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分枝杆菌热休克蛋白６５重组质粒的构建与原核表达
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摘要：　目的　研究分枝杆菌热休克蛋白６５（ＨＳＰ６５）重组质粒的构建与原核表达。方法　ＨＳＰ６５的开放阅读框
经聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增后，经ＮｃｏⅠ与ＮｏｔⅠ内切酶依次酶切，连接至酶切后的原核表达载体 ＰＥＴ２８ａ中，然后
将重组质粒转入大肠杆菌ＢＬ２１中，ＰＣＲ筛选阳性克隆，并经ＤＮＡ测序进一步验证。阳性克隆进一步扩大培养，并进
行乳糖诱导，十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳对菌体蛋白进行检测。结果　成功扩增出１６２３ｂｐ的目的片段
ＨＳＰ６５；测序结果显示，该片段与目的序列完全相符，重组子ＰＥＴ２８ａ／ＨＳＰ６５构建成功；乳糖诱导后的ＨＳＰ６５在大肠杆
菌中实现高表达。结论　分枝杆菌ＨＳＰ６５蛋白的成功表达，为研究其在抗肿瘤疫苗中的应用奠定了基础。
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　　研究表明，肿瘤细胞能表达肿瘤相关抗原或肿
瘤特异性抗原，机体免疫系统识别肿瘤抗原产生特

异性免疫应答，引起效应细胞的启动或释放一系列

效应分子，攻击和清除肿瘤细胞或抑制肿瘤细胞生

长［１］。肿瘤疫苗正是基于这一原理，采取主动免疫

的方法诱导机体产生特异性免疫应答，以达到预防

或治疗肿瘤的目的。热休克蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＨＳＰ）６０家族是一类进化上高度保守的蛋白

质，生理状态时协助多肽或蛋白质的正确转位、折叠

和装配，起“分子伴侣”作用；在应激条件下，ＨＳＰ６０
家族过表达或异位表达，作为一种自身抗原被免疫

系统所识别，诱发机体的保护性免疫应答。研究认

为，分枝杆菌ＨＳＰ６５与人类ＨＳＰ６０高度同源，可作为
蛋白载体靶向树突状细胞，以在位佐剂形式促进抗原

递呈［２］，通过与结核分枝杆菌 ＨＳＰ６５的端融合提高
其抗原免疫原性，可直接用于免疫，不需要添加其他

佐剂，极大地增加了疫苗用于临床的可能性。有研究

表明，此类疫苗不但有预防作用，而且还具有很好的

治疗作用［３］，因此，本实验拟通过构建ＨＳＰ６５表达载
体，得到ＨＳＰ６５蛋白，为进一步以分枝杆菌ＨＳＰ６５为
载体的抗肿瘤疫苗研究提供实验依据。
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１　材料与方法

１．１　质粒　大肠杆菌 ＢＬ２１和 ＰＥＴ２８ａ质粒由新
乡医学院合成生物实验室保存。

１．２　细菌　大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）由新乡医学院
复杂型疾病治疗实验室保存。

１．３　试剂与仪器　原核表达载体 ＰＥＴ２８ａ和
ＨＳＰ６５基因全长均由新乡医学院复杂型疾病治疗实
验室保存；卡纳霉素、聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）产物回收试剂盒、琼脂糖胶回收
试剂盒和质粒抽提试剂盒均为上海生工生物工程技

术服务有限公司产品；ＮｃｏⅠ与 ＮｏｔⅠ内切酶及
ＤＮＡ连接试剂盒购自大连宝生物生物技术有限公
司；其他试剂均为分析纯级。

１．４　方法
１．４．１　目的片段扩增　根据ＨＳＰ６５结合载体ＰＥＴ
２８ａＨＳＰ６５，由 Ｏｌｉｇｏ６软件设计引物扩增 ＨＳＰ６５，
ＨＳＰ６５引物上游序列：５′ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＣＡＡＧＡ
ＣＡＡＴＴ３′（含ＮｃｏⅠ酶切位点）；ＨＳＰ６５引物下游序
列：５′ＴＴＴＴＣＣＴＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡＧＡＡＡＴＣＣＡＴＧＣ
ＣＡ３′（含 ＮｏｔⅠ酶切位点）。９５℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃ 变性 １ｍｉｎ，６２．７℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。扩增反应结束
后，取５μＬ反应液进行质量分数１％琼脂糖电泳检
测，然后用 ＰＣＲ液体回收试剂盒进行扩增片段的
回收。

１．４．２　ＰＣＲ产物酶切　将获得的ＰＣＲ产物用ＮｏｔⅠ
进行单酶切，３７℃条件下孵育２ｈ。待反应结束后，
取５μＬ上述反应液进行质量分数１．７％琼脂糖电泳
检测酶切结果，然后用ＰＣＲ回收试剂盒回收，所得产
物溶于ｄｄＨ２Ｏ，用ＮｃｏⅠ进行单酶切，待反应结束后，
用ＰＣＲ产物纯化试剂盒将反应产物进行纯化，在纯
化最后一步将产物溶于适当体积的洗脱缓冲液中。

１．４．３　载体质粒酶切　将本实验室保存的 ＰＥＴ
２８ａ质粒分别用ＮｏｔⅠ和 ＮｃｏⅠ限制性内切酶进行
酶切，待反应结束后，取５μＬ上述反应液进行质量
分数０．８％琼脂糖电泳检测酶切结果，然后用 ＰＣＲ
回收纯化试剂盒回收纯化，所得产物溶于洗脱缓冲

液，－２０℃保存备用。
１．４．４　连接　连接体系中目的片段 ＨＳＰ６５的含量
为０．３ｐｍｏｌ，ＰＥＴ２８ａ载体的含量为０．０３ｐｍｏｌ；连接
体系为１０×Ｔ４ＤＮＡ连接酶缓冲液１μＬ，Ｔ４ＤＮＡ连
接酶１μＬ，ＨＳＰ６５经酶切后纯化产物４μＬ，酶切后
的质粒量为 ０．９ｍＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ补至１０μＬ，反应在
１６℃条件下过夜连接。
１．４．５　质粒转化与鉴定　挑单菌落于５ｍＬ溶菌肉
汤（ｌｕｒｉａｂｅｒｔａｎｉ，ＬＢ）培养基中，３７℃振荡培养过夜，

次日抽取５μＬ接种于２０ｍＬ的ＬＢ培养基中，３７℃
振荡培养２．０～２．５ｈ；然后将菌液转移到２个用冰预
冷的５０ｍＬ无菌聚丙烯管中，在冰上放置 １０ｍｉｎ，使
培养物冷却至０℃；于４℃下 ４１００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，回收细胞；倒出培养液，将管倒置１ｍｉｎ以使
最后的痕量培养液流尽；在沉淀的细胞中加入１２ｍＬ
预冷的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２溶液，重悬每份细胞沉
淀；于４℃下４１００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，回收细胞；
倒出培养液，将管倒置１ｍｉｎ以使最后的痕量培养液
流尽；每管加入 ８００μＬ用冰预冷的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＣａＣｌ２溶液，重悬每份细胞沉淀；每管加入２８μＬ二甲
基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ），轻轻混匀，将悬液
置冰上１５ｍｉｎ；每份细胞悬液再加 ２８ｍＬＤＭＳＯ，轻
轻旋转混匀，置冰上 １５ｍｉｎ；迅速将悬液分装到冷却
的无菌微量离心管中，封紧管口，贮存于 －７０℃备
用。取连接液５μＬ，加入到制备好的感受态细胞悬
液中，充分混匀；冰浴放置３０ｍｉｎ后，立即放入４２℃
循环水浴中热休克 ９０ｓ，再冰浴放置 ２ｍｉｎ；加入
８００μＬ在３７℃水浴中预热的新鲜ＬＢ液体培养基，
３７℃振荡培养４５ｍｉｎ；４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２ｍｉｎ后，
弃去７００μＬ上清液；用余下的液体充分悬浮菌体沉
淀，均匀涂布于含５０ｍｇ·Ｌ－１卡纳霉素的ＬＢ固体培
养基上，将平板正置于培养箱中至液体被吸收，然后

３７℃倒置培养１２～１６ｈ，挑单个菌落接种于含有卡
纳霉素的液体ＬＢ培养基中培养过夜，挑选抗性转化
子。用ＰＣＲ法初步筛选阳性克隆，阳性克隆送南京
金思特生物科技有限公司进一步测序验证。同时用

上述方法将载体ＰＥＴ２８ａ转化至ＢＬ２１（ＤＥ３）中，作
为ＨＳＰ６５的对照。
１．４．６　ＨＳＰ６５的诱导表达　分别吸取１．４．５中过
夜培养的含重组质粒和空质粒的大肠杆菌 ＢＬ２１
（空质粒组作为对照组）１０μＬ分别接种于含
５０ｍｇ·Ｌ－１卡那霉素的 ５ｍＬＬＢ培养基中，培养
６ｈ后，在培养基中加入质量分数２５％的灭菌乳糖
至终浓度为质量分数２％，３７℃震荡过夜培养。
１．４．７　目的蛋白提取与蛋白电泳　将诱导后的菌
液倒入 １．５ｍＬ的离心管中，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，弃上清，加入５×上样缓冲液２０μＬ，沸水煮
５ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，加入５μＬ上清
液，用１００ｇ·Ｌ－１十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）进行蛋白电泳并分析。

２　结果

２．１　ＰＣＲ法扩增 ＨＳＰ６５片段　对 ＨＳＰ６５结合载
体ＰＥＴ２８ａ／ＨＳＰ６５进行ＰＣＲ，扩增出１６２３ｂｐ的目
的片段ＨＳＰ６５（图１）。
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１：标准ＤＮＡ；２：目的片段ＨＳＰ６５。

图１　ＨＳＰ６５片段ＰＣＲ电泳结果
Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＨＳＰ６５ｆｒａｇｍｅｎｔ
２．２　重组子的鉴定　采用ＰＣＲ法对平板上的克隆
进行鉴定（图２），目的片段大小约１６２３ｂｐ，与预期
相符，显示构建初步成功。

１：标准ＤＮＡ；２～４：目的片段ＨＳＰ６５。

图２　ＰＣＲ阳性克隆鉴定
Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｂｙＰＣＲ
２．３　ＰＥＴ２８ａ／ＨＳＰ６５重组子测序结果　经 ＰＣＲ
初筛后的阳性克隆重组子送至苏州金唯智生物科技

有限公司测序，测序结果显示与目的序列完全相符，

重组子ＰＥＴ２８ａ／ＨＳＰ６５构建成功。
２．４　乳糖诱导获得表达蛋白　采用 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋
白电泳对诱导后的菌种进行检测，对照组为含有空

载体ＢＬ２１（ＤＥ３）菌（图３），结果显示乳糖诱导后的
目的蛋白获得高水平表达。

１：标准蛋白；２：诱导的ＨＳＰ６５重组菌；３：诱导的 ＰＥＴ２８ａ菌株（对照

组）。

图３　ＰＥＴ２８ａ／ＨＳＰ６５表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果
Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＥＴ２８ａ／
ＨＳＰ６５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

３　讨论

目前，肿瘤的治疗多采用手术、化学治疗与放射

治疗，但这些传统治疗方法均有其局限性。手术虽

能有效切除肉眼所见的肿瘤，但无法保证所有的肿

瘤细胞都被切除，也未能改变肿瘤发生的内环境；放

射治疗、化学治疗除了有严重的不良反应外，许多肿

瘤对其不敏感或产生抗性，再加上肿瘤本身有易侵

袭、转移和复发等生物学特性，使治疗效果非常局

限。如今已有针对乳腺癌特异抗原的抗体如 Ｈｅｒ
ｃｅｐｔｉｎ被美国食品药品管理局（ｆｏｏｄａｎｄｄｒｕｇａｄｍｉｎ
ｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准应用于乳腺癌的靶向临床治
疗［４］，但其代价高昂，需要不断注射，且长时间使用

肿瘤细胞易产生抗性。而由肿瘤相关抗原发展起来

的肿瘤疫苗能有效启动自身免疫反应，产生持久有

效的肿瘤免疫，杀伤肿瘤细胞，而对正常组织细胞损

伤较小，有望克服上述治疗方法的缺陷，达到特异、

安全、经济、有效地治疗肿瘤的目的［５］。２００６年，美
国ＦＤＡ已批准人乳头瘤病毒疫苗为宫颈癌的预防
性疫苗［６］；另外，２００８年８月，俄罗斯也批准ＨＳＰ原
癌基因复合体（Ｏｎｃｏｐｈａｇｅ）作为疫苗用于某一阶段
的肾癌治疗，以防肿瘤复发［７］。２０１０年，美国 ＦＤＡ
也首次批准了１项治疗晚期前列腺癌的前列腺癌疫
苗Ｐｒｏｖｅｎｇｅ（ｓｉｐｕｌｅｕｃｅｌＴ）［８］。因此，利用肿瘤疫苗
治疗或预防肿瘤复发被认为是最具有应用前景的肿

瘤治疗方法。

分枝杆菌 ＨＳＰ６５能够协助外源蛋白进入抗原
递呈细胞并经主要组织相容性复合体 Ｉ类途径递
呈，进而激活外源蛋白特异性的细胞毒性 Ｔ淋巴细
胞，重组的ＨＳＰ融合蛋白（抗原序列融合到 ＨＳＰ的
Ｎ端或Ｃ端）显示能激发 ＣＤ８＋的 Ｔ细胞及抗体反
应［９］，将胃泌素释放肽的Ｂ细胞抗原表位融合到结
核分枝杆菌ＨＳＰ６５的Ｃ端，证明确实能极大提高抗
原的免疫原性［１０］。天然的 ＨＳＰ可以与伴侣抗原肽
非共价形式形成非共价复合体，同时也可以稳定共

价连接到ＨＳＰ蛋白上，这些特点允许一个ＨＳＰ分子
上并入多个抗原决定簇用于免疫反应［１１］。

本研究通过将ＨＳＰ６５的开放阅读框经ＰＣＲ扩
增，成功构建了原核表达载体 ＰＥＴ２８ａ／ＨＳＰ６５，然
后将重组质粒转入大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中，ＰＣＲ
筛选阳性克隆，并经 ＤＮＡ测序显示与目的序列完
全相符。阳性克隆进一步扩大培养并进行乳糖诱

导，ＳＤＳＰＡＧＥ检测了诱导表达的菌体蛋白，结果
显示，ＨＳＰ６５蛋白获得了高表达，为进一步以分枝
杆菌 ＨＳＰ６５为载体的抗肿瘤疫苗研究奠定了
基础。
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