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·实验室研究·

甲型副伤寒杆菌外膜蛋白X基因分布及其
重组表达产物免疫保护作用的研究

李明雷 方海俊 范兴丽 张佳 严杰 孙爱华

【摘要】 目的 了解甲型副伤寒沙门菌临床菌株外膜蛋白(ompX)基因分布、序列保守性及

其产物免疫原性和免疫保护性。方法采用PCR扩增甲型副伤寒沙门菌临床菌株ompX基因。

利用大肠埃希菌表达系统表达rOmpX，产物采用Ni．NTA亲和层析法提纯。采用免疫扩散法、

ELISA和Westem blot鉴定rOmpX抗原性和免疫反应性。采用小鼠感染模型了解rOmpX对甲型

副伤寒沙门菌感染的免疫保护作用，微量肥达试验检测rOmpX免疫小鼠血清抗体凝集伤寒和副

伤寒沙门菌效价。结果所有甲型副伤寒沙门菌临床菌株均有。御x基因，其核苷酸和氨基酸序

列相似性分别高达99．2％一100．0％和98．4％，100．o％。rOmpX免疫家兔可产生高效价抗体，利

用该抗体与甲型副伤寒患者血清标本进行ELISA试验，95．6％(65／68)的标本呈阳性。100嵋和

200雌rOmpX对感染小鼠的免疫保护率分别为93．3％(14／15)和100．0％(15／15)。rOmpX免疫小

鼠血清对甲型副伤寒和伤寒沙门菌H抗原凝集效价为l：10～l：40。结论ompX基因重组表达

产物可作为甲型副伤寒沙门菌基因工程疫苗候选抗原。
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【Abstract】0bjecfive To determine the distribution and sequence conservation of outer

membrane protein X(ompX)gene in Salmonella paratyphi A isolates as well as the immunogenicity

and irnmono—protection of ompX gene products．Methods OmpX gene in Salmonella paratyphi A

isolates was detected by PCR and the amplification products were sequenced after the T-A cloning

process。OmpX gene product was expressed with E eoli expression system and the expressed rOrnpX

was extracted by Ni-NTA affinity chromatography．SDS—PAGE and Bio-Rad Gel Image Analyzer weTe

applied to examine the expression and yield of rOmpX．Both antigenicity and immune-reactivity of

rOmpX were detected by immune．diffusion test．ELISA and Westem blot assay．The immune-

protective effect of rOmpX against infection of Salmone／／a paratyphi in mice was determined and the

agglutinative titers of sera from rOmpX-immunized mice was measured by micro—Widal’S test．
Results All the tested Salmonella paratyphi A isolates had ompX gene with high nucleotide or amino

acid sequence identity(99．2％一100．0％or 98|4％一100．0％)．Ⅵmell rOmpX was induced to rabbits to

produce high leveI antibody and combined with antiserum against whole eell of Salmonella paraophi

A，the results displayed a positive Western hybridization signal．Results from ELlSA demonstrated that

95．6％(65／68)of the serum samples from paratyphoid—A patients were positive on rOmpX antibody．

Mice that were immunized with 100¨g or 200 lag rOmpX displayed an immune-protective rate of

DOI：10．3760／cma．j．issn．0254-6450．2013．012．015

基金项目：浙江省卫生高层次创新人才培养工程项目([2012]241)；医药卫生科学研究基金项目(2011KYB006)

作者单位：322000浙江省义乌市中心医院(李明雷、方海俊)；浙江医学高等专科学校(范兴丽、张佳、孙爱华)；温州医学院检验医学院和生命

科学学院(张佳、孙爱华)；浙江大学医学院病原生物学系(严杰)

通信作者：孙爱华，Email：sunahl23@126．tom

 



中华流行病学杂志2013年12月第34卷第12期Chin J Epidemiol，December2013，V01．34，No．12

93_3％(14／15)or 100．O％(15／15)．Sera from those rOmpX-immunized mice provided 1：10—1：40

agglutination titers in both H antigens of Salmonella paratyphi A and Salmonella typhi．Conclusion

The recombinant expression product of ompX gene could be used as a candidate antigen for developing

genetic engineering vaccines against Salmonella paratyphi A infection，

【Key words】Salmonella paratyphi A；Outer membrane protein X gene；Immunogenicity

甲型副伤寒沙门菌至少有20个外膜蛋自

(Omp)编码基因⋯。本研究重组并表达rOmpX，采

用Western blot和小鼠感染模型分别检测rOmpX免

疫原性和免疫保护性，同时还检测甲型副伤寒杆菌

临床菌株ompX基因携带率及其序列保守性，为

rOmpX作为甲型副伤寒沙门菌基因工程疫苗候选
抗原提供依据。

材料与方法

1．菌株与血清标本来源：甲型副伤寒沙门菌参

考标准株50001及其抗血清、35株分离自甲型副伤

寒患者并经系统细菌学鉴定的临床菌株及68份恢

复期甲型副伤寒患者血清及6份正常人血清(全部

由浙江大学医学院病原生物学系提供)。

2，ompX基因扩增及测序：采用细菌基因组

DNA提取试剂盒(GeneRay)提取50001及35株临床

菌株基因组DNA，紫外分光光度法测定其浓度陋J。

根据ompX基因(GenBank号：CP000026)核酸内切

酶位点及pET42a质粒多克隆位点序列设计引物，

上游序列：5’一CG GGA TCC(BamH I)ATG AAG

AAA ATT GCA TGT CTT TCA一3’；下游序列：

57一GCG AAG CTT(Hind m)GAA GCG GTA ACC

TAC GCC一3 7，由上海Invitrogen公司合成。PCR总

体积100 ul，内含dNTP各2．5 mol／L、上下游引物各

250 nmol／L、Ex—Taq酶2．5 U、DNA模板100 ng和1×

PCR缓冲液。PCR程序：94℃5 min；94℃30 S，

52 cc 30 S，72℃45 s，30个循环；72℃7 min。然后

采用T．A克隆试剂盒(TaKaRa)将ompX基因扩增片

段克隆入pMD一19T形成重组质粒pMD一19T'm。，并

由上海Invitrogen公司进行测序。

3．ompX基因原核表达及产物提纯：将含有甲

型副伤寒沙门菌50001株ompX基因的pMD一19T叩1

与原核表达载体pET42a(Novagen)用BamH I和

HindⅢ双酶切，回收的ompX基因片段与线性化

pET42a用T4 DNA连接酶(TaKaRa)连接形成

pET42a唧1，转入E coliBL21DE3(Novagen)。获得的

工程菌株E coli BL21DE3p州2”⋯咩在含卡那霉素

(Sigma)的LB培养液(Oxoid)中扩增，用质粒提取试

剂盒(Axygen)提取pET42a⋯叫后再次测序。E coli

BL21DE3P”钔””畔接种于含5 mmol／L IPTG(Sigma)

的LB培养液中，37℃振荡培养4 h诱导目的重组蛋

白rOmpX表达，产物采用Ni—NTA亲和层析柱

(BioColor)提纯。采用SDS—PAGE及Bio—Rad凝胶

图像分析系统检查表达及提纯效果，紫外分光光度

法测定蛋白浓度乜]。

4．免疫原性检测：将1 mg rOmpX-与i弗氏完全佐

剂混合后皮内注射免疫家兔4次，每次间隔l周，末

次免疫2周后采集心血并分离血清，采用免疫双扩

散法和ELISA检测抗血清效价。分别以1：1000

稀释的兔抗rOmpX血清及50001株全菌抗血清、
1：500稀释的5份甲型副伤寒患者血清为一抗，

1：3000稀释的HRP标记羊抗兔IgG(Jackson

IrmnunoResearch)为二抗，采用Western blot检测

rOmpX的抗原性和免疫反应性陋]。采用1肛g

rOmpX包被96孑L酶标板，4℃过夜，用0．01 mol／L

PBS(pH 7．4)洗板3次，以1：1000稀释的68份甲

型副伤寒患者血清为一抗、1：5000稀释的HRP标

记羊抗人IgG(Jackson ImmunoResearch)为二抗，

采用ELISA检测各血清标本A。。值，判定方法参见

文献[3]。

5．小鼠保护试验：将含不同浓度的甲型副伤

寒沙门菌50001株培养物0．5 ml腹腔注射体重

(20±2)g健康雄性BALB／C小鼠，观察7 d，以获得

100％最低致死量(MLD)。将100或200 Pg rOmpX

与0．7 mg氢氧化铝(Sigma)混匀，间隔1周后颈背

部皮下注射免疫小鼠2次“1。末次免疫2周后，用

2倍MLD甲型副伤寒沙门菌50001株注射小鼠腹

腔进行攻击，观察7 d内动物死亡情况，以200 Pg

BSA(Sigma)与0．7 mg氢氧化铝混合物免疫小鼠为

对照。

6．微量肥达试验：参见小鼠保护试验免疫小鼠

2周后，采用眼球摘除法采集抗凝血，3000 r／min 4℃

离心10 min后取上清，采用微量肥达试验检测上清

凝集效价H]。

结 果

1．PCR及测序：从参考标准株50001及35株甲

型副伤寒沙门菌临床菌株基因组DNA中均扩增出
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预期大小的ompX片段(513 bp)。测序及Blast软件

分析结果显示，36株甲型副伤寒沙门菌株ompX基

因与GenBank中公布的ompX基因(GenBank号：
CP000026)核苷酸和氨基酸序列相似性分别为

99．2％～100．0％和98．4％～100．0％。

2．rOmpX表达和纯化：Western blot结果显示，

重组的BL21DE3p啪”哨能有效表达rOmpX，

Ni-NTA亲和层析法提纯的rOmpX经SDS．PAGE后

显示单一蛋白条带(图1)。

注：M：蛋白质Marker；1：野生型pET42a对照；2：重组表达

rOmpX；3：Ni-NTA亲和层析法提纯rOmpX

图1 rOmpX表达和提纯

3．rOmpX抗原性和免疫反应性：rOmpX免疫

家兔后免疫双扩散和ELISA效价分别为l：4和

1：8000。Western blot结果显示，提纯的rOmpA与

其兔抗血清、50001株全菌兔抗血清、5份甲型副伤

寒患者血清产生阳性杂交信号(图2)。甲型副伤寒

患者血清标本ELISA经检测，结果显示，95．6％(65／

68)阳性(cut．off值=0．27)。

kD，l M 1 1 3 4 j 6 7

20‘0一一 _羹■—I-●雪簟-一1 8．6
14 4一

注：M：蛋白质Marker；1：空白对照；2：rOmpX与兔抗rOmpX

血清阳性杂交条带；3—7：rOmpX与5份甲型副伤寒患者血清阳性

杂交条带

图2 rOmpX与不同甲型副伤寒患者血清标本

Western blot杂交结果

4．小鼠保护试验：50001株对小鼠的MLD为

5×107 CFU。100 pg和200肛g rOmpX对2倍MLD

50001株感染小鼠的免疫保护率分别为93．3％(14／

15)和100．O％(15／15)(表1)。

表1 rOmpX对甲型副伤寒沙门菌感染小鼠的

免疫保护效果

·1221·

5．微量肥达试验：rOmpX免疫小鼠血清对伤寒

沙门菌O抗原的凝集效价为0～1：10，对伤寒和甲

型副伤寒沙门菌H抗原凝集效价为1：10—1：40

(表2)。

表2 rompx免疫小鼠微量血清肥达试验效价血清标本锱量黧面≮鼍‰
注：TO、TH、PA、PB和PC分别为伤寒沙门菌O和H抗原以及

甲、乙和丙型副伤寒沙门菌H抗原

讨 论

接种疫苗是预防和控制传染病最为有效的措

施。早年使用的伤寒／副伤寒三联全菌灭活疫苗，

因其免疫力维持时间较短、脂多糖(LPS)引发的毒

副作用严重且发生率较高，已停止使用b]。目前普

遍采用伤寒疫苗荚膜多糖(聚一N一乙酰一D一半乳糖

胺糖醛酸)为抗原的Ⅵ疫苗进行预防接种。由于

甲型副伤寒沙门菌不产生多糖荚膜，Ⅵ疫苗不能预

防甲型副伤寒H’6·7|。而且甲型副伤寒沙门菌对临

床常用抗生素耐药率较高哺-lo】。因此，有必要开展

针对甲型副伤寒菌株开发疫苗，以重组蛋白为抗原

的基因工程疫苗是一个可行的途径，筛选并确定保

护性外膜蛋白将为甲型副伤寒基因工程疫苗开发

奠定基础。

基因工程疫苗候选抗原的基本条件之一是该抗

原在同种细菌不同菌株中广泛分布且序列保守，此

外还要求该抗原具有较强的免疫原性(抗原性和免

疫反应性)。PCR和测序结果显示，35株甲型副伤

寒沙门菌临床菌株中均检出ompX基因，其核苷酸和

氨基酸相似性分别高达99．2％～100．0％和98．4％一

100．0％，提示ompX基因在不同甲型副伤寒沙门菌株

中分布广泛且序列保守。本研究中，免疫双扩散试

验结果显示，rOmpX免疫家兔后能产生高效价的特

异性抗体，Western blot结果显示，rOmpX不仅能与

其兔抗血清结合，也能与甲型副伤寒沙门菌全菌抗

血清发生免疫反应。ELISA结果显示，95．6％(65／

68)甲型副伤寒患者血清标本中存在rOmpX抗体，

提示在甲型副伤寒沙门菌感染过程中，OmpX可作
为一个有效抗原，诱导宿主产生特异性抗体。

动物保护试验是确定任何抗原分子能否作为基

因工程疫苗候选抗原的关键步骤。小鼠免疫保护试

验结果显示，100岭和200嵋rOmpX对感染小鼠的

暑羹蜃薹=一一戮伽姗
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免疫保护率分别高达93．3％和100．0％，明显高于重

组外膜蛋白rOmpA的41．7％和58．3％、重组外膜蛋

白rNmpC的41．7％和66．7％[1“”]。在肥达试验中，伤

寒、副伤寒沙门菌H抗原是未经加热处理的活菌抗

原，加热后蛋白抗原被破坏，LPS耐热仍保持活性，

称之为O抗原，由于伤寒、副伤寒沙门菌LPS完全相

同，故肥达试验中仅使用伤寒沙门菌O抗原n1’12|。微

量肥达试验结果显示，rOmpX免疫小鼠血清对伤寒
沙门菌和甲型副伤寒沙门菌H抗原凝集效价均高达

1：10～1：40。检索后发现，伤寒沙门菌基因组中也

有ompX基因(GenBank号：NC 003198)，且其氨基

酸序列与甲型副伤寒沙门菌ompX基因相似性极高，

这可能是甲型副伤寒沙门菌rOmpX免疫小鼠血清

对伤寒沙门菌H抗原有较高凝集效价的原因。综上

所述，rOmpX具有良好的免疫原性和免疫保护性，

可作为甲型副伤寒基因工程疫苗候选抗原。
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