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摘要! 为了对罗非鱼源无乳链球菌 D[3:43 株毒力相关转录调控因子 3/M*进行克隆及表达研

究!实验根据 O=>K9>G 上登录的相关基因设计引物!采用 6-$方法扩增该株细菌的 /$-A 基

因!然后将该基因定向克隆到原核表达载体 2,P7299$ ?%中!在大肠杆菌 $/?=II9$4,/%中进

行 )6PO诱导表达# 结果显示!该基因有 91: 个碱基!编码 292 个氨基酸&同源基因序列比对显

示!无乳链球菌 D[3:43 株与无乳链球菌 2 73/ .与 &P--4/94/ 的 /$-A 基因的同源性最高&

经 )6PO诱导后表达的融合蛋白分子量为 /1 GL&用亲和层析后的融合蛋白免疫新西兰大白兔

制备多克隆抗体!经 ,')*&检测效价达到 4=842 333# 研究结果表明!实验成功克隆与表达了

/$-A 基因!为深入探讨 $/M*调节因子在调节细菌的代谢"生长和毒力等多种生命活动中的作

用提供了理论依据#

关键词! 无乳链球菌 D[3:43& $/M*转录调控因子& 克隆& 原核表达

中图分类号! *:1/555555555555555文献标志码'&

55无乳链球菌 # A2/)@2$0$00(',%,&,02+,)$是一

种革兰氏阳性链球菌"因最先从患乳房炎的牛中

分离而得名) 近年来"在我国广东(广西(海南等

省罗非鱼养殖地区频频出现范围较大的无乳链球

菌引起的爆发性病害"这使得罗非鱼具有强抗病

力(不易患病的观点受到了挑战
*4+

) 本实验室研

究团队分赴广东(广西和海南省各罗非鱼主养区"

采集多个罗非鱼养殖场的发病鱼样本"开展病原

菌分离(理化(分子鉴定及强弱毒株的筛选等流行

病学调查工作"最终确定编号为 D[3:43 株为罗

非鱼源无乳链球菌 # A2/)@2$0$00(',%,&,02+,)$强

毒株"并完成了该株菌的全基因序列的测序(草图

绘制及基因注释等工作" O=>K9>G 登录号为

&Y&633333333

*2+

)

细菌为了在宿主体内的不同器官中定植和

生存"它必须感受外界不断变换的环境"高效率

地产生响应"从而精准地调控特定基因的表

达
*/+

) 由于随时要涉及到众多基因的协同作

用"因此对细菌来说最有效率的方式莫过于通

过众多转录调控因子的相互作用"形成一个精

密的全局调控网络来大批量地调控整个基因组

的表达
*1+

) 我们通过比较基因组学分析"除了

找到一些传统已知的毒力因子如荚膜多糖和溶

血素等基因之外"有一些新的毒力相关的转录

调控因子得以鉴定"如毒力相关转录调控因子

$/M*"二元信号转导系统等等) $BB 转录调控

因子基因最早是 4::2 年在格氏链球菌 # AJ

%$/C$#++$中发现的"经过多年的研究发现该基因
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广泛分布于各种革兰氏阳性菌中"包括化脓链

球菌(格式链球菌(乳酸乳球菌(2 型猪链球菌

等"目前关于该调控因子研究的最为深入的是

猪链球菌中的 $BB 调控因子#又被称做 $/2K$ "

证实了其具有对细菌基因组全局的调控功能"

并能协同调节细菌的其他生命活动
*8 69+

) 无乳

链球菌中的 /$-A 基因是 $BB 家族的一个重要成

员"控制细菌执行多种功能"例如控制胞外蛋白

的分泌(细菌素的表达等
*:+

"然而这些研究仅限

于人源分离株的研究结果"作为近年罗非鱼链

球菌病的主要病原菌之一的鱼源分离株是否具

有相应功能以及其如何粘附(定植于鱼体等多

个问题尚待解答)

本研究采用生物信息学及分子生物学方法

克隆表达了罗非鱼源无乳链球菌 /$-A 基因"证

实了其氨基酸序列与其它革兰氏阳性菌中的

$BB 家族蛋白有较高的一致性"这为我们深入探

讨其调控功能和分子机制鉴定了理论研究

基础)

45材料与方法

!"!#菌株和质粒

罗非鱼源无乳链球菌强毒株 D[3:43 由本实

验室 分 离 保 存% FJ0$&+4+8

$

( FJ0$&+$/?=II9

#4,/$与 2,P7299# ?$均由本实验室保存) 克隆

载体 2T4497P购自 P&Y&$&公司)

!"$#其它试剂及实验动物

细菌组织基因组 4%&提取试剂盒购自天根

生化科技#北京$有限公司"5,O 4%&聚合酶(S0$

%

(R1$

%

限制性内切酶(P

1

4%&连接酶"4%&

T93G=3(4%&胶回收试剂盒购于 P9Y9$9公司%羊

抗兔7+$6购自 KK)公司"弗氏完全佐剂与弗氏

不完全佐剂均购自 *:B89"新西兰大白兔购自广

东医学院实验室动物中心)

!"%#细菌基因组 KW=的提取及 7,)B基因的

扩增

按照细菌基因组 4%&提取试剂盒说明书提

取无乳链球菌基因组 4%&"根据 O=>K9>G 上已登

录的 /$-A 基因序列#登录号!&Y&633333333$设

计 4 对引物"分别引入酶切位点 S0$

%

与 R1$

%

"

由生工生物工程#上海$有限公司合成)

上游引物! -&PO--&POO&&&&&O&&PP7

&OO&&&&&-&-P&&O&&O

下游引物!--O-P-O&OO-&PP-PPP&PP7

&PPO--&&OP&-PPPPPO

以提 取 的 基 因 组 4%&作 为 模 板"通 过

6-$扩增 /$-A 目的片段"反应条件为预变性

:8 Q 8 8:>":8 Q 4 8:>"80 Q /3 ?"02 Q 4

8:>"/3 个循环"最后 02 Q延伸 43 8:>%扩增产

物在 43 B5'琼脂糖凝胶电泳中检测) 根据相

对分子质量 T93G=3标示"从琼脂糖凝胶上进行

切胶回收含有目的片段的凝胶"按照 4%&快

速纯化胶回收试剂盒操作步骤回收目的 6-$

产物)

!"&#原核表达载体构建及大肠杆菌诱导表达

6-$扩增产物经试剂盒纯化后"用 S0$

%

与

R1$

%

双酶切该产物"切胶回收后定向插入经同

样内切酶双酶切的 2,P7299# ?$质粒载体中"构

建重组质粒 2,P7$/M*"转化入 FJ0$&+$/?=II9

#4,/$感受态细胞"涂布 'K#含 Y9> 433

!

B5

8'$平板"挑取单个菌落"接种于 8 8''K培养

基#含 Y9> 433

!

B58'$中"/0 Q振荡培养过夜)

碱裂解法抽提质粒"经酶切(6-$菌落及测序鉴

定插入正确后以 4=433 的比例接种于新鲜的 'K

培养基#含 Y9> 433

!

B58'$中"/0 Q继续振荡

培养"至 "4

733

达到 311 <317"加 )6PO诱导

表达)

!"'#表达条件的优化

不同诱导温度对目的蛋白在大肠杆菌中表达

量的影响55将鉴定正确的表达菌接种到 2 8'

含卡那霉素的 'K培养基中"/0 Q 233 358:> 条

件下振荡培养 1 < 左右"按体积比为 4=433 的比

例接种到新鲜的 'K培养基#含 Y9> 433

!

B58'$

中"加入 )6PO至浓度为 4 88/05'"分别在 47(29

及 /0 Q条件下诱导 8 < 后离心收集菌体) 经超

声破碎离心后"取上清液及沉淀以 *4*76&O,电

泳分析目的蛋白表达的最佳条件) 采用解离非连

续缓冲系统垂直板电泳"丙烯酰胺浓度!分离胶

42E#-4-$"浓缩胶 8E #-4-$) 上样量每孔 43

!

'"在 73 .恒压电泳约 /3 8:>"再 423 .恒压电

泳约 4 <"考马斯亮蓝 $283 染色"冰醋酸甲醇

脱色)

不同 )6PO浓度对目的蛋白在大肠杆菌中表

达量的影响55按照上述不同诱导温度对目的蛋

898
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白在大肠杆菌中表达量的影响的方法培养细菌"

分别加入不同体积的 )6PO"使其终浓度分别为

312"311"317"319 和 413 88/05'8 个浓度"在 /0

Q条件下培养 8 < 后各取 4 8'菌液"以 *4*7

6&O,分析目的蛋白的表达量)

不同诱导时间对目的蛋白在大肠杆菌中表达

量的影响55按照上述不同诱导温度对目的蛋白

在大肠杆菌中表达量的影响的方法培养细菌"取

4 8'菌液作为未诱导对照组"其余的菌液加入

)6PO终浓度为 413 88/05'"在 /0 Q条件下继续

振荡培养"分别于诱导后 4(2(/(1(8 < 后各取

4 8'菌液"以 *4*76&O,分析目的蛋白表达的最

佳时间)

!"(#E/72/91H<;622+1, 检验

将诱导表达后的重组菌进行 *4*76&O,

电泳后"将其上的蛋白转移至 6.4(膜"8E脱

脂牛奶封闭 4 <"加入一抗#鼠抗 +:?标签抗体"

4=2 333稀释$ "阴性对照采用注射佐剂 6K*后

的血清!PK*P清洗后加入二抗 # +$6标记的

羊抗鼠 )BO"4=833 稀释 $清洗"最后加入 4&K

显色 液"待 出 现 明 显 条 带 后 用 水 冲 洗 终 止

反应)

!")#表达产物的纯化

将菌液超声破碎后离心"取上清和沉淀分别

做 *4*76&O,电泳"鉴定表达产物是否形成了包

涵体) 按说明书进行蛋白纯化"采用 +:?P392 ((

;3LC=-/0L8>?"上样细胞裂解液"用咪唑洗脱缓冲

液洗柱"得到纯化蛋白)

!"d#抗血清的制备

将纯化的融合蛋白 2,P7$/M*皮下多点注射

免疫 1 个月健康的新西兰大白兔 #体质量约

214 GB$"免疫程序如下!

+

一免!第 4 天"免疫用

抗原为弗氏完全佐剂 ?蛋白%

,

二免!第 24 天"免

疫用抗原为弗氏不完全佐剂 ?蛋白%

-

三免!第

/8 天"免疫用抗原为弗氏不完全佐剂 ?蛋白%

.

第 18 天"进行耳静脉采血 2 8'"用于,')*&抗血

清效价监测%

/

四免!第 1: 天"免疫用抗原为弗氏

不完全佐剂 ?蛋白%

0

终放血!第 87 天"颈动脉采

全血)免疫剂量为初次免疫 312 8B"二免(三免(

四免均为 314 8B) 离心分离血清"低温保存

待用)

!"S#抗血清效价测定

用纯化的重组蛋白为抗原包被 :7 孔板"根

据预实验确定最适抗原浓度为每孔 312

!

B"4E

K*&封闭"加入不同稀释比例的免疫血清"阴性

对照孔加入免疫前血清"空白对照孔加入 6K*)

二抗羊抗兔7+$6按照 4=9 333 稀释"显色)

25结果

$"!#7,)B基因的克隆

6-$扩增出一条 91: J2 的特异条带#图 4$"

克隆入 2T4497P载体"菌落 6-$(酶切鉴定正确

后测序"发现该基因含有一个 91: J2 的开放阅读

框#"$($"编码 292 个氨基酸"预测分子量约为

// GL"等电点为 0112:) 该基因在 O=>K9>G 上的

登录号为 &Y&63433331414) 将该序列及其编码

的氨基酸序列与基因库中已登录的其他无乳链球

菌的相应基因及氨基酸序列进行同源性比较"结

果见图 2"/ 所示)

图 !#无乳链球菌 7,)B基因的克隆

T14'2333 分子标记% 41/$-A 6-$产物)

*+,"!#A;61+1, 637,)B,/1/396: B"(-('(60&($

T14'2333 T93G=3% 416-$23/CL;I/A/$-A1

$"$#原核表达载体的构建

用双酶切后的质粒 2,P7299# ?$与双酶切后

的 /$-A 连接"构建的重组质粒命名为 2,P7$/M*)

经 S0$

%

与 R1$

%

酶切证实插入了一段约 91: J2

的序列#图 1$)

798
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$"%#重组质粒的诱导表达

最佳诱导温度55从图 8 可以看出"在其他

条件一致的情况下"不同诱导温度下重组融合

蛋白的表达量及其可溶性分析表明"/0 Q条件

下 $/M*全菌蛋白表达量高于 47 及 29 Q的表

达量%融合蛋白均存在于上清中"故该融合蛋白

的最佳诱导温度是 /0 Q"并存在于上清液中)

最佳诱导浓度55在其他条件一致的情况

下"不同 )6PO浓度均可诱导融合蛋白的表达)

随着 )6PO浓度的增加"诱导的重组融合蛋白表

达量也随着增加"浓度为 413 88/05'的诱导重

组融合蛋白表达量最大 #图 779$) 由于 )6PO对

细胞有毒性"高浓度 )6PO不利于细菌生长"故不

再增加 )6PO的浓度"选择 413 88/05'作为最佳

诱导浓度)

图 $#D6>G氨基酸序列与其它已知 D6>G氨基酸序列多重比对结果

*+,"$#QC;2+B;/5;+,1:/127632./0/0C4/05:+16 54+07/\C/14/63D6>G@+2.D6>G6362./97B/4+/7

098
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图 %#以 We 法构建的 D,, 转录因子家族成员

氨基酸序列系统进化树

*+,"%#=B.?;6,/1/2+429//63D,, B962/+135:+;?

2951749+B2+615;9/,C;52697461729C42/0@+2.

2./W/+,.<69HN6+1+1, :/2.60

图 &#重组质粒 BP-HD6>G的酶切鉴定

T14'2333 4%&标记% 412,P7$/M*经 S0$

%

与 R1$

%

酶切后

结果)

*+,"&#-./0/2/9:+152+61632./9/46:<+1512

BP-HD6>G<? /1L?:/9/729+42+61

T14'2333 4%&893G=3% 41I<=3=?L0I/A2,P7$/M*C:B=?I=C J@

S0$

%

9>C R1$

%

1

图 '#不同温度诱导表达的 GKGH[=FP分析

T1蛋白 893G=3% 4147 Q诱导的全菌蛋白% 2147 Q超声裂解

的沉淀% /147 Q超声裂解的上清% 1129 Q诱导的全菌蛋白%

8129 Q超声裂解的沉淀% 7129 Q超声裂解的上清% 01/0 Q

诱导的全菌蛋白% 91/0 Q超声裂解的沉淀% :1/0 Q超声裂解

的上清)

*+,"'#GKGH[=FP515;?7+763/8B9/77+6163

2./D6>G3C7+61B962/+152

0+33/9/122/:B/952C9/7

T123/I=:> 893G=3% 09>= 4" 1" 01I<= N</0= 0@?9I= /AI<=

I39>?A/38=C FJ0$&+:>CL;=C 9I47 Q" 29 Q 9>C /0 Q"

3=?2=;I:M=0@% 09>= 2" 8" 91I<= :>?/0LJ0= A39;I:/> /A I<=

I39>?A/38=C FJ0$&+:>CL;=C 9I47 Q" 29 Q 9>C /0 Q"

3=?2=;I:M=0@% 09>=/"7":1I<=?/0LJ0=A39;I:/> /AI<=I39>?A/38=C

FJ0$&+:>CL;=C 9I47 Q"29 Q 9>C /0 Q"3=?2=;I:M=0@1

55最佳诱导时间55诱导时间是影响重组蛋白

表达量的重要因素之一"在其他条件一致的情况

下"经不同时间#3 <8 <$诱导后"时间在 8 < 时融

合蛋白的表达量最大且表达量已足够后续实验要

求#图 77J$"本着节约成本及时间的原则"故选择

8 < 为最佳诱导表达时间)

图 (#重组菌 D67/225VBP-HD6>G在不同 J[-F浓度诱导表达 D6>G的 GKGH[=FP分析

#9$ T1蛋白分子量标准% 41诱导前质粒% 21312 88/05'% /1311 88/05'% 11317 88/05'% 81319 88/05'% 71413 88/05'% # J$

T1蛋白分子量标准% 418 <% 211 <% /1/ <% 112 <% 814 <% 713 <)

*+,"(#GKGH[=FPB963+;/63/8B9/77/0B960C42+19/46:<+1512C"6,'&D67/225$KP%%

+10C4/0@+2.J[-F520+33/9/124614/12952+617

#9$ T123/I=:> 893G=3% 41I/I9023/I=:> /A2,P7$/M*>/I:>CL;=C% 21312 88/05'% /131188/05'% 11317 88/05'% 81319 88/05'% 71

413 88/05'% # J$ T123/I=:> 893G=3% 418 <% 211 <% /1/ <% 112 <% 814 <% 713 <1

998
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$"&#重组融合蛋白的纯化及鉴定

将 2,P7$/M*质 粒 转 化 入 FJ0$&+$/?=II9

#4,/$ "经优化条件 # 413 88/05')6PO"8 <"

/0 Q$诱导后可以表达分子量为 /1 GL 左右的

融合蛋白%未经诱导的含重组质粒 2,P7$/M*的

$/?=II9#4,/$菌体做为阴性对照"与诱导后蛋

白电泳带相比"在 /1 GL 处并没有蛋白的过量表

达"诱导表达后的菌液经超声波破碎后再离心"

分别用上清和沉淀做 *4*76&O,"结果表明"表

达形式为上清#图 0$ ) 利用 +:?P392 +6亲和柱

纯化重组蛋白"结果表明 283 88/05'的咪唑浓

度纯 化 可 以 得 到 效 果 较 好 的 蛋 白 #图 9 $ "

F=?I=3>7J0/II:>B 实验证明在 /1 GL 处有蛋白带"

与预期相符#图 :$ )

图 )#表达产物的 GKGH[=FP分析

T1蛋白 893G=3% 41诱导前样品% 21诱导后样品% /1超声后沉

淀% 11超声后上清)

*+,")#GKGH[=FP515;?7+763/8B9/77+61B960C427

T123/I=:> 8/0=;L093893G=3% 41I/I9023/I=:> /A2,P7$/M*>/I

:>CL;=C% 21I/I9023/I=:> /A2,P7$/M*:>CL;=C% /1I/I9023/I=:>

:> I<=23=;:2:I9I=9AI=3L0I39?/>:;9I:/>% 11I/I9023/I=:> :> I<=

?L2=3I9>9>I9AI=3L0I39?/>:;9I:/>1

图 d#重组蛋白 D6>G纯化后的 GKGH[=FP分析

41纯化后的 $/M*% 212,P7$/M*诱导% T1蛋白 893G=3)

*+,"d#GKGH[=FP515;?7+763BC9+3+/0D6>G

412L3:A:=C $/M*% 21I/I9023/I=:> /A2,P7$/M*:>CL;=C% T1

23/I=:> 8/0=;L093893G=31

图 S#D6>G的免疫印迹

T1预染蛋白分子量标准% 41$/M*蛋白印迹)

*+,"S#E/72/91H<;622+1, 515;?7+763D6>G

T123=?I9:>=C 23/I=:> 893G=3% 41F=?I=3>7J0/II:>B /A$/M*1

$"'#抗血清效价测定和特异性检测

从表 4 及图 9 可以看出"当抗血清按 4=842 333

倍稀释时"检测结果仍可以判定为阳性",')*&检

测抗血清效价为 4=842 333)

表 !#间接 PZJG=检测兔子血清效价

-5<"!#G/9C: 2+2/90/2/42/0<? +10+9/42PZJG=

名称
>=B9:M=

#第 4 孔$

J09>G

#第 2 孔$

&兔子

2Y

#第 / 孔$

9Y

#第 1 孔$

/2Y

#第 8 孔$

429Y

#第 7 孔$

842Y

#第 0 孔$

K兔子

2Y

#第 9 孔$

9Y

#第 : 孔$

/2Y

#第 43 孔$

429Y

#第 44 孔$

842Y

#第 42 孔$

3/M*&值 3138: 313/0 4100: 41704 41199 319/: 31440 41:38 4107/ 41/29 31802 3149:

图 !R#间接 PZJG=检测兔子血清效价$-QX显色实验%

*+,"!R#G/9C: 2+2/90/2/42/0<? +10+9/42PZJG=$-QX4.96:6,/1+49/542+61%

:98
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/5讨论

罗非鱼"又被称为 &白色三文鱼'"是联合国

粮农组织推荐的 24 世纪最有发展前景的淡水养

殖品种
*43+

) 然而随着高密度养殖和环境日益恶

化"病害日趋严重"造成的损失逐年增加) 从

233: 年至今"罗非鱼链球菌病在我国南方罗非鱼

多个主养地区泛滥"发病及死亡率高
*44+

"并由传

统的高温时节发病演变为趋向于全年大部分时间

均可发生"发病率和死亡率直线上升 #部分地区

可 高 达 :3E$) 罗 非 鱼 链 球 菌 病

#*I3=2I/;/;;/?:?$是一种高温好发(高传染性(高

死亡率的细菌性疾病"在世界范围内其病原主要

为无乳链球菌 # AJ,%,&,02+,)$和海豚链球菌 # AJ

+#+,)$两种"我国南方地区链球菌病疫情区病原

主要为无乳链球菌 # AJ,%,&,02+,)$) 通过对罗非

鱼源无乳链球菌 D[3:43 株全基因组序列在

%-K)网站上公布的相关数据进行基因注释分

析"我们得到了一些相关的毒力基因"包括细菌表

面蛋白以及毒力调控因子等等) 在对细菌毒力基

因的研究过程当中"科学家们逐步认识到了毒力

表型基因需要毒力相关基因来调控细菌毒力的现

象"细菌通过这些毒力相关基因进行高效的调节

来实现其在宿主体内的定植(扩散(免疫逃避及繁

殖存活
*42+

) $BB 转录调控蛋白家族便是这类基

因中最具代表性的一类) $BB 家族的转录调节因

子广泛分布于各种革兰氏阳性菌中"并执行多种

功能"例如在 A2/)@2$0$00('%$/C$#++中的 $BB 蛋

白家族是胞外糖转移酶 O表达所必须的
*4/ 641+

%

在 A2/)@2$0$00('*(2,#'中的 TLI$#$BB 蛋白家

族中的一种$是控制变链素 )表达的一种重要蛋

白
*48+

%在 A2/)@2$0$00('@"$%)#)'中 $BB 蛋白家族

被称为 $/2K蛋白家族"一方面它控制着分泌性

半胱氨酸蛋白酶 *2=K的表达
*47 640+

"另一方面它

还参与多种二元调控系统的表达"这对于细菌适

应外界环境是非常重要的
*49+

%*98=> 等
*4:+

对人

源 AJ,%,&,02+,)中的 /$-A 基因进行了表达及其功

能的研究"证实了 $/M*蛋白在细菌粘附人类纤

维蛋白及上皮细胞中起了相当重要的作用"这也

为我们研究 AJ,%,&,02+,)是通过何种途径侵染鱼

体提供了思路)

本研究中"将无乳链球菌 D[3:43 的 /$-A 基

因序列与其编码的氨基酸序列与基因库中已登录

的其他链球菌的相应基因及氨基酸序列进行同源

性比较"结果表明无乳链球菌 D[3:43 /$-A 基因

编码的氨基酸序列与 AJ,%,&,02+,)273/ 和 &P--

4/94/ 的同源性最高"其次是 AJ,%,&,02+,)848"与

AJ@)(*$#+,)的同源性最低) 蛋白翻译后修饰

#如磷酸化$是一种几乎存在于所有蛋白质形成

的过程"修饰后的蛋白才能发挥蛋白功能"该过程

主要通过蛋白水解作用裂解或者向一个或多个氨

基酸添加一个修饰基团而改变蛋白的特性
*23 624+

)

本文研究的 $/M*蛋白通过推导"在其氨基酸序

列中存在 7 个介导胞外分泌有关的蛋白激酶 -

磷酸化位点"1 个与调节细胞凋亡和细胞周期有

关的酪蛋白激酶
&

磷酸化位点) 这些潜在的磷酸

化位点在蛋白翻译后得到一定程度的修饰"并且

可能在 $/M*蛋白发挥其生物学功能中起重要调

控作用)

本研究利用原核表达载体"在 2,P原核表达

载体体系中获得重组蛋白) 利用大肠杆菌表达的

重组蛋白通常有两种表达形式"一种是以包涵体

的形式表达"诱导表达菌体经破碎(离心沉淀包涵

体) 这种表达形式蛋白的表达量较高"但蛋白需

要经过溶解(复性等处理) 另一种是可溶性表达"

即重组蛋白存在于上清中"蛋白纯化较为方便且

大 都 具 有 活 性) 本 实 验 采 用 了 大 肠 杆 菌

#F'01)/+01+, 0$&+$ K'24 #4,/$ $/?=II9菌株作为

表达菌"$/?=II9宿主菌是从 K'24 衍生而来"可增

强带有大肠杆菌稀有密码子的蛋白表达"该菌株

通过一个相容性氯霉素抗性质粒补充密码子

&#&(&OO(&O&(-#&(---和 OO&的 $%&?"

这样 $/?=II9菌株提供了 &万能'的翻译"从而避

免因大肠杆菌密码子使用频率导致的表达限制"

增加表达产物可溶性表达) 陈恬等
*22+

比较了单

纯疱疹病毒 #'42 基因在大肠杆菌 K'24 和

$/?=II9菌种的差异表达"结果表明在 FJ0$&+

$/?=II9菌中的表达量比在 K'24 菌中要多) 本实

验得到了可溶性表达的蛋白"这为我们后续的实

验提供了良好的实验基础)

外源蛋白的表达水平不仅与载体(宿主和外

源基因有关"还与诱导条件有着密切的联系
*2/+

)

在诱导过程中温度会影响氧的溶解度(加快或减

慢酶的反应速率"从而影响蛋白的性质) 诱导剂

和时间也是影响重组蛋白表达的重要因子) 为了

降低诱导剂 )6PO对大肠杆菌代谢的毒性作用"

3:8
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我们必须探索出 )6PO的最低有效浓度"这也能

减少诱导蛋白表达成本) 本实验为了获得最优的

表达效率"通过固定其他因子"对单个因子进行不

同温度(不同 )6PO浓度和不同诱导时间表达后"

获得一个最优化的表达体系"即为!诱导温度

/0 Q")6PO终浓度为 4 88/05'"诱导时间为

8 <) 该体系的构建为后续工作中所需要用到大

量的重组表达蛋白提供了可靠的实验依据)

本实验获得的重组蛋白表达量较高"且为可

溶性表达"因此经处理后可利用 +:?标签"采用

+:?P392 ((;3LC=-/0L8>?对其进行纯化"重组蛋

白的纯度可达 :9E"可直接用于免疫实验) 为了

获取较大量的抗血清"本实验选用了新西兰大白

兔来制备多克隆抗体"并在早晨空腹时对兔体采

用颈动脉取血方法采集血清"这样可以得到清晰

透明的 83 <93 8'的血清"为后续实验的顺利进

行提供了研究基础
*21+

) 从间接 ,')*&的检测结

果来看"本研究所获得的兔抗无乳链球菌 $/M*

蛋白血清效价高达 4=842 333"说明 $/M*重组蛋

白具有较强的免疫原性"可诱导机体产生较强的

免疫应答"可以满足后续的实验需求)

本研究采用生物信息学及分子生物学方法克

隆表达了罗非鱼源无乳链球菌 /$-A 基因"证实了

其氨基酸序列与其它革兰氏阳性菌中的 $BB 家

族蛋白有较高的一致性"这为我们深入探讨其调

控功能和分子机制鉴定了理论研究基础)
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