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产单核细胞李斯特菌 $"#! 基因在大肠杆菌中

的表达及其单克隆抗体的研制

殷月兰，董 慧，焦新安"，焦红梅，顾志强
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摘 要：利用 614 技术从血清型 %I#> 的产单核细胞李斯特菌 J+<! 株中扩增出 !"#$ 基因，经克隆筛选和测序鉴定

后，构建成该基因的原核表达载体 KL@M<"6<%<>*N5 及 K@3<>*N5，转入 % O "&’( 后，P63L 诱导目的蛋白的表达。Q(Q<
65L@ 结果表明，!"#$ 基因在两种载体中均获得表达，融合蛋白的大小分别约为 %#$R(> 和 &0R(>。以纯化蛋白为材

料进行了 5*N5 单抗的研制，获得 ! 株抗 5*N5 的单克隆抗体杂交瘤细胞株，腹水单抗 @JPQ5 效价为 %S/ T %$! ’ %S% T
%$/。选取单抗 %5/ 进行 U)VN)-W ,:CN 分析，结果表明单抗 %5/ 能和表达产物进行特异性反应，且与 J+<! 多抗血清的

U)VN)-W ,:CN 结果一致。!"#$ 基因的原核表达及单抗的研制为研究 5*N5 蛋白的生物学活性及其致病作用奠定了基础。
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产 单 核 细 胞 李 斯 特 菌（ )(*#+,(! -&.&"/#&0+.+*，
J+）是人兽共患李斯特菌病的病原，人感染后能引

发脑膜炎、脑膜脑炎、发热性败血性胃肠炎等临床症

状，感染后发病死亡率约为 #/Y。J+ 的致病性与

它的侵袭力密切相关，有多种毒力因子与其侵袭力

相关，包括 5*N5 蛋白、李斯特菌溶血素 7（:AVN)-AC:EVAW
7，JJ7）等。这些毒力因子主要参与 J+ 的侵入、吞

噬泡的溶解、极向运动及细胞间的扩散［%，/，;］。毒力

因子 5*N5 蛋白由 !"#$ 基因编码的 ".& 个氨基酸组

成，成熟的蛋白为 "%$ 个氨基酸，分为 . 个结构域：

羧基端结构域（.&% ’ ".& 位氨基酸），其包含的跨膜

序列，使该蛋白固定于细菌表面；中央结构域（#"! ’
.&$位氨基酸），包括 ! 个富含脯氨酸的重复序列

（644V），中央结构域能提高 J+ 的运动速率；氨基端

结构域（.$ ’ #". 位氨基酸），在聚合宿主细胞细胞

质的肌动蛋白过程中必不可少的［#］。为了有效预防

和控制李斯特菌病，有必要对 5*N5 等主要毒力因子

的生物学特性、致病机理和免疫应答机制进行深入

研究。本研究成功地在大肠杆菌中表达了 !"#$ 基

因，并研制出 5*N5 单克隆抗体，旨在为 5*N5 蛋白的

生物学特性、致病机理研究奠定基础，也为 J+ 病原

鉴定提供新试剂。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：产单核细胞李斯特菌血清型 %I
#> 菌 株 J+<!、受 体 菌 大 肠 杆 菌（ %*"1+,("1(! "&’(）

(Z/!、2J#% 和 2J#%（(@.）由本室保存，李斯特菌减

毒突变株 J[!">*N5 由本室构建；质粒载体 K@3<.$>
（ \ ）购自 ]C^>_)W 公司，KL@[<3 载体购自 6-C+)_> 公

司，KL@M<"K<% 载体购自 5+)-VF>+ 2ACV*A)W*)V 公司。

!"!"# 试剂：细菌基因组 (]5 抽提纯化试剂盒购

自上海华舜生物工程有限公司。高保真 (]5 聚合

酶、限制性核酸内切酶（ 21&#，3!-Z#）、3! (]5
连接酶、(]5 回收试剂盒、M<_>:、P63L 购自大连宝生

物工程有限公司，氨苄青霉素等购自华美公司，ZAV<
2AW‘ Ka-AbA*>NACW 9AN 购自 ]C^>_)W 公司，谷胱甘肽亲

和层析柱购自 5+)-VF>+ 6F>-+>*A> 2ACN)*F 公司。鼠

源单克隆抗体亚类试剂盒及辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠的抗体购自 QA_+> 公司。

!"# $%& 扩增 $"#! 基因

(]5 模板按细菌基因组 (]5 抽提纯化试剂盒

方法制备，引物参照 L)W2>WR 报道的 !"#$ 基因设

计，6-A+)-%（含 3!-Z#酶切位点）/c<L15LL5311



!"!#$#!"!##!#$$"%&’，()*+,)-（含 !"#!酶切位

点）.’%!!$"$"!#!!"#"#$#!##""#""$%&’，两引物

之间跨度约为 /01123。("4 反应体系（.1"5）：模板

67# -"5，/1 8 29::,) ."5，-;.++<=>5 ?7$(@ A"5，

()*+,)/ 和 ()*+,)- 各 /"5，高 保 真 $%& 酶 1;."5
（&B>"5），??C-D &E;."5。("4 反应条件：FAG .+*H；

FAG .1@，A.G .1@，I-G -+*H，. 个循环；FAG .1@，.0G
.1@，I-G -+*H，-1 个循环，I-G /1+*H。("4 产物加尾

后与 3!JK%$ 连接，转化 6C.#宿主菌，提取质粒经

!"#!和 ’%(C!双酶切鉴定。初步鉴定阳性的克

隆由大连宝生物公司测序。

!"# 重组质粒的构建与鉴定

用试剂盒回收目的片段，分别与事先经 !"#!
和 ’%(C!双酶切的 3!JL%E3%/ 表达载体和 3J$ 表

达载 体 连 接，再 将 重 组 质 粒 3!JL%E3%/%MNO#、3J$%
MNO# 分别转化宿主菌 P5-/ 和 P5-/（6J&）。经筛选

后，从转化子中提取质粒进行 !"#!和 ’%(C!双

酶切后琼脂糖电泳鉴定。连接、转化、质粒提取、电

泳鉴定的方法等均参照文献［&］。

!"$ !"#$ 基因的原核表达

3!JL%E3%/%MNO# 与 3J$%MNO# 分别在相应宿主菌

中诱导表达，Q($! 诱导浓度为 1;A++<=>5，&1G诱导

.R。诱导产物进行 S6S%(#!J 分析，实验步骤依据

文献［&］的方法进行。

!"% &’(& 单克隆抗体的制备

将大 肠 杆 菌 P5-/（6J&）（ 3J$%MNO#）及 P5-/
（3!JL%E3%/%MNO#）经诱导表达后用超声波法裂解，离

心收集上清，用两种亲和层析柱分别纯化重组表达

产物 #NO#。以与 C*@ 融合的纯化 #NO# 蛋白为免疫

原，以与 !S$ 融合的 #NO# 蛋白作为检测抗原，用间

接 J5QS# 方法进行杂交瘤细胞筛选。单抗制备参照

文献［/-］进行。

!") *+,(+-. /01( 分析

将经诱导后的 P5-/（6J&）（3J$）及纯化蛋白

!S$%#NO# 和 C*@%#NO# 进行 S6S%(#!J 后，电转移至

硝酸纤维素膜上，分别以单克隆抗体 /#. 及 5+%A 免

疫小鼠获得的多抗血清为一抗，辣根过氧化物酶标

记的 羊 抗 鼠 QT! 的 抗 体 为 二 抗，二 氨 基 联 苯 胺

（6#P）为底物，进行蛋白印迹分析。

2 结果

2"! !"#$ 的扩增及序列分析结果

("4 产物经 /U琼脂糖凝胶电泳，呈现出约为

/;0V2的特异性条带，与预期大小相符。测序结果

显示该基因长为 /0&&23，编码 E/1 个氨基酸，相对分

子 量 约 为 F&V6M。 同 源 性 比 较 结 果 表 明，其 与

!,HPMHV 上公布的 5K J!6 />-M 菌株 %)*+ 基因的核

苷酸同源性为 /11U，这反映了该基因是一个保守

性的基因。

2"2 克隆载体的构建

$ 载体连接所获得的重组质粒经 ’%(C!和

!"#!双酶切消化，电泳出现 /;0V2 的插入片段和

&; 1V2 的载体条带，初步判定为阳性克隆，并命名为

3!JK$%MNO#。

2"# 表达质粒的构建

重组 表 达 载 体 3!JL%E3%/%MNO# 经 ’%(C!和

!"#!双酶切后，电泳出现 .;1V2 和 /;0V2 左右的两

条带，与预期结果相符。重组表达载体 3J$%MNO# 经

双酶切后，电泳出现 .;.V2 和 /;0V2 左右的两条带，

与预期结果一致。以上实验结果表明基因已成功插

入 3!JL%E3%/ 和 3J$ 载体。

图 ! 3456&’(&（&）和 78,6&’(&（9）融合蛋白大肠杆菌表
达产物的 4:46;&3< 分析
W*TX / S6S%(#!J MHM=Y@*@ <: :9@*<H 3)<O,*H !S$%#NO# :)<+ , ; )#-.
P5-/（#）MH? C*@%#NO# :)<+ , ; )#-. P5-/（6J&）（P）X #：K; ()<O,*H
+M)V,)； /; (9)*:*,? !S$%#NO# 3)<O,*H； -; 3!JL%E3%/%MNO#； &;
S93,)HMOMHO@ <: =Y@MO,；A; S,?*+,HO@ <: =Y@MO,X P：KX ()<O,*H +M)V,)；/;
(9)*:*,? C*@%#NO# 3)<O,*H；-; 3J$%MNO#；&; S93,)HMHO@ <: =Y@MO,；A;
S,?*+,HO@ <: =Y@MO,X

2"$ 重组菌的诱导表达结果

对重组菌 P5-/（3!JL%E3%/%MNO#）、P5-/（6J&）

（3J$%MNO#）诱导表达并纯化，S6S%(#!J 结果显示

%)*+ 基 因 在 构 建 的 两 种 载 体 中 均 获 得 表 达，在

3!JL%E3%/ 载体中获得表达的融合蛋白相对分子量

为 /-1V6M（图 /），在 3J$ 载体中获得表达的融合蛋

111/ ZQ7 Z9,%=MH /* %- X >+)*% 0.)1#2.#-#3.)% 4.5.)%（-11E）AE（E）



白相对分子量为 !"#$%（图 &），均与预期大小相符。

!"# 单抗的生物学特性鉴定

经 & 次融合试验，共筛选得到 ’ 株单抗杂交瘤

细胞系，分别命名为 ()*，&)&，+,(( 和 -.*。’ 株单

抗的反应谱结果表明，它们是针对 )/0) 蛋白的特异

单抗（表 (）。经间接 1234) 方法鉴定，杂交瘤 &)& 的

亚类为 356，其他单抗的亚类均为 35,(（表 &）。杂交

瘤细胞 ()* 和 +,(( 的单抗腹水 1234) 效价为 ( 7( 8
(9*，&)& 和 -.* 的单抗腹水 1234) 效价为 (7* 8 (9’。

表 $ %&’% 单抗反应谱测定结果

:%;<= ( >=%/0?@?0?=A BC )/0) 6/);A

40D%?E
6/);A

()* &)& +,(( -.*
F2&(（$1+）（G1:H%/0)） I I I I
F2&(（$1+）（J1:） K K K K
F2&(（G,1L H -G H(H%/0)） I I I I
F2&(（G,1LH-G H(） K K K K
2MH’ I I I I
2MH’!%/0) K K K K
! N "##$%&’ K K K K
( N %$)" K K K K

表 ! %&’% 单抗的特性

:%;<= & OP%D%/0=D?A0?/A BC 0P= 6/);A %5%?EA0 )/0)
6/); 3AB0QG= :?0=DA BC %A/?0=A
()* 35,( ( 8 (9*

&)& 356 * 8 (9’

+,(( 35,( ( 8 (9*

-.* 35,( * 8 (9’

图 ( 单抗 $%# 的免疫印迹图谱

.?5N+ R=A0=DE ;<B0 %E%<QA?A BC 6/); ()*N 6N JDB0=?E M%D#=D；(N

JSD?C?=T GDB0=?E ,4:H)/0)；& N F2&(（$1+）（G1:）?ETS/=T；+N JSD?C?=T

U?AH)/0)N

!") 表达产物的 *+,’+-. /01’ 分析结果

由图 + 和图 ’ 的免疫印迹结果可知，在图 + 和

图 ’ 的泳道 ( 中均有一大小约为 (&9#$% 的特异印

迹带，图 + 和图 ’ 的泳道 + 中均有一大小约为 !"#$%
的特异印迹带，而诱导的 F2&(（$1+）（G1:）对应的泳

道中没有印迹带出现；由以上实验结果可以看出，用

单抗 ()* 和 2MH’ 的多抗血清进行的免疫印迹结果

一致，表明表达的 )/0) 蛋白具有免疫生物学活性，

同时进一步证实了单抗的特异性。

图 2 表达产物与 3452 多抗的免疫印迹图谱

.?5N’ R=A0=DE ;<B0 %E%<QA?A BC GDBTS/0 V?0P GB<Q/<BE%< %E0?;BTQ %5%?EA0

MBSA=N 6N JDB0=?E M%D#=D；( N JSD?C?=T GDB0=?E ,4:H)/0)；&N F2&(
（$1+）（G1:）?ETS/=T；+N JSD?C?=T U?AH)/0)N

( 讨论

2M 在感染过程中由宿主细胞的吞噬体逃逸到

细胞 质 后，在 菌 体 表 面 蛋 白 )/0) 的 作 用 下 激 活

)DG&W+ 复合物，使肌动蛋白进行装配，产生动力驱动

2M 穿过细胞质进入相邻细胞，造成在细胞间的直接

传播，使得该菌能逃避宿主先天性免疫和获得性免

疫应答作用［’，!，(9］。O%M=DBE 等的研究表明，在没有

其它 2M 毒力因子存在下，)/0) 足以引起运动［((］。

因此 )/0) 蛋白是 2M 胞内运动所必需的成分，对 2M
在细胞间的传播起关键作用。在将野生型 2M ’%*+
基因敲除后，细菌毒力降低 &999 倍（另文发表），进

一步证实了 )/0) 蛋白是 2M 的主要毒力因子之一。

4P=0DBEH>%M% 等的研究表明，2M 在未感染细胞

之前，)/0) 蛋白的表达水平极低，很难用常规手段

检测到，只有在逃离宿主细胞吞噬体后表达量才显

著提高［-］，)/0) 蛋白表达受环境条件的影响无疑给

该蛋白的纯化带来困难。在本研究中将 ’%*+ 基因

进行原核表达并获得纯化蛋白，为深入研究 )/0) 蛋

白的免疫生物学特性及功能提供了材料。

为了对 2M 的 )/0) 蛋白进行定位，以及对参与

细菌扩散的机制等进行研究，需要抗 )/0) 的抗体，

目前研究中普遍使用的是抗 )/0) 多抗，虽然多抗的

制备程序简单，但制备的纯度和产量有限，纯化过程

复杂。本研究中，以分别与 U?A、,4: 融合的 )/0) 蛋

白为免疫原和检测抗原，成功地获得抗 )/0) 的单克

隆抗体杂交瘤细胞株，为 2M 病原鉴定和快速检测

提供了新试剂，为深入开展 )/0) 致病机理研究创造

了条件。

最近的研究发现，除李斯特菌属的 2M、志贺氏

(99(殷月兰等：产单核细胞李斯特菌 ’%*+ 基因在大肠杆菌中的表达及其单克隆抗体的研制 N W微生物学报（&99-）’-（-）



菌属、立克次氏体属的一些细菌外，海分支杆菌、类

鼻疽伯克氏菌以及肠致病型大肠杆菌（!"!#）和牛

痘病毒等病原微生物也具有基于促使肌动蛋白装

配、驱 使 细 菌 运 动 及 细 胞 间 直 接 传 播 的 特 性［$］。

#%&’()* 等［+,］ 的 研 究 发 现，以 -& ./0. 蛋 白 的

#1!1""""23! 多肽制备的 145+ 抗体能阻断显微注

射进 "06, 细胞的志贺氏菌在细胞质内的运动。虽

然 -& ./0. 蛋白和志贺氏菌的 7/8. 蛋白同源性并不

高，但是 145+ 抗体的作用以及两种菌体表面蛋白相

似的功能预示着二者在促使肌动蛋白装配方面具有

一些相似的抗原表位。本研究中 ./0. 蛋白的获得

和单抗的制备，必将对揭示这些具有与 ./0. 功能相

同或相似蛋白的病原微生物的致病机理和疾病预防

提供借鉴。
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