
ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２５０１０７ ·论著·

布鲁氏菌分泌蛋白ＢｓｐＣ的生物信息学分析、

多克隆抗体制备及互作蛋白筛选
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【摘要】　目的　本研究旨在探究ＢｓｐＣ蛋白在布鲁氏菌感染中的作用机理。　方法　通过在线预测软件分析ＢｓｐＣ蛋

白的生物学功能，通过化学合成法构建ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣ原核融合表达载体并转化大肠埃希菌ＢＬ２感受态细胞，经ＩＰＴＧ

诱导后大量表达和纯化ＢｓｐＣ蛋白。利用纯化的蛋白进行动物免疫并收集抗血清，通过ＥＬＩＳＡ检测抗血清效价。纯化

抗体并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行鉴定。构建ＲＡＷ２６４．７细胞的ｃＤＮＡ文库和ＢｓｐＣ蛋白的诱饵质粒，对诱饵质粒自激活

和毒性进行检测，筛选与ＢｓｐＣ互作的宿主蛋白，利用回交验证实验对互作蛋白进行验证。　结果　ＢｓｐＣ蛋白具有信号

肽，有６个抗原决定簇，二级结构以α螺旋为主；成功构建ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣ载体，且诱导表达后重组蛋白大小约为１６．７

ｋｕ；ＥＬＩＳＡ检测发现兔抗血清效价为１：５１２０００；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示制备的多克隆抗体可以特异性结合体外表

达的ＢｓｐＣ蛋白；利用ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ对７个阳性克隆测序结果比对分析，获得潜在互作宿主蛋白ＦＤＸ１、ＤＮＡＪＡ１、

ＨＳＰＡ５、ＰＴＰＮ２。　结论　本研究成功制备ＢｓｐＣ多克隆抗体和筛选获得ＢｓｐＣ蛋白的互作蛋白，为进一步研究ＢｓｐＣ

蛋白在布鲁氏菌感染过程中的功能和机制奠定基础。
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　　布鲁氏菌病是世界范围内广泛流行的一种人兽共

患病［１］，布鲁氏菌可导致雄性动物附睾炎和妊娠母畜

流产、胎盘炎和不孕，人感染后可引起急性炎症并表现

出许多类似流感感染的症状，包括波状发热、盗汗、关

节痛和身体虚弱［２４］。布鲁氏菌致病机制的关键是它

与宿主细胞的相互作用，布鲁氏菌可利用自身的多种

机制逃避宿主细胞的识别及杀伤，适应胞内环境并进

行生存及复制［５６］。因此，全面阐明布鲁氏菌的致病机

理，寻找新的、有效的治疗靶点，成为布鲁氏菌防控亟

待解决的关键。

布鲁氏菌的Ⅳ型分泌系统（ＴｙｐｅＩＶＳｅｃｒｅｔｉｏｎ

Ｓｙｓｔｅｍ，Ｔ４ＳＳ）是公认的重要的布鲁氏菌毒力调控因

子，它与布鲁氏菌的胞内存活密切相关［７８］。布鲁氏菌

通过Ｔ４ＳＳ将效应蛋白释放到宿主细胞中，在诱导宿

主细胞凋亡、先天免疫和适应性免疫方面发挥重要作

用［９１０］。研究发现，布鲁氏菌侵入细胞后，首先形成包

含细菌的布氏小体 （ＢｒｕｃｅｌｌａＣｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｖａｃｕｏｌｅ，

ＢＣＶ），逃避溶酶体的降解。而在ＢＣＶ整个胞内转运

的过程中，Ｔ４ＳＳ能够分泌多种效应蛋白，在调控ＢＣＶ

的成熟和胞内转运、逃避宿主免疫监视和维持持续性

感染等方面发挥重要作用［１１］。目前研究人员已经筛

选出一系列布鲁氏菌的效应蛋白，并获得了大多数效

应蛋白的功能，它们在胞内布鲁氏菌存活中发挥重要

作用，其中分泌蛋白 Ａ（ＳｅｃｒｅｔｅｄｅｆｆｅｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎＡ，

ＳｅｐＡ）、Ｒａｂ２ 互 作 保 守 蛋 白 Ａ（Ｒａｂ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ

ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎ Ａ，ＲｉｃＡ）、布鲁氏菌 ＴＩＲ 蛋 白

（ＢｒｕｃｅｌｌａＴＩＲｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂｔｐ）Ａ，ＢｔｐＡ）等都与感染密

切相关。然而布鲁氏菌分泌蛋白Ｃ（Ｂｒｕｃｅｌｌａｓｅｃｒｅｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｂｓｐ）Ｃ，ＢｓｐＣ）效应蛋白的作用机制及功能

还尚不清楚［１１］。因此，本研究选取了其中一个未知功

能的ＢｓｐＣ效应蛋白进行研究，为效应蛋白在布鲁氏

菌致病中的作用机制提供科学依据。

材料与方法

１　材料

１．１　实验细胞及动物　大肠埃希菌ＤＥ３和ＤＨ５α感

受态细胞为贵州省梵净山地区生物多样性保护与利用

重点实验室保存；质粒ｐＥＴ２８ａ购自Ｎｏｖａｇｅｎ公司；２

只日本大耳兔（约１．６ｋｇ）由金开瑞生物有限公司提

供。

１．２　主要试剂　Ｙ２ＨＧｏｌｄ酵母感受态细胞、胶回收

试剂盒、ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、限制性内切酶ＥｃｏＲＩ、

ＢａｍＨＩ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、２×蛋白上样

缓冲液，均购自大连 ＴａＫａＲａ公司；质粒ｐＧＢＫＴ７、

ｐＧＢＫＴ７５３、ｐＧＡＤＴ７、ｐＧＡＤＴ７Ｔ、酵母质粒小提试

剂盒和酵母双杂交试剂盒及各种营养缺陷型培养基均

购自美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试

剂、ＥＣＬ发光试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；胎牛血

清、ＤＭＥＭ 培养基、胰蛋白酶购自美国ＧＩＢＣＯ公司。

诱导 剂 ＩＰＴＧ 购 自 Ｍｅｒｃｋ 公 司；ＰＶＤＦ 膜 购 自

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＥＣＬ试剂盒购自Ｔｈｅｒｍｏ公司。辣根

过氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗兔ＩｇＧ二抗购自博奥森

公司（北京），弗氏完全佐剂和不完全佐剂购自西格玛

奥德里奇（上海）贸易有限公司。

２　方法

２．１　ＢｓｐＣ蛋白的生物信息学分析　使用ＥｘＰＡＳｙ

软 件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／

ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测ＢｓｐＣ蛋白（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＷＰ＿

００２９６３９６０．１）的基本组成、等电点、吸光系数、亲水系

数等；采用 ＳＯＰＭＡ 预测 ＢｓｐＣ 蛋白的二级结构

（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．

ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）；采用ＳＷＩＳＳ

ＭＯＤＥＬ 预 测 ＢｓｐＣ 蛋 白 的 三 级 结 构 （ｈｔｔｐｓ：／／

ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ）；使用Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ

ＡｎｔｉｇｅｎｉｃＰｅｐｔｉｄｅｓ预测 ＢｓｐＣ 蛋白的抗原决定簇

（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｅｄ．ｍｅｄ．ｕｃｍ．ｅｓ／Ｔｏｏｌｓ／ａｎｔｉｇｅｎｉｃ．ｐｌ）；采

用ＳｉｇｎａＩＰ５．０ （ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．

ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ５．０／）预测ＢｓｐＣ蛋白是否存在

信号肽序列。

２．２　重组表达质粒ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣ的构建　根据布

鲁氏菌 Ｍ５９０的ＢｓｐＣ基因序列（ＢＭ５９０＿ＲＳ０３９９０），

引入酶切位点（ＢａｍＨＩ／犡犺狅Ｉ）送通用生物系统（安

徽）有限公司合成ＢｓｐＣ基因序列，然后将其克隆至原

核表达载体ｐＥＴ２８ａ，转化至ＤＨ５α感受态细胞中，将

其涂布固体ＬＢ培养基过夜培养，用试剂盒提取ｐＥＴ

２８ａＢｓｐＣ质粒，经ＢａｍＨＩ／犡犺狅Ｉ双酶切验证，利用

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，然后将质粒送深圳华大基

因科技有限公司测序。

２．３　ＢｓｐＣ蛋白的表达及纯化　将ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣ质

粒转化至ＤＥ３感受态细胞中，挑选含重组质粒的单菌

落至３ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振摇

至菌体Ａ６００ 值约为０．６，向细菌培养物中加入诱导剂

ＩＰＴＧ，在３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下培养０、２、４、６、８ｈ

以诱导ＢｓｐＣ蛋白的表达，利用１５％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝

·５３·
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胶电泳检测检测ＢｓｐＣ蛋白的表达情况
［１２］。

将菌液扩大培养２０００ｍＬ，摇菌至 Ａ６００ 值约为

０．６，加入诱导剂ＩＰＴＧ，诱导至４ｈ，超声破碎离心，取

上清和沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析。以１ｍＬ／ｍｉｎ的

流速上样上清蛋白溶液；以ＮＴＡ０缓冲液（ｐＨ８．０）洗

柱至流出液不含蛋白；用咪唑洗脱，分段收集洗脱液至

Ｇ２５０检测液不变色；以去离子水洗涤柱料，以乙醇封

柱；对收集的洗脱液浓缩进行 ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳检

测［１３］。

２．４　ＢｓｐＣ多克隆抗体的制备及效价和抗体特异性的

检测　将纯化后的ｒＢｓｐＣ蛋白与弗氏佐剂混合乳化

后免疫日本大耳兔，免疫前经耳动脉采血１～２ｍＬ作

为阴性对照，首免按每５００μｇ／只与弗氏完全佐剂混

合乳化后，在日本大耳兔背部经皮下注射免疫。每隔

１４ｄ（１４ｄ、２８ｄ和４２ｄ）以弗氏不完全佐剂３００μｇ与

等体积的重组蛋白混合乳化后免疫。第４次免疫结束

后１周（首免后４９ｄ）采血，分离血清经ＥＬＩＳＡ检测其

效价，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血清的抗体特异性
［１４］。

采用间接ＥＬＩＳＡ检测ＢｓｐＣ多克隆抗体效价，将

纯化后的ＢｓｐＣ融合蛋白稀释为２μｇ／ｍＬ包被酶标

板，４℃过夜，经洗涤、封闭后，将制备的ＢｓｐＣ多克隆

抗体用 稀释液 ２ 倍 倍 比 稀 释 （１∶２０００～１∶

１６３８４０００）作为一抗，以免疫前的兔血清为阴性对照

（与阳性血清作同比例稀释），以羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ（１∶

５０００）为二抗，测定 Ａ４５０ 吸光度值，以 Ａ阳性血清／

Ａ阴性血清吸光度比值大于２．１的血清最高稀释度作为

该ＢｓｐＣ多克隆抗体的效价。

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢｓｐＣ 多克隆抗体与

ＢｓｐＣ蛋白结合的特异性，取纯化后的ＢｓｐＣ融合蛋白

经ＳＤＳＰＡＧＥ 检测分析，将蛋白转到０．２μｍ 的

ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉４℃封闭过夜，以ＢｓｐＣ多

克隆抗体和免疫前兔血清（１∶１０００）为一抗，３７℃孵

育２ｈ；以羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ（１∶５０００）为二抗，经

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢｓｐＣ多克隆抗体的特异性。

２．５　诱饵质粒构建、毒性及自激活检测　将ＢｓｐＣ基

因序列两端添加ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ酶切位点后，送金斯

瑞生物科技股份有限公司通过基因合成方法构建

ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ诱饵重组质粒，将诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７

ＢｓｐＣ和ｐＧＢＫＴ７分别转化酵母Ｙ２ＨＧｏｌｄ感受态细

胞，将 ｐＧＢＫＴ７５３和ｐＧＡＤＴ７Ｔ 质粒共转化酵母

Ｙ２ＨＧｏｌｄ感受态细胞作为阳性对照；将ｐＧＢＫＴ７

Ｌａｍ和ｐＧＡＤＴ７Ｔ质粒共转化酵母Ｙ２ＨＧｏｌｄ感受

态细胞作为阴性对照；将各重组菌于ＳＤ／Ｌｅｕ／Ｔｒｐ／

Ｘαｇａｌ （ＤＤＯ／Ｘ ）、 ＳＤ／Ｌｅｕ／Ｔｒｐ／Ｈｉｓ／Ｘαｇａｌ

（ＴＤＯ／Ｘ）、ＳＤ／Ｌｅｕ／Ｔｒｐ／Ｈｉｓ／Ａｄｅ／Ｘαｇａｌ／ＡｂＡ

（ＱＤＯ／Ｘ／Ａ）固体培养基上涂布，３０℃培养３ｄ～５ｄ，

观察是否有蓝色单菌落生长，验证诱饵蛋白的毒性及

自激活活性。

２．６　与ＢｓｐＣ蛋白互作的宿主蛋白的酵母双杂交筛

选　ＲＡＷ２６４．７细胞ｃＤＮＡ文库由上海欧易生物医

学科技有限公司构建。本研究采用ＲＡＷ２６４．７细胞

Ｙ２ＨｃＤＮＡ文库筛选与ＢｓｐＣ相互作用的蛋白。将

ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ（５μｇ）和ＲＡＷ２６４．７细胞ｃＤＮＡ文库

质粒（１０μｇ）共转化酵母Ｙ２ＨＧｏｌｄ感受态细胞；共转

化ｐＧＢＫＴ７５３和ｐＧＡＤＴ７Ｔ于酵母Ｙ２ＨＧｏｌｄ感受

态细 胞 作 为 阳 性 对 照，共 转 化 ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ 和

ｐＧＡＤＴ７Ｔ于酵母 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ感受态细胞为阴性对

照。将各转化子菌液涂布于ＴＤＯ／Ｘ平板上，３０℃恒

温培养箱培养３ｄ～５ｄ，统计单克隆数量，完成初筛；

将初筛平板上蓝色阳性克隆转移到二次筛选培养基

ＱＤＯ／Ｘ／Ａ上，进行高严谨度筛选；３０℃恒温培养箱

培养３ｄ～５ｄ，预计有阳性克隆生长出，颜色蓝色。将

得到的阳性克隆菌株分别提取质粒，转化ＤＨ５α感受

态细胞扩增并提取质粒测序，将阳性克隆送擎科生物

公司测序，对测序结果经 ＮＣＢＩ数据库进行ＢＬＡＳＴ

比对分析。

２．７　回交验证实验　将２．６步骤中提取的阳性克隆

ｐＧＢＫＴ７ＦＤＸ１、 ｐＧＢＫＴ７ＤＮＡＪＡ１、 ｐＧＢＫＴ７

ＨＳＰＡ５、ｐＧＢＫＴ７ＰＴＰＮ２ 质 粒 （２００ｎｇ），分 别 与

ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ（１００ｎｇ）共同转化酵母 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ感

受态细胞，设置阳性对照（ｐＧＢＫＴ７５３＋ｐＧＡＤＴ７

Ｔ）、阴性对照（ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ＋ｐＧＡＤＴ７Ｔ）、空白质

粒对照 （ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ＋ｐＧＡＤＴ７），分别涂布于

ＤＤＯ（ＳＤ／Ｌｅｕ／Ｔｒｐ）和 ＱＤＯ／Ｘ／Ａ平板上，３０℃培

养３ｄ～５ｄ，观察酵母菌的生长情况，挑选变蓝单菌落

用０．９％ ＮａＣｌ重悬进行１０倍倍比稀释（１０
１
～１０

４）

后分别取１０μＬ依次稀释点板在ＤＤＯ、ＱＤＯ／Ｘ／Ａ平

板上，于３０℃培养３ｄ～５ｄ后拍照记录酵母菌生长

情况。

结　果

１　犅狊狆犆蛋白的理化性质

ＢｓｐＣ 基 因 编 码 的 蛋 白 分 子 式 为

Ｃ６６４Ｈ１０８２Ｎ１８２Ｏ１９５Ｓ３，包含１３７个氨基酸，相对分子质

量为１４８３１．１８，总原子数为２１２６，理论等电点为

９．８７。ＢｓｐＣ蛋白的氨基酸组成中丙氨酸（Ａｌａ）含量最

高（１６．１％）；带负电荷的氨基酸残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为

１２，带正电荷的氨基酸残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为２５（表１）；

不稳定系数为２３．８９，为稳定蛋白（标准≤４０的为稳定

蛋白）；２８０ｎｍ处的吸光系数（Ａ２８０）是１２９５０Ｌ／（ｍｏｌ

·ｃｍ）；脂肪系数平均为８１．３９，总平均亲水性为－

０．２０９。

·６３·
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表１　犅狊狆犆蛋白的氨基酸组成

犜犪犫犾犲１　犃犿犻狀狅犪犮犻犱犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳犅狊狆犆狆狉狅狋犲犻狀

氨基酸 数目 占比（％） 氨基酸 数目 占比（％）

Ａｌａ（Ａ） ２２ １６．１ Ｌｙｓ（Ｋ） １９ １３．９

Ａｒｇ（Ｒ） ６ ４．４ Ｍｅｔ（Ｍ） １ ０．７

Ａｓｎ（Ｎ） １ ０．７ Ｐｈｅ（Ｆ） ６ ４．４

Ａｓｐ（Ｄ） １０ ７．３ Ｐｒｏ（Ｐ） ３ ２．２

Ｃｙｓ（Ｃ） ２ １．５ Ｓｅｒ（Ｓ） １２ ８．８

Ｇｌｎ（Ｑ） ６ ４．４ Ｔｈｒ（Ｔ） ９ ６．６

Ｇｌｕ（Ｅ） ２ １．５ Ｔｒｐ（Ｗ） １ ０．７

Ｇｌｙ（Ｇ） ７ ５．１ Ｔｙｒ（Ｙ） ５ ３．６

Ｈｉｓ（Ｈ） ０ ０．０ Ｖａｌ（Ｖ） ８ ５．８

Ｉｌｅ（Ｉ） １２ ８．８ Ｐｙｌ（Ｏ） ０ ０．０

Ｌｅｕ（Ｌ） ５ ３．６ Ｓｅｃ（Ｕ） ０ ０．０

２　犅狊狆犆蛋白的二级结构

ＢｓｐＣ蛋白中有６１个氨基酸参与形成α螺旋，占

总氨基酸的比例为４４．５３％；１７个氨基酸参与延伸链

的形成，占总氨基酸的比例为１２．４１％；１３个氨基酸参

与β折叠的形成，占总氨基酸的比例为９．４９％；４６个

氨基酸参与无规卷曲结构的形成，占总氨基酸的比例

为３３．５８％（图１）。

图１　犅狊狆犆蛋白的二级结构预测

犉犻犵．１　犛犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犅狊狆犆狆狉狅狋犲犻狀

３　犅狊狆犆蛋白的三级结构

ＢｓｐＣ蛋白三级结构预测模型均以α螺旋为主（图

２），与二级结构预测结果相吻合。

４　犅狊狆犆蛋白抗原决定簇预测

ＢｓｐＣ蛋白有６个抗原决定簇，分别位于４２６、３５

４２、４４６２、７３７９、９２１０４、１０７１１３氨基酸处（表２）。

５　信号肽预测

Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ（Ｓｅｃ／ＳＰＩ）分泌蛋白转运途径的信

号肽预测的可能性是０．９９５７，ＴＡＴｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ

（Ｔａｔ／ＳＰＩ）双一精氨酸转运途径的信号肽的可能性是

０．０００５，Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ（Ｓｅｃ／ＳＰＩＩ）脂蛋白

信号肽的可能性是０．００３５。预测结果为ＢｓｐＣ蛋白存

在信号肽为Ｓｅｃ／ＳＰＩ信号肽（图３），其信号肽剪切位

点位于第２２和２３个氨基酸之间，通过信号肽分析可

以预测出ＢｓｐＣ蛋白的转运途径是分泌型蛋白转运途

径。

图２　犅狊狆犆蛋白的三级结构预测

犉犻犵．２　犜犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犅狊狆犆狆狉狅狋犲犻狀

表２　犅狊狆犆蛋白抗原决定簇预测

犜犪犫犾犲２　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犪狀狋犻犵犲狀犻犮犱犲狋犲狉犿犻狀犪狀狋狅犳犅狊狆犆狆狉狅狋犲犻狀

序号

Ｎｏ．

开始位置

Ｓｔａｒｔｐｏｓｉｔｉｏｎ

结束位置

Ｅｎｄｐｏｓｉｔｉｏｎ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１ ４ ２６ ＴＫＩＩＬＳＡＩＦＡＦＧＦＴＡＡＡＱＡＤＡＶＰ

２ ３５ ４２ ＮＹＱＴＬＶＫＤ

３ ４４ ６２ ＱＡＳＰＱＶＡＤＣＩＡＳＧＹＤＹＶＫＫ

４ ７３ ７９ ＫＡＤＩＡＡＡ

５ ９２ １０４ ＤＡＫＫＶＳＡＩＩＳＶＰＧ

６ １０７ １１３ ＲＩＫＳＶＧＹ

图３　犅狊狆犆蛋白的信号肽预测

犉犻犵．３　犛犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犅狊狆犆狆狉狅狋犲犻狀

６　重组质粒狆犈犜２８犪犅狊狆犆的构建及鉴定

ＮＣＢＩ查找犅狊狆犆 基因基因序列，引入酶切位点

（ＢａｍＨＩ／犡犺狅Ｉ）送通用生物合成ｃｄｓ区基因片段，并

克隆至原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ获得重组表达质粒

ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣ。质粒ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣ经ＢａｍＨＩ／犡犺狅

·７３·
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Ｉ双酶切后，琼脂糖凝胶电泳结果显示，在３６０ｂｐ左右

有目的基因片段（图４）。

　　Ｍ　ＤＬ５０００ｍａｒｋｅｒ　１　ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣ酶切　２　ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣ

质粒

图４　狆犈犜２８犪犅狊狆犆重组质粒酶切鉴定

Ｍ　ＤＬ５０００ｍａｒｋｅｒ　１　ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　２　

ｐＥＴ２８ａＢｓｐＣｐｌａｓｍｉｄ

犉犻犵．４　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犈犜２８犪犅狊狆犆狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱

犫狔犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

７　融合蛋白犅狊狆犆的表达及纯化

将重组质粒 ＰＥＴ２８ａＢｓｐＣ转化至大肠埃希菌

ＤＥ３中，加入ＩＰＴＧ诱导培养，在０、２、４、６、８ｈ收样，

进行１５％的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分析，得到与预期

蛋白分子量大小一致的１６．７ｋｕ融合蛋白（图５）。经

过纯化，成功获得纯度较高的ＢｓｐＣ融合蛋白，且浓度

为１ｍｇ／ｍＬ。

　　Ａ　ＭＰｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　未诱导样品　２　空菌对照　３～７　表

达菌诱导０、２、４、６、８ｈ　Ｂ　ＭＰｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　纯化的蛋白

图５　融合蛋白犅狊狆犆的表达及纯化

Ａ　 Ｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ　１　 Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄｓａｍｐｌｅ　２　Ｅｍｐｔｙ

ｂａｃｔｅｒｉａｃｏｎｔｒｏｌ　３－７　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒ０，２，

４，６，８ｈ　Ｂ　ＭＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　１　Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．５　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀犅狊狆犆

８　犅狊狆犆多克隆抗体效价及特异性检测

以ＢｓｐＣ融合蛋白为免疫原，皮下多点注射日本

大耳兔，每隔１４ｄ进行免疫，第４次免疫结束后１周

（首免后４９ｄ）采血，采用间接ＥＬＩＳＡ法测定ＢｓｐＣ多

克隆抗体效价，结果显示，ＢｓｐＣ多克隆抗体的效价为

１∶５１２０００，表明该抗体具有较高的效价（图６Ａ）。利

用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢｓｐＣ多克隆抗体与ＢｓｐＣ蛋白

结合的特异性，取纯化后的ＢｓｐＣ融合蛋白经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测分析，以ＢｓｐＣ多克隆抗体和免疫前兔血

清为一抗，结果显示，ＢｓｐＣ多克隆抗体能够与纯化的

ＢｓｐＣ融合蛋白反应（图６Ｂ），表明ＢｓｐＣ多克隆抗体能

够特异性识别ＢｓｐＣ融合蛋白，具有良好的反应原性。

１　免疫前兔血清　２　ＢｓｐＣ多克隆抗体

图６　犅狊狆犆多克隆抗体效价（犃）及特异性（犅）检测

１　Ｒａｂｂｉｔｓｅｒｕｍｂｅｆｏｒｅｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　２　ＢｓｐＣｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

犉犻犵．６　犅狊狆犆狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉（犃）犪狀犱狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔（犅）犱犲狋犲犮狋犻狅狀

９　诱饵质粒的自激活与毒性检验

将诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ和ｐＧＢＫＴ７分别转

化酵母 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ感受态细胞，将 ｐＧＢＫＴ７５３和

ｐＧＡＤＴ７Ｔ质粒共转化酵母 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ感受态细胞

作为阳性对照；将ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ和ｐＧＡＤＴ７Ｔ质粒

共转化酵母Ｙ２ＨＧｏｌｄ感受态细胞作为阴性对照；将

各重组菌接种于ＤＤＯ／Ｘ、ＴＤＯ／Ｘ、ＱＤＯ／Ｘ／Ａ固体培

养基 上，结 果 显 示，ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ 和 ｐＧＡＤＴ７、

ｐＧＡＤＴ７Ｔ 和 ｐＧＡＤＴ７５３（阳性对照）、ｐＧＢＫＴ７

Ｌａｍ 和ｐＧＡＤＴ７Ｔ（阴性对照）菌落均能在 ＤＤＯ／Ｘ

固体培养基上生长。ｐＧＢＫＴ７５３和ｐＧＡＤＴ７Ｔ质粒

共转化的酵母菌在ＤＤＯ／Ｘ和ＱＤＯ／Ｘ／Ａ培养基上有

克隆生长且变蓝，表明阳性对照试验成功；ｐＧＢＫＴ７

Ｌａｍ和ｐＧＡＤＴ７Ｔ质粒共转化的酵母菌在ＤＤＯ／Ｘ

培养基上生长但不变蓝，在ＱＤＯ／Ｘ／Ａ培养基上无克

隆生长，表明阴性对照试验成功；ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ和

ｐＧＡＤＴ７在 ＤＤＯ／Ｘ培养基上生长，表明ｐＧＢＫＴ７

ＢｓｐＣ质粒成功转入酵母菌株中；在ＴＤＯ／Ｘ和ＱＤＯ／

Ｘ／Ａ培养基上不生长，表明ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ在 Ｙ２Ｈ

Ｇｏｌｄ酵母菌株中没有自激活活性（图７）。诱饵质粒

ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ和空ｐＧＡＤＴ７共转后克隆生长状态

即可判断诱饵是否有毒性，本试验中诱饵质粒

ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ和空ｐＧＡＤＴ７共转后克隆生长正常，

表明诱饵蛋白ＢｓｐＣ无自激活活性和毒性。

·８３·
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图７　狆犌犅犓犜７犅狊狆犆自激活和毒性检测

犉犻犵．７　犛犲犾犳犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀犪狀犱狋狅狓犻犮犻狋狔犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狆犌犅犓犜７犅狊狆犆

１０　与犅狊狆犆互作蛋白的筛选

将ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ和ＲＡＷ２６４．７细胞ｃＤＮＡ文

库质 粒 共 转 化 酵 母 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ 感 受 态 细 胞；将

ｐＧＢＫＴ７５３和ｐＧＡＤＴ７Ｔ共转化酵母Ｙ２ＨＧｏｌｄ感

受态 细 胞 中 作 为 阳 性 对 照，将 ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ 和

ｐＧＡＤＴ７Ｔ共转化酵母 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ感受态细胞为阴

性对照。将各转化子菌液涂布于ＴＤＯ／Ｘ平板上进行

初筛，挑取 ＴＤＯ／Ｘ 筛选平板上的蓝色克隆，转到

ＱＤＯ／Ｘ／Ａ筛选平板上进行复筛，结果共有７个候选

阳性克隆生长变蓝，将得到的７个阳性克隆菌株分别

提取质粒，转化ＤＨ５α感受态细胞并提取质粒测序，测

序结果利用ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ比对分析，获得潜在的４

个与ＢｓｐＣ存在互作宿主蛋白（表３）。

表３　潜在互作宿主蛋白信息

犜犪犫犾犲３　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狆狅狋犲狀狋犻犪犾犻狀狋犲狉犪犮狋犻狀犵犺狅狊狋狆狉狅狋犲犻狀狊

编号 捕获基因 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

１ Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ１（ＦＤＸ１） ＮＭ＿００７９９６．２

２
ＭｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓＤｎａＪｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ

ｆａｍｉｌｙ（Ｈｓｐ４０）ｍｅｍｂｅｒＡ１（ＤＮＡＪＡ１）
ＮＭ＿００１１６４６７１．２

３
Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ５
（ＨＳＰＡ５）

ＮＭ＿００１１６３４３４．１

４

Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ｎｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ２
（ＰＴＰＮ２）

ＮＭ＿００８９７７．３

１１　与犅狊狆犆互作蛋白的验证

将提取的４个互作宿主蛋白基因质粒ｐＧＢＫＴ７

ＦＤＸ１、 ｐＧＢＫＴ７ＤＮＡＪＡ１、 ｐＧＢＫＴ７ＨＳＰＡ５、

ｐＧＢＫＴ７ＰＴＰＮ２分别与ｐＧＡＤＴ７ＢｓｐＣ共同转化酵

母Ｙ２ＨＧｏｌｄ感受态细胞进行回交验证试验，同时，设

置阴、阳对照组和空质粒对照组，结果显示，阳性对照

（ｐＧＢＫＴ７５３＋ｐＧＡＤＴ７Ｔ）能够激活报告基因的表

达，在 ＱＤＯ／Ｘ／Ａ培养基上长出蓝色克隆；阴性对照

（ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ ＋ ｐＧＡＤＴ７Ｔ）、空 白 质 粒 对 照

（ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ＋ｐＧＡＤＴ７）不能激活报告基因的表

达，在 ＱＤＯ／Ｘ／Ａ培养基上不生长，表明试验体系完

好。ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ ＋ ｐＧＡＤＴ７ＦＤＸ１、ｐＧＢＫＴ７

ＢｓｐＣ ＋ ｐＧＡＤＴ７ＤＮＡＪＡ１、ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ ＋

ｐＧＡＤＴ７ＨＳＰＡ５、ｐＧＢＫＴ７ＢｓｐＣ＋ｐＧＡＤＴ７ＰＴＰＮ２

菌株能够在ＱＤＯ／Ｘ／Ａ培养基上生长出蓝色克隆（图

８），表明 ＢｓｐＣ与 ＦＤＸ１、ＤＮＡＪＡ１、ＨＳＰＡ５、ＰＴＰＮ２

蛋白能够相互作用。

Ａ　ＦＤＸ１蛋白　２　ＤＮＡＪＡ１蛋白　３　ＨＳＰＡ５蛋白　４　ＰＴＰＮ２蛋白

图８　犅狊狆犆互作蛋白的回交验证

Ａ　ＦＤＸ１ｐｒｏｔｅｉｎ　２　ＤＮＡＪＡ１ｐｒｏｔｅｉｎ　３　ＨＳＰＡ５ｐｒｏｔｅｉｎ　４

　ＰＴＰＮ２ｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．８　犅犪犮犽犮狉狅狊狊狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犅狊狆犆犻狀狋犲狉犪犮狋犻狀犵狆狉狅狋犲犻狀狊

讨　论

ＢｔｐＢ具有 Ｔｏｌｌ受体结构域，Ｔｏｌｌ样受体结构域

存在于真核生物的Ｔｏｌｌ样蛋白及其下游的Ｔｏｌｌ样衔

接蛋白，当这二者相互作用时会产生级联信号引起核

转录因子κＢ（ＮＦκＢ）的核移位、促炎性细胞因子和Ｉ

型干扰素的产生［１５１７］。ＢＰＥ１２３是布鲁氏菌通过ＶｉｒＢ

转运的一种效应蛋白。有研究报道，通过液相串联质

谱鉴别出了人的α烯醇酶，并用免疫共沉淀证明其可

以与ＢＰＥ１２３相互作用，α烯醇酶的降解能阻碍牛种

布鲁氏菌在人宫颈癌细胞中的增殖［１６］。研究表明，通

过酵母双杂交和共免疫沉淀筛选出了布鲁氏菌分泌蛋

白ＢｓｐＪ相互作用宿主蛋白核苷二磷酸激酶２和肌酸

激酶Ｂ，且ＢｓｐＪ基因缺失菌株促进巨噬细胞凋亡，降

·９３·
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低布鲁氏菌在宿主细胞内的胞内存活［１８］。

Ｍｙｅｎｉ等
［１１］利用生物信息学和 ＴＥＭ１报告系

统，鉴定到 ＢｓｐＡ、ＢｓｐＢ、ＢｓｐＦ、ＢｓｐＣ 和 ＢｓｐＥ５ 个

Ｔ４ＳＳ的底物；与野生型菌株和单缺失突变体相比，

ＢｓｐＡＢＦ突变体在小鼠肝脏中存活能力降低；ＢｓｐＢ与

宿主保守的低聚高尔基体栓系复合体相互作用，通过

劫持高尔基体囊泡的运输，使ＢＣＶ能够稳定的向内质

网方向移动，促进了ｒＢＣＶ的生物合成和布鲁氏菌的

胞内增殖［１９２０］。效应蛋白ＢｓｐＡ和ＢｓｐＦ能够抑制宿

主细胞正常的蛋白分泌功能，促进布鲁氏菌的胞内增

殖；ＢｓｐＦ缺失株在细胞中载菌量降低，感染小鼠的脾

脏载菌量也降低［２１］；ＢｓｐＣ和ＢｓｐＥ存在于细胞核周

围，其中 ＢｓｐＣ存在于高尔基体，ＢｓｐＥ则会形成囊

泡［１１］。本研究利用在线软件对ＢｓｐＣ蛋白的生物信息

进行预测分析，结果发现ＢｓｐＣ蛋白具有信号肽，有６

个抗原决定簇，二级结构以α螺旋为主。通过对ＢｓｐＣ

蛋白的生物信息进行预测分析，能够更好指导该蛋白

的表达与纯化。

多克隆抗体生产过程简便、操作简单、产量大、成

本低，且制备的多克隆抗体具有良好的抗体效价和特

异性，因此研究者喜欢将其作为制备抗体的重要选

择［２２］。本研究还通过大肠埃希菌原核表达系统对

ＢｓｐＣ蛋白进行表达，免疫试验兔制备了多克隆抗体。

在表达及纯化实验中发现ＢｓｐＣ蛋白在上清中表达。

使用纯化后的蛋白免疫兔４次结束后１周收集产生免

疫抗体的兔血用间接ＥＬＩＳＡ法测定制备的多克隆抗

体效价，结果显示，ＢｓｐＣ多克隆抗体效价可达１：５１２

０００，这表明纯化的ＢｓｐＣ具有良好的免疫原性，制备

的抗ＢｓｐＣ多克隆抗体具有较高的滴度，为亚单位疫

苗的研发提供科学依据，为诊断试剂盒的研发以及相

关抗体抑制剂的研究奠定了基础。

酵母双杂交系统是基于转录因子对细胞内蛋白质

相互作用进行筛选与鉴定的系统，被广泛应用于病毒

与宿主的互作研究［２３２４］。本研究将ＢｓｐＣ基因克隆到

酵母双杂交表达载体ｐＧＢＫＴ７中，并以ＢｓｐＣ作为诱

饵蛋白，从小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７ｃＤＮＡ文库中初

步鉴定与ＢｓｐＣ存在相互作用的宿主蛋白，通过成功

构建ＢｓｐＣ的ｂａｉｔ文库和细胞的ｐｒｅｙ文库，获得７个

阳性克隆，然后进行测序，测序结果利用 ＮＣＢＩ的

ＢＬＡＳＴ比对分析，得到潜在互作宿主蛋白 ＦＤＸ１、

ＤＮＡＪＡ１、ＨＳＰＡ５、ＰＴＰＮ２。ＦＤＸ１基因编码的蛋白

作为蛋白脂酰化的调节因子参与介导铜死亡，并与肿

瘤的免疫应答过程有关［２５］。ＤＮＡＪＡ１可影响ｐ５３的

定位和抗凋亡活性，增加致瘤性，介导细胞巨自噬［２６］。

ＨＳＰＡ５与猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）Ｓ蛋白具有特

异性相互作用，并通过干扰和过表达实验发现ＨＳＰＡ５

对ＰＥＤＶ感染具有正向调节作用
［２７］。ＰＴＰＮ２缺失严

重损害巨噬细胞清除入侵细菌的能力［２８］。后续将研

究ＦＤＸ１、ＤＮＡＪＡ１、ＨＳＰＡ５、ＰＴＰＮ２如何调控布鲁氏

菌胞内生存的分子机制。
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