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摘 要：采用 GHI 技术扩增单核细胞增多性李氏杆菌 2J 野毒株内化素 K（L;3K）基因，进行编码分子的序列和结构

分析，并克隆入大肠杆菌表达载体 :52$(6 中诱导表达。该基因全长 &(’0.:，编码 #0% 个氨基酸，其中前 0F 个氨基

酸残基构成信号肽序列。在推导的 L;3K 蛋白氨基酸序列中，从 M 端到 H 端分别包括 & 个!4螺旋的 H6: 结构域、# 个

富含亮氨酸的重复基序（NII）、& 个免疫球蛋白样结构域（LI）、& 段 K 重复序列和 0 个串联的 1O 结构域，同时还存

在 F 个潜在的 M4联糖基化位点，N+9 占所有氨基酸残基的 &%P$Q。与 1+;K6;R 已经报道的 &( 个不同流行株 L;3K 基

因相比，核苷酸和推导的氨基酸序列的同源性分别在 ’&P&Q ) ’’P#Q 和 ’$P0Q ) ’’P(Q之间。重组菌菌体裂解物

经 S*S4GJ15 和 O+ET+/; .3@T 分析证实该基因已经正确表达。用 M7$ U 亲和层析柱纯化了 L;3K 重组蛋白。
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李 氏 杆 菌 病 是 由 单 核 细 胞 增 多 性 李 氏 杆 菌（ !"#$%&"’
()*)+,$)-%*%#，NW）所引起的人畜共患传染病，感染动物主要

出现脑膜炎、败血症、流产等临床症状，病死率较高［&］。$%%F
年 # 月，新疆塔里木地区某马鹿养殖场的马鹿发生了以神经

症状并伴有流产为主要表现的一种传染病，我们从马鹿流产

的胎儿肝脏内分离出一株单核细胞增多性李氏杆菌（命名为

2J 株）。本研究克隆和表达了该野毒株内化素 K（L;T+/;637;
K，L;3K）基因，揭示了其编码分子的结构特征和遗传变异情

况，为进一步探讨该菌入侵宿主细胞的分子机制和研制有效

的疫苗奠定基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株：马鹿 NW 2J 野毒株是 $%%F 年 # 月从新疆库尔

勒地区某塔里木马鹿养殖场流产胎儿的肝脏内分离得到的，

经细菌形态学和生化试验鉴定为单核细胞增多性李氏杆菌。

%&%&’ 主 要 试 剂 和 仪 器：.’/ :39E *MJ 聚 合 酶 和 *MJ <+3
58T/6,T7@; X7T 购自上海生物工程公司。2! *MJ 连接酶、限制

性内切酶和 :W*&(42 载体购自大连 26X6I6 公司。大肠杆菌

（0#+1%&"+1"’ +)2"）表达载体 :52$(6、克隆宿主菌 YW&%’ 和表达

宿主菌 KN$&（*50）由本室保存。M2J 蛋白质纯化试剂购自

上海申能博彩生物科技有限公司。兔抗 ! A ()*)+,$)-%*%# 多

克隆抗体由本室制备。辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 L<1
抗体购自 S7<-6 公司。

%&%&( 引 物：根 据 1+;K6;R 中 已 报 道 的 ! A ()*)+,$)-%*%#

51* 株 L;3K 蛋白基因序列（登录号：W#"!"&），设计一对特异

性引物 G& 和 G$，预期扩增长度为 &(’0.:。上游引物 G&：FZ4
JHH11J2HHJJJ1JJJJ1HJHJJHHHJJ140Z；下游引物 G$：FZ4
JHHH2H1J122J222H2121HHH22JJJ240Z。为下一步表 达 需

要，分别在上、下游引物中引入 3’(["和 41)"酶切位点，

并加有 0 个保护性碱基。

%&’ )* +, 株 !"#$ 蛋白基因 -+./0- 扩增、克隆和遗传变

异分析

按常规方法培养马鹿 NW 2J 野毒株，用灭菌的生理盐水

洗下菌苔，用 S*S4蛋白酶 X 法提取细菌基因组 *MJ。GHI 采

用 F%#N 反 应 体 系：*MJ $#N，&% \ GHI .9]]+/ F#N，$F--@3^N
W<H3$ !#N，引 物 G&（$F:-@3#̂N）、G$（$F:-@3#̂N）各 &#N，

$PF--@3^N _M2GE !#N，水 0$P"#N，26D :39E *MJ 聚合酶 %P0#N
（F‘#̂N），混匀。反应条件为：’#a 0-7;；’!a F%E，F#a !FE，
"$a $-7;，0F 个循环；"$a &%-7;。电泳分析 GHI 产物，并回

收目的片段，与 :W*&(42 载体 &#a过夜连接。次日将连接产

物转化大肠杆菌 YW&%’，用酶切和 GHI 方法筛选重组质粒

:2L;3K，送上海生物工程公司测序，用 *MJET6/ 软件对李氏杆

菌不同流行株 L;3K 基因进行序列比较和遗传变异分析。

%&( !"#$ 蛋白分子结构预测分析

用在线软件（[TT:：̂^bbbA +8:6E>A @/<）对推导的 L;3K 蛋白

序列进行生物信息学分析及二级和三级结构预测。

%&1 原核表达载体 23+!"#$的构建与重组蛋白的表达和检测

用 3’(["和 41)"同时分别双酶切 :2L;3K 和 :52$(6，
分别回收目的片段和载体片段，用 2! 连接酶连接，构建原核



表达载体 !"#$%&’，并用酶切和 ()* 进行鉴定。将 !"#$%&’ 转

化 ’+,-（."/）后，加 $(#0（终浓度为 -112+3+）诱导 / 4 56，将

诱导菌用超声波裂解，取裂解液上清进行 7.78(90" 检测。

一抗用兔抗 +: 多克隆抗体，二抗用辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔 $;0 抗体进行 <=>?=@% A&2? 分析。

!"# 重组蛋白 $%&’ 的纯化

用超声波裂解表达菌至澄清透明，离心取上清液进行纯

化。用 B#9 纯化树脂装柱，进行 BC 离子亲和层析柱纯化重

组蛋白 $%&’。收集层析过程中的洗脱液，进行 7.78(90" 电

泳，检测重组蛋白的纯化效果。

( 结果

("! )* +, 株 $%&’ 蛋白基因的扩增和克隆

经 -DEF琼脂糖凝胶电泳，马鹿李氏杆菌 $%&’ 蛋白基因

()* 产物大小为 -GH/A!，与预期值相符。以重组质粒 !#$%&’
为模板，用 ()* 可扩增得到 -GH/A! 的核酸片段。将重组质

粒 !#$%&’ 用 !"#I!和 $%&!双 酶 切，可 得 到 ,JH, A! 和

-GH/A! 两个片段，表明目的基因已克隆入 # 载体中。

("( )* +, 株 $%&’ 基因核苷酸和推导的氨基酸序列分析

经测序，#9 野毒株 $%&’ 蛋白基因全长 -GH/ A!，编码 J/E
个氨基酸（图 -）。此基因序列已向 0=%’K%L 提交（"MNJJ-E,）。

用 7C;%K& $( 软件分析表明，在推导的李氏杆菌 $%&’ 蛋白氨基

酸序列中前 /O 个氨基酸残基构成信号肽，后面 OHO 氨基酸构

成成熟 $%&’ 蛋 白，其 中 +=P 占 所 有 氨 基 酸 残 基 的 -ED,F。

(*Q7$#" 软件分析发现，成熟蛋白上有 O 个潜在的 B8联糖基

化位点（GN 4 G5，HH 4 -E,，/HG 4 NE-，NJ- 4 NJN，NGN 4 NG5）、H 个

酪蛋白激酶"磷酸化位点、5 个蛋白激酶 ) 磷酸化位点、, 个

依赖于 R9:(8R0:( 蛋白激酶磷酸化位点（J, 4 JO 和 OG/ 4
OGJ）、N 个 B8豆蔻酰化位点。7:9*# 软件分析发现，在推导

的 $%&’ 蛋白氨基酸序列中，从 B 端到 ) 端分别包括 - 个#8螺
旋的 )K! 结构域（/J 4 GN）、J 个富含亮氨酸的重复基序（+**，

H- 4 --G，--H 4 -NE，-N- 4 -J,，-J/ 4 -GN，-GO 4 ,EJ，,E5 4 ,EG）、-
个免疫球蛋白样结构域（$*，,/H 4 /,E）、- 段 ’ 重复序列（/,-
4 /H-）和 / 个串联的 0< 结构域（/H, 4 NJO，NJJ 4 ON5，ONG 4
J/E）（图 -）。

图 ! )* +, 株 $%&’ 蛋白的分子特征

MC;S- #6= 12&=RP&K@ R6K@KR?=@C>?CR> 2T U=UPR=U K1C%2 KRCU >=VP=%R= 2T

C%?=@%K&C% ’ ;=%= 2T ’()*+,(" #&-&./*&0+-+) #9 >?@KC%S

("- )* +, 株 $%&’ 蛋白二级结构和三级结构预测

用 IBB 软件对 $%&’ 蛋白二级结构预测表明，$%&’ 蛋白分

子包括 H 段#8螺旋，中间由无规圈曲相连接。用 7WC>>812U=&
软件进行三级结构预测表明，$%&’ 蛋白三级结构是由无规圈

曲连接的多段$8平行螺旋所形成中空状的靴状结构，其中上

面的靴筒部分为入侵相关结构域集中区域（图 ,）。

图 ( $%&’ 蛋白分子的 -. 结构分析

MC;S, /. >?@PR?P@= K%K&X>C> 2T $%&’ !@2?=C% AX 7WC>>812U=& >2T?WK@=S

("/ )* 不同分离株 $%&’ 基因的系统发生分析

+: #9 野毒株与其他 -G 个李氏杆菌毒株相比，$%&’ 基因

核苷酸和推导氨基酸序列的同源性分别为 H-D-F 4 HHDJF
和 H,D/F 4 HHDGF之间。不同的李氏杆菌分离株 $%&’ 基因

存在一定的变异，主要为散在的点突变，其中 5NE 4 H,E、-OJE
4 -JJE 和 -5JE 4 -G5E 共 / 个区域为高变异区。聚类分析表

明，李氏 杆 菌 不 同 的 分 离 株 可 分 为 两 大 谱 系 +C%=K;=!和

+C%=K;="，其中 #9 株与 "0. 强毒株归为 +C%=K;="，两者 $%&’
核苷酸和推导氨基酸序列的同源性分别为 HHD/F和 HHDGF，

表明两者亲缘关系很近（图 /）。

图 - 李氏杆菌不同野毒株 $%&’ 蛋白基因的系统发生分析
MC;S/ (6X&2;=%=?CR ?@== AK>=U 2% 6212&2;X 2T $%&’ ;=%=> 2T UCTT=@=%? >?@KC%> 2T ’ S #&-&./*&0+-+) S 0=%’K%L KRR=>>C2% %P1A=@> W=@= K> T2&&2W>：
’ S #&-&./*&0+-+ >?@KC% B**+ ’8//,,G，.YGNNNEH；B**+ ’8//,,N，.YGNNNEG；B**+ ’8//,,,，.YGNNNE5；B**+ ’8//,,-，.YGNNNEJ；

B**+ ’8//,,E，.YGNNNEO；B**+ ’8//,-G，.YGNNNEN；B**+ ’8//,-5，.YGNNNE/；B**+ ’8//-GJ，.YGNNNE,；B**+ ’8//-5H，.YGNNNE-；
B**+ ’8//-5G，.YGNNNEE；B**+ ’8//-5J，.YGNN/HH；B**+ ’8//-JJ，.YGNN/HG；B**+ ’8//-JN，.YGNN/H5；B**+ ’8//-JE，.YGNN/HJ；

B**+ ’8//-ON，.YGNN/HN；B**+ ’8//-NG，.YGNN/H/；B**+ ’8//-NO，.YGNN/H,；
B**+ ’8//-NN，.YGNN/H-；"0.，:J5N5-；#9，"MNJJ-E, S
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!"# 原核表达载体 $%&’()* 的构建

以重组质粒 !"#$%&’ 为模板，通过 ()* 可扩增出目的基

因片段。用 !"#+!和 $%&!双酶切 !"#$%&’，可得到 ,-./0!
和 12/-0! 两个片段，表明该重组质粒构建正确。

!"+ ’()* 蛋白在 ! , "#$% 中的表达、检测和纯化

!"#$%&’ 转化菌的诱导产物在约 3.45 678 处有一条与预

期值大小相符特异性的蛋白带，而 !"#9528（ : ）转化菌的诱

导产物和 !"#$%&’ 转化菌的非诱导产物在该处没有蛋白带。

;<=><?% 0&@> 分析可见，该重组蛋白可与抗 ’ A #&(&)*+&,-(-. 多

克隆抗体发生血清学反应（图 B9C 箭头处），表明所表达的蛋

白是特异性 $%&’ 蛋白。凝胶薄层扫描结果显示，!"#$%&’ 转

化的 ’D51（7"-）在 $(#E 诱导 . F 后 $%&’ 蛋白的最高表达量

可占菌体总蛋白量的 5G4.H。将 IJ5 : 亲和层析柱纯化的重

组蛋白进行 K7K9(CE" 电泳，结果只出现了单一的蛋白带，表

明纯化效果良好（图 B9’）。

图 - ’()* 蛋白在 ! , "#$% .%/（*0!1）中的表达（2）和纯化（*）

LJMAB "N!?<==J@% @O $%&’ !?@><J% J% / A )&01 7"-（’D51）（C）8%P J>’= Q?JOJR8>J@%（’）A C："N!?<==J@% @O $%&’ !?@><J% J% "A R@&J 7"-（’D51）A SA K>8%P8?P

!?@><J% T8?6<?；1 A ’D51（7"-）>?8%=O@?T<P 0U !"#528；5，-A $%PQR<P ’D51（7"-）>?8%=O@?T<P 0U !"#528；BA V%J%PQR<P ’D51（7"-）>?8%=O@?T<P 0U

!"#$%&’；, A $%PQR<P ’D51（7"-）>?8%=O@?T<P 0U !"#$%&’；. A ;<=><?% 0&@> 8%8&U=J=A ’：(Q?JOJR8>J@% @O ?<R@T0J%8%> !?@><J% $%&’ K7K W (CE" 8%8&U=J= @O

!Q?JOJ<P !?@><J% $%&’A SA K>8%P8?P T@&<RQ&8? X<JMF> !?@><J% T8?6<?；1A (Q?JOJ<P ?<R@T0J%8%> !?@><J% $%&’A

/ 讨论

内化素（$%><?%8&J%）是由 DS 毒力相关基因编码的一组蛋

白［5，-］，其中最早被发现的是 $%&C 和 $%&’，它们的功能与侵袭

素相似，能介导细菌侵入无吞噬能力的细胞内［B，,］。在单核

细胞增多性李氏杆菌中有大量的内化素类似物，从结构上来

看，所 有 的 内 化 素 都 有 一 个 富 含 亮 氨 酸 的 重 复 序 列

（D**）［.，3］。在该区域内，亮氨酸在固定的位置以串联的排列

方式重复出现。内化素典型的 D** 含有 55 Y 5/ 个氨基酸残

基，亮氨酸是在 -、.、/、11、1. 和 55 位出现的（N9N9$Z[ZD9N9N9LZ
(ZD9N9N9DZ(9N9D9N9N9DZ$9N9D9N9N9I9N9$ZD，N 代 表 任 意 氨 基 酸）。

D**的这种基序形成右手螺旋状（称为"平行螺旋），每个

D**单元又有一个转角。具有 D** 基序的蛋白在真核细胞

中比较常见，它介导蛋白质之间的相互作用，与信号转导和

细胞黏附等过程密切相关［2，/］，但在原核细胞却很少见，推测

它能与细胞表面一些特异性的受体（如 RS<> 受体酪氨酸激

酶、" 钙粘蛋白）结合［1G，11］，与细菌对宿主细胞的黏附过程有

关。

1//1 年 E8J&&8?P 等［B］首次测定了 DS "E7 株 $%&C 和 $%&’
基因。序列分析表明，$%&’ 由 .-G 个氨基酸残基组成，在其 I
端含有 3 个 D** 单元，) 端含有一段 5-5 个氨基酸残基的区

域，该区域由 2G 个氨基酸残基长的 - 个串联重复序列组成，

每个重复序列以 E; 开始，这段区域与 $%&’ 蛋白黏附在菌体

表面有关［15］。本研究对推导的 #C 株 $%&’ 氨基酸序列分析

表明，在其 I 端存在 . 个 D** 基序，但在 D** 基序前面还含

有一段#9螺旋的 )8! 结构域，在其后面还有 1 个免疫球蛋白

样结构域和 1 段 ’ 重复序列，其中 ’ 重复序列这种结构通常

能与葡萄糖胺聚糖、糖蛋白 )1 等受体结合，可能对宿主细胞

的黏附起辅助作用。通过对 $%&C 和 $%&’ 基因突变研究，发现

$%&C 和 $%&’ 基因均是 DS 侵入无吞噬性细胞所必需的［1-，1B］，

它们能使没有侵袭性细菌产生侵袭力，两者协同作用引起细

菌内化入宿主细胞中［1,］。$%&’ 蛋白能够诱导宿主细胞表面

形成皱褶，诱导宿主细胞蛋白质的酪氨酸磷酸化。研究还发

现，$%&’ 和 $%&C 具有不同的细胞特异性［1.］，$%&C 能介导细菌

侵入 )8R@95 肠细胞，而 $%&’ 则不能；反之 $%&’ 能介导细菌侵

入鼠 #$’3- 肝脏细胞［13］，但 $%&C 却不能；但对于侵入人肝细

胞，这两种内化素都是必需的［1,，1.］。另外，根据 $%&’ 基因的

聚类分析，IJMF>J%M8&< 等（5GG,）研究发现可将 DS 不同地域的

分离株分为两大遗传谱系［12］。\<Q9+8?% 等（5GG.）研究也发

现，$%&’ 基因不但可以用于 DS 的基因型分型，而且还存在着

同源重组和在压力选择下而产生的遗传多样性［1/］。鉴于

$%&’ 蛋白与 DS 侵袭力、免疫原性和分子分类密切相关，本试

验开展了 $%&’ 蛋白基因的克隆、表达及纯化研究，不但可以

了解 $%&’ 蛋白的结构特征和野毒株 $%&’ 基因的遗传变异情

况，而且为进一步探讨 DS 侵入宿主细胞的分子机制和研制

有效的基因工程亚单位疫苗奠定基础。
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