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李斯特菌溶血素基因的原核表达及其生物学特性

殷月兰 焦新安" 潘志明 张晓明 顾志强
（扬州大学生物科学与技术学院 扬州 ##5$$=）

摘 要：李斯特菌溶血素（GGH）是产单核细胞李斯特菌的主要毒力因子，利用 IJK 技术从血清型 !. 的产单核细胞

李斯特菌菌株中扩增出编码 GGH 的 !"# 基因，经克隆筛选和测序鉴定后，构建成该基因的原核表达质粒 L93M"I:%:
D(C，N*N:I293 结果表明：GGH 与谷胱甘肽在大肠杆菌中已融合表达，融合蛋白的分子量为 6#O*；溶血实验证明融合

蛋白具有较强的裂解真核细胞膜的作用，表明表达产物 GGH 具有生物活性，其溶血效价达 #P#" Q %$! RST-U，这为进

一步研究其致病与免疫机理、单抗研制和疫苗设计提供了条件。
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产单核细胞李斯特菌（$%&’()%* +,-,.#’,/(-(&，简

称 GW）是人兽共患李斯特菌病的病原，亦是食源性

四大病原菌之一。GW 有 %4 个血清型，目前 %T#>、
%T#.和 !. 这 4 个血清型引起全世界 =5X的李斯特

菌病病例，而其中大多数病例是由血清型 !. 的菌株

感染所致［%］。GW 的致病性与多种毒力因子有关，包

括李斯特菌溶血素 H（G@YZ+/@’(CY@F H，简称 GGH）、内

化素（[FZ+/F>(@>F）、磷脂酶 J、2,Z2 蛋白，侵染性蛋白

L"$ 和 L/\2 蛋白等［#］。GGH 是该菌侵染力的重要组

成成分，是 GW 的主要毒力因子［#，4］。

GGH 是一种能结合胆固醇、可被巯基活化的细

胞溶解素，由 !"# 基因编码的 5#= 个氨基酸组成，其

中有 #5 个 氨 基 酸 构 成 的 信 号 肽 序 列，分 子 量 为

" Q %$!道尔顿。GGH 能溶解宿主细胞吞噬泡膜，逃

离噬菌体，进入胞浆，逃避吞噬体中杀菌物质的杀

灭；此外还能在感染细胞内诱导信号传导和定向免

疫应答中发挥重要作用［<］。由于 GGH 所具有的独

特生物学特性，已被用于构建各种减毒疫苗或核酸

疫苗，且促进 WRJ:[ 类分子限制性免疫应答，增强

了保护性抗原的免疫作用［6 ] %%］。

本研究以血清型为 !. 的 GW 菌株为材料，克隆

并鉴定了不含信号肽的 !"# 基因，通过构建大肠杆

菌诱导性表达质粒，实现了 GGH 的融合表达，为进

一步开展其致病机理与免疫机理的研究、特异单抗

的研制奠定了必要基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：产单核细胞李斯特菌血清型 !.
菌株由本室保存；受体菌大肠杆菌（0&.!()%.!%* .,"%）
*R5!和 7G#% 由本室保存；质粒载体 L93M:"L:% 和

L93W:; +>YC 载体购自 I/’-+U> 公司。

!"!"# 试剂：高保真 *02 聚合酶、限制性核酸内切

酶（ 1!,"，2*+R"）、;! *02 连接酶、M:9>(、[I;9
购自 I/’-+U> 公司；*02 回收试剂盒购自 ;>^>K>；氨

苄青霉素等购自华美公司；谷胱甘肽亲和层析柱购

自 2-+/YD>- ID>/->,@> 7@’Z+,D 公司。

!"# $%& 模板的制备

采用酚:氯仿方法［"］分离与提取 GW *02。

!"’ ()* 扩增 .*/ 基因

根据 9+F7>FO 报道的 !"# 基因序列，设计并合

成了 # 条引物：I/@-+/ %（含 2*+R"酶切位点）为

5_:;2992;JJ9J22992;9J2;J;9J2:4_； I/@-+/ #
（含 1!,"酶切位点）为 5_:;JJ;J929;J9;9;9;9;:
9;;229J99;:4_，两引物间跨度约 %5$$.L。IJK 反

应体 系（5$#G）：模 板 *02 ##G，%$ Q .‘\\+/ 5#G，

#P5--’(TG a0;IY !#G，I/@-+/ % 和 I/@-+/ #（$P%#-’(TG）

各 %#G， 高 保 真 酶 $P<5#G （ 4ST#G ）， aaR#H
4"P#5#G。IJK 反应条件：=!b 5-@F；=!b 55Y，!5b
5$Y，5 个循环；=!b 55Y，55b 5$Y，<#b #-@F，#5 个循



环；!"#$%&’(。

)*+ 产物与 ,-./ 0 1234 载体连接，转化 ! 5 "#$%
678!，提取质粒经 &’#"和 ()*7"双酶切后琼脂

糖电泳鉴定。初步鉴定阳性的克隆由大连宝生物公

司测序。

!"# 重组载体的构建

用试 剂 盒 回 收 目 的 片 段，与 经 过 &’#"和

()*7"双酶切的 ,-.9:;,:$ 表达载体连接，转化

<="$ 宿主菌，用含氨苄青霉素的 =< 固体培养基筛

选，取单个菌落接种含氨苄青霉素的 =< 液体培养

基进行扩大培养，提质粒进行 &’#"和 ()*7"双

酶切后琼脂糖电泳鉴定。连接、转化、质粒提取、电

泳鉴定的方法等均参照文献［>］。

!"$ !"# 基因在大肠杆菌中的表达

构建 ’$+ 的 融 合 性 表 达 质 粒 ,-.9 ;):$:?@4，
A6A:)B-. 鉴定 ’$+ 基因在大肠杆菌中的表达情况，

实验步骤依据《分子克隆实验手册》方法进行［>］。

!"% 亲和层析法分离纯化 &’()**+ 融合蛋白

重组质粒 ,-.9;):$:?@4 转化大肠杆菌，挑取单

菌落接种 =< 培养基，培养过夜后按 $C比例接种于

培养基，D!#培养至菌液的 ,-;%% 达到 %E>，加 F)0-
至终浓度为 %E>&&G@H=，D!#诱导表达 D? 后，离心收

获菌体，沉淀用磷酸盐缓冲液悬浮，超声波破碎菌

体，再离心收集上清，经 A1,?2IG31:>< 亲和层析柱分

离纯化收集目的蛋白。

!", 表达产物的生物学特性鉴定

!","! 表达产物溶血效价的测定：将诱导表达 ==J
的大肠杆菌超声波裂解，离心并收集上清，测定上清

液 ,-";%和 ,-"K%的吸光度值，同时以人源红细胞进

行半数红细胞溶血效价的测定，溶血效价的测定依

据 -1GLLIG4［8］的方法进行。

!","- 不同 ,7 条件对 ==J 溶血活性的影响：先分

别用 ,78E%、8E8、;E%、;E8、!E% 的 )<A 梯度稀释裂解

物上清，然后加入相应 ,7 值的红细胞，其它操作步

骤与 $E!E$ 相同。

!",". 表达产物的动物毒性试验：将诱导表达 ==J
的大肠杆菌超声波裂解，离心并收集上清，将上清液

和纯化产物分别进行梯度稀释，每一稀释度稀释液

腹腔注射 D 只 <B=<H* 小鼠，上清夜注射小鼠的剂

量分别为 8$%#MH只、8$#MH只和 8E$#MH只；纯化产物

注 射 小 鼠 的 剂 量 分 别 为 >%#MH只、>E%#MH只 和

%E>#MH只，以磷酸盐缓冲液、<="$（,-.9;):$）作为阴

性对照。

- 结果

-"! 重组 /&01 %/)!)234 质粒的构建

)*+ 产物经 $EDC琼脂糖凝胶电泳，呈现出约

为 $E8NO 的特异性条带，与预期大小相符。0 载体

连接所获得的重组质粒经 ()*7"和 &’#"双酶消

化，电泳出现 $E8NO 的插入片段和 DE%NO 的载体，初

步判定为阳性克隆，并命名为 ,-./0:?@4。将来自

该质粒的 ’$+（()*7":&’#"）片段连接到 ,-.9:
;,:$ 上，利用 ’$+ )*+ 引物对阳性重组质粒进行

)*+ 反应，结果均得到与 ’$+ 基因大小相同的 )*+
产物。将该阳性克隆命名为 ,-.9 ;,:$:?@4。
-"- !"# 基因序列测定和分析

测序结果显示，该基因为 $8$KO,，编码 8%8 个

氨基酸，相对分子量为 8;N6。同源性比较结果表

明：与 -1(<2(N 上公布的 ’$+ 基因的第 !!" 个核苷酸

不同，在氨基酸序列上表现为第 "8K 个氨基酸由 P
变为 /，核苷酸同源性为 QQEKC。

-". !"# 基因在大肠杆菌中的表达

以非重组菌 <="$（,-.9;,:$）菌体和未诱导的

<="$（,-.9;,:$:?@4）菌体裂解物作对照，对重组菌

<="$（,-.9;,:$:?@4）诱导表达后的菌体裂解物进行

A6A:)B-. 检 测 分 析。结 果 显 示：在 分 子 量 约 为

K"N6 的大小处有一特异的蛋白条带，与融合蛋白

-A0:==J 的分子量相当（图 $ 的 D 和 > 泳道）。

图 ! 融合蛋白的 ’5’)67&0 分析

R’M5$ A6A:)B-. 2(2@43’3 GL 1S,I1331T ,IGTUVW

/5 )IGW1’( &2IN1I；$E<="$（;):$）’(TUV1T；"E<="$（;,:$:?@4）U(’(TUV1T；

DE<="$（;,:$:?@4）’(TUV1T；>E-A0:==J ,UI’L’1T O4 -@UW2W?’G(1 A1,?2IG31

><5

-"# **+ 的生物学活性研究

溶血效价的测定结果表明，重组菌 <="$（;,:$:
?@4）培养物超声波裂解后离心收集的上清液测得可

溶性蛋白的浓度为 $E$; &MH&=，==J 的溶血效价为

"E"; X $%> 7YH&M。
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!"# 不同 $% 值对 &&’ 溶血活性的影响

图 ! 显示，""# 在 $%&’& ( )’* 时可发挥最佳生

物活性，随着 $% 值的升高，""# 的活性迅速下降，

但在 $%+’* 时仍有一定的生物活性。

图 ! $% 值对 &&’ 溶血活性的影响

,-./! 012 233245 63 1276895-4 :45-;-59 63 ""# :5 <-332=2>5 $%

!"( 融合蛋白对 )*&)+, 小鼠的毒性试验

动物毒性试验结果表明，每只小鼠注射 &?*!.
总蛋白（ @ !A1 死亡）或 A*!. 纯蛋白（约 B)1 死亡）可

使小鼠在较短时间内死亡，其它组老鼠均健活；从死

亡时间可推断前者毒性蛋白 ""# 的含量高于后者，

且证明表达产物具有较高生物活性和较强毒性。

- 讨论

"C 作为一种兼性胞内菌，具有裂解宿主细胞吞

噬泡膜、在胞浆中生长繁殖并可侵袭多种非吞噬细

胞的特性，因而赋予它与那些在吞噬细胞的吞噬体

中长期生存的细菌（如沙门氏菌、分支杆菌）不同的

独特免疫应答机制：同时具有 C%DE"类和 C%DE#
类抗原加工和提呈途径，其中以 C%DE"类提呈途

径为主，可激发 0 细胞较强的免疫应答；""# 在 "C
该免疫生物学特性中起着重要的作用。"C 也因作

为外源抗原表达的载体，成为分子生物学和免疫学

研究的热点。本研究克隆、鉴定了 "C !"# 基因，并

将 !"# 进行原核表达，获得纯化的具有活性的蛋白，

这些结果为进一步研究 ""# 的致病机理、""# 促进

免疫应答的机制以及单抗的研制提供了重要条件。

溶血效价的测定结果表明融合蛋白 FG0E""#
在 $%&’& 时可发挥最佳生物活性，随着 $% 值的升

高，""# 的活性迅速下降，但在 $%+ 时仍有一定的活

性，这与 F-:77:=->-［?!］的报道一致。但 F2633=69［&］的

实验结果表明在 $%&’& 时可发挥最佳生物活性，但

在 $%+’* 的中性环境中 ""# 无生物活性。F-:77:E
=->- 是以 HI0 载体表达系统表达分子量为 &)JK 的

""#，本实验是以 $FILE )$E? 载体表达系统表达分

子量为 &)MK 的 ""#，而 F2633=69 是用将 "C 培养物

纯化进行的溶血实验。可能 ""# 的制备来源不同，

溶解所用的缓冲液不同等差异影响到 ""# HIG0 区

或与溶血相关的结构域的稳定性，从而导致溶血实

验结果的差异。溶血实验显示融合蛋白具有较强的

裂解真核细胞膜的作用，且发挥生物活性最适 $%
值是 &’&。""# 的这一特性与 "C 兼性胞内寄生生

活相适应：当 "C 被吞噬细胞吞噬进吞噬泡后，吞噬

体内的最适 $% 是 &，因此 ""# 在吞噬泡中可较好的

发挥生物活性，导致吞噬泡的裂解，"C 进入细胞浆，

此时在 HIG0 区的作用下，""# 降解，从而为细菌的

繁殖创造条件［?A，?&］。

本研究成功获得 ""# 与 FG0 的融合表达。非

常有意义的是表达产物大部分以可溶性形式存在，

且表现出较高的溶血效价，未纯化的细胞裂解物上

清溶血效价为 ?’?B N ?*A（%OP7.），说明融合蛋白具

有较强生物活性。由于 ""# 具有毒性，且在常温下

受 HIG0 结构的影响不太稳定，因此虽尝试改变诱

导物浓度、诱导温度和摇床转速，但其表达量并不是

太高。由于以上原因，裂解产物经过柱纯化后，虽然

纯度显著提高，但产量较低，所以以后还应根据 ""#
的特性，改进纯化方法，以增加回收得率。

我们曾尝试将带有信号肽的 !"# 基因构建于

$I0 载体或 $FILE)$E? 载体，并诱导以期表达，虽然

培养物能测到较低溶血活性，但是 GKGEHQFI 检测

均未得到预期大小的蛋白质带，其中的原因尚需进

一步研究。
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《微生物学报》HIIS 年征稿计划
为了适应我国生物科技飞速发展的需要，促进国内外学术交流，本刊 HIIS 年征稿的主要内容如下：

KO 国家高技术研究发展计划项目（即国家“!NJ 计划”）和国家基础研究发展规划项目（即国家“PLJ 项目”）。

HO 国家自然科学基金资助的重点基金项目、青年基金资助项目、杰出青年基金项目、地区基金项目和面上资助项目以及

省部级基金资助项目。

JO 国家科技攻关项目及省部级科技攻关项目。

TO 国际合作项目。

SO 具创新性或有重大突破的基础和应用基础研究成果；对我国西部大开发具有重要学术价值和应用价值的研究成果。

对于高水平的论文本刊将优先发表。欢迎投稿！欢迎订阅！欢迎提出宝贵意见！

SSLN 期 殷月兰等：李斯特菌溶血素基因的原核表达及其生物学特性




