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链球菌溶血素Ｏ抗原的原核表达及条件优化
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　　摘　要：目的　构建链球菌溶血素Ｏ抗原（ＳＬＯ）的重组表达质粒，并优化其在大肠杆菌中的最佳表达条件。方法　以 Ａ群

链球菌ＤＮＡ为模板，采用ＰＣＲ法扩增ＳＬＯ基因，将扩增的基因连接ｐＥＴ３２ａ（＋）表达载体构建ｐＥＴ３２ａ（＋）ＳＬＯ重组质粒，重

组质粒转化到大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，转化后的表达菌经异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导和自诱导的方式分别诱导及纯

化，最终确定最佳的表达条件。结果　ＰＣＲ扩增的基因大小与ＳＬＯ基因大小一致，测序完全正确。不同浓度的ＩＰＴＧ诱导均为

包涵体表达，且表达量均较低；自诱导的方式，不仅表达量明显提高，且实现了部分可溶性表达。结论　成功构建了ＳＬＯ的原核

表达质粒，优化筛选出能高效可溶性表达的诱导条件，纯化获得了ＳＬＯ重组融合蛋白质，为进一步的基础及临床研究应用奠定

基础。
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　　链球菌溶血素Ｏ抗原（ｓｔｒｅｐｔｏｌｙｓｉｎＯ，ＳＬＯ）是溶血性链球

菌的代谢产物之一，具有溶血作用和强抗原性。溶血性链球菌

感染后患者体内可检出ＳＬＯ 抗体，临床通过检测血清中有无

ＳＬＯ抗体产生（抗ＳＬＯ试验），可以诊断患者近期是否感染过

溶血性链球菌，也可以用于辅助诊断风湿热、肾小球肾炎等［１］。

抗ＳＬＯ试验的测定原理是以ＳＬＯ为抗原的抗原抗体反

应为基础。ＳＬＯ的来源有２种途径：（１）通过Ａ群链球菌培养

获得。该方法培养条件复杂、产量低、不易纯化，但活性及抗原

性较好。（２）通过重组表达法获得。最常用的是大肠杆菌原核

表达，该方法操作简单、易纯化、产量高、批间差异小，已被广泛

应用。自诱导（ａｕｔｏｉｎｄｕｃｔｉｏｎ）是针对大肠杆菌 Ｔ７表达系统

的优化表达策略，该方法由美国学者提出并进行完善，无论在

产出蛋白质的质量还是数量上都比传统方法有很大提高［２４］。

１　材料与方法

１．１　材料　Ａ群链球菌基因组ＤＮＡ、ＤＨ５ａ菌种、大肠杆菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＥＴ３２ａ（＋）质粒由本院保存；ＳＬＯ多克隆抗体

由广州格瑞林生物科技公司惠赠。

１．２　仪器与试剂　ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ层析柱及填料均

购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司，限制性内切酶为Ｔｈｅｒｍｏ公司产品，连

接酶购自Ｔｏｙｏｂｏ公司，ＤＬ２０００ＤＮＡ、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、

胶回收和质粒提取试剂盒及ＰＣＲＴａｑＭｉｘｔｕｒｅ均购自天根生

物科技有限公司，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的兔抗羊二抗

购自北京中杉金桥生物技术有限公司，其他试剂均为分析纯。

１．３　方法

１．３．１　ＳＬＯ基因的ＰＣＲ扩增及表达载体构建　根据 Ｇｅｎ

ｂａｎｋ提供的ＳＬＯ基因序列（Ｍ１８６３８）设计ＰＣＲ引物，并在正

向引物５′加入ＮｃｏⅠ酶切位点及相应保护碱基，反向引物５′

加ＸｈｏｌⅠ酶切位点及保护碱基。引物序列如下，上游引物：

５′ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＧＣＡＡＣＡＡＡＣＡＡ ＡＡＣＡＣＴＧＣＴ

ＡＧＴＡＣＡ Ｇ３′；下游引物：５′ＣＣＧ ＣＴＣ ＧＡＧ ＣＴＡ ＴＴＡ

ＣＴＴＡＴＡＡＧＴＡＡＴＣＧＡＡＣＣＡＴＡＴＧＧＧ３′。取合成的

引物片段稀释成１０ｎｍｏｌ／Ｌ，按如下方法进行ＰＣＲ。反应体

系：上、下游引物各１μＬ加入１μＬ基因组 ＤＮＡ，补水至５０

μＬ，再混合入５０μＬＰＣＲＴａｑＭｉｘｔｕｒｅ，配成１００μＬ反应体系。

ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃２

ｍｉｎ，循环３０次，７２℃５ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物和ｐＥＴ３２ａ（＋）质
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粒用ＮｃｏⅠ及ＸｈｏｌⅠ双酶切后，４℃连接过夜，连接产物转化

ＤＨ５ａ，双酶切鉴定并进行测序。

１．３．２　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＳＬＯ重组质粒的诱导表达　经测序验

证的 ｐＥＴ３２ａ（＋）ＳＬＯ 重组质粒转化入大肠杆菌 ＢＬ２１

（ＤＥ３），挑取阳性克隆接种于含有５０ｇ／ｍＬ氨苄西林的ＬＢ培

养基中，置于的２０ｍＬ螺纹管中，于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振摇培

养过夜，分别采用异丙基硫代βＤ半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导和自

诱导的方式分别诱导。ＩＰＴＧ诱导法：将过夜菌液转种于５支

盛有５ｍＬＬＢ培养基的２０ｍＬ螺纹管中，于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ

振摇培养至对数期后，分别加入ＩＰＴＧ至终浓度为０．１、０．２、

０．４、０．８、１ｍｍｏｌ／Ｌ，继续于２８℃振摇培养２０ｈ。自诱导法：

过夜菌液转种于２支盛有５ｍＬ自诱导培养基的２０ｍＬ螺纹

管中，于２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振摇培养２０～２４ｈ。１Ｌ自诱导培

养基含：胰蛋白胨１５．００ｇ，酵母提取物７．５０ｇ，ＮａＣｌ５．００ｇ，

Ｎａ２ＨＰＯ４７．１０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ６．８０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４ ３．３０ｇ，

ＭｇＳＯ４０．２４ｇ，甘油１．００％，以上成分高压灭菌后加入无菌过

滤的葡萄糖０．５０ｇ和乳糖２．００ｇ。电泳条件：诱导菌以１２％

的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，条件

为８０Ｖ恒压４０ｍｉｎ，待样品进入分离胶后，改为１２０Ｖ恒压

６０ｍｉｎ。

１．３．３　ＳＬＯ重组蛋白的表达及纯化　分别采用ＩＰＴＧ（最适

条件）诱导及自诱导的方法诱导１Ｌ表达菌，使用ＮｉＳｅｐｈａｒｏｓｅ

ＦａｓｔＦｌｏｗ分别对破菌上清及沉淀进行纯化。破菌上清纯化

法：６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，使用 ＨｉｓＢｉｎｄｉｎｇ缓冲

液重悬后，冰上超声破菌，４℃高速离心，留上清液过滤后用

ＡＫＴＡｐｒｉｍｅ上柱，用ＨｉｓＢｉｎｄｉｎｇ缓冲液平衡后，采用ＨｉｓＥ

ｌｕｔｉｏｎ缓冲液（１０％Ｂ）先洗脱非特异性结合的杂蛋白质，平衡

后再用 ＨｉｓＥｌｕｔｉｏｎ缓冲液（１００％Ｂ）将目的蛋白质洗下。破菌

沉淀纯化法：１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集破菌沉淀，使用包

涵体 ＨｉｓＢｉｎｄｉｎｇ缓冲液充分溶解，４℃高速离心，留上清液经

过滤后用ＡＫＴＡｐｒｉｍｅ上柱，用包涵体 ＨｉｓＢｉｎｄｉｎｇ缓冲液平

衡后，采用包涵体 ＨｉｓＥｌｕｔｉｏｎ缓冲液（１０％Ｂ）先洗脱非特异性

结合的杂蛋白质，平衡后再用 ＨｉｓＥｌｕｔｉｏｎ缓冲液（１００％Ｂ）将

目的蛋白质洗下。以上纯化产物用１２％的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳进

行鉴定，并用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白质浓度。

１．３．４　ＳＬＯ重组蛋白的鉴定　包被稀释液稀释不同纯化来

源的ＳＬＯ重组蛋白，稀释浓度为５μｇ／ｍＬ，每孔加入１００μＬ，

４℃包被过夜。将ＳＬＯ多克隆抗体用抗体稀释液稀释成不同

浓度，３７℃孵育１ｈ，加工作浓度的酶标二抗１００μＬ，３７℃１

ｈ，洗板，ＴＭＢ显色后测定其４５０ｎｍ处吸光度值。

２　结　　果

２．１　ＳＬＯ基因的ＰＣＲ扩增及表达载体构建　在１０００ｂｐ与

２０００ｂｐ之间有一条明亮的产物条带，见图１，与 Ｇｅｎｂａｎｋ提

供的ＳＬＯ基因序列（Ｍ１８６３８，１６１４ｂｐ）大小相近，经ＮｃｏⅠ及

ＸｈｏｌⅠ 双酶切后成功连接ｐＥＴ３２ａ（＋）表达载体，测序ＰＣＲ

产物序列与ＳＬＯ基因序列（Ｍ１８６３８）完全一致。成功构建了

ｐＥＴ３２ａ（＋）ＳＬＯ重组表达质粒。

２．２　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＳＬＯ 重组质粒的诱导表达　ｐＥＴ３２ａ

（＋）ＳＬＯ重组质粒转化到ＢＬ２１（ＤＥ３）后，经ＩＰＴＧ诱导和自

诱导均诱导出一条明显表达带，相对分子质量为（７０～１００）×

１０３，与预计融合蛋白的相对分子质量一致。不同浓度ＩＰＴＧ

诱导蛋白的相对分子质量差异不大，均明显少于自诱导系统表

达量，见图２。

２．３　ＳＬＯ重组蛋白的表达及纯化　ＩＰＴＧ诱导菌纯化仅在包

涵体中纯化出２４ｍｇ目的蛋白，自诱导菌在上清液及包涵体中

分别纯化出目的蛋白３０ｍｇ和４０ｍｇ，见图３。自诱导产出蛋

白的质量和数量上都比ＩＰＴＧ诱导法有很大提高，见表１。

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲ产物。

图１　　ＰＣＲ产物电泳结果

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：未诱导产物；２～６：０．１、０．２、０．４、０．８、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＩＰＴＧ诱导产物；７～８：自诱导产物。

图２　　诱导蛋白电泳结果

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：上清液中自诱导纯化产物；２：上清液中ＩＰＴＧ诱导

纯化产物；３：包涵体中ＩＰＴＧ纯化产物；４：包涵体中自诱导纯化产物。

图３　　纯化蛋白电泳结果

２．４　ＳＬＯ重组蛋白的鉴定　不同纯化来源的ＳＬＯ重组蛋白

均能够被ＳＬＯ多克隆抗体识别，且抗原性无明显差异，见图４

·２８５２· 国际检验医学杂志２０１４年１０月第３５卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１９



（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

表１　　不同诱导方法产出纯化蛋白的结果对比

诱导方法
上清液中的纯化

蛋白（ｍｇ）

包涵体中的纯化

蛋白（ｍｇ）

总量

（ｍｇ）

ＩＰＴＧ诱导 ０ ２４ ２４

自诱导 ３０ ４０ ７０

３　讨　　论

ＳＬＯ是Ａ群链球菌的代谢产物之一，由５３８个氨基酸构

成，相对分子质量为６０×１０３，ＳＬＯ能够使细胞膜产生大的孔

道，使大量有毒物质进入细胞质，从而对细胞产生毒性作用［５］。

ＳＬＯ具有很强的抗原性，机体因感染 Ａ群链球菌可导致的咽

炎、扁桃体炎、猩红热、风湿热等疾病，机体可立即产生抗ＳＬＯ

抗体。临床通过测定抗 ＳＬＯ 抗体用于诊断 Ａ 群链球菌

感染［６］。

ＳＬＯ是制备抗ＳＬＯ抗体的主要试剂原料
［７８］。获得ＳＬＯ

的方法有天然培养和重组表达获得。天然培养是通过大规模

培养Ａ群链球菌获得其代谢产物，再分离获得ＳＬＯ，该方法最

大的优点是得到的ＳＬＯ为天然结构，但操作复杂、产量低，受

环境因素影响，目前基本被重组表达法取代。大肠杆菌表达系

统是目前使用最为广泛、最简单和经济的方法，其优势在于：表

达基因明确；在普通培养基中生长迅速；表达时可以带上相应

纯化标签，实现快速分离纯化［９］。其缺陷在于：缺乏真核细胞

的翻译后修饰系统；易造成表达过快、折叠混乱而导致的包涵

体表达，失去原有的功能。

由于不同的诱导条件在一定程度上决定了目的蛋白的产

量和质量，因而找到该目的蛋白优化的诱导表达条件就非常重

要。自诱导是针对大肠杆菌Ｔ７表达系统建立的一种优化诱

导条件，该系统中大肠杆菌以葡萄糖为碳源支持生长至饱和，

待葡萄糖消耗完全，培养基中的乳糖则开始起作用。在ｌａｃＹ

与ｌａｃＺ的基因产物———乳糖透过酶（ｌａｃｔｏｓｅｐｅｒｍｅａｓｅ）和β半

乳糖苷酶（βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ）的协助下，乳糖穿过细胞膜并部分

转化为异乳糖开启大肠杆菌 Ｔ７表达系统。笔者开始选用

ＩＰＴＧ诱导系统，表达量极低；而后采用自诱导的方式，不仅表

达量明显提高，并实现了部分可溶性表达。

总之，成功构建了ＳＬＯ的原核表达质粒，优化筛选出能高

效可溶性表达的诱导条件，纯化获得了ＳＬＯ重组融合蛋白，为

ＳＬＯ临床定量检测技术及应用研究奠定基础。
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ｇｒｏｗｔｈａｎｄｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｉｎｃｕｌ

ｔｕｒｅａｎｄｎｕｄｅｍｏｕｓｅｘｅｎｏｇｒａｆｔ：ＰＩ３ＫＡｋｔｐａｔｈｗａｙａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｔａｒｇｅｔ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，６９（２４）：９４６５９４７２．

（收稿日期：２０１４０６０１）

·３８５２·国际检验医学杂志２０１４年１０月第３５卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１９


