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恙虫病东方体56 kDa抗原基因片段

在不同载体的表达

邓艳琴严延生 何似 翁育伟 陈亮

·973·

·实验研究·

【摘要】 目的构建恙虫病东方体56 kDa表面抗原基因(sta56)片段在不同载体的重组表达质

粒，在E．∞髓中表达sta56重组抗原并比较不同表达系统对sta56的表达效果。方法从含有恙虫病

东方体Karp株sta56基因的重组克隆，扩增出不同长度的截短的sta56片段，定向插入pPROEX HTb

及pET30a载体，转化大肠埃希菌DH5a或BL21(DE3)，IPTG诱导表达，应用十二烷基磺酸钠一聚丙烯

酰胺凝胶电泳(sDsPAGE)观察重组蛋白表达情况，应用蛋白印迹(wB)方法分析重组抗原的活性。

结果 成功构建含sta56不同长度片段的重组表达质粒pHTbOt957、pHTbot498、p}rrbot342和

pETot957、pETot498、pETot342，各重组子均可在E．c以中以融合蛋白的形式有效表达，SDSPAGE

显示各表达重组子表达不同分子量的重组蛋白，wB证实各重组蛋白均能被恙虫病患者阳性血清所

识别。结论 恙虫病东方体Karp株sta56基因可在大肠埃希菌获得高效表达，pEl、30a对sta56的表

达效果优于pPROEx HTb；重组蛋白具有免疫反应性，纯化后可用作免疫诊断抗原。
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【Abstract】 objective To construct recombinant plasmids∞ntaining the truncated gene of the major
surface antigen sta56 of or妇咒￡缸￡s“￡s￡‘gn优甜曲i(ot．)Karp strain for expresSion antigen in E．∞髓so as to

compare the expression emciency in different syStems．Methods From the recombinant plasmid TOP0一

sta56 containing sta56 of or诒咒￡缸￡s甜￡5甜gHm“曲i Karp strain， several truncated genes of sta56 wml

different length were amplified and subcloned into the expression vectors pPROEX HTb and pET30a．

These genes were expressed in E．∞如DH5a and BL21(DE3)respectively when induced by IPTG．The

expressed re∞mbinant proteins were analyzed by sodium dodecyl suHate-pOlyacrylamide gd elecrophoresis

(SDSPAGE)and WeStem blot．Results Six recombinant plamids∞ntaining truncated sta56 geneS of

different length were constructed as foIiow： pHTbot957，pHTbot498，pHTbot342 and pETot957，

pETot498，pETot342．The recoⅡ南inant sta56 proteins were highly eXpressed as 6×His fusion protdnS in

E．∞以DH5a and BL21(DE3)respectively．The fusion pmteins showed as different bands of different

molecular weight reSpectively when analyzed with SDSPAGE． Westem blot demonstrated that the

recombinant proteins were recognized by the positive serum of Ot．patients，C伽clllsj伽 The sta56 gene of

or拓卵础z拈“拈“岩祝m“折i Karp strain could be highly expreSsed in E．∞以and its expression showed better

efficiency in pET30a than in pPROEX HTb．The recombinant sta56 antigen with immunoreactiVity could

be used as diagnostic reagent for 0t．infection．

【Key words】 ori跏￡如拈“拈“班m“奶i；56 kDa antigen；Pmtein expresSion

恙虫病是由恙虫病东方体(0r沈n￡缸

￡s“￡s“gn优“奶i，Ot)引起的以发热、皮疹、虫咬溃疡

(焦痂)和浅表淋巴结肿大为主要特征的发热性疾
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病，虫咬溃疡是其特异性的体征，但由于虫咬溃疡大

都部位隐蔽，数量少，对其检出率的报道各地差异较

大⋯，因此必须辅以实验室检查以便及时确诊。恙

虫病东方体56 kDa表面抗原(scrub typhus antigen，

sta56)作为恙虫病东方体表面含量最丰富的外膜蛋

白，免疫原性强，最常被宿主免疫系统所识别幢’3o；

sta56可与株特异性单抗和群特异性单抗反应，表明

 



·974· 史堡煎堡疸堂苤查!!!!生!!旦箜垄鲞箜!!塑 垦!!望!曼Pi!!里!!!!盥!!!里!竺!!!!!∑!!：!!!蔓!：!!

sta56存在株特异性表位和群特异性表位旧“1，因而

sta56是恙虫病诊断抗原的主要候选者之一。我们

参照Karp株sta56基因序列¨o自行设计合成数对

引物，采用聚合酶链反应(PCR)从含有Karp株

sta56的重组克隆扩增，扩增出编码含丰富亲水氨基

酸区域的不同长度DNA片段并亚克隆进入两种表

达载体，在大肠埃希菌中进行表达。

材料与方法

1．质粒与菌株：恙虫病东方体Karp株为福建

省疾病预防控制中心(FJCDC)保存株，TOPO-Sta56

为中心研究室构建的含Karp株sta56基因的重组

克隆；pPROEX HTb和pET30a分别由第二军医大

学曾锦章博士和中国疾病预防控制中心病毒病预防

控制所张明诚研究员惠赠；DH5a和BL21(DE3)为

FJCDC保存菌株。

2．主要试剂：rTaqase、限制性内切酶、DNA连

接试剂盒、凝胶回收试剂盒、IPTG为TaKaRa公司

产品；羊抗人多价Ig(7、a、肛)为Sigma公司产品；

NBT、BCIP为华舜生物工程公司产品；蛋白质分子

量标准为华美生物工程公司产品；丙烯酰胺、过硫酸

铵等为Amresco公司产品；其余试剂为国产分析纯。

3．重组表达质粒的构建：

(1)PCR引物的设计与合成：Karp株sta56基

因序列参照文献[5]自行设计4条引物(表1)，用于

扩增截短的sta56，P，，、P：，为正向引物，添加了

B锄H工酶切位点gga tcc；P2：、P。：为反向引物，添加

了HindⅢ酶切位点aag ctt和终止密码子cta。

P】，～P，：相互配对，可组成4对引物，扩增4条长度

不等的PCR产物。以上引物由赛百盛公司合成。

表l 研究应用的引物

P11 5’．gct弹慨gaa gaa蹲aaa gaa aag gc-3’ 正向 853～88l

P2l 5’一gct离醴tcc cct agc gcttct cct gtc一3’ 正向1312～1338

P22 5’．cct曲g ctt cta tgc tgc tac tgc ttc ttg一3’ 反向1624～1653

P32 5’一tcc a眶ctt cta ctt gca gtc acc ttc acc一3’ 反向1780～1809

注：表中黑体字为人工引入的限制性内切酶识别序列；gga tcc

为BamHI酶切位点；aag ctt为HindⅢ酶切点；定位依据为引物序列

在Karp株sta56的位置

(2)截短的sta56基因的扩增：30“1反应体系中

重组克隆质粒TOPO—sta56 40 ng，200 mmol／L

dNTP，1．5 mm01／L MgCl2，P11和P22(或P1l和P32、

P2。和P22、P2。和P32)引物各1 pmol／L，10×反应缓冲

液3．0 pl，1 U rTaq polymerase。PCR反应为94℃

变性5 min后，按94℃45 s，55℃1 min，72℃

1．5 min循环35次，再于72℃延伸10 min。

(3)重组表达质粒的构建及鉴定：将扩增得到的

截短的sta56基因及表达载体pPROEX HTb、

pET30a分别用BamH I和HindⅢ双酶切并纯化回

收，将目的基因片段与载体连接，转化相应的感受态

细胞，筛选阳性克隆，以HindⅢ单酶切，HindⅢ、

BamH工双酶切对重组表达质粒进行酶切鉴定。

4．重组蛋白的表达及分析：

(1)重组蛋白的表达：接种含重组表达质粒的

单菌落于5 mI LB(含相应抗生素)液体培养基，

37℃，250 r／min振荡培养过夜，次日以1：100的比例

转种50 ml LB(含相应抗生素)液体培养基剧烈振荡

培养至A㈣=0．6～0．8左右，加IPTG至终浓度

1 mmol／L，继续培养，每隔1 h收集菌体，每管1 ml，

离心，弃上清，沉淀于一20℃保存。

(2)对蛋白表达样品进行十二烷基磺酸钠一聚丙

烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)：参照文献[6]制备，

分离胶12％～15％，浓缩胶5％。使用凝胶分析仪

测定重组蛋白表达量。

(3)对重组蛋白进行免疫印迹(WB)试验：将凝

胶上的蛋白质电转移至NC膜，4℃、5％牛奶封闭过

夜，与经pProEx HTb／DH5或pET30a／BL21吸收的

恙虫病患者阳性或阴性血清(1：300稀释)，室温孵育

1 h后，NT洗涤3次，每次10 min；再加入第二抗体

(羊抗人多价Ig，1：30 000稀释)，室温孵育1 h后，

NT洗涤3次，加入显色液室温显色后用蒸馏水终

IE反应。

结 果

1．PCR产物的获取：以重组质粒ToPO-sta56

为模板，以P。。、P：。、P：：、P，：构成的引物扩增得到不

同长度的截短的sta56基因(表2)。

表2 PCR扩增产物

2．重组表达质粒的酶切鉴定：截短的sta56基

因有三个片段(957 bp、498 bp、342 bp)被分别亚克

隆进入pPROEX HTb和pET30a载体。提取质粒，
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经HindⅢ单酶切，pHTb重组质粒可得到一条带为

5．12 kb(或5．28 kb、5．74 kb)，pET30a重组质粒可

得到一条带为5．76 kb(或5．92 kb、6．38 kb)；经

HindⅢ、BamH I双酶切，pHTb重组质粒可得到大

小分别为4．78 kb、342 bp(或498 bp、957 bp)的两条

带；pET30a重组质粒可得到大小分别为5．42 kb、

342 bp(或498 bp、957 bp)的两条带，表明已获得正

确的克隆。

3．重组蛋白的SDS—PAGE：

(1)pPROEX HTb重组质粒的SDS—PAGE：重

组质粒pHTbOt以E．co髓DH5a为宿主菌，经IPTG

诱导后，将菌体蛋白进行sDS—PAGE，与不含载体的

DH5a菌，只含空载体的pPRoEX HTb／DH5a及未

经诱导的pHTbOt／DH5a对照菌比较，可以清楚地

看到诱导菌在约15．4 kDa、21．1 kDa和37．9 kDa处

出现一条明显的蛋白带，与预期分子量相符；而未含

载体的细菌、只含空载质粒的细菌及未经诱导的对

照菌均未显示此带，说明以pPROEx HTb构建的重

组质粒可以表达重组的sta56抗原(图1，2)。经凝

胶分析仪测定，表达蛋白的含量分别占菌体总蛋白

的9．0％[引、16．5％和26．3％。

1：DH5Ⅱ菌体蛋白；2：含pPRoEx HTb的DH5Ⅱ菌体蛋白5

3：诱导前的重组子pHTbot498／DH5a菌体蛋白；4～8：IPTG诱导

1、2、3、4、5 h的重组子pHTbot498／DH5Ⅱ菌体蛋白；9：蛋白质分子

量标准

图1 pHTbo“98表达产物SDSPAGE分析

(2)pET30a重组质粒的SDS．PAGE：重组质粒

pETot以E．∞zi BL21(DE3)为宿主菌，经IPTG诱

导后，将菌体蛋白进行SDS—PAGE，与不含载体的

BL21(DE3)菌，只含空载体的pET30a／BL21(DE3)

及未经诱导pETOt／BL21(DE3)的对照菌比较，可以

清楚地看到诱导菌有特异的表达带出现，但

pETOt342、pETot498表达的重组蛋白表观分子量

约为22．3、29．6 kDa，与预期的分子量(17．7、

23．4 kDa)不同；pETOt957重组子在约40．3 kDa处

出现一条明显的蛋白带，与预期分子量相符；而未含

载体的细菌、只含空载质粒的细菌及未经诱导的对

照菌均未显示此带，说明以pET30a构建的重组质

粒可以表达重组的sta56抗原(图2)。经凝胶分析

仪测定，表达蛋白的含量分别占菌体总蛋白30％、

36％和36％[8|。

1：DH5a菌体蛋白；2：含pPROEx HTb的DH5Ⅱ菌体蛋白；

3：诱导前的重组子pHTbot957／DH5d菌体蛋白；4～6：IPTG诱导

1、3、4 h的重组子pHTbot957／DH5a菌体蛋白；7：蛋白质分子量标

准；8～11：IPTG诱导5、4、2、1 h的重组子pET0t498／BL21(DE3)菌

体蛋白；12：诱导前的重组子pET0t498／BL21(DE3)菌体蛋白；

13：BL21(DE3)菌体蛋白；14：诱导前的重组子pETOt342／BL21

(DE3)菌体蛋白；15～18：I盯G诱导1、2、4、5 h的重组子

pET0t342／BL21(DE3)菌体蛋白

图2 pHTbot957、pET0t498和pET0t342

表达产物SDSPAGE分析

4．重组蛋白的wB分析：wB显示，特异的蛋

白带能为恙虫病患者血清所识别；而不含载体的细

菌、只含空载体的细菌或诱导前的细菌的相应位置

均未出现此带，说明表达的sta56重组抗原具有免

疫反应性(图3)。

讨 论

众多研究资料表明，几乎所有的恙虫病东方体

感染血清均表现出与sta56蛋白的反应性‘2引。因

此，用sta56蛋白代替完整的Ot全细胞抗原作为检
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测试剂成为可能。近年来国外陆续有报道将不同株

的恙虫病东方体sta56重组抗原应用于PHA㈨、间

接ELISAhl01、快速免疫层析法⋯3等，可检出恙虫

病抗体IgM和IgG，均具有良好的敏感性和特异性。

1：pHTbOt957／DH5Ⅱ；2：pH，rb()t498／DH5n；3：pH，I、b()t342／

DH5a；4：pETOt957／BL21；5：pET0t957／BL21；6：pETOt957／BL21

图3 各重组蛋白的WB分析

恙虫病东方体与大肠埃希菌同属于原核生物，

且56 kDa蛋白的基因结构已表明，其启动子和RBS

等与大肠埃希菌同源性很高。51，因此Karp株sta56

应该能够在原核表达系统获得高效表达，国外已有

诸多文献的报道证实了这一点n2’13|。pPROEx

HTb是原核表达载体，含有色氨酸启动子和lacIq

基因，克隆基因能被IPTG诱导表达。pPRoEx

HTb表达的重组蛋白融合6个组氨酸，该组氨酸序

列位于融合蛋白的氨基端，对Ni—NTA树脂有很强

的亲和力，有利于亲和层析纯化重组蛋白。在pET

载体中，目的基因处于噬菌体T7转录和翻译信号

的强有力控制下，表达则受宿主细胞提供的

T7RNA聚合酶诱导。T7RNA聚合酶具有很高的

选择性和活性，在充分诱导时，几乎所有的细胞资源

都可被用于目的基因表达，因而可获得重组蛋白的

高效表达。同时pET30a载体也表达融合蛋白，在

其N端或C端均可融合6×His tag，有利于后续的

纯化。

Stover等¨1曾使用pBR322对Karp株sta56全

基因在大肠埃希菌HBl01进行表达，但表达量不

高。Stover认为虽然恙虫病东方体sta56基因的启

动子(一10区和一35区)及RBS的序列均与大肠埃

希菌的极为相似，但在该菌内过表达完整的sta56

可能对大肠埃希菌是致死性的。我们对Karp株

sta56的ORF进行亲水性分析，选择亲水性好的氨

基酸编码区重新合成引物，扩增截短的sta56片段

用于重新构建重组表达质粒，以将Karp株sta56截

短的方式对其进行表达，共有3个截短的sta56片

段，长度分别为342、498和957 bp被插入表达载体

pPROEX HTb和pET30a中，得到6个重组表达

克隆。

在pPROEX HTb中，pHTbot342、pHTbot498、

pHTbOt957可以his《a56融合蛋白的形式进行表

达，其分别含有137、189、342个氨基酸，其中N端

的26个氨基酸来自载体的编码序列。SDS—PAGE

结果分别显示一条15．4、21．1、37．9 kDa的特异蛋白

表达带，wB分析表明，各蛋白带能为恙虫病患者血

清所识别。

在pET30a中，他们仍可以6×His—sta56融合蛋

白的形式进行表达，根据插入表达载体的基因片段

的长度推定，他们分别含有161、213、366个氨基酸，

其中N端的48个氨基酸来自载体的编码序列，表

达的重组蛋白的分子量应分别为17．7、23．4和

40．3 kDa。但SDS—PAGE结果显示，除pETOt957

表达的重组蛋白分子量与预期相符外，pETOt342、

pETOt498所表达的重组蛋白的表观分子量约为

23．O、31．0 kDa，这种迁移速率的差异可能与蛋白质

的构像有关。WB分析表明，各蛋白带能为恙虫病

患者血清所识别。

比较6个重组克隆的表达量，pPROEx HTb载

体构建的克隆中只有pHTbOt957表达量较高，达

26．3％，pHTbot342仅为9．0％，pHTbot498为

16．5％；而pET30a载体构建的克隆表达量均较高，

pETOt342、pETOt498、pETOt957的表达量分别为

28．7％、33．4％和36．0％。由此可见，pET30a对

Karp株sta56基因的表达优于pPROEx HTb。

wB显示，各重组蛋白均能与恙虫病患者阳性

血清反应，表明各重组蛋白都具有免疫反应性，对

pETOt957表达的蛋白纯化后曾应用于间接ELISA

检测恙虫病患者血清中的IgG，获得了良好的效

果[8]，但使用截短的重组抗原作为检测试剂仍需更

详尽的研究。
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一起肠产毒性大肠埃希菌06：LT

致婴幼儿腹泻爆发的调查

杨胜彬 胡昌军 米庆秀 蒲祖伟 杨凡

对湖南省新晃县碧朗乡2003年12月12～19日某村6

名儿童突发腹泻并死亡2例进行了流行病学调查，经临床诊

断和实验室检测证实为一起由肠产毒性大肠埃希菌(ETEC)

06：LT引起的腹泻爆发；现将结果报道如下。

1．对象与方法：新晃县碧朗乡某村下辖13个组，总人口

750人。此次发病儿童集中在三个紧密相邻的小组，两面环

山，一条小溪从中穿过，人畜粪便流入小溪。饮用水源各户

独立，但共同用溪水洗衣、洗菜。12月12日，首发患儿(4月

龄)出现呕吐、腹泻症状，经村卫生室用庆大霉素等药物治疗

(未输液)效果不好，病情加重，于15日凌晨3时死亡；随后

陆续发病5例；6名患儿皆为男性，年龄4月龄～8岁；第2

例也因治疗无效而死亡。患者大便均为蛋花、水样便，10～

15次／d，每次30～50 mI，非喷射状；低热(38．0℃以下)，血常

规正常，大便样常规偶见WBc 0～1／HP、脂肪球+／HP。经

实验室检测，ETEc诊断血清(北京东药医学产品科技开发

公司)、药敏纸片(北京天坛药物生物技术开发公司)、ETEC

标准株(湖南省疾病预防控制中心提供)。所有粪便样本均

作者单位：418000湖南省新晃县卫生防疫站(杨胜彬、蒲祖伟、

杨凡)；怀化医学高等专科学校医学检验系(胡昌军)；怀化市疾病预

防控制中心(米庆秀)

通讯作者：胡昌军，418000怀化医学高等专科学校医学检验系

·疾病控制·

按GB 4789．6—94进行分离与鉴定，增菌后分别接种至伊红

美兰琼脂平板进行培养。溪水、自家饮用水以无菌瓶采样

450 ml，用吸附法沉淀处理后，按前述方法分离培养。凡血

清凝集在“++”以上，符合肠杆菌生化反应的菌即判为ETEC。

耐药性试验，采用wH0推荐的改良法，用MH培养基，按

《美国NcCLs药敏试验纸片扩散法法规》判定结果。

2．结果与分析：分别从患儿粪便、溪水双糖铁培养物中

各取少许菌苔与ETEC多价1血清做凝集试验，同时做盐水

对照，结果发现凝集都在“++”以上，并与ETEC单价06凝集

(+卞)，而盐水对照试验为“一”。药敏试验结果表明，对头孢

哌酮、阿米卡星敏感；对多粘菌素B、新霉素、氟哌酸、链霉

素、卡那霉素、头孢曲松一般敏感；对杆菌肽、复方新诺明、羟

苄青霉素、利福平、氯霉素、庆大霉素、氨卡西林耐药。动物

试验结果表明，兔肠段结扎试验和乳鼠灌胃试验均为阴性。

综合调查表明，ETEc06：LT易导致婴幼儿腹泻，且发病急，

特别在医疗条件较差的农村山区，死亡率高。因此，培养良

好的卫生习惯，加强农村人畜粪便的管理，改善农村医疗卫

生条件对控制ETEC的危害意义重大。

(本调查得到湖南省疾病预防控制中心的大力支持与帮

助，特此致谢)

(收稿日期：2004．03．25)
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