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ＨＰＶ１８Ｅ７重组质粒的构建及在大肠杆菌中的表达优化
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　　摘　要：目的　构建 ＨＰＶ１８Ｅ７基因重组质粒，并探索其在大肠杆菌中的最佳表达条件。方法　以提取的 ＨｅＬａ细胞株中的

ＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增 ＨＰＶ１８Ｅ７基因；将 ＨＰＶ１８Ｅ７基因与载体ｐＥＴ３２ａ（＋）连接为重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７；将该重

组质粒转入大肠杆菌ＢＬ２１ＤＥ３ｐＬｙｓＳ细胞中，探索优化表达的条件，以获得大量 ＨＰＶ１８Ｅ７致癌蛋白。结果　ＰＣＲ扩增的目标

基因大小序列与 ＨｅＬａ细胞中的 ＨＰＶ１８Ｅ７基因的大小序列一致。用ＬＢ培养基，ＩＰＴＧ和乳糖诱导表达显示不同浓度、不同温

度、不同诱导起始量等表达量均不高，尝试用ＺＹＭ５０５２自动诱导培养基诱导，ＨＰＶ１８Ｅ７融合蛋白的表达量远远高于用异丙基

βＤ硫代吡綠半乳糖苷（ＩＰＴＧ）和乳糖诱导表达的表达量。结论　测序正确的 ＨＰＶ１８Ｅ７重组质粒在自动诱导培养基ＺＹＭ５０５２

中获得远远高于用异丙基βＤ硫代吡綠半乳糖苷（ＩＰＴＧ）和乳糖诱导表达的 ＨＰＶ１８Ｅ７融合蛋白。
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　　高危型人乳头状瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）持

续感染宫颈是引起宫颈癌及癌前病变的直接病因［１］。ＨＰＶＥ７

蛋白为宫颈癌发展的潜在标志物，可以用新型双抗夹心酶联免

疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测到各型 ＨＰＶ的重组Ｅ７蛋白以及

宫颈涂片和宫颈癌细胞裂解物中的 ＨＰＶＥ７蛋白
［２］。ＨＰＶ很

难在体外培养成功［３５］，ＨＰＶ１８整合在 ＨｅＬａ细胞株的染色

体［３，６］，本研究利用基因重组技术，构建 ＨＰＶ１８Ｅ７基因的重组

质粒，并探索 ＨＰＶ１８Ｅ７基因的优化表达，为探索新的简单有

效的检测宫颈涂片中的 ＨＰＶ１８Ｅ７蛋白的诊断方法奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂和材料　大肠杆菌 ＤＨ５α和 ＢＬ２１ＤＥ３

ｐＬｙｓＳ由重庆市富进生物技术有限公司惠赠，组织／细胞ＤＮＡ

小量抽提试剂盒购于上海华舜生物技术有限公司，质粒抽提试

剂盒和胶回收试剂盒购于 ＯＭＥＧＡ公司，质粒载体ｐＥＴ３２ａ

（＋）购于Ｎｏｖａｇｅｎ公司，ＨＰＶ１８Ｅ７引物委托上海博尚生物技

术有限公司合成，工具酶ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＲＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、

犖犮狅Ⅰ、犡犺狅Ⅰ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ等购于大连宝生物技术有限

公司。

１．１．２　主要仪器　ＴｈｅｒｍｏＨｙｂａｉｄ公司的２×Ｐ梯度ＰＣＲ

仪，ＢＩＯＲＡＤ电泳仪及电泳槽等。

１．２　方法

１．２．１　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７重组质粒的构建　利用软件

分析 ＨＰＶ１８Ｅ７全基因的序列后设计一对特异性引物。以提

取的 ＨｅＬａ细胞株的ＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增 ＨＰＶ１８Ｅ７基因。

将 ＨＰＶ１８Ｅ７基因和载体ｐＥＴ３２ａ（＋）进行酶切及连接。

１．２．２　感受态细胞的制备与重组质粒的转化　用氯化钙法制

备ＤＨ５的感受态细胞，将连接后的重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）
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ＨＰＶ１８Ｅ７转化感受态的大肠杆菌ＤＨ５α，同时设置阴性对照

和阳性对照。

１．２．３　重组质粒的鉴定　挑选３个单菌落，提取质粒，进行了

ＰＣＲ鉴定、双酶切鉴定和ＤＮＡ测序。

１．２．４　ＨＰＶ１８Ｅ７基因在大肠杆菌中的优化表达　在ＬＢ培

养基中，诱导起始Ａ６００为０．６～０．８，用异丙基βＤ硫代吡綠半

乳糖苷（ＩＰＴＧ）和乳糖两种诱导剂，ＩＰＴＧ诱导浓度分别为０．１、

０．２、０．５、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，乳糖浓度０．１０、０．２５、０．５０、１．００ｇ／Ｌ，４

个诱导温度：２０、２４、３０、３７℃，以空载体为空白对照，诱导前和

诱导后２、４、６ｈ取样，所有的十二烷基硫酸钠聚丙烯酶胺凝

胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳结果显示目的蛋白的表达量不高。据Ｆ．

ＷｉｌｌｉａｍＳｔｕｄｉｅｒ的自诱导策略的成功
［７］，尝试用为自诱导培养

基ＺＹＭ５０５２时，结果显示有大量的目的蛋白表达。

２　结　果

２．１　ＨＰＶ１８Ｅ７基因的ＰＣＲ扩增结果　梯度ＰＣＲ结果显示

除６４．２℃的退火温度不能扩增出目的基因以外，退火温度分

别为：６４．５、６５．１、６５．７、６６．５、６７．３、６８．１、６９．０、６９．６、６９．９、

７０．１℃均能扩增出与目标基因 ＨＰＶ１８Ｅ７（大小为３１８ｂｐ）大

小一致的片段，且特异性较好，无其他杂带的出现。见图１。

选择６９℃为退火温度大量ＰＣＲ扩增目标基因 ＨＰＶ１８Ｅ７。

　　１～１１：退火温度分别为：６４．２、６４．５、６５．１、６５．７、６６．５、６７．３、６８．１、

６９．０、６９．６、６９．９、７０．１℃；Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子标志物。

图１　　ＨＰＶ１８Ｅ７基因的梯度ＰＣＲ扩增核酸电泳图

２．２　重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７的ＰＣＲ鉴定　以３

个克 隆 的 重 组 质 粒 ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７ 为 模 板，用

ＨＰＶ１８Ｅ７特异性引物ＰＣＲ扩增 ＨＰＶ１８Ｅ７基因，有３个克隆

的重组质粒能够扩增出相对分子质量大小与 ＨＰＶ１８Ｅ７基因

一致的条带，见图２。

　　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子标志物；１～３：３个克隆的重组质粒ＰＣＲ鉴

定产物。

图２　　重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７的ＰＣＲ鉴定图

２．３　重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７的双酶切鉴定　用

犖犮狅Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切３个经ＰＣＲ鉴定有目标基因的重组质

粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７，核酸电泳显示有与质粒ｐＥＴ３２ａ

（＋）和目标基因 ＨＰＶ１８Ｅ７的相对分子质量大小一致的条带

出现。见图３。

２．４　重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７的ＤＮＡ测序　先将

３个经ＰＣＲ鉴定和双酶切鉴定有目的基因的重组质粒ｐＥＴ

３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７送大连宝生物公司测序，有２个质粒中

ＨＰＶ１８Ｅ７序列与 ＨｅＬａ细胞中的 ＨＰＶ１８Ｅ７序列一致，有１

个质粒有１个碱基变异。另外提取３个质粒，ＤＮＡ测序，经比

对后发现这３个质粒中的目标基因 ＨＰＶ１８Ｅ７的序列与模板

ＨｅＬａ细胞中的 ＨＰＶ１８Ｅ７序列一致。选择其中任何一个质粒

转化感受态的大肠杆菌ＢＬ２１ＤＥ３ｐＬｙｓＳ制备成工程菌用于

表达 ＨＰＶ１８Ｅ７致癌蛋白。

　　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～３：３个阳性克隆的双酶切鉴定产

物。

图３　　重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７的双酶切鉴定

　　Ｍ：中分子蛋白分子标志物；１：空载体表达４ｈ；２～６：不同诱导浓

度诱导４ｈ和胞外液。

图４　　用ＩＰＴＧ和乳糖诱导表达时无明显的 ＨＰＶ１８Ｅ７

融合蛋白出现的ＳＤＳＰＡＧＥ图

２．５　重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７在大肠杆菌中的优化

表达　在ＬＢ培养基中，用ＩＰＴＧ和乳糖，在不同温度、不同诱

导剂浓度、不同时间等任何一个条件诱导，然后经ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳，结果显示均无明显的目的蛋白出现。见图４。在自诱导

培养基ＺＹＭ５０５２中，选择４个诱导温度２０℃、２４℃、３０℃、３７

℃，任何一个温度的ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳显示：与空载体ｐＥＴ

３２ａ（＋）ＢＬ２１ＤＥ３ｐＬｙｓＳ相比，ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７ＢＬ２１

ＤＥ３ｐＬｙｓＳ诱导前即０ｈ、诱导２ｈ未见与目标蛋白相对分子质

量大小一致的条带，４ｈ均开始出现新的相对分子质量约３３×

１０３ 的条带，诱导１８ｈ的量明显多于诱导４ｈ的量，ＨＰＶ１８Ｅ７

融合蛋白出现在上清中，显示 ＨＰＶ１８Ｅ７基因表达的融合蛋白

为可溶性表达，见图５。空载体ｐＥＴ３２ａ（＋）表达的蛋白相对

分子质量约为２０×１０３，ＨＰＶ１８Ｅ７蛋白的相对分子质量约为

１３×１０３，重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７表达的融合蛋白
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的相对分子质量大约３３×１０３，正好与新出现的条带相对分子

质量一致。

经硫酸镍亲和层析初步纯化 ＨＰＶ１８Ｅ７融合蛋白（因为载

体ｐＥＴ３２ａ（＋）本身带有６个组氨酸标签，可以与硫酸镍结

合），ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳显示用含５０ｍｍｏｌ／Ｌ 咪唑和７５

ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的洗脱液不能洗脱表达的融合蛋白，用含２００

ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑和５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的洗脱液可以洗脱，加上相

对分子质量与目标蛋白的相对分子质量一致，说明 ５００

ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱的蛋白为目标融合蛋白。见图６。

　　Ｍ：中分子蛋白分子标志物；１、２：空载体ｐＥＴ３２ａ（＋）表达前和表

达后；３～８：ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７ＢＬ２１ＤＥ３ｐＬｙｓＳ诱导前、诱导后

２、４、１８ｈ，诱导１８ｈ后破菌上清、沉淀。

图５　　ＺＹＭ５０５２诱导ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８

Ｅ７ＢＬ２１ＤＥ３ｐＬｙｓＳ表达图

　　Ｍ：中分子蛋白分子标志物；１～９：ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７ＢＬ２１

ＤＥ３ｐＬｙｓＳ诱导前、４ｈ、１８ｈ上清，诱导１８ｈ后的破菌液上清穿透峰、

５０、７５、２００、５００ｍｍｏｌ／Ｌ和５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱峰。

图６　　硫酸镍亲和层析初步纯化 ＨＰＶ１８Ｅ７

融合蛋白的电泳图

３　讨　　论

３．１　 重 组 质 粒 ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７ 的 构 建 　 构 建

ＨＰＶ１８Ｅ７基因时，设计针对 ＨＰＶ１８Ｅ７全长基因的特异引物，

目的是希望获得 ＨＰＶ１８Ｅ７全长天然蛋白，以此天然蛋白筛选

的单抗能更好特异结合宫颈涂片中表达的天然的 ＨＰＶ１８Ｅ７蛋

白。选择载体ｐＥＴ３２ａ（＋）是因为它带有Ｔ７强启动子、带有融

合标签（Ｔｒｘ．Ｔａｇ、Ｈｉｓ．Ｔａｇ、Ｓ．Ｔａｇ等）可使目的 ＨＰＶ１８Ｅ７蛋白

可溶性的持续性表达，而且在设计引物时使表达的初始２个氨

基酸（蛋氨酸和缬氨酸）为非极性氨基酸时会提高表达量。采

用梯度 ＰＣＲ 探 索 出 最 佳 的 退 火 温 度 并 大 量 扩 增 特 异

ＨＰＶ１８Ｅ７基因，为后续的酶切、连接、鉴定等奠定基础。特别

强调的是在回收ＰＣＲ产物、酶切后的产物时一定要迅速，避免

在紫外线下暴露时间过长会引起的点突变。

３．２　重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＨＰＶ１８Ｅ７的优化表达探索　

ｐＥＴ表达系统为Ｔ７诱导系统，用ＩＰＴＧ诱导存在不足
［８］。本

研究实验证明，在ＬＢ培养中，用ＩＰＴＧ诱导 ＨＰＶ１８Ｅ７基因，

无论选用哪种温度、何种诱导浓度、何种起始量，以及诱导时间

长短都未见有 ＨＰＶ１８Ｅ７融合蛋白的明显表达；用传统的乳糖

诱导方法无论在哪种条件下，都未见有 ＨＰＶ１８Ｅ７基因的明显

表达。美国布鲁克黑文实验室的Ｓｔｕｄｉｅｒ提出了自诱导表达策

略这一理论并实践成功［７］。彭淑英等［９］启用自诱导表达系统

提高了表达的效率。本研究采用了Ｓｔｕｄｉｅｒ的自诱导不固定型

组分培养基 ＺＹＭ５０５２，的确获得大量的呈可溶性表达的

ＨＰＶ１８Ｅ７融合蛋白，大大超过用ＩＰＴＧ和乳糖诱导的结果，再

次证明了自诱导表达策略的确可以提高外源基因在原核系统

的表达效率。

培养基ＺＹＭ５０５２包含细菌生长的各种营养成分和自诱

导因素，包括葡萄糖和乳糖，葡萄糖消耗完毕后乳糖诱导作用

开始。使用自诱导培养基ＺＹＭ５０５２操作简单，表达效率高，

价格便宜，易于推广。

后续的纯化实验表明表达的融合蛋白可以用硫酸镍亲和

层析纯化得到，且相对分子质量的大小与 ＨＰＶ１８Ｅ７融合的相

对分子质量大小一致，证实了表达的融合蛋白确实是目标蛋

白。初次纯化的 ＨＰＶ１８Ｅ７蛋白的纯度虽然远远不够，但可以

通过提高硫酸镍亲和层析柱的柱效以得到纯度高的融合蛋白，

为后续的肠激酶酶切 ＨＰＶ１８Ｅ７融合蛋白奠定基础。
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