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问号钩端螺旋体zi乡L41基因
表达及重组抗原分析

阮萍严杰毛亚飞 彭慧琴周晓辉

·实验研究·

【摘要】 目的 构建问号钩端螺旋体(钩体)z培k培f批4l／1融合基因及其原棱表达系统。
方法采用连接引物聚合酶链反应(PcR)构建，出一，，pL41／l和ffn z z户7。41／1融合基因，常规方法构建其

原核表达系统。采用十二烷基磺酸钠聚而烯酰胺凝胶电涑检测目的重组蛋白rLTⅡr1．zpL41／1和

rcTB_rL』pL41／l表达情况；用免疫印迹和神经节苷脂酶联免疫吸附试验(GM，一ELIsA)分别检测上述

目的重组蛋白的免疫缘性和佐剂话性；采用PcR和显微镜凝集试验(MAT)分别检测97株问号钩体

野生株I z址4l／l基因及其表达情况；用ELlsA检测228例钩体患者血清f z卢L41基因产物的抗体。

结果与报道的相关序列比较，ffB fz乩4l／l和c}B￡一声L41n融合基因核苷酸和氨基酸序列相似性分

别为99 6％一99 9％和99 8％～100％。T■rB rLlpI，41／1和r(：TB、rLipL4l／l表达产量均约为细菌总蛋

白的10％，主要以包涵体形式存在。rLlB儿lpL4L／1和以TBrLipL4l／l均分别能与rupL4l／l兔抗血

清和牛GM．结台。87 6％(85／97)问号钩体野生株含有fi止41基因，84 5％(82／97)向号钩体野生株

分别与rL岫L41／l和rLipL41／2兔抗血清出现效价范围为l：4～1：128的MAT阳性结果。84 6％(193／

228)和78．5％(179／228)的患者血清分别rLlpL4IfI和rLipL41／2抗体阳性。结论 成功地构建了，￡凸

“扯41／l和cfBzf牡41／l融合基因及其原核表达系统。所表达的rLTB—rLlpL41／l和rClBrupL4l／1融

合蛋白有良好的免疫原性和佐剂活性。，i声L4l基因存在于不同问号钩体血清群中并高频率表达。

rLTB—rLipL4l／1和rcTB-rLipL4l／1具有成为钩体属特异性疫苗抗原的良好前景。

【关键词】问号钩端螺旋体；融合基因；分析

Identmcatjon on the jn蛐unogenic ac㈣ty of rec删binant rLTB／cTB-LipI．41／lto L印觚pim删Pr7唧Hs
and detecti帅of却L4l geⅡe with“s prod¨cti0Ⅱ RUn"R”F‘，1i州』皑，MA0‰一／Fz，PEM；m z

qtH，zHOU Xi＆争h“t ‘1)￡妞订m翱t 0j M越tcnt M埘0btolog，u≈d Pamsn。109，，M磁征aL&h∞l oj

繇“岍7"g(h㈧2廿，珊d甜Ⅲg 31200(1，ChinH

C打倒声删洲，w““饥盯：强N J2P，Emml：yancben@mall hz刁cn

【Abstract】 objecti代 To c∞struct prokaryotic expre锚i。n sptems of如开／cfR，z户L41／I fu栅
g廿1es，ldentIfy 1mmurlogell【c and a叫uvant activltlcs of che prodL】cts as well拍t。understalld tlle{req∞ncles

of ft声L4I gene that ca。哪ng and exp㈣ing ln L z"￡Prmgnn5 w11d st㈨sand spec】恤anljb。dy Ievds m

sera fmm palients wlch 1印【0spir【)sls Methods PoIymerase chalnreactlon(PCR)wlth lmklng pnrn盯was

applld to const n】ct th fuslon genes，出一，z扯41／l and czB z咖L41／l ByⅢ巾nemolecular biolugical

techniques，pmkaryoLlc expresSlon syst锄s。f t11e two fu8Ion genes were㈣trucLed s。dium clode呵l

sulfat}pdyacrylamlde gd eIectrop}10rcsls(SDS_PAGE)Ⅷu虻d Lo ex扪1Ine expressIon of the ta’get

recolllbma"t pmtei⋯LTB rLlpL4l／1 and r【、1、B-rLipL4l／l B。th w释tern blot and G8碍lioslde_cnZyme
“nked 1mmun0蛐rbent assav(GMl EI。ISA)w盯e used whlle lm“ulnogenlcand adjuva r】L a吼l“nes of rLTB

rI。LpL4l，l㈣d rcTB．rI．1pL4【，1 wercmeasured PCR and MAT were perfomld to detect 2 z牡4】鼬ne and

expressi011 of the gene ln 97 wlId str孤ns of L i"旭rn喟㈣，respectlvely Antlbod Les 89ainst product o[

fzp¨1 genem ser【lm sanlp】髓from 228 leptosplmsls panents were detectcd by ELISA Results

In conlparison wl Lh‘印0rted correspondlng 8equences，the㈣llaⅢi心of，据z2pL41／1 a】1d c出zz声L41¨

fuslon genes to 11ucleorlde and putal】ve arnIno acld蹄quen(=ewere 99 6％一99 9％and 99 8％一100％，

respectlvely Exp煳l帆0utputs。f both TI．’rB—rLlpL4L／l and r吼、R_rLLpl4lf L，m帅ly pres吼LIIlgⅥ[11

删u啪n body，co心stl“g approximate lO％of the total bacterLal protelns &th rLTB—rLlpL41，1 and
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rcTBrLipL4l，l∞LlId。。mhne rab bit an【l—rupL4l／l serum as weil as bcⅣine GMl，respectiveIy 87 6％

o“he L抽f盯凡wn”5 w11d strains(85／97)havlng z!pL41 gene w圳e 84 5％(82／97)ofthe wild stralns

wiLh rLl口L41¨叫rLlpL4l／2 ant博erum were p渊tive for MAT with tlters ofl：4 l：128 84．6％(193／

228)，78 5％(179／228)f㈨the patlents’se rLlm蛆mpl锚were posltlve for rLjPI．41／l and rLipL41／2

antmodles，rcspecL Lvely concI删i衄 z出一f批4l／1 and f￡n zz户L41／1 fusio“genesand thelr prokaoymlc

expresslon system5 were successfully c咖structed ln th Ls study I he Lwo expressed fusion pr。telns showed

qual讯ed㈣unogen㈣nd adjuvant actlvltlcs f z声L4l gene was extenslvdy dl吼rLbuted and frequently

expr㈣d L11 dlfferenf 5er(哥Dups d L zHfPr709“ns r1』B—rLlpL4l／l叫rcrB_TLlpL41／1 seemed to have

had go。d potential to ser燃s an antlgen】n L z”rPrr‘省Ⅲgcm饵-speclfLc vacclne
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问号钩端螺旋体(钩体)血清群、型众多，不同地

区有明显差异”’“。目前使用的问号钩体多价全凶

死疫苗副作用大，且对其未包含的血清群保护作用

极为有限’3“。shang等”J报道了问号钩体表面均

有编码355个氨基酸脂蛋白“础，41基因。我国15

群15株问号钩体参考标准株有，i业41n和
f z此41／2两个基因型，前者包括了我国流行最广的

血清群”o，故可作为属特异性基因工程疫苗的候选

抗原。重组大肠埃希菌不耐热肠毒素B咂单位

(LTB)和霍乱肠毒素B亚单位(cTB)是抗体生成的

良好佐剂”1⋯。为了提高表达产物抗原性及减少发

酵次数”“’，我们构建了zzB zi声L41／1和“B—zi址4l
融合基因及其原核表达系统，检测了表达产物免疫

性和佐剂活性，以及问号钩体野生株ziAL41基因的

携带率和钩体患者ff|：L清特异性抗体的阳性率。

材料与方法

1菌株来源：问号钩体黄疸出血群赖型5660l

株、大肠埃希菌44851株均购自中国药品生物制品

检定所，霍乱弧菌东74株培养物由浙江省医学科学

院何浙生研究员惠赠。采用EMJH培养基培养钩

体，LB培养基培养大肠埃希菌。97株分离自患者

的钩体野生株、显微镜凝集试验(MAT)效价≥

l：400的228份钩体患者血清分别由浙江省和广东

省疾病预防控制中心及本实验室提供。rLipI。41／l、

rLipl4l／2以及rLTB、rcTB、rLipL4l／1、rLipL4l／2

兔抗血清均由本实验室提供”’⋯。

2 z出、“B和zi声L4l基因的扩增、克隆和测序：

采用苯酚氯仿法提取钩体5660l株、大肠埃希菌

4485l株和霍乱弧菌东74株DNA，溶于TE缓冲液

中，用分光光度法测定DNA浓度和纯度⋯。f出

上街引物序列：5’一CcGGAATTcATGAATAAA

GTAAAATA一3’(EcoR f)，以B上游引物序列：

5’、CCGCAATTCATGA，rTAAATTAAAATTTG一

3’(EcoR工)，z出和“上i下游连接引物序列：5’

TA(jAGAAGATAATTTTCTATTTGCCATACTAA

TTGcGG03’。矗声L41引物序列：上游5’一ATG

AGA^AATTAl'CTTCTCTA．3’．下游 5’GCA

CTCGA(；TTACTTTGCGTTCCTTTCG TC一3
’

(xhoI)。聚合酶链反应(PcR)总体积为100 ftl，内

含：2 5 m。l／L各dNfrP、250 nmoVI。各引物、

20 nloVI，Mgcl2、3 0 u Ex Taq酶、100 ng DNA模

板、l×PcR缓冲液(pH 8．3)。z出和f出基因PCR

参数：94℃5 m【n，94℃30 s、48℃30 s、72℃45 s，

30个循环；72℃10 min。zi址41基因PcR参数：
94℃5 mjn，94℃30 s、55℃30 s、72℃90 s，30个循

环；72℃10 mln。用l 5％溴化乙锭预染色的琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物，zm、c培和fjpL41基因

目的扩增片段预期大小分别为375、375和1068 bp。

引物由上海博亚生物技术有限公司(BioAsia)合成，

PcR试剂盒购自大连宝生物工程有限公司

(TaKaRa)。

3 z出矗声L41／1和以B一“声L4l／l融合基因的构

建：将』fB、c出和“址41／l基因扩增产物用上海申
能博彩生物科技有限公司(Bjocol。r)小量DNA 3s

柱快速离心纯化试剂盒回收目的片段，用分光光度

法测定其浓度““。将￡出或r培与嘶也41n等摩

尔混台，DNA总量<500 ng，加入除引物外的上述

PcR试剂，反应参数：94℃5 min，94℃30 s、45℃

30 s、72℃150 s．10个循环：72℃10min。由于￡出

和c膪基因扩增时，下游采用连接引物，即该引物3’

端有18个核苷酸序列与fi牡4l／1基因5’端互补，
故经PCR后会形成部分z出或c膳与z一卢L41／1复

合模板。在上述反应产物中分别加入ffB或c出上

游引物和打牡41下游引物，扩增扶得z￡B一，i业41／1
或c蝎一fi址41／1融合基因，PcR参数：94℃3 min，

94℃30 s、50℃30 s、72℃150 s，10个循环；94℃

30 s、50℃30 s、72℃160 s(以后每循环增加10 s)，

15个循环；72℃10 min。目的扩增片段预期大小均

为1437 bD。
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4 T—A克隆、亚克隆和测序：采用T．A克隆试剂

盒(B10coIor)将，fB．』i础，41／l和矗B—fi儿4l／l融合
基因扩增片段克隆至pucm—T载体中，转化于

E c。fi DH 5n并扩增，碱变性法提取重组质粒⋯l，

EcoR l和xho l双酶切初步鉴定后委托B10Asia测

定插人片段的核苷酸序列，并与报道的zz址41、zfB

和c饵基因序列比较”“。将重组质粒和表达载体

pET32a分别用EcoR I和xho I双酶切，琼脂糖凝

胶电泳和小量DNA 3s柱快速离心纯化试剂盒分离

并回收目的片段，连接后转化于表达宿主菌E．m“

BL2lDE3中，经扩增、提取质粒后再次测序。

5．目的重组蛋白表达和收集：所构建的原核重

组表达系统pET32a—jtB_lipL4l／l—E fozj BI。21DE3

和pET32a ctB．1ipL4l／1 E ∞如 BL21DE3在含

1 nlmol／L IPTG的LB培养基中37℃振荡培养。所

收集的菌体超声破碎(300 v，5s×3)，离心后分为

沉淀和上清。采用10％十二烷基磺酸钠一聚丙烯酰

胺凝胶电泳(sDs—PAGE)检查目的重组蛋白rLTB—

rLipL4l／1和rcTB—r LipI。4l／l的表达情况。

6 rLTB．rLipL41／l和rCTB．rI。lpL41／l免疫原

性及佐剂活性的鉴定：以rLiDL4l／1兔抗血清为一

抗”1、1：3000稀释HRP标记羊抗兔IgG(Jackson

ImmunoResearch)为二抗，用免疫印迹(western

boh)检测rLTB—rLipL4l／1和rcTB—rLipL41／1的免

疫原性。用牛神经节苷脂(GM，)包被酶标板，洗涤

后分别加入4“g的rLTB—rLipL41／1和rcl’B—

rLipL41／1，重复5孔，以rLTB或rcTB兔抗血清为

一抗、上述HRP标记羊抗兔IgG为二抗、OPD为底

物，显色后检吸光度(A。)值。实验中以等量BsA

代替rLTBrLipL41／1和rcTB—rLipL41／2为【弱性对

照，重复5孔。

7钩体野生株“地41基因及其表达的检测：按
上法采用PcR检测97株问号钩体野生株zi址，41

基因携带情况。按Faine等“1介绍的方法，检测97

株问号钩体野生株与rLipL41／l和rLlpL41／2兔抗

血清的MAT效价，实验中采用正常兔血清作为阴

性对照。

8钩体患者血清特异性抗体的检测：rLipL4l／l

或r“pL4l／2(50Ⅳ∥m1)o．1 ml包被酶标板各孔，

4℃过夜，封闭、洗涤后以l：400稀释的患者血清为一

抗、l：4000稀释的HRP标记羊抗人IgG为二抗、

0PD为底物，显色后检A。。值。实验中用相同稀释

度的5份正常人血清作为阴性对照，重复5孔。若

患者血清标本A。。。值≥阴性对照均值±标准差者

为阳性⋯j。

结 果

1￡出、“B基冈和z蝎一如皿，41、吐B—zi儿4l融合
基冈扩增结果见图1。

1：DNA分子量爹考标准；2、4和6：分别为f出、f培、zf口L4l门

基冈扩增片段；7和9：分别为zfR￡zpL4lf】和rfB，zpL4ln融合基

因扩增片段；3、5、8和10：相应的空E1对照

图1 z胡、c蝎基因和ffB一，zpL41／l、c{B．f z声L4l／1

融合基因目的扩增片段

2．核苷酸和氨基酸序列分析：与报道的丰日应序

列比较“’“，fzB一矗皿，41／1和以B—zi声L41／l融合基因

核苷酸序列相似性分别为99 9％和99．6％，氨基酸

序列相似性分别为100％和99 8％，T—A克隆和亚克

隆测序结果完全相同，比较时不包括引物序列。

3．目的重组融合蛋白的表达：IPTG能有效地

诱导rLTB—rLipL41／l和rcTB rLipL4l／l的表达，

表达产物主要存在于菌体超声破碎物离心后的沉淀

中，其产量均约占细菌总蛋白的10％(图2)。

1：蛋白质相对分子质量(M，)参考标准；2、3：分别为末诱导和

IPTG诱导的rLTB r1．1pL41门表达情况；4、5：分别为诱导后表达

rLTB rLlpL4ln细菌的上清和沉淀；6、7：分别为未礴导和IPtrG诱

导的rcTB rLLTlT．41『l表达情况；8、9：分别为壤导后表选r匕TB．

rLI口L41“细菌的上清和沉淀

图2 IPT(；诱导时rI．1’B—r“pL41／l和

rcTBrLlpL4l／l的表达

4．目的重组融合蛋白的免疫原性和佐剂活性：
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wester“bolt结果表明，rLipL41兔抗f6：【清均能与

rLTB—rLipL41／1和rcTB．r“pL41／1结合(图3)。5

孔阴性对照的n。。。均值!标准差为0．21±0 05，阳

惟标准为0．36；5孔rLTB—rLipI』l／1平【I rcTB

r“pI■1／l的A。洲均值±标准差分别为1 09±O 14

和l 15±O．17，表明rLTB—rLipL4l／1和rcTB

rLi口L4l／I均能与牛c；M．结合。

1：蛋白质Mr参考标准；2：卒f】对jl《i；3、4：rLlpL41抗血臂识别

的TLrB T1．1pL4ln和rcTB_rL甲L41九

图3 rLzpT』41／l兔抗血清和rLTB rLlpI．4】／1及

rcTB—rLlpL4l／1的western b10t结果

5问号钩体野生株zi址41基因携带率和表达

率：87 6％(85／97)问号钩体野牛株zzpL41基因

PCR扩增结果阳性，84 5％(82／97)问号钩体野生株

与rLipL41／l和rLipL41／2兔抗血清出现效价范围

为1：4～1 128的MAT阳性结果(表1)。

表l 97株钩体野生株ft自L41基因携带率和表达率

6．钩体患者血清LipL4l抗体阳性率：由于

rLipL41／l和rLipL4l／2的阴性对照均值±标准差

分别为0．122±0 039和0¨5±0 46，阳性标准分别

为0 239和O 253。根据上述判断标准，分别有

84．6％(193／228)和78．5％(179／228)的患者血清

rLipL4l／1和rLIpL4l／2抗体阳性(表2)。

讨 论

以往的研究结果表明，我国15群15株致病性

问号钩体参考标准株均含有zzpL41基刚，但可分为

z劬L4l／l和z咖L41／2两个基因型，前者包括了我国

人群巾流行最广的血清群，女儿黄疽出血群、犬群、致

热群、秋季群、澳洲群、波摩那群、流感伤寒群和七日

热群等，具有fi儿41／2基因型的爪畦群、拜伦群、塔
拉索夫群和明尼群国内很少引起流行⋯，因而本文

采用zi声L41／l为目的克隆基因。

表2 228倒钩体患者血清rupL41s抗体

ELISA检测阳性率

基因工程疫苗往往因抗原单一而导致保护效果

不理想，若加入佐剂则可明显提高免疫效果。LTB

和c’rB是目前公认的诱导血清抗体和分泌性IgA

的佐剂”’⋯。业已证实，LTB和cTB佐剂活性取决

于与细胞表面GM，受体的结合能力”j。本文中

ELIsA结果证实，rIJB—rI。ipL41／1和rCTB一

儿ipL4l／1能与牛GM．结台，表明上述融合蛋白中

的rLTB和rCTR仍具有佐剂活性。CTB诱导产生

血清IgG作用较LTB为强““，但CTB激活n{2途

径而产生的IL一4能选择性地促进I娅合成，因而有

可能引起变态反应“⋯。I。TB主要激活THl途径，

其次是Tm，THl途径不产生II。一4，故认为LTB一
般不引起变态反应“。。因此，我们构建了zfB—

fi声L41／l和娃B—n声L4l／1两种融合基因的原核表达

系统，为后继研制基因工程疫苗留有选择余地。

与报道的相应序列比较“’⋯，我们克隆的ffB、

矗B、zt儿4 L基因核苷酸和氨基酸序列相似性高达

99．6％～100％，T—A克隆和亚克隆测序结果完全相

同。sDs—PAGE后可在预期位置出现rLTB-

rLipL4l『l和rcTB rLipL41／1表达产物，rLipL41／1

兔抗血清能识别rLTB—rLipL4l／1和rCTB—

rLipL4l／l，表明 rLTB．rLipL41／1／l 和 rCTB—

rLipL41／1／1均具有良好的免疫原性。

MAT是刖新鲜培养的活钩体与相应抗体进行

的显微镜凝集试验。我们在实验中发现，87 6％

(85／97)问号钩体野生株显示血儿4l基因扩增片

段，84 5％(82／97)问号钩体野生株与rLipL41／1和

rLipl41／2兔抗血清的MAT结果阳性，提示嘶)L41

是广泛存在于不同血清群问号钩体表面、有较高携

带率和夜达率的基因。早已肯定，MAT抗体足保护
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性抗体，可在补体存在下溶解问号钩体“1。我们的

实验结果表明，rLlpL41／1和rLipL41／2兔抗血清对

我国流行最广的6群问号钩体MAT效价为1：4～

1 128，提示zi儿41基因产物为保护性抗原。根据
ELIsA结果，分别有84．6％(193／228)和78 5％

(179／228)的患者血清rLipL41／l和rLipL4l／2抗体

阳性，提示zipL41基因产物有良好的抗原性，能有

效地诱导绝大多数感染者产生抗体。

综上所述，我们成功地构建了z￡B～z妒L41／l和

nB—fi儿41／1融合基因及其原核表达系统，所表达

的产物具有良好的免疫原性，，咖』。4l是广泛存在于

不同血清群问号钩体表面、有较高携带率和表达率

的基因。因此，rLTB—rLipL4l／1或rcTB—rLipL41／l

具有成为问号钩体属特异性疫苗抗原的前景。但r

述表达系统目的蛋白的产量均约为细菌总蛋白

10％，有必要进一步研究以提高表达产量。
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