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人7型腺病毒Hexon蛋白原核表达及蛋白纯化*

方瑞康1,2,肖妍2,3,李菁菁2,金宁一3,鲁会军3,李一权2**,高旭1**,韩继成2,3**

(1.延边大学农学院动物医学系,吉林延边
 

133000;2.长春中医药大学科研处院士工作室;3.中国农业科学院长春兽医研究所)

【摘要】 目的 将人7型腺病毒(Human
 

Adenovirus-7,HAdV-7)六邻体蛋白(Hexon)通过原核表达系统进行表达,筛

选不同时间、浓度、温度诱导下的最佳表达条件,并进行蛋白纯化研究。 方法 通过PCR扩增获得 Hexon目的基因,

并将目的基因克隆至原核表达载体pET30a(+),构建pET30a-Hexon重组质粒,转化至宿主菌BL21(DE3)。经IPTG
诱导表达,筛选蛋白表达条件,利用 His标签镍离子蛋白纯化柱纯化蛋白。 结果 RT-PCR结果显示可扩增出2

 

805
 

bp
 

Hexon目的片段,将 Hexon目的基因成功克隆至pET30a(+)载体,转化至BL21(DE3),成功构建pET30a-Hexon重

组蛋白;筛选出pET30a-Hexon重组蛋白的最佳表达条件为34
 

℃、1
 

mmol/L诱导剂诱导8
 

h,重组蛋白以包涵体的形式

进行表达,通过 His标签镍离子纯化柱可纯化出目的蛋白。 结论 成功表达pET30a-Hexon重组蛋白,筛选出最佳诱

导条件并纯化出 Hexon目的蛋白,为研究制备单克隆抗体及新型疫苗的开发提供了理论依据。
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【Abstract】 Objective To
 

express
 

the
 

six-neighbourhood
 

protein
 

(Hexon)
 

of
 

Human
 

Adenovirus-7
 

(HAdV-7)
 

through
 

a
 

prokaryotic
 

expression
 

system,to
 

screen
 

the
 

optimal
 

expression
 

conditions
 

under
 

different
 

time,concentration,

and
 

temperature
 

induction,and
 

to
 

study
 

the
 

protein
 

purification. Methods The
 

target
 

gene
 

of
 

Hexon
 

was
 

obtained
 

by
 

PCR
 

amplification,and
 

the
 

target
 

gene
 

was
 

cloned
 

into
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

pET30a
 

(+),constructed
 

the
 

pET30a-Hexon
 

recombinant
 

plasmid,and
 

transformed
 

into
 

the
 

host
 

bacterium
 

BL21
 

(DE3).
 

The
 

expression
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG,the
 

protein
 

expression
 

conditions
 

were
 

screened,and
 

the
 

protein
 

was
 

purified
 

using
 

His-tagged
 

nickel
 

ion
 

protein
 

purification
 

column. Results RT-PCR
 

results
 

showed
 

that
 

2
 

805
 

bp
 

Hexon
 

target
 

fragment
 

could
 

be
 

amplified,and
 

the
 

Hexon
 

target
 

gene
 

was
 

successfully
 

cloned
 

into
 

pET30a(+)
 

vector,transformed
 

into
 

BL21(DE3),and
 

pET30a-Hexon
 

recombinant
 

protein
 

was
 

successfully
 

constructed;the
 

optimal
 

expression
 

conditions
 

for
 

the
 

pET30a-Hexon
 

recombinant
 

protein
 

were
 

screened
 

to
 

be
 

34
 

℃,1
 

mmol/L
 

inducer
 

induced
 

for
 

8
 

h,and
 

the
 

recombinant
 

protein
 

was
 

expressed
 

as
 

inclusion
 

bodies,and
 

the
 

target
 

protein
 

could
 

bepurified
 

by
 

His-tagged
 

nickel
 

ion
 

purification
 

column. Conclusion In
 

this
 

experiment,pET30a-Hexon
 

recombinant
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed,and
 

the
 

optimal
 

induction
 

conditions
 

were
 

screened
 

and
 

the
 

target
 

protein
 

of
 

Hexon
 

was
 

purified,which
 

provided
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

study
 

of
 

preparing
 

monoclonal
 

antibodies
 

and
 

the
 

development
 

of
 

novel
 

vaccines.
【Keywords】 Human

 

Adenovirus-7;Hexon;prokaryotic
 

expression;protein
 

purification

***人腺病毒(human
 

adenovirus,HAdV)属于腺病毒

科哺乳动物腺病毒属,HAdV 最早发现于1953年,

1956年被国际病毒命名委员会正式命名为人腺病

毒[1]。HAdV主要引起人类呼吸道感染。婴儿及免

疫功能低下人群是易感群体,容易在医院、学校、军营

等场所引起大范围感染[2]。临床表现包括呼吸道感

染、病毒性胃肠炎等,易与其他病毒或细菌引起并发

症,如中枢神经系统功能障碍、急性呼吸窘迫综合征等

危重疾病[3-8]。HAdV可分为A~G7个不同亚群,其
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中,HAdV-7属于7个亚群中的B群,是引起全球范

围内急性呼吸道感染的常见病原体,儿童重症腺病毒

肺炎最常见的基因型[9-14]。由HAdV-7引起的感染占

到人腺病毒感染的20%,近年来多次暴发且引起的重

症多而广受关注[15]。

HAdV-7结构上是无包膜包被,核衣壳呈二十面

体立体对称的双链线性DNA病毒,HAdV-7的表面

由三种结构蛋白组成:纤维蛋白(Fiber),五邻体蛋白

(Penton)和六邻体蛋白(Hexon)。其中,Hexon是腺

病毒的主要结构蛋白,富含900多种羟基氨基酸,蛋白

表面含有大量特异性抗原表位,是编码 HAdV参与抗

原-抗体特异性结合的主要结构[16-17]。因此,Hexon蛋

白在HAdV-7相关抗体的制备过程中起着至关重要

的作用。
目前市面上还未见针对HAdV感染的特效疫苗,

且7型腺病毒较其他血清型腺病毒相比更容易造成婴

幼儿感染致死。因此,研发 HAdV-7基因工程疫苗对

婴幼儿健康意义重大,本研究通过原核表达系统成功

表达并纯化 Hexon蛋白,为 HAdV-7单克隆抗体与

多克隆抗体制备以及相关疫苗的研发等研究奠定基

础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌种、质粒E.coli
 

BL21(DE3) 化学感受态细

胞购自生工生物工程股份有限公司;原核表达载体

pET30a(+)由本实验室保存。

1.2 主要试剂 EcoRⅠ、XhoⅠ限制性内切酶,10×
Fast

 

Digest
 

Green
 

Buffer均购自Thermo
 

Scientific公

司;IPTG购自Solarbio公司;鼠源 His单克隆抗体、

HRP标记的山羊抗鼠IgG抗体购自Cell
 

Signaling公

司;DL2000
 

DNA
 

Marker购自TIANGEN公司;金牌

Mix购自TsingKE公司;考马斯亮蓝染色液购自碧云

天公司;组氨酸标签镍离子蛋白纯化柱购于常州天地

人和生物科技有限公司。

2 方法

2.1 重组表达质粒pET30a-Hexon的构建和鉴定 
将Hexon基因片段送至生工生物工程股份有限公司

合成。将合成的质粒作为模板,利用 Hexon引物对目

的基因 进 行 PCR 扩 增。Hexon引 物(2
 

805
 

bp):

Hexon-FP:5'-CCGCTCGAGATGGCCACCCCATCG
 

A-3'(XhoⅠ);Hexon-RP:5'-CCGGAATTCTTATG
 

TGGTGGCGTTGCCGG-3'(EcoRⅠ);下划线部分为

酶切位点,括号内为酶切位点名称。PCR反应体系为

50
 

μL:金牌Mix(green)45
 

μL,10
 

μmol/L
 

Primer
 

A
 

2
 

μL,10
 

μmol/L
 

Primer
 

B
 

2
 

μL,模板1
 

μL;Hexon基

因的扩增条件为:98
 

℃预变性2
 

min,98
 

℃变性10
 

s,

55
 

℃退火10
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,30个循环;72
 

℃延伸

1
 

min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳,将目的片段

回收,并 连 接 到 pET30a(+)上,获 得 重 组 质 粒

pET30a-Hexon。使用限制性内切酶EcoRⅠ/XhoⅠ
双酶切pET30a-Hexon,将双酶切产物进行凝胶电泳。
通过PCR扩增pET30a-Hexon的 Hexon片段,获得

的PCR产物送往生工生物工程股份有限公司进行测

序。鉴定正确的pET30a-Hexon质粒转化至E.coli
 

BL21(DE)感受态,挑取阳性单克隆菌落接种于卡那

霉素抗性(Kana+)的LB液体培养基中震荡过夜培养

后,提取质粒鉴定并用甘油混合保存菌液。

2.2 Hexon重组蛋白诱导表达 将保存的重组菌液

pET30a-Hexon复苏扩培,在37
 

℃、220
 

rpm 转速下

震荡培养至菌液 A600 为0.6~0.8时,加入IPTG进

行诱导表达,收集诱导后的菌液进行超声破碎,再分别

通过 SDS-PAGE 和 Western
 

blot(WB)实 验 分 析

Hexon的表达情况,WB实验中使用鼠源 His标签抗

体作为一抗。

2.3 Hexon重组蛋白表达形式分析 将保存的重组

菌液pET30a-Hexon复苏扩培加入IPTG诱导剂过夜

培养后收集菌液,12
 

000
 

r/min(离心半径5
 

cm)离心

2
 

min,收 集 超 声 前 菌 液 上 清 液。经 超 声 破 碎 后,

12
 

000
 

r/min离心7
 

min,收集超声后菌液上清液,取
适量PBS重悬沉淀,分别取超声前菌液上清、超声后

菌液上清、细菌包涵体与5×Loading
 

Buffer混合制备

蛋白样品,用12.5%的分离胶进行SDS-PAGE实验。

2.4 Hexon重 组 蛋 白 表 达 条 件 优 化 取100
 

μL
 

pET30a-Hexon重组菌接种至10
 

mL卡那霉素抗性

(Kana+)的LB液体培养基中,37
 

℃、220
 

rpm震荡培

养至菌液A600 为0.6~0.8时,加入1
 

mmol/L浓度的

IPTG诱导。在诱导2,4,6,8,10,12
 

h取等量的菌液,
超声破碎后与5×Loading

 

Buffer混合制备蛋白样品,
用12.5%的分离胶进行SDS-PAGE实验,考马斯亮

蓝染液染色后筛选诱导表达的最佳时间。

2.5 优化诱导剂浓度 将保存的重组菌液复苏扩培

(参照2.4的方法),37
 

℃、220
 

rpm震荡培养至菌液

A600 为0.6~0.8时,分别加入0.5,0.75,1,1.25,1.5
 

mmol/L浓度的IPTG进行诱导表达,诱导8
 

h后收集

菌液,超声破碎后制备蛋白样品,用12.5%分离胶进

行SDS-PAGE实验,筛选最佳诱导剂浓度。

2.6 优化诱导温度 将保存的重组菌液复苏扩培(参
照2.4的方法),37

 

℃、220
 

rpm震荡培养至菌液A600
为0.6~0.8时,加入1.25

 

mmol/L的IPTG诱导剂,
在30、34、37

 

℃温度下诱导8
 

h,收集菌液,超声破碎后

制备蛋白样品,用12.5%的分离胶进行SDS-PAGE
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实验,筛选最佳诱导温度。

2.7 Hexon蛋白纯化 复苏大量pET30a-Hexon重

组菌,转移至培养基中,于37
 

℃条件下震荡培养至菌

液A600 为0.6~0.8时,加入1.25
 

mmol/L的IPTG
诱导剂,培养8

 

h,收集蛋白。参照说明书利用 Ni2+-
NTA组氨酸蛋白纯化柱进行纯化,超声破碎后制备蛋

白样品,用12.5%分离胶进行SDS-PAGE实验,分析

蛋白纯化效果。

结 果

1 重组表达质粒pET30a-Hexon的鉴定

pET30a-Hexon质粒为模板进行PCR鉴定,结果

显示扩增出约2
 

805
 

bp的产物,条带与预期大小一致

(图1)。将 pET30a-Hexon 质 粒 用 限 制 性 内 切 酶

EcoRⅠ/XhoⅠ双酶切鉴定,结果表明 Hexon基因片

段成功克隆至pET30a(+)载体(图2)。

M DL2000
 

DNA
 

Marker 1 Hexon
 

PCR产物 2 阴性对照
图

 

1 Hexon基因扩增结果

M DL2000
 

DNA
 

Marker 1 Hexon
 

PCR
 

products 2 
Negative

 

control
Fig.1 Hexon

 

gene
 

amplification
 

results

  M DL2000
 

DNA
 

marker 1 pET30a-Hexon重组质粒 2 
pET30a-Hexon质粒酶切产物

图
 

2 重组质粒pET30a-Hexon双酶切鉴定

M DL2000
 

DNA
 

marker 1 pET30a-Hexon
 

recombinant
 

plasmid 2 pET30a-Hexon
 

plasmid
 

digest
 

product
Fig.2 Identification

 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

pET30a-Hexon
double

 

digestion

2 Hexon重组蛋白诱导表达

将保存的重组菌液复苏扩培,加入IPTG诱导表

达,收取诱导后的菌液制备蛋白样品,Western
 

blot实

验结果表明pET30a-Hexon重组菌经IPTG诱导后在

约120
 

ku处有一条明显可见的单一条带(图3)。

  M 蛋白 marker 1 pET30a空载体 2 pET30a-Hexon诱导
前 3 pET30a-Hexon诱导后

图
 

3 HAdV-7
 

Hexon蛋白表达 Western
 

blot验证结果

M Protein
 

marker 1 pET30a
 

empty
 

carrier 2 Before
 

induction
 

of
 

pET30a-Hexon 3 After
 

induction
 

by
 

pET30a-Hexon
Fig.3 Results

 

of
 

Western
 

blot
 

validation
 

of
 

HAdV-7
Hexon

 

protein
 

expression

3 Hexon重组蛋白表达形式分析

复苏pET30a-Hexon重组菌,离心后取适量上清

液,再进行超声破碎,获取超声破碎后的菌液上清与包

涵体进行SDS-PAGE实验,结果表明,pET30a-Hexon
重组蛋白以包涵体的形式表达(图4)。

  M 蛋 白 marker 1 pET30a-Hexon超 声 前 菌 液 上 清 2 
pET30a-Hexon超声后菌液上清 3 pET30a-Hexon重组菌包涵体

图
 

4 HAdV-7
 

Hexon蛋白表达形式验证结果

M Protein
 

marker 1 pET30a-Hexon
 

pre-sonication
 

bacterial
 

liquid
 

supernatant 2 pET30a-Hexon
 

supernatant
 

of
 

bacterial
 

fluid
 

after
 

sonication 3 pET30a-Hexon
 

recombinant
 

bacterial
 

inclusion
 

bodies
Fig.4 Validation

 

results
 

of
 

HAdV-7
 

Hexon
 

protein
 

expression
 

form

4 Hexon重组蛋白表达优化诱导时间

将pET30a-Hexon重组菌于诱导后不同时间点

(2、4、6、8、10、12
 

h)取适量的菌液,超声破碎后制备蛋

白样品,进行SDS-PAGE实验,结果表明;pET30a-
Hexon重组菌在诱导8

 

h时表达量最高(图5)。

5 Hexon重组蛋白表达优化诱导剂浓度

向复苏的pET30a-Hexon重组菌中加入不同浓

度(0.5、0.75、1、1.25、1.5
 

mmol/L)的IPTG诱导剂,
超声破碎后进行SDS-PAGE实验,结果表明pET30a-
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Hexon重组菌在诱导剂浓度等于1
 

mmol/L时表达量

最高(图6)。

图
 

5 HAdV-7
 

Hexon蛋白诱导表达时间分析结果
(2,4,6,8,10,12

 

h)
Fig.5 Results

 

of
 

time
 

analysis
 

of
 

HAdV-7
 

Hexon
 

protein
induced

 

expression(2,4,6,8,10,12
 

h)

图
 

6 HAdV-7
 

Hexon蛋白诱导剂浓度分析结果

(0.5,0.75,1,1.25,1.5
 

mmol/L)
Fig.6 Results

 

of
 

HAdV-7
 

Hexon
 

protein
 

inducer
 

concentration
analysis(0.5,0.75,1,1.25,1.5

 

mmol/L)

6 Hexon重组蛋白表达优化诱导温度

将pET30a-Hexon重组菌在不同温度(30、34、37
 

℃)下诱导8
 

h,将收集的菌液超声破碎后进行SDS-
PAGE试验,结果表明pET30a-Hexon重组菌在34

 

℃诱导时表达量最高(图7)。

7 Hexon重组蛋白纯化

大量培养pET30a-Hexon重组菌,收集蛋白样

品,参照Ni2+-NTA组氨酸蛋白纯化柱说明书对蛋白

进行纯化,表明成功纯化Hexon重组蛋白(图8)。

讨 论

HAdV在自然界分布非常广泛,传播迅速,通常

伴随着其它病毒或细菌混合感染,且对婴幼儿及免疫

功能低下人群极易感染[18]。HAdV血清型较多,迄今

为止至少有100多种不同的血清型。近年来变异重组

血清型急剧增多,且病毒效力较原始毒株更强[19]。

  M 蛋白 Marker 1 30
 

℃诱导pET30a-Hexon重组菌 2 34
 

℃诱导pET30a-Hexon重组菌 3 37
 

℃诱导pET30a-Hexon重组菌
图

 

7 HAdV-7
 

Hexon蛋白诱导剂温度分析结果

M Protein
 

Marker 1 Induction
 

of
 

pET30a-Hexon
 

recombinant
 

bacteria
 

at
 

30
 

℃ 2 Induction
 

of
 

pET30a-Hexon
 

recombinant
 

bacteria
 

at
 

34
 

℃ 3 Induction
 

of
 

pET30a-Hexon
 

recombinant
 

bacteria
 

at
 

37
 

℃
Fig.7 Results

 

of
 

temperature
 

analysis
 

of
 

HAdV-7
Hexon

 

protein
 

inducer

  M 蛋白 Marker 1 pET30a-Hexon重组菌蛋白纯化前 2 
pET30a-Hexon重组菌蛋白纯化后

图
 

8 HAdV-7
 

Hexon蛋白纯化分析结果

M Protein
 

Marker 1 pET30a-Hexon
 

recombinant
 

bacterial
 

protein
 

before
 

purification 2 pET30a-Hexon
 

recombinant
 

bacterial
 

protein
 

after
 

purification
Fig.8 Results

 

of
 

HAdV-7
 

Hexon
 

protein
 

purification
 

analysis

其中,HAdV-7属于腺病毒B组,是造成婴幼儿

呼吸道感染最主要的血清型,且病死率约12%[20]。目

前为止,市面上仍无可以对腺病毒感染进行有效预防

治疗的抗病毒药物。关于 HAdV疫苗,1971年曾生

产过HAdV-7型口服的减毒活疫苗,后来由于经济原

因,此疫苗的制造商停止了对该疫苗的生产[21-22]。

HAdV-7的 Hexon基因序列包括三个保守区

(conserved
 

region,CVR) 和 七 个 高 变 区

(hypervariable
 

region,HVR)。三个保守区的序列较

为稳定,可作为基因片段扩增和引物设计的最佳区域。
而高变区存在特异性的抗原表位,能与宿主细胞产生

抗原抗体特异性结合,适合作为 HAdV-7新型疫苗研
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发的首选区域,是腺病毒相关抗体制备的关键基因,但
国内外关于 Hexon的研究甚少。因 此,本 文 围 绕

HAdV-7的Hexon基因展开研究。
本研究克隆了 HAdV-7的 Hexon基因,其大小

为2
 

805
 

bp,构建重组质粒pET30a-Hexon转入大肠

埃希菌感受态细胞进行表达,结果显示以包涵体的形

式表达出约120
 

ku的重组蛋白,并且在IPTG浓度为

1
 

mmol/L、34
 

℃诱导8
 

h的条件下重组蛋白表达量最

高。利用 Ni2+-NTA组氨酸标签蛋白纯化柱对原核

表达系统表达的HAdV-7
 

Hexon蛋白进行纯化,成功

纯化出 HAdV-7
 

Hexon蛋白。为后续研发 HAdV-7
单克隆及多克隆抗体的制备、新型疫苗研发及血清学

检测方法等奠定基础。
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