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截短型人乳头瘤病毒 !" 型 #$ 蛋白的表达及其体外生物活性研究
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摘 要 利用 BCD 技术克隆截短型 EB%51 F/ 基因并重组入杆状病毒表达系统穿梭质粒 G67<HI7A.EHJ，通过转座反

应，将目的基因片段重组入杆状病毒基因组，分离重组的 I7A:;K L)M，并转染 NO.0 昆虫细胞，收集被转染的 NO.0 细

胞，提取细胞蛋白，NLN.BMP9 检测可见在大约 51QK7 处出现一新生蛋白条带，R3<H3S> J’&H 证实为 EB%51F/ 蛋白。用

BS&I&>K2T纯化系统纯化所表达的蛋白。小鼠红细胞凝集试验证实纯化的蛋白可介导小鼠红细胞凝集，透射电镜观

察证实纯化蛋白可自组装成 %FB。结果表明昆虫杆状病毒表达系统可高效表达截短型 EB%51F/ 蛋白，纯化后的截

短型 EB%51 F/ 蛋白在体外可自组装 %FB，并具有介导小鼠红细胞凝集的生物学活性。
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人乳头状瘤病毒（EB%）是引起人类皮肤黏膜增

生性病变的一类 L)M 肿瘤病毒，高危型 EB% 是人

类绝大部分子宫颈癌的重要启动因子，近年来的研

究发现高危型 EB% 还可能与人类其它肿瘤有关，如

喉癌、食管癌、口腔癌、鼻窦癌、膀胱癌、肺癌等［/，!］。

因此，利用疫苗接种对生殖道等高危型 EB% 感染进

行一级预防，以减少其感染，有可能根除子宫颈癌及

其他相关癌肿的发生。然而，由于 EB% 具有严格的

宿主范围和组织特异性，只能感染和侵袭人的皮肤

粘膜，在人的组织中复制，而病变中病毒样颗粒含量

极微，为预防和治疗性 EB% 相关的人类肿瘤疫苗

的研究带来了巨大的障碍。基因工程技术成为解决

这一问题的关键技术，而 EB% %FB 的成功制备更是

EB% 疫 苗 研 制 中 的 突 破 性 成 就。目 前 在 美 国，

EB%/4 的 %FB 已经投入临床!，"期试验，并取得

良好结果。在我国，也有几个实验室包括我们实验

室，已经或正在从事 EB%/4 预防性疫苗的研究。然

而，EB% 型别极多，据报道，已经超过 /"" 种以上。

在我国妇女中 EB%51 型已被证实是继 EB%/4 之后

的第二个常见的引起宫颈癌的启动因子，其感染主

要分布在江西、浙江、江苏、福建等地，在国际上排第

! 位的高危型 EB%/1 在中国仅排第 - 位［-］。鉴于高

危型 EB%51 在我国妇女中感染的独特性，我们进行

了 EB%51 F/ 蛋白的表达，据报道 EB% F/ 蛋白的 C
端截短并不影响其 %FB 组装能力，而且还能增加表

达水平［#］，我们在实验中使用 NO.0 昆虫细胞.杆状病

毒表达系统，对 C 端截短型 EB%51 F/ 蛋白进行了

表达，并且证实：所表达的蛋白在体外可自组装成

%FB，并能诱导小鼠红细胞凝集。

$ 材料与方法

$%$ 试剂及质粒来源

含有 EB%51 型全基因组质粒由山东大学赵蔚

明教授馈赠。克隆载体 BVCT2 购自上海生工生物

公司，工具酶均购自 27Q7D7 公司，PS7A3 培养液及

IMC.2W.IMC 杆状病毒表达系统购自 P;JA& 公司，

S37K, H& S37K, BCD J37K< 为美国 F;O3 H3A= 公司产品。

BS&I&>K2T 纯 化 系 统 为 X>Y;HS&?3> 公 司。穿 梭 质 粒

G67<HI7A.EHJ，LE/"I7A 感受态细胞及 NO.0 昆虫细胞

均由本室保存。EB%/4F/ 单克隆抗体为 )3&:7SZ3S<
公司 产 品，辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 X?P 购 自 LMQW
公司。



!"# $%& 扩增及克隆测序

用于扩增 !"#$%&’ 的上下游引物分别为：()*+
*,(*)(),* ,((*,*,**(**((,)*,*)* 及

**)*)*(,(,,)(,,,(*,((()))** ))) (,+
*),(,)*),(。因有报告 !"# &’ 蛋白羧基末端缺

失突变达 -. 个氨基酸时不影响 #&" 的形成和生物

活性［.］，故本实验设计的下游引物 (+端缺失 -- 个氨

基酸。用上下游引物及 !"#$% 全基因组为模板扩

增截短 型 !"#$%&’ 基 因。重 组 入 "/(0, 克 隆 载

体，构建 1/(+,+213$%&’ 质粒，进行测序鉴定。

!"’ 重组质粒 ()*+,(-./0! 的构建及重组杆状病

毒的获得

以 !"# 4!及 $%# 4!双酶切 1/(+,+213$%&’ 质

粒，回收截短型 !"#$%&’ 基因，连接至 1567896:+!8;
穿梭载体，构建成重组质粒 159+213$%&’。用 159+
213$%&’ 转化含有杆状病毒基因组 96:<=> 和辅助质

粒的 ?!’@96 感受态细胞。涂板后，挑取阳性克隆，

-AB培养 C.2 的以上，按 *=;:D 公司产品说明提取重

组的 96:<=> ?E)。

!"1 细胞培养和转染 234 昆虫细胞

昆虫 细 胞 FGH 在 含 ’@I 的 优 质 胎 牛 血 清 的

*J6:K’7 培养液中 CAB培养。在 L 孔板中接种约 H M
’@$ N孔的 FG+H 细胞，CAB培养 ’2 以上使完全贴壁，然

后进行细胞转染。细胞转染按照 OP3=8JDQKP 公司产

品说明书进行。

!". 表达产物 252+$678 及 9:;<:=> ?@A< 分析及

其蛋白的纯化

取 ’@"& 离心获得的转染细胞加等量上样缓冲

液，煮沸 -<=P，行 ’CI F?F+")*R 后，分别行考马斯

亮蓝染色和 SK78KJP ;4D8 检测。电转完成后，转印膜

以 !"#+’L 单克隆抗体行免疫化学反应，?)9 显色。

利用 "JD9DP>,0 纯化系统对 !"#$% &’ 蛋白进行纯

化。采用变性和非变性两种条件下对 !"#$% &’ 蛋

白进行纯化。首先将表达有 !"#$% &’ 蛋白的 FGH
细胞分别悬于适量 L<D4N& 盐酸胍（室温放置 .2）和

1!ATC 的磷酸盐缓冲液中（液氮反复冻融 - 次），将

含有 !"#$% &’ 蛋白的细胞裂解上清与 E= 柱混合，

使 &’ 蛋白和 E= 柱结合，然后用洗涤液洗去未结合

和非特异性结合蛋白，最后用洗脱液洗脱 &’ 蛋白。

具体方法详见 "JD9DP>,0纯化系统说明书。

!"B 病毒样颗粒电镜观察

’@"& 非变性条件下纯化蛋白滴至碳膜包被的

铜网上，经磷钨酸复染，!+L@@ 透射电镜观察。

!"C 小鼠红细胞凝集试验

取 ($A9&N( 小鼠眼球后取血，制成红细胞 悬

液；取不同稀释度的纯化蛋白 $@"& 分别加至 HL 孔

圆底板，再加 $@"& 红细胞悬液，.B共育 -2 观察。

# 结果

#"! D(-./0! 基因克隆及重组质粒 ()*+,(-./0!
的构建

测序结果与 *KP96PU 比对，共发生 C 处核苷酸

变异，L’A$ )!*，导致氨基酸错义突变 *4P!)JQ；
LC-- ,!(，氨基酸未发生变异，为同义突变。构建

的重组质粒 "59+!"#$%&’ 经酶切鉴定所插入的 &’
片段大小及方向正确。

#"# 重组杆状病毒的获得及细胞转染结果

以 159+213$%&’ 质 粒 转 化 ?!’@96: 感 受 态 细

胞，经涂板，重复筛选挑取转座成功真正含有外源基

因 213$%&’ 的 96:<=> ?E) 转染 FG+H 细胞。CAB培

养 .%2 后被转染细胞变圆，肿大，折光性增强，说明

转染成功。收获转染细胞，取细胞裂解上清行 "(V
扩增，琼脂糖电泳在大约 ’T.U; 处可见特异性条带，

与截短型 &’ 基因大小一致。说明转染的细胞中含

有重组杆状病毒 ):!"#$%&’。

#"’ 252+$678 及 9:;<:=> ?@A< 分析及 D$E./0!
蛋白的纯化

取适量重组杆状病毒感染昆虫细胞的裂解液行

F?F+")*R。与对照细胞相比，在大约 $% U? 处出现

一新生条带，与截短型 !"#$% &’ 蛋白分子量一致。

因无 法 购 到 !"#$% 单 克 隆 抗 体，而 !"#$% &’ 与

!"#’L &’ 基因序列 L.I同源，两者之间存在交叉反

应，故用 !"#’L &’ 单克隆抗体作为一抗进行 SK78+
KJP ;4D8，证实该条带可与 !"#’L &’ 单克隆抗体发

生特异性反应。说明所建立的重组杆状病毒可表达

&’ 目的蛋白，而且所表达的 &’ 蛋白具有良好的抗

原性（图 ’，C）。同时用 "JD9DP>,0 纯化系统纯化所

表达的蛋白，经光密度扫描仪扫描，可见变性条件下

所纯化蛋白纯度为 H’T%I，非变性条件下纯化的蛋

白纯度为 H@T’I。双缩脲法测定变性蛋白浓度为

.T$L<QN<&，非变性蛋白浓度为 .TC-<QN<&（图 -）。

#"1 小鼠红细胞凝集试验结果

非变性条件下纯化的 !"#$%&’ 蛋白引起小鼠

红细胞凝集，而变性条件下纯化的蛋白及对照组（不

含纯化蛋白的蛋白洗脱液）则否（图 .）。
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图 ! "#"$%&’( 分析 )*+ ,- .! 蛋白在 "/$0 细胞中的表达

1234! (5*678829: 9/ ;6<:=>;7? )*+ ,-.! *69;72:8
2: 2:87=; =7@@8 A>8 >:>@BC7? DB !EF "#"$%&’(

!、E："/$0 =7@@8，:73>;2+7 =9:;69@；G："/$0 =7@@8，2:/7=;7? A2;H 67=9ID2:>:;

D>=<@9+26<8 &=)%J,-.!，;H7 75;6> *69;72: D>:? 28 @9=>;7? >; ,-K#；L：

M>6K76 0NOLPQQOEPLGORPG!ORPERO!P!LOL

图 E S78;76:$D@9; 分析 )*+,-.! 蛋白在 "/$0 细胞中的表达

1234E S78;76:$D@9; >:>@B828 9/ ;6<:=>;7? )*+,- .! *69;72:8，
;H7 D@9;;2:3 I7ID6>:7 A>8 2:=<D>;7? A2;H )*+!Q.! M=&D

!："/$0 =7@@8，2:/7=;7? A2;H 67=9ID2:>:; D>=<@9+26<8 &=)%J,-.!，*982;2+7

D>:? 28 @9=>;7? >69<:? ,-K#；E：6>2:D9A I>K76；G："/$0 =7@@8，:73>;2+7 =9:$

;69@

图 G "#"$%&’( 分析 )*+,-.! 蛋白的纯化结果

1234G (5*678829: 9/ *<62/27? ;6<:=>;7? )*+ ,-.!
*69;72:8 A>8 >:>@BC7? DB !EF "#"$%&’(

!：M>K76 0NOLPQQOEPLGORPG!ORPERO!P!LOL；E：;H7 *<62/27? )%J,-.! *69$

;72: *<62/27? <:?76 ;H7 :>;2+7 =9:?2;29:8，;H7 *<62/2=>;29: *69;72: D>:? 28

@9=>;7? >; ,-K#；G：;H7 *<62/27? )%J,-.! *69;72: *<62/27? <:?76 ;H7 ?7$

37:76>;29: =9:?2;29:8，;H7 *<62/2=>;29: *69;72: D>:? 28 @9=>;7? >; ,-K#

!"# 电镜观察结果

电镜观察证实，非变性条件下纯化的 .! 蛋白可

形成直径约 ,,:I 的球形空心颗粒，即有 J.% 形成。

变性条件下纯化的 .! 蛋白不形成 J.%（图 ,）。

图 L 小鼠红细胞凝集试验分析 )*+,-.! 蛋白的生物学活性

1234L T78<@; 9/ I<62:7 H7I>33@<;2:>;29: >88>B
9/ ;H7 75*67887? )*+,-.! *69;72:

!：:>;2+7 7@<;29: D<//76 :73>;2+7 =9:;69@；E：*<62/27? )*+,-.!*69;72: <:?76

:>;2+7 =9:?2;29:8（7@<;7 ;H7 *69;72: DB >**@B2:3 ,R II9@P. UI2?>C9@7 7@<$

;29: D<//768）；G：*<62/27? )*+,-.! *69;72: <:?76 :>;2+7 =9:?2;29:8（7@<;7

;H7 *69;72: DB >**@B2:3 ERR II9@P. UI2?>C9@7 7@<;29: D<//768）；L：*<62/27?

)*+,-.! *69;72: <:?76 ?7:>;<6>@2C>;29: =9:?2;29:8

图 , )%J,- J.% 电镜观察（放大 ,RRRR 倍）见 J.%，

球形空心颗粒，直径 ,,:I
1234, (@7=;69: I2=6936>*H 9/ )%J,- J.%（,RRRR V ），

,,:I H9@@9A 8*H762=>@ *>6;2=@78

$ 讨论

早在几年前，人们就利用各种真核表达系统成

功的制备了 )%J !QJ.%8，实验表明 J.%8 可有效激

发免疫小鼠产生特异性抗体和 WX. 细胞［,，Q］。我们

用基因工程技术表达了 )%J ,-.! 蛋白，所表达蛋

白可在体外自组装成 J.%，并具有 J.% 的生物学活

性，能凝集小鼠红细胞，说明其保留有 J.% 的空间

构象。

早在 !00! 年 YH9< 等人就通过实验发现 )%J
!Q.! 蛋白 W$末端 EE 个氨基酸存在 E 个核定位序列

（Z."），一位于 ,E, [ ,GR，为 \T\\T\；另一个为位于

,!R [ ,!E 位的 \T\ 和 ,E,，,EQ 位的 \T。如果这两

个 Z." 均发生缺失突变，.! 蛋白将滞留于胞浆中。

对其他型别 )%J（)%J!-，GG，!，,，,N 等）的研究表

明：几乎所有的乳头瘤病毒含有相似的 W$末端序

列［N］。%>2:;82@ 等人的研究也表明：牛乳头状瘤病毒

! 型 .! 蛋白的 W$末端对于 ]%J J.% 的形成并非必

需的，W$末端截短 EL 个氨基酸后不影响 J.% 的形

成，并且其 J.% 形成效率大大提高，是野生型的 G

-G, 生 物 工 程 学 报 ER 卷



倍［!］。上述的研究表明："#$ %& 蛋白 ’(末端截短一

定长度并不影响 $%# 的形成。同时我们室用昆虫

杆状病毒表达系统表达嵌合 )*+#("#$&,%& 证明：

$%# 主要定位于 -.(/ 细胞核。因此，在不影响 $%#
形成及生物活性的情况下，为了使所表达的 %& 蛋白

主要定位于胞浆，而不进入细胞核，从而使得 %& 蛋

白纯化变得相对容易，我们去掉了 ’(末端 00 个氨

基酸。实验结果表明：这种截短并不影响其蛋白的

表达，而且因为表达的蛋白主要定位于胞浆，更易被

纯化，也不影响其 $%# 自组装及其生物学活性。

另外，在实验中我们对以往利用杆状病毒昆虫

表达系统表达纯化 %& 蛋白的方法进行了改进。我

们使用了带有 ,1"2- 标签的表达载体 3+456748"9:，

在所表达蛋白的氨基端带有 , 个组氨酸标签，从而

可利用 ;<(树脂柱进行纯化。省去了过去在 "#$
$%# 制备中所使用氯化铯超速离心步骤，相对而言

这既省时省力又经济实惠。同时也证明了带有 , 个

组氨酸的 %& 蛋白并不影响其 $%# 的组装及生物学

活性。

致谢：山东大学医学院于修平、赵蔚明教授对本实验

提供了帮助，特此致谢。
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