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人类 HBxAg蛋白反式激活基因 5的原核
表达及其蛋白纯化
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[摘　要 ]　为了更深入研究 XTP5蛋白 (也称人类次要组织相容性抗原 (m HA28) )的生物学功能 ,以 Hep G2细

胞总 RNA为模板、应用 RT2PCR技术获得 X T P5基因 ,再利用基因工程技术对其进行克隆和原核重组表达载体构建

和诱导表达 ,成功克隆 X T P5基因 ,并成功构建原核重组表达空载体 p ET232a ( + )2XTP5 ;阳性重组质粒转化大肠杆

菌 E. coli BL21后 ,在 37℃经终浓度 1 mmoL/ L IPT G诱导 5 h后 ,受体菌大量表达 76. 88 ku XTP5重组蛋白 ; West2
ern2blot证实宿主菌表达的蛋白特异性好 ;肝素亲和层析柱纯化表达产物 XTP5蛋白效果良好。结果表明 ,成功克隆

了人类 X T P5基因 ,并获得纯度较高的融合蛋白 XTP5。
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Abstract : To st udy biological f unction of XTP5 ( m HA28) f urt hur , t he R T2PCR and bioengineering

were used to clone and express X T P5 gene. X T P5 gene (1 527 bp) and it s recombinant expression vector

(p ET232a ( + )2XTP5) were successf ully carried out . Moreover ,p ET232a ( + )2XTP5 was expressed for

five hours wit h 1. 0 mmoL/ L IP T G (final concent ration) at 37 ℃. The recombination p rotein showed iden2
tical molecular weight wit h 76. 88 ku and was confirmed by Western2blot . The p urified recombinant p rotein

was acquired by t he protein p urification system. Cloning and prokaryotic expression and t he p urified p rotein

of X T P5 gene were successf ully performed.

Key words : Hepatitis B virus ( HBV) ;X protein t ransactivation ; X T P5 gene (m HA28) .

　　乙肝病毒 ( HBV)是一种严重危害人类健康的 致病因子 ,是导致急慢性肝炎、肝硬化、肝细胞癌
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( HCC)的主要原因 ,然而关于 HBV 引发病毒性肝

炎的机理还不太清楚。因此 ,与 HBV 相关的新基

因克隆和功能研究 ,是病毒性肝炎致病机理研究领

域的重要组成部分。最近研究发现 ,具有反式激活

细胞内相关基因表达作用的 HBxAg 蛋白 ,对肝细

胞正常基因表达谱有影响 ,提示其可能与 HBV 致

病机理有关[123 ]。

抑制性消减杂交 (SSH)技术是一项有效地分离

和扩增低丰度特异表达基因的新兴生物技术 ,在短

时间内可得到理想试验结果 ,与传统方法相比 ,具有

周期短、操作简便、可靠性高、假阳性率低等特

点[426 ]。刘妍等[3 ]利用 SSH 及生物信息学技术 ,发

现了 HBxAg蛋白反式激活新基因 5 ( Human gene

5 t ransactivated by HBV X protein , X T P5 , Gen2
Bank 登录号 : A F490254) 。目前 , X T P5 基因也被

称为次要组织相容性抗原基因 m H A28 ( Minor his2
tocompatibility antigene m H A28 , m H A28) [7 ]。研究

表明 ,XTP5蛋白在同种组织器官移植中 ,特别是在

造血干细胞移植中 ,扮演着主要角色[7211 ]。XTP5蛋

白是 HBxAg蛋白反式激活作用的基因 ,而 HBxAg

蛋白在病毒复制、肝细胞癌方面具有十分重要的作

用 ,提示 XTP5 蛋白可能与促进慢性病毒性肝炎发

病密切关系[12 ]。目前 ,国内外关于 XTP5蛋白的功

能知之甚少。为此 ,本研究对 X T P5 基因进行了克

隆、原核表达和纯化研究 ,以期为更深入地阐明

XTP5蛋白的生物学功能提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

肝母细胞瘤细胞系 Hep G2及大肠杆菌 D H5α、

E. col i BL21和原核表达空质粒 p ET232a ( + )均为

北京地坛医院传染病研究所实验室保存 ;胎牛血清

( FBS)购自 Hyclone 公司 ;总 RNA 提取试剂盒、反

转录试剂盒、T aq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶和

p GEM2T 载体购自 Promega 公司 ;玻璃奶回收试剂

盒购自博大泰克公司 ; EcoR Ⅰ、S al Ⅰ、Pst Ⅰ购自

Takara生物公司 ;抗2His的单克隆抗体购自 Santa

Cruz公司 ;辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 Ig G购自北

京中山生物公司 ;化学发光底物购自 PIERCE 公

司 ; P 膜购自 MILL IPORE公司 ;丙烯酰胺、N、N′2
亚甲双丙烯酰胺、IP T G及 X2Gal 和蛋白纯化试剂

等化学试剂均为国内外分析纯级生化试剂。

1. 2　Hep G2细胞的培养

参考文献[ 13 ]方法复苏 Hep G2 细胞 ,用 V (血

清) ∶V ( FBS) = 10∶1培养液进行传代培养。

1. 3　人类 HBxAg蛋白反式激活新基因 5 ( X T P5)

基因的 R T2PCR扩增

1. 3. 1　引物的设计与合成　根据 X T P5 基因开放

读码框 (ORF)和原核表达空载体 p ET232a ( + )序列

设计 1对引物 ,由上海生工公司合成。引物序列如

下 :上游 Pf : 5′2CG GAA T TC A T G T GG GA G

A T T T TA A GA A GA AAA G23′(下划线表示

EcoR Ⅰ酶切位点) ,下游 Pr :5′2GC GTC GAC T GT

GCT CA G T T T T TC AA G TA G AA T23′(下划线

表示 S al Ⅰ酶切位点) 。

1. 3. 2 　R T2PCR 扩增 　当 Hep G2 细胞传至 3 代

时 ,用总 RNA 提取试剂盒提取其总 RNA ,然后用

Promega反转录试剂盒合成 cDNA 模板。25μL

R T2PCR反应体系为 :双蒸水 17. 3μL , 10×缓冲液

(含 20 mmol/ L MgCl2 ) 2. 5μL ,2. 5 mmol/ L dN TP

2. 5μL ,10 mmmol/ L 上、下游引物各 1. 0μL ,cD2
NA模板 0. 2μL , T aq DNA 聚合酶 (5 U/μL ) 0. 5

μL。PCR扩增条件 :95 ℃预变性 5 min ;94 ℃变性

30 s ,55 ℃退火 45 s ,72 ℃延伸 1 min 40 s ,35个循

环 ;72 ℃延伸 10 min ; 4 ℃保存 ;扩增产物用 10 g/ L

琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 4　p ET232a ( + )2XTP5重组表达载体的构建

根据玻璃奶回收试剂盒说明书回收 X T P5 基

因 R T2PCR产物 ,然后将其与 p GEM2T载体按10∶

1的比例 (体积比)混合 ,在 T4 DNA 连接酶作用下

于 16 ℃连接过夜 ,构建 p GEM2T2XTP5重组载体。

将 p GEM2T2XTP5 重组载体转化到 CaCl2 法

制备的感受态细胞 D H5α中[13 ] ,在铺有 100 mL

IP T G和 20 mL X2Gal 的 Amp 琼脂糖平板上进行

蓝、白斑筛选。然后 ,挑取白色菌落于含抗生素的

LB 液体培养基中摇动 12～16 h ( 220 r/ min , 37

℃) [ 13 ]。

碱裂解法提取质粒 DNA [13 ] ,用 EcoR Ⅰ和

S alⅠ酶切克隆载体 (p GEM2T2XTP5)获得带双酶

切位点的 X T P5基因 (酶切体系 :2μL 10×H buff2
er ,1μL EcoR Ⅰ酶 (10 U/μL ) ,1μL S al Ⅰ酶 (10

U/μL) ,10μL 质粒 ,补双蒸水至 20μL ) 。10 g/ L

琼脂糖凝胶电泳分离质粒酶切后的片段 ,并利用玻

璃奶法纯化[13 ]。

将携带 EcoR Ⅰ和 S al Ⅰ酶切位点的目的片段

克隆到相同酶切位点的 p ET232a ( + )线性化载体

上 ,构建重组表达载体 p ET232a ( + )2XTP5 ;再利用

EcoRⅠ、S alⅠ和 PstⅠ酶进行酶切鉴定。最后将正
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确表达的重组质粒 p ET232a ( + )2XTP5转化大肠杆

菌 E. col i BL21 (羧苄青霉素抗性) ,利用菌落 PCR

和酶切质粒法进行鉴定[13 ]。

1. 5　重组表达载体 p ET232a ( + )2XTP5 的诱导表

达

将阳性重组质粒 p ET232a ( + )2XTP5转化大肠

杆菌 E. col i BL21 ,挑取单个菌落接种于含有抗生素

的 LB液体培养基中 (含羧苄青霉素 100 mg/ mL) ,

220 r/ min、37 ℃过夜培养 ;次日 ,按体积比 1 %～

5 %接种量接种 ,220 r/ min ,37 ℃培养菌至 A 600为

0. 4～0. 6时 ,加入终浓度 1 mmoL/ L IP T G进行诱

导 ,继续于 37 ℃条件下培养 ,然后分别于培养的 3 ,

4 ,5 h收集 1. 0 mL 菌液 ,10 000 r/ min离心 5 min ;

弃上清液 ,加 100 mL Tris2HCL ( p H = 6. 8)悬浮沉

淀 ,加 100 mL 2 ×SDS凝胶加样缓冲液及 5 mLβ

巯基乙醇 ,煮沸 10 min ,10 000 g离心 5 min ,取 15

mL 上清液进行 SDS2PA GE 分析。SDS2PA GE 电

泳方法参见文献[ 13 ]进行。

1. 6　XTP5重组蛋白的 Western blot 检测

SDS2PA GE电泳后将凝胶转膜 ,50 g/ L 脱脂奶

粉封闭过夜 ,分别经第一抗体 (体积比为 1 ∶200的

抗2His单克隆抗体) 、第二抗体 (体积比为 1 ∶5 000

的羊抗鼠 HRP2Ig G)孵育 ,再加入显色液 ,室温下轻

摇反应 ,X光片曝光[13 ]。

1. 7　XTP5重组蛋白的纯化

收集发酵罐 37 ℃诱导表达 5 h的菌液 2. 5 L ,

离心弃上清液 ,加 TE缓冲液 ,经 3～4次冻融 ,超声

破菌。接着 ,离心弃上清液 ,沉淀用 9倍体积洗涤液

悬浮洗涤包涵体。室温放置后离心吸出上清液 ,用

缓冲液溶解包涵体 ,室温放置。最后 ,于室温条件下

12 000 r/ min离心 15 min。收集上清液进行肝素亲

和层析[ 13 ]。以双蒸去离子水膨化 CL26B ,除气后装

柱 ,再用磷酸盐缓冲液平衡[13 ]。然后上样 ,使之缓

慢通过柱体 ,反复几次使蛋白质与柱充分结合。再

利用磷酸盐缓冲液冲洗 ,以 1 mol/ L NaCl 洗脱、透

析除盐。纯化后的样品进行 SDS2PA GE 电泳检

测[13 ]。

2　结果与分析

2. 1　人类 X T P5基因的 R T2PCR扩增与 p ET232a

( + )2XTP5 载体的构建

结果见图 1 ,由图 1可知 ,扩增出了 1 527 bp 的

片段 ,与预期结果一致 ;重组表达载体 p ET232a

( + )2XTP5经 EcoR Ⅰ和 S al Ⅰ双酶切后 ,表现出

正确的酶切图谱 (图 2) 。

图 1　人类 X T P5基因的 RT2PCR产物电泳结果

1. XTP5 PCR产物 ;M. DL2000 Marker

Fig. 1　RT2PCR elect rophoresis for X T P5 gene

1. XTP5 PCR product ;M. DL2000 Marker

图 2　p ET232a ( + )2XTP5的 EcoR Ⅰ和 S al Ⅰ酶切结果

M. DL15000 Marker ;1. p ET232a ( + )2XTP5酶切产物

Fig. 2　Digestion elect rophoresis of

p ET232a ( + )2XTP5 with EcoR Ⅰand S al Ⅰ

M. DL15000 Marker ;1. Digestion for p ET232a ( + )2XTP5

2. 2　p ET232a2XTP5重组载体的酶切鉴定分析

利用 Vector N TI Ⅷ 绘制重组质粒 p ET2
32a ( + )2XTP5 DNA序列的酶切图谱 ,结果见图 3。

为进一步鉴定重组质粒 ,利用 EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ限

制性酶酶切重组载体 p ET232a ( + )2XTP5 ,由于目

的片段和载体序列上均有 Pst Ⅰ位点 ,所以理论上

应该切出片段大小为 4 560 ,1 627 和 1 124 bp 条

带 ,实际酶切结果见图 4。由图 4 可知 , p ET232a

( + )2XTP5重组载体的酶切结果与理论完全相符 ,

表明原核表达载体 p ET232a ( + )2XTP5构建成功。

2. 3 　p ET232a ( + )2XTP5 质粒转化宿主大肠杆菌

E. col i BL21的鉴定结果

利用菌落 PCR 鉴定重组表达载体 p ET2
32a ( + )2XTP5 转化宿主大肠杆菌 E. col i BL21 的

情况。挑取 5 个菌落进行菌落 PCR 分析 ,结果表

明 ,扩增片段大小与 X T P5 基因理论值一致 ;提取
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阳性菌落 PCR宿主菌质粒 DNA ,酶切结果证明构 建的重组表达载体 p ET232a ( + )2XTP5是正确的。

图 3　p ET232a ( + )2XTP5的重组质粒

Fig. 3　Recombinant vector map of p ET232a ( + )2XTP5

图 4　p ET232a ( + )2XTP5 EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ的酶切结果

1. EcoR Ⅰ和 Pst Ⅰ酶切质粒结果 ;M. DL15 000 Marker

Fig. 4　Digestion of p ET232a( + )2XTP5 with EcoRⅠand PstⅠ

1. Result of EcoRⅠand PstⅠDigestion ;M. DL15000 Marker

2. 4　XTP5 融合蛋白的 SDS2PA GE电泳和 West2
ern2Blot 检测结果

图 5 显示 ,对照无表达 ,而诱导后大肠杆菌

BL21 顺利表达 ;空质粒表达 21 ku 蛋白 , p ET2
32a ( + )2XTP5表达约 76. 88 ku 蛋白 ,均与理论大

小相符 ;p ET232a ( + )2XTP5 诱导产物表达的最佳

条件是 37 ℃诱导 5 h。Western2blot 检测结果 (图

6)表明 ,XTP5融合蛋白特异性强且条带清晰。

图 5　XTP5融合蛋白的 SDS2PA GE电泳结果

1 ,2. p ET232a ( + )2XTP5未诱导组 (37℃和 30℃) ;3～5.分别为

p ET232a ( + )2XTP5诱导 3 ,4 ,5 h表达产物 (37 ℃) ;

6. p ET232a ( + )2XTP5诱导 5 h表达产物 (30℃) ;

7. p ET232a ( + )空质粒 37℃诱导表达产物 ;8. p ET232a ( + )空质粒

30 ℃诱导表达产物. M.蛋白 Marker Ⅰ.

Fig. 5　SDS2PA GE of XTP5 recombinant protein

1 ,2. No induced groups (37 ℃and 30 ℃) ;3 - 5. Induced

group (3 ,4 ,5 h) ( 37 ℃) ;6. Induced group (5 h ,30℃) ;

7. Induced cont rol vector group (37 ℃) ;8. Induced

cont rol vector group (30 ℃) ;M. Protein Marker Ⅰ.

2. 5　XTP5融合蛋白的纯化结果

图 7 显示 ,肝素亲和层析柱纯化表达产物

XTP5纯化效果良好。

图 6　XTP5融合蛋白的 Werstern2blot 检测结果

1. p ET232a ( + )空质粒诱导 5 h 产物 ;2. p ET232a ( + )2XTP5

诱导 5 h 产物.

Fig. 6　Western2blot of XTP5 recombinant protein

1. Cont rol group ( Induce for 5 h) ;2. Recombinant

vector group ( Induce for 5 h)

图 7　纯化 XTP5融合蛋白的 SDS2PA GE电泳结果

M.蛋白 Marker Ⅰ;1.未纯化 XTP5融合蛋白 ;

2.纯化后 XTP5融合蛋白

Fig. 7　SDS2PA GE for purifying XTP5 recombinant p rotein

M. Protein Marker Ⅰ;1. Not purified protein ;

2. Purified XTP5 Protein

3　讨　论

X T P5基因是成军课题组 2002 发现的 DNA

序列 ,利用生物信息学已对其进行了 Cp G岛、启动
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子活性和转录终止信号分析[14215 ] ,确定其为未知基

因。本研究结果表明 , X T P5基因片段大小为 1 527

bp ,测序结果与 GenBank 公布的结果 (登录号

A F490254)吻合 ,证实该新基因的存在。由此可知 ,

作者成功克隆了人类 X T P5基因。

HBV感染引起肝细胞癌变 ( HCC) ,不仅部分

通过 HBV DNA 与肝细胞基因组 DNA 之间的整

合 ,可造成 HBV 感染肝细胞的过度生长 ,而且

HBxAg蛋白等反式调节蛋白的反式激活作用对肝

细胞正常状态下的基因表达谱也产生影响。此时 ,

HBV感染的肝细胞成为机体免疫系统识别与攻击

的对象。由于主要组织相容性抗原 ( M HC)具有参

与免疫调节等功能 ,所以推测次主要组织相容性抗

原也参与肝细胞免疫反应[7211 ] ,但还需进一步证实。

为此 ,本研究对 X T P5基因进行克隆、表达研究 ,具

有重要的理论和临床实践意义。

由于次要组织相容性抗原不一定是在细胞表面

上表达 ,故没有同种抗血清或可靠的单克隆抗体来

检测。目前 ,一般使用特异性的 T细胞反应检测次

要组织相容性抗原 ,然而这种检测费用昂贵、操作繁

琐 ,不是十分理想的检测手段[7211 ]。此外 ,作为次要

组织相容性抗原之一 ,由于 XTP5是一种功能知之

甚少的抗体 ,不存在商品化的检测试剂盒 ,因而利用

基因工程的方法表达 X T P5 基因制备多克隆抗体

用于临床检测是必经之路[16 ]。p ET232a ( + )载体含

有一段辅助蛋白基因 ,该辅助蛋白包括 Trx 和 His

等标签序列 ,有利于目的蛋白表达效率的提高和表

达产物的检测。因此 ,本研究选用其作为表达载体

高效表达融合蛋白。本研究成功构建 p ET232a

( + )2XTP5原核表达载体 ,且其融合蛋白表达产物

M r = 76. 88 ku ,与预期结果相符 ;进一步 Werstern

blot 分析证实 ,此融合蛋白包含 His组氨酸标签 ,表

明 XTP5成功表达 ;经过优化试验发现 ,该基因重组

原核表达条件为 :37 ℃诱导 5 h ;且 XTP5融合蛋白

易纯化 ,且保留免疫原性 ,可不经复性作为检测 His

抗体诊断试剂盒的包被抗原。表明 X T P5 基因在

大肠杆菌中成功表达 ,获得高纯度重组蛋白产物 ,不

仅为研究 XTP5与细胞内蛋白的相互作用奠定理论

基础 ,而且为下一步制备多抗应用于免疫组织化学

和酶联免疫吸附的检测奠定了基础 ;更深入地研究

XTP5功能 ,将对临床肝炎病毒感染标本检测、肝炎

治疗药物的开发和 HCC机制研究等领域产生重大

影响。
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