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摘要 ：合成弓I物扩增 HIV一1 p24基因，井将其克隆到 pQE-30质粒 中，使其在大 肠杆菌 E．coli M15 

中以 IPTG诱导高技表达，经 SDS-PAGE分析，该表达产物约占苗体总蛋白 20％．井且 以可溶蛋 白 

的形式存在于细菌裂解液上清之中。经镍离子柱亲和层析 一步纯化．洗脱产物 中 p24蛋 白纯度达 

95％。EL1SA分析 表 明．该 蛋 白可 与 H1V 感染 者 血 清发 生特 异性 免疫 反 应。 以此 蛋 白交 联 

Seph~ose 4B．亲 和层析纯化 HIV感染者血清中的抗悼．用所得抗 体与 HIV确认试剂反应．发现 该 

纯化抗体仅与确认试剂中的 p24蛋白反应。上述结果表明在大肠杆菌中已经高效表达了可溶性 

HIV．1 p24蛋 白．该蛋白具有 良好的抗原性 1V—I
．  
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原核表达系统是生产蛋白抗原的一种最为经济的手段．目前许多诊断试剂所用的抗原都 

是由大肠杆菌表达的。但是在高效表达的同时，目的蛋白往往会形成包涵体 ．这对蛋白的天然 

结构和抗原活性造成很大的破坏，而使包涵体中的变性蛋白溶解和复性往往是一个非常费时 

且效率很低 的过程 ．经常会导致重组蛋白的大量损失。本文报道了在大肠杆菌中高效表达完 

整的可溶性 HIV一1 p24蛋白，并且经一步纯化即可得到纯品。这为大规模生产 HIV诊断试荆 

用 p24蛋 白提供了可靠保障。 

1 材料与方法 

1．1 质l斑与菌种 含 H1V．1全长基因组的质粒 oH1V由本室保存，该 H1V一1基因组为 HIV·1毒株 NY5和 

LAV重组的前病毒基因组【 。质粒 pQE30及其受悼苗 E．coli MI5购 自 Qiagen公司。 

1．2 血清和血浆来灞 所有血清和血浆均 由全军艾滋病检测中心提供，其艾滋病感染状况经过该 中心的 鉴 

定。这些血清和血浆均来 自河北省固安县献 血员。 

1．3 引物设计 殛 PeR扩I- 根据 HIV．1的序列．用 OLIGO 4 0软件辅助 设计 一对 弓I物。正向 弓I物 prml2： 

反 向 引 物 prml3：CCGGTACCTT ATG。 

PCR反应参照(分子克隆)【 进行，反应总体积 50 L．含 50mmol／LKC!，10mmol／LTris c1(室温下 oH8 0)一 

15mrn0l／LMgCI2．0．2mg／mL牛血清白蛋白，0．1％NP40．dNTP各 200t,~ol／L．引物各 1 v．mol／L一摸板质粒 

pHIV 10ng．TaqDNA聚合酶 2单位。舛 ℃预变性 3rain后 按如下方式进行 30次循环 ：94℃ 60 s，58℃ 60 
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s，72℃ 90 s，最后在 72℃延伸 5rain。 

1．4 HIV-I p24基因的克隆 将上述 PCR产物进行 1％琼脂糖 凝胶 电诛 ．用低熔 点胶 进行纯 化 ．然 后以 

BamH ltKpn【双酶切，与 BamH|／Kpn【双酶切的载体 pQE30连接，转化 E cotl M15。快 速筛选 阳性克隆 

的方法如下 ：预先 翩备 PCR反应液(配方同上，含缓 冲液，dNTP+prrnl2．prral3．Taq酶，但不含模板 DNA)。分 

装成小管，每管 25 。在转化 平皿背面给待筛选的克隆标记号码+以吸头拽取苗落 冲洗到 PCR反应昔中 ．按 

照上述的 PCR方法进行 PCR反应。 

1 5 HIV-1 p24基因在太肠肝菌中的表选 取阳性克 隆接种于 6mL LB培养基(含 50旭／mL氨苄青霉素和 

35 g／mL卡那霉素)中，37℃过夜培 养．然后以 1：100稀释于 200mL LB培养 基(含 50旭／mL氪苄青霉素和 

35 g／mL卡那霉素)中，于 37℃振荡培养 5 h，加入 IPTG至终浓度 1mmol／L．继续于 37℃振荡培养 5 h。离心 

收袅细菌。 

1．6 重组 p24置 白的分离纯化 用 PBS(pH 8．0)悬浮离心收集的细菌，加入溶 菌酶至终浓度 0．1mg／mL．室 

温放置 20rain，超声破碎，10 000g离心 10min(4℃)，分别收集上清和沉淀 。参 照 Qiagen公司说 明书，利用 自 

该公 司购买的镍离子亲和层折柱(Ni．NTA)进行亲和层析 。 

1．7 SDS-PAGE以及 ELISA分析 SDS-PAGE参 照 (分 子 克隆)旺 进 行。ELISA分 析 方法如 下 ：将 纯 化的 

p24蛋白稀释到 2 g／mL，包被酶联板，每孔 100 L．4℃过夜．以2％牛血清白蛋白封闭，4℃过夜，加入不同 

稀释度的血清，37℃孵育 2 h，再加入辣根过氧化物酶标记的羊抗人 【gG，37℃孵育 2 h后，以 TMP显色。 

1．8 重组 p24蛋 白的特异性分析 取 500mL经诱导表达 p24蛋 白的菌渡 ，离心收集细苗．超声破碎后 ．再离 

心收集上清，以镍离子 亲和层折柱 (NbNTA)纯化 p24蛋 白，然后 此 蛋 白交联 Sepharose 4B(CNE~删acd ted 

~ hamse4BLabPack，pharmaciaBiotech)．操作参见产品说 明。以此交联填料 1克装柱，纯 化 250mLHIV感 

染者血浆中的抗体 。用洗脱下来的抗体与 HIV确认试剂 HIV BLOT 2．2(Genelabs~ Diagnostics．western blot 

m y)反应 ．以未经纯化的同一 HIV感染者血清作为对照。操作参见 产品说明书。 

2 结果 

2．1 HIV．1 p24基因的克隆 

用 HIV．1 p24引物 prml2和 prml3从质粒 pHIV上扩增 HIV-1 p24基因序列，电泳检测 

表明：该扩增产物仅含一条带，长约 0．7 kb。用低熔点琼脂糖法回收，以 Bamt-I I／Kpn I双酶 

切，与双酶切的载体 pQE30连接，转化 E．coli M15菌株，随机 挑选 儿 个克隆。以 prml2和 

prml3进行快速 PCR筛选 ，结果 7个克隆为阳性 。进一步提取其中 l号和 5号质粒 (分别命 

名为 pQE24．1和 pQE24．5)进行酶切鉴定，结果表 明这两个质粒 中 BamH I／Kpn I之 间有插 

入片段，其大小与 HIV-1 p24 PCR片段 的大小相当。根据 p24基因的序列及载体 pQE30的序 

列，可推测重组蛋白的氨基酸序列。图 1比较了该重组蛋白与 Gupta等人【3 用 pQE30表达的 

不可溶 p24蛋 白之间的序列差异。 

2．2 HIV-1 p24基因的表达及重组蛋白的可溶性分析 

取上述克隆 QE24．1和 QE24．5，以 1：100接种到 3mL含双抗的 LB培养基中，37℃培养 

4 h，加入 IPTG至终浓度 lmmol／L，继续培养 4 h，离心后弃上清，加入 100 L蛋 白载样液， 

100℃水浴 3min，取 2O L进行 SDS-PAGE电泳．结果表明：与含空载体 pQE30的细菌相 比， 

重组子 QE24．1和 QE24．5有一条较强的特异表达带．其分子量约为 24 kDa，薄层扫描分析表 

明：该蛋白含量占菌体总蛋白的 20．4％(图 2)。取 克隆 QE24．1进行放大培养，收集细菌．超 

声破碎，离心分离上清和沉淀，分别进行 SDS．PAGE分析，结果表明：重组蛋 白主要存在于上 

清 中，沉淀中几乎看不见 p24蛋白带(图 2)，说明该重组蛋白主要以可溶的形式存在。 由于表 
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达载体 pQE30不带信号肽．因此重组蛋白应存在于胞浆中。 

 ̂ 1 

B 】 

^ 51 L̂SEĜ  

B 51 MFSALSEĜ  

P 

^ 101 GPIAPG~ REP[E,SDIAGTTSTLOEQIGWIfI'ffNPPIPVGEIYFdWIILGL 

B 101 GPIAPGO4REPRGSDIAGTTSTL~ IGIWI'NNPPIPVGEI~KRWIILGL 

^ 151 NKIV刚 YS ILD 

B 151 NKIV蹦 YSP体 ILD 

^ 201 LLV。NANPIEKTI 

B 201 LLVqNANPDCKTI 

# #÷÷÷÷●抖 ÷÷÷÷÷÷ 

图 1 可溶性和包涵悼 HIV．1 p24蛋白的氨基酸序列 比较 

A．本文表达的可溶性 p24蛋 白的氯基酸序列{B，Gupta等人表达的包蟠悼 p24蛋 白的氨基酸序列Ⅲ{ 

-表示两序列不同；#表示半胱氨酸所在位置 ；人工序列以下画线表示 。 

Fig．1 Sequ~ c帅 pa s0n b ⋯ ~dub]e and insoluble p24 pmtdn~ynthe*ir,ed in E ．c f 

A．Sequence of the~dubM p24 protein in this paper；B．Seque．ce of the insoluble p24 prm~n reported by GuP ’ 

-indicate*the帅  o舵id difference #~n$cates the Cys z~sk]ue The artlfieial regions utlderlined． 

田 2 重组 HIV-i p24蛋白的 SDS-PAGE分折结果 

1．蛋白质分子量标准i 2～3．古空载体 pQl~O的受悼苗垒!町胞i 4-5．在 RwrG诱导前后工程苗全!町胞(4，诱导前i5．诱导后)i 6 

～ 7．经 IPTG诱导的工程苗细胞提取物(6，上清；7．沉淀)；8．工程苗裂解液上清经一步纯化所得刊的 HIV-I p24蛋白。 
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F 2 SDS-PAGE analysis of n~ mbinant p24 protein 

1．P~tein mo]~ lar marker；2～ 3。E co／i whole I】IIB b。rjng m pty pla id pQF~0{4～ 5． E．∞ whole eeU harboring 

pQE24．1(4。befo~ inductlon~5。alter induction with IPTG)：6～7．Cell extra~ E．∞ harboring pQE24．1(6。super． 

n毗ant。7．precipitate)：8。The~ mbinant p24 prc．te~n purified by 8ffinity ehromatograpphy． 

2．3 重组 HIV．1 p24蛋白的分离纯化 

根据上述结果，我们采取了可溶性蛋白的纯化策略，用 Ni-NTA亲和层析柱对重组蛋白进 

行了分离纯化，分步收集洗脱成分，每管2．5 mL，然后对各管进行 SDS-PAGE分析，结果显示， 

仅前 3管含有蛋 白成分，重组蛋白绝大部分分布在第 2管 ，且其纯度超过 95％。 

2。4 重组 p24蛋白的抗原活性分析 

将该蛋白稀释到 2 g／mL包被酶联板，以 1：8O稀释的 HIV 感染者血清及正常人血清与 

其反应，加酶标二抗及底物显色，结果表明：7份正常人血清无一与其反应，5份 HIV感染者血 

清中有 4份发生特异性免疫反应。以艾滋病人混合血清与其反应，当血清稀释度达到 1：3200 

时，仍然表现出较强的反应。 

2。s 重组 p24蛋白的特异性 

用纯化的 p24蛋白交联 CNBr活化的 Sepharose 4B，亲和层析纯化 HIV感染者血浆中的 

抗体，再以此抗体与 HIv确认试剂 HIV BLOT 2．2(Genelabs"Diagnostics)进行 Western blot 

分析．结果表明：纯化抗体 只能与 HIV-1 p24蛋白反应．而未经纯化 的同一血清可与 HIV．1的 

多种蛋白发生反应(图 3)，说明所表达和纯化的蛋白确实是 HIV，1 p24蛋白，能够特异性地结 

合 HIv感染者血清中的抗 一p24抗体。 

3 讨论 

原核表达系统的一个主要缺点就是产物容易形成包涵体。包涵体的形成机制至今尚不完 

全清楚。一般认为：包涵体的产生主要是由于表达产物的不正确折叠所致．细菌中高效合成 的 

目的蛋白不能及时折叠，造成折叠中间物的聚集．从而形成包涵体。影响包涵体形成的因素主 

要有：细胞内伴侣蛋 白(chaperone)和折叠酶(foldase)的活性 、细菌培养温度、目的蛋 白的表达 

量、细胞内环境的pH值．此外还有一个重要因素．那就是蛋白质的一级结构即氨基酸序列。 

蛋白质中某些氨基酸(尤其是半胱氨酸)的改变可能会显著改变蛋白质的整体构象．从而使其 

容易受细胞内折叠机制的影响而顺利进行折叠。Strandberg_1副和 Wetzel等It4]研究表明，重组 

蛋白中少数氨基酸的改变可以大大改变表达产物的可溶性．而 Rinas等人【l 的研究显示 ．蛋 

白序列中某个半胱 氨酸的改变即可改变整个蛋白分子的可溶性 。 

到目前为止 已有不少文献报道用大肠 杆菌表达 p24蛋 白  ̈ ，有人用 间接 的办法表达 

Gag-Pol融合蛋白．利用其中Pol基因编码的蛋白酶的活性对融合蛋白进行翻译后加工．结果 

也得到了可溶性的 p24蛋 白¨’io]．但是 尚没有人直接高效表达 可溶性 p24蛋 白。Gupta等 

用与 我们几乎完全相同的办法表达 了 HIV．1 p24蛋 白．其所用载体 也是 pQE30．但是 他们表 

达的产物形成了包涵体。图 1比较了 C~pta等表达的蛋 白与我 们表达的蛋白的氨基酸序列。 

他们所用的 p24基因片段 比我们用的略短，而人工序列却比我们的长，二者在序列上也有一些 

差异(同源性为 95％．半胱氨酸的位置不同)。本研究所表达 的 p24蛋白的可溶性很可能与装 

基端的半胱 氨酸 Cys230有密切的关系，Cys230很可能与 Cys210形成链内二硫键．产生一个 
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图 3 重组 HIV-1 p24蛋 白的特异性分析 

以重组 HIV-1 p24蛋白交联 &ph⋯ 4B．亲和层析纯化 HIV感染者血清 中的抗体．用 

所得抗体与 HIV确认试剂 HIV BLOT2 2(Genelabs。1)iagn~stles．Western blot assay)反 

应。Lane 26：亲和层析纯化抗体。Lane 21：未经纯化的同一血清。 

Fig．3 Specificity anal B of recombinant HIV·l p24 protein 

La ne 26．Antibodie~ofHIV infected plasma purifiedby aftlrdry chz~ natographywithr咖 m- 

binant HIV-1 p24 protein linked Seph日T∞ e 4B；I e 21 The s n|In without pufifica· 

tion 

小的环形结构。Gupta等去掉了 p24蛋白羧基端的 Cys230，却在氨基端人为地弓I入了一个 

Cysl4，它可能与 Cys2t0形成二硫键，产生一个大的环形结构，使蛋白更加紧凑，这可能是其所 

表达 的蛋白不溶的主要原因。 

本研究采用 目前 比较先进的原核表达系统，使 HIV．1 p24蛋白不仅能够高效可溶性表达， 

而且 由于该蛋白的 N末端含有 6个组氨酸，可以与金属 Ni离子形成鳌合物，从而可 以用亲和 

层析的办法一步进行纯化。经一步纯化的 p24蛋 白纯度达 95％以上 ，直接用 于包被酶联板， 

无需使用细菌蛋白对一抗和二抗进行 封闭，即可得到很低的背景，这对于 HIV诊断试剂非常 

合适。虽然所表达的 p24蛋白 N末端 n 个氨基酸不属于 p24蛋白，但是由于其长度短，抗原 

性弱，不足以导致非特异性反应．因此它将不会影响诊断试剂的特异性。结果显示，该 p24蛋 

白能特异地识别 HIV感染者血浆中的抗 一p24抗体，而且可以和多数 HIV感染者的血清发生 

反应，但不与正常人血清反应。在试验的 5份 HIV感染者血清中，有一份不与该蛋白反应，可 

能是 由于该血清中不存在或仅存在极低浓度的抗 一p24抗体。 
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High Level Soluble Expressiion，One-Step Purification and 

Characterization of HIV-1 p24 Protein 

TONG Yi—gang，DU Yon~g，XU Jin~g，et al 

(Institute ofMicrobiology and Egidemiology，Beijing 100071，China) 

Abstract：The HIV一1 p24 gene(gag gene)was amplified by polymerase chain reaction(PCR) 

and cloned into an E．coli expression vehicle pQE30 betwin BamH I and Kpn I sites．After in． 

duction with IPTG．the transformed E ．coli strain M 15 expressed the HIV．1 p24 gene efficient． 

1y．The recombinant p24 protein was expressed as a soluble pro tein．composing 20％ of山 e total 

protein．Aft日 onestep purification with Ni—NTA affinity ehromatography，the protein was purl— 

fled to almost homogeneity．W hen applied to ELISA。the p24 protein exhibited good specific re— 

activity with sera of HIV．infected individuals．The antibodies against recombinant p24 protein 

from HIV infected plasma were purified and confirmed with HIV W estem blot kit that the pur1． 

fled antibodies can only react with HIV—l p24 antigen．It suggests that the recombinant HIV—l 

p24 protein is suitable for assembling the HIV diagnostic kits． 

Key words：Human immunodeficiency virus typed ；p24 protein；Gene expression；E ．coli 
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