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K摘 要L 目的!了解问号钩端螺旋体)简称钩体.主要外膜蛋白 M5BN’2N7BN*"和 N7BN$’免疫功能表位及其致

炎作用O方法!建立 P7%PQR亲和层析法1提取不同基因型表达的目的重组蛋白 GM5BN’J’和 M5BN’J"2N7BN*"J’
和GN7BN*"J"2N7BN$’J’和 GN7BN$’J"O采用 STS%URV4检测上述目的重组蛋白的表达情况和提取物纯度O分别采

用 S7W:68U*/#预测服务器 S7W:68U%PP软件2UGEBG=IXYZ;86HH%[ \7:I7:WB=BA7I=BG=I7;A7E:%UGEUG=I预测服务

器 4X]MSS软件1对上述蛋白的信号肽2XYZ%[类分子结合肽和 ]细胞表位进行分析O以人脐静脉内皮细胞株

4̂ Z%*#$为效应细胞1采用 4N_SR检测上述目的重组蛋白诱导人脐静脉内皮细胞 4̂ Z%*#$分泌 _N%’2_N%-和

QP‘%a的作用O结果!在 _UQV诱导下1所构建的原核表达系统可有效表达 GM5BN’J’和 GM5BN’J"2GN7BN*"J’和

GN7BN*"J"2GN7BN$’J’和 GN7BN$’J"1其产量分别约占细菌总蛋白的 *#b和 ’(b2$#b和 *(b2’(b和 ’#bO提纯

后的目的重组蛋白STS%URV4后均仅见单一的蛋白条带OM5BN’H2N7BN*"J’和N7BN*"J"2N7BN$’H的信号肽分别

位于 P端 ’0"$2’0"’和 ’0"$2’0"$位氨基酸残基OM5BN’H2N7BN*"H和 N7BN$’H分别有 "2"和 ’个相同的主

要 XYZ%[结合肽和 ]细胞表位1其中 M5BN’J"另有 ’个主要 XYZ%[等位基因结合肽和 ]细胞表位)(&0+-.O
不同浓度的 M5BN’H2N7BN*"H和 N7BN$’H均可明显促进人静脉内皮细胞株 4̂ Z%*#$合成并分泌 _N%’a2_N%-和

QP‘%a)cd#/#(.O其中_N%’a水平以作用"$<时最高1然后下降3_N%-和QP‘%a水平则作用$-<高于"$<O结论!
问号钩体 efgh’J’2ijgh*"或 ijgh$’不同基因型的表达产物均存在相似的 XYZ%[类分子结合肽和 ]细胞表位O

GM5BN’J’和 M5BN’J"2N7BN*"J’和 GN7BN*"J"2N7BN$’J’和 GN7BN$’J"对 4̂ Z%*#$细胞均有直接的致炎作用O
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钩端螺旋体 简̂称钩体b病是由问号钩体感
染引起的自然疫源性人兽共患传染病%钩体病
发病机制至今不明M目前使用的钩体全菌疫苗
副作用较大M交叉免疫保护作用微弱yQ!%近年我
国科学家报道了问号钩体黄疸出血群赖型赖株

的全基因序列yS!M国外学者报告跨膜蛋白

P+:<Q&脂蛋白 <&:<5S和 <&:<7Q是所有问号
钩体外膜中主要的表面蛋白y5’(!%我们曾证实
我国流行的问号钩体参考标准株均含有编码上

述外膜蛋白的 lmnoQ&pqno5S和 pqno7Q基因M
其重组表达产物具有良好的抗原性和免疫反应

性y‘’_!%然而MP+:<Q&<&:<5S和 <&:<7Q可能
的抗原表位M及其诱导细胞分泌炎性细胞因子
的作用尚未见报道%为此M本研究建立了 W&4
WK?亲和层析法M并提取了不同基因型表达的
重 组 目 的 蛋 白 $̂P+:<QRQ和 $P+:<QRS&
$<&:<5SRQ 和 $<&:<5SRS& $<&:<7QRQ 和

$<&:<7QRSbM以 >V>4J?L1鉴定表达产物M采
用多种预测服务器对表达产物分子的功能表位

进行了分析M并以人脐静脉内皮细胞株 1234
567为效应细胞M检测了上述重组蛋白诱导细
胞分泌炎性细胞因子的作用%

) 材料与方法

)@) 菌株和细胞株 问号钩体 lmnoQRQ和

lmnoQRS&pqno5SRQ和 pqno5SRS&pqno7QRQ和

pqno7QRS基因型原核表达系统由本实验室提

供y‘’_!%人脐静脉内皮细胞株 1234567购自中

国科学院上海细胞生物学研究所M培养基为含

Q6T胎牛血清的 *JZ=Q(76%
)@+ 目的蛋白的表达和鉴定 将上述工程菌
株接种于 ]<培养基中M56, 566$R+&(振荡

培养至 PV(66为 6@(’6@aM加入 6@SU++’.R<
=JKLM56, 566$R+&(振荡培养约 7)M诱导细
菌表达目的重组蛋白%Q6666$R+&(离心 QU

+&(收集细菌沉淀M用灭菌蒸馏水重悬M5662&
U!-U超声破碎%利用表达产物中 (-[&!标
签M以 W&4WK?亲和层析柱 ]̂&’#’.’$b收集并
纯化目的蛋白%采用 Q6T >V>4J?L1检测目
的蛋白表达和提纯情况yQ6!%

)@. 信号肽&Z[34\类分子结合肽和 ]细胞
表位分析 蛋白质一级序列由本实验室提

供y‘’_!%信号肽分析采用 K"#)(&#,.*(&/"$!&%8

’IV"(+,$N0%*提供的预测服务器 >&9(,.J
5@6版本 >&9(,.J4WW软件MZ[34\类分子结
合肽和 ]细胞表位分析分别采用 =(!%&%*%"’I
Z&#$’-&,.K’"#)(’.’98M3),(0&9,$)M=(0&,提
供 的 预 测 服 务 器 J$’:$"0Z[3 #.,!!4\

-&(0&(9 :":%&0" :$"0&#%&’(4J$’J$"0 和
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!"#$%%软件包中 &’()*!’)+程序,
-./ 炎性细胞因子的检测 在 01孔细胞培养
板中每孔加入 23456个 !7+8659细胞:在 2;
+$<=6>?条件下预培养 <9@,分别用 <;胎牛
血清 AB")4195配制的不同浓度 C$DEF4G4
和 $DEF4G<= FHEF6<G4 和 CFHEF6<G<=
FHEF94G4和 CFHEF94G<溶液换液:使上述 1种
重组蛋白的终浓度分别为每孔 4IJ和 45IJ:
各重组蛋白的不同作用浓度均设置 6个复孔,
培养板于 2;+$<=6>?条件下分别培养 <9@
和 9K@,收集上清液:用 !F)%&检测试剂盒

L(B)M按操作说明书分别检测 )F84N=)F8K和

(’O8N的 $P905值,试验中分别以每孔 5.4IJ
的重组 (’O8N商品L%HQ!RSTDUM和 <;胎牛血
清的AB")4195为阳性对照和阴性对照,根据
试剂盒所提供的 )F84N=)F8K和 (’ON标准品
及操作说明书:以 $P905值为纵坐标=各细胞因
子标准品浓度为横坐标:绘制标准曲线:并用

!VWUX软件获得各细胞因子浓度计算公式,
-.Y 数据分析 采用 %B%%0.5软件:以

$DEF4G4和 $DEF4G<=FHEF6<G4和 FHEF6<G
<=FHEF94G4和 FHEF94G<诱导 !7+8659细胞
分泌炎性细胞因子的检测结果与对照阴性组进

行方差分析:各基因的不同基因型的组间比较
采用 Z检验,

[ 结 果

[.- 信号肽序列及切割位点 $DEF4\=
FHEF6<\和 FHEF94\的 ’端 4]<4或 4]<9位
氨基酸构成信号肽:切割位点在 ’端的第 <4]
<<或 <9]<2位L表 4M,

表 - $DEF4\=FHEF6<\和FHEF94\的信号肽分析结果

_̂‘ab- &RcXT\H\CU\dXe\fge@U\HJRcXEUEeHhU\fg

$DEF4\:FHEF6<\cRhFHEF94\

BCfeUHR\
%HJRcXEUEeHhU
Ef\HeHfR\

+deeHRJ\HeU\
&DHRfcWHh
CU\HhdcX\

$DEF4G4 4]<9 <9]<2 F%&8i(
$DEF4G< 4]<9 <9]<2 F%&8i(
FHEF6<G4 4]<4 <4]<< &+*8&O
FHEF6<G< 4]<9 <9]<2 &O*8*F
FHEF94G4 4]<4 <4]<< ’+&8&(
FHEF94G< 4]<4 <4]<< ’+&8&(

[.[ "j+8k类分子结合肽和 #细胞表位

$DEF4\=FHEF6<\和 FHEF94\能与半数以上目
前已知的 24个 "j+8k等位基因结合:其结合
肽段分别有 6=6和 4个:但同时与 #细胞结合
的重叠表位分别为 6=<和 4个L表 <M,

表 [ $DEF4\=FHEF6<\和 FHEF94\的 "j+8k类分子结合肽和 #细胞表位分析结果

_̂‘ab[ &RcXT\H\CU\dXe\fge@U"j+8k QHRhHRJEUEeHhU\cRhXTDE@fWTeU#UEHefEU\fg$DEF4\:FHEF6<\cRh

FHEF94\

BCfeUHR\
"j+8k QHRhHRJ

EUEeHhU\

#WUXX

UEHefEU\
%WfCU\

+fDEXUV

Ef\HeHfR\
%UldURWU\

$DEF4\ 4>2]404 4>6]4K1 <.5<5> 4>6]404 %%)m7)Bn&(7*)miF’7(!P&

<0>]6<5 <0>]642 4.>>5< <0>]6<5 Fm%BOB&onB)77**p)omAO*oij!F

$DEF4G< 20] 1> 19] >K 4.1449 20] >K 7mA%%’(+(7*B%PBn&+Op’B

FHEF6<\ <51]<4K <5<]<41 <.4<06 <5<]<4K iiFF7mAn*FomA)%O((oi

K4]456 >0] 06 <.59K6 >0]456 &oomFomn7qm)B&7m)&!"*7mA")%B(*!

FHEF94\ 4K4]409 4K6]402 4.KK<0 4K4]402 7mA""F)mBFnP&(F)i7

mre@UgfCDUCCU\HhdcXEf\\HQXTcRW@fCHRJ"j+8ksnre@UgfCDUCCU\HhdcXEf\\HQXTQHRhHRJXTDE@fWTeU#

[.t 目的蛋白的表达产量及产物纯度 %P%8
B&*!检测结果表明:C$DEF4G4和 C$DEF4G
<=CFHEF6<G4 和 CFHEF6<G<=CFHEF94G4 和

CFHEF94G<的表达产量分别约占细菌总蛋白的

65;和 42;=95;和 62;=42;和 45;:经 ’H8
’(&亲和层析法提取的目的蛋白 %P%8B&*!

后均仅见单一的蛋白条带L图 4M,
[./ $DEF4\=FHEF6<\和 FHEF94\诱导内皮
细胞分泌炎性细胞因子的作用 )F84N=)F8K和

(’O8N浓度计算公式分别为 u)F84Nv91.24w]
1.6<su)F8Kv9<.91w]6.25su(’O8Nv61<x19
w]<9x>0,4IJ和45IJ的$DEF4\=FHEF6<\
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图 ! "#$%&’(%)$%*+’和 %)$%,&’的表达产量和提取
物纯度

-./0! 12$34’’)56 578$78’96: 42839;8$73)8)4’5<
"#$%&’=%)$%*+’96:%)$%,&’

&96:>?8@4#93A43’B)8@#5C4;7C93B4)D@8’5<
>E0,=FF0+=,*0G96:*&0GHI <35# 7$85:5B6J+?

$1K*+9B)8@5788@4893D48)6’4384:<39D#468’J*96:L?

8@442$34’’4:3%)$%*+M&96:3%)$%*+M+=3%)$%,&M&96:
3%)$%,&M+=96:3"#$%&M&96:3"#$%&M+=34’$4;8)N4COJ
&G 96: &P?8@4$73)<)4: 3%)$%*+M& 96: 3%)$%*+M+=

3%)$%,&M&96:3%)$%,&M+=96:3"#$%&M&96:3"#$%&M
+QOR)SRKT9<<)6)8O;@35#985D39$@O=34’$4;8)N4CO

和 %)$%,&’均可明显促进人静脉内皮细胞株

1UVS*G,合成并分泌 W%S&X(W%SL和 KRYSXZ[
\G0GP]=且同一基因不同基因型表达产物作用
效果相似Z[̂ G0GP]_其中 W%S&X以作用 +,@
时最高=然后下降JW%SL和 KRYSX则 ,L@的作
用高于 +,@_在上述不同基因产物中=诱导细
胞 分 泌 炎 性 细 胞 因 子 活 性 强 弱 依 次 为

"#$%&’(%)$%,&’和 %)$%*+’=见表 *‘表 P_

a 讨 论

众所周知=不同国家和地区流行的问号钩
体血清群(型有明显差异b&c_业已证实=我国流
行的问号钩体血清群均有 defg&(hifg*+和

hifg,&基 因=但 有 defg&M&‘ defg&M*(
hifg*+M&和hifg*+M+(hifg,&M&‘hifg,&M*不

表 a 3"#$%&’诱导人脐静脉内皮细胞 1UVS*G,炎性细胞因子的合成和分泌

jklmna oO68@4’)’96:’4;348)565<)6<C9##9853O<9;853’5<@7#967#Q)C);9CN4)646:58@4C)9C;4CC1VUS*G,)6:7;4:

QO3"#$%&’ Zpqrs=tu*]

v357$’
I5’9D4’

ZwD]

I7398)56

Z@]

%4N4C’5<;O85A)64’Z$DM#C]
W%S&X W%SL KRYSX

3"#$%&M& &0G +, ++0P+r,0*Fxy &P0F&r+0,*xy &P+0>Gr+,0>Fxy

,L &F0,Er+0F>xy &L0&Fr,0>Lxy &LP0P,r+L0E>xy

&G0G +, +,0L,rP0PFxy &+0F,r+0**xy &FE0,&r*E0>Gxy

,L +&0P>r,0FLxy &E0E*r*0PPxy +GE0*Gr,L0P>xy
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表 } 3%)$%*+’诱导人脐静脉内皮细胞 1UVS*G,炎性细胞因子的合成和分泌
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表 ! "#$%#&’(诱导人脐静脉内皮细胞 )*+,-.&炎性细胞因子的合成和分泌
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’.Y. Z& Z\YU\G_YU&]^ ’[Y’UG-YU.]^ ’-’Y’[G--Y[[]^
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"#$%#&’RZ ’Y. Z& ’‘Y\-G&YZ-] ’ZY_&GZY__] ’’_Y_&GZ_Y‘Z]

&U ’[Y[&G-Y_&] ’UY’_G&Y‘U] ’&[Y_[G-.Y‘‘]

’.Y. Z& Z&YU&G[Y‘-] ’[Y_’G-Y&\] ’-UY-‘G--YU-]

&U ’\YU_G&Y’Z] ’‘Y.’G[Y\&] ’\’Y.&G&’Y’U]

VWX,T .Y’ Z& Z’Y’ZG_Y.‘] ’_Y&_G-Y[.] ’‘ZY\‘G_’Y.[]

&U ’_Y.’G-Y--] Z-YZ[G[Y‘’] Z-_Y-’G\ZYZ’]

ZaXb4’_&. Z& ’Y[‘G.Y&\ &Y‘‘G’Y.. [UY_ZGZ.Y-‘

&U ZY[ZG.Y__ &Y’&G’Y’[ _ZYZ&G’UY’[

cHZaXb4’_&.I]de.Y.[fcH"#$%?&’RZÎ dg.Y.[

同基因型h\i‘jklmno’R’和 lmno’RZpqrno-ZR’
和 qrno-ZRZpqrno&’R’和 qrno&’RZ几乎涵盖了
我国所有人群中流行的问号钩体血清群I主要
在由动物携带的爪哇p拜伦p塔拉索夫p明尼群
含有 lmno’R-基因型Iqrno&’R-基因型仅见于
明 尼 群 中k因 此I我 们 选 择 "s@%#’R’和

s@%#’RZp#$%#-ZR’和 "#$%#-ZRZp#$%#&’R’
和 "#$%#&’RZ进行实验研究k
实验结果显示I我们以往构建的 lmno’R’

和 lmno’RZpqrno-ZR’和 qrno-ZRZpqrno&’R’
和 qrno&’RZ基因型原核表达系统能有效地表
达 目 的 重 组 蛋 白 "s@%#’R’和 s@%#’RZp
#$%#-ZR’ 和 "#$%#-ZRZp #$%#&’R’ 和

"#$%#&’RZI其产量分别约占细菌总蛋白的

-.a和 ’[ap&.a和 -[ap’[a和 ’.ak所建
立的 W$,WVt亲和层析法可快速获得高纯度
的上述目的重组蛋白k

uv+,w类分子在启动特异性免疫应答中
起重要作用I但因其等位基因众多I是导致不同
个体之间特异性免疫力及对传染病易感性差异

的主要遗传学原因kuv+,w等位基因结合肽
和 b细胞表位研究将在免疫反应机制p疫苗研
制中起重要作用I因而是近年国际上免疫学研
究热点之一h’’jk采用现代计算机抗原表位预测
系统I有助于快速p直观地确定可能的关键性抗

原肽I在国外已成为抗原研究的常用生物信息
学手段h’ZI’-jk我们的分析结果显示I尽管我国
流行的问号钩体血清群中存在 lmno’pqrno-Z
和 qrno&’不同基因型I但所表达的 s@%#’(p
#$%#-Z(和 #$%#&’(分别有 ZpZ和 ’个相同的
主要 uv+,w等位基因结合肽和 b细胞表位f
s@%#’RZ则另有 ’个主要 uv+,w等位基因
结合肽和 b细胞表位D[‘x\ULI可能与 lmno’
基因型之间的核苷酸和氨基酸序列差异明显大

于 qrno-Z和 qrno&’基因型有关k上述结果为
今后问号钩体属特异性抗原的免疫机制和分枝

肽疫苗研究奠定了良好的基础k
病原微生物代谢产物对人非吞噬性细胞直

接致炎作用是近年细菌致病机制研究的热点之

一h’&I’[jk众所周知IS#,’T和 VWX,T是具有代
表性的炎性细胞因子IS#,U则是中性粒细胞最
为有效的趋化因子k目前已知I炎症反应初期可
出现一过性中性粒细胞微静脉内皮细胞的黏

附I此过程对增高微血管内皮通透性p中性粒细
胞穿越内皮移行至感染部位至关重要k此外I微
静脉内皮细胞还可分泌炎性细胞因子I因而静
脉内皮细胞是最为常用的致炎因子效应细胞k
我们的实验结果表明I’和 ’.PO的 s@%#’(p
#$%#-Z(和 #$%#&’(均可明显促进人静脉内皮
细胞株 )*+,-.&合成并分泌 S#,’TpS#,U和

y-’y第 ’期 徐丽慧I等Y问号钩端螺旋体主要外膜蛋白免疫功能表位及其致炎作用的研究

 



!"#$%&’()*)+,-同一基因不同基因型表达
产物致炎效果相近&’.)*)+,/其中 01$2%以
作用早期&345,时最高-然后下降/01$6和

!"#$%则作用时间长的高于时间短的 7因此-
问号钩体 89:;2<=>:;?3和 =>:;42基因的表达
产物对 @AB$?)4细胞有直接的致炎作用-与问
号钩体感染时诱导细胞分泌炎性因子<中性粒
细胞趋化等炎症反应密切相关7
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H(̂\F ;̂aGbG8JA B\>aF\‘aF9=\G(\̂ KcL*3 de

feghgid*"f% 6im:JBijeNvmgdy+tmkim1tkimthimw

-mfxx-2o6o*

K22L R10A@B-B1M0P!-6MP?RRO--fhtj*-mihfnhgid

iz&gnfzmi& ymilv M xhmfvhininntjgdzfnhgid kw

gdhmtdtxtjg&&ldg7thgid%gh5tvfvhgef$tnngdfh5th

nidhtgdxtnidxfm$fec vmihfgd1w&v5inwhfQfvghivfx

tdejtn:t!nfjjtlhifvghivfKsL*C\HHbGD-3))3-3)

&32$33,J362)*363+*

K23L N0"r++-PMr+MAMr-N*-mivmfeJ-mfegnhgidiz

+1M$OPkgdegdyxghfxKsL*/babGEaF3\‘bHI-3))2-20

&23,J23?)*23?0*

K2?L M1$M!!06M+P-cqN!M#MMN*Bi&vlhfm$txxgxhfe

vmfegnhgid iz +1M$OP kgdegdy tde f1vfmg&fdhtj

tdtjwxgxzim5l&tdvmi&gxnlilx!52$nfjjvfvhgefxgd

h5f 34 :Ot xfnmfhfe jgvivmihfgd &1vvp, iz

DEF8G!F|{~>H9 |HG{~FH=8}>}KsL*IH\G].233(Gâ-
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