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金黄色葡萄球菌脂蛋白SAOUHSC_02650生物信息学
分析及多克隆抗体的制备*

彭斌1,谭文甫1,何敏1,陶鹏飞1,李冉辉2,陈斌1**
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【摘要】 目的 利用生物信息学特性分析金黄葡萄球菌脂蛋白SAOUHSC_02650,并制备其多克隆抗体。 方法 从

NCBI网站获得SAOUHSC_02650蛋白的氨基酸序列,利用生物信息学软件分析该蛋白的二、三级结构、磷酸化位点及

抗原性等理化性质。根据SAOUHSC_02650基因的DNA序列设计特异的PCR引物,以金黄色葡萄球菌DNA为模板

扩增SAOUHSC_02650基因,将PCR产物连接到质粒pET28a获得重组质粒pET28a-SAOUHSC_02650,将该质粒转化

入大肠埃希菌BL21,IPTG诱导重组SAOUHSC_02650蛋白的表达。利用 Ni2+ 亲和层析法纯化SAOUHSC_02650蛋

白,免疫小鼠,获得特异抗血清并测定其效价。 结果 SAOUHSC_02650蛋白共有209个氨基酸,分子质量单位为

23.3
 

ku,含有信号肽,是细菌膜外蛋白。该蛋白二级结构中无规卷曲占60.29%,α螺旋占21.05%,β折叠占11.96%,β
转角占6.70%。预测的三级结构可信度和匹配度较低。SAOUHSC_02650蛋白含有16个磷酸化位点,固有无序样结

构域和5个B细胞表位。IPTG诱导重组质粒表达SAOUHSC_02650蛋白,纯化后获得了纯度较高的目的蛋白,该蛋白

能够诱导小鼠分泌特异性抗体。 结论 表达、纯化了有较好特异性的金黄色葡萄球菌脂蛋白SAOUHSC_02650,并制

备了高效价的多克隆抗体。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

biological
 

characteristics
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

lipoprotein
 

SAOUHSC_

02650,construct
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

pET28a-SAOUHSC_02650,expresse
 

and
 

purify
 

the
 

target
 

protein,and
 

prepare
 

the
 

specific
 

polyclonal
 

antibody. Methods The
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

lipoprotein
 

SAOUHSC_02650
 

was
 

obtained
 

from
 

NCBI
 

website.
 

The
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties,transmembrane
 

region,signal
 

peptide,secondary
 

structure,tertiary
 

structure,phosphorylation
 

site,intrinsic
 

disordered
 

domain
 

and
 

the
 

distribution
 

of
 

B
 

cell
 

epitope
 

were
 

analyzed
 

by
 

bioinfor-
matics

 

software.
 

Specific
 

PCR
 

primers
 

were
 

designed
 

accroding
 

to
 

DNA
 

sequences
 

of
 

SAOUHSC_02650
 

gene
 

to
 

amplify
 

SAOUHSC_02650
 

DNA
 

with
 

by
 

S.
 

aureus
 

genome
 

DNA,the
 

PCR
 

product
 

was
 

connected
 

to
 

plasmid
 

pET28a
 

to
 

con-
struct

 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

pET28a-SAOUHSC_02650,the
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

E.
 

coli
 

BL21,

and
 

the
 

recombinant
 

SAOUHSC_02650
 

protein,which
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG
 

and
 

purified
 

by
 

Ni2+
 

affinity
 

chromatography
 

to
 

immunize
 

the
 

mice.
 

The
 

specific
 

antisera
 

were
 

obtained
 

and
 

their
 

titer
 

were
 

determined. Results SAOUHSC_
 

02650
 

protein
 

is
 

a
 

extracellular
 

lipoprotein
 

has
 

209
 

amino
 

acids,with
 

a
 

molecular
 

weight
 

of
 

23.3
 

ku
 

and
 

contains
 

a
 

signal
 

pep-
tide.

 

The
 

content
 

of
 

random
 

coil
 

is
 

as
 

high
 

as
 

60.29%.
 

The
 

content
 

of
 

α-helix
 

was
 

21.05%,β-sheet
 

was
 

11.96%
 

and
 

β-
turn

 

was
 

6.70%.
 

The
 

reliability
 

and
 

matching
 

degree
 

of
 

the
 

predicted
 

tertiary
 

structure
 

are
 

low.
 

SAOUHSC_02650
 

pro-
tein

 

contains
 

16
 

phosphorylation
 

sites,intrinsic
 

disordered
 

like
 

domains
 

and
 

multiple
 

B
 

cell
 

epitopes.
 

SAOUHSC_
 

02650
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG
 

and
 

purified
 

with
 

high
 

purity
 

which
 

can
 

induce
 

mice
 

to
 

secrete
 

specific
 

antibodies. Conclusion 
Staphylococcus

 

aureus
 

lipoprotein
 

SAOUHSC_
 

02650
 

was
 

expressed
 

and
 

purified
 

and
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

obtained.
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  金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
 

aureus)是一种

常见的机会致病菌[1-2]。金黄色葡萄球菌可引起骨髓

炎、肺炎和心内膜炎等多种感染性疾病[3-4]。该菌是导

致骨髓炎的主要病原菌之一,骨髓炎患者金黄色葡萄

球菌的检出率呈逐年上升趋势[5-6]。当金黄色葡萄球

菌感染骨组织后,破坏患者破骨细胞和成骨细胞之间

的平衡,并分泌多种毒力因子[7]。如不及时治疗,易转

变为慢性骨髓炎,反复感染并难以痊愈[5]。
金黄色葡萄球菌可分泌溶血素、白细胞毒素、酚溶

性调节蛋白、表皮分解素和超抗原等多种毒素,且这些

毒素参与金黄色葡萄球菌的的致病及调控宿主的免疫

应答[8-10]。但金黄色葡萄球菌是否还有其他的毒力因

子并不清楚。秦晓彬等[11]研究报道多种细菌膜外的

脂蛋白具有致病能力。SAOUHSC_02650蛋白为金

黄色葡萄球菌特有,经与NCBI数据库中的所有蛋白

质进行比对,未发现其同源蛋白,且其生物学特性尚不

清楚,在NCBI中注释为脂蛋白。本研究利用生物信

息学方法分析SAOUHSC_02650蛋白的理化特性,并
构建重组质粒pET28a-SAOUHSC_02650,表达和纯

化脂蛋白SAOUHSC_02650,免疫小鼠后获得多克隆

抗体,为抗金黄色葡萄球菌感染的预防和治疗奠定理

论基础。

材料与方法

1 实验材料

1.1 菌种、载体和动物 大肠埃希菌 DH5α、BL21
(DE3)和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 NCTC

 

8325以 及 载 体

pET28a均为本室保存。6~8周龄BALB/c小鼠购自

湖南斯莱克景达实验动物有限公司。

1.2 主要试剂 细菌DNA提取试剂盒,DNA回收

试剂盒和质粒提取试剂盒购自北京索莱宝生物科技有

限公司;PCR聚合酶,T4 DNA 连接酶,蛋白分子标

记,DNA分子标记,限制性内切酶BamHI和SacI均

购自大连宝生物公司;蛋白胨和酵母粉购自英国 Ox-
oid公司;BCA蛋白定量试剂盒购自赛默飞公司;弗氏

完全佐剂和弗氏不完全佐剂购自美国Sigma公司;羊
抗鼠的IgG二抗购自美国eBioscience公司。

2 方法

2.1 生物信息学分析 在NCBI中获得金黄色葡萄

球菌脂蛋白SAOUHSC_02650的氨基酸序列,使用

Protparam分析脂蛋白SAOUHSC_02650的基本理

化性质;利用 www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM
网站预测蛋白的跨膜结构域;用SignalP

 

5.0预测蛋白

的信号肽;使用NetPhos
 

3.1
 

Server网站预测蛋白的

磷酸化位点;使用www.pondr.com网站分析蛋白固

有无 序 结 构 域;使 用
 

软 件 蛋 白 的 二 级 结 构;使 用

SWISS-MODEL网 站 分 析 蛋 白 的 三 级 结 构;使 用

www.iedb.org网站预测蛋白的B细胞表位。

2.2 重组质粒pET28a-SAOUHSC_02650的构建 
从NCBI中获得SAOUHSC_02650的基因序列,设计

DNA引物,由上海生工生物公司合成。上游引物:5-
CCGGATCCATGAAAAGATTAGTTACAGGGTT
AC-3(下划线为 BamHI位点),下游 引 物:5-GG-
GAGCTCTTATTGTTGGTAGTTTGGATCAG-3
(下划线为SacI位点)。按照DNA提取试剂盒说明书

提取金黄色葡萄球菌 DNA,以此为模板PCR扩增

SAOUHSC_02650基因片段。使用BamH
 

I和SacI
对扩增片段以及pET28a空质粒进行双酶切,利用T4 

DNA连接酶相连,转化大肠埃希菌DH5α,涂布在含

卡那霉素的LB固体培养基中,37
 

℃倒置培养16
 

h。
挑取单菌落于LB液体培养基中培养,进行PCR鉴定

和测序验证。

2.3 重组SAOUHSC_02650蛋白的表达与纯化 利

用42
 

℃热 激 法 将 重 组 质 粒 pET28a-SAOUHSC_

02650转化大肠埃希菌BL21。接种到LB液体培养

基,培养到吸光度值为0.6时,加入终浓度为0.5
 

mmol/L的IPTG诱导SAOUHSC_02650蛋白表达。
离心收集诱导后的大肠埃希菌,置冰浴中超声破碎,

12
 

000
 

r/min离心20
 

min,获得上清液,用 Ni2+ 亲和

层析柱纯化目的蛋白,使用SDS-PAGE电泳分析,利
用多粘菌素B除去内毒素,使用BSA法测定目的蛋白

浓度。
 

2.4 小鼠免疫 将BALB/c小鼠随机分为3组,每组

3只,分别为SAOUHSC_02650+弗氏佐剂、弗氏佐剂

组和阴性对照(PBS)组。第1次接种时将SAOUHSC
_02650蛋白与弗氏完全佐剂按照1∶1混合均匀,然
后每只小鼠接种30

 

μg
 

SAOUHSC_02650蛋白。分

别在第2、4周进行加强免疫:将SAOUHSC_02650和

弗氏不完全佐剂混匀,接种小鼠,每30
 

μg
 

SAOUHSC
_02650蛋白。末次免疫后第2个周处死小鼠,取血,
分离血清。

2.5 血清抗体ELISA检测 取10
 

μg/mL
 

SAOUH-
SC_02650蛋白加到96孔板,4

 

℃包被过夜。将各组

血清作倍比稀释,加入96孔板,100
 

μL/孔,37
 

℃温

箱,孵育2
 

h,洗涤4次;加入100
 

μL适当稀释的羊抗

鼠IgG二抗,37
 

℃温箱,孵育1
 

h,洗涤4次;加入显色

液显色15
 

min,终止反应,测定A450 值。

结 果

1 SAOUHSC_02650蛋白的基本理化性质

SAOUHSC_02650蛋白在GenBank中的登录号

为 CP000253.1,共 209 个 氨 基 酸,分 子 式
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C986H1527N299O356S3,含有3
 

171个原子数,理论分子质

量单位为23.3
 

ku,理论等电点为5.86。在280
 

nm处

的消光系数为16
 

390,吸光系数为0.702。不稳定指

数为37.7,表明该蛋白为稳定蛋白质。亲水性平均系

数(GRAVY)值为-1.441,总体呈疏水性。

2 SAOUHSC_02650蛋白的信号肽和跨膜区预测

应用SignalP
 

5.0软件预测SAOUHSC_02650蛋

白具有信号肽,位于蛋白质的16-18位氨基酸,能够引

导SAOUHSC_02650蛋白穿过细胞膜(图1A)。TM-
HMM软件分析SAOUHSC_02650蛋白无跨膜结构

域(图1B),该蛋白位于膜外区。

图
 

1 SAOUHSC_02650蛋白的信号肽(A)和跨膜结构域(B)
Fig.1 Signal

 

peptide(A)
 

and
 

transmembrane
 

domain(B)
 

of
 

SAOUHSC_02650
 

protein

3 SAOUHSC_02650蛋白的二、三级结构

采用
 

软件预测SAOUHSC_02650蛋白二级结

构,其 中 无 规 卷 曲 (C)占 60.29%,α螺 旋 (h)为

21.05%,β折叠(e)占11.96%,β转角(t)占6.70
 

%
(图2A)。

使用SWISS-MODEL预测SAOUHSC_02650蛋

白的三级结构(图2B),库中与其最为匹配的蛋白是结

核分枝杆菌脂蛋白Rv0603(登录号:2kgy.1.A),但是

氨基酸序列只有20.34%相同,预测结果的可信度

(GMQE:0.42)和匹配度(QMEAN:0.11)均不理想。

图
 

2 SAOUHSC_02650蛋白蛋白的二级结构(A)和三级结构(B)
Fig.2 Secondary

 

structure(A)
 

and
 

tertiary
 

structure(B)
 

of
 

SAOUHSC_02650
 

protein

4 SAOUHSC_02650蛋白的磷酸化位点和固有无序

结构域

采用NetPhos
 

3.1
 

Server软件预测SAOUHSC_

02650蛋白可能有16个磷酸化位点,其中丝氨酸位点

有10个,苏氨酸位点2个,酪氨酸位点4个(图3A)。
利用pondr软件分析SAOUHSC_02650蛋白的

25-115位氨基酸为固有无序结构域(图3B)。

图
 

3 SAOUHSC_02650蛋白的磷酸化位点(A)和
固有无序结构域(B)

Fig.3 Phosphorylation
 

site
 

and
 

intrinsic
 

disordered
 

domain
 

of
 

SAOUHSC_02650
 

protein

5 SAOUHSC_02650蛋白的B细胞表位

利用Bepipred预测SAOUHSC_02650蛋白有5
个线性B细胞表位(具有免疫原性)(图4)。蛋白的氨

基酸序列见表1。

图
 

4 SAOUHSC_02650蛋白的B细胞表位分布

Fig.4 Distribution
 

of
 

B
 

cell
 

epitopes
 

in
 

SAOUHSC_02650
 

protein

6 SAOUHSC_02650蛋白的表达与纯化

以PCR 法鉴定重组质粒pET28a-SAOUHSC_

02650,目的片段大小约630
 

bp,与SAOUHSC_02650
基因的理论值相符相符合(图5)。对阳性pET28a-
SAOUHSC_02650测序,并将测序结果与NCBI中的

SAOUHSC_02650基因序列进行比对,DNA序列一

致,表 明 成 功 构 建 重 组 质 粒 pET28a-SAOUHSC_
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02650。取该质粒转化大肠埃希菌BL21,IPTG诱导

后获得SAOUHSC_02650蛋白,通过 Ni2+ 亲和层析

法纯化,获得高纯度的重组SAOUHSC_02650蛋白

(图6)。

7 SAOUHSC_02650蛋白多克隆抗体制备

使用ELISA检测SAOUHSC_02650蛋白末次免

疫小鼠血清中特异IgG水平,结果如图7。SAOUH-
SC_02650-弗氏佐剂组血清中含有高滴度的特异性

IgG,佐剂组和PBS对照组无特异性抗体(图7)。

  M DNA标志物 1,2  SAOUHSC_
 

02650基因PCR产物
图

 

5 重组质粒pET28a-SAOUHSC_02650的PCR鉴定

M DNAmarker 1,2 PCR
 

product
 

of
 

SAOUHSC_
 

02650
 

gene
Fig.5 Identification

 

of
 

recombinant
 

plasmid
pET28a-SAOUHSC_02650

 

by
 

PCR

  M 蛋白分子质量标准 1 空对照 2 未纯化的重组蛋白 3
 纯化的重组SAOUHSC_02650蛋白

图
 

6 纯化重组SAOUHSC_02650蛋白的SDS-PAGE分析

M Protein
 

molecular
 

standard
 

marker 1 Blank
 

control 2 
Unpurified

 

recombinant
 

protein 3 Purified
 

recombinant
 

SAOUHSC_
02650

 

protein
Fig.6 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

purified
 

recombinant
SAOUHSC_02650

 

protein

*与佐剂组和PBS组比较,P<0.05。
图

 

7 免疫小鼠血清中SAOUHSC_02650蛋白抗体水平

Fig.7 Content
 

of
 

specific
 

SAOUHSC_02650
 

antibody
 

in
 

serum

讨 论

金黄色葡萄球菌是临床常见的一种条件致病菌,
也是导致骨髓炎的主要病原菌之一。Carlos等[12]研

究报道金黄色葡萄球菌定值在骨细胞,附着在植入物

上形成生物膜,破坏破骨细胞和成骨细胞之间的平衡。
由于抗生素治疗由金黄色葡萄球菌引发的骨髓炎效果

欠佳[13],因此,亟需寻找金黄色葡萄球菌的毒力因子

及解析其致病机制。
金黄色葡萄球菌具有多种毒力因子,如脂蛋白

MntC在金黄色葡萄球菌感染早期表达,参与铁离子

的转运,并具有良好的免疫效果,能够减轻金黄色葡萄

球菌的感染[14]。目前生产的脂蛋白疫苗伯氏疏螺旋

体OspA以及脑膜炎球菌LP2086分别用于预防莱姆

病和脑膜炎球菌病[15-16]。细菌脂蛋白通常具有信号

肽,定位细菌外膜,在介导细菌与宿主相互作用中起重

要功能。极低浓度的脂蛋白能够通过识别宿主TLR2
受体,激活下游的信号通路,从而诱导细胞因子产生,
同时也刺激宿主免疫细胞活化[17-18]。多种脂蛋白与细

菌的毒力相关,参与病原菌的黏附、定植、以及免疫逃

逸[11]。本研究利用生物信息学方法分析了金黄色葡

萄球菌脂蛋白SAOUHSC_02650的生物学特性,预测

结果证实该蛋白含有209个氨基酸,3
 

171个原子数,
分子质量单位为23.3

 

ku,理论等电点为5.86,不稳定

指数为37.7,亲水性平均系数(GRAVY)值为-1.
441,具有一个信号肽。表明该蛋白为定位在细胞膜外

的稳定的弱酸性小分子蛋白。
通过搜索NCBI中的基因数据库,发现SAOUH-

SC_02650蛋 白 为 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 特 有。预 测

SAOUHSC_02650蛋白的二级结构中的无规卷曲占

60.29%,α螺旋占21.05%,β折叠占11.96%,β转角

占6.70%。利用Ponder软件分析SAOUHSC_02650
蛋白具有大量的固有无序结构域。固有无序结构蛋白

指的是天然条件下无明确三维结构,却具有正常生物

学功能的蛋白质,病原菌中的固有无序蛋白与其致病

性也密切相关[19]。本研究预测SAOUHSC_02650蛋

白的25-115位氨基酸为固有无序结构域,说明该蛋白

参与金黄色葡萄球菌的致病性有关。预测SAOUH-
SC_02650蛋白含有多个 B细胞表位,并证实重组

SAOUHSC_02650蛋白具有良好的免疫原性,能诱导

小鼠产生相应抗体。
综上所述,本研究利用生物信息学分析了金黄色

葡萄球菌脂蛋白SAOUHSC_02650的生物学特性,获
得了重组质粒pET28a-SAOUHSC_02650,并进行了

重组SAOUHSC_02650蛋白的表达、纯化,获得了高

效价的多克隆抗体,可为解析金黄色葡萄球菌的致病

机制以及疫苗研制奠定了理论基础。
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