
瓦鱿并乎选展 第 1 3 卷 第 了期 2 0 03 年 了月

马立克氏病毒感染的鸡肝脏肿瘤中热应激蛋白
1 0 8 含量的增高及其基因序列分析和表达的研究
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摘要 从马立克 氏病毒 ( M D v )引起 的鸡肿瘤肝脏 组织 中纯化热应激蛋 白 ( h sP ) 1 0 8
,

蛋 白浓度测

定结果显示
,

M D v 感染后 的鸡肝脏 hs p l0 8 蛋 白含 量明显升高
,

约为正 常鸡肝脏 hs p 10 8 的 4 倍
,

发现鸡肝脏组 织 中 h sP 10 8 含量在发生肿瘤后显著升高
.

经 酸释放得到与 ha p 10 8 结合的多肤
,

高压

液相 层析后没有发现 M D v 特异性多肤 ; 对 h s p 10 8 进行 了基因序列分析
,

M D v 感染引发 的鸡肿瘤

肝脏 组织 的 hs p 10 8 与正 常鸡肝脏组 织 的 hs p 10 8 氨基 酸完全相 同
,

没有发生变异 ; 克隆了鸡肝脏

hs p 10 8 基 因
,

将其在大肠杆菌 中表达
,

纯化后与一个 已知 的乙肝病毒抗原表位进行体外组装
,

结

果显示重组 h sP 10 8 蛋 白可 以和 乙肝病毒抗原肤在体外特异性结合
,

具有 多肤结合活性
.

关键词 马立克氏病毒 sH p l 08 纯化 基因克隆与表达 结合特性

马立克氏病毒 ( M D V )是疤疹病毒科的一种细胞

结合性肿瘤病毒
,

严重危害养鸡业的发展
,

近年来

该病毒毒力呈增强趋势
.

M D V 在 比较 医学上具有

广泛的生物学意义
.

它是第一个被证实具有致肿瘤

作用的疤疹病毒
,

且 马立克 氏病 ( M D )也是第一个

经使用疫苗可预防的肿瘤性疾病
,

它是研究病毒性

肿瘤特别是疤疹病毒肿瘤的理想实验模型 〔̀ 〕
.

鸡热应激蛋白 ( h sP ) 10 8 是热应激蛋 白家族的一

个成员
,

是哺乳动物 g p 96 的同系物
.

G p% 作为一

种分子伴侣可结合细胞中的肤库
.

研究发现
,

当病

毒感染或肿瘤发生时
,

g p 96 能够与抗原肤结合
,

然

后将抗原肤呈递给 M H C I 类分子
,

进而激活特 异

性细胞毒性 T 淋巴细胞 ( C T L )和记忆性 T 细胞
,

从

而引发机体的细胞免疫反应 〔2〕
.

我们实验室从 乙肝

病毒引发的肝癌患者的肿瘤组织 中分离到了与 gP %

结合的乙肝病毒核心抗原肤 〔3 ]
.

这一发现使得研制

新型的 g p 96
一

抗原肤复合物疫苗治疗 乙肝病毒引发

的疾病成为可能
.

而 同样的方法也应该适用于其他

病毒性疾病或肿瘤病
.

另 据 lB ac h er 。
等闭 报道

,

g p 9 6
一

多肤复合物也可在体外进行组装
,

而且它所引

发的免疫反应机制 同体内产生的复合物免疫原性是

一致的
.

鸡热应激蛋 白 h sP 10 8 是哺乳动物 gP 96 的同系

物
,

它作为一种转铁蛋 白的受体得到了较为深入的

研究 〔5 一 “ ]
,

但该蛋 白在免疫原性方面的作用还未 见

报道
.

近年来 gP 96 的一些激动人 心的发现使得 我

们对鸡的 h s p l o s 产生了兴趣
.

由于 M D v 是研究肿

瘤的 一 个 动 物 模 型
,

我 们对 M D V 感 染 后 的鸡

hs p 10 8 进行了研究
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

健康 S P F 鸡 由北京市农林科学院畜牧兽医研究

所马立克氏病研究室提供 ; 用京
一

1 株 M D V 人工感

染 1 日龄 S P F 雏鸡
,

从 2 个月内因 M D 特异死亡 的

鸡获得肿瘤肝脏组织
.

试 IHJ 及 仪 器
:

oC nA s e p h a
or

s e 4 B
,

s e p h a d e x

G 2 5
,

2 0Q E 阴离子 柱
,

C Z / C 1 8 2
.

1八 0 反 向层 析

2 0 0 2
一

1 2
一

3 1 收稿
,

2 0 0 3
一

0 3
一

0 5 收修改稿
,

国家重点基础研究发展规划项目资助 (批准号
:

G 19 9 9 01 1 9 0 2)

, 二
联系人

,

E
一

m a i l
: t i a n 卯@

s u n
.

i m
.

a c
.

c n



直
.

鱿并乎选瓜 第 1 3 卷 第 7 期 2 0 0 3 年 7 月

柱
,

e h e l a t sn g s e p h a r o s e T M F a s t F l o w 及 G l u t a t h i o n e

s e p h a or s e T M 4 B 均为 P h a rm a e i a B io t e e h 公司产品 ; 。 -

葡萄糖昔 酸钠及 T FA 为 iS g m a
公 司 产 品 ; a n it

-

g p 9 6g/
r p 9 4 单克 隆抗体为 N e o M a r k e r S

公 司产 品 ;

H R P 标记的
S h e e p

一 a n t i
一

mo
u s e 二抗为 V e e t o r

公司产

品 ; 蛋白测定试剂盒为 iB 。 一

R ad 公司产品 ; 1 0 k u
超

滤浓 缩管为 G e lm a n
公 司产 品 ; A K T A e x p lo r e r

为

P h a r m a e ia B i o t e e h 公 司 产 品 ; B io C A I〕 p e r f u s i o n

e h or m a t o g r a p h y s y s t e m 为 p e r k i n
一

E lm e r
公 司产 品 ;

P ol yt or n 匀浆器为 V W R CN 公司产 品 ; T ir oz l 试剂

为 G BI C O 公 司产 品 ; R T
一

P C R 试剂盒及 pM D 18
一

T

载体均为 T a K a R a
公 司产品 ; E x T aq

,

限制性 内切

酶
,

T 4 连接酶为大连 T a K a R a 公司 ; I P T G 为上海

S a n g o n
公 司 ; D N A 回收试剂 盒为博大 公司 产品 ;

p E T 3 o a ( + )及 p G E x
一

6 p
一

l 载体为本室保 存 ; 荧光

素标记 的乙 肝病毒核心抗原九肤 ( s y v N T N M G L )

由赛百胜公司合成
.

根据文献 「8] 设计引物 1
,

用 于克隆 h s p l o s 基

因 ; 设计引物 2 和引物 3
,

分别用于将 h sP 1 08 亚克

隆到 p E T 3 a0 ( 十 )及 p G E X
一

6 p
一

1 载体上进行蛋 白表

达
,

这两个重组蛋白都不含 h s p 1 0 8 的信号肤区
.

引物 1
:

P l ( 5
`

引 物 ) A A T T C T A G A C T C A G C A
-

T CA G C A G G C C

P Z ( 3
`

引 物 ) A A T C T C G A G A G T G CA G
-

G A C A G T A G G T G A

引物 2 : P 3 ( 5
`

引物 ) T T A丛卫丛担 T G A G G A G G T G
-

G A T G T G G A T ( S m a
l )

P 4 ( 3’ 引 物 ) C c旦匹鱼匹 T T A C A G T
-

G CG T C T T T T A C (久角 0
1 )

引物 3
: P S ( 5

`

引 物 ) G T皿鑫I 鱼工旦G A G G A G G T G
-

G A T G T G G A T ( N汉。 工 )

P 6 ( 3
’

引 物 ) CC C T C G A G C A G T T C G T C
-

T T T T A CA T C (火法 0
1 )

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 H s p i o s 的纯化及 w e s t e r n ·

b l o t 分析 根据

我们已发表的提取方法 9[] 略加改变
.

取 一 70 ℃ 保存

的 M l〕v 感染引发的 S P F 鸡肿瘤肝脏组织 80 9
,

加入

4 倍体积低渗缓冲液 ( 30 nt n l o l/ L N aH C q
,

p H 7
.

0)

及 1 n l

mo l / L p M S F 试剂
,

至冰浴中用 olP yt orn 匀浆器

匀浆至 9 5% 以上肝细胞破碎
.

14 00 O r/ 而
n
离心 30

而n( 4 ℃ )除去细胞碎片及其他杂质
,

1 00 000 9 90 而
n

( 4 ℃ ) 超 速 离 心
.

上 清 用 50 % 一 70 % 的 饱 和

( N呱 )2以玛沉淀
,

沉淀用 irT
s -

H C I缓冲液 ( 20
n l n刃 1/ L

irT
s ,

50 0

~
l/ L N

aCI
,

Z n
加

0 1/ L M g瑛 )4
,

2

~
l/ L

无水。 C 12
,

1m n lo l / L P M SF
,

p H 7
.

2) 溶解后过 Cb几A

段 p h a

~ 亲和层析柱 (4 ℃ )
.

结合的糖蛋白用 10 % 的

-a 葡萄糖昔酸钠洗脱
.

收集洗脱液
,

用不含 M扩
+

和

aCz
+

的低 盐 irT
s ~

H CI 缓 冲液 ( 20 n l n犯 1/ L irT
s ,

20 0

~
月/ L N

aCI
,

l mmo l / L E D T A )经 & p h ad ex 2G 5 分子

筛将其 N a C I浓度换为 2 00
~

l/ L
,

在 A K L气 层析系

统上过 20 Q E 阴离子柱
.

结合的蛋白先用 300 mmo l / L

N
aCI 洗脱

,

然后 梯 度 洗脱 直 至 N aCI 浓 度 为 1000
n m犯 1/ L

.

每 I n 1L 收集 1 次
,

收集液经 5 1) S PA G E 电

泳并银染检测
.

取适量纯化样品经 SD
S

一

P A G E 电泳后 67 v 3 h

转移至硝酸纤维素膜 ( N C 膜 )
.

转 印后的 N C 膜用

含 5% 脱脂奶的 P B S 封闭过夜
,

然后用 1 : 4 0 0 稀释

的
a n t i

一

g p 9 6 / g r p 9 4 单 克 隆 抗 体 室 温 包 被 4 h
,

1 : 10 0 0 倍稀释的 H R P 标记的羊抗 鼠二抗室温反应

Z h
,

显色
.

1
·

2
·

2 H sP 10 8 含量测定及其结合多肤的释放与分

离 纯化 的样 品合并后 加入 Z m m ol / L P M s F
,

用

1 0 k u
超滤管浓缩 ( 5 0 0 0 9

,

4 ℃ )
,

用 B io
一

R a d 试剂

盒按说明书测定蛋白含量
.

按此方法分别测定健康

鸡肝脏 h s p 1OS 蛋 白含量 以及 M D v 感染引发的肿瘤

肝脏组织中 h sP 108 蛋白含量各 3 个样品
,

分别重复

2 次
,

取平均值
.

浓缩后的样品中加入 10 % 三氟乙酸 ( T F A )至终

浓度为 0
.

2 %
,

冰浴 1 5 m i n
,

超滤收集与 h s p l o s 结

合的多肤
.

冻干后用 10 0 拼L 反向层析液 A (2 % 的乙

睛中含 0
.

0 65 % 的 T F A )溶解
,

在 iB
o C A I〕高压液相

色谱仪 上过 2C / C 18 2
.

1 / 10 反 向层析柱
,

用 0 一

6 5% 反 向层析 液 B ( 1 00 % 的 乙 腊 中含 0
.

05 % 的

T F A )线性梯度洗脱分离多肤
.

1
.

2
.

3 H sP 10 8 基 因扩增及多态性分析 取 0
.

1 9

健康 S P F 鸡肝脏组织于液氮中研碎
,

加入 T ir oz l 试

剂
,

提取肝脏总 R N A
.

以 Ol ig do T 为引物进行反转

录
.

使用特异性引物 1 ( P l 和 P2) 扩增 h s p 1 08 基因
.

同样方法得到 M D V 感染引发的 S P F 鸡肿瘤肝脏组

织 h sP 108 基因
.

回收特异条带
,

与 pM D 18
一

T 载体

连接
,

进行序列测定及分析
.

1
.

2
.

4 鸡 h s
1P 08 基因的表达纯化及抗原肤结合试

验 分别使用引物 2 和引物 3 得到了带有特定酶切

位点的健康 s P F 鸡肝脏 h s p 10 8 基 因
,

经酶切
、

连
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接
、

转化后分别克隆至 p G E X
一

6 p
一

1 及 p E T 3 0 a ( + )

载体上进行融合和非融合表达
.

表达产物经超声裂

解
,

分别用 G l u t a t h io n e s e p h a
or

s e T M 4 B 及 C h e l a t i n g

s e p h a
or

s e T M F a s t F lo w 柱纯 化
.

S D S
一

p A G E 电 泳
,

考马斯亮蓝染色
.

参照文献方法 〔̀ 。
,

川将荧光素标记的乙肝病毒核

心抗原九肤与融合及非融合重组蛋 白以 1 : 10 0 的比

例在终体积 10 0 拼L 的低盐结合缓冲液 ( 20 m m ol / L

H E P E s / N a + ,

p H 7
.

5
,

2 0 m m o l / L N a C I
,

2 m m o l / L

M g e l Z
,

12 0 m m o l / L K C I )中进行结合
.

2 5 ℃ 作 用

10 m i n
,

5 0 ℃ 加热 1 5 m in
,

然后 置于 室温 中大 约

3 h
.

用 1 0 k u
超滤管进行超滤

,

充分洗去未结合的

荧光素标记的多肤
.

使用共聚焦显微镜
,

4 8 0 n m 蓝

光激发
,

520
n m 绿光 观察 ha p 108

一

多肤结合情况
.

使用完全相同的方法处理未加蛋 白的荧光素标记多

肤作为本底对照
,

同时用牛血清 白蛋白 ( B S A )与荧

光素标记多肤结合作为阴性对照
.

图 2 纯化的肝脏组织中 h sP 108 电泳图及其 w es et m
·
b l ot

M
.

蛋白分子标志
; 1

,

加 QE 阴离子层析后纯化的 h sP 1 08 蛋白
;

2
,

w e s t e r n
一

b l o t
结果

2 结果

2
.

1 H s p 1 0 8 的纯化及 W e s t e r n
·

b l o t 分析

经超速离心
,

硫钱沉淀及亲 和层析后除去大部

分杂质
,

最后使用阴离子交换
,

h s p l o s 在 4 0 0 一 6 0 0

m m ol / L 浓度的 N a CI 时被洗脱下来 (图 1)
,

得到纯

化的鸡 h sP I OS 蛋 白
,

分子质量约 1 0 8 k u
.

银染结果

显示
,

纯度在 95 % 以上 (图 2)
.

2
·

2 H sP 10 8 含量测定及其结合肤的分离

使用 B I-O R a d 试剂盒测定蛋白含量
,

表 1为 测定

的 3 个样品的蛋白含量值
.

其中 N ll W 感染引发的鸡

肿瘤肝脏组织中娜
1 08 含量平均为 “

.

0阔
g 肝脏组

织
,

健康 S p F 鸡肝脏组织 中 hs p 108 的含量平均为

17
.

2阔姗脏组织
,

显示出病毒感染及肿瘤轰生时
,

鸡肝脏中 hsn
108 表达量明显升高 (升高约 4 倍 )

.

图 3

为离子交换层析梯度洗脱收集样品的检测
,

可以看到

肿瘤组织中的 ha p 10 8 条带明显变宽
,

说明鸡肝脏组

织中娜 108 含量在发生肿瘤后显著升高
.

0
.

0 9 0

表 1 健康 s P F 鸡和被 M D v 感染后肝脏组织中

hs 1P 08 蛋白含 t 测定

0刀 7 5

蓄
舅0 0 5 0

口
O

hhh s P 10 888

一一
一一

_
一介一

一一一

肝脏组织 H s p l o s 含量 (拜g / g 肝脏组织 )

健康鸡肝脏组织

M D V 感染引发的肿瘤肝脏组织

H s p i o s 百分比 / %

15 1

6 U
.

6

2 2

6 6 ::
4 0 1

.

3 2 9 1
.

6 5 1 5
.

9

仓 02 5

0
.

0 0 0
5 0 10 0 1 50 2 0 0

川m L

图 1 Zo QE 阴离子交换柱分离

纯化肝脏组织中 h s p 1 0 8 蛋白层析图

纯化的 h s p i o s 蛋 白经 s D s
一

P A G E 电泳后转移

至 N c 膜
,

使用 鼠源 的抗 人 g p 96 单 克隆抗体及

H R P 标记的羊抗鼠二抗与 h s p 10 8 蛋 白相互作 用
,

显色后在相应的位置出现特异性条带 (图 2 )
.

证明

鸡的 h sP 10 8 蛋白可以与人的 g p 9 6 单抗结合
,

说明

它们具有相类似的功能区
.

图 3 离子交换梯度洗脱样品的 s D -S P A G E 检测

( a )正常鸡肝脏中 h s p l o s ; ( b ) M D v 感染后鸡肿瘤肝脏中 h s p i o s
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经 巴 / 1C 8 柱 反 向高 压液 相 层析 分 离得 到 与

h s p 10 8 结合的多肤
,

如图 4
.

多肤谱线中各个肤的含

量及氨基酸组成与人 g p% 结合的多肤明显不同 2j[
.

日气其00

勺̀nU气110
八jI八曰

-

;
.

nUn0nU

。。
, 八 _

、

一{{{
卜卜

` 亡了

~
一

- -

一
-
- -

一
酬 mmmn

日u品叫自O

V/ m L

图 4 C Z / C 1 8 2
.

l / 1 0 反向 H P L C 分离

鸡肝脏 hs 1P 08 结合多肚层析图

2
.

3 H s p i o s 基因序列分析

以鸡肝脏组 织总 R N A 为模板
,

使用特异性引

物
,

经 R T
一

P C R 分别得到 目的基 因 hs p 1 08
,

大小约

24 5 0 b p
,

为完整的基因片段
.

多序列比较发现
,

健康 s P F 鸡肝脏组织 h s p 1 08

序列 与 M D V 感 染 引 发 的 S P F 鸡肿瘤 肝 脏 组 织

hs p 1 0 8 氨基酸序列没有发现任何变异
.

而健康 S P F

鸡肝脏组 织 hs p 1 0 8 氨基 酸与其输 卵管 h s p 1 0 s[
“ 〕有

一个 氨基 酸变化
,

在 3 07 位
,

肝 脏 中为夭冬 氨酸

( D )
,

而在输卵管 中则为天冬酞胺 ( N )
,

两者仅一

个酞胺基不同
.

图 5 纯化的重组蛋白

M
,

标准 蛋白分子质量
; 1

,

纯化后的融合蛋 白
;

2
,

纯化后的非融合蛋 白

2
·

4 H s p 1 0 s 的表达及纯化

H s p l o s 基因克隆到 p G E x
一

6 p
一

1 及 p E T 3 o a ( + )

载体中经 IP T G 诱导后表达
,

表达产物都是可溶的
,

产量大约占整个大肠杆 菌表达总产量的 5 %
,

大小

分别为 1 1 6 k u 和 9 1 k u
.

经 G l u t a t h i o n 。 s e p h a or s e T M

4 B 及 e h e l a t i n g s e p h a
or

s e T M F a s t F l o w 亲和层析
,

得

到纯化的两种重组蛋白 (图 5 )
.

浓度为 3 拼姗 l / L 的两种重组蛋白在低盐溶液 中

经加热及 自然冷却过程分别与荧光素标记的乙肝病毒

核心抗原九肤结合
,

充分洗去未结合的多肤
,

共聚焦

显微镜下可见绿色荧光
.

融合蛋白和非融合蛋白的荧

光强度未见明显差异
.

13 S A 与多肚的结合产物在荧光

显微镜下也出现一些微弱荧光
,

说 明 B
SA 可 以和多

肤进行非特异结合
,

但强度要弱得 多
,

见图 6
.

图 6 重组蛋白与荧光素标记的

乙肝病毒核心抗原肤结合实验

( a ) 荧光素标记的 乙肝病毒核心抗原肤
; ( b) B s ;A

( C ) 融合蛋 白
; ( d ) 非融合蛋白

3 讨论

通过超速离心
、

硫氨沉淀
、

亲和层析及离子交

换等几个步骤
,

从 M D V 感染引发的鸡肿瘤肝 脏组

织中提取 出了 h s p 1 08
,

纯度在 95 % 以上
.

由于该蛋

白极易降解
,

所 以整个提 取过 程应 始终 于冰 上或

4 ℃进行
,

而且要 始终 加入一 定量 的 P M S F
.

在本

实验 中遵循了这样 的原 则
,

故提取 的 蛋 白极 少 降

解
,

纯度较高
.

s r iv a s t a v a [ 9 ]在 19 9 7 年 曾报道过哺

乳动物包括 人和 鼠的 g p 9 6 蛋 白的特性
,

他发现这

种蛋 白不 同于其他蛋 白之处在于
,

纯化 的 g p 96 蛋

白常呈现为一组 2
,

3
,

4 或者甚至 5 条极为靠近 的

条带
,

分子质量在 94 一 1 1 0 k u 之间
.

这种不均一性

的结构基础 目前还不很清楚
,

但可以肯 定这不是 蛋

白质降解的结果
,

也不是不同糖基化造成的
,

而可
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能是由于特异的磷酸化造成或是特异的构象
,

也可

能是与 g p 9 6 结合的不同抗原肤造成的
.

本实验 中

鸡肝脏中的 h sP 10 8 也都显示出这种情况
.

但大肠杆

菌表达的重组 h sP 1 08 只有一条带和一些低分子量的

条带
,

显然重组 的 h sP 108 与组织 中提取的 h sP 108

同样易被降解
.

图 1 中用 3 0 0 m m ol / L N a CI 可将一

部分杂质去除
,

然后从 3 0 0 一 10 0 0 m m ol / L 梯度洗

脱
.

可以发现
,

从梯度 的一开始 h sP 1 0 8 即被洗脱
,

到 4 0 0 一 6 0 0 m m ol / L 时达到最大
.

实验过程中还发

现 hs p 1 0 8 不宜冻干保存
.

作者曾将纯化后的蛋 白冻

干成粉末后 经 电泳检 测发现绝 大部分 的蛋 白损失

掉
,

只剩余约 20 % 的量
.

故经离子交换后 的纯化蛋

白最好直接保存于 一 70 ℃ 备用
.

另外
,

该蛋白在浓

缩后也极易降解
,

加入蛋 白酶抑制剂 P M S F 也没有

明显抑制效果
.

因此在浓缩后应尽快使用
.

尽管 g p% 和 h s p 1 0 8 分子量及氨基酸数 目 (分别

为 8 0 2 和 7 9 5 )上都存在着差异
,

但 W
e s t e r n 一

b l o t 结

果显示
,

鸡的 h印 1 0 8 可 以与人的 g p% 单克隆抗体

结合
,

说 明两者在抗原结构上有很大相似之处
.

推

测 h sP 10 8 很可能具有和哺乳动物类似的抗原呈递功

能 尽管鸡 的 M H c 分子和哺乳动物存在差 异 [`“ ]
.

另一个与 g p 9 6 相似之处是 h sP 10 8 也能与细胞中的

多肤结合
,

因此对该蛋 白结合多肤 的释放及分离也

为进一步分 离鉴定 M D V 抗原肤及 自体免疫实验奠

定了基础
.

本实验对健康及 M D V 感染 引发的肿瘤

肝脏组织中的 h印10 8 蛋白含量进行了测定
,

结果显

示
,

肿瘤组织 中的蛋 白含量较正常组织 中明显 升

高
.

推测当病毒感染或肿瘤发生时 h sP 10 8 可能同哺

乳动物 g p 9 6 一样 能够引发病毒特异性或肿瘤特异

性免疫反应
.

由于我们的实验 中未发现 M D V 特异

性抗原肤
,

很可能肝脏中的 hsn 1 08 参与了这一过程
.

为保证序列结果的正确无误
,

同一 RN A 模板在

完全相同的条件下分别两次进行 R手 P C R 及克隆测

序
,

两次 结果完全相 同
.

基 因序 列分析结果 显示
,

吻108 基因极为保守
,

且发生肿瘤的 sP F 鸡肝脏组

织 ha p 108 氨基酸没有发生任何变化
.

即使不 同的组

织器官如肝脏组织与输 卵管的 h s p 10 8 也只有一个氨

基酸不同
,

而且两者之间仅相差一个酞胺基
.

这种高

度保守性可在同种内相互使用
,

无论细胞的 M H C 单

倍型如何
,

H S P S
均能结合全部肤谱

,

这样从一个特

定的单倍型细胞分离的 h s卜多肤复合物可以对其他单

倍型个体进行免疫
,

从而克服了由于 M H C 多型性而

造成的肿瘤疫苗无法在患者群体中通用的缺陷
.

将 h sP 10 8 基 因导 入 大 肠 杆 菌 中进 行 表 达
,

W es et m bl ot 结果显示
,

融合及非融合重组 蛋白都

能够被鼠源 的抗人 g p 9 6 单克隆抗体识别
,

说 明大

肠杆菌表达并不影响该蛋 白活性
.

我们选择 了荧光

素标记的一个九肤 ( S Y V N T N M G L
,

位于 乙肝病 毒

核心抗原的 8 8 一 9 6 位上 )
,

该九肤 已 在一定 的温

度
、

盐浓度以及一定的蛋 白
:

肤浓度 比条件下进行

结合实验
.

结果证实
,

两种重组的 h s p 10 8 蛋白都可

以与乙肝病毒抗原九肤特异结合
,

融合和非融合蛋

白与抗原肤的结合能力没有明显差异
.

由此可以说

明
,

鸡 h sP 10 8 具有与抗原肤特异结合的特性
,

这就

使得下一步设计 h s p 10 8
一

M D v 多肤复合物新型疫苗

的思路有了理论基础
.
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