
!! 卷 "期
#$$!年 %#月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,+-.+/

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

基金项目：国家“123项目”（#$$%456%$$$%）
"通讯作者。7+(：8"9%$9"#66!#!2；:9-;<(：=’><+?@ AB?) ,’-) ,?
作者简介：阿丽娅（%122 C），女（蒙古族），呼和浩特市人，硕士研究生，研究方向为分子病毒学。:9-;<(：;(<D;9-’?E’(<;@ D;F’’) ,’-) ,?
收稿日期：#$$!9$39$3，修回日期：#$$!9$89%8

人热休克蛋白 !"#$基因的克隆及其在大肠杆菌中的表达与纯化
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摘 要：热休克蛋白 E=1"是热休克蛋白 1$家族成员，能够引起非特异性和特异性免疫反应。得到大量高纯度的蛋
白质是研究开发 E=1"的关键。然而重组的 E=1"容易在 ! ) "#$% 中降解，并在一定条件下形成多聚体。实验先将人
E=1"基因克隆到 =:793$;载体上并在 ! ) "#$% 5(A>;/中表达，再经过亲和层析、阴离子交换、分子筛分别纯化 E=1"。最
终去掉了大部分的降解片段和多聚体，得到一定量的可溶性 E=1"，为进一步研究其结构和功能打下一定的基础。
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热休克蛋白（I+;> AF’,J =/’>+<?，IKL）是一类高度保守且
广泛存在于原核及真核生物中的蛋白质［%］。根据其分子量

大小和结构主要分成 IKL1$、IKL2$等近似 %$个家族。M=1"
是 IKL1$家族中的重要成员，在正常组织和肿瘤中均有广泛
表达，主要定位于内质网腔（:?N’=(;A-<, /+><,B(B-，:O）。正常
情况下 E=1" 在细胞中呈低水平表达，但热休克、葡萄糖缺
乏、细菌和病毒感染等均可诱导其表达增加。PQ09!和 PQ09"
也可在转录水平上调 E=1" 的表达［#］。M=1" 作为分子伴侣，
可阻止蛋白质聚集，协助蛋白质折叠、伸展、组装和转运，抑

制错折叠蛋白质的分泌［3］。M=1"的肿瘤免疫原性是 K/<R;A9
>;R;于 %18"年在小鼠肿瘤移植实验中寻找不同个体特异性
肿瘤抗原时，偶然发现的［!］。近年来的研究发现，IKL本身
没有抗原性，抗原性由结合的短肽所决定，IKL将结合的短
肽呈递给#类 SI4分子，激活特异性和记忆性 7细胞，引发
机体细胞免疫反应［6］。M=1"还可以活化树突细胞（*+?N/<><,
,+((，*4）促进 SI4 #类和 SI4 $类分子以及共刺激因子的
表达，从而提高天然免疫反应［"］。

目前 E=1"主要作为自体疫苗应用于恶性肿瘤治疗，即
从患者的肿瘤组织或病毒感染的组织中提取 E=1"作为疫苗
注射给患者本人。然而提取的 E=1" 往往不能满足临床需
求，对于大多数传染性疾病因无法得到患者病变组织而不能

进行治疗。并且由于给每个患者使用的疫苗不一样，所以难

以形成通用的产品。若要在体外重组 E=1"和抗原肽复合物
并研究其功能，必须首先得到大量高纯度的 E=1"蛋白。文
献报道在大肠杆菌中表达的重组 E=1" 不稳定且易聚合沉
淀［2，8］。为提高蛋白纯度，本实验在大肠杆菌中表达纯化人

的全长 E=1"，尝试应用亲和层析、阴离子交换、分子筛对蛋白
进行纯化，得到一定量的可溶性目的蛋白。

% 材料和方法

%&% 菌株和质粒
已从中国肝癌患者细胞中克隆了人热休克蛋白（FA=）

E=1"（M(D,’=/’>+<? 1"）,*0H，M+?5;?J收录号为 HT$!$##"，采
用 0’R;E+? 公司的 =:793$;质粒与 E=1"构建重组子。大肠杆
菌（!&"’()%"’%* "#$%）克隆菌株 *I6!和表达菌株 5(A>;/均由中
国科学院微生物研究所分子病毒室保存。

%&’ 主要试剂和仪器

*0H连接试剂盒、L4O所需试剂及各种酶均购自 7;U;O;
公司；0<907H I<A95<?N O+A<?A 购自 0’R;E+? 公司，5<’9OH*公
司的转膜仪，LF;/-;,<; 公司的 KB=+/N+V#$$ 层析柱和 HU7H
操作系统。

%() 重组子的克隆

%()(% 引物设计：根据 M+?5;?J提供序列得到人热休克蛋白

E=1" 基因全序列，设计上游引物：6W97HMMH744MH4MH79
MHHM77MH7M7M93W（含 +*,I#酶切位点）；下游引物：6W9
MM474MHM77H4HH774H7477777493W（含 -’##酶切位点）。

%()(’ 全长 E=1"基因的克隆：同时用 +*,I#和 -’##两种
酶酶切 L4O产物和 =:793$;质粒，然后胶上回收 =:793$;质
粒大片段与胶上回收纯化的全长 E=1"基因连接过夜，转化
到 ! ) "#$% *I6!中，在 X5固体培养皿上涂平板，挑单菌落，酶
切鉴定后，选出阳性克隆，测序结果正确。

%(* 全长 !"#$的表达
把构建好的重组子转化到大肠杆菌 5(A>;/中，X5固体培

养皿上挑单菌落，接种到 X5 液体培养基中摇菌 %# Y %"F
（6$%EZ-X 的 U;?）32[以 $\%]接菌量扩大培养 3 Y !F，

$\6--’(ZX PL7M诱导，继续摇菌，至菌液 ./""$达到 $\8，取少



量样品离心收集菌体，!"#的 $%$&’()*检测目的片段。
!"# $%&’的纯化
!"#"! 菌体裂解：将 +’,)诱导后的菌液离心，收集菌体，溶
于缓冲液!（-"../012磷酸钠 34567，8"../012 9:;0，!../012
苯唑咪啶，!"""<1.2溶菌酶）中，=>搅拌 !?，反复冻融几次，
超生破碎 - @ A次，再次离心后上清加 B"#硫酸氨沉淀目的
蛋白，过夜，-""""<离心 -".CD，沉淀溶于缓冲液#（-"../012
磷酸钠 34567，8""../012 9:;0，-"../012咪唑，!../012苯唑
咪啶）中，再次离心，取上清用金属螯和层析纯化 4CE&F:<融合
的 <3GB，初步洗脱部分杂蛋白［G］。
!"#"( <3GB的离子交换亲和层析：用 =倍柱体积的缓冲液 (
（-"../012 ,HCE&4;0 3456=，-""../012 9:;0，!../012 *%,(，
"6"!#9:9A）冲洗 ;/D(&$I3?:H/EI 柱，平衡后将上步得到的

<3GB样品上样，再用 A 倍柱体积的缓冲液 ( 洗脱 $J3IHKIL
)8" 柱中的蛋白，收集产物，缓冲液 (平衡 ’MNM$ -"O* 柱，
收集物上样直至 -7"D.的吸收值稳定，以 -"" @ !"""../012
9:;0梯度洗脱，分步收集，!"#的 $%$&’()*鉴定［!"］。
!"#") <3GB 的分子筛层析：用 A 倍柱体积的缓冲液 P
（-"../012 ,HCE&4;0 3456=，!""../012 9:;0，!../012 *%,(，
"6"!#9:9A）平衡柱子，将离子交换后的 <3GB 进行 $J3IHKIL

-"" 分子筛层析，收集目的蛋白峰，用截流量为 A"Q%的超滤
管浓缩至适当浓度，!"#的 $%$&’()*分析。
!"’ *+,-+./ 012-检测 $%&’
纯化后的 <3GB，用大鼠 <3GB单克隆抗体 RIEFIHD S0/F鉴

定目的蛋白。目的蛋白经过 $%$&’()*，用电转仪转 -?至醋
酸纤维素膜上，移后的膜用 8#脱脂牛奶封闭 A?，一抗（大鼠
抗 <3GB的单克隆抗体，体积比 !：-"""）室温反应 -?后，洗膜 A
次，二抗（兔抗大鼠 +<)，体积比 !：8"""）室温反应 !?后，洗膜
A次，加碱性磷酸酶作用 !?，用 P;2’19P, 显色体系显色。

( 结果和分析

("! <3&’基因的表达
将 +’,)诱导前后收集到的菌体充分裂解，离心，分别取

上清 !""2点样，低分子量 T:HQIH做对照，!"#的 $%$&’()*检
测。结果（图 !&(）证实，<3GB基因在 P0EF:H菌株中可以表达，诱
导前后表达量不同，约 GBQ%的 <3GB诱导后表达量提高。

图 ! （3）$%&’在大肠杆菌 41,-5.中诱导表达的 676893:;；（4）

纯化后 $%&’的*+,-+./ 012-和 676893:;

UC<V! （(）*L3HIEEIK <3GB CD ! V "#$% P0EF:H W:E :D:0XYIK SX $%$&

’()*；（P）RIEFIHD S0/F /Z 3JHCZCIK <3GB :DK $%$&’()*
（(）!6PIZ/HI CDKJ[FC/D；-6(ZFIH CDKJ[FC/D；TV T/0I[J0:H WIC<?F .:HQIHEV
（P）! VRIEFIHD S0/F /Z 3JHCZCIK <3GB；-V $%$&’()* /Z <3GB；TV T/0I[J&

0:H WIC<?F .:HQIHEV

("( (<=;阴离子交换柱纯化 $%&’蛋白
经过亲和层析得到的蛋白产物仍含有较多的杂质蛋白，

所以应用离子交换柱进一步纯化。经过 9:;0梯度洗脱，洗
脱时每管收集 !.2，依次收集 7管洗脱物。每管各取 !""2点
样，!"#的 $%$&’()* 鉴定，低分子量 T:HQIH 做对照。结果
（图 -）表明，收集得到的产物在低盐洗脱时多为降解片段，在
=8"@ B""../012 9:;0 洗脱时大部分蛋白是 <3GB。当大于
B""../012 9:;0洗脱时随着盐浓度的增加，多聚体也增加。
所以选用 =8" @ B""../012 9:;0洗脱得到的产物进一步纯化。

图 ( $%&’过 9>?>6 (<=;离子交换亲和层析柱的电泳图

UC<V- $%$&’()* /Z <3GB ’MNM$ -"O* [/0J.D [?H/.:F/<H:3?X

! @ 76;/00I[FIK ZH:[FC/DE :ZFIH I0JFC/D 3IH .C00C0CFIH V

(") 分子筛纯化人的 $%&’
选收集纯度较高的 <3GB用 A"Q%截留浓缩管浓缩，使样

品体积控制在 -8""2并去除部分低分子量片段，过分子筛。
收集完整洗脱峰，再次应用 A"Q%截留浓缩管浓缩。
("@ 纯化后 $%&’的*+,-+./杂交和 676893:;
从 <3GB浓缩液中取样做 RIEFIHD 检测，每点样孔上样

!""2，!"# $%$&’()*对照，低分子量 T:HQIH做参考。重组人
<3GB与特异性抗体反应能力较弱，且 <3GB易降解，在 RIEFIHD
检测中仍可不同程度检测到降解片段（图 !&P）。经过几步纯
化后，最终纯化产物约为菌体总蛋白含量 -# @ 8#。

) 讨论

作为 4$’家族一员，<3GB可以调节免疫反应。适量肿瘤
来源的 <3GB免疫小鼠可产生肿瘤免疫力，自身并不产生免
疫反应［!!］。而 8 @ !"倍的剂量则降低抗肿瘤的免疫反应，这
种调节作用依赖于 ;%= \ ,细胞。它们可能是 9],（自然杀
伤 ,细胞）或其他调节细胞，<3GB也可通过诱导 %;产生细胞
因子如 +2&!、+U9&$等来调节免疫反应［!-］。以上结果为应用
<3GB多肽复合物疫苗治疗肿瘤和传染性疾病提供了理论基
础。(DFC<IDC[E公司开发的黑色素瘤治疗性疫苗已做完%期
临床［!A］。然而自体疫苗不能广泛应用于不同个体，而且往往

携带多价抗原，不利于进行有针对性的免疫治疗［!=，!8］。最近

在体外重组 4$’ 和抗原肽的免疫效应研究得到广泛的开
展［!B，!5］。大量高纯度的可溶性蛋白是研究 <3GB多肽复合物
疫苗免疫效果的前提和关键。本实验证实有些分子量较大

的蛋白如 <3GB在大肠杆菌中的表达量并不高。且在纯化重
组蛋白时，<3GB可能污染了氨肽酶而使自身降解。<3GB分子
的 ;&端区域包含一个二聚化位点（氨基酸残基 BG-&5"G），它
使 <3GB形成二聚物甚至分子量高达几百 Q%的更高级别的
寡聚物［!7］。此外，当 <3GB浓缩超过一定浓度时，即使储存于
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! "#$，%周后 &’()分子也会因低聚反应而粘着。冷冻保存
还会导致 &’()不可逆转的不溶。由于 &’()以上种种特性，
可能影响本实验中 &’() 与特异性抗体的结合能力，需要进
一步研究证实。本实验经过镍柱、离子交换柱、分子筛 *个
步骤最终可以除去杂蛋白、大部分降解片段和多聚体，对体

外表达人全长 &’()进行了有益探索。当前获得的产品在一
定程度上可满足实验室研究的需要，然而最终应用于疫苗还

需提高其产量和纯度，有待继续探索。
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