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Abstract
AIM: The prokaryotic expression vector of the fusion gene
with v segment of the vacuolating cytotoxin and hpaA of
Helicobacter pylori (H pylori) was constructed and
expressed. It would lay a foundation for prophylaxis and
therapy of H pylori infection.

METHODS: By using the primer with a fragment encoding
12 amino acids of N-terminal of human interleukin-3 (IL-3),
the vacuolating cytotoxin gene of Hp with linker was am-
plified from pQE30-V plasmid by PCR. The gene was cloned
into plasmid pTrc99A-HpaA and fused with the hpaA gene.
The fusion gene was cloned into prokaryotic expression
vector pQE30. The recombinant plasmid of pQE30-V-HpaA
was transformed into E.coli. DH5α and expressed in the
presence of IPTG. The expression product was analyzed
by SDS-PAGE, its antigenicity of the expression product
was identified by Western blotting.

RESULTS: Mr of recombinant protein was about 65 000
and represented 35% total protein of E.coli. Western blot-
ting showed the recombinant protein could be recognized
by the antiserum against H pylori.

CONCLUSION: The fusion gene and its prokaryotic expres-
sion vector pQE30-V-HpaA is constructed and expressed
in DH5α successfully. It provides the antigen basis for further
studying the biological function of fusion protein and ob-
taining vaccine against the infection of H pylori.
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摘要

目的: 构建幽门螺杆菌vacA毒性片段(v)与hpaA融合基因

的原核表达载体 并诱导表达 为制备具有治疗与预防作

用的疫苗奠定基础.

方法: 通过设计带有编码 IL-3N端 12个氨基酸引物 用

PCR技术从pQE30-V质粒扩增出有接头的v基因 克隆

至质粒pTrc99A-HpaA中与hpaA融合. 将融合基因插入原

核表达载体pQE30 再将pQE30-V-HpaA转化大肠杆菌

DH5α 经 IPTG 诱导表达 SDS-PAGE分析表达结果
Western blotting鉴定其抗原性.

结果: 融合蛋白的相对分子量约为65 000 能与幽门螺杆

菌感染的人阳性血清发生抗原抗体反应.

结论: 重组表达质粒pQE30-V-HpaA表达成功 为进一步

研究其免疫学活性及制备疫苗提供了材料.
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0   引言

胃部疾病的发生 复发和幽门螺杆菌(Helicobacter

pylori H pylori)感染有关[1-19]. 由于H pylori的感染途径

尚未完全明了 目前尚无阻止感染的有效措施. H pylori

在胃内定植的关键环节是黏附 由黏附素受体系统介

导 依赖于黏附分子上某些特定的氨基酸位点与胃黏

膜细胞上的受体特异性结合. 鞭毛N-乙酰神经胺乳糖

结合凝集素是H pylori的主要定植因子. 编码该因子的基

因序列已基本明了 其中黏附素(Helicobacter pylori

adhesin A HpaA)基因为H pylori特有 长783 bp 较

保守 编码H pylori与胃黏膜细胞结合的亚单位蛋白

Mr 29 000. 并有良好的免疫原性[20-23]. VacA是H pylori引

起细胞损伤的重要致病物质 与消化性溃疡及胃癌的

细胞病变有关 VacA也具有良好的免疫原性[24-32]. VacA

与HpaA均能刺激机体产生保护性免疫 为此 我们构

建vacA与 hpaA融合基因的原核表达载体. 为维持两种

抗原各自的空间构象 融合基因中被加上编码 IL-3N

端 12个氨基酸中间接头序列 并在 E.coli中表达 以

期获得V-HpaA融合蛋白 为制备既能阻止H pylori黏

附又能中和VacA毒性的集治疗和预防为一体的疫苗提

供有效抗原.



1   材料和方法

1.1 材料  E.coliTop10 DH5α菌株和pQE30载体 为
本校病毒性肝炎研究所惠赠 pTrc99A-HpaA质粒(含

H pylori黏附蛋白DNA序列) pQE30-V 质粒(含H pylori

细胞空泡毒素毒性DNA 序列)为本室构建 保存. T4
DNA连接酶和Sal1 BamH1 Nco EcoR 购自

宝生物公司 Pfu酶为MBI公司产品. dNTP为上海生工

生物工程公司产品. DNA marker 为MBI公司售品 蛋

白质marker 为医科院售品 质粒提取试剂盒 胶回

收试剂盒等为上海华舜公司售品 PCR纯化试剂盒为

Omega公司售品.

1.2 方法

1.2.1 H pylori v基因的PCR扩增  用引物设计软件pre-

mier 5.0设计v基因引物 由上海博亚生物公司合成. 配

制为20 µM 贮存液. 引物序列是: 上游引物引入Nco
切点 即5 -CGACCATGGATGCATTATTGGGTCAAA

G-3 . 下游引物去掉终止密码子 引入 IL-3 5 端

36nt及EcoR 酶切位点. 即: 5 -ATGAATTCCAGGAG

CAGGACGGGCAGGCGGCTCATGTTTGGATCGTTACTA

TCTTGTTT-3 . 以 pQE30-V 质粒为模版 反应体系

共50 µL 条件为: 94  5 min 94  50 s 57  45 s
72  60 s 72  7 min 共35个循环. 取4 µL PCR产物
10 g/L琼脂糖电泳 在紫外灯下切下约为750 bp大小含

DNA 的胶块 回收产物.

1.2.2 重组载体pTrc99A-HpaA-V的构建  纯化的PCR

产物v基因和pTrc99A-HpaA质粒分别以Nco 和EcoR

双酶切 并用PCR 纯化试剂盒进行纯化 将酶切

纯化的目的基因和载体pTrc99A-HpaA按6 1(浓度比)

进行连接. 反应体系20 µL 16 连接2 h. 连接产物用
CaCl2法转化至大肠杆菌Top10 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

pTrc99A-HpaA-V.

1.2.3 融合基因v-hpaA PCR扩增  以pTrc99A-HpaA-

V为模版扩增融合基因v-hpaA. 引物序列是: 上游引物

引入BamHI 酶切位点 即5 CCGGATCCATGCATT

ATTGGGTCAAAGG-3 . 下游引物引入SalI  酶切位点

即5 CGGTCGACTTCTTATGCGTTATTTGT-3 . 反应

体系共50 µL 条件为: 94  5 min 94  50 s 53 
50 s 72  90 s 72  7 min 共 35个循环. 取 PCR

产物4 µL进行10 g/L琼脂糖电泳 在紫外灯下切下约
为1 550 bp大小含DNA的胶块. 回收产物.

1.2.4 重组载体pQE30-V-HpaA构建  纯化的V-HpaA

PCR产物和pQE30分别以BamH1和 Sal1 双酶切 并

用PCR纯化试剂盒进行纯化 酶切纯化的目的基因和

载体pQE30按6 1(浓度比)进行连接. 反应体系20  µL
16  2 h. 连接产物用CaCl2法转化至大肠杆菌DH5α表
达 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. 将鉴定后的重组质粒送上海博

亚生物有限公司进行测序. 以酶切鉴定的重组载体转化

E.coli DH5α 随后挑选含重组载体的单个菌落接种于
盛有LB培养基的6支试管(含氨苄青霉素100 mg/L)中

与DH5α/ pQE-30菌一起.于 37 培养至 A600=0.4-0.6
时 加入终浓度分别为0.5 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

蛋白上样缓冲液煮沸5 min 然后 120 g/L SDS-PAGE

电泳鉴定.

1.2.5 Western blotting 检测重组蛋白的抗原性  将诱导

菌的全菌做120 g/L SDS-PAGE. 使凝胶靠近阴性一侧

NC膜靠近阳性一侧 在150V条件下转移2 h 电转

移后 取出NC 膜 用 PBS 洗涤 4 次 每次 5 min

加封闭液 室温封闭非特异性位点 洗膜同前述. 然

后 依次加上 H pylori全菌抗血清 37 作用 2 h

同法洗膜. 再加HRP标记的羊抗人二抗 37 作用2 h

洗膜. 最后 将NC膜浸泡于DAB显色剂中10-15 min

再用双蒸水冲洗 以终止染色.

2   结果

2.1 重组质粒pTrc99A-V-HpaA的构建  v基因的PCR

产物经10 g/L 琼脂糖电泳 在750bp 有一条带 大小

与预想一致(图 1).  重组质粒 pTrc99A-V-HpaA 与

pTrc99A-HpaA用Nco 和EcoR 双酶切后 经10 g/L

琼脂糖电泳 可见pTrc99A-V-HpaA被切下750 bp左

右的一条带 大小与预想一致(图2).

图1  带有接头的v基因片段的PCR扩增. 1: DNA marker;  2: PCR
product;  3: control.

图 2  重组质粒pTrc99A-V-HpaA限制性酶切分析. 1: pTrc99A-HpaA
/Ncoα+EcoRα; 2: pTrc99A-V-HpaA /Ncoα+ BamH ;  3: pTrc99A-
V-HpaA / Ncoα+EcoRα; 4: DNA marker.

2.2 重组质粒pQE30-V-HpaA鉴定  v-hpaA的PCR产
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物经10 g/L琼脂糖电泳 在1 548 bp有一条带 大小

与预想一致(图3). 重组质粒pQE30-V-HpaA与 pQE30

用BamHI和 SalI双酶切后 经10 g/L琼脂糖电泳 可

见pQE30-V-HpaA被切下1 548 bp的一条带 大小与

预想一致(图4 ).

图3  融合基因v-hpaA 的PCR扩增.1: DNA marker; 2-4: PCR product;
5: control.

图 4  重组质粒pQE-30-hpa-vacA限制性酶切分析.  1: pQE30-V-
HpaA / BamH + SalI; 2: pQE30-V-HpaA / EcoRa+ BamHI; 3:
pQE30 / BamH + SalI; 4;  DNA marker.

2.3 重组质粒pQE30-V-HpaA的序列  利用通用引物对

重组质粒进行测序分析 所得hpaA v和接头序列均

完整 在同一 ORF 内 无突变 与预期一致.

图5  DH5a/pQE30-V-HpaA表达产物SDS-PAGE鉴定结果.1: pro-
tein marker; 2: DH5α/pQE30 induced with IPTG; 3: DH5α/ pQE30-
V-HpaA  induced without IPTG; 4-8: DH5α/pQE30-V-HpaA in-
duced with IPTG.

2.4 目的蛋白的表达和活性  将鉴定正确的重组质粒

pQE30-V-HpaA转化至大肠杆菌DH5α 经IPTG诱导
表达 IPTG 的浓度为0.5 mmoL/L 诱导4 h 全菌蛋白

SDS-PAGE图谱如图5 薄层扫描分析表明 目的蛋

白表达量为35%以上(图 5). 将以12%SDS-PAGE分离

的重组菌电转移到NC膜上 依次加上H pylori全菌抗

血清和HRP标记的羊抗人二抗 显色后出现一条和预

期大小一致的带(图6).

图6  融合蛋白的 Western blotting 鉴定结果. 1: Protein marker; 2:
Noninduced protein exhibited with anti-serum against  H pylori
Ab-HRP;  3-4: induced protein exhibited with anti-serum against
H pylori Ab-HRP.

3   讨论

如果一种蛋白能够包括H pylori的两种或多种有效抗原

成分 其刺激机体将会产生多重免疫保护性反应 有

利于防治H pylori的感染[33-35]. 为了实现这个目的 我

们构建了融合基因 进而表达融合蛋白. 朱森林 et al利

用减毒活鼠伤寒沙门菌能表达异种抗原 在哺乳动物

中经口 鼻 直肠和阴道黏膜途径免疫能诱导强大而特

异的免疫反应的 将载有hpaA基因的重组表达质粒导

入减毒鼠伤寒沙门菌SL3216 构建成表达HpaA重组

减毒鼠沙门疫苗菌 发现HpaA能在疫苗中以二聚体形

式稳定表达 表达量为全菌体蛋白的17% 并证实具有

免疫原性[36-39]. 研究表明 vacA基因和HpaA基因的原

核表达产物均有免疫原性 并在治疗和预防H pylori感

染中起到良好作用. 我们将vacA的毒性片段v和HpaA

基因连接 表达融合蛋白 若不影响免疫原性 制备抗

VacA和HpaA抗体 将既能中和已感染的H pylori产生

的VacA 使其不引起细胞病变 又能阻止H pylori在胃

内定植 防止H pylori的再感染 起到预防和治疗作

用. 此类融合蛋白和疫苗 尚未见报道.

       由于融合蛋白作为一个整体 其一级结构已经改

变 而一级结构是决定蛋白质空间构象的基础. 因此融

合蛋白就有可能具有与单独的蛋白不同的空间构象

从而影响各组分蛋白各自功能的发挥. 一般认为以接头

连接可以比直接连接融合蛋白减少上述影响. 我们构建

HpaA-V融合蛋白的原核表达载体 中间加上IL-3N端

的接头12个氨基酸 期望HpaA与V互不干扰而形成

各自的天然构象 从而同时获得具有两种抗原特性的

重组蛋白 达到预期的效果.

        我们表达的融合蛋白必须具有单独HpaA与VacA免

疫原性 才能使机体产生针对HpaA与VacA的免疫
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成为制备疫苗的有效抗原. Western blotting 分析表明

表达的蛋白能与H pylori阳性血清反应 有良好的抗

原性 但是否同时具有HpaA与VacA二者的免疫原性

尚需进一步鉴定.
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