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乳鼠志贺杆菌分泌蛋白GroEL多克隆抗体的制备与鉴定*

刘梦琦,贾雪娇,刘洋,刘长城,李小凤,胡屹硕,赵微**

(锦州医科大学基础医学院病原生物学实验室,辽宁锦州
 

121000)

【摘要】 目的 制备志贺杆菌分泌蛋白GroEL多克隆抗体,为探究乳鼠志贺杆菌上清蛋白GroEL在乳鼠肠道内的功

能奠定基础。 方法 利用分子克隆技术构建原核表达蛋白质粒Pet28a(+)-GroEL,转化Escherichia
 

coil
 

BL21(DE3)

后采用不同浓度IPTG诱导表达,优化诱导时间和温度,确定最佳蛋白表达条件;利用 His标签亲和层析法纯化GroEL
蛋白。将纯化蛋白与佐剂按照等比例充分混合后免疫C57BL/6小鼠,制备多克隆抗体血清,采用ELISA检测血清抗体

的效价、灵敏度及特异性。构建真核表达质粒pcDNA3.1(+)-GroEL并转染293T细胞,48
 

h后采用制备的GroEL多

克隆抗体进行 Western
 

blot验证。 结果 Pet28a(+)-GroEL转化E.coil
 

BL21(DE3)菌在28
 

℃、0.4
 

mmol/L
 

IPTG
诱导12h获得最佳蛋白表达,表达的重组蛋白分子质量约为63

 

ku,纯化后的蛋白浓度为0.735
 

mg/mL。Western
 

blot
检测显示该蛋白能被抗 His标签鼠单克隆抗体识别。ELISA检测显示制备的抗 GroEL多克隆抗体血清效价为1∶
128

 

000;Western
 

blot检测显示该抗体可识别GroEL蛋白。 结论 重组表达的GroEL蛋白具有抗原性,制备的鼠抗

GroEL多克隆抗体血清具有特异性且效价高,为研究乳鼠志贺杆菌GroEL蛋白与肠道病毒之间的作用机制奠定了基

础。
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【Abstract】 Objective Preparation
 

of
 

polyclonal
 

antibodies
 

to
 

the
 

Shigella
 

secretory
 

protein
 

GroEL
 

to
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

the
 

investigation
 

of
 

the
 

function
 

of
 

the
 

supernatant
 

protein
 

GroEL
 

in
 

the
 

intestine
 

of
 

the
 

suckling
 

rat. 
Methods The

 

prokaryotic
 

expression
 

protein
 

pellet
 

Pet28a(+)-GroEL
 

was
 

constructed
 

using
 

molecular
 

cloning
 

technique,and
 

the
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

Escherichia
 

coil
 

BL21
 

(DE3)
 

using
 

different
 

concentrations
 

of
 

IPTG
 

to
 

induce
 

expression,and
 

the
 

induction
 

time
 

and
 

temperature
 

were
 

were
 

optimised
 

to
 

determine
 

the
 

best
 

protein
 

expression
 

conditions.
 

The
 

purity
 

and
 

concentration
 

of
 

GroEL
 

protein
 

were
 

obtained
 

by
 

His-tag
 

affinity
 

chromatography.
 

C57BL/6
 

mice
 

were
 

immunized
 

with
 

the
 

purified
 

protein
 

and
 

adjuvant
 

according
 

to
 

the
 

same
 

proportion,and
 

the
 

polyclonal
 

antibody
 

serum
 

was
 

prepared.
 

The
 

titer,sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

antibody
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

The
 

eukaryotic
 

expression
 

plasmid
 

pcDNA3.1(+)-GroEL
 

was
 

constructed
 

and
 

transfected
 

into
 

293T
 

cells,and
 

the
 

prepared
 

GroEL
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

used
 

for
 

Western
 

Blot
 

detection
 

after
 

48
 

h. Results The
 

optimal
 

expression
 

of
 

Pet28a
 

(+)-
GroEL

 

transformed
 

E.coil
 

BL21
 

(DE3)
 

was
 

obtained
 

at
 

28
 

℃
 

and
 

0.4
 

mmol/L
 

IPTG
 

for
 

12
 

h.
 

The
 

molecular
 

weight
 

of
 

the
 

expressed
 

recombinant
 

protein
 

was
 

about
 

63
 

ku
 

and
 

the
 

purified
 

protein
 

concentration
 

was
 

0.735
 

mg/mL.
 

Westernblot
 

detection
 

showed
 

that
 

the
 

protein
 

could
 

be
 

recognized
 

by
 

anti-His
 

tagged
 

mouse
 

monoclonal
 

antibody.ELISA
 

detection
 

showed
 

that
 

the
 

titer
 

of
 

the
 

prepared
 

anti-GroEL
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

1∶128
 

000;Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

antibody
 

could
 

recognize
 

GroEL
 

protein. Conclusion The
 

recombinant
 

GroEL
 

protein
 

has
 

antigenicity,and
 

the
 

prepared
 

mouse
 

anti-GroEL
 

polyclonal
 

antibody
 

serum
 

has
 

specificity
 

and
 

high
 

titer,which
 

will
 

laysa
 

foundation
 

for
 

in-
depth

 

study
 

of
 

the
 

interaction
 

mechanism
 

between
 

Shigella
 

GroEL
 

protein
 

and
 

enterovirus.
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antibody
 

preparation;rotavirus

 ***志贺菌属于革兰阴性菌,其分泌蛋白包括侵袭相

关蛋白Ipa(A-D)以及热休克蛋白等[1-2]。Ipa(A-D)
蛋白由志贺菌毒力质粒Ⅲ型分泌系统(T3SS)分泌,

T3SS主要存在于革兰阴性菌,通过将分泌蛋白跨越

细菌及宿主膜直接分泌到宿主细胞从而破坏宿主屏障
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功能[3]。热休克蛋白有助于新合成蛋白质的折叠、修
复损伤或错误折叠的蛋白质以及防止热休克期间蛋白

质的聚集等作用。GroEL是志贺菌主动分泌的蛋白

之一,除伴侣蛋白功能外还有助于粘蛋白的黏附,从而

利于病原体的侵袭和定居[2]。近年来菌群调节成为治

疗肠道病毒感染新的研究方向[4-5]。研究证明肠道微

生物群对病毒的感染是双向的[6-7],例如包括鼠李糖

乳杆菌、布拉氏酵母菌在内的益生菌具有缩短腹泻持

续时间,消除与RV相关症状的作用[8],而呼肠孤病毒

(Reovirus)[9]、诺如病毒(Norovirus)[10]可利用细菌

代谢产物或分泌蛋白增强其感染力。

16s检测表明感染RV后的乳鼠肠道菌群发生改

变,其中志贺菌载量大幅升高,证实RV感染能改变肠

道菌群的组成。从该乳鼠粪便中分离得到一株新型非

致病 性 鼠 志 贺 菌,经 鉴 定 后 命 名 为 Shigella:No.
PRJNA804371[11]。进一步的实验证明这株新型鼠志

贺菌培养上清可影响轮状病毒的复制。有研究表明鼠

轮状病毒(Mouse
 

Rotavirus,MRV)通过诱导杯状细

胞分泌粘蛋白使回肠微生物群发生显著变化,促进病

毒感染[12],表明肠道微生物群中的某些成分对肠道病

毒的感染有一定影响。但鼠志贺菌上清中的成分是否

会影响RV的复制尚不清楚。GroEL蛋白是通过质

谱法筛选出的志贺菌高表达的蛋白质之一,也是志贺

菌最丰富的组成性表达和应激诱导伴侣蛋白,在原核

和真核生物中普遍存在[2]。有研究表明,乳酸杆菌上

清中的GroEL蛋白通过影响促炎因子(如IL-β、IFN-
c、TNF-α)的表达预防结肠炎的发生[13]。有研究表明

鼠志贺菌GroEL蛋白的同系物HSP60对病毒感染有

一定影响[14-15],然而关于GroEL蛋白与病毒之间的

关系研究尚少。
本实验利用分子克隆的方法构建GroEL重组表

达载体,并对原核表达条件进行优化,表达的重组蛋白

纯化后免疫小鼠,制备多克隆抗体并进行验证,为研究

鼠志贺氏菌GroEL蛋白的结构、对RV复制影响的体

内外分子机制以及肠道菌群与肠道病毒的关系提供实

验基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株、细胞、载体及实验 动物鼠志贺菌(No.
PRJNA804371)由本课题组分离自RV感染的乳鼠粪

便,由锦州医科大学病原生物学实验室保存。人肾上

皮细胞(293T)由锦州医科大学病原生物学实验室保

存。原核表达载体Pet28a(+)购于丰晖生物科技有

限公司;真核表达载体pcDNA3.1/His
 

A
 

载体购自美

国Invitrogen公司。C57BL/6小鼠购自辽宁长生生

物技术股份有限公司,实验动物生产许可证号:SCXK

(辽)2020-0001。实验动物伦理学审批号:2021014。

1.2 主要试剂 细菌DNA基因组提取试剂盒购自

无锡百泰克生物技术有限公司;KOD-pLus-Neo酶购

自日本 TOYOBO公司;限制性内切酶sal
 

I、Xho
 

I、

HindIII购自日本TaKaRa公司;DNA连接酶购自宝

日医 生 物 技 术 (大 连)有 限 公 司;2×Taq
 

PCR
 

MasterMix购自北京艾德莱生物科技有限公司;DNA
凝胶回收试剂盒和DNA产物纯化试剂盒均购自北京

TIANGEN 公 司;氨 苄 青 霉 素 钠,硫 酸 卡 那 霉 素,

IPTG,PMSF及溶菌酶均购自北京Solarbio公司;His
标签蛋白纯化试剂盒购自常州天地人和科技有限公

司;弗氏(补)完全佐剂购、BCA蛋白浓度测定试剂盒

以及NP-40裂解液购自上海Beyotime生物技术有限

公司;MEM 培养基,DMEM 培养基,胎牛血清均购自

美国Gibco公司;Mouseβ-actin
 

mAb、Mouse
 

Anti-His
 

mAb及HRP-goat
 

Anti-mouse
 

IgG(H+L)购于北京

中杉金桥生物技术有限公司。

2 方法

2.1 引 物 设 计 与 合 成 根据志贺菌分离株(No.
PRJNA804371)

 

设计引物并经BLAST检测其特异

性,测序检测其准确性。引物信息见表1。

表
 

1 志贺菌蛋白GroEL原核及真核表达引物

Table
 

1 GroEL
 

prokaryotic
 

and
 

eukaryotic
 

expression
 

primers

构建质粒名称
Construction

 

plasmid
 

name

引物序列
Sequences
of

 

primer

限制性内切酶
Restriction

 

endonuclease

产物长度
(bp)

Product
 

length

Pet28a(+)
-GroEL

F:GCGTCGACATGGCAGCTAAAGACGTAA
R:CCGCTCGAGCATCATGCCGCCCATGCCA

sal
 

I
Xho

 

I 1644

pcDNA3.1(+)
-GroEL

F:CCCAAGCTTGCCACCATGGCAGCTAAAGA
CGTAA
R:CCGCTCGAGCATCATGCCGCCCATGCCACC

Xho
 

I
HindIII 1644

  注:下划线部分为酶切位点。

2.2 志贺菌 DNA提取及GroEL基因扩增从志贺

杆菌中提取DNA,经过PCR反应获得特异性GroEL
基因片段。反应体 系 及 成 分:10×PCR

 

buffer
 

for
 

KOD-Plus-Neo酶
 

5
 

μL,2
 

mmol/L
 

dNTPs
 

5
 

μL,25
 

mmol/L
 

MgSO4 3
 

μL
 

,10
 

mmol/L
 

上、下游引物各1
 

μL,KOD-Plus-Neo
 

1
 

μL,用ddH2O补足至50
 

μL。
 

反

应条件:94
 

℃预变性2
 

min;变98
 

℃性10
 

s,65
 

℃/67
 

℃退火
 

30
 

s,68
 

℃延伸
 

45
 

s,共30个循环。PCR产物

经0.7%琼脂糖凝胶电泳后切胶,纯化回收GroEL基

因片段。

2.3 重组质粒的构建和鉴定 取纯化的 GroEL片

段、原 核 表 达 载 体 Pet28a(+)及 真 核 表 达 载 体

pcDNA3.1(+)分别进行双酶切,条件为37
 

℃
 

3
 

h。
纯化回收酶切片段,电泳验证大小相符的载体片段分

别与目的基因片段按照1∶7的比例混合,总体积为

·831·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2024年2月 第19卷第2期

Feb.2024, Vol.19,No.2



10
 

μL,在连接酶的作用下16
 

℃连接30
 

min。取连接

产物转化DH5α感受态细胞,第2
 

d挑取单克隆菌落

进行PCR验证,阳性者提取质粒进行双酶切验证,验
证正确的重组质粒委托上海杰李公司测序。

2.4 GroEL目的基因的原核表达及鉴定

2.4.1 重组蛋白的表达及条件优化 将构建的

Pet28a(+)-GroEL 重 组 质 粒 转 化 到 E.coli
 

BL21
(DE3)宿主菌中。第2

 

d取单菌落接种于150
 

mL含

Kana的新鲜 LB培养基中(Kana:LB培养基=1∶
1000),37

 

℃、200
 

r/min摇床振荡培养直至A600 值为

0.6~0.8时,设置不同变量对蛋白诱导表达条件进行

优化:IPTG浓度分别为0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2
 

mmol/L,诱导温度分别为20、28、37
 

℃、诱导时间分

别为2、4、6、8、10、12
 

h。

2.4.2 重组GroEL蛋白的纯化与鉴定 取最佳诱导

条件下培养的重组菌于冰浴环境下超声破碎,每次4
 

s、间歇6
 

s,总共2×70次(功率200
 

W,振幅35%~
40%)。然后于4

 

℃、10
 

000
 

r/min(离心半径7.39
 

cm)离心10
 

min,保存上清液,冰浴条件下用500
 

μL
 

PBS吹打沉淀。吸取相同体积的上清、沉淀进行变

性,SDS-PAGE电泳分析 GroEL蛋白的可溶性表达

情况。重组菌经大量诱导表达后根据His纯化树脂说

明进行亲和层析纯化,收集洗脱液,SDS-PAGE电泳

分析GroEL蛋白纯化情况,并进行 Western
 

blot检

测。

2.4.3 纯化重组GroEL蛋白的浓度 检测取25mg/

mL蛋白标准品用PBS稀释至终浓度为0.5
 

mg/mL,
按照0、4、8、12、16、20

 

μL依次加到96孔板,再补足

PBS至20
 

μL,每个浓度3个复孔,每孔再加入200
 

μL
 

BCA工作液(试剂A∶B=50∶1),37
 

℃孵育30
 

min
后用酶标仪检测 A570 值,以每孔的蛋白含量为横坐

标,以每孔对应的A570 值为纵坐标绘制标准曲线。将

20
 

μL
 

GroEL纯化蛋白洗脱液加入96孔板孔后同法

处理,测定A570 值,根据标准曲线确定纯化蛋白的浓

度。

2.4.4 鼠抗GroEL多克隆抗体的制备 取100
 

μg
纯化的

 

Pet28a(+)-GroEL重组蛋白与弗氏完全佐剂

按1∶1混合,乳化后皮下多点注射免疫C57BL/6小

鼠,2周后将蛋白与等量不完全弗氏佐剂混合乳化后

进行加强免疫,共3次,每次间隔2周,免疫剂量均为

100
 

μg/只。末次免疫后经心脏采血,分离血清,-80
 

℃
保存备用。同时制备未免疫鼠血清作为阴性对照。

2.4.5 多克隆抗体效价测定 采用ELISA法棋盘滴

定多克隆抗体的效价。GroEL蛋白包被浓度分别为

5、0.5、0.05、0.005
 

μg/mL,免疫鼠血清稀释度依次为

1∶1000、1∶2
 

000、1∶4000、1∶8000、1∶16000、1∶

32000、1∶64000、1∶128000,二抗为 HRP标记的山

羊抗鼠IgG,显然液为 TMB显色液。反应结束后加

终止液终止反应,在酶标仪450
 

nm处读取吸光度 A
值。将A值大于阴性对照A值2.1倍的最大稀释度

为该多克隆血清的抗体效价。

2.4.6 GroEL多克隆抗体的灵敏度检测 用PBS将

纯化的GroEL蛋白梯度稀释为8、4、2、1、0.5、0.25
 

μg/mL,用1∶3000的 GroEL多克隆抗体血清以及

HRP标记山羊抗小鼠二抗进行 Western
 

blot;用PBS
将纯化的 GroEL 蛋白稀释为1

 

μg/mL,将制备的

GroEL多克隆抗体梯度稀释为1∶1000、1∶2000、1∶
3000、1∶4000、1∶5000、1∶6000,然后以1∶3000稀

释的HRP标记的山羊抗小鼠二抗进行 Western
 

blot,
通过以上两种方法验证多克隆抗体识别GroEL蛋白

的灵敏度。

2.4.7 GroEL多克隆抗体特异性检测 分别用重组

真核表达载体pcDNA3.1(+)-GroEL和pcDNA3.1
(+)-Dnak转染293T细胞,使其表达相应的GroEL、

Dnak蛋白。使用1∶3000鼠源 His单克隆抗体和鼠

抗GroEL多克隆抗体进行 Western
 

blot检测,以验证

多克隆抗体的特异性。

2.5 PCDNA3.1(+)-GroEL真核质粒细胞转染及检

测

2.5.1 293T细胞的培养及转染 将293T细胞按照

每孔6×105 个加入到6孔板中培养过夜。待细胞长

满至孔底面积的60%~70%。分别配制 A、B液。A
液:每孔200

 

μL
 

Opti-MEM,8
 

μL
 

PEI;B液:200
 

μL
 

Opti-MEM,每孔4
 

μg重组 质 粒 PCDNA3.1(+)-
GroEL,轻轻混合,室温孵育5min。将上述两液体混

合,室温孵育15
 

min后加入细胞孔中,每孔400
 

μL,
再补充1.6

 

mLDMEM培养48
 

h。

2.5.2 转染细胞表达蛋白的 Western
 

blot验证 
pcDNA3.1(+)-GroEL

 

转染293T细胞培养后吸弃上

清液体,每孔加入300
 

μL
 

NP40裂解,样品经变性、离
心后进行8%SDS-PAGE分离,15

 

V半干转15
 

min
至NC膜,5%脱脂奶粉封闭2

 

h;然后分别以5%脱脂

奶粉1∶3000稀释的鼠抗β-actin抗体和1∶3000稀

释的鼠抗 His抗体为一抗,以1∶3000稀释的 HRP
标记山羊抗小鼠IgG为二抗进行 Western

 

blot,ECL
显影拍照。

结 果

1 原核、真核GroEL基因的扩增及鉴定

采用特异性引物PCR扩增原核、真核GroEL基

因,0.7%琼脂糖凝胶电泳检测扩增片段大小均为

1
 

644
 

bp,与理论目标片段大小相一致(图1)。
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  A 原核GroEL基因PCR扩增 M DNA标志物(DNA
 

Maker
 

Ⅲ) 1 原核GroEL基因PCR产物; B 真核GroEL基因PCR扩
增 M DNA标志物(DNA

 

Maker
 

Ⅲ) 1 真核GroEL基因PCR产
物

 

。
图

 

1 原核GroEL基因和真核GroEL基因的PCR扩增

A Prokaryotic
 

GroEL
 

gene
 

PCR
 

amplification M DNA
 

Maker
Ⅲ  1 Prokaryotic

 

gene; B Eukaryotic
 

GroEL
 

gene
 

PCR
 

amplification M DNA
 

Maker
 

Ⅲ 1 eukaryotic
 

gene
Fig.1 PCR

 

amplification
 

of
 

prokaryotic
 

GroEL
 

gene
and

 

eukaryotic
 

GroEL
 

gene

2 重组载体的构建与鉴定

分别以原核、真核GroEL基因PCR产物构建重

组质 粒 Pet28a(+)-GroEL 和 pcDNA3.1(+)-
GroEL,经双酶切得到的酶切片段大小与预期相符(图

2)。经测序,所得序列与志贺菌GroEL蛋白基因序列

相一致(图3、4),Pet28a(+)-GroEL和pcDNA3.1
(+)-GroEL重组质粒构建正确。

  M DNA标志物 1 原核Pet28a(+)-GroEL重组质粒双酶切

 2 真核pcDNA3.1(+)-GroEL
 

重组质粒双酶切
图

 

2 原核、真核重组质粒双酶切验证

M 1kb
 

plus
 

DNA
 

Ladder 1 Pet28a(+)-GroEL
 

double
 

digestion
 

product 2 pcDNA3.1(+)-GroEL
 

double
 

digestion
 

product
Fig.2 Verification

 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

by
 

double
 

enzyme
 

digestion

图
 

3 Pet28a(+)-GroEL测序鉴定图(部分截图)
Fig.3 Sequencing

 

identification
 

map
 

of
 

Pet28a(+)-GroEL
(partial

 

screenshot)

图
 

4 pcDNA3.1(+)-GroEL测序鉴定图(部分截图)
Fig.4 Sequencing

 

identification
 

map
 

of
 

pcDNA3.1(+)-GroEL
(partial

 

screenshot)

3 Pet28a(+)-GroEL重组蛋白的表达及条件优化

重组蛋白表达条件的优化如图5和图6,其最适

表达条件为终浓度0.4
 

mmol/L
 

IPTG
 

28
 

℃诱导12
 

h。将表达菌超声破碎,分别取上清和沉淀进行SDS-
PAGE,结果见图7,重组蛋白主要以可溶性形式表达。

  A 诱导温度为20℃ B 诱导温度为28℃ C 诱导温度为

37℃ M 蛋白质分子质量标准 1~7 IPTG诱导浓度依次为0、0.
2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2

 

mmol/L
图

 

5 不同温度、不同IPTG浓度诱导12
 

h
 

Pet28a(+)-GroEL
转化菌目的蛋白表达量

A Induction
 

temperature
 

was
 

20℃ B Induction
 

temperature
 

was
 

28
 

℃ C Induction
 

temperature
 

was
 

37
 

℃ M CoclorMixed
 

protein
 

marker1-7Concentration
 

of
 

IPTG
 

induction
 

followed
 

by
 

0,0.2,
0.4,0.6,0.8,1.0,1.2

 

mmol/L
Fig.5 12

 

h,different
 

temperature,different
 

IPTG
 

concentration
Pet28a

 

(+)-GroEL
 

mycoproteinexpression
 

quantity

M 蛋白质分子质量标准 1~6 分别为IPTG诱导2、4、6、8、10、12
 

h
图

 

6 28
 

℃、0.4
 

mmol/L
 

IPTG诱导不同时间Pet28a(+)-
GroEL转化菌目的蛋白表达量

M CoclorMixed
 

protein
 

marker 1-6 Whole
 

bacterial
 

protein
 

induce
 

at
 

28℃
 

for
 

2、4、6、8、10、12
 

h
Fig.6 28

 

℃,IPTG
 

tendency
 

for
 

0.4
 

mmol/L,different
 

time
 

all
bacteria

 

Pet28a
 

(+)
 

-
 

GroEL
 

mycoprotein
 

expression
 

quantity
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  M 蛋白质分子质量标准 1 GroEL-PET28a(+)重组表达菌超
声破碎上清 2 GroEL-PET28a(+)重组表达菌超声破碎沉淀

图
 

7 GroEL-PET28a(+)转化菌表达蛋白的可溶性分析

M CoclorMixed
 

Protein
 

Marker 1 Supernatant 2 
Precipitate

Fig.7 Expression
 

of
 

soluble
 

GroEL-PET28a(+)

4 重组蛋白的纯化

取重组表达菌超声破碎上清液进行 HisPurNi
 

NAT
 

Column柱层析纯化,收集所有组分进行SDS-
PAGE检测,结果见图8A,目的蛋白主要存在于分段

洗脱液6中。经 Western
 

blot检测,纯化融合蛋白能

被鼠抗 His单抗识别,反应条带位于63
 

ku处(图

8B)。

  A 纯化GroEL重组蛋白的SDS-PAAGE分析 M 蛋白质分子
质量标准 1 过柱前上清液 2 过柱后流出液 3~5 洗杂液 6
~8 分段洗脱液; B 纯化GroEL蛋白的 Western

 

blot鉴定 M 
蛋白质分子质量标准 1 纯化蛋白与相应抗体反应条带

图
 

8 纯化Pet28a(+)-GroEL重组蛋白的SDS-PAGE分析
及 Western

 

blot验证

A Purification
 

of
 

recombinant
 

protein M CoclorMixed
 

Protein
 

Marker 1 Pre-column
 

supernatant 2 Post-column
 

effluent 3-5 
Cleaning

 

solution 6-8 Elution
 

Liquid; B Western
 

blot
 

validation
 

of
 

GroEL
 

purified
 

proteins 1 Elution
 

Liquid
Fig.8 Purification

 

of
 

Pet28a(+)-GroEL
 

recombinant
 

protein
and

 

Western
 

blot
 

verification

5 重组真核表达质粒的验证

将pcDNA3.1(+)-GroEL转染至293T细胞后

使用鼠抗His单克隆抗体进行 Western
 

blot检测,结
果如图9,表达的GroEL蛋白能被相应抗体识别,反
应条带位于63

 

ku处。pcDNA3.1空载体无此反应条

带。

6 GroEL纯化蛋白浓度测定

采用BCA方法对系列浓度的标准蛋白进行检测,
根据对应的A570 值绘制从0.025至0.5

 

mg/mL的标

准曲线,获得的曲线函数方程为y
 

=
 

0.9244x
 

+
 

0.1073(y为蛋白浓度,x为洗脱液吸光度A值;R2
 

=
 

0.9955)。R2 大于0.99表明线性化好(图10)。纯化

蛋白采用BCA方法测定蛋白含量,即将酶标仪测定的

GroEL洗脱液的A570 平均值代入曲线函数方程,计算

相应的蛋白浓度。其中分段洗脱液6的蛋白浓度为

0.735
 

mg/mL。

  1 真核载体pcDNA3.1(+)对照 2 重组真核质粒转染细胞表
达产物与相应抗体反应条带

图
 

9 重组真核表达质粒GroEL转染293T细胞的验证

1 Eukaryotic
 

vector
 

pcDNA3.1(+) 2 Recombinant
 

eukaryotic
 

plasmid
 

pcDNA3.1(+)-GroEL
Fig.9 Validation

 

of
 

recombinant
 

eukaryotic
 

expression
 

plasmid
GroEL

 

transfected
 

with
 

293T
 

cells

图
 

10 蛋白洗脱液吸光度-浓度曲线

Fig.10 Absorbance-concentration
 

curve
 

of
 

protein
 

eluent

7 鼠抗GroEL蛋白多克隆抗体的鉴定

7.1 GroEL多抗效价 将制备的多克隆抗体血清按

比例梯度稀释,采用ELISA检测不同稀释度的免疫血

清及对照血清的 A450 值,计算两者比值,以能保证比

值大于2.1的最低血清稀释度作为终点效价,结果如

图11。当GroEL包被浓度为0.05
 

μg/mL时,多克隆

抗体效价为1∶128000。

7.2 GroEL多抗的灵敏度 以 GroEL重组蛋白为

抗原采用 Western
 

blot检测GroEL多克隆抗体的灵

敏度,结果如图12和图13。GroEL多克隆抗体在1
∶3000稀释度时识别GroEL重组蛋白的最低浓度为

0.25
 

μg/mL;在GroEL蛋白浓度为1
 

μg/mL时,可
被最低稀释度1∶6000的GroEL多克隆抗体识别。
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图
 

11 重组蛋白免疫鼠血清抗体效价

Fig.11 Serum
 

antibody
 

titer
 

of
 

mice
 

immunized
with

 

recombinant
 

protein

  1~6 GroEL蛋白浓度依次为8、4、2、1、0.5、0.25
 

μg/mL
图12 基于GroEL多克隆抗体的 Western

 

blot检测纯化

GroEL蛋白的灵敏度

1-6 GroEL
 

protein
 

concentrations
 

were
 

in
 

the
 

order
 

of
 

8,4,2,1,
0.5,0.25

 

μg/mL
Fig.12 Sensitivity

 

of
 

Western
 

blot
 

detection
 

of
purified

 

GroEL
 

proteins
 

based
 

on
 

GroEL
 

polyclonal
 

antibodies

  1~6 GroEL多克隆抗体稀释度分别为1∶1000、1∶2000、1∶
3000、1∶4000、1∶5000、1∶6000

图
 

13 不同稀释度GroEL多克隆抗体的 Western
 

blot检测

1-6 GroEL
 

polyclonal
 

antibody
 

dilution
 

gradients
 

of
 

1∶1000,1∶
2000,1∶3000,1∶4000,1∶5000,1∶6000

Fig.13 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

GroEL
 

polyclonal
 

antibodies
at

 

different
 

dilutions

7.3 GroEL多克隆抗体的特异性 采用 Western
 

blot检测 GroEL多克隆抗体的特异性。图14A 显

示,pcDNA3.1(+)-GroEL和pcDNA3.1(+)-Dnak
表达的蛋白均能被鼠抗His单克隆抗体识别。图14B
显示,pcDNA3.1(+)-GroEL表达蛋白能被 GroEL
多克隆抗体识别,而Dnak蛋白(70

 

ku)不被该抗体识

别(图14B)。

讨 论

腹泻是全球性健康问题,RV是引起儿童腹泻的

常见病原体。近年来由于RV感染的减少及疫苗的使

用,志贺菌在致腹泻病原体中的比例增加[16]。志贺菌

由于具有动态的基因组使其能在不同的宿主及环境中

存活,因其入侵结肠上皮从而导致严重的肠道炎症反

应和肠上皮细胞破坏的发生[17]。肠道益生菌通过竞

争性结合阻断病毒与靶细胞的结合、稳定病毒粒子、代
谢产物与病毒结合等几种机制影响病毒感染。RV是

由三层蛋白质衣壳层组成的无包膜dsRNA病毒,基
因组由11个基因组片段组成,编码6种结构蛋白

(VP1-VP4、VP6、VP7)和6种 非 结 构 蛋 白(NSP1-
NSP6)[18]。RV侵入细胞是一个复杂的多步骤过程,
涉及病毒与细胞间的反应机制[19]。RV后天通过阻断

干扰素的信号转导、蛋白泛素化增强结合亲和力等许

多策略来逃避宿主的先天免疫反应[20]
 

,这使有效防控

和下一代疫苗的开发难度增加。

  A 基于His单克隆抗体的 Western
 

blot
 

1
 

pcDNA3.1(+)-GroEL
表达蛋白与 His单克隆抗体反应条带 2 pcDNA3.1(+)-Dnak表达
蛋白与 His单克隆抗体反应条带; B 基于GroEL鼠多抗的 Western

 

blot 1 pcDNA3.1(+)-GroEL表达蛋白与 GroEL鼠多抗反应条带

 2 pcDNA3.1(+)-Dnak对照
图

 

14 GroEL多克隆抗体特异性检测

A Western
 

blot
 

based
 

on
 

His
 

monoclonal
 

antibody 1 Strips
 

of
 

pcDNA3.1(+)-GroEL-expressed
 

protein
 

reacting
 

with
 

His
 

monoclonal
 

antibody 2 Strips
 

of
 

pcDNA3.1(+)-Dnak-expressed
 

protein
 

reacting
 

with
 

His
 

monoclonal
 

antibody B Western
 

blot
 

based
 

on
 

GroEL
 

mouse
 

multi-antibody 1 pcDNA3.1(+)-GroEL-expressed
 

protein
 

reacts
 

with
 

GroEL
 

mouse
 

multi-antibody
 

bands 2 pcDNA3.1(+)-
Dnak

 

control
Fig.14 GroEL

 

polyclonal
 

antibody
 

specific
 

assay

GroEL是细菌的代谢产物,其核心功能在于促进

和加速蛋白质的折叠,对细胞内蛋白质的运输有重要

作用,并且是细菌感染以及自身免疫性疾病的重要分

子[21]。GroEL由细菌主动分泌,作为细胞外信号分子

对宿主的免疫系统产生影响[22]。有研究认为GroEL
通过NF-κB和JNK/MAPK通路刺激成骨细胞,促进

明胶酶的分泌[23]。GroEL在布鲁氏菌、无乳链球菌等

有着较好的免疫保护效果[24-25],新型鼠 志 贺 菌 的

GroEL蛋白是否具有此类作用尚不清楚,因此研究鼠

志贺菌GroEL蛋白对RV复制的影响有助于进一步

完善肠道微生物群与病毒之间的相互作用关系。
本次研究采用原核表达体系中的PET载体构建

GroEL重组质粒,表达的 GroEL主要富集在重组菌

超声破碎上清中,与Dias等[12]通过原核表达系统表

达蛋白的结果相一致。将 GroEL蛋白纯化后免疫

C57BL/6小鼠,制备的多克隆鼠血清具有较高的抗体

效价及 Western
 

blot检测灵敏度,能识别真核表达的
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GroEL蛋白,为进一步探究鼠志贺菌 GroEL蛋白与

RV的相互作用机制和对于肠道微环境变化的影响,
以及志氏菌亚单位疫苗的研发奠定了基础。
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