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ＨＢＨＡ截短体蛋白的表达纯化及其诊断活性研究
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　　摘　要：目的　原核表达 ＨＢＨＡΔＣ及 ＨＢＨＡΔＮ蛋白，比较 ＨＢＨＡ系列蛋白活性。为进一步研究 ＨＢＨＡ临床诊断价值提

供实验依据。方法　克隆 ＨＢＨＡΔＣ和 ＨＢＨＡΔＮ目的基因，用于大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＢＬ２１系统表达纯化。将蛋白通过ＣＬ６Ｂ柱

检测肝素结合能力。并加入到培养 ＢＣＧ 的７Ｈ９液体培养基中，观察其诱导 ＢＣＧ 聚集情况。结果　ｎＨＢＨＡ，ｒＨＢＨＡ 及

ＨＢＨＡΔＮ蛋白均具有肝素结合能力。ｎＨＢＨＡ、ｒＨＢＨＡ和 ＨＢＨＡΔＣ蛋白具备诱导ＢＣＧ聚集的作用。结论　成功获得ＨＢＨＡ

截短体蛋白；证实 ＨＢＨＡ蛋白碳端参与肝素结合功能；蛋白氮端参与诱导ＢＣＧ聚集反应。该实验结果为进一步研究ＴＢ感染分

子机制及临床诊断应用奠定基础。
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　　肝素结合血凝素（ｈｅｐａｒｉｎｂｉｎｄｉｎｇｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎａｄｈｅｓｉｏｎ，

ＨＢＨＡ）是由结核分枝杆菌分泌产生的一种糖蛋白型黏附素。

报道显示非吞噬细胞上的肝素受体可以与 ＨＢＨＡ蛋白Ｃ末

端功能区结合，从而介导肺外结核播散及肺结核的发生［１］。为

进一步探讨ＨＢＨＡ蛋白诱导的自身保护机制以及其临床诊断

价值，本研究表达纯化 ＨＢＨＡ蛋白碳缺失端（ＨＢＨＡΔＣ）和氮

缺失端（ＨＢＨＡΔＮ）截短体蛋白，并测定了重组 ＨＢＨＡ（ｒＨＢ

ＨＡ），天然 ＨＢＨＡ（ｎＨＢＨＡ），ＨＢＨＡΔＣ和 ＨＢＨＡΔＮ蛋白的

肝素结合活性及诱导ＢＣＧ聚集效应，证实了 ＨＢＨＡ蛋白活性

功能区所在。

１　材料与方法

１．１　材料　结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ（ＡＴＣＣ２７２９４）标准株、大

肠埃希菌ＤＨ５α、ＢＬ２１株、载体ｐＱＥ８０ｌ均由本室保存。ｒＨ

ＢＨＡ及ｎＨＢＨＡ，兔源抗 ＨＢＨＡ多克隆抗体由本室制备
［１］。

ＨｅｐａｒｉｎＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱及 ＨｉｓＧｒａｖｉｔｒａｐ标签纯化柱购自

美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ。质粒抽试剂盒为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；基

因组ＤＮＡ提取及胶回收试剂盒为德国Ｑｉａｇｅｎ公司，异丙基硫

代ＢＤ半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、ＴａｐＭｉｘ、Ｔ４连接酶、及内切酶Ｈｉｎｄ

Ⅲ、ＢａｍＨⅠ为ＴａＫａＲａ公司产品。

１．２　ＨＢＨＡΔＣ及 ＨＢＨＡΔＮ基因获得　用德国Ｑｉａｇｅｎ公司

的基因组ＤＮＡ提取试剂提取Ｈ３７Ｒｖ基因组ＤＮＡ
［２］。然后根

据 ＨＢＨＡΔＣ及 ＨＢＨＡΔＮ基因序列设计引物，由ＴａＫａＲａ公

司合成。以提取的基因组为模板，分别以Ｐ１，Ｐ２和Ｐ３，Ｐ４为

引物（见表１），在退火温度为６０℃的条件下进行ＰＣＲ操作扩

增目的基因。１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＰＣＲ结果。

表１　　ＨＢＨＡΔＣ及 ＨＢＨＡΔＮ引物

　 　 　（下划线部分为酶切位点）

ＨＢＨＡΔＣ
Ｐ１正义链５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＡＡＡＣＴＣＧＡＡ

ＣＡ３′

Ｐ２ 反 义 链 ５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＣＣＴＣＧＡＡＧＣＴＣＴ

ＧＣＴＧＧ３′

ＨＢＨＡΔＮ
Ｐ３正义链５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＣＴＡＧＣＣＧＧＴＡＣＡＡＣＧＡＧ

３′

Ｐ４ 反 义 链 ５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＡＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＡＣ

ＣＴＴＣ３′

１．３　表达载体的构建　用Ｑｉａｇｅｎ胶回收试剂回收目的片段，

用 ＨｉｎｄⅢ与ＢａｍＨＩ３７℃双酶切目的基因及质粒ｐＱＥ８０ｌ，用

Ｔ４连接酶连接并转化ＤＨ５α感受态细胞，步骤见文献［２］。用

Ｐｒｏｍｅｇａ试剂提取重组质粒 ｐＱＥ８０ｌＨＢＨＡΔＣ，ｐＱＥ８０ｌ

·６６３３· 国际检验医学杂志２０１４年１２月第３５卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２４

 基金项目：国家自然科学基金助资项目（３０８７２３５８）。　作者简介：周珊，女，主管检验师，主要从事临床微生物学检验与细菌耐药机制研

究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｈａｏｘｋｇ＠ｆｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



ＨＢＨＡΔＮ，并送ＴａＫａＲａ公司测序。

１．４　重组载体表达及蛋白纯化　将测序正确的ｐＱＥ８０ｌ

ＨＢＨＡΔＣ，ｐＱＥ８０ｌＨＢＨＡΔＮ，分别转化大肠杆菌ＢＬ２１感

受态细胞，用ＩＰＴＧ诱导重组蛋白表达，具体步骤见文献
［１］。

最终克隆株ｐＱＥ８０ｌＨＢＨＡΔＣ和ｐＱＥ８０ｌＨＢＨＡΔＮ分别以

ＩＰＴＧＰ终浓度０．３ｍｍｏｌ／Ｌ和０．４ｍｍｏｌ／Ｌ培养３ｈ的条件诱

导大量重组蛋白表达。目的蛋白均以可溶性形式表达。将菌

体超声裂解后的上清通过 ＨｉｓＧｒａｖｉｔｒａｐ柱纯化蛋白。用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法鉴定 ＨＢＨＡΔＣ及 ＨＢＨＡΔＮ蛋白。

１．５　ＨＢＨＡ系列蛋白肝素结合活性鉴定　分别将ｎＨＢＨＡ，

ｒＨＢＨＡ，ＨＢＨＡΔＣ以及 ＨＢＨＡΔＮ 蛋白各５μｇ通过已用

ＰＢＳ平衡的 ＨｅｐａｒｉｎＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ，再用１００ｍＬＰＢＳ冲洗

柱子，然后用不同ＮａＣｌ浓度梯度的ＰＢＳ１ｍＬ将蛋白洗脱，收

集各浓度梯度洗脱蛋白。取少量样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，

并检测不同ＮａＣｌ浓度梯度洗脱液浓度，计算各梯度洗脱蛋白

总量。

１．６　ＨＢＨＡ系列蛋白诱导ＢＣＧ聚集的活性的观察　将ＢＣＧ

菌株用７Ｈ９液体培养养基培养至稳定期，见文献［１］。每空加

入的ｎＨＢＨＡ，ｒＨＢＨＡ，ＨＢＨＡΔＣ以及 ＨＢＨＡΔＮ蛋白浓度

分别为０．０、０．２、０．５、２．０、５．０、１０．０、２０．０μｇ／ｍＬ。３７℃培养

３６ｈ，观察ＢＣＧ凝集情况。

２　结　　果

２．１　目的基因扩增及表达载体鉴定　用所设计的引物进行

ＨＢＨＡΔＣ及 ＨＢＨＡΔＮ基因ＰＣＲ扩增获得特异性目的片段，

其大小与文献报道相符［３］，ＨＢＨＡΔＣ约为３５１ｂｐ，ＨＢＨＡΔＮ

约为３２７ｂｐ，见图１。重组质粒，经ＨｉｎｄⅢ与ＢａｍＨＩ酶切鉴定

证实分别有３５１ｂｐ和３２７ｂｐ的片段插入载体，分别命名为

ｐＱＥ８０ｌＨＢＨＡΔＣ，ｐＱＥ８０ｌＨＢＨＡΔＮ，如图２。经 ＴａＫａＲａ

测序证实均为正确重组质粒。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：ＨＢＨＡΔＮ基因片段；２：ＨＢＨＡΔＣ基因片段

图１　　ＨＢＨＡΔＮ及 ＨＢＨＡΔ基因的ＰＣＲ反应产物

　　 Ｍ：ＤＮＡ 标 记 物；１：ＰＱＥ８０ＬＨＢＨＡΔＮ ｄｏｍａｉｎ 双 酶 切；２：

ＰＱＥ８０ＬＨＢＨＡΔｄｏｍａｉｎ双酶切。

图２　　质粒ＰＱＥ８０ＬＨＢＨＡΔＮ及ＰＱＥ８０ＬＨＢＨＡΔＣ

ｄｏｍａｉｎ的双酶切鉴定

２．２　目的蛋白诱导表达及纯化　含ｐＱＥ８０ｌＨＢＨＡΔＣ及含

ｐＱＥ８０ｌＨＢＨＡΔＮ的重组菌分别在相对分子质量约１６×１０
３

与１５×１０３ 处有浓重的表达条带出现，与预期大小相符
［４］。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法鉴定显示目的蛋白可以与抗 ＨＢＨＡ抗体特

异结合见图３。

２．３　蛋白ｒＨＢＨＡ、ｎＨＢＨＡ、ＨＢＨＡΔＣ及 ＨＢＨＡΔＮ肝素结

合活性比较　不同 ＮａＣｌ浓度洗脱液的蛋白水平测定显示，

ｒＨＢＨＡ、ｎＨＢＨＡ、ＨＢＨＡΔＮ 均存在蛋白回收现象，且在

ＮａＣｌ的浓度是３４０ｍｍｏｌ／Ｌ－１时，回收的蛋白浓度较大。而

ＨＢＨＡΔＣ组，在用１００ｍＬＰＢＳ冲洗柱子时，蛋白随之全部流

出，梯度洗脱时未测到任何蛋白。由此可见，ＨＢＨＡΔＣ蛋白

未与 ＨｅｐａｒｉｎＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱中肝素结合。各蛋白组梯度

洗脱情况见图４。

　　１：ＨＢＨＡΔＣ；２：ＨＢＨＡΔＮ；３：ｒＨＢＨＡ

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

　　各组蛋白加样量均为５μｇ，然后用１００ｍＬＰＢＳ冲洗柱子，接着用

含不同浓度ＮａＣｌ的ＰＢＳ，从０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ到８１６ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗

脱ＣＬ６Ｂ柱 ，ＨＢＨＡΔＣ组，在用１００ｍＬＰＢＳ冲洗柱子时，蛋白随之

全部流出，梯度洗脱时未测到任何蛋白。而 ｒＨＢＨＡ，ｎＨＢＨＡ，

ＨＢＨＡΔＮ组，均存在蛋白回收现象，且在２０４ｍｍｏｌ／Ｌ时，开始有蛋白

流出，到３４０ｍｍｏｌ／Ｌ时，蛋白浓度达最大，当ＰＢＳ所含 ＮａＣｌ浓度大

于４７６ｍｍｏｌ／Ｌ时，未见蛋白流出。

图４　　蛋白肝素结合活性比较

　　０．２μｇ／ｍＬ
－１时，ｎＨＢＨＡ组出现少量聚集，其他组未见聚集现

象。０．５μｇ／ｍＬ
－１时，ｎＨＢＨＡ组出现明显聚集，ｒＨＢＨＡ组才出现聚

集；２μｇ／ｍＬ
－１时，ｎＨＢＨＡ诱导ＢＣＧ出现大块样聚集，浓度为５μｇ／

ｍＬ－１时，ｎＨＢＨＡ 组和ｒＨＢＨＡ 组均诱导出明显的聚集现象。但

ＨＢＨＡΔＣ组和 ＨＢＨＡΔＮ组仍未出现凝集现象。增加蛋白浓度至１０

μｇ／ｍＬ
－１时，ＨＢＨＡΔＣ组出现微量凝集，ＨＢＨＡΔＮ组无凝集。当浓

度达２０μｇ／ｍＬ
－１时，ＨＢＨＡΔＣ组的凝集无明显变化，而ＨＢＨＡΔＮ组

仍无凝集现象。

图５　　蛋白诱导ＢＣＧ聚集
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２．４　ｒＨＢＨＡ和ｎＨＢＨＡ的诱导ＢＣＧ聚集活性　结果显示

ｒＨＢＨＡ，ｎＨＢＨＡ，ＨＢＨＡΔＣ均有诱导ＢＣＧ聚集的作用，而

ＨＢＨＡΔＮ不具备诱导ＢＣＧ聚集的能力。在蛋白浓度为０．２

μｇｏｍＬ
－１时，ｎＨＢＨＡ组出现少量聚集，其它均未见聚集现象；

０．５μｇ／ｍＬ
－１时，ｎＨＢＨＡ诱导ＢＣＧ出现明显聚集，ｒＨＢＨＡ

组才出现聚集；２．０μｇ／ｍＬ
－１时，ｎＨＢＨＡ组出现大块样聚集。

浓度为５μｇ／ｍＬ
－１时，ｎＨＢＨＡ组和ｒＨＢＨＡ组均诱导出明显

的聚 集 现 象，且 聚 集 效 果 基 本 相 似。但 ＨＢＨＡΔＣ 组 和

ＨＢＨＡΔＮ组仍未出现凝集现象。增加蛋白浓度至１０μｇ／

ｍＬ－１时，ＨＢＨＡΔＣ组出现微量凝集，ＨＢＨＡΔＮ 组无凝集。

当浓度达２０μｇ／ｍＬ
－１时，ＨＢＨＡΔＣ组的凝集无明显变化，而

ＨＢＨＡΔＮ组仍无凝集现象。分别以蛋白的浓度和ＢＣＧ凝集

程度为坐标做图，如图５。

３　讨　　论

近几年，结核分枝杆菌糖蛋白型黏附素在结核发病及播散

中的作用，越来越受到研究人员的关注［５］。深入研究黏附素的

免疫特性及致病机制，能够为结核病的早期诊断研究提新的供

试验依据。目前，结核感染Ｔ淋巴细胞斑点试验（Ｔｓｐｏｔ）已在

国内多家医院广泛应用于临床检测，并获得较好的临床诊断效

果。该实验是基于结核杆菌早期分泌蛋白６（ＥＳＡＴ６）和培养

滤过蛋白 （ＣＦＰ１０）刺激Ｔ细胞释放γ干扰素的原理而研发

的新型诊断试剂。但由于该试剂盒中抗原ＥＳＡＴ６及ＣＦＰ１０

成本较高，致使该试验项目不易大范围临床开展。能够寻求成

本廉价的抗原已成为试剂研发目标。文献显示肝素结合血凝素

不仅具有抗原性，而且同样具有诱导致敏Ｔ细胞分泌ＩＦＮγ的

特性［６］。因此ＨＢＨＡ蛋白的临床诊断价值是值得我们关注的。

Ｔｓｐｏｔ诊断敏感性较高，但其不能区分活动性结核与隐

匿型结核，为临床诊断带来很多不便。所以，如何区分活动性

与非活动性结核显得尤为重要。文献证明，ＨＢＨＡ蛋白在隐

匿性 结 核 病 （ＬＴＢＩ）的 诊 断 中 有 着 不 容 忽 视 的 作 用
［７］。

Ｈｏｕｇａｒｄｙ等
［８］通过对比ＰＰＤ、ＥＳＡＴ６、ＨＢＨＡ诱导刺激活

动性结核组，隐匿型结核组，以及健康对照组的 Ｔ细胞释放

ＩＦＮγ的实验（ＩＧＲＡｓ）。研究表明，ＨＢＨＡ在诊断ＬＴＢＩ时特

异性９３．８８％，敏感性为９２．０６％。并且 ＨＢＨＡ做为刺激抗原

的试验特异性和敏感性均明显高于ＰＰＤ组和ＥＳＡＴ６组。在

Ｃｏｒｂｉｅｒｅｌ等
［９］的研究中证明，ＨＢＨＡ做为刺激抗原在结核分

枝杆菌活动期和感染消除状态时，ＩＧＲＡｓ试验ＩＦＮγ呈低水

平释放或不释放，而在感染持续时期，ＩＦＮγ高水平释放。而

ＥＳＡＴ６蛋白诱导ＩＧＲＡｓ试验ＩＦＮγ释放与感染状态呈正相

关［１０］。ＨＢＨＡ蛋白有望成为ＬＴＢＩ诊断及鉴别诊断ＩＧＲＡｓ

试验的新兴诱导抗原。但是，由于 ＨＢＨＡ重组蛋白不如天然

蛋白甲基化丰富，从而使重组蛋白ｒＨＢＨＡ在细胞黏附及诱导

Ｔ淋巴细胞的能力明显下降
［１１１２］。为此，本研究旨在对ｒＨＢ

ＨＡ，ｎＨＢＨＡ，ＨＢＨＡΔＣ和 ＨＢＨＡΔＮ蛋白活性鉴定，以确认

ＨＢＨＡ主要诱导黏附功能结构区，为其诊断试剂的研发提供

基础试验依据。

本研究表明，ｎＨＢＨＡ，ｒＨＢＨＡ，ＨＢＨＡΔＣ蛋白均具有诱

导ＢＣＧ聚集的作用，但诱导聚集能力存在明显区别。说明蛋

白氮端结构在该活性中的作用为主要结构，而甲基化并非必

需。ｎＨＢＨＡ，ｒＨＢＨＡ，ＨＢＨＡΔＮ均具有与肝素结合的能力，

证实蛋白碳端在肝素结合过程中起到了不可替代的作用。从

而证实了 ＨＢＨＡ蛋白的不同功能区域所在。

基于本实验室开展Ｔｓｐｏｔ检测项目的临床基础，ＨＢＨＡ

蛋白及其截短体 ＨＢＨＡΔＣ和 ＨＢＨＡΔＮ获得，为隐匿型结核

病临床新的诊断方法建立奠定了坚实基础。
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