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摘 要：克隆表达钩端螺旋体表层膜蛋白新基因 H,’G 并分析表达产物的免疫原性。根据前期研究得到的致病钩体

新基因 H,’G（I5?J8?K )7/":$#0）的序列设计引物，在 1 株致病钩体中扩增 H,’G 基因并测序。以 !"#L!酶切 H,’G 和

GI;M 32"4，构建重组质粒并用酶切和 NOP 鉴定，进一步在大肠杆菌中诱导表达，并进行免疫印迹分析；纯化表达产

物免疫家兔，;HQR) 检测血清抗体滴度。结果显示 H,’G 在 1 株致病钩体中均能扩增出相应片段，且序列同源性达到

DDS1T；构建高效原核表达重组质粒 GIR42H,’N，经 QN4I 诱导在大肠杆菌中可表达出 11KU IR4 融合蛋白，并能与全

钩抗血清发生免疫印迹反应；将上述融合蛋白免疫新西兰大白兔产生 3：:3"# 高滴度的 Q+I 抗体。研究结果提示致

病钩体膜蛋白新基因 H,’G 可在大肠杆菌进行高效表达，表达产物能被全钩抗血清识别，为研究钩体的致病机制和

筛选保护性抗原提供了基础。

关键词：钩端螺旋体，表层膜蛋白基因 H,’G，克隆表达，免疫原性

中图分类号：P/0DS: 文献标识码：) 文章编号：###321"#D（"##!）#!2#:##2#!

钩端螺旋体（H5G-&,G=V8，简称钩体）是系统发育

进化上结构和遗传特征都较特殊的一类微生物，它

所导致的钩端螺旋体病是在世界范围内流行的人兽

共患的自然疫源性疾病［3］。钩体的全基因组序列于

"##/ 年由中国科学家完成，对钩体的功能基因组研

究具有重大意义［"］。赖型钩体是中国独有的引起肺

弥漫性出血致人死亡的强毒力菌株，但其致病分子

机理和疫苗靶标尚未被阐明。本实验室通过赖型钩

体与双曲钩体之间的基因组差异筛选得到了一个只

存在于致病钩体而不存在于非致病钩体中的与其他

细菌表层膜蛋白同源的具有完整阅读框的表层膜蛋

白新基因（H5G-&,G=V8 R2’8W5V ’=K5 GV&-5=?，H,’G）［/，!］。钩

体 H,’G 基 因 经 生 物 信 息 学 预 测 分 析 显 示 全 长

3#1">G，编码 /:/ 个氨基酸，与海栖热孢菌的表层

R2’8W5V样蛋白具有高度同源性（/5X D），在 I5?J8?K 中

注册（)7/":$#0）。鉴于细菌膜蛋白在微生物致病性

与宿主相互作用、免疫保护等方面的特殊性，有必要

对 H,’G 基因进行表达观察其是否编码完整的蛋白

质，进而分析其表达产物是否具有免疫原性。对该

基因功能进行系统研究，将有助于阐明钩体致病的

分子机理以及预防疫苗的设计和基因药物的开发。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株和质粒：问号钩体赖型 #30 株、双曲钩

体 N8-&B 型 N8-&B!株、质粒 GI;M"234 和宿主菌大肠

杆菌（$%&’()*&’*" &+,*）YZ3#D 株均由本室保存。赖型

:11#3 株、犬型 :11#/ 株、澳洲型 :11#0 株、波摩那型

:11#$ 株、流感伤寒型 :11#D 株五株致病钩体由中国

药品生物制品检定所提供。

%&%&’ 主要试剂：NOP 试剂盒（48[8P8），4ZJ2;’=,8
（IQJQO\H6JPH），J*’K IR4 G*V=]=B8-=&? Z&C*’5, K=-
（NE8V<8B=8 ），弗氏完全、不完全佐剂（P&BE5），辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔 Q+I（中山生物工程公司），

兔抗钩体多价抗体血清由本室保存。

%&’ 钩体基因组 ()* 的提取

提取方法按照文献［/］进行。

%&+ 钩体 !"#, 基因的扩增、重组质粒 $-./0!"#$
的构建

上游引物 N3：:^2I)O)II)4OO)4II))O4O)))



!"!#""!""#$%&（ !"#’!位 点），下 游 引 物 ()：*&$
#++!##+"!!+#+""""!#+#+++#""!""+ $%&（!"#’!
位点），引物由美国生命技术公司合成。

以赖型钩体 ,-. 株基因组 /0+ 为模板，用引物

(-、() 进行 (!1 扩增。按照分子克隆常规方法［*］进

行酶切、连接、转化和鉴定。以 !"#’!单酶切鉴定

是否有外源片段插入，然后用 $%&1!酶切鉴定插入

片段的连接方向，筛选出正向重组子。

!"# 重组质粒 $%&’()*+$ 在大肠杆菌中的表达和

印迹分析

从 23 平板上分别挑取含空质粒 4#56 - $"" 和

含重组质粒 4#7"$2894 的菌落接种于 %:2 23 液体培

养基中振摇培养 -);，再以 -：*,, 转种于液体 23 中

培养至 ’( 值 ,<= > ,<? 期间加入终浓度 ,<-:@9A2
B("# 进行诱导于第 -、)、%; 分别收集细菌用于制备

总蛋白样品。按文献［*］的方法进行 7/7$(+#5 和

CD8EDFG H9@E 。一抗血清为兔抗钩体多价血清，二抗

为 ’1( 标记羊抗兔 BI#。

!", 兔抗 )*+$ 蛋白血清的制备

用 3J9K #7" 4JFLMLNOEL@G P@QJ9D8 RLE 纯化 #7" 融

合蛋白。7/7$(+#5 检查纯化效果以及分光光度计

检查融合蛋白的浓度（-’()?, S ,<*:IA:2）。

取上述纯化蛋白，加消毒生理盐水配制成约

,<):IA:2 的混合液，加等体积弗氏完全佐剂。背部

皮下多点免疫 ) 只新西兰大白兔，初次两周后注射含

氟氏不完全佐剂的抗原蛋白液，) 周后再次加强免

疫，从耳缘静脉取血用 52B7+ 方法检查抗体效价。有

合适的抗体滴度后再过一周从股动脉放血，收集血

清。另取一只新西兰大白兔用生理盐水作为对照。

!"- .+/&0 测定兔抗钩体 )*+$ 血清 /1% 的滴度

抗原为重组融合蛋白，一抗为待检测兔抗钩体

2894 血清，二抗为 ’1( 标记羊抗兔 BI#，以底物液

"P3$52B7+ 显色，用酶标仪（3L@$1OQ**, 型）TU,G: 处

测定 ’( 值。抗体滴度定义为：’( 值高于生理盐

水对照组加 ) 倍对照组标准差的最高稀释度。

2 结果

2"! 钩体 )*+$ 基因的 345 扩增和序列测定

在赖型 ,-.、*==,-、*==,%、*==,.、*==,?、*==,U 等

= 株致病钩体中皆扩增出一条 -,,,H4 大小的条带，

(OE@N 株中未扩增出相应条带（图略）。

产物纯化后用 +3B%.,, 测序仪测序，上述钩体

2894 V1W 序列长度均为 -,=) H4。利用 !9J8E9C 程序

进行核苷酸序列的多重比对，发现序列极度保守，同

源性高达 UU<=X（数据未显示）。

2"2 重组质粒的克隆和鉴定

酶切分析显示 !"#’! 单酶切重组质粒产生

T<UKH 和 -<-KH 两条酶切条带，提示该重组质粒已包

含一 -<-KH 的插入片段。为鉴定插入子的连接方

向，用 $%&1!酶切重组质粒产生约 T<UKH 和 -<-KH
条带 的 为 正 向 连 接（2894 基 因 在 TUH4 处 有 一 个

$%&1!酶切位点），说明 2894 基因与 4#56-$"" 已正

确定向重组，命名为 4#7"$2894。以该重组质粒 /0+
4#7"$2894 为模板，以上述引物进行 (!1 扩增，能扩

出约 -KH 条带，而以空质粒为模板未扩出相应条带，

进一步证实重组质粒 4#7"$2894 构建成功。

2"6 重组质粒 $%&’()*+$ 在大肠杆菌中的融合表

达和免疫印迹

经 B("# 诱导的 4#56 -$"" 表达产物在 )= K/ 处

出现 #7" 蛋白带（图 -），经 B("# 诱导的 4#7"$2894
表达产物在 ==K/ 处出现明显的蛋白带。由于 2894
基因编码 T,K/ 的蛋白质，加上 )=K/ #7" 蛋白，故

==K/ 蛋白为包含 2894 编码蛋白质的 #7" 融合蛋白。

改变 B("# 诱导时间（-;、);、%;），表达量有所不同，

以 %; 的诱导时间表达量较高。

图 ! 重组质粒 $%&’()*+3 表达产物的 &7&(30%. 分析
WLIY- 7/7$(+#5 OGO9Z8L8 @M MJ8L@G D[4FD88L@G 4F@EDLG MF@: $ Y %&)* \P
-,U HDOFLGI #7" OGQ 289( IDGD
PY(F@EDLG :@9DNJ9OF ]DLI;E :OFKDF；+ OGQ 3Y $ Y %&)* \P -,U；! Y 5[$
4FD88DQ 4F@QJNE8 @M 4#56-$"" LGQJNDQ HZ B("#；/ > WY 5[4FD88DQ 4F@Q$
JNE8 @M 4#7"$289( LGQJNDQ HZ B("# LG -;，);，%; FD84DNEL^D9Z；#Y 4JFL$
MLDQ MJ8L@G 4F@EDLG HZ #7" 4JFLMLNOEL@G :@QJ9D8Y

将凝胶上的蛋白质转移到硝酸纤维膜上，用丽

春红染色证实转移成功后，与兔抗全钩抗原血清进

图 2 重组质粒 $%&’()*+3 表达产物的免疫印迹分析
WLIY) CD8EDFG H9@E @M D[4FD88DQ MJ8L@G 4F@EDLG @M FDN@:HLGOGE 49O8:LQ
4#7"$2894
+ OGQ 3Y 5[4FD88DQ 4F@QJNE8 @M 4#7"$289( HZ B("# ；!Y 5[4FD88DQ 4F@Q$
JNE8 @M 4#56-$"" HZ B("# ；/ Y $ Y %&)* \P -,UY
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行免疫印迹反应。结果如图 ! 显示，"#$%&’()" 表达

产物在 **+, 左右出现一棕色反应带，而空质粒载体

"#-. /&!% 和空宿主菌 01/23 表达产物无特异印迹

带出现。

!"# 兔抗 $%&’()*+ 融合蛋白的抗体滴度测定

初次免疫后 45 未检测到抗体，/65 后可检测到

低滴度的抗体（/ 7 !2）。加强免疫后 /65，抗体滴度

明显升高，可达 / 78!2，免疫后 6! 天抗体滴度最高可

至 / 79/!2，该抗体的动态变化见图 8。

图 , 重组融合蛋白 $%&’()*- 免疫家兔产生的抗体滴度

动态变化

:;<=8 %>? )@< -);(A ABA)C(;( @D ABE;F@5C G?("@B(? ;B GAFF;E( ADE?G ;HHI&
B;JAE;@B K;E> ?L"G?((?5 DI(;@B "G@E?;B @D #$%&’()M
NBE;F@5C )?O?)( K?G? 5?E?GH;B?5 FC -);(A A<A;B(E "IG;D;?5 DI(;@B "G@E?;B @D
#$%&’()"=

, 讨论

$&)AC?G 蛋白是许多原核生物细胞壁或细胞膜中

重要的组成成分，层状排列在细胞外层，分子量变化

较大，相互之间同源性较低。目前研究认为 $&)AC?G
蛋白可能与细菌在不同环境包括对不同宿主的适应

能力相关，其功能主要与保护屏障作用、细胞粘附与

表面识别、分子与离子运输通道、酶的作用底物和毒

力因子有关［*］。对致病菌胎儿弯曲菌（!"#$%&’(")*+,
-+*./）的研究结果显示，$&)AC?G 蛋白直接与毒力相

关，能抵抗宿主的消化酶及吞噬细胞的作用而产生

免疫逃逸，进而对宿主产生损伤或致病作用［4，P］。

QAB< 等［3］在研究直肠弯曲菌（ !"#$%&’(")*+, -+*./）

$&)AC?G蛋白与致病性的关系时证实 $&)AC?G 蛋白能帮

助菌体逃逸宿主的免疫反应，细菌离体传代培养

/9 R /4代，$&)AC?G 蛋白表达明显减低，使毒力减弱，

提示二者可能存在正相关性。鱼类致病菌杀鲑气单

胞菌属（0+,#’1’1"/ /"&#’12)23"）的 $&)AC?G 蛋白由于

保护细菌不被溶解和吞噬，因而被认为是致病的毒

力因子［/2］。这些研究皆提示 $&)AC?G 蛋白与毒力相

关。因此，有必要对赖型钩体表面蛋白 ’()" 基因进

行克隆、表达、免疫相关研究以及动物实验等系列生

物学功能实验，以探讨该基因与钩体致病性的关系

以及发展亚单位疫苗的可能性。

表达一个基因编码产物可以有融合蛋白和非融

合蛋白两种方式。融合蛋白因其高效、易纯化、易检

测而应用更为广泛。我们选用 #$% 融合表达载体

构建重组质粒在大肠杆菌中进行表达。"#-./&!%
载体有高效的 *") 启动子和易于检测的谷胱甘肽 $
转移酶（#$%）基因。重组质粒 "#$%&’()" 经 SM%# 诱

导后经 $,$&MN#- 观察到在 **+, 处出现高效表达

的蛋白条带。由于 #$% 表达蛋白分子量为 !*+,，

’()" 基因理论分子量为 62T/+,，因此这一相对于对

照特异出现的 **+, 条带很可能是 #$% 与 ’()" 基因

编码产物的融合蛋白。进一步用 Q?(E?GB F)@E 分析

显示重组蛋白能与兔抗全钩血清发生反应，提示表

达蛋白具有可被抗钩体血清抗体识别的抗原表位。

用重组融合蛋白免疫家兔用 -’S$N 方法检测产

生滴度达 /：9/!2 的抗体反应，提示该蛋白具有一定

的免疫原性，这与我们用生物信息学技术进行的抗

原性预测的结果相符（另文发表）。说明赖型钩体

’()" 蛋白存在具有免疫原性的抗原表位，而在其他

已 知 的 钩 体 外 膜 蛋 白 中，UH"’/［//］、’;"’6/［/!］、

’;"’8!［/8］都显示一定的免疫原性，成为可能的保护

性抗原，具体免疫原性和免疫保护的特性还有待进

一步研究。

钩体 ’()" 是致病钩体表层的一个层状排列样

的膜蛋白。本文仅就其克隆表达和免疫原性进行了

初步分析，其功能性质还不能完全加以肯定，进一步

对其免疫保护性和对细胞或组织的损伤和致病等方

面进行研究，将对了解钩端螺旋体的致病机制、发展

新的亚单位疫苗和血清学诊断试剂具有重要的理论

意义和应用价值。
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