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淋球菌 nspA 和大肠杆菌 ltB 融合基因的构建、表达及鉴定 

秦勇, 胡四海*, 张愉快, 余敏君, 唐莹, 刘刚 
(南华大学病原生物研究所, 衡阳 421001) 

摘要: 通过基因工程的方法构建奈瑟氏淋球菌表面蛋白 A(Neisseria gonorrhoeae surface protein A, 

nspA)和大肠杆菌不耐热肠毒素 B亚单位(B subunit of Escherichia coli heat-labile enterotoxin, ltB)融

合基因的原核表达载体, 对其进行表达与鉴定, 为后续融合蛋白 LTB-NspA 的生物活性分析及其作

为淋球菌粘膜免疫疫苗的研究奠定基础。用 PCR 法从标准菌株分别扩增出 nspA、ltB 基因, 用重组

PCR法通过接头将 ltB与 nspA融合, 将其插入 pET-30a中, 转入 BL21中表达。经测序、SDS-PAGE

和 Western blot 分析, 证实成功构建了 ltB-nspA 融合基因的原核表达载体, 并在 BL21 中表达。

ltB-nspA 融合基因的成功表达, 为进一步研究其生物活性及淋球菌粘膜免疫疫苗的研究奠定了一定

基础。 
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正文淋病奈瑟菌 (简称淋球菌 )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 , 
从而严重阻碍了高效淋球菌疫苗的研制[1]。通过对淋

球菌主要外膜蛋白(又称孔蛋白)、菌毛蛋白、热修饰
蛋白以及脂寡糖等外膜抗原的研究 , 人们发现大多
数淋球菌外膜抗原都具有较大的变异性。因此, 选择
免疫原性强且高度保守的淋球菌表面抗原 , 并辅之
以高效的粘膜佐剂以提高机体抗淋球菌感染的特异

性粘膜免疫水平, 是淋球菌疫苗研究的一种新策略。
Plante 等首先克隆了奈瑟氏淋球菌的表面蛋白 A 
(Neisseria gonorrhoeae surface protein A,NspA)基因, 
发现 NspA 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
苗候选抗原[2]。大肠杆菌不耐热肠毒素 B 亚单位 (B 
subunit of Escherichia coli heat-labile enterotoxin, LTB)
是继霍乱毒素 B亚单位(Cholera toxin B-subunit, CTB)
之后发现的一种新的粘膜佐剂 , 它去除了大肠杆菌
不耐热肠毒素的毒性A亚单位, 仍保留较好的佐剂活

性 [3,4]。该研究克隆了 nspA、 ltB 基因和融合基因
ltB-nspA, 构建了相应的原核表达载体并进行了表
达、鉴定, 为后续 LTB作为分子内佐剂的生物活性分
析以及进一步研究高效的淋球菌粘膜免疫疫苗奠定

了基础。 

1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒: 淋球菌 WHO-A 标准株、E.coli 
DH5α、E.coli BL21、 pET-30a 由本室保存 , E.coli 
H44815株购自中国卫生部药品生物制品检定所。 
1.1.2  主要试剂和仪器: PCR试剂盒、限制性内切酶、
T4连接酶、DNA Marker、核酸纯化回收试剂盒均购
自大连宝生物公司 ; 质粒提取试剂盒、蛋白分子量
Marker、IPTG购自上海生物工程公司; 兔抗 CT抗体、
HRP标记羊抗兔 IgG抗体购自 Sigma公司; 兔抗淋球
菌血清由本室制备保存 ; 其他试剂为进口分装或国
产分析纯。 
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1.2  模板 DNA 制备  
分别收集淋球菌 WHO-A 株和 E.coli H44815 株

的新鲜培养物 , 常规苯酚 -氯仿法提取细菌基因组
DNA, 经无 DNA 酶的 RNA 酶消化后再次苯酚-氯仿
法提取 DNA, 溶于 TE buffer贮存作为模板。 

1.3  NspA 与 LTB 基因的扩增  
根据 GENBANK 报道的 NSPA(GI: 26324161)、

LTB(GI: 145830)核甘酸序列, 利用 PRIMER 5.0设计引
物。NSPA引物序列: 上游 (BAMH ): 5Ⅰ ′-GCGGATCC 
ATGAAAAAAGCACTTGCC-3′, 下游(HIND ): 5Ⅲ ′- 
CGTTCGAAGCTTTCAGAATTTG ACGCGCAC-3′。 
LTB引物序列: 上游(BAMH ): 5Ⅰ ′-GCCGGGATCC ATG 
AATAAAGTAAAAT-3′, 下游引物(HIND ): 5Ⅲ ′-TCGC 
AAGCTTCTAGTTTTCCATACTGAT-3′, 引物由上海
生工公司合成 (下划线处为酶切位点 )。NSPA、LTB 
PCR 反应体系(50μL):  PCR 反应参数: 94  5MIN, ℃

94  30S℃ , 62  45S(NSPA)/53  ℃ ℃ 45S(LTB), 72  45S, ℃

30个循环; 72  10MIN℃ 。扩增产物在 1.2%琼脂糖凝胶
中电泳分析。 

1.4  融合基因 ltB-nspA 的构建  
先用 PCR法在 ltB的下游和 nspA的上游同时引

入一段编码 6 个氨基酸(Asp-Pro-Arg-Val-Pro-Ser)的
特殊核甘酸序列 , 得到 ltB-Linker(ltB-L)和 Linker- 
NspA(L-nspA), 再以编码 6 个氨基酸的 18 个碱基序
列作为接头, 以纯化回收的上述产物互为模板互为引物, 
PCR 扩增得到融合基因 ltB-nspA。ltB-L 的引物序列   
(下划线处为酶切位点 )为 :  P1(BamH ):  Ⅰ 5′-GCC 
GGATCCATGGCTCCTCAGTCTATTACAGAACTATG-3′, 
P2: 5′-GCTCGGTACTCTCGGATCGTTTTCCATAC 
TGATTGCC-3′; L-NSPA 的引物序列为: P3: 5′-GA 
TCCGAGAGTACCGAGCATGAAAAAAGCACTT 
C-3′, P4(Hind ): 5Ⅲ ′-CGTTCGAAGCTTTCAGAAT 
TTAGCGCGCAC-3′。ltB-L、L-nspA PCR反应体系及
参数同上述 ltB、nspA的 PCR反应。利用试剂盒纯化
回收产物 ltB-L、L-nspA,并调两者至等浓度。融合基
因 ltB-nspA的 PCR体系(50μL):  PCR反应参数: 94  ℃

3min; 94  30s, 52  1min, 72  1min℃ ℃ ℃  20s, 15个循环;  
72  10min; ℃ 为提高效率再向体系中加入 P1、P4引物
各 1μL, 94  3min; 94  30s, 62  1min; 72  1min 20s, ℃ ℃ ℃ ℃

20个循环; 72  10min℃ 。扩增产物在 1.2%琼脂糖凝胶
中电泳分析。 

1.5  原核重组表达载体的构建   
用试剂盒从 E.coli DH5α 提取质粒 pET-30a, 将

上述所得产物 nspA、ltB、ltB-nspA 及 pET-30a 行

BamHⅠ、HindⅢ双酶切, 酶切体系(20μL): PCR 产物

或载体 10μL, BamHⅠ、HindⅢ各 1μL, 10× K buffer 

2μL, ddH2O 6μL, 37℃过夜(载体 37 3h)℃ 。试剂盒纯化

回收上述酶切产物, 与 pET-30a 行连接反应(20μL 反

应体系): 目的片段 5μL, 载体 5μL, T4 ligase 0.5μL, 

T4 ligase buffer 2μL, ddH2O 7.5μL; 16℃反应过夜。将

上述连接产物转化入 E.coli BL21。 

1.6  阳性克隆的筛选及 PCR、酶切鉴定   
从卡那抗性的 LB平板上挑选菌落行 PCR鉴定及

提取质粒酶切鉴定, 确定阳性重组子。 

1.7  核甘酸序列测定及 Blast 分析   
将经 PCR、酶切鉴定的阳性重组子送上海生工测

序, 测序结果与 GenBank nspA(gi: 26324161)、ltB(gi: 

145830)核甘酸序列作 Blast分析。 

1.8  重组蛋白的表达及鉴定   
将确认正确的重组子表达菌扩增培养, IPTG 诱

导目的蛋白的表达, SDS-PAGE 初步鉴定其表达及蛋

白分子量大小。 

    按参考文献 [5]进行 , 所用一抗分别为兔抗淋球

菌抗血清(1:1280 倍稀释)和兔抗 CT 抗体(1:1280 倍

稀释), 二抗为 HRP 标记的羊抗兔 IgG(1:3000 倍稀

释), OPD显色。 

2  结果 
2.1  nspA、ltB、融合基因 ltB-nspA 的获得   

用 PCR 从标准菌株中扩增出 nspA、ltB 及融合
基因 ltB-nspA, 经在 1.2%琼脂糖凝胶中电泳, 得到一
条与预期 ltB 相符大小约为 372bp 的清晰条带, 以及
一条比 ltB 大小稍大(约为 390bp)的清晰条带 ltB-L; 
可见一条与预期 nspA 相符大小约为 525bp 的清晰条
带 , 以及一条比前者稍滞后 (约为 540bp)的预期的
L-nspA 的清晰条带; 还可见一条与预期 ltB-nspA 相
符大小约为 900bp的清晰条带。 

2.2  原核表达载体构建、筛选阳性克隆、PCR 及酶切

鉴定  
经酶切过的 PCR 产物与载体通过 BamHⅠ、

HindⅢ酶切位点相连接, 转化入 E.coli BL21 后, 筛
选阳性克隆, 经 PCR及 BamHⅠ、HindⅢ双酶切鉴定, 
1%琼脂糖凝胶电泳显示 PCR 和双酶切均能得到预期
目的条带,初步说明目的基因成功克隆至 pET-30a 表
达载体中(见图 1)。 
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图 1  重组表达载体经 BamHⅠ、HindⅢ琼脂糖凝胶电泳酶

切鉴定图谱(1%琼脂糖凝胶电泳) 
Fig. 1  1%Agerose gel electrophosis profile of digestion product of 
the recombinant vectors. M1. DNA Marker; 1. pET-30a; 2. 
pET-30a-ltB; 3. pET-30a-nspA; 4. pET-30a-ltB-nspA; 5. ltB-nspA; 6. 
nspA; 7. ltB; M2. 100bp DNA Ladder    
 

2.3  核甘酸序列测定及 Blast 分析   
对上海生工测序结果作 Blast 分析, 重组表达载

体中 nspA序列与淋球菌WHO-A株 nspA(gi:26324161)
序列同源性达 100%(525/525), 重组表达载体中 ltB序
列与 E.coli H44815 株 ltB(gi:145830)序列同源性达
99.99%(374/375) ,  其中编码第 23 位氨基酸 Pro 
(CCT→CCC)而氨基酸不改变 , 同时分析开放读码框
正确 ,  确认我们成功获得了 pET-30a-nspA, pET- 
30a-ltB, pET-30a-ltB-nspA的原核表达载体。 

2.4  重组蛋白的表达与 SDS-PAGE 鉴定  
将上述重组表达菌增菌培养 ,  加入浓度梯度的

IPTG(0.5mmol/L, 1.0mmol/L, 1.5mmol/L, 2.0mmol/L) 
37℃诱导表达 , 超声裂解细菌经 SDS-PAGE, 发现
IPTG 浓度对蛋白表达几乎无影响(图略); 以 0.5mmol/L 

 
图 2  不同诱导时间的重组蛋白表达 SDS-PAGE 结果图 
Fig. 2  SDS-PAGE of expressed recombinant bacteria induced with 
different time in E. coli BL21.1.bacteria with pET-30a induced by 
4h; 2－5. bacteria with pET-30a-NspA induced by 1h, 2h, 3h ,4h ; 6
－9. bacteria with pET-30a-LTB-NspA induced by 1h, 2h, 3h, 4h; 10. 
protein MW Marker. 

IPTG诱导表达 1h、2h、3h、4h, 显示 NspA(约 26kDa)
和 LTB-NspA(约 39kDa)均在 3h表达趋于饱和(图 2)。
同时发现, 在 12%或 15% SDS-PAGE 中均未能发现
LTB, 其具体原因不清。 

2.5  重组蛋白的 Western blot 鉴定   
对重组蛋白 NspA和 LTB-NspA同用兔抗淋球菌

血清作为一抗进行 Western blot 分析, 与对照组比较
都出现了清晰的特异性条带(图 3); 同时用兔抗 CT血
清(LT与 CT结构高度相似, 可用兔抗 CT血清替代抗
LTB 血清 [5])作为一抗, 对融合蛋白 LTB-NspA 进行
Western blot 分析 , 也出现了清晰的特异性条带(图
4)。   

 

图 3  重组蛋白 NspA 和 LTB-NspA 的 Western blot 鉴定(兔
抗淋球菌血清) 
Fig. 3  Western blot of the recombinant NspA and LTB-NspA pro-
tein(rabbit anti-NG serum). 1. fusion protein LTB-NspA; 2.NspA; 
3.pET-30a. 

 

图 4  融合蛋白 LTB-NspA 的 Western blot 鉴定(兔抗 CT
血清)  
Fig. 4  Western blot of the LTB-NspA fusion protein (rabbit 
anti-CT serum). 1. pET-30a; 2. fusion protein LTB-NspA. 
 

3  讨论  

许多病原体通过粘膜组织感染人而致病 , 机体
广泛的粘膜组织共同组成的粘膜免疫系统在人体抵

抗病原体感染中起着十分重要的第一道防线作用。淋

球菌直接侵袭人体泌尿生殖道粘膜 , 在对抗机体的
免疫作用过程中其外膜抗原产生变异以逃避机体的

免疫。因此, 研究开发能对其产生高效粘膜免疫应答
的疫苗尤为重要。Plante 等[2]克隆了淋球菌 nspA 基
因 , 发现淋球菌 NspA 氨基酸序列和脑膜炎球菌

NspA 的同源性为 93%, 淋球菌菌株之间的同源性高
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达 98%。用放射性标记的 NspA单抗检测 NspA在细
胞膜表面的暴露情况, 证实淋球菌 NspA 位于完整的
细菌表面。可见 NspA 抗原高度保守, 在菌体表面持
续表达, 并具有较强免疫原性, 是一个很好的淋球菌
疫苗候选者[6]。我们近期的研究工作也证实 NspA 具
有较强的免疫原性 , 能诱导小鼠产生有效的体液免
疫和细胞免疫[7]。 

LTB 是一种公认的新型粘膜佐剂 , 国内外许多
学者将其与目的抗原混合或偶联于目的抗原 ,  通过
鼻饲、胃肠道、生殖道等粘膜免疫途径免疫动物, 不
仅可以广泛地激活粘膜免疫系统 ,  在粘膜表面产生
高效价的特异性的 sIgA, 而且在血循环中可产生高
效价的 IgG, 同时也可诱发细胞免疫应答[8,9,10,11]。刘

正祥等构建表达了幽门螺杆菌的融合疫苗 LTB-HpaA
并口服免疫小鼠 ,  检测显示免疫小鼠获得了高水平
的粘膜 sIgA和血清 IgG[12]。E. Fingerut等将 LTB与
IDDV的 VP2融合在酵母中表达, 用融合蛋白滴眼和
口服两种方式免疫雏鸡 , 获得了对 IDD70%～100%
的免疫保护力[13]。本实验中经测序证实成功克隆了淋

球菌高度保守的 NspA和 E.coli LTB, Blast分析显示
NspA 序列与淋球菌 WHO-A 株 GenBank nspA 
(gi:26324161)序列同源性达 100%, LTB序列与 E.coli 
H44815 株 GenBank ltB(gi: 145830)序列同源性达
99.99%。我们选取一段含 6 个氨基酸(Asp-Pro-Arg- 
Val-Pro-Ser)的短肽作为接头, 构建了 ltB-nspA 的融
合基因, 短肽的两个 Pro 分子结构中含有 β 转角利于
融合蛋白中 LTB与 NspA可自由旋转而维持各自的正
确空间构象, 为重组蛋白的有效表达、保持其生物活
性以及有效发挥 LTB的分子内佐剂活性提供了保障。 

本实验在 SDS-PAGE 分析中, 显示我们成功表
达了相对分子质量约为 26kDa的重组蛋白 NspA和相
对分子质量约为 39kDa的重组蛋白 LTB-NspA。但在
12%或 15%SDS-PAGE 中均未能发现 LTB, 我们推测
很可能由于变性处理后形成的 LTB 单体分子量太小
(约 11.2kDa)而不易检出, 也可能表达出的 LTB 极不
稳定被降解或其表达量太小等因素引起不表达 , 确
切原因尚不清楚。在 Western blot 分析中, 用兔抗淋
球菌血清和兔抗 CT 血清分别作为一抗, 证实了融合
蛋白中 NspA和 LTB的存在, 表明融合蛋白仍保持了
NspA 和 LTB 各自的免疫反应性。综上所述, 该研究
初步构建了淋球菌 nspA 和大肠杆菌 ltB 融合基因的
原核表达载体 , 并能有效表达融合蛋白 LTB-NspA, 

为进一步研究淋球菌 NspA的生物活性和粘膜保护性
免疫打下了基础。 
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Cloning, expression and identification of the fusion gene between Neisseria 
gonorrhoeae nspA and Escherichia coli ltB 

Yong Qin, Sihai Hu*, Yukuai Zhang, Minjun Yu, Ying Tang, Gang Liu 
(Institute of Pathogenic Biology, Nanhua University, Hengyang 421001, China) 

Abstract: Neisserial surface protein A (NspA) of Neisseria gonorrhoeae is a potential anti-gonorrhea vaccine, and the 
heat-labile enterotoxin subunit B (LTB) of Escherichia coli is a kind of mucosal adjuvant that can assist mucosal 
immune response. We constructed a prokaryotic expression vector of the fusion gene ltB-nspA, and expressed and iden-
tified the fusion protein LTB-NspA. The nspA gene and the ltB gene were amplified from the genomic DNA of standard 
strains of Neisseria gonorrhoeae and Escherichia coli respectively by polymerase chain reaction(PCR). Two fragments 
were obtained by agarose gel electrophoresis. One was about 525bp of nspA gene, and the other was about 372bp of ltB 
gene. Fragment nspA and fragment ltB were fused with a linker encoding 6 amino acids (Asp-Pro-Arg-Val-Pro-Ser) by 
recombination PCR and a 900bp fragment of the fusion gene ltB-nspA was found on the gel. The fusion gene ltB-nspA 
was cloned into the prokaryotic expression vector pET-30a after digestion with BamH  and Hind Ⅰ III. Recombinants 
were selected by enzyme digestion and sequencing. The recombinant plasmid with ltB-nspA gene was then transformed 
into E.coli BL21 with IPTG to induce and express the fusion protein. SDS-PAGE analysis showed that the relative mo-
lecular weight of the expressed recombinant protein was about 39 kDa equivalent to the theoretically predicted value. 
The specificity of the expressed fusion protein was confirmed by Western-blot. The prokaryotic expression vector was 
constructed correctly and the fusion protein LTB-NspA was successfully expressed, which provided a basis of investi-
gating its biological functions and developing of a Neisseria gonorrhoeae mucosal vaccine. 

Keywords: nspA; ltB; cloning; gene fusion; expression; identification 
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