!：包含体；% K B：0=>? 融合蛋白阴离子层析流穿样品；6 K "：
0=>?融合蛋白阴离子层析洗脱样品；J：蛋白分子量标准
图 9" 阴离子交换柱层析纯化 0()*的 ,-,’.(/$结果

%$ H# 8V!+’?CF=结果分析
# # 融合蛋白 0=>? 的 8V!+’?CF= 测定结果如图 H 所示。
0=>?孔 (（H77）值平均 W 7$ J，判读为阳性；0=-&.孔 (（H77）值
平均 X 7$ %，判读为阴性。统计分析表明，0=>?、0342 与 0=-&.
及空白对照相比，差异极显著（) X 7$ 7!）。结果证实重组融合
蛋白 0=>?中 342组分具有与 8V! 神经节苷脂结合的能力。

+" 讨论

# # 目前在抗 Q& 疫苗的研制中，已选用了大量候选
抗原进行了研究。但事实上只有细菌的表面抗原才能

与机体的免疫系统接触并刺激保护反应，因此，抗原筛

选的第一步工作应集中在细菌的外膜蛋白上［6］。细

菌外膜蛋白不仅参与细菌代谢物质的运输、维持细菌

的形态及调节细菌有关物质的合成，而且具有免疫原

性，同时外膜蛋白也是重要的致病因子［H］。Q& 外膜
蛋白质是激发免疫反应的主要成分，可诱导强大的菌

株特异性免疫反应，作为潜在的靶标在保护性免疫中

有着十分重要的意义［"］。

# # 一种抗原免疫很难在人体诱导出足够的保护性免
疫，多种抗原组合似乎能引起更有效地保护性免疫。

有文献报道，应用单个幽门螺杆菌抗原免疫，如尿素

酶、热休克蛋白、细胞毒素和鞭毛蛋白等，保护率为

57< K;7<。要获得更高的保护率或治愈率，疫苗应
包含多种抗原。本实验采用重叠延伸 D.Y 的方法将

;J6!



!"两个外膜蛋白基因进行融合，并将两种蛋白间用富
含疏水性氨基酸的接头连接，设计了编码 # 个疏水性
和低电荷效应的氨基酸的序列 $%& $%& $%& $%& ’()
（$$$$’）作为接头，尽可能保证蛋白质折叠成天然三
维结构，使各个蛋白能够较大程度地保持其原有的生

物活性，以适合与各自的受体结合点相互作用，经

*(+,()- .%/,分析证实融合后的蛋白保持其原有的免
疫反应性。重组融合蛋白采用 0 ’("12)/+( !341 5()6
7/)82-9( 阴离子交换层析柱进行纯化，纯度可达 :#;
以上，符合作为疫苗抗原的要求，同时融合蛋白的表达

纯化方法简单，具有双功能的融合蛋白分子，可发挥多

重免疫效应。

< < 在实验中还引入分子内佐剂的设计，=,> 做为免
疫佐剂用于免疫预防和治疗的研究已有不少报道，本

实验将 !"的融合基因与大肠杆菌不耐热肠毒素 =,>
融合，通过 ?=@’A分析证实重组抗原中的 =,> 组分保
留了佐剂活性和反应原性，为下一步的重组蛋白的免

疫保护性研究以及 !"基因工程疫苗的研制奠定了实

验基础。
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个案与短篇 文章编号：BGGG6#SGS（FGG:）BR6B#IG6GB

金属所致系统性接触性皮炎 !" 例临床分析

杨卫兵，李< 欣，张< 栋，李丽君< < （解放军第 B:B 医院皮肤科，广西 桂林 #SBGGF）

< < 系统性接触性皮炎（ +&+,(839 9/-,29, P()82,3,3+，’LU）是指
在个体已致敏状况下，通过口服、皮肤穿透或吸入抗原（半抗

原）进入机体达到皮肤，从而引起皮肤所发生的炎症性疾病［B］。

引起 ’LU的病因很多［B J H］，包括药物、调味品、金属、染发剂等。

本科收集了皮肤性病门诊 FGG# 年 K 月至 FGGK 年 K 月资料完整
的 ’LU病例，现将结果报告如下。

"# 临床资料

BC B< 诊断标准
< < 临床表现应同时包括［B］：!H 个月以上的慢性复发病程；

"金属直接接触部位有皮疹表现；#远隔部位（非金属直接接
触部位）同时出现 F 处以上皮疹。变应原检查应满足以下要
求：皮肤金属斑贴试验或生物共振仪（百康）变应原检测阳性。

金属斑贴试验是诊断本病的金标准，但可供检测变应原种类

少，因此，对部分临床表现典型，而金属斑贴试验结果阴性的患

者，我们进行了生物共振仪（百康）变应原检测。生物共振仪应

用生物物理学的原理检测变应原所产生的共振波，该方法检测

< < 作者简介：杨卫兵，男，湖南省冷水江市人，博士，副主任医师，主要从事皮肤

变态反应和皮肤病理方面的研究。电话：（GRRH）FG:BKR:

< < 收稿日期：FGGR6BG6BK；修回日期：FGG:6GF6FF

范围广，但对其结果目前存在争议，因此为了保证诊断的准确

性，对于生物共振仪检测的患者，如果检测结果与临床表现（金

属接触部位有皮疹表现）不符合，或其结果与斑贴试验不符合，

则予以剔除。

BC F< 一般资料
< < 收集了本院皮肤性病门诊 FGG# 年 K 月至 FGGK年 K 月资料
完整的病例。符合以上诊断标准者共 :B 例，其中男性 HF 例，
女性 SI 例。年龄 BH V RK 岁（平均 FHC F 岁）。病程为 H 个月至
BB 年（平均 FC : 年）。首诊者 B: 例，其他 KH 例均在我院或其他
医院诊断为“湿疹”（HH 例）、“泛发性神经性皮炎”（BR 例）、“日
光性皮炎”（R 例）、“过敏性皮炎”（K 例）等。

$# 结果

FC B< 主要临床表现
< < 本组 :B 例患者的临床表现分为两种类型：泛发性斑丘疹
水疱型（K# 例）、屈侧皮炎型（BK 例），均伴有明显的瘙痒。RH
例（IGC BF;）皮疹表现具有明显的季节性（炎热季节发生，寒冷
季节好转或消退）；另有 : 例（IC ::;）表现为全年发病。此外
RB 例（:RC K#;）患者具有脐周皮疹，另外 BG 例（BFC H#;）患者

在其他金属饰品接触部位（如手腕为手表接触部位、耳垂为金
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