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奈瑟氏淋球菌表面蛋白 !基因克隆及
在真核细胞中的表达研究

季明春 陈红菊
（扬州大学医学院微生物学和免疫学教研室 扬州 ##4$$"）

摘 要：为了研制奈瑟氏淋球菌外膜蛋白—奈瑟菌表面蛋白 E（!"#$$"%#& F-,G.?* H,&I*>D E，0FJE）的核酸疫苗，根据淋
球菌 !$’(的基因序列，设计一对寡核苷酸引物。以淋球菌 KLM5E菌株基因组 N0E为模板，通过 HOP扩增获得具
有完整开放读码框架（MP)）的 !$’(基因，并将其正向插入真核表达载体 JOQ%F?,>JI，成功构建了表达 !$’( 基因的
真核细胞表达载体 J?0FJE。用脂质体包裹 J?0FJE重组质粒转染 OMR细胞，以间接免疫荧光分析法分析 !$’( 基因
的表达，发现转染 J?0FJE的 OMR细胞能高表达 !$’( 抗原。淋球菌免疫保护性抗原 !$’( 基因的克隆与真核细胞
表达，为进一步研究淋球菌 0FJE对雌激素处理的淋球菌感染实验小鼠的免疫保护作用奠定了基础。
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奈瑟氏淋球菌在漫长的进化过程中已经形成一套逃避

人体免疫系统作用的机制，从而严重地限制了淋病疫苗的研

究［"］。通过对淋球菌 H&,、H>’、MJ. 和 TMR 等外膜抗原的研
究，人们发现大多数淋球菌外膜抗原都具有非常大的抗原变

异性。但是，为了研制有效的淋球菌疫苗，人们一直没有放

弃寻找具有免疫保护性的淋球菌保守抗原。H’.DI*等首先克
隆了淋球菌的奈瑟氏表面蛋白 E基因，发现 0FJE抗原不但
在细菌表面持续表达，而且高度保守，并具有较强免疫原性，

是一个很好的淋球菌疫苗候选者。为了研制具有较强免疫

保护能力的淋病疫苗，我们在克隆淋球菌 0FJE全长基因的
基础上，构建淋球菌 0FJE真核细胞表达载体，为进一步研究
淋球菌 0FJE基因疫苗在淋病预防中的作用奠定基础。

" 材料和方法

"#" 质粒和细胞株
真核细胞表达质粒 JOQ%F?,>JI购自 RI,.I.U*D*公司。大

肠杆菌（ )$*+"%#*+#& *,-#）NL4!和 OMR 细胞株为本室保存。
OMR细胞培养于含 "$V小牛血清的 PHQW"8!$培养液中。
"#$ 试剂

JOQ%F?,>JI克隆试剂盒购自 RI,.I.U*D* 公司。 )*,."、
/’0"等内切酶和 6!连接酶购自 P&?X*公司。!$’( 单克隆
抗体由加拿大 T.Y.’大学医学中心 Q.,I>D教授惠赠。异硫氰
酸荧光素（)W6O）标记的羊抗鼠 WUZ和聚乙烯亚胺（H<W，#4[C）
购自 R>U=.公司。
"#% &’(扩增
参照已发表的淋球菌 !$’(基因序列，设计一对引物，用

于扩 增 !$’( 基 因 序 列。引 物 "：4\5ZZOZZOOZOOZO5

OE6ZEEEEEEZOEO66ZOO5;\，引 物 #： 4\5ZZZO6OZEZ65
OEZEE666ZEOZOZOEOZOOZ5;\。按文献方法进行 HOP 扩
增［#］，反应结束后，取 HOP产物作琼脂糖凝胶电泳，观察电
泳条带的大小。

"#) 真核重组质粒的构建和酶切鉴定
按 JOQ%F?,>JI克隆试剂盒操作说明书要求，取 )*,."、

/’0"酶切后纯化的 HOP产物和 JOQ%F?,>JI质粒 N0E，将两
者按一定摩尔比混合、连接、转化和筛选阳性克隆。取阳性

克隆的质粒，对其进行酶切鉴定分析。将获得的重组质粒命

名为 J?0FJE。
"#* 序列测定和 +,!-.分析
提取含有正向插入 !$’( 全长基因的质粒 J?0FJE，采用

HX.,=.,?>. 1>&I*?X公司的 ET)6Q N0E R*]-*D?*,系统，以引物
"和引物 #进行双向测序。测序结果送 Z*D1.D^检索，并分
析验证其阅读框架。

"#/ 转染细胞和间接免疫荧光检测
参照文献［;］，采用聚乙烯亚胺（H<W）为转染介质，用

J?0FJE表达载体转染 OMR细胞，以转染 JOQ%F?,>JI空载体的
OMR细胞作为阴性对照。细胞转染后 !7 小时，用胰酶消化
细胞制备细胞悬液，将细胞悬液滴在玻片上，自然干燥后固

定、洗涤，分别加 0FJE单克隆抗体、)W6O标记二抗，在倒置
荧光显微镜镜下观察。

$ 结果

$#" &’(扩增淋球菌 ./0!基因
以引物 "和引物 #特异性扩增淋球菌 KLM5E参考细胞

株 !$’(的全长基因，HOP产物经 "V琼脂糖凝胶电泳显示为



单一条带片段，大小约 !"#$%，与理论设计扩增片段大小一
致。

!"! 表达质粒的酶切鉴定和序列分析
提取重组质粒，分别用 !"#!以及 $%&&"、’()"进行

酶切鉴定。正向插入 *+,-基因的质粒 %’()%*+被 !"#!酶
切产生大小为 ,---$%、,#,.$%、/+$% "条带，反向插入 *+,-基
因的质粒 %’()%*0#、%’()%*0" 被 !"#!酶切产生大小为
,---$%、0!--$%、!#!$%的 " 条带。对重组质粒 %’()%*+ 插入
序列进行测序分析，插入序列全长为 !,!$%，并证明 %’()%*+
质粒的开放阅读框架是正确的。将淋球菌 1234*菌株的
()%*序列输入 567897:，序列的接受号为 *;0!<!".，蛋白序
列号为 **(<<-.-=0。以 8>9)?% 方式（@??%：AABBBC 7’$D C 7>EC
FGH）比较核苷酸数据库中的序列，发现它与奈瑟氏脑膜炎球
菌 *+,-序列（I!,#//）有 .<J同源性，与已发表的奈瑟氏淋
球菌 *+,-基因序列（I!,#/.）完全一致。
!"# !"#$真核细胞表达载体的体外表达
分别用转染 %’()%*质粒和 %KLM)’ND%?质粒的 K3O细胞

悬液滴片，经固定、洗涤后，加 *+,-单克隆抗体、异硫氰酸荧
光素标记的二抗，结果见图 0。转染重组 %’()%*质粒的细胞
胞浆中有特异性荧光染色，而转染空载体的对照细胞无荧

光，证明淋球菌 ()%*蛋白在真核细胞中得到高效表达。

图 $ !"#%基因在真核细胞 &’(内高效表达
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# 讨论

在自然界，淋球菌的唯一宿主是人，淋球菌在漫长的进

化过程中已经形成了一套逃避人体免疫系统作用的机制，加

上缺少很好的动物实验模型，给制备淋球菌疫苗进行淋病预

防造成相当大的障碍。但近年来，从 UGN、UD>、3%9和 V3O等
淋球菌外膜蛋白抗原的一系列研究中，人们认识到理想的淋

球菌疫苗抗原应该具有下列 !个基本特征：（0）在细菌繁殖
过程中能持续表达；（,）在细菌菌株之间保持一定的稳定性；
（"）含有一个或更多保守的抗原表位来作为抗体的靶位点，
诱生具有调理作用的抗体；（+）能在泌尿生殖道粘膜表面诱
导产生有效的免疫保护作用；（!）不能被还原修饰蛋白
（&E%）污染。因为 &E%会诱生大量阻断性抗体，增强人体对
淋球菌感染的敏感性［+］。淋球菌 3&0/1 与菌毛、4,#、546 等
外膜抗原相比，是相对保守的抗原，但淋球菌菌株之间的

3&08约有 .!J的同源性，而 3&0*和 3&08之间的同源性仅
有 /"J。

0..<年，L9N?D7等［!］首次报道奈瑟氏属脑膜炎球菌的外
膜上存在一种低分子量蛋白，并命名为奈瑟氏菌表面蛋白 *
（*./++.0/# )WNR9’6 UNG?6D7 *，()%*）。*+,- 存在于所有脑膜炎
球菌的膜表面，其抗原性在菌株间高度保守，用重组 *+,-
免疫小鼠能诱导保护免疫，*+,- 单抗能保护小鼠免于致死
量脑膜炎球菌的攻击，并且发现淋球菌的基因组内也存在

*+,-基因［/ X 0#］。U>97?6等［00］在上述研究的基础上克隆淋球
菌 *+,-基因，发现淋球菌 *+,- 氨基酸序列和脑膜炎球菌

*+,-的同源性为 ."J，淋球菌菌株之间的同源性高达 .-J。
用放射性标记 ()%*单抗检测 ()%*在细胞膜表面的暴露情
况，证实淋球菌 ()%*位于完整的细菌表面。U>97?6所制备的
<株淋球菌 *+,-单抗中有 +株单抗能识别所有用于测试的

!0株淋球菌。

*+,-抗原高度保守，在菌体表面持续表达，并具有较强
免疫原性，所以是一个很好的淋球菌疫苗候选者。为制备具

有较强免疫保护力的淋球菌 *+,- 基因疫苗，我们利用基因
重组技术克隆淋球菌参考菌株1234*的 *+,-的全长基因。
和 567897:核苷酸数据库中已经发表的 *+,- 基因序列相比
较，发现它与奈瑟氏脑膜炎球菌 *+,-序列有 .<J同源性，与
已发表的奈瑟氏淋球菌 *+,-基因序列（I!,#/.）的核苷酸序
列完全一致，进一步证实奈瑟氏淋球菌 *+,- 具有高度保守
性，其抗原保守性远远超过现在所发现的其他淋球菌外膜蛋

白。

在克隆淋球菌 *+,- 全长基因的基础上，我们成功地构
建了淋球菌 *+,-真核细胞表达质粒———%’()%*。将 %’()%*
真核细胞表达质粒经脂质体包裹后转染 K3O细胞，能在真
核细胞中高水平地表达淋球菌 *+,-。淋球菌 *+,- 全长基
因的克隆和真核细胞表达质粒的构建，为我们进一步研究

*+,-对雌激素处理的淋球菌感染实验小鼠的免疫保护作用
奠定了基础。
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