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要"目的
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研究耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"
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%青霉素结合蛋白
#$

"

!"!#$

%的原核表达!及
!"!#$

多克隆抗体的

制备&方法
!

根据基因文库登录的
-./,

基因的编码序列!设计合成了
%

对寡核苷酸引物!应用
!0*

法从
)*+,

基因组中获得

编码
!"!#$

全长的
12,

!将此目的基因片段克隆至
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%$经异丙基
<

!

<1<

硫代吡喃半乳糖苷

"

=!5>

%诱导表达后!利用
2:

#7亲和层析技术纯化目的蛋白$用目的蛋白免疫小鼠
6

"

?

次后!收获血清并鉴定&结果
!

成功构建

了
!"!#$

原核表达载体!并获得了高效表达$利用纯化的蛋白制备了理想的多克隆抗体&结论
!

利用分子克隆技术!获得了高纯

度的
!"!#$

蛋白并制备了多克隆抗体!为其进一步研究奠定了基础&
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由于广谱抗菌剂的广泛应用#耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

$

)*+,

&在临床分离的葡萄球菌中的比例不断增加#已发展成

为医院内严重感染的主要病原菌之一'

%<#

(

)自
%@(%

年初首次

发现
)*+,

以来#

)*+,

的感染正以惊人的速度在全世界范

围内蔓延和流行)因此#临床标本中
)*+,

的快速检测具有

重要的意义'
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)目前研究表明#

)*+,

产生的主要原因是金

黄色葡萄球菌产生一种青霉素结合蛋白$

!"!#$

&)这种蛋白

由耐药基因
-./,

编码#长
((?$$

#存在于细胞表面#对
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内酰

胺类抗菌剂有极低的亲和力#其相对分子质量为
D?V%'
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该蛋白由
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末端跨膜区*非青霉素结合区和转肽酶区三部分

组成#其中转肽酶区内含低亲和力的
!

<

内酰胺类抗菌剂作用位

点#是
!"!#$

行使其主要功能即转肽酶功能的区域)由于

!"!#$

具有对
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<

内酰胺类的低亲和性#因而在
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内酰胺类存在

的情况下#当其他的
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均被抑制不能发挥正常生理功能时#
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则不被抑制#能够代替其他被抑制的
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发挥作用#使

细菌细胞得以生存而产生耐受性'
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)本研究运用
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法获取

了本院
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临床分离株的
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基因全长#克隆至原核表

达载体#并将
!"!#$

蛋白在大肠杆菌中进行了高效表达#用纯

化后的蛋白作为抗原免疫小鼠制备了
!"!#$

多克隆抗体#为

该蛋白检测试剂的研究奠定了基础)
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&工程菌由本室保存)
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载体与主要试剂
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根据已公布的
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序列#由上海生工生物工

程有限公司合成一对寡核苷酸引物#上*下游分别引入了限制
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方法
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基因的
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将
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临床分离株分别
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培养基#取静置培养
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的菌液
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离心
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#弃净上清液#细菌沉淀用
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7细菌基因组
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提取试剂盒提取基因组
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#冻存于
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待用)
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基因
!0*

条件及产物鉴定
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反应条件!
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#
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#
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个循环%
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)取反应产物
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#在
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琼

脂糖凝胶中#在
@'`

电压下电泳
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#凝胶成像系统成像

分析)
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重组质粒的构建及鉴定
!

)*+,

临床分离株的
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产物分别用凝胶回收试剂盒回收#与
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连接#转
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#
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平板筛选蓝白斑#提取白斑的质粒
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#用
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及
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酶切鉴定#筛选阳性克隆
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)阳性克隆载体送上海生工生物工程有限公司测

序#测定插入片段的序列#并与
>.C"$CQ

中登录的
-./,

序列

进行比较)
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基因原核表达载体的构建
!

将测序正确的

3
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载体经
"$-Z

$

"
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$

双酶切后#回收

的
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基因片段与同样酶切的
3
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$
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&载体连接#转化
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&菌#用含有
'&%-

O

"

-;

氨苄西林的
;"

平板培养

过夜)

C&D&G

!

诱导表达
!

将新鲜转化菌
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$
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&单个克隆挑至
W
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含有
'&%-

O

"
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氨苄西林的
#Vd5

液体培养基#

6D Y

#W'G

"
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震荡培养过夜至饱和)次日以
%e%''

比例接种
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-;#Vd5

液体培养基#

6DY#W'G

"
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震荡培养
6I

后#加

%--89=!5>

#诱导
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后#终止培养#同时设
3
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空载体菌

诱导组#取细菌沉淀经
#V

十二烷基磺酸钠$

+1+

&菌体裂解液

裂解后#十二烷基磺酸钠
<

聚丙烯酰胺凝胶$
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&电泳)

考马斯亮蓝
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染色
#I

后脱色过夜)
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!
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原核表达产物的可溶性分析
!

将
%-;

上述诱

导的细菌经磷酸盐缓冲液$
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电泳#观察上清液和细胞沉淀
-./,

产物的

含量)
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原核表达条件优化
!

新鲜培养的重组菌以
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%''

比例接种
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液体培养基#
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震

摇
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后#分别加
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*

'&E'

*

'&W'

*

'&('

*

'&?'

*

%&''--89

"

;=!5>

#诱导
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后#终止培养#等量上样#
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电泳#观察产量#进行表达量的优化)

C&D&J

!
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蛋白的纯化
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取含
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45<6#$
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<-./,

表达质

粒的
4&/89:";#%

$
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&于含氨苄西林$

%''-

O

"

;

&

#Vd5

培养

液中
6DY#W'G

"

-:C

#震摇至
,

(''

f'&(

#加
=!5>

$终浓度为

%&'--89

"
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&于
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继续震摇培养
WI

#离心收集菌体#

?-89

"
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的尿素变性后#过
2:

#7亲和层析柱#用含
W

*

#W'

*

W''--89

"

;

咪唑的变性裂解缓冲液洗脱#以
+1+<!,>4

鉴定重组蛋白相

对分子质量及纯度#并采取逐步降低尿素浓度梯度复性法复

性#离心取上清液#

!4>

$

#'''

&浓缩后备用)

C&D&K

!

小鼠多抗的制备和检测
!

W'

&

O

纯化的重组蛋白腹腔

免疫
(

周龄
"$9N

"

/

小鼠#

%'

天"次#免疫
6

"

?

次后采血#分离

血清)

C&D&CL

!

a.BH.GCN98H

鉴定抗体的特异性
!

利用免疫制备的

高免血清#对
-./,

的原核表达产物进行
a.BH.GCN98H

检测#

具体方法!将诱导表达的重组菌裂解产物上清液经
%#b

浓度

的胶
+1+<!,>4

电泳分离#

'&(W-,

"

/-

# 电流转印
20

膜

#I

#用
Wb

脱脂乳封闭过夜#

5"+5

洗涤#多抗血清的稀释倍数

均为
%eE''

#二抗为
Z*!

酶标羊抗鼠
=

O

>

$工作浓度
%e

%''''

&#以
40;

显色)

D

!

结
!!

果

D&C

!

-./,

基因全长的获取
!

用
!0*

方法从
)*+,

临床分

离株中获得
-./,

基因的全长$

-./,

基因全长
#''DN

3

#引物

中带有长
%(N

3

的酶切位点&#见图
%

)

!!

)

!

12,

标准%

%

!

!0*

产物)

图
%

!!

!0*

扩增
-./,

基因全长

!!

)

!

12,

标准%

%

!

"$-Z

$

和
4/8*

$

双酶切重组质粒)

图
#

!!3

>4)<54$B

K

<-./,

重组质粒的酶切鉴定

!!

)

!

12,

标准%

%

!

"$-Z

$

和
4/8*

$

双酶切重组质粒)

图
6

!!3

45<6#$<-./,

重组质粒的酶切鉴定

D&D

!

!0*

产物克隆至
3

>4)<54$B

K

载体
!

将上述
!0*

产

物经切胶纯化后#连接
3

>4)<54$B

K

载体#转化
1Z

W

#

细菌#挑
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取平板中单菌落白斑#转接种
;"

液体培养基#

%#I

后提取质

粒
12,

#用
"$-Z

$

和
4/8*

$

双酶切#可见
#'''N

3

左右的

目的基因片段和
6'''N

3

左右的载体片段#见图
#

)

D&E

!3

>4)<54$B

K

<-./,

载体的测序
!

重组载体阅读框完

整#碱基序列翻译后的氨基酸序列与
>.C."$CQ20''@D?#

比

较有如下变异!

>9L(E>9

K

*

,BC%E(;

K

B

*

,BC#'E;

K

B

*

=9.E(W,B

3

#

同源性达
@@&Eb

)

D&F

!

重组表达载体
3

45<6#$<-./,

载体的构建
!

将测序完全

正确的
3

>4)<54$B

K

<-./,

载体分别用
"$-Z

$

和
4/8*

$

双酶切#与相同酶切的
3

456#$

$

7

&载体
12,

连接#转化

1Z

W

#

#挑取细菌#提取质粒
12,

#相同酶切鉴定出含插入片段

$约
#'''N

3

&的重组质粒#命名为!

3

45<6#$<-./,

#见图
6

)

!!

)

!标准蛋白%

%

!空载体转化菌%

#

!

=!5>

诱导重组质粒转化菌超声

裂解后包涵体沉淀%

6

!

=!5>

诱导重组质粒转化菌超声裂解后上清液)

图
E

!!

重组蛋白的表达

!!

)

!标准蛋白)

图
W

!!

重组蛋白的表达条件的优化

!!

)

!标准蛋白%

%

!

=!5>

诱导重组质粒转化菌$洗脱前&%

#

!

W--89

咪唑洗脱%

6

!

#W'--89

咪唑洗脱%

E

*

W

!

W''--89

咪唑洗脱)

图
(

!!

重组蛋白
!"!#$

的纯化

!!

%

!

=!5>

诱导重组质粒转化菌%

#

!经
2:

#7亲和层析柱纯化后的蛋

白%

6

!空载体转化菌)

图
D

!!

多克隆抗体
a.BH.GCN98H

分析

D&G

!

重组蛋白
!"!#$

的诱导表达及条件的优化
!

表达产物

主要存在于包涵体沉淀中#见图
E

#融合蛋白的相对分子质量

大小约
@?V%'

6

)不同
=!5>

浓度均能诱导融合蛋白高效表

达#见图
W

)

D&H

!

重组蛋白
!"!#$

的纯化
!

重组蛋白经
2:

#7亲和层析柱

纯化后#可见
@?V%'

6 处有清晰条带#见图
(

#基本未见杂蛋

白带)

D&I

!

a.BH.GCN98H

分析
!"!#$

多克隆抗体的特异性
!

空载体

菌体蛋白无杂交条带#而重组蛋白在纯化前*后均出现了一条

杂交条带#表明多克隆抗体具有较高的特异性#见图
D

)

E

!

讨
!!

论

目前#快速检测
)*+,

的商品化试剂有荧光
!0*

法检测

-./,

基因和乳胶凝集法检测
!"!#$

'

(<?

(

)

!0*

法检测耐药基

因
-./,

#在部分
)*+,

中#由于
-./,

基因启动子突变#不表

达
-./,

基因产物
!"!#$

#若仅检测
-./,

基因鉴定
)*+,

#

有时会得出假耐药的结论'

@

(

)乳胶凝集法可检测
!"!#$

蛋

白#但该检测试剂为进口产品#价格昂贵#限制了其进一步广泛

推广和应用'

?

(

)自行研制用于检测
!"!#$

试剂的首要前提是

有高纯度的
!"!#$

蛋白和特异的单克隆抗体#在制备单克隆

抗体之前先行制备多克隆抗体用于蛋白的鉴定及单抗筛选时

的阳性对照#为进一步制备单克隆抗体奠定了基础)

目前#尚无原核表达
!"!#$

全长的报道#本研究采用全长

蛋白作为抗原免疫小鼠#最大限度地保留了潜在的免疫原位

点#为多克隆抗体和单克隆抗体的制备提供了坚实的基础)

-./,

基因的全长插入表达载体
3

45<6#$

可以获得高效表达#

经条件优化确定在
,

(''

为
'&(

时加入终浓度
'&'W

"

%&''

--89

"

;

的
=!5>

#

6DY

震摇培养
WI

时
!"!#$

融合蛋白表达

量最高)经
3

45<6#$

载体表达的
!"!#$

以包涵体形式存在#

为获得可溶性的
!"!#$

蛋白用于抗体的制备#涉及包涵体的

溶解和复性#由于蛋白质复性十分复杂#通常包涵体蛋白复性

率很低#不超过
#'b

'

%'

(

)本研究拟检测的对象为经蛋白变性

试剂处理后的
!"!#$

蛋白#因此#用无生物学活性的原核表达

蛋白质作为免疫原并无不妥)本实验发现#

!"!#$

融合蛋白形

成的包涵体能够溶解于
?-89

"

;

的尿素溶液中#经过
2:

#7亲

和层析柱纯化后#再采用梯度透析的方法复性#获得了高纯度

的
!"!#$

蛋白)纯化的
!"!#$

蛋白免疫小鼠
6

"

?

次后#获取

小鼠血清#可用于鉴定
!"!#$

融合蛋白#证明了原核表达的

!"!#$

蛋白具有抗原性#并获得了特异的
!"!#$

多克隆抗体)

!"!#$

融合蛋白的成功表达*纯化和多克隆抗体的制备#为其

单克隆抗体的制备和
!"!#$

蛋白的检测奠定可靠基础)
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部分#以微机械电子系统技术为依托#在石英*玻璃*塑料等基

片上刻蚀出微管道网络和其他的功能单元#形成进样*反应*分

离*检测于一体的快速*高效*低耗的微型分析装置#使传统毛

细管电泳分离物质的整个过程可以在一块几平方厘米的基片

上得以实现)高分子材料具有种类多*可选择余地大*加工成

型方便*加工便宜等优点#非常适合于大批量制作一次性微流

控芯片)

!1)+

具有能可逆和重复变形而不发生永久性破坏*

可高保真*无毒*价廉等特点#已广泛地应用于制备微流控分析

芯片'

?

(

)尽管
!1)+

具有以上特点#但其壁面具有很强疏水

性#易使核酸*蛋白等物质强烈吸附'

@

(

#不利于电泳分离)因

此#研究一种简单的表面修饰方法#有效消除分析物质在

!1)+

壁面的吸附是本研究拟解决的关键问题)

本文选择
11)

和
Z!0

有效消除
!1)+

微通道上分析物

质吸附和抑制电渗流)

11)

为非离子型表面活性剂#能吸附

在疏水表面并形成单分子层'

%'

(

)

Z!0

作为
!1)+

微流控芯

片用于
12,

片段电泳分离的筛分介质)不同浓度的
Z!0

作

为改性剂#

Z!0

是具有壁面吸附能力的亲水性高分子#当加入

低浓度
Z!0

时$

%

'&DWb

&#可有效地改变
!1)+

壁面的疏水

性#使得电泳缓冲液更加容易灌入管道)当加入较高浓度

Z!0

$

&

%&Wb

&#

Z!0

分子链相互缠绕#使得电泳具有筛分的

能力#可以应用于
12,

片段的分离分析)如图
6

*

E

所示#

!1)+

微流控芯片电泳分离
12,

获得良好重现性#并可用于

线粒体疾病患者
!0*

多重产物的检测)微流控芯片电泳的结

果与传统琼脂糖凝胶电泳结果相一致#但此法比琼脂糖凝胶电

泳操作简单*分析速度快#适合临床常规分析)

血清低密度脂蛋白$

;1;

&颗粒在大小*密度和脂质组成上

具有异质性)根据颗粒相对大小#

;1;

一般分为
,

*

"

两型#

,

型为较大颗粒#是大而轻低密度脂蛋白$

9;1;

&#颗粒较小的
"

型即小而密低密度脂蛋白$

BM;1;

&#是动脉粥样硬化发生的强

危险因素#与冠心病的形成密切相关'

%%<%#

(

)近年来#

BM;1;

与

冠心病的关系越来越受到人们关注#但尚缺乏简易
;1;

亚组

分分析的方法)李健斋和王抒'

%6

(提出以
,

3

8"

测定评估

BM;1;

水平的设想#建议
;1;<0

与
,

3

8"

同时测定并结合
5>

水平用于估计
;1;

亚组分的类型)如图
W

所示#本研究建立

的方法可快速*简易地测定
BM;1;

#冠心病组血清中
BM;1;

检

出率与健康体检组差异有统计学意义$

*

$

'&'%

&)结果显示#

基于
!1)+

微流控芯片电泳的
BM;1;

分离分析#对评价冠心

病的危险因素#实现对冠心病的早期检测*预防及有效制定冠

心病防治策略具有重大意义)

!1)+

微流控芯片电泳对
12,

*脂蛋白表现出来的高分

辨*高速的分离分析能力#使其最有希望攻克成为蛋白组学研

究*基因临床诊断*药物筛选等难题的分离分析手段之一)
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