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单克隆抗体对其进行
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分析&结果
!

ST0

测序证明了构建的
A
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能够表达
!"#D$+Z(
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单抗抗体反应&结论
!

在引物中设计突变位点能够定向突变
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与

转化有关的位点!原核表达的
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不影响其免疫原性!增加了基于
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的疫苗的安全性&
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人乳头瘤病毒$

!"#

&是一类寄生于鳞状上皮的
ST0

病

毒#属于嗜上皮性病毒#在人和动物中广泛分布)

$

*

#基因组编码

-

个开放读码框架#按功能不同分为
*

个区!$

$

&早期区#含
+

个开放读码框架 $

Z$

(

Z%

(

Z'

(

Z,

(

Z+

(

Z(

&%$

%

&非编码区#为基

因转录复制调控区%$

*

&晚期区#含
F$

$主要衣壳蛋白&和
F%

$次要衣壳蛋白&两个开放读码框架#编码病毒
%

个衣壳蛋

白)

%

*

'其中
Z+

和
Z(

主要与病毒细胞转化功能及致癌性有

关#为增殖性
!"#

的主要转化蛋白'

Z(

蛋白与视网膜母细

胞蛋白$

GV

&反应是
Z(

转化的关键'高危型
!"#Z(

与抑癌

基因
",*

及
GV

结合力强#易与宿主
ST0

整合)

*

*

'因此#

Z(

蛋白在癌变中有着非常重要意义#是宫颈癌免疫治疗的重要靶

点)

'1,

*

#目前已有一些治疗性疫苗#如多肽(蛋白(重组病毒载体

和纳米疫苗等#正在临床研究#一些进入了临床
"

"

#

期#然而

以
Z(

癌基因设计的
ST0

疫苗实验显示#该基因在接受和表

达
Z(

的细胞中仍然具 有 很 强 转 化 危 险)

+1(

*

'本 研 究 在

!"#$+Z(

致癌基因的基础上#通过对
!"#$+Z(

基因中与宿

主
GV

蛋白结合区域进行定点突 变 获 得 去 转 化 活 性 的

!"#$+Z(

突变体$

!"#$+DZ(

&#通过原核细胞表达获得

!"#$+DZ(

目的蛋白#为基于
!"#$+Z(

疫苗打下基础'

$

!

材料与方法

$&$

!

!"#$+Z(

基因来源
!

!"#$+

基因组从海南省中医院

妇产科门诊确认感染
!"#

的女性患者标本中提取的#用特异

性引物
"IG

扩增
!"#$+Z(

基因#

"IG

产物与
21#7>93B

相

连#测序证明为野生型
!"#$+Z(

基因#命名为
A

21!"#$+Z(

'

$&/

!

方法

$&/&$

!

!"#$+DZ(

的获得
!

!"#$+Z(

蛋白含
/-

个氨基酸#

包含
;

(

P

(

>

三个区#本研究将在
;

区对氨基端
%$

(

%'

和
%+

的

氨基酸突变#即
SFWIWZi

到
HFWHWHi

#以减少转化活性

和增强抗原性'在
I

区#修订
%

个锌指结合基序#即
I+$1H+$

#

I/'1H/'

'突变按
2;h;G;

公司突变试剂盒说明书进行操作'

以
A

21!"#$+Z(

为模板#按重叠
"IG

方式#以引物
"X$1R

#

"X$1G

为引物进行
"IG

#其产物与
21#7>93B

相连#测序正确

的质粒命名为
A

21$+Z(D$

#其他的突变按上述方法进行#最后

的突变命名为
A

21!"#$+DZ(

'

!"#$+Z(

突变引物设计见

表
$

'

$&/&/

!

构建
A

Z21!"#$+DZ(

表达载体
!

以表
$

中的引物和

A

21!"#$+DZ(

为模板#以保证
"

@

B3P789ST0

酶
"IG

扩增#

用
V;D!

"

和
!45?

$

同时酶切纯化后的
"IG

产物和载体

A

Z21%-;

$

d

&#然后用
2'

连接酶连接过夜#转化感受态细胞

2]"$)

#用卡那霉素进行筛选'提取质粒后#用
V;D!

"

和

!45?

$

双酶切鉴定#测序正确的质粒的命名为
A

Z21%-;1

!"#$+DZ(

'

$&/&'

!

阳性克隆菌鉴定
!

阳性克隆用菌落
"IG

#质粒双酶切

和
ST0

测序证实'

+

,(/$

+

检验医学与临床
%)$+

年
(

月第
$*

卷第
$'

期
!

F;PX7?IE45

!

JCE

@

%)$+

!

#3E&$*

!

T3&$'



$&/&1

!

重组蛋白优化诱导表达
!

挑取含重组质粒的阳性

VF%$

$

SZ*

&菌置于新鲜含抗生素的的
FV

液体培养基中#于

*([%,)B

"

D45

剧烈振摇#培养过夜%当其
]S

值达到
)&+

!

)&-

时#用
O"2H

$终浓度为
)&,DD3E

"

F

&进行诱导#继续震荡培

养
'

!

+<

#

$))))B

"

D45

离心
$D45

#收集细菌重悬在
$)DF

VC==7B0

$

,)) DD3E

"

F T;IE

#

$. 2B4935 1̀$))

#

%) DD3E

"

F

2B481!IE

A

!-&)

#

+D3E

"

F

尿素&中#超声破碎细胞#然后以

$))))B

"

D45

离心
%)D45

#收集上清液'采用
T41T20 !481

V45?G7845

亲和纯化重组蛋白'

$&/&2

!

7̂897B5PE39

检测
!"#$+D(

目的蛋白
!

用
7̂897B5

VE39

分析
!"#$+DZ(

蛋白#

!"#$+Z(

的单抗购自
N;59;IBCL

生物技术公司'用
ZIF

试剂显色'

表
$

!!

!"#$+Z(

突变引物

引物名称 序列

!"#$+Z(1R

H0022I HH02II 02H I02 HH0 H02

0I0II2

$

V;D!

"

&

!"#$+Z(1G

I2I H0H 00HI22 220 2HH 222 I2H

0H00I0H02

$

!45?

$

&

!"#$+Z(1

A

X$1R HH2I2I20IHH2202HHHI

!"#$+Z(1

A

X$1G 0H22H2I2I2HH22HI0002I

!"#$+Z(1

A

X%1R 00HHH2H0I2I20IHI22IHH

!"#$+Z(1

A

X%1G HI00I0000HH220I002022H2

!"#$+Z(1

A

X*1R III02IHH22I2I0H000II02

!"#$+Z(1

A

X*1G HI0I0I0022II20H2H2HII

!!

注!括号所示内切酶'

/

!

结
!!

果

/&$

!

!"#$+Z("IG

产物
!

根据设计好的引物
"IG

扩增

!"#$+Z(

基因#条带位置与预期相符#结果见图
$

'

!!

注!

$

为
"IG

产物%

%

为
SF%)))ST0

标志物'

图
$

!!

!"#$+Z(

的
"IG

产物

/&/

!

!"#$+Z(

突变获得
!"#$+DZ(

!

利用突变试剂盒#对

!"#$+Z(

的具有转化活性和增加免疫功能的位点进行突变#

即
S%$H

(

I%'H

(

Z%+H

(

I+$H

和
I/'H

'突变后
!"#$+DZ(

的

氨 基 酸 序 列 如 下!

0

区#

X!HS2"2F!ZWXFSFi1

"Z22HFWHWHiFTS N

%

V

区#

NZZZSZOSH"0Hi0Z

"SG0! WTO#2 RIIh

%

I

区#

HSN2FGFI#iN2!#SOG21

FZSFFXH2FHO#I"OHNih"

'

/&'

!A

Z21!"#$+DZ(

原核表达构建
!

用
V;D!

"

和
!45?

$

对
A

Z21!"#$+DZ(

用双酶切进行鉴定和测序分析#测序证明

全部序列与预期的一致'见图
%

'

/&1

!A

Z21!"#$+DZ(

原核表达
!

挑取
A

Z21%-;1!"#$+DZ(

转化
Z&>3E4VF%$

$

SZ*

&的阳性菌落#并经酶切和测序#结果正

确#阳性菌落进行摇菌生长#待菌液
]S

值为
)&+

!

)&-

时#利

用
O"2H

进行诱导表达#

O"2H

浓度分别为
)&$

(

)&%

(

)&,

(

$&)

DD3E

"

F

#诱导时间为
+<

后#收集菌体#重悬于裂解缓冲液中#

超声破碎后离心收集沉淀部分#溶解包涵体#进行
NSN1"0HZ

鉴定'图
*

结果显示#

)&,DD3E

"

FO"2H

诱导可获得较高的表

达量'

!!

注!

$

和
%

为
!"#$+DZ(

产物%

X

为
ST0

标志物'

图
%

!!A

Z21!"#$+DZ(

重组质粒鉴定

!!

注!

$

为
$&)DD3E

"

F

%

%

为
)&,DD3E

"

F

%

*

为
)&%DD3E

"

F

%

'

为
)&$

DD3E

"

F

%

X

为蛋白标志物'

图
*

!!

!"#$+DZ(

在不同浓度的
O"2H

诱导表达结果

/&2

!

!"#$+DZ(

目的蛋白纯化
!

将经酶切和测序正确的质

粒转化
Z&>3E4VF%$

$

SZ*

&#待菌液
]S

值为
)&+

!

)&-

时#用

)&,DD3E

"

FO"2H

进行诱导
'

!

+<

#收集菌体后重悬于裂解

缓冲液中#超声破碎后离心收集沉淀部分#溶解包涵体#用于

T4

离子亲和层析柱纯化#分别用
+)

(

$))

(

$,)

(

%))DD3E

"

F

咪

唑洗脱样本#收集
$,)

(

%))DD3E

"

F

咪唑洗脱液#然后进行透

析#在透析过程中#逐步减少尿素的浓度和盐的浓度#冷冻干

燥'吸取部分样本进行
NSN1"0HZ

分析#结果显示#

%))

DD3E

"

F

咪唑洗脱液样本纯度和浓度较高'见图
'

'

!!

注!

X

为标志物%

$

和
%

为
!"#$+DZ(

纯化产物'

图
'

!!

!"#$+DZ(

目的蛋白纯化后
"0HZ

分析

!!

注!

$

为蛋白标志物%

%

为
!"#$+DZ(

'

图
,

!!

!"#$+DZ(

目的蛋白的
7̂897B5PE39

分析

/&)

!

7̂897B5PE39

结 果
!

7̂897B5PE39

分 析 纯 化 后 的

+

+(/$

+

检验医学与临床
%)$+

年
(

月第
$*

卷第
$'

期
!

F;PX7?IE45

!

JCE

@

%)$+

!

#3E&$*

!

T3&$'



!"#$+DZ(

目的蛋白#一抗为抗
!"#$+Z(

单克隆抗体#结果

显示#可见
!"#$+DZ(

有表达#并且与预期的分子量一致#获

得需要的目的突变蛋白#见图
,

'

'

!

讨
!!

论

!!

世界卫生组织建议在世界范围内开展宫颈癌的前期筛查'

在欧美国家#由于宫颈癌前病变的筛查和治疗#其发病率已经

得到大幅降低'临床实践表明#通过筛查可以较早地发现癌前

期病变#从而可以及时有效地阻断癌前病变的恶化'目前#由

于普查工作广泛开展和检测技术提高#早期检出率明显升

高)

-

*

'宫颈病变发现越早#其治疗效果往往越好'据报道#宫

颈浸润癌的
,

年生存率为
+(.

#宫颈早期癌变为
/).

#而原位

癌则可以到达
$)).

)

/

*

'因此#宫颈癌普查应早诊早治#从而

降低宫颈浸润癌的发病率和病死率'

!"#

是一种能引起包括食管癌#尖锐湿疣#子宫颈癌等在

内的多种良恶性病变重要病原体#其中
!"#$+

与子宫颈癌关

系最为密切'

!"#$+

感染引起子宫颈癌的漫长过程中#

!"#$+Z(

蛋白可以在感染的细胞内稳定持续表达#并通过与

抑癌蛋白
GV

结合#促进其降解#并使细胞进入
N

期#引起细胞

转化'研究表明#

!"#$+Z(

蛋白存在有效的
2

淋巴细胞和
V

淋巴细胞抗原表位#机体感染
!"#$+

后可出现抗
!"#$+Z(

抗体和细胞毒性
2

淋巴细胞
I2F

反应#因此#

!"#$+Z(

蛋白

与宿主蛋白同源性低#且较保守#是理想的治疗性疫苗的靶

标)

$)1$$

*

'

本研究首先从临床标本中利用
"IG

克隆
!"#$+Z(

目的

基因#其序列与国内外诸多报道的
!"#$+Z(

序列相同#具有

很好代表性和临床实际意义#也说明
!"#$+Z(

具有较高的保

守性#有利于作为
!"#$+Z(

治疗型疫苗抗原的研究和应用'

目前虽然已经有一些治疗性疫苗正在进行临床试验研究#但以

Z(

癌基因设计
ST0

疫苗实验显示该基因在接受和表达其细

胞中仍然具有很强转化危险'在兼顾靶向性(免疫原性和生物

安全性方面考虑#本研究在已获得
!"#$+Z(

目的基因基础

上#利用多重
"IG

扩增方式#通过对
!"#$+Z(

基因中与宿主

GV

蛋白结合区域进行修饰及对
Z(

基因进行突变的方法来获

得
!"#$+DZ(

#以降低其转化活性'

!"#$+DZ(

突变体目的基因再亚克隆入
A

Z21%-;

$

d

&原

核表达载体中#成功构建
A

Z21!"#$+DZ(

重组表达载体#经

双酶切和测序验证#结果与预期突变序列相符'在
)&,

DD3E

"

FO"2H

浓度下在
SZ*

中以包涵体蛋白形式高效表达

带
!48

标签目的蛋白
!"#$+DZ(

#利用
T4

离子亲和层析柱纯

化#

$,)

!

%))DD3E

"

F

咪唑洗脱样本#透析后可获得较高纯度

的目的蛋白'

提取包涵体所含有的外源蛋白质分子#首先必须采取措施

溶解包涵体中的变性蛋白#进而将其完整的高级空间结构进行

恢复#也就是实施复性操作的过程'将包涵体蛋白复性为完全

的生物活性态是有难度的'低效率的复性也是许多外源基因

在大肠杆菌中的表达产物难以有效制备或者造成损失的主要

原因'尽管大肠杆菌表达外源基因时常会导致包涵体的形成

并对后期重组蛋白的制备产生困难#但大肠杆菌表达系统仍然

是目前重组蛋白生产的一条重要途径'本研究中采用亲和色

谱$

0RI

&对变性蛋白进行了复性'与传统的稀释法和透析法

相比#液相色谱复性的优点是!在进样后可很快的除去变性剂%

由于色谱固定相对变性蛋白质的吸附可明显地减少(甚至完全

消除变性蛋白质分子在脱离变性剂环境后的分子聚集#从而避

免了沉淀的产生#提高蛋白质复性的质量和活性回收率%在蛋

白质复性的同时#可使目标蛋白质与杂蛋白分离达到纯化的目

的#使复性和纯化同时进行%便于回收变性剂#降低废水处理成

本'但
0RI

使用范围窄(所需时间长(价格昂贵'

经
7̂897B5VE39

证实所表达的目的蛋白与相应抗体具有

较好的结合能力#表明该蛋白具有较好的免疫原性'由于大肠

杆菌表达的蛋白易被脂多糖等热原质污染#本研究对收集的包

涵体用异丙醇洗涤#有效除去了热原质'这为
!"#DZ(

进行

大量纯化并用于其他理化性质(生物学功能以及为后续疫苗的

开发等研究奠定了基础'

!"#$+DZ(

目的蛋白表达成功#为

进一步深入研究
!"#$+Z(

的生物学功能打下坚实基础'
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