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红斑丹毒丝菌C43065株spaA基因的克隆和表达
∗

刘丹丹,杨振龙,吾鲁木汗·那孜尔别克
(吉首大学生物资源与环境科学学院,湖南 吉首　416000)

摘　要:通过PCR从红斑丹毒丝菌 C43065株基因组 DNA中扩增出编码信号肽除外的成熟SpaA 蛋白基因spaA,将

其克隆到表达载体pET32a的BamHⅠ和 HindⅢ位点上,构建重组表达质粒pET-spaA,转化大肠杆菌BL21,在IPTG诱导

下表达 N 端带有 Trx标签的融合蛋白rSpaA,SDS-PAGE检测表达蛋白.DNA 测序结果表明,spaA 基因大小为1794bp,

编码由597个氨基酸残基组成的成熟SpaA蛋白,SDS-PAGE结果显示在大肠杆菌BL21中成功表达了分子量约为86kDa
的重组rSpaA,为进一步开展SpaA保护区域的研究奠定基础.

关键词:红斑丹毒丝菌;spaA基因;克隆;原核表达

中图分类号:S588.28　　　　　　　文献标志码:A DOI:10.3969/j.issn.1007 2985.2013.05.021

猪丹毒是一种由猪的血清型1和2红斑丹毒丝菌(Erysipelothrixrhusiopathiae)引起的接触性传染

病,对养猪业造成严重的经济损失[1].目前,预防猪丹毒的灭活疫苗和弱毒疫苗只能预防特急性、急性和风

疹性疾病,而无法预防本菌引起的慢性疾病,且在疫苗应用中仍有疫情再次爆发,至今世界各地尚未彻底

消灭本病[23].因此,研究红斑丹毒丝菌菌体表面蛋白的免疫功能,为猪丹毒的免疫预防可提供理论依据.
Kitajima等[4]用血清型2红斑丹毒丝菌菌体表面蛋白研制疫苗,保护试验结果显示,该蛋白疫苗能保

护SPF猪受同源菌株和异源菌株的致死性感染,并推测64~67ku的菌体表面蛋白可能具有保护作用.
Makino等[5]用单抗从血清型2红斑丹毒丝菌基因组文库中克隆出编码64ku表面保护性抗原 A(surface
protectiveantigenA,SpaA)的基因,用大肠杆菌表达系统分别表达重组rSpaA和缺失C 端160个氨基酸

残基的ΔSpaA,并检测它们对小鼠的保护作用,结果表明,rSpaA的保护作用与其C 端的160个氨基酸序

列有关.但Imada等[6]的研究表明,SpaA的保护作用与其N 端342个氨基酸序列(SpaA-N)有关.吾鲁木

汗等[7]用PCR从血清型2红斑丹毒丝菌基因组中克隆出spaA-N基因序列并进行原核表达,保护试验结

果显示,rSpaA-N免疫组小鼠对强毒株C43065攻毒的保护率为100%.
上述研究结果表明,SpaA是红斑丹毒丝菌的保护性抗原,但是其C 端重复序列的保护作用尚未清

楚.笔者采用PCR从强毒株C43065基因组中克隆出编码信号肽除外的成熟SpaA 的基因,并对spaA 基

因进行原核表达.

1　材料和方法
1.1材料

红斑丹毒丝菌C43065株购自中国兽医菌种保藏管理中心;大肠杆菌 DH5α和BL21购自大连宝生物

工程有限公司;原核表达载体pET32a由本实验室保存;ExTaqDNA聚合酶、dNTPs、限制性核酸内切酶、

DNA连接试剂盒、质粒DNA提取试剂盒、胶回收试剂盒、DL2000DNA marker、λ-HindⅢ digestDNA
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marker、proteinmarker均为大连宝生物工程有限公司产品;IPTG 为 Promega公司产品;BHI(Brain
HeartInfusion)液体培养基和BHI(BrainHeartInfusionAgar)固体培养基均为Difco公司产品.
1.2方法

1.2.1红斑丹毒丝菌C43065株基因组 DNA 的提取　BHI固体培养上划线接种 C43065菌株,将单菌落

接种于含有质量分数为0.1% Tween-80的BHI(BHI-T)液体培养基中,37℃静置培养18h,采用CTAB
法制备基因组DNA.
1.2.2spaA基因的PCR扩增和重组表达载体的构建　根据 C43065株spaA 基因的核苷酸序列(登录号

为:EF688017)设 计 引 物 P1 (5′-CGCGGATCCGATTCGACAGATATTTC-3′)和 P2 (5′-CG-
CAAGCTTCTATTTTAAACTTCCATC-3′),分别插入BamHⅠ和 HindⅢ酶切位点(下划线部分),引物

由大连宝生物工程有限责任公司合成.PCR反应体系为50μL,反应条件(温度/时间)为:94℃/5min;94
℃/30s,55℃/1min,72℃/1.8min;35个循环;最后72℃延伸10min.采用质量分数为1%琼脂糖凝胶

电泳检测PCR产物,采用BamHⅠ和 HindⅢ双酶切PCR产物和载体pET32a并分别进行切胶回收,用

DNA连接试剂盒将回收得到的 DNA 片段和构建重组表达质粒pET-spaA,转化大肠杆菌 DH5α感受态

细胞,经含氨苄青霉素的LB固体培养基筛选阳性克隆,用菌液PCR、BamHⅠ和 HindⅢ酶切鉴定重组子,
通过DNA测序验证阅读框是否正确及有无突变.
1.2.3重组蛋白rSpaA 的表达及检测　经 DNA 测序证明无误后,将重组质粒pET-spaA 转化大肠杆菌

BL21,挑取单菌落接种于5mL的LB培养基(含质量浓度为100μg/mL的氨苄青霉素)中,37℃摇床培

养6h.分别取0.5mL菌液,接种到2份20mL新鲜的LB培养基(含质量浓度为100μg/mL的氨苄青霉

素)中,37℃摇床培养,待菌液的 OD600 值到达0.6时,在其中一份菌液加入IPTG(浓度为0.2mmol/L),

30℃继续培养4h.取1mL菌液,8000r/min离心2min弃上清收集菌体,菌体用PBS溶液洗涤2次,取

50μL菌液后加等体积2×SDS-PAGE上样缓冲液100℃煮沸10min.采用4%浓缩胶和12.5%分离胶的

SDS-PAGE检测表达蛋白.为了检测表达蛋白的表达形式,将诱导后的菌体悬浮于20mL的PBS溶液中,
反复冻融3次后,用超声波破碎仪破碎菌体(超声条件:超声5s间隔6s,共15min),离心收集上清和沉

淀,通过SDS-PAGE检测目的蛋白在大肠杆菌BL21中的表达情况.

2　实验结果
2.1红斑丹毒丝菌C43065株基因组DNA的制备

采用CTAB法提取 C43065株基因组 DNA 后,用质量分数为0.6%的琼脂糖凝胶电泳检测基因组

DNA.结果显示C43065株基因组DNA大小约为23kb左右(见图1),与已报道的红斑毒丝菌基因组大小

一致.
2.2红斑丹毒丝菌C43065株spaA基因的PCR扩增

用spaA基因的特异性引物经 PCR 从红斑丹毒丝菌 C43065株基因组 DNA 中扩增出大小约为

1.7kb的片段(见图2),与预期值相符.

M:λ-HindⅢdigestDNAmarker;

1:GenomicDNAofC43065

图1　红斑丹毒丝菌C43065株基因组DNA的琼脂糖电泳检测

M:DL2000DNAmarker;1:PCRproductofspaA;

3:Negativecontrol

图2　红斑丹毒丝菌C43065株spaA基因的PCR扩增
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2.3重组表达质粒pET-spaA的构建和鉴定

将上述扩增的PCR产物和pET32a载体分别用BamHⅠ和 HindⅢ双酶切,纯化后用 DNA连接试剂

盒进行连接并构建重组表达质粒pET-spaA.通过PCR检测在重组质粒pET-spaA中的插入DNA片段大

小,琼脂糖电泳检测结果显示PCR产物大小为1.7kb(见图3-a),重组质粒pET-spaA经BamHⅠ和 Hind
Ⅲ酶切后获得1条1.8kb的插入片段(见图3-b),而DNA测序结果表明重组质粒含有1794bp的插入片

段,其编码信号肽除外的597个氨基酸的成熟SpaA蛋白.
2.4表达蛋白的SDS-PAGE检测

SDS-PAGE检测结果表明,与对照即空载体pET32a转化的大肠杆菌BL21相比,pET-spaA 转化的

大肠杆菌BL21在86ku位置出现表达量较高的蛋白条带(见图4泳道3),与预期的融合蛋白 Trx-SpaA
分子量相符.表达后的菌体经反复冻融和超声波破碎后,分别取上清液和沉淀进行SDS-PAGE分析,结果

表明重组rSpaA蛋白以可溶蛋白的形式存在于上清中(见图4泳道4).

A:M.DL2000DNAmarker;1-3:PCRproductsofspa;

4.Negativecontrol.B:M.λ-HindⅢdigestDNAmarker;

1.pET32adigestedwithBamHⅠ;2.Undigested

pET-spaA;3:pET-spaAdegestedwith

BamHⅠandHindⅢ

图3　重组质粒pET-spaA的PCR(a)和酶切(b)鉴定

M:Proteinmarker;1:E.coliBL21harboringpET32a;2:E.coliBL21

harboringpET-spaAwithoutIPTGinduction;3:Precipitateof

E.coliBL21harboringpET-spaAinducedwithIPTG;

4:SupernatantofE.coliBL21harboring

pET-spaAinducedwithIPTG

图4　重组蛋白rSpaA的表达及其可溶性分析

3　讨论
(1)采用PCR从血清型2红斑丹毒丝菌C43311基因组中克隆编码SpaA-N的基因片段,用原核表达

系统表达rSpaA-N并检测其保护作用,实验结果表明,重组rSpaA-N完全保护小鼠受强毒株C43065的致

死性感染[7].Makino等[8]的研究表明,SpaA的结构及其C端重复序列和肺炎链球菌胆碱结合蛋白之间有

很高的同源性,而SpaA通过其C端重复序列能够与枯草芽孢杆菌和肺炎链球菌等革兰氏阳性菌细胞壁

的脂磷壁酸(LTA)结合,提示LTA-SpaA复合物可能在红斑丹毒丝菌致病过程中发挥一定的作用.文献

[7 8]研究结果可知:SpaA是红斑丹毒丝菌的主要保护性抗原,可作为猪丹毒亚单位疫苗的候选抗原,但
是SpaA蛋白C端重复序列的保护作用和致病作用尚未清楚.

(2)经PCR从红斑丹毒丝菌C43065基因组中克隆出编码SpaA蛋白的spaA基因,将其克隆至表达

载体pET32a的多克隆位点上,转化大肠杆菌 DH5α感受态,通过PCR筛选重组菌后提取其质粒 DNA,

DNA测序结果表明,spaA 基因大小为1794bp,编码597个氨基酸残基的成熟SpaA 蛋白,与已报道的

C43065株和C43311株的spaA基因序列完全相同.[910]将重组质粒pET-spaA 导入大肠杆菌BL21感受

态后,通过IPTG诱导表达目的蛋白,SDS-PAGE结果显示在重组菌pET-spaA/BL21的超声波破碎液中

观察到分子量约为86ku的蛋白条带,与预期值相符,为进一步开展SpaA蛋白保护区域及其致病机理的

研究奠定基础.
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CloningandExpressionofspaAGeneofErysipelothrix
RhusiopathiaeC43065

LIUDan-dan,YANGZhen-long,NAZIERBIEKE Wulumuhan
(CollegeofBiologyandEnvironmentalSciences,JishouUniversity,Jishou416000,China)

Abstract:ThespaAgeneencodingmaturesurfaceprotectiveantigenA (SpaA)withoutsignalpeptide
wasamplifiedfromgenomicDNAofE.rhusiopathiaeC43065byPCR,TheBamHⅠandHindⅢdigested
PCRproductwasclonedintoprokaryoticexpressionvectorpET32atogeneratearecombinantplasmid
pET-spaA.TherecombinantproteinrSpaA wasexpressedinE.coliBL21harboringtherecombinant
plasmidpET-spaAbyIPTGinducing,andtheexpressedproteinwasdeterminedbySDS-PAGE.The
DNAsequenceanalysisshowedthatthespaAgeneofC43065strainwas1794bpinlength.SDS-PAGEa-
nalysisrevealedasingleproteinbandwithamolecularweightof86kDasuccessfullyexpressedinE.coli
BL21.TheexpressedproteinofrSpaAwillcontributetofurtherstudyonprotectivedomainofthispro-
tein.
Keywords:Erysipelothrixrhusiopathiae;spaAgene;cloning;prokaryoticexpression
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