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鼠疫耶尔森菌c护基因的克隆表达
及其产物免疫学评价

王鹏石国祥王海滨俞东征张建中
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·实验室研究·

【摘要】目的表达具有免疫学活性重组F1抗原(rFl)，并以其构建检测鼠疫抗体胶体金试

纸条。方法将去掉信号肽编码序列的c口朋基因片段与载体质粒pET32a(+)通过BamHI和Not I

双酶切位点进行连接，将重组质粒[cq∥．pET32a(+)]转化入BL21(DE3)中进行诱导表达，表达产

物经亲和层析纯化，以纯化rFl及天然F1抗原制备双检测鼠疫抗体胶体金标试纸条，并对浙江省

528份人血清标本进行检测。结果含cafl-pET32a(+)的BL21(DE3)，经诱导产生相对分子质量

(尬)约为35．5X 103的rFl融合蛋白；rFl融合蛋白检测鼠疫抗体的敏感性等同甚至超越天然F1抗

原；在528份人血清标本的检测中，rFl与天然F1的符合率为97．9％(K=0．466)，有较好一致性。

结论制备的rFl，具有良好免疫学活性，该rFl可替代天然F1抗原，用于鼠疫免疫学检测。
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【Abstract】0bjective To get recombinant FI antigen(rFl)and to construct the detection

dipstick of plague antibody．Methods The c吃∥gene removing the signal peptide coding sequence

was cloned into plasmid pET32a(+)by double．digested sites of BamHI and Not I．Recombinant

plasmid car／．pET32a(+)was transformed into BL2l(DE3)and the rF l Was expressed．Expression

products were purified by affinity chromatography．Dual detection dipstick of plague antibody was

constructed with purified rFl and natural F1．and evaluated with 528 human serum samples of

Zhejiang province．Results The fusion protein rF l of 35．5 KD was expressed by BL21 slrains

containing carl—pET32a(+)．The sensitivity of rFl showed equivalent to or higller than the natural

F1 antigen in detecting plague antibody．It seemed that there was a better consistency of 97．9％(K=

0．466)when 528 human Sel'a was detected by rFl and natural F1．Conclusion We successfully

extracted the rF l with good immunological activity that might be used to detecting Yersinia pestis．

【Key words】Yersinia pestis；Recombinant FI antigen；聊gene；Clone expression；
Immunological activity

鼠疫免疫学检测与诊断主要是以鼠疫耶尔森菌

(鼠疫菌)的特异性抗原叫1抗原为基础n·2。。Fl
抗原是由鼠疫菌约110 kb质粒(pMTl质粒)上carl

基因编码的一种荚膜蛋白，自然状态下以单体及聚

合体形式存在，其单体相对分子质量(尬)约为
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15．5×103，等电点为4．3 L3J]。长期以来，制备鼠疫检

测和诊断用的Fl抗原都是由鼠疫菌培养获得。自

鼠疫菌体上提取Fl抗原，费时、耗力，且纯度不高，

随着分子生物学技术的发展，克隆表达c印基因从
而生产重组F1抗原(rFl)成为可能。国内已有学者

报道Fl抗原的相关克隆表达b』]，其中，表达基因皆

为包含信号肽编码序列的c口∥基因。以上文献都报

道制备出有生物学活性的rFl抗原，但其与天然F1

抗原活性比较并未提及，也未见用其制备出鼠疫诊

断试剂的有关报道。由于天然F1抗原并不包含信
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号肽，上述研究中克隆表达的包含信号肽或更多氨

基酸的重组产物是否会影响其活性，以及其与天然

Fl抗原活性的差异多大，不得而知。为此本研究采

用“一步法”克隆表达去除信号肽编码序列的cq肛基

因，诱导产生具有生物学活性的rFl，以其构建了检

测鼠疫抗体的胶体金试纸条，并在浙江省人群血清

中进行初步应用评价。

材料与方法

1．材料：

(1)人血清标本：l份青海省鼠疫患者血清(血

凝效价1：160)、528份浙江省人血清标本(浙江省疾

病预防控制中心提供)和1份正常人血清(本室保

存)；鼠疫免疫兔血清(鼠疫疫苗株EV76免疫新西兰

大白兔制备，效价1：10 ooo)和天然Fl抗原(青海省

疾病预防控制中心提供)。

(2)鼠疫菌DNA模板：自EV76中提取，10 ng／“l。

载体质粒：pET32a(+)(Merk)；感受态菌株：E．coli

BL21(DE3)(TIANGEN)；分子生物学主要试剂：

Ex Taq酶(TaKaRa)，限制性内切酶BamHI、Not I

(Promega)，T4 DNA连接酶(Promega)，口rG(1 mot／L)，

10×BugBusterTM裂解液(Merk)，Ni柱(His SpinTrap，

GE)；其他试剂：用于SDS—PAGE的全套试剂及设

备，用于免疫印迹分析的全套试剂及设备，胶体金试

纸条制备相关全套试剂及设备。

2．方法：

(1)引物设计：根据NCBI公布的鼠疫菌c钔基
因序列(NCBI：ALll7211 85950．．86462)，并去除其

信号肽编码序列(去除第l。60位核苷酸)及终止密

码子(第51l。513位核苷酸TAA)，设计上游引物

Fls和下游引物Fla，在引物的5’端人工加上酶切位

点序列及保护碱基，具体为Fls：5’一CGC鱼鱼△!g￡

GCG GCA GAT TTAACT(配AA(配A．3’(下划线部

分序列为BamHI酶切位点)，Fla：5’一ATT T鱼堡鱼鱼￡

鱼至堑TTG GTT AGA TAC oGT 1’AC GGT TAC

A-3’(下划线部分序列为Not I酶切位点)，引物由上

海生物工程公司合成。

(2)重组表达质粒c胡．pET32a(+)的构建及鉴
定：PCR扩增oafl基因，条件为95℃预变性5 min；

95℃变性60 8，58 oC退火30 s，72℃延伸20 s，30个

循环；72℃延伸10 s。将PCR产物与质粒pET32a

(+)分别用BamHI与Not I双酶切，条件为37℃

3 h。将酶切产物以摩尔比4：l(目的片段：载体)比例

混合，加入T4 DNA连接酶，22℃3 h进行连接。取

10“l连接产物转化大肠埃希菌BL21(DE3)感受态

细胞。长出的克隆进行PCR鉴定，同时提取质粒，

以BamHI、Not l双酶切进行鉴定。

(3)rFl诱导表达及分析：将酶切鉴定正确的

c妒．pET32a(+)重组质粒进行c护基因序列测定，
序列与参考序列完全一致者进行诱导表达。诱导条

件：IPTG 0．5 mmol／L，37 oC 4 h。收集菌体，以裂解

液裂解菌体，并对全菌蛋白，裂解上清及沉淀进行

SDS．PAGE电泳分析。

(4)表达产物纯化及其免疫印迹分析：采用Ni

柱纯化表达产物，纯化后的rFl以1．5 mg／ml喷涂于

硝酸纤维素膜(NC膜)，4℃封闭过夜；将鼠疫免疫

兔血清、正常兔血清、鼠疫患者血清和正常人血清以

1：100稀释后与上述喷制好的膜进行免疫印迹分析。

(5)胶体金试纸条的制备及对浙江人血清标本

检测：采用40 nlTI的金颗粒标记金黄色葡萄球菌A蛋

白；同时将纯化rFl抗原及天然Fl抗原以1．5 mg／ml

浓度、1“l／cm喷划于NC膜上；按常规组装成检测鼠

疫抗体胶体金试纸条(北京庄浩生物技术公司制

备)。将鼠疫免疫兔血清分别进行1：1000、2000、

4000、8000、16 000、32 000稀释，同时将正常兔血清

1：1000稀释，分别滴加于制成的胶体金试纸条，

15 min后观测结果。采用以上试纸条对浙江省528

份人血清标本(以PBS行1：10稀释)进行检测，评价

rFl融合蛋白与天然Fl抗原检测人血清标本的效果。

结 果

1．c妒基因片段获得及重组质粒cafl-pET32a
(+)的鉴定：c胡基因PCR扩增产物大小约500 bp，
与理论片段(471 bp)相符(图1)。以BamHI单酶切

pET32a(+)及c妒．pET32a(+)，后者要比前者片段
大500 bp左右，说明有片段插入质粒pET32a(+)中；

以BamHI、Not I双酶切重组质粒cafl．pET32a(+)，

切出2个片段，其中较大片段约5000 bp，与质粒

pET32a(+)相近，较小片段约500bp与目的c印基
因片段大小一致(图2)。

2．表达产物纯化及其免疫印迹分析：如图3所

示，转化后的BL21经诱导可以高效表达rFl(泳道

3)融合蛋白，该抗原部分以可溶形式存在(泳道4)，

表达产物上清经Ni柱纯化后得到高纯度的rFl融合

蛋白(泳道6)，该rFl融合蛋白带HIS标签，坛约为

35．5×103。

纯化rFl的免疫印迹分析见图4，纯化rFl与鼠

疫患者血清及鼠疫免疫兔血清都有良好反应，与正
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注：1：oafl基闪片段；2：分子质鞋标准

图1去信号肽编码序列c嘎∥基因PCR产物电泳

注：1：以BamHl酶切pET32a(+)；2：以BamHI酶切cafl—pET32a

(+)；3：以BamHI-与Sotl双酶切c胡．pET32a(+)；4：分子质量标准

图2重组质粒cq门-pET32a(+)酶切鉴定

注：1：分子质量标准；2：诱导前全菌蛋白；3：诱导后伞菌蛋

白；4：诱导后菌体裂解上清；5：诱导后的菌体裂解沉淀；6：纯化诱

导后菌体裂解卜清

图3转化后的BL21诱导表达产物的SDS．PAGE结果

注：l：rFl与鼠疫免疫兔血清(1：100)反应；2：rFl与正常兔血清

(1：100)反应；3：rFl与鼠疫患者血清(1：100)反应；4：rF!与正常人

血清(1：100)反应

图4纯化rFl与鼠疫血清的免疫印迹结果

常人及正常兔血清无反应。结果表明该rFl有较好

的免疫反应性及特异性。

3．胶体金试纸条实验室评价：从图5可以看

出，天然F1抗原线的显色带较宽，而rFl融合蛋白

线较窄，在阳性兔血清l：32 000稀释时，天然F1抗

原线已不明显，而rFl融合蛋白线仍可识别，说明本

研究的rFl融合蛋白较天然Fl抗原用于检测时的

敏感度相当甚至更高。对于正常兔血清，2条检测

线都未显色。

4．胶体金试纸条检测人血清：采用天然F1与

·71·

注：1～6：免疫兔血清做不同倍数稀释，依次为l：1000、2000、

4000、8000、16 000、32 000稀释；7：正常兔血清

图5 以rFl构建的胶体金试纸条测定鼠疫免疫兔血清结果

rFl检测528份浙江省人血清标本，结果经检Nx2=

1．21(P>0．05)，差异无统计学意义。528份血清标

本中，天然Fl检测线阳性8份(1．5％)，rFl检测线阳

性13份(2．5％)；其中两者共同阳性为5份(1．0％)，

共同检测阴性512份(97．O％)。经一致性检测，两者

的符合率为97．9％(K=0。466)，有较好的一致性。

对528份血清标本的检测中，共有11份血清两

者结果不符，其中8份rFl检测阳性(F1检测阴性)，3

份Fl检测阳性(rFl检测阴性)。这1 1份标本显色均

很弱，血清经醛化血球吸收后，进行血凝法测定，结

果皆为阴性。

讨 论

鼠疫免疫检测的历史就是Fl抗原检测的历

史。从最初的间接血球凝集试验(IHA)，到现在普

遍使用的胶体金免疫层析法(GIcA)，都是以Fl抗

原为基础。F1抗原是鼠疫大质粒(pMTl质粒)上

c胡基冈编码的一种荚膜蛋白，也是鼠疫一种重要
的毒力因子(抗吞噬因子)。用于诊断的F1抗原是

自菌体提取而得，传统方法是丙酮沉淀法，最近有新

方法的文献报道"J。自菌体中提取F1抗原，需培养

大量鼠疫菌，而鼠疫菌生长较为缓慢，且提取过程步

骤繁琐，耗时较多，生产1 g左右Fl抗原约需1个月；

由于步骤繁琐时间冗长，Fl抗原的质量很难标准

化，各批次间纯度与活性差异较大，对鼠疫监测数据

的比对及各实验室数据的共享造成困难。且自菌体

中提取的Fl抗原只是一种粗制抗原，其中混有鼠

疫菌的其他组分，这些组分往往干扰着鼠疫的特异

诊断i引。

rFl则克服了天然Fl上述缺陷，不仅易提取、纯

度高，产品质量也可严格控制，各个批次之间产品可

比性强，成本也只相当提取天然F1的1／10左右。

rFl已在国外疫苗研究中广泛采用阳-ll】，我国现

今使用的检测鼠疫抗体免疫试剂仍是使用粗提天然

F1抗原。本研究研制的rFl融合蛋白，与刘斌等b]、

王革和王秉翔¨3研究中记载的rFl相比，本研究rFl

不含信号肽，理论上讲，其构象与天然成熟的完整
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F1分子更相似。经实验室及现场测试，以本研究

rFl构建的金标试纸条，其敏感性等同甚至超越天然

F1构建的金标试纸条，特异性也较高。

本研究中发现1l份两者检测结果不符的血清，

一方面，检测所用的天然Fl与rFl中，可能有少量混

杂成分，而造成交叉反应；另一方面，不符的ll份标

本显色均十分弱(与图5中第6试纸条相似)，肉眼观

察的偏差可能造成结果差异。

近年来，在浙江、广州等地血清学调查，在部分

正常人中检测到高滴度的Fl抗体’12J3|，这些Fl抗体

阳性血清不是鼠疫患者血清，但也不是一般意义的

健康人血清。本研究采用浙江省正常人血清进行

rFl免疫学活性测定，其目的在于检测浙江省正常人

血清对于天然Fl抗原与重组Fl的反应性是否一

致，从而为寻找正常人血清Fl抗体阳性的实质提供

更多线索。本研究结果显示，两者检测结果符合率

为97．9％(1c--0．466)，有较好的一致性。进一步说明

浙江省正常人群中Fl抗体不是由杂散抗体的交叉

反应引起。

总之，本研究成功构建了具有良好免疫学活性

的rFl，有望将rFl最终替代天然F1抗原，用于鼠疫

免疫学检测。
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