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利用冰核蛋白N-端结构域在大肠杆菌

表面展示人存活蛋白
罗砚曦1  蒋依俐2  阎  辉1*

(1浙江省医学科学院药物所, 杭州 310013; 2杭州师范大学医学院, 杭州 310013)

摘要      存活蛋白(survivin)是高度特异的广谱肿瘤相关抗原, 利用冰核蛋白(ice nucleation 
protein, INP)表面展示系统研究在大肠杆菌细胞表面展示人存活蛋白的可行性。将人存活蛋白基

因片段和报告基因Cherry融合到冰核蛋白N-端, 构建表面展示载体pET-INP-CHY-SUV并转化大肠

杆菌BL21(DE3)。重组菌经IPTG诱导后可检测到红荧光, 荧光强度在胰蛋白酶的作用下降低, 完整

细胞ELISA实验及免疫荧光实验可检测和观察到绿荧光, 表明人存活蛋白在重组菌中得到表达, 并
且成功展示于细胞表面, 为进一步研制新型的肿瘤DNA疫苗奠定基础。
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Display of Human Survivin on Surface of Escherichia coli Using 
N-terminal Domain of Ice Nucleation Protein
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Abstract       Survivin is a highly specific broad-spectrum tumor-associated antigens. The feasibility of 
displaying human survivin protein on the surface of Escherichia coli (E. coli) cells was studied using an ice 
nucleation protein (INP) surface display system. The survivin gene fragment and the Cherry reporter gene were fused 
to the N-terminus of INP, and the surface displayed vector pET-INP-CHY-SUV was constructed and transformed 
into E. coli BL21 (DE3). Red fluorescence of recombinant bacteria can be detected after being induced by IPTG, 
and the intensity decreased by digestion of trypsin. The whole-cell ELISA and immune fluorescence assay showed 
the green fluorescence. The above results suggested that human survivin was expressed in recombinant bacteria and 
successfully displayed on the cell surface and lay the foundation for further development of new tumor DNA vaccine.
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细菌表面展示技术是利用细菌细胞表面的一

些锚定蛋白, 将外源多肽或蛋白质以融合蛋白的形

式展示在宿主细胞表面, 是继噬菌体表面展示之后

发展起来的一种微生物表面展示技术。由于被展示

的蛋白质能够保持原有的构象和生物活性, 其产物

的提取纯化过程也得到了简化, 因此该技术被广泛

应用于多个领域, 如疫苗开发[1]、蛋白质工程[2]、生

物催化[3]及环境修复[4]等。目前已开发出多种锚定

基序适用于不同的展示系统, 如外膜蛋白[5]、脂蛋

白[6]等用于革兰氏阴性菌展示系统; 葡萄球菌蛋白

质A可用于革兰氏阳性菌展示系统[7]; 而古细菌可选

择S-层蛋白[8]。

冰核蛋白(ice nucleation protein, INP)是一种分泌
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型外膜蛋白, 广泛分布于丁香假单胞菌(Pseudomonas 
syringae)、荧光假单胞菌(P. flurorescens)和欧文氏菌

(Erwinia sp.)等革兰氏阴性菌中[9]。它由N-端、C-端
和中央重复区3个结构域组成[10]。研究表明, INP全
长序列、N-端和C-端结构域的嵌合体及单独的N-端
均可作为有效的锚定基序用于革兰氏阴性菌展示系

统。因其可展示较大分子量的蛋白质[11], 能稳定地

在宿主细胞表面表达而不影响细胞膜的完整性, 不
易被细胞蛋白酶降解以及安全和检测方便等特性, 
故而是一种理想的锚定蛋白, 近年来引起了不少科

研工作者的关注。

存活蛋白(survivin)是凋亡抑制蛋白(inhibitor of 
apoptosis protein, IAP)家族的成员之一, 它广泛表达

于几乎所有的肿瘤细胞, 而在大多数正常细胞未见

表达[12], 是一高度特异的广谱肿瘤相关抗原。近年

来研究证明, 存活素可激发机体产生抗肿瘤抗体反

应[13]和细胞毒T细胞(cytotoxic lymphocyte, CTL)反
应[14], 是设计治疗性肿瘤疫苗的较为理想的抗原。

存活蛋白作为抗原最吸引人的优点是, 它所诱导的

抗肿瘤免疫反应具有广谱性, 即可对多种类型的肿

瘤细胞产生抗肿瘤免疫反应。Schmidt等[14]采用存

活蛋白衍生的肽和树突状细胞体外诱导产生CTL, 
发现这样的存活蛋白特异性CTL能分别裂解内源表

达存活蛋白的许多不同的肿瘤细胞系, 包括肾细胞

癌、乳腺癌、结肠癌、黑色素瘤、多发性骨髓瘤以

及源自不同类型白血病患者的原代肿瘤细胞。本研

究以大肠杆菌BL21为宿主菌, 利用冰核蛋白将存活

蛋白展示于细菌表面, 为广谱的抗肿瘤DNA疫苗研

究奠定了基础, 具有很好的应用前景。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   菌株和质粒      大肠杆菌(Escherichia coli)
BL21、载体pET30a和红荧光质粒pCBMCZ为本实

验室保存, 含有INP片段的质粒PMPL003由兰州大

学医学院病原所窦建林老师惠赠[15], 含有报告基

因Cherry的质粒Lego-c/Zeo为德国汉堡大学Boris 
Fehse教授惠赠[16]。

1.1.2   培养基      大肠杆菌LB培养基购自生工生物

工程(上海)股份有限公司。

1.1.3   主要仪器和试剂      限制性内切酶、T4 DNA
连接酶购自NEB公司。PCR引物、PCR试剂盒购自

生工生物工程(上海)股份有限公司。Trans2K Plus 
DNA marker购自北京全式金生物技术有限公司。存

活蛋白抗体(小鼠抗人)、羊抗小鼠IgG-FITC购自武

汉博士德生物工程有限公司。其他化学试剂均为国

产或进口分析纯试剂。荧光显微镜为上海光学仪器

六厂产品。核酸电泳装置为上海天能科技有限公司

产品。荧光检测仪器(cytation3)是美国伯腾仪器有

限公司产品。

1.2   方法

1.2.1   重组质粒pET-INP-CHY-SUV的构建      以
质粒PMPL003为模板, 以Nde-inp为上游引物, 以
XhoI-Nd2为下游引物PCR扩增得到INP片段, 长度

为570 bp(表1)。纯化后以Nde I和Xho I双酶切并回

收酶切产物, 与同样双酶切并回收大片段的pET30a
载体相连接, 得到重组质粒pET-INP-mcs。以质粒

Lego-c/Zeo为模板 , 以 bg-cherry2为上游引物 , 以
zeo-speI为下游引物PCR扩增得到Cherry-Zeo片段, 
长度为1 100 bp(表1)。以p3.1-SUV为模板, 以Suv-
Eco为上游引物, 以Suv-lap为下游引物PCR扩增得

到人存活蛋白SUV片段, 长度为440 bp。将Cherry-
Zeo片段和SUV片段分别纯化后用Spe I酶切, 产物

回收后进行连接, 16 °C 4 h, 然后以连接产物为模

板, 以bg-cherrry2、Suv-Eco为引物, PCR扩增得到

Cherry-Zeo-SUV片段, 长度为1 600 bp(表1)。纯化

后以Bgl II和EcoR I双酶切并回收酶切产物, 与同样

双酶切并回收大片段的pET-INP-mcs相连接, 得到

重组质粒pET-INP-CHY-SUV(图1), 构建好的质粒经

酶切和测序验证, 以保证编码框正确。

1.2.2   融合蛋白的诱导表达      方法参照参考文献

[17-18]。重组质粒pET-INP-CHY-SUV转化于大肠

杆菌BL21(DE3)中用于表达分析, 大肠杆菌感受态

的制备和转化按照分子克隆常规方法进行。将鉴

定正确的重组菌按1100׃接种到新鲜的含50 mg/L卡
那霉素和50 mg/L博来霉素的LB液体培养基中, 振
荡培养至D值为0.4~0.6时, 加入异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷(IPTG)使其终浓度为0.2 mmol/L, 摇床25 °C、
200 r/min诱导24 h, 分别在第0、2、4、6、8、24 h
取1 mL菌液离心, 弃上清后用PBS洗涤2次, 最后用

200 μL PBS重悬菌体测荧光强度(RFU/D)。
1.2.3   胰蛋白酶消化实验      将重组菌按照1.2.2中
的方法处理, 振荡培养过夜(约14 h)后按1100׃接种

到新鲜的含50 mg/L卡那霉素和50 mg/L博来霉素
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的LB液体培养基中, 振荡培养至D值为0.4~0.6时, 
加入IPTG使其终浓度为0.2 mmol/L, 摇床25 °C、

200 r/min诱导8 h后取菌液500 μL, 7 500 r/min离心

5 min, 弃上清, 用1 mL PBS洗涤2次, 得到的菌体沉

淀用500 μL含0.2% EDTA的胰蛋白酶重悬, 37 °C反
应0~5 min, 反应后立即插入冰中并加入500 μL含
10%新生牛血清(FCS)的DMEM培养液终止消化, 然
后用PBS将菌体洗涤2次, 8 000 r/min离心3 min, 沉
淀用100 μL的PBS重悬, 放入酶标板测荧光强度, 无

荧光表达的pET30a和表达红荧光蛋白的pCBMCZ
作为对照。

1.2.4   完整细胞ELISA      方法参照参考文献[19]。
重组菌经IPTG诱导过夜(12~16 h), 调整菌液D600=0.8。
离心收集菌体, 并用PBS洗涤2次, 得到的菌体沉淀用

1 mL 4%多聚甲醛重悬, 室温下反应30 min, 反应完

成后用PBS洗涤2次, 8 000 r/min离心3 min, 弃上

清。加入1200׃稀释的一抗(存活蛋白抗体), 混匀后室

温下反应1 h, 反应完成后用PBS洗涤2次, 8 000 r/min

表1   PCR引物序列

Table 1   Primer sequence used for PCR
基因名称

Gene
引物序列 

Primer

INP Nde-inp (5′-GGA ATT CCA TAT GGA TAT CGG ATC CAT GGC TCT CGA CAA GGC GT-3′)

XhoI-Nd2 (5′-CCG CTC GAG ATT AGA ATT CAC TAG TAG ATC TCG GGC CTT TGC TGC CGT GAT TGT CGC CAC 
TCA ACG-3′)

Cherry-Zeo bg-cherry2 (5′-GGA AGA TCT GCT AGC TCT AGA ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG-3′)

zeo-speI (5′-CCG GAA TTC ATT AAA GCT TCT CGA GAT GCA TCA TAT GAC TAG TGT CCT GCT CCT CGG CCA CGA 
AG-3′)

SUV Suv-Eco (5′-TAT CAG AAT TCT TAG TGA TGG TGG TGG TGA TGA TCC ATG GCA GCC AGC TGC-3′)

Suv-lap (5′-AAG ATA CTA GTG GTG CCC CGA CGT TGC-3′)

INP

Cherrv-Zeo

Cherrv-Zeo Cherrv-Zeo

Cherrv-Zeo-SUV

SUVSUV

SUV

INP

INP

Nde I

Nde I

Nde I

Spe I

Spe I
Spe I

EcoR IEcoR I

EcoR I
EcoR I

Bgl II

Bgl II

Bgl II

Bgl II

Spe I

Nde I, Xho I

Xho I
Xho I

Xho I

INP

Nde-inp

XhoI-Nd2

PCR

PCR

PCR

digestion

Digestion

Digestion

Suv-Eco

P3.1-SUV
Suv-lap

Digestion

bg-cherry2

Lego-c/Z
zeo-speI

T4 ligase

T4 ligase

T4 ligase

pET-INP-MCS

pET30a
pET30a

PMPLOO3

INP

INP

INP
Digestion

Digestion

pET-INP-MCS

Cherrv-Zeo-SUV Cherrv-Zeo-SUV

Cherrv-Zeo-SUV

pET-INP-CHY-SUV

图1   重组质粒pET-INP-CHY-SUV构建流程

Fig.1   Recombinant plasmid construction process
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离心3 min, 弃上清。加入1200׃稀释的二抗(羊抗小鼠

IgG-FITC), 混匀后室温下反应1 h, 反应完成后用

PBS洗涤5次, 最后用100 μL PBS重悬菌体, 525 nm
处测荧光强度, pET30a作为阴性对照。

1.2.5   免疫荧光显微镜观察      方法参照参考文献

[20-21]。将重组菌IPTG诱导12 h, 离心收集菌体, 并
将菌体重悬于含10 g/L牛血清白蛋白的PBS中, 调整

D600为1.0, 于室温放置30 min, 加入1200׃稀释的一抗, 
室温放置1.5 h, 阴性对照不加一抗。PBS洗涤菌体后, 
加入1200׃稀释的二抗, 室温下放置1.5 h, 最后将菌

体用PBS洗涤5次, 在荧光倒置显微镜下观察。

2   结果
2.1   重组质粒的构建

将人工合成的570 bp编码冰核蛋白N-端结构

域的DNA序列插入pET30a载体的Nde I和Xho I酶

切位点, 得到大肠杆菌表面展示载体pET-INP-mcs。
再分别以Lego-c/Zeo、p3.1-SUV为模板, 扩增得到

Cherry-Zeo片段(1 100 bp)和SUV片段(440 bp)并将

二者融合, 然后插入到pET-INP-mcs载体的Bgl II(图
1)和EcoR I酶切位点, 得到重组质粒pET-INP-CHY-
SUV。经酶切鉴定(图2)和测序证实构建成功。

2.2   融合蛋白的诱导表达

菌液中加入IPTG使其终浓度为0.2 mmol/L,  
25 °C、200 r/min, 诱导24 h, 分别在第0、2、4、6、8、
24 h取1 mL菌液洗涤后用200 μL PBS重悬测荧光

强度(图3)。由于融合基因中的Cherry可表达红荧光

蛋白, 因此通过融合蛋白的荧光检测可证明目的蛋

白的表达, 且荧光强度随着诱导时间的增加而增强。

2.3   胰蛋白酶消化实验

展示在菌体表面的存活蛋白融合蛋白(pET-
INP-CHY-SUV)经胰蛋白酶消化后结构发生改变, 导

M: DNA ladder; 1: 质粒pET-INP-CHY-SUV; 2: 用Xho I酶切质粒pET-INP-CHY-SUV, 条带符合预期; 3: 用Afl III酶切质粒pET-INP-CHY-SUV, 条带

符合预期。

M: DNA ladder; 1: pET-INP-CHY-SUV plasmid; 2: pET-INP-CHY-SUV digested with Xho I, the bands are in line with expectations; 3: pET-INP-CHY-
SUV digested with Afl III, the bands are in line with expectations.

图2   重组质粒pET-INP-CHY-SUV的酶切鉴定

Fig.2   Identification of plasmid pET-INP-CHY-SUV 

7 406 bp

M 1 2 3

5 000 bp
2 000 bp

5 304 bp

2 102 bp

R
FU

/D

250 000

200 000

150 000

100 000

50 000

0
T (h)

3 548
21 573

59 487
84 931

130 448

226 280

0 2 4 6 8 24

图3   异丙基-β-D-硫代半乳糖苷诱导重组蛋白的表达随时间的变化

Fig.3   The expression of recombinant protein induced by IPTG over time  
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致荧光强度随之发生变化, 而未展示到菌体表面的

荧光蛋白(PCBMCZ)以及无报告基因Cherry的菌体

(pET30a)不会受到胰蛋白酶的影响, 从而证明存活

蛋白融合蛋白在菌体内表达并且在细菌表面展示成

功(图4)。
2.4   存活蛋白融合蛋白在大肠杆菌表面的展示

完整细胞ELISA用于对细胞表面展示蛋白情

况进行鉴定。将含pET30a、pET-INP-CHY-SUV质

粒的BL21诱导表达后收集菌体, 用一抗存活蛋白抗

体和二抗羊抗小鼠IgG-FITC分别孵育, 于525 nm处

测荧光强度。结果显示, 含pET-INP-CHY-SUV质粒

的重组菌经一抗二抗孵育后荧光强度明显增强, 是
pET30a重组菌及抽离一抗的pET-INP-CHY-SUV重

组菌的3倍多(图5)。由于使用的是未经破碎的诱导

后完整的重组菌进行包被, 只有表面展示人存活蛋

白抗原的重组菌才可被存活蛋白抗体识别, 进而与

二抗羊抗小鼠IgG-FITC结合, 说明我们构建的重组

蛋白成功展示在细胞表面。 

2.5   存活蛋白融合蛋白在大肠杆菌中的荧光结果

荧光倒置显微镜观察结果显示, 导入pET-INP-
CHY-SUV的重组菌经过一抗和二抗孵育后, 展示在

细菌表面的存活蛋白融合蛋白与FITC标记的二抗结

合, 可观察到绿荧光, 而阴性对照仅能观察到细菌本

身所发出的红荧光, 说明重组蛋白展示成功(图6)。

3   讨论 
在活细菌表面展示外源蛋白质在分子生物学、

免疫学和微生物学方面有重要的应用价值。在细菌

表面展示外源抗原有利于免疫系统识别抗原, 间接

起到免疫佐剂的作用。

本研究将INP基因与人存活蛋白基因融合后插

入pET30a载体, 转化进大肠杆菌BL21后, 经IPTG诱

导成功展示在细菌表面。在细菌表面展示技术中, 
宿主菌、锚定蛋白和外源靶蛋白是3个关键因素。

R
FU

/D

90 000

80 000

70 000

60 000

50 000

40 000

30 000

20 000

10 000

0

pET-INP-CHY-SUV

pET30a

T (min)
0 1 2 3 4 5 6

PCBMCZ

图4   胰蛋白酶对重组蛋白荧光强度的影响随时间的变化

Fig.4   Variety about fluorescence intensity over time after trypsin digestion  

图5   完整细胞ELISA实验结果

Fig.5   Bacterial in whole-cell ELISA results 
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目前常用的宿主中, 大肠杆菌遗传背景清楚, 突变

菌株种类丰富, 外源蛋白质表达量高, 因此本研究

选择大肠杆菌作为宿主菌。而INP作为锚定蛋白结

构特点也具有明显优势[22]: INP包含3个结构域, 
即N-端结构域、中央重复区、C-端结构域。N-
端由175或179个氨基酸组成, 通过糖基磷脂酰肌

醇(glucosyl phosphatidylinositol, GPI)锚定到外

膜上, 从而利于大分子蛋白质的表面展示[23]。C-端
富含碱性氨基酸、高度亲水、定位于细胞外。圆

柱状中央区富含Ala、Ser、Thr等亲水性氨基酸残

基, 在冰晶形成过程中起催化作用。此外, 由于全

长INP分子量较大, 再融合并定位一定长度的外源

蛋白质有一定的困难, 因此不少研究人员尝试用截

断的N-端或C-端(保留不同数目的重复单元)作为锚

定单元并获得成功[24-26]。本研究中我们将外源蛋白

插入到截断的N-端区, 初步实验显示该展示系统构

建成功。

治疗性DNA疫苗在肿瘤生物治疗方案中是一

项新颖有效的策略[27], 然而, DNA疫苗普遍存在免疫

原性低和免疫效能差的缺点。因此, 如何增强DNA
疫苗的效能, 成为亟待解决的问题。此外, 现有的抗

肿瘤DNA疫苗均存在抗癌谱单一的局限性, 即疫苗

只对某一特定类型的肿瘤产生免疫应答, 而对其他

肿瘤无反应。如果能够设计出广谱抗癌疫苗, 即疫

苗对多种类型的肿瘤具有免疫效能, 那将在临床应

用中独具优势。存活蛋白是高度特异的广谱肿瘤相

关抗原, 但免疫原性较弱, 本研究将细菌表面展示技

术与其相结合, 使存活蛋白成功展示于细菌表面, 这
有利于免疫系统识别抗原, 间接起到免疫佐剂的作

用。由于T7表达系统是非常成熟的原核表达系统, 
我们在对构建的表面展示系统进行验证后, 将进一

步构建表面展示存活蛋白的减毒鼠伤寒沙门菌, 为
肿瘤DNA疫苗的研究奠定基础。
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