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　　摘　要：目的　构建含有与溶酶体膜蛋白２（ＬＡＭＰ２）Ｐ４１４９完全同源序列的尿路致病性大肠杆菌（ＵＰＥＣ）Ⅰ型菌毛ＦｉｍＨ１１５６

为目的基因的原核载体，表达并纯化ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白。方法　采用ＰＣＲ克隆ｐＰＫＬ２４１质粒获取ＦｉｍＨ１１５６基因，插入原核表

达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）；将重组表达质粒转染感受态Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），经ＩＰＴＧ诱导表达ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白，超声裂解细菌，Ｎｉ

ＮＴＡ层析法进行纯化，聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析、蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）对其进行鉴定。结果　成功构建

表达载体，经对融合蛋白表达条件的优化，在ＩＰＴＧ浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导４ｈ目的蛋白表达量最高，主要以包涵体形式存在；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实该ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白可与抗６×Ｈｉｓ单克隆抗体发生结合反应。结论　成功克隆ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白表达基因

并构建至原核表达载体，获得了包涵体纯化的ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白，为下一步建立实验动物模型奠定了基础。
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ｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｙｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＦｉｍＨ１１５６ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ．
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　　自身免疫性疾病的发病机制主要是病原体通过分子模拟

机制打破机体免疫耐受：即病原体某些抗原表位与宿主组织蛋

白的结构相同或相似，导致病原体刺激机体产生的免疫应答直

接作用于结构相似的自身组分［１］。Ｋａｉｎ等
［２］对寡免疫复合物

局灶坏死性肾炎（ＦＮＧＮ）的研究发现了分子模拟的直接证据：

尿路致病性大肠杆菌（ｐｙｅｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｃＥ．ｃｏｌｉ，ＵＰＥＣ）Ⅰ型菌毛

ＦｉｍＨ蛋白表位 Ｐ７２８０与人溶酶体膜蛋白２（ｌｙｓｏｓｏｍｅｍｅｍ

ｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ２，ＬＡＭＰ２）致病表位Ｐ４１４９具有１００％的同源性，

机体通过识别细菌ＦｉｍＨ 抗原的同时，对自身的ＬＡＭＰ２蛋

白也发生了交叉反应。有研究发现，ＵＰＥＣ存在于多种菌毛，

包括：Ｐ型、Ｓ型、Ｄｒ家族黏附素和Ⅰ型菌毛等
［３］。Ⅰ型菌毛作

为重要毒力因子在 ＵＰＥＣ中分布广泛，除黏附定殖能力外，

ＦｉｍＨ位于最顶端，是真正的黏附素能够与含有甘露糖的糖蛋

白受体结合，介导细菌与多种宿主细胞黏附［４］。ＦｉｍＨ蛋白在

免疫方面也起重要作用［２］。然而，感染 ＵＰＥＣ的患者与发生

自身免疫疾病、甚至ＦＮＧＮ的可能机制有待进一步探讨。本

研究通过克隆含有与ＬＡＭＰ２Ｐ４１４９完全同源序列的ＵＰＥＣⅠ

型菌毛ＦｉｍＨ１１５６为目的基因的原核载体，表达并纯化其融合

蛋白，为建立ＦＮＧＮ实验动物模型提供材料和基础，也为基于

ＬＡＭＰ２靶抗原的多肽疫苗研发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒由全军免疫研究所邹丽云教师

赠送，含ＦｉｍＨ１１５６基因序列的ｐＰＫＬ２４１质粒由丹麦ＰｅｒＫｌ

ｅｍｍ教授馈赠，大肠杆菌 ＤＨ５α由本室保存，感受态菌株

ＢＬ２１（ＤＥ３）购自北京中杉公司。犅犪犿ＨⅠ、犎犻狀ｄⅢ、犓狆狀Ⅰ、

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶均购自大连 Ｔａｋａｒａ公司；预染

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ（１０×１０３～１７０×１０３）购自 ＭＢＩ公司；质粒提取试

剂盒和胶回收试分析试剂盒均购自 Ｏｍｅｇａ公司；ＩＰＴＧ购自

Ｍｅｒｋ公司；ＮｉＮＴＡ树脂购自 Ｑｉａｇｅｎ公司；抗６×Ｈｉｓ抗体购

自Ａｂｃａｍ公司。引物合成，质粒测序由英潍捷基（上海）公司

完成。

１．２　原核表达质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６的构建 　根据

ＦｉｍＨ１１５６的编码区序列设计特异性引物，上游引物序列为５′

ＡＣＧＧＧＡＴＣＣＡＡＡＣＧＴＧＴＴＡＴＴＡＣＣＣＴＧＴＴＴＧＣ３′

（含犅犪犿ＨⅠ酶切位点），下游引物的序列为：５′ＣＧＧ ＡＡＧ

ＣＴＴＴＴＡＧＣＣＧＣＣＡＧＴＡＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡ３′（含 犎犻狀ｄ
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Ⅲ酶切位点），引物均由英潍捷基（上海）公司合成。以质粒

ｐＰＫＬ２４１为模板进行ＰＣＲ扩增，反应条件：９８℃２ｍｉｎ；９８℃

１０ｓ、５５℃２０ｓ、７２℃４５ｓ，循环３０次；７２℃延伸２ｍｉｎ。用

犅犪犿ＨⅠ、犎犻狀ｄⅢ分别酶切ＰＣＲ产物与ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒，经

琼脂糖凝胶回收，将载体和目的片段用Ｔ４连接酶室温连接５

ｈ。将连接的重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，

在含有１０ｍｇ／Ｌ卡拉霉素的ＬＢ琼脂糖培养基平板中３７℃培

养过夜。沿平板一直径挑选３个菌落，扩增后提取质粒，并用

犓狆狀Ⅰ与犎犻狀ｄⅢ酶切鉴定，并送英潍捷基（上海）公司测序，确

认得到正确的重组质粒，重组质粒命名为ｐＥＴ２８ａＦｉｍＨ１１５６。

１．３　ＦｉｍＨ１１５６的诱导表达及纯化　将测序正确的重组质粒

ｐＥＴ２８ａＦｉｍＨ１１５６转化Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），在含有１０ｍｇ／Ｌ卡

拉霉素的ＬＢ培养基中３７℃摇菌过夜，后以１∶１００转接到２０

ｍＬ新鲜的含１０ｍｇ／Ｌ卡拉霉素的ＬＢ培养基。３７℃摇菌２

ｈ，Ａ６００ｎｍ约为０．６时，加入ＩＰＴＧ至终浓度分别为０．００、

０．０１、０．１０、１．００ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃摇菌诱导４ｈ，６０００ｒ／ｍｉｎ４℃

低温离心１０ｍｉｎ收菌。对上清液和沉淀均进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析，判定表达形式。诱导表达的融合蛋

白包含有６×Ｈｉｓ片段，适用 ＮｉＮＴＡ树脂亲和层析法纯化目

的蛋白。用１０倍体积ＰＢＳ重悬细菌，分别用１０、２０、５０、１００、

２５０、５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑、０．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠、１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ（ｐＨ＝８．０）溶液洗脱。

１．４　ＳＤＳＰＡＧＥ及蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测　将

纯化后的ＦｉｍＨ１１５６蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，３００ｍＡ转至聚

偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜２ｈ，５０ｇ／Ｌ的脱脂奶粉室温封闭１ｈ，抗

６×Ｈｉｓ（一抗：１∶１０００）室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴｗｅｅｎ２０（ＰＢＳＴ）

洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，羊抗鼠ＩｇＧ（二抗：１∶５０００）室温孵育

１ｈ，ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。加入发光剂后曝光、显影。

２　结　　果

２．１　重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ 酶切及鉴定　ｐＰＫＬ２４１

ＦｉｍＨ１１５６基因ＰＣＲ产物、ｐＥＴ２８ａ（＋）经犅犪犿ＨⅠ和犎犻狀ｄⅢ

酶切后，１％琼脂糖凝胶电泳显示，ｐＥＴ２８ａ（＋）在５０００～

６０００有一特异条带，ＦｉｍＨ１１５６在５４９ｂｐ处有特异条带（图１）。

ｐＥＴ２８ａ（＋）与 ＦｉｍＨ１１５６基因 ＰＣＲ 扩增产物连接后，转化

ＤＨ５α，沿平板一条直径，挑取３个单克隆，犓狆狀Ⅰ为ＦｉｍＨ１１５６

基因序列上的一个酶切位点，经犓狆狀Ⅰ和 犎犻狀ｄⅢ酶切后，可

见图２“１、３”为ＦｉｍＨ基因连接上载体，而“２”为载体自连接。

进一步对重组质粒送至英潍捷基（上海）公司进行ＤＮＡ测序，

结果序列和阅读框均完全正确。

　　Ｍ：５００～１２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ２８ａ（＋）载体经犅犪犿ＨⅠ和

犎犻狀ｄⅢ双酶切后产物；２：ＦｉｍＨ１５６基因ＰＣＲ扩增产物。

图１　　ＦｉｍＨ１１５６基因ＰＣＲ产物及ｐＥＴ２８ａ（＋）

载体电泳分析

２．２　 目 的 蛋 白 的 纯 化 　 筛 选 到 的 阳 性 ｐＥＴ２８ａ（＋）

ＦｉｍＨ１１５６，将表达菌 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）于３７℃振荡培养至

Ａ６００ｎｍ值为０．６时，在诱导温度为３７℃、诱导时间为４ｈ、

ＩＰＴＧ浓度依次０．００、０．０１、０．１０、１．００ｍｍｏｌ／Ｌ，在ＩＰＴＧ浓度

为１．００ｍｍｏｌ／Ｌ时，目的蛋白的表达最高。表达形式主要以

包涵体表达（图３）。进一步尝试ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６在Ｅ．

ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）于１６℃低温诱导表达，电泳检测显示无目的

蛋白诱导表达。ＮｉＮＴＡ亲和层析纯化，可见２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪

唑洗脱液中有少量目的蛋白，但浓度较低（虚线↑），流穿溶液

中仍然有较多蛋白（实线↑），表明纯化效果不太好，蛋白挂柱

能力差，见图４。

　　Ｍ：５００～１２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１、３：犓狆狀Ⅰ和 犎犻狀ｄⅢ酶切质粒

ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６；２：载体自连接。

图２　　重组原核表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６的

酶切分析

　　Ａ：不同浓度ＩＰＴＧ诱导融合蛋白表达（Ｍ：预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１～

４：ＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ 分别于０．００、０．０１、０．１０、１．００

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导）；Ｂ：ＦｉｍＨ１５６融合蛋白表达形式的判定（Ｍ：预染蛋

白 Ｍａｒｋｅｒ；１，２：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ分别０ｍｍｏｌ／

Ｌ诱导后上清液和沉淀；３，４：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ

分别１ｍｍｏｌ／Ｌ诱导后上清液和沉淀）。

图３　　不同浓度ＩＰＴＧ诱导及融合蛋白表达的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

　　Ｍ：标准；１：流穿溶液（实线↑）；２～９：分别为１０、２０、５０、１００、２５０

（虚线↑），５００（第１管），５００（第２管），５００ｍｍｏｌ／Ｌ（第３管）咪唑洗

脱液 。

图４　　重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６表达纯化检测

２．３　目的蛋白的鉴定　取未诱导Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ２８ａ

０９５ 重庆医学２０１４年２月第４３卷第５期



（＋）ＦｉｍＨ１１５６对照菌株；纯化后重组蛋白ＦｉｍＨ１１５６和超声后

上清液及沉淀，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，抗体为抗６×Ｈｉｓ单克

隆抗体（图５），表明ＦｉｍＨ融合基因ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６在

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中正确表达，形式为包涵体表达。

　　１：未诱导Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ对照菌株；２：超

声后的上清液；３：纯化后重组蛋白ＦｉｍＨ；４：包涵体。

图５　　ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

３　讨　　论

抗中性粒细胞胞浆抗体（ａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｔｉ

ｂｏｄｉｅｓ，ＡＮＣＡ）相关性血管炎（ＡＮＣＡａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｙｓｔｅｍｉｃｖａｓ

ｃｕｌｉｔｉｓ，ＡＡＳＶ）是一种典型的自身免疫性疾病，已证实传统的

ＡＮＣＡ相关的靶抗原有中性粒细胞髓过氧化物酶（ｍｙｅｌｏｐｅｒ

ｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）及蛋白酶３（ｐｒｏｔｅａｓｅ３，ＰＲ３）。ｖａｎＰｕｔｔｅｎ等
［５］

研究韦格纳肉芽肿与金黄色葡萄球菌感染的关系中，明确了感

染与自身抗体的间接证据，但一直未能找到感染与 ＭＰＯ或

ＰＲ３相关的直接证据。抗ＬＡＭＰ２抗体是最近才发现的ＡＮ

ＣＡ新亚型，Ｋａｉｎ等
［６］关于ＦＮＧＮ发病机制的研究提示，ＵＰ

ＥＣ入侵人体后，宿主通过ＦｉｍＨ启动针对ＬＡＭＰ２的自身免

疫是ＬＡＭＰ２ＡＮＣＡ相关性ＦＮＧＮ发病机制的关键，这提供

了分子模拟的直接证据。目前，抗 ＬＡＭＰ２抗体被认为是

ＡＡＳＶ更为特异而有效的标志，存在于几乎所有的ＦＮＧＮ患

者中，与病变的相关性是传统抗 ＭＰＯ 及 ＰＲ３ＡＮＣＡ 的２

倍［６］；然而，有关抗ＬＡＭＰ２抗体的临床实际价值仍存在较大

的争议，有报道就对抗ＬＡＭＰ２抗体与疾病的相关性提出质

疑，更多标准化的实验有待进一步研究［７８］。

Ｋａｉｎ等
［２］的研究证实了人ＦＮＧＮ的ＬＡＭＰ２靶抗原的

致病性的表位，即Ｐ４１４９（ＨＧＴＶＴＹＮＧＳ）和Ｐ３３１３４１（ＱＧＫＹＳ

ＴＡＱＤＣＳ），并成功构建了 ＷＫＹ大鼠ＦＮＧＮ动物模型。明确

致病性表位后，特异性诱导针对ＬＡＭＰ２靶抗原的免疫耐受，

这有望成为个性化治疗ＦＮＧＮ的有力手段，也为基于ＬＡＭＰ

２靶抗原的多肽疫苗开发提供了可能。作者利用ＬＡＭＰ２靶

抗原的致病性的表位Ｐ４１４９多肽联合完全弗氏佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｆｒｅｕｎｄ′ｓａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ），乳化后皮下注射 ＷＫＹ 大鼠建立

ＦＮＧＮ模型实验已经完成，３只实验组大鼠２４ｈ尿蛋白定量

明显增多，但肾病理检查未见明显新月体及小球坏死，这可能

与人工合成多肽免疫原性低有关。本研究成功构建了表达质

粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＦｉｍＨ１１５６，采用大肠杆菌表达，获得免疫原性

更高的ＵＰＥＣⅠ型菌毛ＦｉｍＨ１１５６表达蛋白，通过 ＮｉＮＴＡ纯

化后，利用标签抗体进一步间接鉴定了该表达蛋白，与文献报

道结果类似［９］，该蛋白的表达形式也为包涵体，这可能与表达

蛋白自身特性有关。随后，作者采用反复冻融、超声、离心和反

复洗涤的方法，经ＳＤＳＰＡＧＥ分析，切胶纯化出较高纯度的

ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白，为进一步采用 ＦｉｍＨ１１５６融合蛋白诱导

ＷＫＹ大鼠建立ＦＮＧＮ模型奠定基础。
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ｔｅｎｔｉａｌｏｆｅｍｂｒｙｏｎｉｃｒｅｎａｌｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓｉｎａｃｕｔｅ

ｒｅｎａｌｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２００７，１８（１２）：３１２８

３１３８．

［９］ Ｏ′ＮｅｉｌｌＡＣ，ＲｉｃａｒｄｏＳＤ．Ｈｕｍａｎｋｉｄｎｅｙｃｅｌｌｒｅｐｒｏｇｒａｍ

ｍｉｎｇ：ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｄｉｓｅａｓｅｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄ

ｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．ＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，２０１３，２４（９）：１３４７１３５６．

（收稿日期：２０１３０９０８　修回日期：２０１３０９２６）
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