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要"目的
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构建携带
!GH,

基因的原核表达载体!诱导表达具有活性的重组
!GH,

融合蛋白&方法
!

根据
>.C"$CQ

中肺

炎链球菌表面蛋白细胞壁相关丝氨酸蛋白酶
,

"

!GH,

%蛋白基因序列!设计合成了一对特异性引物!扩增目的片段!建立了
*5<

!0*

检测方法&应用
*5<*0*

方法扩增得到
!GH,

蛋白基因!并克隆到
3

)1%?<5

载体上!筛选'鉴定阳性重组子
3

)1%?<5<

!GH,

!然后克隆到原核表达载体
3

45<6'$

"
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%上!经双酶切'

!0*

鉴定!获得重组表达质粒
3

45<6'$<!GH,

&将含有
3

45<6'$<!GH,

的重组菌!经终浓度为
'&(--89

(

;

的
=!5>

诱导后!重组
!GH,

蛋白获得高效表达&通过
a.BH.GCN98H

检测结果!检测表达的重

组
!GH,

蛋白的反应原性&结果
!

所获
!GH,

基因与
>.C"$CQ

的基因序列同源性为
@@b

$重组质粒经
=!5>

诱导!不同浓度的

=!5>

均能诱导重组蛋白表达!且
=!5>

终浓度为
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时!目的蛋白的表达量最高!约占菌体总蛋白的
%?b

&通过抗
<Z:B

标签单克隆抗体在
=!5>

诱导
(I

的重组菌蛋白中检测到一条大小约为
E'V%'

6 的特异性清晰条带!与预期结果相符!表明表达

的蛋白为肺炎链球菌重组
!GH,

蛋白&结论
!

成功地克隆和表达了肺炎链球菌表面蛋白细胞壁
!GH,

!为进一步研究以
!GH,

蛋白

作为免疫原预防和治疗由肺炎链球菌引起的疾病奠定基础&

关键词"链球菌!肺炎$
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肺炎是最常见的一种呼吸道疾病#主要是由细菌和病毒引

起'

%

(

#其中最主要的病原菌是肺炎链球菌)研究表明#疫苗免

疫是预防肺炎链球菌的最有效方法#开发新型*安全*高效抗链

球菌的疫苗已成为控制该菌感染的研究热点'

#

(

)肺炎链球菌

表面蛋白细胞壁相关丝氨酸蛋白酶
,

$

!GH,

&是链球菌重要的

一种相关性蛋白#丝氨酸蛋白酶是一类以丝氨酸为活性中心的

重要的蛋白水解酶'

6

(

#在生物有机体中起着重要而广泛的生理

作用#其通过对蛋白酶原的激活或抑制而起调节因子作用#丝

氨酸蛋白酶还在胚胎发育*组织重建*细胞分化*血管形成*病

原侵入等过程中都发挥着重要的作用'
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(

)因此#

!GH,

是开发

新型疫苗的理想候选抗原#已有研究表明以
!GH,

蛋白为靶向

制备肺炎链球菌蛋白亚单位疫苗及核酸疫苗#将为解决肺炎链
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球菌感染的预防问题提供一定的参考及研究基础'

(

(

)本研究

运用基因工程的方法#将扩增的
!GH,

基因与表达载体相连#

在大肠杆菌内成功表达'

D

(

#为进一步研究血清中抗
!GH,

蛋白

的间接
4;=+,

方法的建立奠定前期基础)

C

!

材料与方法

C&C

!

材料与仪器
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肺炎链球菌标准株
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*大肠杆菌
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由大庆医学高等专科学校微生物实验室保

存%
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&和
3

456'$

$
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&表达载体由哈尔滨医科

大学微生物实验室惠赠%
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载体*氨苄西林购自
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宝生物工程$大连&有限公司%
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12,

连接酶*限制性内切

酶
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$
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$

购自美国
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$

公司%二硫苏糖醇

$
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<

!
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$

=!5>

&*

M25!

*

;,5$

P

5)

12,

聚合酶*

1>;#'''12,

标记

为北京鼎国生物技术公司产品%

>89MT:.R

5)

12,

染料购自北

京赛百盛基因技术有限公司%琼脂糖凝胶
12,

纯化试剂盒购

自杭州维特洁生化技术有限公司%一抗为实验室制备免疫后效

价高的免疫血清#二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠
=

O

>

#

购自
+=>),

公司%其他化学试剂为国产分析纯)

!0*

引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成#

Ù <DWE

分光光度

计为上海亚荣生化仪器厂产品)
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方法
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引物设计
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软件设计并合成特异性

引物)上游引物!
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C&D&D
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基因组
12,

的提取和扩增采用蛋白酶
\

法提取肺炎

链球菌标准株
,500%'#6%

基因组
12,

#

!0*

扩增基因

12,

'

?

(

)反应体系!
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聚合酶$
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模板#加入双

蒸水至总体积为
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)反应条件!

@EYE-:C
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#

W'
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#
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#

6'

个循环%最后
D#Y%'-:C

)反应结束

后#

!0*

扩增产物经
%b

琼脂糖凝胶电泳鉴定并回收)

C&D&E

!

!0*

扩增产物的纯化及
!GH,

基因的克隆*鉴定)按

照琼脂糖凝胶
12,

纯化试剂盒说明书纯化
!0*

扩增产物#并

通过
5

E

12,

连接酶与
3

)1%?<5

载体连接得到重组质粒

3

)1%?<5<!GH,

#热激法转化
4&/89:";#%

$

146

&感受态细胞#

将其涂布于含氨苄西林的
;"

培养基上#

6DY

培养过夜#提取

重组质粒酶切鉴定%未酶切组作为对照组)

C&D&F

!

重组质粒
3

)1%?<5<!GH,

的序列测定和序列分析)使

用
12,+H$G

软件包分析序列测定结果)酶切鉴定正确的重组

质粒
3

)1%?<5<!GH,

送上海生工生物技术服务有限公司进行

序列测定#并使用
12,+H$G

软件包分析测序结果)

C&D&G

!

重组
!GH,

蛋白原核表达载体的构建和
!GH,

蛋白的

诱导表达*纯化及定量)将重组质粒双酶切*回收的
!GH,

基

因和线状表达载体连接#转化大肠杆菌感受态细胞#酶切鉴定

阳性重组菌
3

45<6'$<!GH,

)阳性重组菌
3

45<6'$<!GH,

用不

同浓度的
=!5>

$终浓度
'&#

*
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*

'&(

*

'&?

*
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*

%&#--89
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和不同诱导时间$

%

*

#

*

6

*

E

*
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(I

&对表达菌株进行表达优化%

利用
3

45<6'$

$

7

&原核表达载体带有的
(VZ:B<H$

O

选择性标

签#应用蛋白纯化系统#按照产品说明进行重组蛋白的纯化)

C&D&H

!

a.BH.GCN98HH:C

O

检测抗体特异性)将目的蛋白进行

+1+<!,>4

电泳分离#然后转移到硝酸纤维素膜上#转膜时间

EI

)转膜结束后#用洗涤缓冲液漂洗硝酸纤维素膜
6

次#抗

!GH,

多克隆抗体为一抗#羊抗鼠
Z*!=

O

>

为二抗孵育#用

1,"

显色液进行显色)

D

!

结
!!

果

D&C

!

*5<!0*

扩增
!GH,12,

片段
!

用引物引导的
!0*

产

物紫外灯下可观察到明显的条带#片段大小约
D?DN

3

#与预计

的一致#

!0*

结果见图
%

)

!!

)

!

1;#'''12,

标记%

%

*

#

!

!0*

产物)

图
%

!!

*5<!0*

产物

D&D

!

重组质粒的
!0*

及酶切鉴定
!

将
!0*

产物与
3

)1%?<

5

载体连接#

!0*

鉴定结果如图
#

所示)对有可能插入目的

基因的重组质粒进一步进行酶切鉴定#经
"$-Z

$

和
cI8

$

双

酶切的重组质粒#切出一条约
D?DN

3

的片段#见图
#

)

!!

)

!

1;#'''12,

标记%

%

!

3

45<6'$<!GH,!0*

产物%

#

!重组质粒酶

切产物)

图
#

!!

重组质粒的
!0*

鉴定与酶切鉴定结果

D&E

!

!GH,

基因序列分析
!

将
!0*

和酶切鉴定正确的重组质

粒送上海生工生物公司进行序列测定#

!GH,

基因测序结果与

原设计序列经
12,+H$G

软件分析#其同源性为
@@b

)

D&F

!

表达重组质粒的酶切鉴定
!

重组质粒的酶切鉴定见图

6

)

3

45<6'$<!GH,

经
"$-Z

$

和
cI8

$

进行双酶切后#出现

W6W(N

3

的线性化片段和
D?DN

3

的目的片段)

!!

)

!

12,W'''-$GQ.G

%

%

!重组表达载体%

#

!表达载体%

6

!空白

对照)

图
6

!!3

45<6'$<!GH,

双酶切#

"$-Z

$

和
cI8

$

$

D&G

!

重组
!GH,

基因在宿主菌中的表达
!

将转化菌接种于
;"

+

E%

+
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培养基后#培养至对数生长期时加
=!5>

诱导
(I

#进行
+1+<

!,>4

电泳检测#在约
E'V%'

6 处可见目的条带出现#结果见

图
E

)

!!

)

!低相对分子质量蛋白标准%

%

!诱导前对照%

#

!包涵体%

6

!上

清液)

图
E

!!

包涵体蛋白

D&H

!

=!5>

诱导重组蛋白表达的最适浓度
!

不同浓度的

=!5>

诱导表达的重组菌蛋白经过
+1+<!,>4

分离和
"$CM<

B/$C

软件分析显示#不同浓度的
=!5>

均能诱导重组蛋白表

达#且
=!5>

浓度为
'&(--89

"

;

时#目的蛋白的表达量最高#

约占菌体总蛋白的
%?b

#见图
W

)

!!

)

!低相对分子质量蛋白标准%

%

"

(

!诱导
%

"

(I

重组质粒
3

45<

6'$<!GH,

$

146

&#箭头指向
6I

%

D

!诱导的空载体
3

456'$

$

7

&%

?

!未诱

导的空载体
3

456'$

$

7

&)

图
W

!!

不同浓度的
=!5>

诱导重组蛋白表达

D&I

!

重组蛋白的
a.BH.GCN98H

分析
!

通过抗
<Z:B

标签单克隆

抗体在
=!5>

诱导
(I

的重组菌蛋白中检测到一条大小约为

E'V%'

6 的特异性清晰条带$图
(

&#与预期结果相符#表明表达

的蛋白确为重组蛋白)

!!

)

!蛋白核%

%

!

!GH,

融合蛋白%

#

!阴性对照)

图
(

!!

重组蛋白的
a.BH.GCN98H

检测

E

!

讨
!!

论

肺炎链球菌是获得性呼吸道感染的一种重要病原微生物#

也是引起细菌感染性疾病的主要致病菌#肺炎链球菌疫苗在肺

炎链球菌感染防治中的作用越来越突出#发展肺炎链球菌蛋白

疫苗迫在眉睫'

@<%'

(

)伴随着肺炎链球菌新的毒力蛋白质不断

发现'

%%

(

#各种蛋白质的组合方式和投递途径优化#会出现能够

防治肺炎链球菌感染的蛋白疫苗'

%#<%6

(

)

原核表达是一种十分有效的表达外源基因的技术#具有操

作简单*表达量高*易于纯化等特点)

3

456'$

$

7

&载体所表达

的蛋白
2

末端带有
(VZ:BH$

O

#这有利于重组蛋白的大量纯

化)本研究所表达的重组
!GH,

蛋白以包涵体的形式存在于

细菌中#与可溶性蛋白相比#包涵体具有抗酸碱*抗酶解*不易

破碎等特点)在进行包涵体的分离和纯化过程中#本实验采用

了多种方法#包括在菌体中加入细胞裂解液*溶菌酶*反复低温

冻融*超声波破碎等#以便打断包涵体蛋白分子内和分子间的

非共价键*离子键和疏水键#使多肽伸展#包涵体充分溶解)进

行
5G:/:C.<+1+<!,>4

电泳后#可以看见纯化后的
!GH,

融合

蛋白条带含有很少的杂蛋白)本实验的免疫抗原为纯化后的

融合蛋白#相对分子质量为
E'V%'

6

#足以引起动物机体的免

疫反应#而且抗原本身为原核细胞所表达的蛋白#具有多个抗

原决定簇)为了验证所表达的重组蛋白是否具有反应原性#用

a.BH.GCN98H

方法对其进行了鉴定#结果表明#表达的重组

!GH,

蛋白具有良好的反应原性#为进一步研究
!GH,

蛋白的免

疫原性奠定基础#亦为制备诊断抗原*抗血清提供理论依据#对

肺炎链球菌诊断方法的建立具有重要意义#也为肺炎链球菌蛋

白联合疫苗中蛋白质的组合方式和投递途径的优化应用提供

证据)
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