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HIV gp41基因分段低温诱导表达 
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Low—temperature Induced Expression of HIV gp4 l Gene Segments 
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Abstract：Clone N3 and C from Human immunodeficiency virus(HIV)gp41 gene were expressed using 

the pET expression system．When induced bv IPTG at 37℃ ．both two clones did not express in Ecolf 

BL2 1(DE)3．Howerver,when induced at l 6℃，the two clones were both overexpressed，and the amount 

of the product was about 20％ of the total bacteria protein．In Westem blotting test．the protein product 

could react with HIV—positive serum．Atier IPTG induction．E col cells had much higher death rate at 

37℃ than at 1 6℃；rH]uridine release assay also showed that after IPTG induction，E col had a higher 

release at 37℃ ．The results suggested that overexpression of the two proteins was due to their decreased 

toxicity at lower temperature． 
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人类免疫缺陷病毒 (Human immunodeficiency 

virus，HIV)GP41跨膜蛋白由于具有特殊的穿膜拓 

扑结构，对宿主菌细胞膜产生毒性作用而使其难以 

在 E．coli中有效表达fJ J。本室前期工作发现 GP4l 

蛋 白中有三个区域对表达菌细胞具有毒性作用，其 

分别为：位于 N端 2／3区域 (N3片段：nt7373—8006) 

的融合肽 (aa512-527)和跨膜区 (Aa 684—705)， 

它们含有丰富的疏水性氨基酸；以及位于 C端 1／3 

区域(C片段：nt8007—8339)的慢病毒裂解肽LLPI(aa 

826—854)和 LLP2(aa 768—788)，可形成 2个两亲性 

a螺旋，从而对宿主菌产生较强的细胞膜毒性作用 

使细菌大量死亡，最终致使 GP41蛋 白难以获得有 

效表达 】。为此 我们尝试 在低温条件(16℃)下对 

HIV—gp41N 端 2／3和 C 端 1／3区域在大肠杆菌 

BL21(DE)3中进行诱导表达，并对低温条件下 GP41 

蛋 白表达对细菌细胞膜 的毒性作用特征进行初步 

探讨。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

质粒 pET．HN3，pET-HC为本实验前期构建 J， 

其中片段 N3，C 分别为 gp41基因的 N 端 2／3 

(nt7373—8006)和 C端 1／3(nt8007—8339)区域。 

表达菌 E．coli B12l(DE)3为本室保存。 

HIV阳性血清由中国疾病预防控制中心免疫室 

惠赠；蛋 白分子量标准 ，酶标记羊抗人 IgG购 白北 

京鼎 国生物技术发展中心；IPTG 购 自大连宝生物 

工程有限公司；[ H】尿嘧啶(3．7x10 Bq／mL)~j白中 

国原子能研究所；其余试剂为国产分析纯或优级 

纯 。 

1．2 基因操作 

质粒 的提取、转化 、LB 培养基制备，细菌总 

RNA提取和分子杂交等方法参照文献【j J。 

1．3 重组蛋白的诱导表达 
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挑取含有表达质粒pET．HN3，pET．HC的E．coli 

B121(DE)3单菌落接入3mL LB培养基(含 100 pg／mL 

氨苄青霉素)，37℃振荡培养过夜，按 1：100转接 

于 LB培养基(含 100pg／mL氨苄青霉素)中37~C振荡 

培养。当 OD6oo 达 0．5～1．0时，取少量葡液 留作 

诱 导 前 的对 照 ， 在 其 余 菌 液 中 加 入 IPTG 至 

lmmol／L，分别在 16℃培养 5h后 6000 r／min离心 

5～lOmin收集菌体 ，加入 loading buffer 100℃裂解 

5min后聚丙烯酰胺凝胶电泳。 

1．4 免疫印迹试验 (Western blot) 

转膜方法详参见分子克隆，SDS．PAGE 后将 

蛋 白从凝胶转移 到硝酸纤维膜上 (0．65mA／cm 过 

夜 )，封闭剂为 5％的脱脂奶粉，第一抗 体为 HIV 

阳性血清，第二抗体 为羊抗人 IgG．AP，显色剂为 

4-氯．1．萘酚(4CN)。显色方法：将 6mg 4CN 溶于 

2mL甲醇 ，在 10mL冰冷 的 PBS中加入 6pL 30％ 

过氧化氢，以上两种溶液均在 使用前 新鲜配制 ， 

立即混匀，迅速倒在漂洗后 的膜上，在暗处放置 

至颜色显现 。 

1．5 IPTG诱导后细菌平板计数 

取 LB转接培养菌液，37℃振荡培养至 OD600~m 

达 0．5时加入 IPTG至 1rnmol／L，分别在 37℃和 16℃ 

培养 0h、0．5h、1 h、1．5 h、2 h、2．5 h，在含 100pg／mL 

AP的 LB平板上进行活菌计数。 

1．6 『 HI尿嘧啶释放实验 

取上述 LB转接培养菌液，37℃振荡培养至 1h 

按 2pCi／mL在培养液中加入[ H]尿嘧啶，当 OD6oon 

达 0．5时，用 LB培养液洗涤三次，加入等量的 LB 

培养液，再加入 IPTG至 1mmol／L。分别在 37。C和 

16。C培养 0h、1h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 h取菌液 

高速离心，取 200pL上清 ，闪烁仪测 cpm。 

2 结果与讨论 

gp41基因 N3和 C片段在 BL21(DE)3中于 37。C 

和 16~C诱导后的聚丙烯酰胺凝胶 电泳和免疫印迹 

结果分别见图 1，2，37~C诱导条件下 pET—HN3， 

pET—HC均不能在大肠杆菌中有效表达，而在 16~C 

条件下可获得高效表达，其表达量约占菌体总蛋白 

的 10％~20％。免疫印迹结果显示在 N3和 C的相 

应表达位置 25kDa和 16kDa处分别有一条明显的反 

应带，表明表达的重组蛋白与 HIV阳性血清有着 良 

好的反应性 。 

对 37℃和 16~C两种温度下IPTG诱导菌的活菌 

计数显示：37~C条件下质粒 pET．HN3，pET—HC的 

表达菌在加入 IPTG后即开始大量死亡，诱导 4h后 

活菌数从约 10 ／InL下降到 10 ／mL左右，而 16℃条件 

下 pET—HN3和 pET—HC表达菌在诱导过程中仅有 

少量死亡 (图 3)。 

A B 

图 1 片段 N3诱导表达产物的检测 

Fig．1 Analysis of induced protein from N3 fragment 

A，SDS—PAGE；B，Westem blot．M，molecular weight standard：Lanel，total 

protein from uninduced E．coliBl21(DE)3(pET-HN3)；2，total protein from 

induced E．coli BI21(DE)3 fpET-HN3)． 

A B 

图2 片段 C诱导表达产物的检测 

Fig．2 Analysis of induced protein from C fragment 

A．SDS—PAGE；B．Western Blot．M ，molecular weight standard；Lane l， 

Total protein from uninduced E．coli BI21(DE)3 fpET—HC)：2，Total protein 

from induced E．col B1，l(DE)3(pET—HC)． 

1—圣· pET．HC(37) —o— pET—HN3(37)I 
1．----11---pET．HN3(16) —-r-pET—HC(16)l 
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图 3 诱导后细菌存活计数 

Fig．3 Postinduction survival counting of E coli B121(DE)3 
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用【 H】尿嘧啶掺入释放实验 了解不同温度条件 

下质粒 pET—HN3，pET—HC的表达对宿主菌细胞膜 

毒性 作 用 ，图 4 显 示 ：37℃ 条件 下 诱 导质 粒 

pET—HN3，pET—HC的表达菌 5h时，【 H1尿嘧啶释 

放量达到 106和 124cpm；而在 16℃条件下诱导表 

达菌 5h rI{】尿嘧啶释放量仅达 30和 38 cpm，雨复 

实验均显示 16~C条件下【 H1尿嘧啶释放量远低于 

37℃诱导的释放量 。 
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图4 诱导后细菌[ H】尿嘧啶释放 

Fig．4 Postinduction[3Hl uridine release of E．coli B1 l(DE)3 

上述实验结果说明，37℃条件下诱导目的蛋 白 

的表达对细菌膜 的穿膜毒性作用致使细菌 大量死 

亡，使目的蛋 白难以获得有效表达，而在 16℃条件 

下能有效的降低这种细胞膜的毒性作用，减少宿主 

菌的死亡，而使 目的蛋白获得有效表达 。本文同时 

对 gp41全长基因进行低温诱导，发现尽管温度 己 

降至 10℃，仍未见明显表达带(结果未显示)，分析 

可能是由于全长 GP41蛋 白具有较片段 N3和 C更 

强的细胞毒性，即使低温也不能有效降低其细胞膜 

毒性作用而使自身获得有效表达。 

利用 E．coli表达外源基因具有操作简便，成本 

低廉等优点。但 HIV一1GP41蛋白无论全长还是分段 

在大肠杆菌中均难以获得有效表达 J。Mujacic等 J 

对 TEM一13一lactamase进行 37~C诱导时发现表达产物 

会发生降解，而 24℃诱导能抑制这种降解，增加蛋 

白表达量，他们认为是由于冷休克蛋 白促进了目的 

蛋 白的折叠从而能抵抗宿主菌蛋白酶对其的降解， 

而本文中免疫印迹反应并未发现 目的蛋 白的降解， 

同时 由于穿膜蛋 白疏水氨基酸在穿膜过程中通过 

嵌入到脂双层的疏水区，对脂双层的脂相 (疏水核) 

产生扰动效应，造成磷脂双层无规则排列，导致细 

胞膜透性增加 ，对细胞产生毒性 】。因而我们认为 

GP41蛋 白低于 37℃诱导表达可能是 由于下列原 

因：1)低于37~C条件下细菌表达的冷休克蛋白作为 

分子伴侣与诱导表达的 P41蛋白结合，改变其折叠 

构象，阻碍穿膜拓扑结构的形成，从而减弱对细菌 

细胞膜的毒性作用。2)低于 37℃状态下细菌细胞膜 

脂质相变性质不利于 GP41蛋 白的穿膜，也就降低 

了对细胞的毒性 。 

由于膜蛋 白对细菌细胞膜 的毒性作用限制 了 

其在原核表达系统中的高效表达，本实验证实低温 

表达技术可能是改善某些膜蛋 白在原核系统 中表 

达的有效途径。 
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