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摘 要 ： 目 的 构 建 表 达 幽 门 螺 杆 菌 热 休 克 蛋 白 60 （Hsp60） 的 候 选 菌 株 并 研 究 其 免 疫 原 性 。 方 法 利 用 PCR 技 术 扩 增

Hsp60 基 因 ，将 其 定 向 插 入 pET-22b（+）载 体 ，在 BL21（DE3）大 肠 杆 菌 中 表 达 并 通 过 动 物 实 验 研 究 其 免 疫 原 性 。 结 果 克

隆 的 Hsp60 基 因 序 列 与 Genbank 公 布 的 一 致 ，Hsp60 重 组 蛋 白 表 达 量 占 菌 体 总 蛋 白 的 27.2%，并 可 被 幽 门 螺 杆 菌 感 染 者

血 清 所 识 别 ，用 其 免 疫 小 鼠 可 产 生 抗 该 重 组 蛋 白 的 抗 体 。 结 论 Hsp60 有 可 能 成 为 一 种 有 效 的 疫 苗 用 于 幽 门 螺 杆 菌 感 染

的 预 防 和 治 疗 。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ� Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Toconstructarecombinantstrainofbacteria expressingheatshockproteinof (Hsp) Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ

ｐｙｌｏｒｉ(Hp) andstudytheimmunogenicityofHsp60. Ｍ ｅｔｈｏｄｓPCRamplificationofHsp60DNAwasperformedbefore it was

inserted into the prokaryoticexpressionvectorpET-22b（+） totransformBL21（DE3）Ｅ．ｃｏｌｉstrain.Hsp60expressedbythe

recombinant Ｅ．ｃｏｌｉ wascollected andpurifiedforimmunogenicityassessment in mice. Ｒｅｓｕｌｔｓ DNA sequence analysis

showedidentical DNA sequenceofHsp60thusproducedtothatpublished inGenbank. Accounting fo ra ra t ioo f 27.2%

among the total protein production in the bacterium, recombinant Hsp60 protein was recognized by the serum from

Hp-infected patients and produced corresponding antibody in Balb/c mice in response to immunization. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ

RecombinantHsp60proteincanbeused potentiallyasavaccineforcontrollingandtreating Hp infection.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ;heatshockprotein60;immunogenicity

幽 门 螺 杆 菌 （Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Hp）感 染 是 慢 性

胃 炎 和 消 化 性 溃 疡 的 主 要 病 因 ，与 胃 腺 癌 、胃 粘 膜 相

关 性 淋 巴 样 组 织 （MALT）恶 性 淋 巴 瘤 的 发 生 亦 密 切

相 关 。 此 外 ，血 清 流 行 病 学 研 究 表 明 Hp 感 染 与 循 环 、

呼 吸 以 及 自 身 免 疫 疾 病 的 发 生 也 有 关 ［1，2］。 目 前 根 除 Hp

的 主 要 手 段 是 抗 菌 疗 法 ，但 有 相 当 的 局 限 性 。 免 疫 预

防 已 成 为 防 治 Hp 感 染 最 有 效 、最 有 前 景 的 方 法 之 一 。

在 Hp 的 免 疫 防 治 研 究 方 面 ，目 前 已 有 以 尿 素 酶

B 为 主 的 多 种 Hp 抗 原 作 为 疫 苗 候 选 抗 原 ，但 效 果 均

不 理 想 。 在 小 鼠 和 人 类 的 分 枝 杆 菌 感 染 模 型 中 ［3，4］，热

休 克 蛋 白 60（Hsp60）的 免 疫 应 答 处 于 优 先 地 位 ，特 别

表 现 在 Hsp60 成 为 抗 体 和 T 细 胞 应 答 的 免 疫 优 势 靶

抗 原 ， 提 示 我 们 Hp Hsp60 也 许 是 防 治 Hp 的 优 良 疫

苗 候 选 成 分 。 国 内 尚 未 见 有 关 Hp Hsp60 的 研 究 报

道 。 本 实 验 对 Hsp60 的 目 的 基 因 进 行 了 克 隆 和 表 达

并 研 究 了 其 免 疫 原 性 。

1 材 料 与 方 法

1.1 质 粒 和 菌 株

菌 株 BL21（DE3）及 质 粒 pET-22b（+）由 军 事 医

学 科 学 院 生 物 工 程 研 究 所 提 供 。 幽 门 螺 杆 菌 SS1 为

本 所 保 存 。

1.2 工 具 酶 及 试 剂

限 制 性 内 切 酶 ＮｏｔⅠ 、ＮｏｃⅠ 及 T4DNA 聚 合 酶 、

VentDNA 聚 合 酶 购 自 NewEngland Biolabs 公 司 ，

Taq DNA 聚 合 酶 、DNA 分 子 量 标 准 λDNA/ＥｃｏRⅠ

+Ｈｉｎd Ⅲ 购 自 华 美 生 物 工 程 公 司 ， 琼 脂 糖 、dNTPs、

DNA 快 速 纯 化 试 剂 盒 购 自 Promega 公 司 ， 测 序 质 粒

纯 化 试 剂 盒 购 自 美 国 Qiagen 公 司 ， 病 人 血 清 来 自 解

放 军 总 医 院 消 化 内 科 ，以 病 人 的 胃 窦 粘 膜 作 尿 素 酶 实

验 和 病 理 组 织 切 片 染 色 判 断 是 否 为 Hp 感 染 ， 选 取

Hp 阳 性 患 者 血 8 份 ，正 常 人 血 3 份 。其 他 试

剂 为 国 产 分 析 纯 。
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图 2 Hsp60 重 组 蛋 白 的 SDS-PAGE 分 析
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1:ControlstrainBL21(pET)beforeinduction;2:ControlstrainBL21
(pET) 3hafterinductionwithIPTG; 3: Purifiedrecombinantprotein
Hsp60; 4: SonicatedsupernatantofBL21(pET-Hsp60) cells3hafter
inductionwithIPTG; 5: BL21(pET-Hsp60) cell periplasmprotein3h
after induction withIPTG; 6: BL21(pET- Hsp60) 5 h afterinduction
withIPTG; 7: BL21(pET- Hsp60) 3 h afterinductionwithIPTG; 8:
BL21(pET-Hsp60) before induction; 9:Molecular weight marker(2.0,

3.0,4.3,6.7,9.4)×104
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图 1 重 组 质 粒 pET-22b（+）/Hsp60 的 双 酶 切 鉴 定 图 谱
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1.3 Hp 染 色 体 DNA 的 提 取

从 固 体 培 养 基 上 刮 取 生 长 良 好 的 Hp 菌 落 ， 按 基

因 组 DNA 小 量 制 备 法 制 备 ，详 见 参 考 文 献 ［5］。

1.4 质 粒 的 提 取 及 纯 化

质 粒 的 快 速 抽 提 及 大 量 制 备 均 采 用 碱 变 性 法 ，详

见 参 考 文 献 ［6］。

1.5 目 的 基 因 的 PCR 扩 增

根 据 文 献 ［7］设 计 引 物 ，在 其 5' 端 加 上 合 适 的 限

制 性 酶 切 位 点 ，由 博 亚 公 司 合 成 。 序 列 如 下 ：

Hsp601:5'-TGGCCATGGATGGGCCAAGA

GGCAGGAAT-3'

Hsp602: 5'-AGTGCGGCCGCCATCATGCC

GCCCATG-3'
热 启 动 法 进 行 PCR，95 ℃ 变 性 30 s，55 ℃ 退 火

50 s，72 ℃ 延 伸 90 s，35 个 循 环 后 再 延 伸 10 min。

0.8%琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 观 察 扩 增 结 果 。

1.6 DNA 片 段 的 酶 切 、连 接 、转 化 和 阳 性 克 隆 的 鉴 定

详 见 参 考 文 献 ［5］。质 粒 和 目 的 基 因 DNA经 ＮｏｔⅠ

和 ＮｏｃⅠ 双 酶 切 ，玻 璃 奶 回 收 酶 切 片 段 ，T4 连 接 酶 作

用 下 16 ℃ 连 接 1 2 h，转 化 宿 主 菌 BL21（DE3），双 酶

切 鉴 定 筛 选 出 阳 性 克 隆 。

1.7 序 列 测 定 及 分 析

碱 裂 解 法 大 量 抽 提 经 双 酶 切 鉴 定 的 重 组 克 隆 质

粒 ，用 自 动 测 序 仪 进 行 序 列 分 析 。

1.8 诱 导 表 达 和 纯 化

Hsp60 阳 性 克 隆 经 IPTG 诱 导 表 达 后 ，用

Ni-NTA 树 脂 纯 化 Hsp60 蛋 白 。

1.9 SDS- 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

参 照 文 献 ［5］进 行 。

1.10 动 物 免 疫 实 验

取 6~8 周 龄 雌 性 Balb/c 小 鼠 16 只 ，分 为 2 组 ，每

组 8 只 ，分 别 在 小 鼠 尾 背 部 皮 下 注 射 rHsp60 和 生 理 盐

水 。 纯 化 的 rHsp60 经 生 理 盐 水 透 析 后 形 成 100μg/ml，

每 次 注 射 200 μl，每 周 1 次 ，共 4 次 ，5 周 后 断 尾 法 取

血 作 抗 体 鉴 定 。以 纯 化 的 重 组 蛋 白 包 被 96 孔 板 ，小 鼠

血 清 （1∶100）作 一 抗 ，羊 抗 小 鼠 IgG-HRP（1∶1 000）作

二 抗 行 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 。

2 结 果

2.1 Hsp60 基 因 的 扩 增

PCR 结 果 电 泳 分 析 发 现 在 1600bp 左 右 有 一 条

带 ，大 小 与 预 计 相 符 。

2.2 重 组 质 粒 的 构 建 及 酶 切 鉴 定

将 PCR 产 物 经 ＮｏｔⅠ 和 ＮｏｃⅠ 双 酶 切 后 ，定 向 插

入 经 同 样 双 酶 切 的 pET-22b（+）载 体 中 ，获 得 重 组 质

粒 命 名 为 pET-22b（+）/Hsp60。 经 ＮｏｔⅠ 和 ＮｏｃⅠ 双

酶 切 后 的 重 组 质 粒 电 泳 ，结 果 见 图 1。

2.3 Hsp60 基 因 片 段 的 序 列 分 析

直 接 以 重 组 质 粒 pET-22b（+）/Hsp60为 模 板 进 行

测 序 ，得 到 了 克 隆 片 段 的 DNA 序 列 ，与 Macchia 等 ［7］

报 道 的 一 致 。

2.4 Hsp60 基 因 在 大 肠 杆 菌 中 的 表 达 及 纯 化

将 Hsp60阳 性 克 隆 株 在 LB 培 养 液 （含 100 μg/ml
氨 苄 青 霉 素 ）中 37 ℃过 夜 培 养 ，然 后 按 1%转 接 至 含

氨 苄 青 霉 素 的 LB 培 养 液 中 ，继 续 培 养 至 D(λ�值 为

0.6~0.8，加 IPTG 至 终 浓 度 为 0.1 mmol/L，诱 导 表 达

3 h， 离 心 收 集 菌 体 ， 进 一 步 用 Ni-NTA 树 脂 纯 化

Hsp60。 取 其 周 质 的 渗 透 休 克 液 、菌 体 超 声 后 的 上 清

以 及 纯 化 的 Hsp60 进 行 10%SDS-PAGE 电 泳 分 析

（图 2）。 结 果 发 现 ， 经 诱 导 后 表 达 Ｍ r 为 60000 的 蛋

白 ， 与 预 期 分 子 量 大 小 一 致 ， 凝 胶 自 动 扫 描 分 析 ，其

Hsp60 重 组 蛋 白 占 菌 体 总 蛋 白 的 27.2%，其 中 可 溶 性

表 达 占 上 清 的 14.7%， 纯 化 后 的 Hsp60 纯 度 约 达

80%。

ＮｃｏⅠ

ＮｃｏⅠ
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2.5 Hsp60 重 组 蛋 白 质 的 免 疫 原 性 分 析

酶 联 免 疫 吸 附 试 验 阳 性 结 果 显 色 ，阴 性 结 果 不 显

色 或 显 色 弱 。测 定 结 果 显 示 ，用 rHsp60 免 疫 的 小 鼠 血

清 都 显 阳 性 ， 而 对 照 组 的 小 鼠 血 清 显 阴 性 。 这 说 明

Hsp60 诱 导 产 生 了 针 对 Hsp60 的 特 异 性 抗 体 。

3 讨 论

热 休 克 蛋 白 （Hsp）广 泛 存 在 于 自 然 界 ，并 且 是 生

物 圈 中 最 为 保 守 的 蛋 白 之 一 。 过 去 人 们 对 Hsp 的 研

究 方 向 主 要 集 中 在 其 作 为 “分 子 伴 侣 ”参 与 细 胞 生 理

活 动 的 作 用 机 制 上 ，而 近 来 大 量 的 研 究 表 明 ，当 人 或

动 物 受 到 细 菌 和 寄 生 虫 感 染 时 ， 病 原 体 来 源 的 Hsp
是 一 种 非 常 重 要 的 保 护 性 抗 原 ［8］。 到 目 前 为 止 ，已 经

报 道 了 20 多 种 传 染 病 的 保 护 性 免 疫 应 答 是 针 对 Hsp
的 ，如 结 核 、麻 风 等 ，其 中 对 Hsp60 的 免 疫 应 答 最 多 。

特 别 是 在 感 染 结 核 的 小 鼠 实 验 模 型 中 ［8］，Hsp60 的 特

异 性 抗 体 可 与 原 核 细 胞 的 Hsp60 相 应 物 产 生 交 叉 反

应 ，而 不 与 小 鼠 自 身 的 Hsp60 相 应 物 反 应 ，这 解 决 了

长 期 以 来 困 扰 人 们 的 Hsp60 作 为 疫 苗 成 分 由 于 其 高

度 保 守 性 所 引 起 的 自 身 免 疫 问 题 。 此 外 ，在 小 鼠 和 猴

疟 疾 模 型 中 ［9］，与 Hsp60 交 联 的 多 肽 诱 导 的 抗 疟 疾 特

异 性 免 疫 应 答 并 不 依 赖 于 佐 剂 ， 显 示 了 Hsp60 具 有

类 似 佐 剂 的 作 用 。 由 此 提 示 ，我 们 在 当 前 以 尿 素 酶 B
亚 单 位 为 主 的 多 种 候 选 抗 原 防 治 Hp 感 染 效 果 的 不

确 定 性 情 况 下 ［10］，将 Hp Hsp60纳 入 Hp 疫 苗 成 分 ，既 可

作 为 多 价 疫 苗 ， 又 解 决 了 CT 或 LT 作 为 佐 剂价 格 昂

贵 和 具 有 潜 在 毒 性 的 缺 点 。

事 实 上 ，Hp Hsp60 的 免 疫 保 护 作 用 已 经 在 一 些

体 内 及 体 外 实 验 取 得 初 步 证 实 。Yamaguchi等 ［11］运 用

Hp Hsp60 的 单 克 隆 抗 体 H20 处 理 后 的 Hp 粘 附 于 人

胃 癌 细 胞 -MNK45 和 原 代 培 养 的 人 胃 上 皮 细 胞 的 能

力 明 显 低 于 未 处 理 的 Hp，初 步 显 示 了 Hp Hsp60 的 免

疫 防 治 作 用 。 最 近 ， 该 学 者 又 用 Hsp60 氨 基 酸 序 列

189 至 203 位 的 肽 段 （VEGMQFDRGYLSPYF）结 合

佐 剂 免 疫 小 鼠 取 得 了 较 好 的 保 护 效 果 ［12］。本 实 验 用 纯

化 的 重 组 蛋 白 Hsp60 免 疫 小 鼠 ， 在 全 部 免 疫 小 鼠 血

清 中 均 可 检 测 到 抗 Hsp60 的 抗 体 ， 而 对 照 组 此 种 抗

体 （-）。另 外 用 重 组 蛋 白 Hsp60作 为 抗 原 包 被 平 板 ，经

酶 联 免 疫 吸 附 实 验 检 测 发 现 ，8 例 Hp 感 染 阳 性 病 人

的 血 清 中 有 6 例 与 重 组 蛋 白 Hsp60 反 应 阳 性 ， 而 3
例 正 常 人 血 清 与 之 无 交 叉 反 应 。 由 此 初 步 认 为 ，本 实

验 制 备 的 Hsp60 可 能 作 为 疫 苗 而 用 于 Hp 的 预 防 ，但

其 是 否 具 有 佐 剂 及 免 疫 保 护 作 用 尚 有 待 进 一 步 研 究 。

参 考 文 献 ：

［1］ TsangKW, LamSK. Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉandextra-digestivedis-

eases［J］.JGastroenterolHepatol,1999,14（9）:844-50.

［2］ FiremanZ, TrostL, KopelmanY, ｅｔ ａｌ. Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ:sero-

prevalenceandcolorectal cancer［J］.IsrMedAssocJ,2000, 2（1）:

6-9.

［3］ ZugelU,SchoelB,YamamotoS, ｅｔ ａｌ.CrossrecognitionbyCD8T

cellreceptoralphabetacytotoxicTlymphocytesofpeptidesinthe

selfandthemycobacterialhsp60whichshareintermediatesequence

homology［J］.EurJImmunol,1995,25(2):451-8.

［4］ ZugelU, KaufmannSH.ActivationofCD8Tcellswithspecificity

for mycobacterial heat shockprotein 60 in Mycobacterium bovis

bacillusCalmette-Guerin-vaccinatedmice［J］.InfectImmun,1997,

65(9):3947-50.

［5］ SambrookJ,FritschEF,ManiatisT.Molecularcloning:alaboratory

manual［M］. 2nded. NewYork: ColdSpringHarbor Laboratory

Press,1989.35.

［6］ Ausubel FM,BrentR,KingstonRE, ｅｔａｌ. 精 编 分 子 生 物 学 指 南

［M］. 北 京 : 科 学 出 版 社 ,1998.39.

［7］ MacchiaG, MassoneA, BurroniD, ｅｔａｌ. Thehsp60proteinof

Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ:structureandimmuneresponseinpatientswith

gastroduodenaldiseases［J］. MolMicrobiol,1993,9(3):645-52.

［8］ LowrieDB, SilvaCL,ColstonMJ, ｅｔ ａｌ. Protectionagainsttuber-

culosisbyaplasmidDNAvaccine［J］. Vaccine,1997,15(8):834-8.

［9］ DelGiudiceG.Stressproteinsinmedicine［M］.NewYork:Marcel

DekkerInc,1996.533-45.

［10］ Solnick JV, CanfieldDR, HansenLM, ｅｔ ａｌ. Immunization with

recombinant Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ urease in specific-pathogen-free

rhesusmonkeys(Ｍ ａｃａｃａ ｍｕｌａｔｔａ)［J］. InfectImmun,2000,68(5):

2560-5.

［11］ Yamaguchi H, OsakiT,KuriharaN, ｅｔ ａｌ. Heat-shockprotein60

homologueof Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ isassociatedwithadhesionof Ｈ．

ｐｙｌｏｒｉtohumangastricepithelialcells［J］.JMedMicrobiol,1997,

46(10):825-31.

［12］ YamaguchiH, Osaki T, Kai M, ｅｔ ａｌ. Immuneresponseagainsta

cross-reactive epitope ontheheatshockprotein60homologueof

Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ［J］.InfectImmun,2000,68(6):3448-54.

启 示

我 刊 决 定 从 今 年 第 1 期 起 增 加 “专 家 论 坛 ”和 “学 术 争 鸣 ”栏 目 ，每 期 刊 载 相 关 文 章 1~2 篇 。 设 立 该 栏 目 旨

在 为 各 科 专 家 、学 者 提 供 充 分 表 达 自 己 的 学 术 思 想 、观 点 的 园 地 和 机 会 ，对 当 前 基 础 医 学 、临 床 医 学 和 医 学 相 关

学 科 领 域 里 的 热 点 问 题 、争 议 问 题 进 行 学 术 讨 论 ，达 到 互 相 交 流 、活 跃 学 术 气 氛 、促 进 科 技 发 展 的 目 的 。 我 们 热

忱 欢 迎 校 内 外 广 大 专 家 就 自 己 专 业 内 感 兴 趣 的 问 题 发 表 自 己 的 主 张 ，谨 希 不 吝 赐 稿 。
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