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摘要 克隆牛布鲁氏菌的甲酰基转移酶基因(Wbkc),在大肠杆菌中表达/纯化,并对甲酰基转移酶的抗原

性进行分析。以牛布鲁氏菌的染色体DNA为模板,扩增Wbkc基因,双酶切后克隆至pET-28a上,在大肠杆菌

BL21中诱导表达,HisTrapFF层析柱纯化,Westernblot鉴定甲酰基转移酶的抗原性。提取的重组质粒经

PCR鉴定、双酶切鉴定和测序分析确定目的基因成功插入到了克隆载体中。SDS-PAGE分析证明,表达产物为

相对分子质量29000的融合蛋白。Westernblot结果表明,表达的蛋白具有特异的免疫反应原性。
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  布鲁氏菌(Brucella)是一种短小的球杆状胞内

寄生菌,可引起反刍动物睾丸炎和流产[1-2],感染人

类时的主要症状有波状热、多汗、肌肉疼痛等。最新

的研究成果表明牛布鲁氏菌表面脂多糖(lipopo-
lysaccharide,LPS)分子与其胞内生存能力和毒力有

关。LPS产生的抗血清可用于人类及动物的布鲁

氏菌病的诊断[3-4]。Wbkc基因编码光滑型布鲁氏菌

脂多糖(LPS)O链合成必需的甲酰基转移酶,该基

因的缺失或破坏通过影响光滑表型的形成而使其毒

力发生衰减或消失。笔者通过克隆牛布鲁氏菌的

Wbkc基因,在大肠杆菌中表达,并对表达物进行

Westernblot分析,旨在为布鲁氏菌病的诊断性蛋

白的寻找和布鲁氏菌基因缺失疫苗的研制奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 质粒与菌毒株

pET-28a(+)载体、大肠杆菌 DH5α和BL-21
均由笔者所在实验室保存;pMD18-TVector购于

宝生物工程(大连)有限公司;牛布鲁氏菌购自中国

兽医药品监察所;辣根过氧化酶(HRP)标记的羊抗

鼠IgG购自北京博奥森生物公司;HisTrapFF柱

购自GEHealthcare公司。

1.2 酶与化学试剂

PCRKit、T4DNA 连 接 酶、限 制 性 内 切 酶

BamHⅠ/SalⅠ、IPTG、X-gal、DNAmarker均购于

TaKaRa公司(大连);蛋白质marker购自生工生物

(上海)有限公司;普通琼脂糖凝胶DNA回收试剂

盒、离心柱型质粒提取试剂盒均购自上海优萌科学

仪器有限公司;氨苄青霉素(ampicilin,Amp)、卡那

霉素(kanamycin,Kan)均购自宝生物工程(大连)有
限公司。
1.3 引物设计及合成

根据GenBank上发表的牛布鲁氏菌株的Wbkc
基因 序 列 (GeneID:1197129.),以 及 pMD18-T
Vector和pET-28a(+)Vector的特点分别设计两

端含有限制性内切酶BamHⅠ和SalⅠ酶切位点的

引物。上 游(含 有 BamHⅠ酶 切 位 点):5′-CGCG-
GATCCGCAAAAAGCGGCCAAAGCCTGG-3′;下 游

(含 有 SalⅠ酶 切 位 点):5′-ACGCGTCGACGCTG-
GATCTTCTCCCGTCGTAA-3′,由上海生物工程技

术服务有限公司合成。
1.4 目的基因的克隆

以提取的牛布鲁氏菌基因组DNA为模板,将
Wbkc基因进行PCR扩增,回收纯化并与pMD18-T
Vector连接。将重组质粒转化。筛选阳性克隆、双
酶切并进行测序。
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PCR的扩增条件为:94℃预变性4min;94℃
1min,58℃ 30s,72℃ 1min,进行30个循环;
72℃延伸10min。
1.5 pET-28a-Wbkc 表达载体的构建和鉴定

将 鉴 定 正 确 的 pMD18-T-Wbkc 质 粒 和

pET-28a表达载体用BamHⅠ和SalⅠ双酶切,回收

双酶切后的载体片段,T4连接酶16℃连接过夜,其
产物转化细胞,培养过夜后挑取单菌落37℃摇菌培

养。提取质粒用BamHⅠ和SalⅠ双酶切鉴定。筛

选的阳性克隆菌株由基因公司测序完成。
1.6 目的基因的诱导表达及重组蛋白表达形式的

分析

  将空载体pET-28a(+)和测序正确的重组表达

质粒pET-28a-Wbkc分别转化BL-21细胞,卡那霉

素(终质量浓度为100μg/mL)筛选单菌落,接种于

LB培养液中,37℃振荡培养过夜。加入不同梯度

浓度IPTG,分别在诱导2、3、4、5、6h时取培养菌

液,SDS-PAGE进行电泳分析,以确定最佳条件。
对阳性菌株进行诱导及裂解破碎后,分别收集上清

液及沉淀物,进行聚丙烯酰胺凝胶电泳,对融合蛋白

进行可溶性分析。
1.7 重组蛋白纯化

重组菌在LB培养基中扩大培养,离心收集菌

体,加入冰预冷的50mmol/LTris-HCl(pH8.0),2
mmol/L EDTA 洗 涤,依 次 加 溶 菌 酶 至 0.1
mg/mL,1/10的1% TritonX-100,37℃孵育15
min,终浓度为1mmol/L的PMSF,置冰浴中超声

裂解菌体,直至溶液不再粘稠,离心取上清液用0.45

μm滤膜过滤。然后目的蛋白经过 HisTrapFF柱

进行纯化和收集[5]。
1.8 Western blot 免疫鉴定

Westernblot通过特异性抗体对凝胶电泳处理

过的细胞或生物组织样品进行着色。通过分析着色

的位置和着色深度获得特定蛋白质在所分析的细胞

或组织中的表达情况的信息。用Westernblot分析

重组蛋白的免疫原性。采用的是牛布鲁氏菌,试剂

主要购自宝生物工程(大连)有限公司。稀释度采用

1∶200~1∶500不同梯度。

2 结果与分析

2.1 Wbkc 特异性基因片段的 PCR 扩增

使用DL2000DNAmarker,以10g/L琼脂糖

凝胶电泳,约在780bp处出现1条清晰条带,与预

期片段大小相近(图1)。

 1.目的片段的扩增 ThetargetgenesamplifiedbyPCR;M.分

子质量标记物 DNAmarkerDL2000.

图1 Wbkc特异性基因片段PCR产物的电泳结果

Fig.1 ElectrophoresisresultofWbkcspecific

genefragmentofPCRproducts
2.2 重组克隆和表达载体的构建

琼脂糖 凝 胶 电 泳 分 析 显 示,重 组 克 隆 质 粒

pMD18-T-Wbkc经BamHⅠ和SalⅠ双酶切的产物

可见780bp的目的基因条带和2690bp的载体条

带,大小与预期一致(图2-A)。重组表达质粒pET-
28a-Wbkc分别经BamHⅠ和SalⅠ双酶切的产物

可见约5369bp的载体条带和780bp的目的基因

条带,大小均与预期的一致(图2-B)。重组克隆质

粒pMD18-T-Wbkc和表达质粒pET-28a-Wbkc的

测序结果与GenBank中登录的Wbkc基因序列(基
因ID:1197129.)一致,表明重组质粒构建成功,目
的基因Wbkc正确插入表达载体的阅读框中。
2.3 重组蛋白的诱导表达

将重 组 质 粒 pET-28a-Wbkc转 入 大 肠 杆 菌

BL21中进行诱导表达,优化IPTG浓度、诱导温度

及诱导时间,然后进行电泳分析。结果表明其表达

产物的相对分子质量与预测的相对分子质量29000
相符(图3)。重组蛋白的阳性菌株大量诱导后,离
心收集菌体,用PBS悬浮,超声裂解破碎,分别收集

上清和沉淀。用HistrapFF层析柱将表达的融合

蛋白进行纯化,并进行SDS-PAGE电泳,显示清晰

的目的条带(图3)。
2.4 Western blot 分析

表达重组蛋白的宿主菌经IPTG诱导后,进行

SDS-PAGE电泳,转膜至硝酸纤维素膜,采用小鼠

抗组氨酸标签的单抗作为一抗,辣根过氧化物酶标

记山羊抗小鼠抗体为二抗进行免疫印迹分析,同时
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 A.pMD18-T-Wbkc:M.DNAmarkerDL2000;1,2.质粒pMD18-T-Wbkc的双酶切产物ProductsofplasmidpMD18-T-Wbkcdouble

enzyme;B.pET-28a-Wbkc:M.DNAmarkerDL2000;1.质粒pET-28a的双酶切产物ProductsofplasmidpET-28adoubleenzyme;

2.质粒pET-28a-Wbkc双酶切产物ProductsofplasmidpET-28a-Wbkcdoubleenzyme.

图2 重组质粒pMD18-T-Wbkc(A)、pET-28a-Wbkc(B)的双酶切产物鉴定(BamHⅠ/SalⅠ)

Fig.2 Recombinantplasmiddoubleenzymeproductidentification(BamHⅠ/SalⅠ)

 M.蛋白分子相对分子质量标准 Relativemolecularmasspro-
teinmolecules;1.表达产物的SDS-PAGEExpressionproductto

SDS-PAGEexperiments;2.纯化的重组蛋白Purifiedproductof

Wbkcprotein.

图3 目的蛋白的表达和纯化SDS-PAGE分析

Fig.3 Objectiveproteinexpressionandpurification
SDS-PAGEanalysis

 M.蛋白分子相对分子质量标准 Relativemolecularmasspro-
teinmolecules;1,2.pET-28a-Wbkc表 达 产 物 Theexpressed

productofpET-28a-Wbkc.

图4 重组蛋白的 Westernblot检测

Fig.4 TheresultsofWesternblotof
recombinantprotein

采用布鲁氏菌病畜阳性血清进行检测。结果表明,
诱导后在表达重组蛋白的位置上出现了明显的印迹

反应 (图4)。

3 讨 论

布鲁氏菌病是由布鲁氏菌引起的人畜共患病。
常规采用细菌学检测方法检测,该技术在实践中由

于布鲁氏菌对所需培养条件的要求高,布鲁氏菌在

杂菌环境较难生长,培养周期长;利用细菌多糖抗原

的血清学检测也由于存在交叉反应和不能鉴别天然

感染与接种疫苗所产生的抗体,使临床应用受到限

制[6-7],布鲁氏菌表面LPS分子的完整性与布鲁氏

菌的胞内生存能力和毒力有关。而Wbkc是光滑型

布鲁氏菌形成相关的基因之一,已有的研究证实布

鲁氏菌细胞壁的脂多糖结构中的 O链决定其光滑

型或表型,O链缺失会导致光滑型变成粗糙型。
原核表达载体pET-28a含组氨酸标签(His-

tag),这在后续纯化过程中可与镍离子亲和层析柱

中镍琼脂糖珠结合而达到纯化蛋白的目的[8-9]。在

诱导pET-28a-Wbkc融合蛋白表达的过程中,IPTG
的浓度、培养温度和培养时间均可影响融合蛋白的

表达量和表达形式;通过优化试验,发现pET-28a-

801



 第6期 李向阳 等:牛布鲁氏菌Wbkc基因原核表达及抗原性分析  

Wbkc诱导表达的最佳IPTG浓度为1.0mmol/L,
最佳诱导温度为37℃,最佳诱导时间为4h。

本试验通过扩增牛布鲁氏菌甲酰基转移酶基因

Wbkc,并进行原核表达甲酰基转移酶,证明其具有

特异的免疫反应原性,是一种非常好的布鲁氏菌诊

断抗原。同时本试验也为后期的蛋白质生物信息学

研究和基因缺失标记疫苗株的研制提供了坚实的

基础。
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Abstract Inordertoclonetheformyltransferasegene(Wbkc)ofBrucellaabortus,expressthegene
inE.colianddetecttheimmunogenicityoftheexpressedprotein,theWbkcgenewasamplifiedfromthe
genomicDNAofBrucellaabortusbyPCR.TheamplifiedfragmentsweredigestedwithBamHⅠand
SalⅠandthenclonedintothepET28avector.TheconstructedrecombinantplasmidpET28a-Wbkcwas
transformedtoE.coliBL-21andinducedtoexpressthefusionprotein.Theproteinwasthenpurifiedby
histidine-bindingresincolumnchromatographyandtheimmunogenicitywasdetectedbyWesternblot.
TherecombinantplasmidwasverifiedbyPCR,double-enzymecleavageandsequencinganalysis.Aspe-
cificproteinbandof29000(relativemolecularmass)wasidentifiedbySDS-PAGEandtheexpressed
productshowedgoodimmunoreactivitybyWesternblot.

Keywords Wbkcgene;Brucella;prokaryoticexpression;antigenicity
(责任编辑:边书京)

901


