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!摘要"

!

目的
!

为铜绿假单胞菌外膜蛋白
V

$

<

I

1V

%工业发酵与疫苗开发研究奠定基础)

方法
!

采用分子克隆技术构建

<

I

1V

蛋白的表达菌株#通过正交试验设计筛选
<

I

1V

菌株的最佳培养条件与表达条件)利用切胶纯化获得
<

I

1V

蛋白并免疫小

鼠#制备
<

I

1V

蛋白多克隆抗体#采用
ÔA5'

法检测抗体滴度#蛋白质印迹法检测抗血清特异性&对小鼠免疫
<

I

1V

蛋白#攻毒铜

绿假单胞菌#检测蛋白的免疫保护作用)

结果
!

<

I

1V

重组载体双酶切*

@?'

测序鉴定结果#以及蛋白表达*纯化条带大小与预

测一致)

<

I

1V

菌株最佳培养条件为转速
!%"1

"

,-2

#葡萄糖浓度
"̀

#装液量
$",̂

&最佳诱导表达条件为异丙基
F

$

F@F

硫代半乳

糖苷终浓度
"=%,,/3

"

^

#诱导时菌液
E

&""

值
"=E

#温度
%!f

#诱导时间
%M

)

ÔA5'

法获得
<

I

1V

抗血清滴度达
#l#&""

#蛋白质

印迹法证实抗血清具有很好的特异性)

<

I

1V

免疫小鼠激活的特异性免疫对小鼠铜绿假单胞菌感染的保护率达到
C&=#$̀

#与对

照相比较差异有统计学意义$

3

&

"="$

%)

结论
!

成功构建
<

I

1V

表达载体#纯化获得
<

I

1V

蛋白#制备
<

I

1V

蛋白多克隆抗体#

实验结果表明
<

I

1V

蛋白对小鼠铜绿假单胞菌感染具有免疫保护作用#并获得
<

I

1V

蛋白菌株的最佳培养条件与表达条件)
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铜绿假单胞菌外膜蛋白
V

原核表达*多克隆抗体制备及免疫保护作用

!!

铜绿假单胞菌$

3(B*20)0,&(&B/*

C

-,0(&

%#又称绿

脓杆菌#是一种条件致病菌#在正常人的皮肤*呼吸道

和肠道等均有此菌存在#是医院内感染的主要病原菌

之一)当机体抵抗力下降*重大疾病创伤*免疫缺陷

以及烧伤后极易诱发感染#严重时可导致威胁生命的

感染性休克,

#

-

)目前#该菌感染的治疗方法主要采用

抗生素#但存在耐药性不断提高的问题#因此#人们一

直在寻找有效的防治对策,

!

-

)已知的铜绿假单胞菌

外膜蛋白$

/07+1,+,J1)2(+

I

1/7+-2

#

<

I

1

%有
!"

多种#

其中免疫原性高的有
<

I

1V

*

<

I

1K

和
<

I

1A%

种)

<

I

1V

具有由
E

个
$

片层组成的跨膜桶状结构和
C

个

大小不等的胞外环#与脂多糖存在直接的相互作用#

并与细菌外膜的稳定性和抗生素耐药性相关,

%

-

)

<

I

1V

免疫兔产生的抗体可与不同菌株的铜绿假单胞

菌发生特异性的凝集反应#表明其可能是一种重要的

免疫保护抗原#在疫苗研发上有很好的应用前景,

CF&

-

)

本实验通过获得铜绿假单胞菌
<

I

1V

蛋白的重

组高表达菌株#纯化
<

I

1V

蛋白#制备小鼠
<

I

1V

抗

血清#然后对小鼠免疫
<

I

1V

蛋白#攻毒铜绿假单胞

菌#考察
<

I

1V

的免疫保护功能)并采用正交试验

筛选
<

I

1V

最适的培养与诱导表达条件#为
<

I

1V

工业化生产*蛋白亚单位疫苗研究奠定基础)

?

!

材料和方法

#=#

!

材料
!

铜绿假单胞菌
D'<#

*

5%+0A-@V$

#

菌

株*

5%+0A-b̂!#

*

I

ORF%!)

质粒均由陕西理工学院

生化与分子菌种中心保存&引物*基因测序由北京鼎

国生物技术有限公司完成&昆明小鼠由西安交通大

学动物实验中心提供#合格证号!

5LU[

$陕%

!"#"F

""#

&

;&

F

酶*

RC@?'

连接酶*限制性内切酶
9&)G

&

与
H!0

&

*

@?' 6)1_+1

与
D1/7+-26)1_+1

购于

大连宝生物公司&质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒

购于西安沃尔森生物技术有限公司&酵母提取物*蛋

白胨以及异丙基
F

$

F@F

硫代半乳糖苷$

-;/

I

1/

I8

F

$

F@F

7M-/

N

)3)(7/;-*+

#

ADRW

%购于美国
6D

公司)

#=!

!

<

I

1V

重组菌株的构建
!

依据
?LbA

公布的铜

绿假单胞菌
D'<#I

#

/G

基因序列#使用
D1-,+1

软

件设计引物)引物
#

!

$kF'L' WW' RLL 'RW

'''WL'LRL''W 'LRF%k

#引物
!

!

$kF'LR

LRLW'WRR'W''LRRWR'WRRWWLF%k

#下

划线为内切酶
9&)G

&

和
H!0

&

的酶切位点)

DLG

反应

体系及条件与作者前期研究,

BFE

-一致)将
DLG

产物与

I

ORF%!)

质粒双酶切#经连接酶连接后#转化
5%+0A-

@V$

#

菌株#构建重组
<

I

1V

克隆菌株)培养重组菌

株#提取获得重组质粒#再经过双酶切及序列测序检测

后#转化
5%+0A-b̂!#

菌株#最终获得
<

I

1V

表达菌株)

#=%

!

<

I

1V

蛋白的表达鉴定与纯化
!

于培养皿中选

取重组子培养
#&M

#转接培养至
E

&""

约
"=EM

#加入适

量的
ADRW

诱导#培养
BM

后#将获得的菌体进行蛋白

电泳检测)待检测正确表达后#大量培养
<

I

1V

菌

株#超声破碎细菌#结合蛋白电泳切胶的方法#按照作

者前期研究的方法,

E

-对
<

I

1V

蛋白进行纯化)

#=C

!

<

I

1V

蛋白原核表达条件的筛选
!

利用
Ĥ

$

%C

%正交试验设计方法,

H

-

#筛选
<

I

1V

最适培养条

件与诱导表达条件)

<

I

1V

菌株培养条件正交试验

主要步骤为!取单菌落入
b̂

培养液中#培养
#&M

后#以
#l#""

转接菌体入含
b̂

培养基的
!$",̂

培养瓶中#并按照正交试验设计的要求对菌体进行

培养#记录获得的菌液
E

&""

值,

#"

-

)

<

I

1V

菌株诱导

表达条件正交试验主要步骤为!依据
<

I

1K

菌株的

最适培养条件,

##

-

#培养菌液浓度至不同
E

&""

值#再

按照正交试验模型的要求#加入不同浓度的
ADRW

诱导#收集沉淀加入适量的蛋白上样缓冲液#并加样

#"

'

^

进行蛋白电泳检测)最后#将获得的电泳图

谱经
DM/1+7-\#@

软件分析
<

I

1V

蛋白
E

值)

#=$

!

小鼠
<

I

1V

多克隆抗体制备
!

选取健康的
$

周

龄雄性昆明小鼠
#$

只#按照作者前期研究的方法,

E

-进

行
<

I

1V

蛋白的小鼠免疫)每只小鼠每次免疫
$"

'

N

#

共免疫
%

次)最后眼部取血获得
<

I

1V

抗血清)

#=&

!

ÔA5'

和蛋白质印迹法检测
<

I

1V

抗血清效

价与特异性
!

将纯化的
<

I

1V

蛋白溶解至
$

'

N

"

'

^

#

在对应的
H&

孔板中加入
#""

'

^

作为抗原#

%Bf

孵

育
%M

&倒空液体#

Db5

洗涤#加入适量的封闭液#充分

孵育
!M

&然后#每孔加
#""

'

^

不同稀释度的
<

I

1V

抗

血清#室温孵育
#M

#洗涤后加入
#""

'

^

二抗

$

#l%"""

%#室温孵育
#M

)最后#显色液显色
#",-2

后#加入终止液终止显色#

C$"2,

处读取
E

值,

#!

-

)

通过蛋白质印迹法,

B

-检测
<

I

1V

抗血清特异

性#步骤为!将
<

I

1V

表达菌株进行
5@5FD'WO

#转

?L

膜#封闭液封闭后#于
<

I

1V

抗血清中孵育#并

加入二抗#最后
@'b

显色)

#=B

!

重组
<

I

1V

蛋白对小鼠的免疫保护实验
!

实

.

%H"#

.
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卷

验组和对照组各选用
#$

只雄性昆明小鼠#按照作者

前期研究的方法,

E

-进行免疫)第
%

次免疫
B*

后#

以
#="d#"

B

LK9

单位的铜绿假单胞菌进行小鼠腹

腔攻毒实验#记录小鼠的死亡情况)依据公式!保护

率$

`

%

c

$

#e

实验组死亡率"对照组死亡率%

d

#""̀

#计算
<

I

1V

蛋白的免疫保护作用,

#%

-

)

#=E

!

统计学处理
!

应用
5D55#%="

软件进行统计学分

析#菌株培养条件与蛋白诱导表达图谱的光密度值正交

实验数据以
$

1a(

表示#组间比较采用单因素方差分

析)计数资料采用
"

!检验)检验水准$

#

%为
"="$

)

B

!

结
!

果

!=#

!

<

I

1V

重组质粒的构建
!

以提取的铜绿假单

胞菌基因组
@?'

为模板进行
DLG

扩增)图
#'

中

显示
DLG

获得与预期大小一致的目的基因片段)

将
DLG

获得的
I

#

/G

基因连接入
I

ORF%!)

质粒#

转化
5%+0A-@V$

#

菌株&提取质粒#用
9&)G

&

和

H!0

&

双酶切重组质粒获得
&"%J

I

片段$图
#b

%#

与
I

#

/G

基因大小一致)重组基因的序列测定结果

与
?LbA

公布的
I

#

/G

基因相同)

图
?

!

铜绿假单胞菌
7

.

"L

重组质粒构建

A*

0

?

!

;($%&"2)&*($(-",)(36*$#$&

.

+#%3*/

(-3;95%6

:

!"&49<

=

%>

0

,$,

'

!

I

#

/G

N

+2+J

8

DLG

&

b

!

<

I

1V1+(/,J-2)27

I

3);,-*7+;7-2

N

=

<

I

1V

!

<07+1,+,J1)2+

I

1/7+-2V

&

3%&B/*

C

-,0(&

!

3(B*20)0,&(

&B/*

C

-,0(&

&

6

!

@?' ,)1_+1

&

#

!

I

#

/G

N

+2+!

!

G+(/,J-2)27

I

3);,-*/4I

#

/G

N

+2+

&

%

!

<

I

1V1+(/,J-2)27

I

3);,-**-

N

+;7+*S-7M

9&)G

&

)2*H!0

&

!=!

!

<

I

1V

蛋白的表达鉴定与纯化
!

重组表达菌

株经
ADRW

诱导后#获得大小为
C!"""

的条带!

<

I

1V

$

!#$BC

%#

I

ORF%!)

质粒蛋白标签$

!"C""

%)

<

I

1V

重组蛋白的表达结果与预期一致#并通过蛋

白电泳切胶纯化获得
<

I

1V

重组蛋白$图
!

%)

图
B

!

铜绿假单胞菌
7

.

"L

蛋白表达#

5

$与纯化#

@

$

A*

0

B

!

K4

.

",%%*($

#

5

$

#$/

.

2"*-*)#&*($

#

@

$

(-

3;95%6

:

!"&497

.

"L

.

"(&,*$

<

I

1V

!

<07+1,+,J1)2+

I

1/7+-2V

&

3%&B/*

C

-,0(&

!

3(B*20)0,&(

&B/*

C

-,0(&

&

ADRW

!

A;/

I

1/

I8

F

$

F@F7M-/

N

)3)(7/;-*+= 6

!

D1/7+-2

,)1_+1

&

#

!

?/7-2*0(+*

&

!

!

ADRW-2*0(+*

&

%

!

<

I

1V

I

1/7+-2

I

01-4-()7-/2

!=%

!

<

I

1V

蛋白表达条件的优化

!=%=#

!

<

I

1V

表达菌株最适培养条件
!

依据
Ĥ

$

%C

%正交实验设计#获得
<

I

1V

表达菌株培养条件

的实验结果见表
#

)结果可知各因素对培养条件的

影响程度依次为
L

%

'

%

b

#葡萄糖浓度*转速及装

液量因子对培养条件的影响均具有统计学意义

$

7c!&=C"C

#

3

&

"="#

&

7c#"=$#!

#

3

&

"="#

&

7c

B"=H#&

#

3

&

"="#

%)通过比较表
#

中获得的
[#

*

[!

和
[%

各个试验组合#获得
<

I

1V

表达菌株最佳培

养条件为组合
'#b%L#

#即培养液中葡萄糖浓度为

"

#转速
!%"1

"

,-2

#装液量
$",̂

)

!=%=!

!

<

I

1V

表达菌株诱导条件
!

通过正交试验

设计#结合
5@5FD'WO

蛋白电泳检测
<

I

1V

的表达

情况#

%

次重复#获得
<

I

1V

蛋白表达图谱&然后利

用
DM/1+7-\#@

软件分析蛋白条带#获得
<

I

1V

蛋白

条带的光密度值实验结果$表
!

%)结果可知各因素

对
<

I

1V

表达的影响程度依次为
V

%

W

%

O

%

K

&菌

液浓度*

ADRW

诱导终浓度*诱导温度及诱导时间
C

个因素对
<

I

1V

表达的影响均具有统计学意义

$

7cB!=%$C

#

3

&

"="#

&

7cC"=B!#

#

3

&

"="#

&

7c

BH=B"B

#

3

&

"="#

&

7c!!H=!B%

#

3

&

"="#

%)

通过比较表
!

中获得的
[#

*

[!

和
[%

各个试验

组合#获得
<

I

1V

最佳诱导表达条件为
O!K!W#V!

#

即菌 液
E

&""

值
"=E

#

ADRW

诱 导 终 浓 度 为

"=%,,/3

"

^

#诱导时间
%M

#诱导温度
%!f

)

.

CH"#

.
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第
#"

期
=

刘
!

祥
=

铜绿假单胞菌外膜蛋白
V

原核表达*多克隆抗体制备及免疫保护作用

表
?

!

铜绿假单胞菌
7

.

"L

重组菌株培养条件试验

!#6?

!

;2+&2"*$

0

)($/*&*($(-3;95%6

:

!"&49

7

.

"L",)(36*$#$&%&"#*$

?0,J+1 '

$

`

%

b

$

1

.

,-2

e#

%

L4

"

,̂

E

&""

:)30+

$

1a(

# " #E" $" #=EE$a"="#"

! " !"" B$ #=B%#a"="#H

% " !%" #"" #=B&Ha"=""&

C "=C #E" B$ #=&H!a"=""B

$ "=C !"" #"" #=B#Ha"="#%

& "=C !%" $" #=ECCa"=""C

B # #E" #"" #=&%"a"=""E

E # !"" $" #=B&&a"=""%

H # !%" B$ #=B%&a"=""$

[# #=BH$ #=B%& #=E%!

[! #=B$! #=B%H #=B!"

[% #=B## #=BE% #=B"&

G "="EC "="CB "=#!&

!!

<

I

1V

!

<07+1,+,J1)2+

I

1/7+-2V

&

3%&B/*

C

-,0(&

!

3(B*20)0,&(

&B/*

C

-,0(&='

!

W30(/;+(/2(+271)7-/2

&

b

!

G/7)7-/2 1)7+

&

L

!

6+*-0,:/30,+

表
B

!

铜绿假单胞菌
7

.

"L

表达诱导条件

!#6B

!

Q$/2)*$

0

)($/*&*($(-

3;95%6

:

!"&497

.

"L,4

.

",%%*($

?0,J+1 O

K

+

b

"

,,/3

.

^

e#

W

"

"

M

V

$

"

f

<

I

1V+\

I

1+;;-/2

$

d#"

C

%#

$

1a(

# "=$ "=# % !E #=$E#a"="E#

! "=$ "=% E %! %=E&Ha"="CC

% "=$ "=$ #! %B C=!CHa"=!&E

C "=E "=# E %B %=H%!a"=!BH

$ "=E "=% #! !E %=&""a"=!!E

& "=E "=$ % %! &=BHHa"=C%&

B # "=# #! %! %=$&&a"=$H#

E # "=% % %B $=$EBa"=#!E

H # "=$ E !E "=$C#a"="E&

[# %=!%E %="!& C=&$H #=H##

[! C=BE# C=%$% !=BEC C=BC"

[% %=!!$ %=E&$ %=E"# C=$H%

G #=$$& #=%!B #=EB$ !=E!H

!!

<

I

1V

!

<07+1,+,J1)2+

I

1/7+-2V

&

3%&B/*

C

-,0(&

!

3(B*20)0,&(

&B/*

C

-,0(&

&

ADRW

!

A;/

I

1/

I8

F

$

F@F7M-/

N

)3)(7/;-*+=O

!

571)-2E

&""

:)30+

&

K

!

ADRW4-2)3(/2(+271)7-/2

&

W

!

A2*0(-2

N

7-,+

&

V

!

A2*0(-2

N

7+,

I

+1)701+

!=C

!

<

I

1V

抗血清效价与特异性鉴定
!

通过酶联

法发现
<

I

1V

抗血清效价达
#l#&""

$图
%

%)利用

蛋白质印迹法#发现不同稀释度的
<

I

1V

抗血清均

有对应的条带出现#而对照未检测到相应的条带$图

C

%)证明获得的重组
<

I

1V

蛋白抗血清与
<

I

1V

蛋

白可以特异性地结合)

图
E

!

铜绿假单胞菌
7

.

"L

抗血清效价的鉴定

A*

0

E

!

Q/,$&*-*)#&*($(-3;95%6

:

!"&497

.

"L#$&*%,"23&*&,"

<

I

1V

!

<07+1,+,J1)2+

I

1/7+-2V

&

3%&B/*

C

-,0(&

!

3(B*20)0,&(

&B/*

C

-,0(&

图
G

!

铜绿假单胞菌
7

.

"L

抗血清特异性的

蛋白质印迹法检测

A*

0

G

!

Q/,$&*-*)#&*($(-&',%

.

,)*-*)*&

=

(-3;95%6

:

!"&49

7

.

"L#$&*%,"236

=

M,%&,"$6+(&&*$

0

#$#+

=

%*%

<

I

1V

!

<07+1,+,J1)2+

I

1/7+-2V

&

3%&B/*

C

-,0(&

!

3(B*20)0,&(

&B/*

C

-,0(&

!=$

!

<

I

1V

蛋白的免疫保护效果
!

小鼠经
%

次

<

I

1V

蛋白免疫后#攻毒绿脓杆菌致病菌#发现
CEM

内小鼠死亡率最高#且活动呆滞*毛发蓬松*拒绝进

食&

C*

后#小鼠死亡率明显下降)结果显示#

<

I

1V

免疫小鼠激活的特异性免疫对小鼠绿脓杆菌感染的

保护率达到
C&=#$`

#与对照组相比较差异具有统

计学意义$

3

&

"="$

#表
%

%)

表
E

!

小鼠免疫铜绿假单胞菌
7

.

"L

及攻毒铜绿假单胞菌致病菌

!#6E

!

Q332$*&

=

(-3;95%6

:

!"&497

.

"L#$/)'#++,$

0

*$

0

3;95%6

:

!"&49

.

#&'(

0

,$*)6#)&,"*#*$3*),

<c#$

W1/0

I

@+)7M/4,-(+)47+17/\-2)77)(_,

"FCEM CEFH&M H&F#!"M #!"F%&"M

'3-:+, @+)7M1)7+

$

`

%

D1/7+(7-:+1)7+

$

`

%

L/271/3 E C # " ! E&=&B F

<

I

1V C ! # " E C&=&B C&=#$

#

!!

<

I

1V

!

<07+1,+,J1)2+

I

1/7+-2V

&

3%&B/*

C

-,0(&

!

3(B*20)0,&(&B/*

C

-,0(&=

#

3

&

"="$:;(/271/3

N

1/0

I

.

$H"#

.



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
#"

月#第
%&

卷

E

!

讨
!

论

<

I

1V

是铜绿假单胞菌的主要外膜蛋白#具有

很强的免疫原性,

C

-

#研究发现铜绿假单胞菌感染患

者中
<

I

1V

抗血清具有普遍性,

#C

-

#有人还将
<

I

1V

和
<

I

1K

构建融合蛋白#获得的抗血清可与不同种

类铜绿假单胞菌发生特异性的凝集反应#为疫苗研

究奠定基础,

$

-

)本实验对小鼠免疫
<

I

1V

蛋白#小

鼠在饮食*精神状态上也无较大变化#表明重组蛋白

对小鼠的毒害作用很小)制备的
<

I

1V

小鼠多克隆

抗体效价达到
#l#&""

#效价偏低#可能是采用小鼠

免疫获得的抗血清缘故,

#"

-

)实验也证实
<

I

1V

蛋

白对小鼠铜绿假单胞菌感染具有免疫保护作用#为

<

I

1V

蛋白免疫学功能研究提供依据)

鉴于
<

I

1V

重要的免疫学功能#有必要通过基

因工程手段获得高表达的工程菌株,

#$F#&

-

)本研究采

用正交试验设计方法#进行铜绿假单胞菌
<

I

1V

蛋

白的原核表达研究#结果证实
<

I

1V

表达菌株最佳

培养条件为!培养液无需添加葡萄糖#转速
!%"1

"

,-2

#装液量
$",̂

&最佳
<

I

1V

蛋白诱导条件为!加

ADRW

菌液
E

&""

值
"=E

#

ADRW

诱导终浓度
"=%

,,/3

"

^

#诱导时间
%M

#诱导温度
%!f

)有实验发

现提高培养液转速可促进氧气与营养的供给#利于

菌体的生长,

H

#

#B

-

#本实验也认为提高培养液的转速

利于菌体生长)有研究发现长时间诱导可抑制目的

蛋白产物的生成#且长时间诱导提高生产成本#因而

实际生产中需要采用合适的诱导时间,

#E

-

)

ADRW

有

细胞毒性#不利于菌体蛋白表达#生产中应采用低浓

度
ADRW

诱导)低温诱导利于活性蛋白形成#也利

于包涵体的形成,

H

-

#与本研究结果一致#生产中应采

用低温诱导)因而#

<

I

1V

工程菌蛋白发酵可按两

步法进行!$

#

%

ADRW

诱导前#尽量增加培养液的转

速#从而提高菌体生长的速度&$

!

%

ADRW

诱导时#选

取菌体对数生长期诱导#低温*低浓度
ADRW

诱导#

且选择适当的诱导时间)
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