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Abstract
AIM: To construct a recombinant vector containing gene
encoding heat shock protein A with a Mr of 13 000 from
human Helicobacter pylori (H pylori) and express it in E. coli
BL21, and to explore the antigenicity.

METHODS: The target gene was amplified from H pylori
chromosome by PCR, and then inserted into the prokaryotic
expression vector pET32a (+) digested by restrictive en-
donuclease enzymes of kpn , BamH I simultaneously.
The recombinant vector was transformed and expressed
in E.coli  BL21.The antigenicity of recombinant fusion protein
was analysed by Western blot.

RESULTS: Enzyme digestion and sequencing analysis
showed that the target gene has been inserted into the
recombinant vector, but as compared with the gene reported
by GenBank, 1.6 % of  gene mutation and 1.6  % of amino acid
residues change in H pylori occurred, respectively. SDS-PAGE
analysis showed that the recombinant vector could be
expressed in E.coli BL21, the relative molecular mass (Mr)
of expressed product was 33×103, while Mr of protein
expressed by pET32a (+) was about 20×103, and soluble
fusion expression product accounted for 18.96 % of total
bacterial protein. After purification with Ni+-NTA agarose
resin, the purity of recombinant fusion protein was about

95 %. Western blot result showed that recombinant fusion
protein could be recognized by anti-H pylori positive serum,
suggesting that the protein had good antigenicity.

CONCLUSION: The gene encoding H pylori heat shock protein
A has been cloned and expressed successfully. The results
lay the foundation for development of H pylori protein vaccine
and a quick diagnostic kit for detection of H pylori infection.
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摘要

目的: 构建含人幽门螺杆菌(H pylori)热休克蛋白A编码基

因的重组载体 进行核甘酸序列分析 并在E. coli BL21中

表达 研究其抗原性 为疫苗的开发奠定基础.

方法: 利用分子克隆技术从 H pylori DNA 染色体中 扩增

热休克蛋白A编码基因片段; 将目的基因与载体pET32a(+)

同时经 kpn BamH I 双酶切 纯化 连接后 转化

含有目的基因的重组载体; 以含目的基因片段的重组载体转

化大肠杆菌 BL21(DE30)并表达; 表达产物经纯化后 用

Western blot法检测其抗原性.

结果: 经酶切 测序分析表明 插入的基因片段为H pylori

热休克蛋白 A 编码基因 与 GenBank 报道的相比较 有

1.6 % 的碱基(bp)发生变异 1.6 % 的氨基酸残基改变. 经

SDS-PAGE 分析发现 融合基因表达的蛋白 Mr 为 33

103 其中 pET32a(+)表达的蛋白 Mr 约为 20 103 可

溶性表达产物占全菌总蛋白的 18.96 %. 重组蛋白经 Ni+-

NTA 琼脂糖树脂纯化后 其纯度达 95 % 以上. 用 Western

blot 方法检测显示 该重组蛋白可被 H pylori 阳性患者的

血清所识别 具有良好的抗原性.

结论: 成功地克隆并表达了H pylori热休克蛋白A码基因

为H pylori蛋白质疫苗的研制和快速诊断试剂盒的研究奠

定了良好的基础.
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori)是人类最常见



的致病菌 我国普通人群的感染率为 50-80 % 并仍

以每年 1-2 % 的速度增加[1] 每年新增感染人数近千

万. H pylori 感染不但与消化性溃疡 MALT 淋巴瘤

胃癌的发生有密切关系[2-7] 而且与肠道外疾病的发生

也有显著的作用[8-15] 故已被世界卫生组织国际癌症研

究机构列入第一类致癌原[16]. 根除H pylori的感染目前采

取的方式很多: 比如药物的二联 三联以及四联疗法

虽然可以达到治疗消化道疾病的目的 同时也不同程

度的根除 H pylori 的感染 但近年来 由于广泛的

大剂量的抗生素应用 导致了 H pylori 耐药菌株的产生;

同时出现了一些药物副作用; 而且患者耐受性 依从性

以及承受力都受到了挑战. 鉴于此 欲求降低H pylori感

染率及其相应疾病的发生率 不少研究工作者正致力

于开发研究新的 H pylori 治疗以及预防方案: H pylori 疫

苗的开发. 疫苗的研制已成为全球研究的热点 美国已

将其列为 21 世纪疫苗优先发展的 II 类项目 有人预测

在 2010 年 H pylori 疫苗将有选择地应用于人群的预

防和临床治疗. 新近研究表明: H pylori 的尿素酶 热休

克蛋白 A(HspA) 中性粒细胞激活蛋白 黏附素 空

泡细胞毒素 细胞毒素相关 A 蛋白以及 Mr 为 18 000

26 000 OMP 均是有效的抗原成分[17-34]. 而 HspA 为所有

的 H pylori 共同的抗原成分 用作疫苗抗原可使 70-80 %

试验小鼠获得保护 由于 H pylori 属微需氧菌 培养

条件高 难以获得大量天然的 HspA 因此 我们采

用基因克隆技术 将 HspA 编码基因 经 PCR 扩增后

构建重组载体 在 E. coli 中进行表达 为 H pylori 疫

苗的研制及快速诊断试剂盒的制备奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  H pylori 由本校微生物学教研室提供; Top10

BL21(DE3)菌株和 pET32a(+)载体 为本校病毒性肝炎

研究所保存; T4 DNA 连接酶和限制性内切酶(kpnI 和

BamH I)购自Promega公司; Taq DNA聚合酶为Takara产品;

dNTP 为上海生工生物工程公司产品; IPTG 为 sigma 公司

产品; PE-2400 型 PCR 为美国 PE 公司产品. 参照文献[33]

提取 H pylori 基因组 DNA 取 H pylori 培养物 1.5 mL

以 12 000 r/min离心2 min; 取沉淀 加入TE缓冲液567 µL

混悬 再加入 100 g/L SDS 30 µL 和 20 g/L 蛋白酶 K 3 µL

于 37 温育 1h; 而后依次加入 5 mol/L NaCl 100 µL 和

100 g/L SDS 80 µL 于 65 温育 10 min. 用酚及酚 / 氯

仿各抽提 次 收集上清液转入 EP 管中 加入 0.6 倍

于上清液的异丙醇  并以 12 000 r/min 离心 15 s. 取沉

淀 加入 700 mL/L 乙醇 1 mL 洗涤 再以 12 000 r/min

离心 5 min 弃掉上清 将沉淀溶于 100 µL TE 中

于 -20 保存备用.

1.2 方法  热休克蛋白 A(HspA)编码基因的扩增 根据

GenBank 经微机分析设计扩增 HspA 编码基因的引物

P1 和 p2 P1 的序列为 5 -CCGGTACC-ATGAAGTT

TCAACCATTAGG-3 ; P2 为 5 -CCGGATCC-GTGTT

TTTTGTGATCATGAC-3 . P1 引物中引入 kpnI 酶切位

点 P2 引物中引入 BamH I 酶切位点. 在 50 µL 反应体

系中 分别加入 dNTP 1 µL  DNA(作为模板) 2 µL 及

浓度各为 18 µmol/L 的 P1 和 P2 引物各 1 µL 以及 Taq

DNA 聚合酶 1 µL 按照以下条件进行 PCR 扩增 即

94 变性 7 min 然后 94 变性 1 min 52 退火

50 s 72 延伸 50 s 最后 1 个循环结束后再 72 

延伸 7 min 共 35 个循环. 所获 PCR 产物进行 10 g/L 琼

脂糖凝胶电泳 同时进行 10 g/L 琼脂糖凝胶回收. 将纯

化的 PCR 产物和载体 pET32a(+) 分别以 kpnI 和 BamH

I 双酶切 并用 PCR 纯化试剂盒进行纯化; 将酶切纯化

的目的基因和 pET32a(+)按 4 1 (摩尔数)比例 并在

4 条件下连接过夜; 同时根据文献[33]制备Top10感受

态菌: 取 Top10 菌的过夜培养物 50 µL 加于 LB 培养

液 2 mL 中 以 300 r/min 摇荡 3 h 然后在室温下以

10 000 r/min 离心 2 min. 弃上清 加入 100 mmol/L CaCl2

150 µL 混悬 置 0 冰水浴中 2 h 而后加入连接产

物 10 µL 混悬 依次于 0 冰水浴中 30 min 42 

水浴中 2 min 及冰水浴中 2 min; 加入 1 mL LB 培养液

于 37 孵育 30 min; 取 200 µL 培养物 涂于 LB+ 氨

苄青霉素 100 mg/L 平皿 于 37 过夜. 于次日挑选单

个菌落 接种于 2 mL LB+ 氨苄青霉素 100 mg/L 培养

液中 于 37 以 250 r/min 培养 12 h. 重组载体的提取

按照上海生物工程公司出版的 DNA 抽提纯化操作手册

进行 同时进行酶切鉴定和基因测序分析.

1.2.1 重组载体 pET32a(+)/HspA 在 E.coli 中的表达  以

酶切鉴定的重组载体转化 E.coli BL21 随后挑选含重

组载体的单个菌落接种于盛有 LB 培养基的试管(含氨

苄青霉素 100 mg/L)中. 于 37 培养至 A600=0.4-0.6 时

加入终浓度为 1.0 mmol/L 的 IPTG 诱导表达 4 h 以

10 000 r/min 离心 2 min. 收集菌体 加入等体积蛋白上

样缓冲液 煮沸 5 min 进行 150 g/L SDS-PAGE 筛

选高表达的含重组质粒的单个菌落 以获得大量的重

组蛋白.

1.2.2 表达产物的纯化及活性检测  由于融合蛋白的C端

融合了 6 个组氨酸 故表达产物采用 Ni+-NTA 琼脂糖

树脂进行纯化. 将 500 mL LB 培养基制备的细菌 混悬

于超声破碎液(50 mmol/L NaH2PO4 和 300 mmol/L NaCl

pH 7.0)10 mL 中 在 35 % 600 v 的低温条件下 超

声破碎 40 min 以 4  10 000 r/min 离心 15 min 取上

清液过 Ni+-NTA 琼脂糖树脂柱 先以洗涤液(50 mmol/L

磷酸盐缓冲液 300 mmol/L NaCl 及 20 mmol/L 咪唑 pH7.8)

10 mL 洗涤 2 次 然后以洗脱液(50 mmol/L 磷酸盐缓冲

液 300 mmol/L NaCl 250 mmol/L 咪唑 pH7.8) 10 mL

洗脱 并分 3 段收集. 分别取 3 段收集液各 10 µL 以

等量 2 蛋白上样缓冲液混匀后 煮沸 5 min 进行

150 g/L SDS-PAGE. 采集 H pylori 阳性患者的血清作为

一抗 辣根过氧化物酶标记的羊抗人血清(IgG)为二

抗 以 western blot 方法 检测目的蛋白的生物学活性.
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2   结果

2.1 热休克蛋白 A(HspA)编码基因的扩增  以 H pylori 基因

组 DNA 为模板进行 PCR 扩增. 所获 PCR 产物进行 10 g/L

琼脂糖凝胶电泳分析(图 1). 结果表明 PCR 扩增产物

位于 250-500 bp 之间. 序列分析证实 PCR 扩增产物

即为所需要的目的基因片段 其大小约为 357 bp.

图 1  HspA 编码基因 PCR 产物的 1 % 琼脂糖凝胶电脉分析. 1: DNA
Marker; 2: Negative control; 3: PCR products of HspA gene.

2.2  重组载体的酶切鉴定  分别以重组载体和含重组载

体的Top10菌为模板 按照上述PCR扩增条件进行PCR

扩增 反应体系 25 L 共 35 个循环. 所获 PCR 产

物进行 10g/L 琼脂糖凝胶电泳 结果显示: 以重组载体

和含重组载体的 Top10 菌为模板 均能扩增出 1 条约

为 357 bp 的带(图 2) 与实验设计相一致. 说明重组载

体构建成功.

图 2  重组载体的 PCR 鉴定. 1: DNA marker; 2: PCR product with the
template of pET32a(+)/HspA; 3: PCR product with the template of
Top10/pET32a(+)/HspA;  4: Negative control.

2.3 HspA 基因片段的序列分析  将重组载体以 T7 为引

物进行序列分析(上海基康生物有限公司) 并采用电

脑 DNA 分析辅助软件 对所测定的 DNA 序列进行同

源性分析. 结果发现 插入的基因片段为 HspA 基因的

片段 其中有 6 个 bp 发生变异 另有 2 处编码的氨基

酸残基发生变化 一处由 G D 一处由 A S 但

HspA 的特性无明显改变 其同源性高达 98 %. 关于克

隆的编码 HspA 基因及表达的目的蛋白的序列见其后.

2.4 重组载体在 E.coli 中的表达  从重组载体 pET32a(+)/

HspA 转化的 E.coli BL21 中 筛选高效表达菌株. 将含

有重组载体的单个菌落置于 LB 培养液(含氨苄青霉素

100 mg/L)中 于 37 培养至 A600=0.4-0.6 时 加入终

浓度为1.0 mmol/L的 IPTG诱导表达4 h 以10 000 r/min

离心 5 min. 收集菌体 进行 150 g/L SDS-PAGE. 结果

发现 经 IPTG 诱导后 可高效表达 Mr 为 33 000 的

融合蛋白(图3). 通过Imagemaster totallab v1.11软件进行

凝胶自动扫描分析 融合蛋白的表达量约占菌体总蛋

白的 18.96 %. 将 500 mL LB(含氨苄青霉素 100 mg/L)培

养基制备的菌体 溶于超声波缓冲液中 破碎细菌

离心以及 Ni +-NTA 琼脂糖树脂柱纯化 通过 SDS-

PAGE以及Imagemaster totallab v1.11软件进行凝胶自动

扫描分析 获得纯度达 95 % 以上的终产物.

2.5 用western blot方法检测HspA表达产物的抗原性  将

诱导培养的 BL21/pET32a(+) BL21/ pET32a(+)/HspA

细菌各取 1 mL 离心 在沉淀中加入蛋白上样缓冲

液 煮沸 5 min 进行 150 g/L SDS-PAGE 电泳 而

357a  1                                                                   ATGAAGTTTCAACCATTAGGAGAAAGGGTCTTAGTAGA 38

cx    477   ATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCATGAAGTTTCAACCATTAGGAGAAAGGGTCTTAGTAGA 544

357a  39   AAGACTTGAAGAAGAGAACAAAACCAGTTCAGGCATCATCATCCCTGATAACGCTAAAGAAAAGCCTT 106

cx    545   AAGACTTGAAGAAGAGAACAAAACCAGTTCAGGCATCATCATCCCTGATAACGCTAAAGAAAAGCCTT 612

357a  107 TAATGGGCGTAGTCAAAGCGGTTAGCCATAAAATCAGTGAGGGTTGCAAATGCGTTAAAGAAGGCGAT 174

cx      613 TAATGGGCGTAGTCAAAGCGGTTAGCCATAAAATCAGTGAGGGTTGCAAATGCGTTAAAGAAGGCGAT 680

357a  175  GTGATCGCTTTTGGCAAATACAAAGGCGCAGAAATCGTTTTAGATGGCGTTGAATACATGGTGCTAGA 242

cx      681  GTGATCGCTTTTGGCAAATACAAAGGCGCAGAAATCGTTTTAGATGGCGTTGAATACATGGTGCTAGA 748

357a  243  ACTAGAAGACATTCTAGGTATTGTGGGCTCAGGCTCTTGCTGTCATACAGGTAATCATGATCATAAAC 310

cx      749  ACTAGAAGACATTCTAGGTATTGTGGGCTCAGGCTCTTGTTGTCATACAGATAGTCATGACCATAAAC 816

357a  311  ATGCTAAAGAGCATGAAGCTTGCTGTCATGATCACAAAAAACACTAA                      357

cx      817  ATGCTAAAGAGCATGAATCTTGCTGTCATGATCACAAAAAACACGGATCCTCGAGCTCCGTCGA 884

357 a 为 GenBank 中 HspA 的序列, CX 为本实验所得序列, 划线部分为酶切位点.
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后在以电压 14 V 4 的条件下 进行电转 8-12 h

再将 PVDF 膜进行封闭 洗涤 加入 H pylori 阳性患

者的血清作为一抗 同时以 HRP 标记的羊抗人 lgG 作

为二抗(1 1 000)进行 western blot 检测. 结果显示 在

BL21/ pET32a(+)/HspA的泳道上相应于其表达产物相对

分子质量的地方出现了棕色的条带 而 BL21/pET32a

(+)的泳道上未出现任何条带(图 4).

图 3  重组载体在 BL21 中表达的全菌蛋白的 150g/L SDS-PAGE 分析.
1, 2, 6-8: Expression of recombinant vector in BL21 after induction
of 4h with IPTG; 3: Bacterial protein expressed in BL21 after induc-
tion of 4 h with IPTG; 4: Expression of pET32a(+)in BL21; 5: Stan-
dard protein marker(Mr 14.2; 20.1; 24; 29; 36; 45; 66X103).

图 4  用 western blot 方法检测表达产物的抗原性. 1. BL21/pET32a
(+); 2. BL21/pET32a(+)/HspA.

3   讨论

热休克蛋白 其广泛存在于人 动物 微生物和植

物细胞内 主要在细胞内发挥功能 占细胞内总蛋白

的 5 % 属高度保守的应激蛋白质[35-38]. 而 H pylori 合

成的热休克蛋白 - 热休克蛋白家族 HspA B Hsp60

Hsp70 等 在细菌的致病机制中起着重要的角色 同

时能显著增强H pylori尿素酶的活性. 编码热休克蛋白A

B 的 DNA 疫苗 分别接种 C57BL 小鼠: 接种 pcDNA3.1-

HspA 小鼠产生了 IgG2a  而接种 pcDNA3.1-HspB 则产

生 IgG1/IgG2a 他们都显著地减少 H pylori 在胃内的定

植 同时减轻因 H pylori 存在的炎症反应. 因而 作者

认为 以热休克蛋白为基础的(核酸 DNA 或蛋白质)

疫苗不失为一种有效的 H pylori 疫苗.

        鉴于此 我们将 H pylori HspA 编码基因进行了克

隆 构建了重组载体并进行了表达. 克隆 HspA 编码基

因有 1.6  % (6/357)的碱基发生变异 约 1.6 % (2/119)的

氨基酸残基发生改变 据文献[33]报道 可能的原因有:

(1)所采用的 H pylori 菌种不同; (2)H pylori 具有转化能

力 能够通过已死亡的H pylori DNA转化而致基因组发

生重排导致基因变异. (3)由 H pylori 菌株间的变异引起.

不同的患者感染的H pylori具有其特殊的限制性片段长

度多态性(RFLP)谱型 尤其是不同地区差别更加明

显 通常有好几个片段的差异 但其高度的同源性又

决定了不同菌株间编码蛋白的主要抗原决定簇的一致

性 从而保证了重组载体的表达. (4)PCR 扩增所致的

错配现象. 由于 H pylori HspA 编码基因编码 119 个氨基

酸残基 其多肽 Mr 约 13 000 道尔顿 分子量较小 故

我们采用原核表达载体 pET32a(+) 其主要特点是

除能够编码 6 个组氨酸残基外 还带有大肠杆菌 TrxA

基因. TrxA 基因可编码 109 个氨基酸的硫氧还蛋白 外

源基因经多克隆位点插入后 可与 TrxA 一起融合表达.

融合表达不仅提高了表达产物的稳定性 而且由于相

对分子质量增大 用 SDS-PAGE 更容易分析鉴定. 此

外 外源蛋白与硫氧还蛋白之间具有肠激酶和凝血酶

的识别位点 从而也方便了外源蛋白与硫氧还蛋白的

分离. 本研究中 我们获得了高产量的融合蛋白产物

由于载体 pET32a(+)表达的 6 个组氨酸残基可与 Ni+-

NTA 琼脂糖树脂中的 Ni2+ 结合 从而可对表达产物进

行纯化. 我们通过 Western blotting 检测了融合蛋白表达

产物的抗原性 在 BL21/ pET32a(+)/HspA 的泳道上相

应于其表达产物相对分子质量的地方出现了棕色的条

带 而 BL21/pET32a(+)的泳道上未出现任何条带 实验

结果表明 融合表达的蛋白具有良好的抗原性 能够被

H pylori 阳性患者的血清所识别. 为以后制备安全 高

效的疫苗 以及制备ELISA快速诊断试剂盒奠定了基础.

       除了构建和表达 H pylori HspA 编码基因外 我们

还致力于寻找活的载体. 因为抗原的呈递系统影响免疫

反应的质和量. 黏膜免疫具有以下优点: (1)能够刺激局部

免疫和体液免疫; (2)简单 经济 适合群体免疫; (3)

具有广泛的场所 但到目前为止 还未找到适合人类的

副作用小的活载体; 而通过皮下免疫除了具有上述优点

外 还具有: (1)一次性接种 终身带菌; (2)本身就是一

种免疫佐剂 可增强机体免疫功能; (3)如果细菌在体内

过度表达 可通过体外简单的方法加以解决 这类载体

以卡介苗为代表. 以 BCG( mycobacterium bovis bacillus

calmette-guerin)牛型结核分枝杆菌的减毒菌株作为载

体 则具有无比的优越性. BCG 以往主要用于预防结核

菌的感染 由于是活载体及其独特的安全性和免疫佐

剂作用而受到科学家们的关注 现已经研究表明 重组

的 BCG(rBCG)表达的 IL-12 IFN- GM-CSF

HCG-β 能被机体识别 具有生物活性 可广泛用于

医疗卫生事业. 关于抗爱滋病 百白破 寄生虫疫苗

正在研究之中 我们正在构建以 BCG 为载体的重组能

同时表达 H pylori HspA 与 Mr 18 000 OMP 疫苗 我们

相信 不久的将来 H pylori 疫苗一定将广泛应用于临

床 彻底根除与 H pylori 相关的一切疾病.
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