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Abstract
AIM: To construct and express the fusion gene of H pylori
heat shock protein A subunit (HspA) and E.coli heat-labile
enterotoxin B subunit (LTB), and analyse the biologic and
immunologic characteristics of the fusion protein.

METHODS: HspA gene was amplified from H pylori chro-
mosome by PCR. The gene was cloned into plasmid pPLtB
and the fusion gene of H pylori urease B subunit (HspA)
and E.coli heat-labile enterotoxin B subunit (LTB) was
constructed, and then LTB-HspA recombinant protein was
expressed in E.coli JM109.

RESULTS: LtB-HspA fusion gene was found to be 684 base
pairs and encode the recombinant fusion protein, which
was composed of 228 amino acid residues. SDS-PAGE and
Western blotting analysis showed that the recombinant
fusion protein had a molecular weight of 25kD and a positive
reaction with the serum from H pylori-infected patients.
ELISA analysis showed that LTB protein existed in the fusion
protein. At the same time, fusion protein kept the character
of binding with LTB receptor-ganglioside GM1.

CONCLUSION: LTB-HspA recombinant protein may be used

for research of genetically engineered H pylori vaccine.
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摘要

目的: 构建和表达人幽门螺杆菌(H pylori)热休克蛋白A亚

单位(HspA)与E. coli不耐热肠毒素B亚单位(LTB)的重组

融合蛋白 并对其基本的生物学及免疫学特性进行研究.

方法: 采用PCR技术从人H pylori染色体DNA中扩增出

354 bp的HspA基因 并克隆至pPLtB载体中与 ltB基因

融合 形成含有 ltB-HspA 融合基因的原核表达载体

pPLH 并在工程菌 E.coli JM109中诱导表达.

结果: 经序列分析 ltB-HspA 融合基因由684 个碱基组

成 为编码228个氨基酸残基的多肽. SDS-PAGE和Western

blotting检测发现 融合蛋白的Mr 25 103 并与H pylori

感染的阳性血清发生抗原抗体反应 ELISA检测显示融合

蛋白中存在LTB组分 并保持与LT受体-神经节苷脂GM1
结合的活性.

结论: LTB-HspA融合蛋白有可能用于H pylori基因工程疫

苗的研究.
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0   引言

幽门螺杆菌(H.pylori)与 B型胃炎 消化性溃疡 胃黏

膜相关淋巴组织 (MALT)淋巴瘤以及胃癌发生密切相关

WHO已将其列为一级致癌物质[1-37]. H pylori的致病性包

括他的动力 黏附力 尿素酶 磷脂酶A 热休克蛋白

(Hsp)和毒素 毒素包括空泡细胞毒素(vacuolating cytotoxin

A VacA)和细胞毒素相关A蛋白(cytotoxin associated gene

A protein CagA) [38-48]. H pylori的尿素酶B亚单位(UreB)

热休克蛋白A亚单位(HspA)和VacA均是有效的抗原成

分 作为疫苗免疫动物均已取得良好的免疫预防和治

疗效果. 大肠杆菌不耐热肠毒素(LT)与H pylori的保护性

抗原共同口服免疫后可起到预防和治疗H pylori感染的

作用 其中B亚单位以其无毒性和较好佐剂活性已得

到高度重视[49-58]. 我们采用PCR技术克隆H pylori HspA

并与 ltB 基因融合 进行表达 为研究其产物的免疫
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学功能及LTB的分子内佐剂活性奠定了基础.

1   材料和方法

1.1 材料  质粒pFs2.2由F.schodel博士惠赠; 原核表达载

体PinPointTMXa- 购自Promega 公司; E.coli DH5α及
E.coli JM109由本室保存 H pylori标准菌株NCTC11637

购自中国预防科学研究所; 各种工具酶购自宝灵曼公司;

兔抗LT多抗血清购自上海市卫生防疫站 免抗H pylori

多抗血清本室制备; 羊抗兔HRP酶标二抗 核酸相对

分子质量标准 蛋白相对分子质量标准 IPTG购自华

美公司; HRP标记的羊抗兔 IgG抗体购自博士德公司;

LT GM1购自Sigma公司. 根据Genebank公布的hLT基

因序列 设计了两条引物分别为: 上游引物 5 ATCTG

CAGGGAGTTACTCACATGGCTCCCCAGTCTATTAC 3

下游引物 5 CGCGGATCCATCCTGAGGGTAGTTTT 3.

上游引物位于LTB DNA序列ATG下游64 bp位置 下

游引物位于LTB 3 端终止子前面部分序列 同时引

入 Pst I 和 Bam HI酶切位点 并在LTB最后一氨基酸

(Asn)残基密码子AAC与Bam HI酶切位点之间设计增加

了编码YPQD的12个核苷酸. 以含有ltB基因的质粒pFs2.2

为模板进行PCR扩增. 根据GenBank公布的H pylori HspA

序列及实验目的设计扩增引物 分别在上游引物和下

游引物5 端加入 Bam HI 和 EcoR V酶切位点 由于

靠近hspA基因终止密码子TAA处存在大量不利于引物

设计的连续相同的碱基 故将下游引物设计到与终止密

码子TAA后约130+ bp处的碱基相匹配. 采用Net Primer

引物分析软件评价设计引物 由上海生工公司合成

PAGE方式纯化. 上游引物: 5 -GTC GAT CCA AGT TTC

AAC CAT TAG G-3 下游引物: 5 -GCG ATA TCA

CAG CGT CAT GGA GTT-3 .

1.2 方法  LtB基因和H pylori HspA基因的PCR扩增: 分

别以含有ltBDNA的质粒pFs2.2和Hp NCTC1 1637基因

组DNA为模板 按常规PCR条件进行扩增. 反应条件:

94 预变性5 min 加入Taq DNA聚合酶 然后按如下

参数循环: 94 1 min 55 1 min 72 1 min

最后一个循环结束后72 反应5 min. 反应完毕后取产

物3 µl 在 10 g/L-1琼脂糖凝胶中进行电泳分析. 融合
基因表达载体的构建及DNA序列分析: LtB PCR产物经

Pst I+Bam HI双酶切并纯化后与同样 Pst I+Bam HI双酶

切的PinPointTMXa- 载体相连接 构建LTB融合表达

质粒pPLtB 外源基因可通过pPLtB上多克隆位点插入

与ltB基因构成融合基因. 质粒pPLtB和HspA PCR产物

均用 Bam HI 和 EcoR 酶切 用上海生工公司Silver

Beads胶回收kits纯化回收DNA片段 将pPLtB/ BamH

I+Eco R 和PCR产物 /BamHI+EcoR 在14-16 连

接 16 h. 连接产物转化 E.coli DH5a 经氨苄青霉素抗

性及质粒少量抽提电泳筛选 酶切鉴定 得到阳性重组

子 命名为pPLH. 用全自动测序仪进行序列分析. 将重

组表达质粒pPLH转化至 E.coli JM109中 经 IPTG诱

导后重组融合蛋白表达 SDS-PAGE电泳分析. 重组融

合蛋白的免疫学鉴定: Western-blotting检测按 精编分

子生物学实验指南ISBN 7-03-006408-9/Q.768 进行.

所用一抗为兔抗H pylori抗血清(1:2 000倍稀释) 二抗

为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG (1:3 000倍稀释)

邻苯二胺显色. ELISA检测  用重组菌诱导表达超声破碎

物包被酶标板 10 g/L 1牛血清白蛋白封闭各孔 先

后加入兔抗LT多抗(1:1 000)和HRP标记的羊抗兔IgG

抗血清(1:10 000) 邻苯二胺显色. 重组融合蛋白的GM1-

ELISA 检测 按文献进行.

2   结果

采用PCR技术分别从质粒pFs2.2 和H pylori基因组中

扩增出LtB 基因和HspA基因 大小与预计大小相符

(图1).

图1  琼脂糖凝胶电泳分析PCR产物. 1  ltB PCR product; 2  hspA PCR
product; 3  PCR marker.

图 2  重组质粒pPLH的双酶切鉴定图谱. Marker; 1. Positive recom-
binant plasmid pPLH PstI+EcoRV; 2. Positive recombinant plasmid
pPLH PstI+BamHI.

2.1 融合基因的构建与鉴定  LtB PCR产物经PstI+BamHI双

酶切并纯化后与同样PstI+BamHI双酶切的PinPointTMXa-

III载体相连接 构建LTB融合表达质粒pPltB. 经Amp

抗性筛选 碱裂解少量抽提和PstI+BamHI酶切鉴定 出

现330 bp DNA片段的为阳性重组子(图2). 再通过多克

隆位点中BamHI和EcoRV切点将HspA PCR产物定向

克隆于pPLtB载体并与 ltB基因形成 ltB-HspA融合基

因 得到重组质粒pPLH(图3) PstI+EcoRV酶切鉴定

出现约800 bp DNA片段的为阳性重组子(图2). 将克隆

载体pPLH进行双向序列分析(图4) 与GenBank中公布

的相应基因序列相比较 结果表明融合基因中ltB基因

序列的同源性为99.1 % (327/330) 推定氨基酸同源性为

  1      2       3

  501
  404
  331
  242
  190
  147
  111

  M    1     2

23 130

6 557
4 316
2 322
2 027

9 416

564
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99.1 % 而HspA基因序列同源性为96.3 % (341/354)

氨基酸同源性为98.3 % (2/118). 整个融合基因仅有2.33 %

的碱基差异和1.3 %的氨基酸不同.

图3   重组质粒pPLH的构建示意图.

gct ccc cag tct att aca gaa cta tgt tcg gaa tat cgc aac aca caa ata tat acg ata

A   P   Q   S  I   T   E   L   C   S   E   Y   R  N   T   Q  I   Y    T   I

aat gac aag ata cta tca tat aca gaa tcg atg gca ggc aaa aga gaa atg gtt  atc att

N   D   K   I   L   S   Y   T  E   S   M   A   G   K   R   E   M  V    I   I

aca ttt aag agc ggc gca aca ttt cag gtc gaa gtc ccg ggc agt caa cat  ata gac tcc

T   F   K  S   G   A   T    F  Q   V   E   V   P   G   S   Q   H   I   D   S

caa aaa aaa gcc att gaa agg atg aag gac aca tta aga atc aca tat ctg acc gag acc

Q   K   K   A  I   E   R   M   K    D   T   L   R   I  T   Y   L   T   E   T

aaa att gat aaa tta tgt gta tgg aat aat aaa acc ccc aat tca att gcg gca atc agt

K   I  D   K   L   C   V   W   N   N  K   T   P   N   S   I    A   A   I   S

atg gaa aac tac cct cag gat gga tcc aag ttt caa cca tta gga gaa agg gtc tta gta

M   E   N   Y   P   Q   D   G   S   K   F   Q   P   L   G   E   R   V   L  V

gaa aga ctt gaa gaa gag aac aaa acc agt tca ggc att atc atc cct gat aac gct aaa

E   R  L   E   E  E   N    K   T   S   S   G   I   I   I   P   D   N  A   K

gaa aag cct ttg atg ggc gta gtc aaa gcg gtt agc cat aaa atc agt gag ggt tgc aaa

E  K   P   L   M   G   V   V   K   A   V   S   H  K   I   S   E   G   C   K

tgc gct aaa gaa ggc gat gtg atc gct ttt ggc aaa tat aaa ggt gca gaa atc gtt tta

C   A   K   E   G   D   V   I   A   F   G   K   Y   K   G   A   E  I   V   L

gat ggc acc gaa tac atg gtg cta gaa cta gaa gac att ctg ggc att gtg ggt tca ggc

D  G   T  E   Y  M   V    L   E   L   E   D   I  L   G   I   V   G    S   G

tct tgt tgt cat aca ggt aat cat gat cat aag cat gct aaa gag cat gaa gct tgc tgt

S   C   C   H   T   G   N   H   D   H   D   H   A   K   E  H    E   A  C   C

cat gat cac aaa aaa cac taa

 H   D H   K   K   H   *

图4  ltB-HspA融合基因的核苷酸序列及推定的氨基酸序列.

2.2 LtB-HspA融合基因的表达  重组质粒pPLH在E.coli

JM109中诱导表达后进行SDS-PAGE电泳 可见新的

蛋白条带出现 与推定的融合蛋白Mr 25 000基本相符

(图5). 重组LTB-HspA融合蛋白经Western blotting检测

显示 重组表达质粒在未经 IPTG 诱导和诱导后均在

Mr 25 000处出现单一的阳性反应条带 而其他对照均

无阳性反应条带(图6). 证明融合蛋白中含有HspA组分.

ELISA检测显示融合蛋白包被孔呈明显的棕黄色 而

其他对照孔呈无色或淡黄色 说明LTB-HspA融合蛋

白中存在LTB组分. GM1-ELISA检测结果显示 融合

蛋白组呈现阳性 而其他组为阴性 证明该蛋白保留

与神经节苷脂GM1受体相结合的活性.

图 5  重组质粒pPLH表达产物SDS-PAGE分析. M: Molecular weight
marker; 1: E.coli JM109/pPLH after induction with IPTG;2: E.coli
JM109/pPLH before induction; 3: E.coli JM109/PinPointTMXa-  after
induction with IPTG; 4: E.coli JM109/PinPointTMXa- before
induction.

图 6  重组LTB-HspA融合蛋白的免疫印迹分析. M: marker; 1:诱导
前重组菌 2: 诱导5 h后重组菌.

3   讨论

幽门螺杆菌的热休克蛋白(Hsp)由于其特殊的结构和结合

镍离子的特性 已被认为是激发机体产生预防H pylori

感染的最有效的抗原成分之一[59] 可以作为基因工程

疫苗的侯选分子. 我们克隆出H pylori 354 bp HspA基因

并与大肠杆菌ltB基因进行融合 得到ltB-HspA融合基

因. 经序列分析 该融合基因由684个碱基组成 包括

ltB基因和HspA基因的序列 其ltB基因序列与文献报道

的序列相比较 有0.90 % (3/330)的编码碱基发生变异 但

其推定的氨基酸序列完全相同 同源性高达99.1 %; 而

HspA基因序列与GenBank公布的序列相比 有3.67 %(13/

354)的编码碱基发生变异 其氨基酸序列中仅有2个氨

基酸不同 分别为Val-51变为Ala-51和Val-73 变为

 

 

 

  tac promoter
  Pstl

  Bam Hl
  EcoRV

 biotin region

  Amp

 PinPoint-Xa-lll

(3 333 bp)

  Amp

  Amp

  Bam H
  Bam H
  Pst  

  Pst    Pst    Bam H
  LtB DNA

  T4DNA Ligase

  Pst  

  Bam Hl
  EcoRV

  LtB

(3 285 bp)

pPLtB

  Bam H
HspA DNA

  EcoRV

  T4DNA Ligase

  Bam H
  EcoRV

  Pstl

  Bam Hl

  EcoRV

  LtB

HspA
pPLH

(3 800 bp)

   M       1       2       3       4

94 KD
66 KD

45 KD

30 KD

20 KD
14 KD

   M       1       2

97 400
66 200

43 000

31 000

20 000

14 400



Thr-73 同源性高达98.3 %. 整个融合基因约有2.33 %

(16/684)的碱基差异和1.3 % (3/228)的氨基酸序列不同

同源性极高 为该融合基因的准确表达奠定了基础

并且两个结构基因间仅存在18个非编码的碱基 可以

推测其编码的氨基酸将不会影响整个融合蛋白的免疫

原性. 为了使所构建的LtB-HspA融合基因以天然蛋白

形式表达 特意将该融合蛋白表达载体中编码担体蛋

白(tag)的一段DNA序列切去 构建得到重组表达质粒

pPLH 在工程菌 E.coli JM109中经 IPTG诱导表达后

可见Mr 25 000的蛋白条带出现. Western blotting检测目

的条带处出现阳性反应 ELISA试验呈现阳性. 表明所

表达蛋白为LTB-HspA融合蛋白 且具有免疫反应性.

大肠杆菌的不耐热肠毒素为一种外毒素物质 可引起

人和猪等家畜的严重腹泻 其主要的毒性部位为A亚单

位 可通过B亚单位与肠黏膜上皮细胞膜上的神经节苷

脂GM1受体相结合进而发挥肠毒素活性. 我们根据LTB

可与神经节苷脂GM 1特异结合的特点 建立 GM 1-

ELISA方法 检测证明了LTB-HspA融合蛋白中LTB

的存在且具有与神经节苷脂GM1进行特异性结合的生

物学活性. 同时以融合蛋白作为抗原包被酶标板后 与

H pylori感染患者的阳性血清发生抗原一抗体反应 表

明该融合蛋白保持了HspA原有的免疫反应性 据此可

将其用于H pylori感染患者的血清学检测与诊断.

       大肠杆菌不耐热肠毒素(LT)除了具有毒素活性外 更

重要的是他还具有黏膜免疫原性和黏膜免疫佐剂性[60, 61].

LTB亚单位既缺乏LT全毒素分子的毒性 又保留了黏

膜免疫佐剂的作用 他与多种非相关的蛋白或非蛋白

抗原经不同途径免疫均能明显增强机体的黏膜免疫反

应 故研究者们选用他作为口服疫苗的黏膜免疫佐剂.

Weltzin 将重组LTB作为佐剂与尿素酶共同免疫小鼠

发现可产生特异性的血清抗尿素酶IgG1和 IgG2a以及唾

液中的抗尿素酶IgA 以及对H pylori的保护性免疫[11].

大量实验研究证明 UreA HspA加 LT通过黏膜途径

免疫可获得有效的免疫保护性. 将 LTB与HspA构建成

融合蛋白形式表达 为进一步研究LTB的分子内佐剂

性和整个蛋白的免疫原性奠定了基础.
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