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析!确定最佳诱导表达条件"在最佳条件诱导下!收集菌液
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#h

冰浴
$E

!其间不断振荡"将混合物转入下垫滤纸的注射

器 中!自 然 流 干" 用 洗 涤 液 +

%# SS.>

(

U JT9

6

F:

,

!

*##SS.>

(

UJT(>

!

6#SS.>

(

U

咪唑,洗柱"分别收集洗涤液

8$

!

,

"用洗脱液+

%#SS.>

(

UJT9

6

F:

,

!

*##SS.>

(

UJT(>

!

6%#SS.>

(

U

咪唑,洗柱!分别收集洗涤液
I$

!

$$

"取适量样

品进行
")"5F7HI

分析!收集目的蛋白管!

FIH&###

浓缩!最

后将纯化样品分装!低温保存"采用
MDT-@.D-

法对纯化的重

组蛋白进行定量"

"

!

结
!!

果

"0!

!

E

<

$$&&

基因的
F(P

扩增
!

F(P

产物经
$#

A

(

U

琼脂糖

电泳分析可见约
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<
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诱导浓度的测定
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重组蛋白的最佳表达条件
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蛋白进行
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分析!诱导后的细菌较诱导前在相对分
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佳诱导表达条件为
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重组蛋白的表达形式
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$0#S

A

(

SU

"

!!

$

'

!FKH

未诱导
<

eI*#5E

<

$$&&

&

6

!

+

'

$0#SS.>

(

U!FKH

+

$

%

*

%

,

%

%

%

6,E

,诱导
<

eI*#5E

<

$$&&

&

4

'蛋白质标记"

图
,

!!

重组蛋白最佳诱导时间的测定

!!

$

'

!FKH

未诱导
<

eI*#5E

<

$$&&

&

6

'

!FKH

诱导
<

eI*#5E

<

$$&&

的上

清液&

*

'

!FKH

诱导
<

eI*#5E

<

$$&&

的质粒&

,

'蛋白质标记"

图
%

!!

重组蛋白表达形式的鉴定

!!

$

%

$*

'蛋白质标记&

6

!

$6

'纯化重组蛋白+

I$

!

$$

,"

图
+

!!

纯化重组蛋白的
")"5F7HI

分析

#

!

讨
!!

论

9F

.3

-$!'

在胃内集中定植于胃窦部!生长于胃黏膜上皮

表面与黏液层之间!是组织细胞外的寄生菌"

9F

.3

-$!'

的高

感染率及其对人类健康的危害越来越引起广泛关注!目前

9F

.3

-$!'

治疗主要应用抗生素和质子泵抑制剂!但
9F

.3

-$!'

感染存在治疗后易复发和再感染%易产生耐药性%患者对药物

依从性差!以及药物不良反应和价格昂贵等问题"因此!学者

们认识到有必要研制
9F

.3

-$!'

疫苗)

$#5$$

*

!疫苗的成功研制及

应用在
9F

.3

-$!'

感染的防治策略中意义重大"

合理选择抗原是疫苗成败的关键"对
9F

.3

-$!'

的研究

表明!

9F

.3

-$!'

在胃内定植的关键环节是黏附!宿主细胞的特

异性黏附由黏附素受体系统介导!依赖于黏附分子上某些特定

的氨基酸位点与受体的结合"随着对黏附素)

$65$,

*本质的认识

不断加深和黏附素在
9F

.3

-$!'

定植过程中的决定性作用!黏

附素作为保护性抗原可能成为一个新的疫苗研究尝试!可以从

黏附素出发寻找保护性抗原!从而在感染的初期就能通过阻断

黏附将
9F

.3

-$!'

清除出人体"黏附素能够成为
9F

.3

-$!'

疫

苗候选抗原是由于其具备以下几个优点'位于细菌表面从而为

免疫反应提供靶位&具有较高的保守性!而保守性抗原通常是

疫苗成分的要求之一&蛋白质成分能够通过基因工程大规模生

产和纯化"

P=Q/32NC?/35)=3>.

<

等)

&

*从
9F

.3

-$!'

的全基因组中挑选

出
%

个可能编码膜蛋白的开放阅读框+

:PG

,!分别在
I0B.>/

MU6$

中表达出带组氨酸标签的这
%

种蛋白!研究发现经

E

<

$$&&

基因编码的蛋白
E

<

$$&&

具有黏膜结合特性!其包被的

镍珠能够与人
7H"

细胞结合!且
E

<

$$&&

蛋白在
9F

.3

-$!'

菌

体表面表达量很高"

E

<

$$&&

基因全长
&$#Q

<

!其核苷酸或氨

基酸序列高度保守!为
9F

.3

-$!'

所特有!编码蛋白的相对分

子质量为
*#0+O)

"因此!研究
E

<

$$&&

的功能以及作为抗

9F

.3

-$!'

感染的保护性抗原都具有重要意义"本研究选择

9F

.3

-$!'

的
E

<

$$&&

基因!将全长
E

<

$$&&

基因克隆入原核表

达质粒
<

eI*#

!成功构建了
<

eI*#5E

<

$$&&

重组载体!并在

)9

%

'

中获得高效表达!为下一步表达产物的特性分析!进一步

研究
9F

.3

-$!'

黏附的分子机制和免疫保护作用%制备防治

9F

.3

-$!'

定植的疫苗奠定了实验基础"
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