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摘要:将含广东分离株大肠杆菌 0157: H7 021210 eaeA 基因的克隆质粒双酶切后，亚克隆至原核表达载体 pET-28a

( + ) ，经 PCR 鉴定、酶切鉴定及核昔酸序列测定，正确构建了原核重组表达质粒 pET-eaeA. 再将该重组质粒转化

E. coli BI21 (DE3) pLysS ，经 IPTG 诱导，进行 SDS-PAGE ，结果显示，目的蛋白的相对分子质量约为 94000 ，与

eaeA 基因蛋白的理论值相符.破菌后电泳证实目的蛋白主要以包涵体形式存在.表达蛋白经初步纯化，3 次免疫新

西兰兔，获得抗 eaeA 蛋白的多克隆血清.经琼脂扩散试验和 Western-blotting 试验，表明该蛋白具有较好的免疫原性

和反应原性.
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Prokaryotic Expression of eαeA Gene of E. coli 0157: H7 
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Abstract: The recornhinant plasmid pMD-eaeA was digested by the restriction en勾meBαmH I and Hind m 
and then the extracted eαeA gene was subcloned into prokaryotic expression plasmid pET-28a( + ). After 

identification by PCR , restriction enzyme digestion and sequencing , the positive recombinants (designat­

ed as pET-eaeA) were transformed into E. coli B121 (DE3) pLysS. The recombinant bacteria were in­

duced with IPTG and the expression protein was analyzed by SDS-PAGE. The result showed that a unique 

band was detected with the relative molecular mass of approximately 94 000 , and a majority of the recom­

binant protein was expressed as inclusion bodies in E. coli. This protein was purified primarily and then 

innoculated the New Zealand rabbit three times. The antiserum was obtained and demonstrated by agar­

diffusion test and Westem-blotting. Therefore , the expressed fusion protein of eαeA gene of E. coli 0157 

: H7 had biological activity to some extent. 
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肠出血性大肠杆菌(EHEC) 0157: H7 是一种重

要的新发现的危害严重的肠道致病菌，它能引起人

的出血性肠炎( HC) 、溶血性尿毒综合症( HUS) 、血

栓性血小板减少性紫斑(TTP) 等临床症状，致病性

强、对人体的健康造成很大的威胁，已引起全世界的
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大肠杆菌以来[1] 陆续在全国各地 10 多个省、市的

食品、家畜(禽)和腹泻患者的粪便中分离出此病原

菌[μ]. EHEC 0157: 凹的感染具有暴发流行、强烈

致病、高致死性和抗生素治疗可加剧病情等特点，已
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经成为全球性的公共卫生问题. E. coli 0157: 凹的 那霉素、氯霉素的 LB 液体培养基， 37 "c振荡培养至

站附定植能力是 EHEC 0157: H7 毒力的重要体现 D刷 nm约为 0.6 时加入不同浓度的诱导剂 IPTG ，继续

其对上皮细胞的粘附作用与染色体上的 eaeA 基因有 培养 4 h. SDS-PAGE 参照 Laemmli [11] 的方法进行:

关. eaeA 基因位于 LEE 致病岛上的第 22 个开放性阅 将诱导的培养物 10 000 r/min 离心 1 min 后，收集菌

读框(ORF22) ，是在肠道粘膜定居和引起秸附与消 体，加入1/10 的 SDS-PAGE Loadi吨 Buffer ，煮沸 3 -

除反应(AlE 损伤)所必需的 ， eaeA 突变菌株不产生 5 min 后，立即作 SDS-PAGE.

A/E 损伤，也不能定居于肠道的任何部位[叫 . eaeA 1. 6 表达产物的初步纯化、复性及含量测定

基因是某些致腹泻大肠杆菌重要的毒力决定因子， 按卢圣栋[口]、伍欣星等[口]介绍的方法进行.

它编码一种相对分子质量为94000 的外膜蛋白即紧 1. 7 多克隆抗血清的制备

密素 (intimin) ，紧密素属于站附分子家族，介导细菌 纯化的表达蛋白样品 1 mL (约含目的蛋白

与肠上皮细胞进一步紧密布附，引起 AlE 损伤 100 阅)与 1 mL 弗氏完全佐剂混合，乳化制成油乳

EHEC 0157: 日7 主要依靠紧密素及其受体站附于肠 剂苗，对 2 月龄新西兰雄兔背部皮下分多点注射免

上皮细胞，紧密素的特异性抗体均可以阻断细菌的 疫.首免后 15 和 30 d 分别用纯化后的融合蛋白 1 mL 

站附进而使其丧失致病力，具有较强的免疫原性和 (含目的蛋白 100 附)和 0.5 mL( 含目的蛋白50 附)

免疫保护性，是理想的疫苗备选抗原[8-9] 为此，我们 进行第 2 和第 3 次加强免疫，第 3 次免疫后第lO d

拟选择 eaeA 基因作为靶基因，对 eaeA 基因进行基因 经心脏采血处死兔，按常规方法制备抗血清.

克隆与原核表达，为更廉价、简便的方式获取大量的 1. 8 高免血清的琼脂扩散试验

诊断用抗原和制备基因工程疫苗提供技术积累和初 参照刘胜旺等[14] 的方法进行.将制备的高免血

步尝试.

1 材料与方法

1. 1 菌株及质粒

广东分离菌株肠出血性大肠杆菌 0157: H7 

021210 eaeA 基因克隆质粒 (pMD-eaeA) 、受体菌

B口1 (DE3) pLysS 、质粒 pET-28a( + )由华南农业

大学兽医学院微生物教研室保存.

1.2 酶及相关试剂

限制性内切酶 Hind III 、 BαmH I ，1ìαq Plus DNA 

聚合酶、T4 DNA 连接酶购自大连 TaKaRa 公司 ;DNA

marker III 、lV购自北京天为时代科技有限公司;低相

对分子质量蛋白质标准购自宝泰克生物科技公司;

蛋白质预染 marker 为 MBI 公司产品.

1. 3 试验动物及抗体

清洁级新西兰兔(2. 5 - 3. 0 kg) 购自南方医科

大学实验动物中心.二抗羊抗兔 IgG-HRP 为北京鼎

国生物技术发展中心产品.

1.4 目的基因 eaeA 重组表达载体的构建

用 BαmH 1, Hind III 双酶切质粒 pMD-eaeA ，回

收 eaeA 基因，将其亚克隆到原核表达载体 pET-28a

( +)中，构建重组表达载体，命名为 pET-eaeA. 质粒

的重组、转化及重组子的筛选和鉴定的具体方法按

文献[10]的方法进行.

1.5 重组基因工程菌的诱导表达与 SDS-PAGE

将阳性重组表达质粒 pET-eaeA 接种于含有卡

清按 1: 5 、 1: 25 、 1:50 、 1: 100 和 1: 200 的稀释度分别

稀释，以正常兔血清为对照，与 1: 10 稀释的纯化

pET-eaeA 融合蛋白按常规方法进行琼脂扩散试验，

同时设立阴性、阳性对照-

1. 9 高免血清的 Western-blotting

表达产物的免疫印迹方法参照 Towbin 等[巴]方

法.电泳完毕，将蛋白转移至硝酸纤维膜上，再与高

免血清反应.

2 结果

2.1 原核表达载体 pET-eaeA 的构建

经抗生素和蓝白斑初步筛选后的菌落，小量制

备所获质粒进行 PCR 扩增、BamH I/Hind III 双酶切

以及序列测定.琼脂糖凝胶电泳显示，重组质粒

pET -eaeA PCR 扩增产物及酶切插入片段长约

2800 bp( 图 1 , 2) .本试验构建的原核表达载体

pET-eaeA 送上海博亚生物技术有限公司，用T7通

用引物测序，结果显示目的基因以正确的方式插入

了 pET-28a 载体中，它并没有打断 eaeA 基因的

ORF，目的片段大小及插入方向正确，插人序列与

预期完全一致.

2.2 重组表达菌的 SDS-PAGE 分析

SDS-PAGE 结果(图 3) 显示，诱导培养后的菌体

蛋白与未诱导的对照菌、空载体转化菌相比较，有一

条非常明显的表达蛋白增生条带，证实所构建的基

因重组菌能够被诱导表达外游、蛋白.参照相对分子
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量标准，诱导表达后 SDS-PAGE 初步测定目的蛋白

的相对分子质量约 94000 ，与预期相符.目的蛋白组

分均主要集中于菌体沉淀中，破菌后电泳证实目的

蛋白主要以包涵体形式表达.

M:DNA marker m;l :pET-eaeA 重组质粒 17 启动子引物 PCR 扩增 ;2:

pET-eaeA 重组质粒特异引物 PCR 扩增 ;3:pET-28a 空载体特异引物

PCR 扩增刊:灭菌双蒸水空白对照

M: DNA marker m; 1: PCR product of pET -eaeA by 17 primers; 2: PCR 

product of pET -eaeA by specific prime四 of eaeA gene; 3: PCR product of 

pET -28 a by specific primers of eαeA gene;4: ddH2 0 control 

图 1 重组质粒 pET-eaeA 的 PCR 鉴定

Fig. 1 PCR analysis of recombinant plamid pET-eaeA 

MlIM2: DNA marker IV 1m; 1: pET- 28a 质粒 BamH 1 单酶切 ;2:pET­

eaeA 重组质粒 BamH 1 单酶切; 3:pET咽eA 重组质粒 BamH 11 Hind m 

双酶切 ;4: pET -eaeA 重组质粒 PCR 扩增

MlIM2: DNA marker IV/m;l :pET-28a1BamH 1; 2:pET-eaeAlBamH 1; 

3 : pET -eaeAl BamH 1 + Hind m ; 4: pET -eaeA PCR product of eaeA gene 

图 2 pET-eaeA 重组质粒酶切鉴定

Fig.2 Identification of recombinant plamid pET-eaeA by enzy­

matic digestion 

2.3 多克隆抗体的鉴定

用正常兔血清和三免后的抗血清与纯化的抗原

进行琼脂扩散试验，发现正常兔血清与纯化的 pET­

eaeA 融合蛋白、E. coli 0157: H7 021210 菌液无反应

性，而第 3 次免疫抗血清则与之发生特异性的抗原

抗体反应，出现明显的沉淀线;正常兔血清和制备的

抗血清与 pET-28a 空载体诱导产物、 B口1 ( DE3) 

pLysS 宿主菌均无反应性(图 4) . 

2.4 高免血清的 Western-blotting 鉴定

诱导后的 pET-eaeA 重组表达产物以及初步纯

化的融合蛋白、021210 菌液经 SDS-PAGE 分离后，通

过湿法电转印转移到硝酸纤维膜上，用制备的高免

血清(稀释度为 1: 100) 和二抗与之反应， DAB 显色

后，结果显示:在相对分子质量约为 94000 处出现清

晰的特异条带，而其他对照菌则无条带产生，与预期

相符(图 5) . 
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1 ， 3人5 :pET-eaeA 重组质粒 1 ， 2 ， 3 ， pET-28a 空载体在 BI21 (DE3) 

pLysS 中 1 mmoIlL IPTG 诱导 ;2 :pET-eaeA 重组质粒 1 在 BI21(DE3)

pLysS 中未经 IPTG 诱导 ;M. 低相对分子质量蛋白质标准; 6:B口1

(DE3) pLysS 空菌对照; 7 : pET -eaeA 重组质粒 1 在 B口1 (DE3 ) pLysS 

中 O. 6 mmoIlL IPTG 诱导

1 ,3 ,4 ,5: expression products of BI21 ( DE3) pLysS cont副ning pET -eaeA 

1 ,2 ,3 and pET-28a induced with 1 mmoIlL IPTG; 2: pET-eaeA in BL21 

( DE3) pLysS without induction; M: low relative molecular mass of protein 

marker;6: BI21 (DE3) pLysS; 7: expression products of BI21 (DE3) 

pLysS containing pET-eaeA induced with O. 6 mmoIlL IPTG 

图 3 pET-eaeA 重组质粒 IPTG 诱导 SDS-PAGE

Fig.3 Analysis of the expression of eaeA gene by SDS-PAGE 

1:pET-28a 空载体诱导产物; 2: pET -eaeA 重组质粒 1 表达产物 3:

pET咀eA 重组质粒 2 表达产物; 4:B口1 ( DE3 ) pLysS 宿主菌 5 :初步

纯化的浓缩蛋白 ; 6:E. coli 0157: H7 021210 菌液

1 ,2 ,3: expression products of BI21 ( DE3 ) pLysS containing pET- 28a , 
pET-eaeA 1 , pET-eaeA 2 respectively; 4: BI21 (DE3) pLysS; 5: concen­

trated protein purified primarily; 6: lysate of E. coli 0157: H7 021210 

图 4 高免血清的琼脂扩散试验

Fig. 4 Agar-gel diffusion test of the antiserum 
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1 :pET-28a 空载体诱导产物; 2: B121 ( DE3 ) pLysS 宿主菌 3 :E. coli 

0157: H7 021210 菌液; 4: pET -eaeA 重组子 1 表达产物; 5: pET-eaeA 

重组子2 表达产物 6:初步纯化的融合蛋白 M:低相对分子质量蛋

白质标准

1 ,4 ,5: expression products of B121 (DE3) pLysS containing pET- 28a , 
pET咽eA 1 , pET -eaeA 2 respectively; 2: B口1 (DE3 ) pLysS; 3: lysate of 

E. coli 0157: H7 021210; 6: concentrated protein purified primarily;M: 

low relative molecular mass of protein mark 

图 5 高免血清的 Westem-blotting 鉴定

Fig.5 Anal ysis of the antiserurn by Westem-blotting 

3 讨论

在基因工程中，用于表达外源基因的表达系统

有原核表达系统和真核表达系统 2 类.在原核表达

系统中，常用大肠杆菌表达系统，因其遗传背景清

楚、基因操作相对简单、增殖与表达过程易于控制，

故为许多研究者所喜用.本研究首先选择大肠杆菌

表达系统，主要基于:来源于大肠杆菌的基因易于在

大肠杆菌中表达，密码偏爱性小;选用价廉而快速的

大肠杆菌表达系统进行预表达，可避免下一步在真

核表达系统中表达的盲目性;尽管在大肠杆菌中表

达的蛋白不具有天然活性，但往往具有免疫原性，能

直接用于制备抗原(抗体) ，用于后期的 ELISA 等免

疫学诊断和动物试验.

本研究对广东分离株 E. coli 0157: H7 021210 

eaeA 进行了基因克隆，并选用由 Studier 和 Moffat 于

1986 年始建的 17 启动子系列的 pET-28a 进行原核

表达. pET-28a 载体不仅拥有强 17 启动子，还有低的

诱导前渗漏，快速、简便的诱导方式及能高效表达多

种基因的特点，除此之外，在载体序列的 N 端有 His­

tag ， ~1川用 His-tag 与 Ni 离子的亲和作用，融合表达出

的蛋白产物可以用 Ni-NAT 树脂进一步纯化[16] 而

且引人的 His-tag 相对分子质量小，几乎不影响蛋白

原有的功能，同时，融合表达方式还可以降低宿主对

表达蛋白的降解.

外游、基因在大肠杆菌中表达受诸多因素的影

响，包括启动子强度、SD 序列和转录终止序列反应、

SD 序列到 ATG 间距、密码子使用频率、表达产物的

稳定性的影响，同时外源基因的表达还受编码基因

上游 5'端及T.游 3'端侧翼区基因的调控.本文构建

的 pET-eaeA 质粒虽然能在大肠杆菌中稳定表达，但

表达量偏低.经分析认为:外源基因在大肠杆菌中能

够正常表达，说明外源基因在大肠杆菌细胞中的转

录和转译过程正常;所以排除相关因素，表达量偏低

的原因可能存在以下几个方面: (I)细菌蛋白酶的降

解作用. (2) 表达载体的选择. (3) 外源基因的长度.

一般地，外源小片段在大肠杆菌中易于表达，且表达

量相对较高;而外源大片段往往受宿主菌表达能力

阔值的限制，变得难于表达或低量表达.笔者认为，

外源基因本身长度太长是本研究表达量偏低的主要

原因. (4) 寄主细胞的生理状态.在大肠杆菌中表达

外源基因时，表达产物往往以包涵体的形式存在.细

菌的培养温度和生长速度，是调节大肠杆菌生理状

态以减少包涵体形成的两个重要的物理参数.有不

少报道指出，降低培养温度、采用能够使细菌生长速

率下降的培养基成分和 pH 值，应用分子伴侣同时表

达，有利于减少包涵体的形成[17] 而本试验也从培养

温度及培养基成分两方面进行了尝试:认为 pET­

eaeA 重组蛋白二级培养 3 h 后，加人 1 mmoVL IITG 

在 37 "c诱导 4 -6 h ，即可获得最优表达;在培养基
选择方面， DMEM、 MEM 培养基要优于 LB 培养基.

在免疫印迹时，蛋白质的凝胶电转移十分关键，

转移的充分与否直接影响结果的好坏.本试验采用

蛋白质预染 marker 对整个转膜过程进行了监控，同

时还采用转移后的凝胶考马斯亮兰染色进一步检查

转移效果.因本研究没有市售的特异性抗体，故采用

高免血清对重组蛋白进行 Westem -blotting 鉴定.在

W estem -hlotting 显色时，出现背景过高现象及显色后

有非特异条带出现，这可能是因为高免血清与重组

融合蛋白发生了非特异性的抗原抗体反应;或是因

为诱导表达过程中产生了截短蛋白，从而导致非特

异性条带的出现;还可能是由于 C 端 113 胞外功能

区与高免血清发生了抗原抗体反应而致.

本研究利用大肠杆菌原核表达系统成功表达

E. coli 0157: H7 021210 主要毒力基因一-eaeA 基

因，为下一步 pET-eaeA 重组蛋白的生物学性质及免

疫学特性研究、0157 疫苗和诊断试剂的研制奠定了

一定基础.本研究表达的 eaeA 基因重组融合蛋白在

作为免疫诊断试剂和基因工程疫苗的制备等方面具

有潜在的应用价值.
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《华南农业大学学报》荣获"中国高校精品科技期刊"

为及时交流高校科技期刊工作经验、树立榜样、进一步明确发展方向，打造一批精品期刊，教育部科技司

委托中国高等学校自然科学学报研究会于 2006 年 6 -10 月开展了"首届中国高校精品·优秀·特色科技期

刊奖"坪比活动.{华南农业大学学报》荣获"中国高校精品科技期刊"奖.

本次参加精品和优秀科技期刊许比的期刊共 344 种.评出中文精品科技期刊 47 种、英文精品科技期刊

5 种，优秀科技期刊 98 种.广东省同时获得精品科技期刊奖的还有《中山大学学报(自然科学版n和《南方

医科大学学报~.
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