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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌ＰＢＰ２ａ蛋白的低温诱导

表达纯化及免疫原性的鉴定

金　姝
１，邹玉涵１，朱祖怀１，闫佩毅１，黄德魁２，郑佐娅３△

（１．上海市普陀区人民医院检验科，上海２０００６０；２．上海市普陀区人民医院心内科，上海２０００６０；

３．上海交通大学医学院医学检验实验室，上海２０００２７）

　　摘　要：目的　探讨耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）ＰＢＰ２ａ的原核表达及其免疫源性的鉴定。方法　根据基因文库登

录的ｍｅｃＡ基因的编码序列，设计合成了一对寡核苷酸引物，将 ｍｅｃＡ基因的７０～２００６ｂｐ克隆至ｐＥＴ２８ａ载体，转化犈．犮狅犾犻

ＢＬ２１（ＤＥ３）；经ＩＰＴＧ低温诱导表达后，利用镍琼脂糖凝胶亲和层析技术纯化目的蛋白；用抗ＰＢＰ２ａ抗体鉴定纯化蛋白的免疫源

性。结果　成功构建了不含跨膜区的ＰＢＰ２ａ原核表达载体，在低温诱导条件下获取的蛋白纯化后无杂蛋白；该蛋白能与商品化

抗ＰＢＰ２ａ单克隆抗体结合。结论　利用分子克隆技术，获得了高纯度的不含跨膜区的ＰＢＰ２ａ蛋白，且该蛋白具有免疫源性，为进

一步制备抗ＰＢＰ２ａ单克隆抗体奠定了基础。
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　　控制医院内和社区 ＭＲＳＡ的感染及其扩散是全球范围的

重要公共卫生策略［１］。２００７年，欧洲抗菌药物监测网（监测了

３１个欧洲国家，超过６００家实验室）报道每１０００００个住院患

者日的 ＭＲＳＡ菌血症的发病率从０．２％（瑞典）上升到２４．４％

（葡萄牙）［２］。２００５年美国监测网（监测了全美国３００家临床

微生物实验室）报道了在非ＩＣＵ病房、ＩＣＵ病房及门诊分离出

的金黄色葡萄球菌中 ＭＲＳＡ 的比例分别为５９％、５５％和

４８％
［３］。２００７年美国ＣＤＣ报道

［４］，在２００４年中有６３％的金

黄色葡萄球菌感染是由 ＭＲＳＡ导致，较１９９５年的２２％增加了

３倍，而该数据在１９７４年仅有２％。两项荟萃分析的结果显

示，与 ＭＲＳＡ血流感染相关的病死率是甲氧西林敏感的金黄

色葡萄球菌（ＭＳＳＡ）的两倍。ＭＲＳＡ感染的治疗费用显著高

于 ＭＳＳＡ。因此对 ＭＲＳＡ的早期诊断显得尤为重要。

ＭＲＳＡ的耐药机制是耐药基因 ｍｅｃＡ编码的膜蛋白青霉

素结合蛋白２ａ（ＰＢＰ２ａ）不能被内酰胺类抗菌药物识别，从而其

细胞壁不能破坏。美国临床实验室标准化委员会指出检测

ｍｅｃＡ和其表达的ＰＢＰ２ａ是预报对苯唑西林耐药最准确的方

法。使用分子生物学或免疫学方法检测 ｍｅｃＡ基因或ＰＢＰ２ａ

蛋白诊断 ＭＲＳＡ 的速度较常规的细菌培养和鉴定快１２～

４８ｈ。本文的目的是在体外用分子生物学的方法表达ＰＢＰ２ａ

蛋白，制备抗ＰＢＰ２ａ单克隆抗体，为制备ＰＢＰ２ａ蛋白的快速检

测试剂奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　ＭＲＳＡ标准株３３５９１。

１．１．２　载体与主要试剂　ＰＥＴ２８ａ载体购于 Ｎｏｖａｇｅｎ公司、

镍琼脂糖凝胶购于北京韦氏博慧、ｐＧＥＭＴ载体购于Ｐｒｏｍｅｇａ

公司；ＴａＫａＲａＬＡ Ｔａｑ耐热保真聚合酶购于 Ｔａｋａｒａ公司；

ＤＮＡ回收试剂盒购自北京天根生化公司；犈犮狅犚Ⅰ、犅犪犿犎Ⅰ等

限制性核酸内切酶购于ＮＥＢ公司；ＬＢ琼脂、卡那霉素、ＩＰＴＧ、

ＸＧａｌ等均由于上海生工公司生产；ＰＢＰ２ａ单克隆抗体购自美

国 ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ公司；ＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ 购自 ＳＩＧＭＡ 公司；

ＥＣＬ试剂盒购自 Ａｍｅｒｓｈａｍ公司。ＷＢＳｔａｎｄａｒｄＭａｒｋｅｒ１．０

（为一种可用化学发光法检测到的分子量蛋白标准）购自杭州

·６· 国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１

 基金项目：上海市普陀区科技自主创新资助项目（项目编号：普ＫＷ１１１０３）。　作者简介：金姝，女，副主任检验师，主要从事医学免疫学及

分子检验研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｚｙ５２１＠１６３．ｃｏｍ。



贤至生物公司。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＡ提取　用北京天根生化公司的ＴＩＡＮａｍｐＢａｃｔｅ

ｒｉａＤＮＡＫｉｔ提取 ＭＲＳＡ标准株３３５９１的ＤＮＡ。

１．２．２　目的基因扩增　ｍｅｃＡ基因序列全长２００７ｂｐ，其中１

～６９ｂｐ编码跨膜区。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性内切酶犅犪犿犎Ⅰ、

犈犮狅犚Ⅰ的识别序列和保护性碱基，扩增 ｍｅｃＡ全长中除跨膜

区以外的７０～２００６ｂｐ。

上游引物：５′ＴＡＡ ＴＧＧ ＡＴＣＣＧＣ ＴＴＣ ＡＡＡ ＡＧＡ

ＴＡＡＡＧＡ ＡＡＴ３′（７０～８９ｂｐ）；下游引物：５′ＴＡＡ ＴＧＡ

ＡＴＴ ＣＧＴ ＴＴＴ ＧＡＴ ＡＴＴ ＣＡＴ ＣＴＡ ＴＡＴ ＣＧＴ Ａ３′

（１９９０～２００６ｂｐ）；反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，（９４℃变

性１ｍｉｎ，４３℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ）×３０个循环，７２

℃延伸１０ｍｉｎ。取反应产物２０μＬ，在１．０％琼脂糖凝胶中，经

９０Ｖ电压下电泳６０ｍｉｎ，凝胶成像系统成像分析。扩增的

ｍｅｃＡＤＮＡ序列共１９３８ｂｐ，其编码成熟的缺失Ｎ末端跨膜序

列（氨基酸位点２４到６６８）的ＰＢＰ２ａ蛋白。

１．２．３　酶切、连接　ＰＣＲ产物分别回收，与ｐＧＥＭＴ连接，转

化ＤＨ５α菌，用ＡＩＸ（含有０．１ｍｇ／ｍＬＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，０．１ｍｇ／ｍＬ

ＩＰＴＧ，０．０２ｍＬＸｇａｌ）ＬＢ平板筛选蓝白斑，提取白斑的质粒

ＤＮＡ，用 犅犪犿犎 Ⅰ 及 犈犮狅犚Ⅰ 酶 切 鉴 定，筛 选 阳 性 克 隆

ｐＧＥＭＴｍｅｃＡ，送上海生工公司测定插入片段的序列，并与

ＧｅｎＢａｎｋ中登录的ｍｅｃＡ序列进行比较。

１．２．４　ｍｅｃＡ 基因原核表达载体的构建　将测序正确的

ｐＧＥＭＴｍｅｃＡ载体经 犅犪犿犎Ⅰ／犈犮狅犚Ⅰ双酶切后，回收的

ｍｅｃＡ基因片段与同样酶切的ｐＥＴ２８ａ载体连接，转化ＢＬ２１

（ＤＥ３）菌，用含有３０ｎｇ／ｍＬ 卡那霉素的２×ＹＴ平板培养

过夜。

１．２．５　重组蛋白表达　将新鲜转化菌ＢＬ２１（ＤＥ３）单个克隆

挑到５ｍＬ含有卡那霉素（３０ｎｇ／ｍＬ）的ＬＢ培养液中，３７℃振

荡培养过夜至饱和。次日以１∶１００取过夜培养的转化菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）接种２００ｍＬ含有卡那霉素（３０ｎｇ／ｍＬ）的２×ＹＴ

培养液中，３７ ℃振荡培养至 Ａ６００在０．６左右。然后用１

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导 Ｈｉｓ标签ｒＰＢＰ２ａ蛋白表达，２２℃静置培

养２４ｈ。

１．２．６　重组蛋白纯化

１．２．６．１　样品准备　４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ收集细菌沉淀，

用２０ｍＬ含１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ、０．４ｍｇ／ｍＬ溶菌酶的ＰＢＳ重

悬，冰浴３０ｍｉｎ后，用ＣＯＬＥＰＡＲＭＥＲ７５０ｗ超声破碎仪破碎

细菌，设置振荡１ｓ，冷却间断３ｓ，４０％能量，共２０ｓ。加入终

浓度为０．０２％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００，冰浴１５ｍｉｎ后，用前述方法超

声。加入终浓度为１０μｇ／ｍＬ的ＤＮａｓｅ、ＲＮａｓｅ，室温１０ｍｉｎ。

１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ收集包涵体沉淀。沉淀用２０ｍＬ含

８ｍｏｌ／Ｌ尿素的ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｐＨ７．９）溶解包涵体沉淀，－２０

℃过夜。次日将溶解的包涵体溶液４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，

上清液用４．５μｍ滤膜过滤。

１．２．６．２　样品的层析　取１０ｍＬ镍琼脂糖凝胶溶液加入纯

化柱中，待其缓慢沉降后为８ｍＬ凝胶，滴加２５ｍＬ纯水洗柱；

用３５ｍＬ含８ｍｏｌ／Ｌ尿素的ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｐＨ７．９）平衡纯化

柱；将准备好的２０ｍＬ样品过柱；用５０ｍＬ含８ｍｏｌ／Ｌ尿素的

ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ（０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，３０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，２０ｍｍｏｌ／

ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．９）洗涤纯化柱的杂蛋白；用１０ｍＬ含８

ｍｏｌ／Ｌ尿素的ｅｌｕｔｅｂｕｆｆｅｒ（０．５ｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．９）洗脱纯化柱上目的蛋白，

０．５ｍＬ／管收集蛋白。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测蛋白浓度。

１．２．７　重组蛋白的鉴定　纯化产物经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，浓缩

胶浓度为４％，电流强度为５０～８０ｍＡ／ｇｅｌ；分离胶浓度为

１０％，电流强度为４０～７０ｍＡ／ｇｅｌ；电泳结束后，以１５ｖ恒压、

室温下３０ｍｉｎ将蛋白质转移至硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）上。ＮＣ

膜用含１０％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ（含０．１％Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ）封

闭液４℃封闭过夜。加入含３．５μｇ／ｍＬ的ＰＢＰ２ａ单克隆抗体

的封闭液，室温孵育２ｈ，用ＴＢＳＴ漂洗３次后，加入含７０ｎｇ／

ｍＬＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ的封闭液，室温孵育１ｈ，用ＴＢＳＴ漂洗３

次后，ＥＣＬ试剂盒显影。

２　结　　果

２．１　ｐＧＥＭＴｍｅｃＡ载体的构建　将 ｍｅｃＡＰＣＲ产物经切胶

纯化后，连接ｐＧＥＭＴ载体，转化ＤＨ５α细菌，挑取平板中单

菌落白斑，转接种ＬＢ液体培养基，１２ｈ后提取质粒ＤＮＡ，用

犅犪犿犎Ⅰ和犈犮狅犚Ⅰ双酶切，可见２ｋｂ左右的目的基因片段和

３ｋｂ左右的载体片段（图１Ａ）。

　　Ａ：质粒ｐＧＥＭＴｅａｓｙｍｅｃＡ 酶切；Ｂ：质粒ｐＥＴ３２ａｍｅｃＡ．Ｍ：

ＤＮＡ标准；１：犅犪犿犎Ⅰ和犈犮狅犚Ⅰ双酶切重组质粒。

图１　　重组质粒的酶切鉴定

２．２　重组表达载体ｐＥＴ２８ａｍｅｃＡ 的构建　将 ｐＧＥＭＴ

ｍｅｃＡ载体分别用犅犪犿犎Ⅰ和犈犮狅犚Ⅰ双酶切，与经相同酶切

的ｐＥＴ２８ａ载体ＤＮＡ连接，转化ＤＨ５α用于质粒扩增，同时转

化ＢＬ２１（ＤＥ３）用于蛋白表达。挑取细菌，提取质粒ＤＮＡ，相

同酶切鉴定出含约２ｋｂ插入片段的５ｋｂ重组质粒（图１Ｂ），命

名为：ｐＥＴ２８ａｍｅｃＡ。

　　Ｍ：标准蛋白；１：未诱导菌；２：ＩＰＴＧ诱导菌上清液；３：ＩＰＴＧ诱导

菌包涵体沉淀。

图２　　重组蛋白的表达

２．３　重组蛋白ＰＢＰ２ａ的诱导表达　重组菌３７℃诱导表达４ｈ

后，经超声波裂解，离心后，取裂解上清液和沉淀，ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳，结果发现：表达产物主要存在于包涵体沉淀中（图２），融
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合蛋白的相对分子质量大小约８００００。重组菌分别于３７℃、

２２℃、２０℃诱导培养２４ｈ后，全菌裂解产物经ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳（图３），结果显示２２℃诱导培养２４ｈ后重组蛋白的表达量

最高。

２．４　重组蛋白ＰＢＰ２ａ的纯化　重组蛋白经镍琼脂糖凝胶亲

和层析柱纯化后，可见８０ｋＤ处有清晰条带，重组菌在２２℃诱

导表达后纯化的蛋白基本未见杂蛋白带（图４Ａ），而在３７℃条

件下诱导表达的蛋白有显著的杂蛋白带，考虑为蛋白降解条带

（图４Ｂ）。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析纯化的重组ＰＢＰ２ａ蛋白的免疫原性　

将纯化后的重组蛋白经 ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳后，转 ＮＣ 膜，以

１∶１０００稀释的鼠抗 ＰＢＰ２ａ蛋白单克隆抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测，如图５所示，空载体菌体蛋白无杂交条带，而纯

化后的重组蛋白出现了一条杂交条带。

　　Ｍ：标准蛋白；１：３７℃诱导菌；２：２２℃诱导菌；３：２０℃诱导菌；４：

２２℃未诱导菌。

图３　　重组蛋白表达温度的优化

　　Ａ：诱导表达温度２２℃；Ｂ：诱导表达温度３７℃；Ｍ：标准蛋白；１～

９泳道为５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液，每０．５ｍＬ收集一管洗脱液，分析９

管。

图４　　重组菌诱导表达后纯化的结果

　　１：空载体转化菌；Ｍ：标准蛋白；２：纯化后的蛋白。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析纯化的重组

ＰＢＰ２ａ蛋白的免疫原性

３　讨　　论

检测ＰＢＰ２ａ蛋白是预报ＭＲＳＡ的金标准之一。临床分离

得到金黄色葡萄球菌后，立即检测其ＰＢＰ２ａ蛋白，即可预报

ＭＲＳＡ，无需等待１８～２４ｈ的细菌鉴定，可尽早对患者进行隔

离，避免交叉感染。制备抗ＰＢＰ２ａ蛋白的单克隆抗体是检测

ＰＢＰ２ａ蛋白的基础，而获取较纯的ＰＢＰ２ａ蛋白是制备单克隆

抗体的前提。本课题组在前期的实验中制备了全长ＰＢＰ２ａ蛋

白用以免疫小鼠获取抗体［５］，发现全长ＰＢＰ２ａ蛋白主要表达

在包涵体中，可以获得较高纯度的蛋白，但蛋白浓度仅能以

５０μｇ／次腹腔免疫小鼠获取多克隆抗体，尚不足以大量获取纯

化蛋白以２００μｇ／次小鼠尾静脉注射免疫制备单克隆抗体。

ＰＢＰ２ａ蛋白全长６６８ａａ，包括一个 Ｎ 端２３ａａ的跨膜区。

为了获得最佳的蛋白质生产和纯化，以及确保良好的免疫应

答，在可能的情况下应尽可能避免蛋白质跨膜区，这些疏水区

在大肠杆菌中表达经常出现问题，造成表达困难、易出现包涵

体、纯化困难等［６］。据 Ｍａｔｓｕｉ等
［７］报道采用ｐＥＴＢｌｕｅ２载体、

２２℃的低温诱导２４ｈ可将去跨膜区的ＰＢＰ２ａ蛋白以可溶性

形式表达在细菌裂解上清液中。本课题用ｐＥＴ２８ａ载体表达

不含跨膜区的ＰＢＰ２ａ蛋白，目的是获得可溶性的重组蛋白，便

于纯化获得高产量。采用常规的３７℃诱导４～５ｈ，重组蛋白

的表达量低，且以包涵体形式表达。Ｒｏｓａｎａ等
［８］报道低温

（２０℃）通过改变ＲＮＡ解旋酶的转录和显著延长蛋白半衰期

而增加蛋白的表达。Ｗｕ等
［９］研究报道在２３℃的低温条件下

表达重组血红蛋白，其产量和活性均显著增加。笔者结合诸多

研究的报道选择２２℃低温诱导，发现低温诱导后蛋白虽仍以

包涵体形式表达，但纯化后杂蛋白显著减少，蛋白纯度明显增

加，蛋白浓度为０．５～１ｍｇ／ｍＬ，每２００ｍＬ重组菌可获得约１

～２ｍｇ纯化蛋白。该蛋白可与商品化的抗ＰＢＰ２ａ单克隆抗体

结合，免疫印迹实验显示出单一条带，表明纯化蛋白具有免疫

原性，可用以制备抗体。本研究表明在蛋白表达的研究应用中

降低细菌诱导培养的温度可以改善蛋白表达的结果。
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