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　　摘要：为研究林麝源肺炎克雷伯氏菌新ＬｙｓＲ家族转录因子ｋｐ０５３７２的功能，采用ＰＣＲ方法扩增林麝源肺炎克雷
伯氏菌新ＬｙｓＲ家族转录因子ｋｐ０５３７２基因，连接Ｔ载体进行克隆，双酶切后连接表达载体 ｐＥＴ－３２（ａ），构建重组表
达质粒，并转入大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞，然后对其最佳表达时间、温度、ＩＰＴＧ浓度进行筛选，利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ与
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定重组蛋白，得到约５３．２ｋｕ的融合蛋白，与预期大小一致。本研究成功构建 ｋｐ０５３７２基因表达载体，
并筛选出最佳表达条件，为进一步研究该蛋白结构功能奠定了基础。
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　　林麝（Ｍｏｓｃｈｕｓｂｅｒｅｚｏｖｉｓｋｉｉ）为《濒危野生动植物
种国际贸易公约》附录Ⅱ和国家一级保护动物，其
雄性分泌的麝香为名贵的中药材和高级动物香料，

具有重要的社会价值和经济价值。人工养殖是林

麝资源保护的主要对策之一，我国从１９５８年开始人
工养殖林麝，历经半个多世纪，发展仍较缓慢。影

响林麝人工养殖的一个重要原因是林麝化脓性肺

炎疾病的发病率和死亡率高［１］。林麝患化脓性肺

炎后前期一般不易发现，发现时已经处于较严重阶

段，基本上无救治希望［２］。引起圈养林麝化脓性肺

炎的病原菌种类繁多，包括大肠杆菌、沙门氏菌、肺

炎链球菌、巴氏杆菌、绿脓杆菌、金黄色葡萄球菌和

肺炎克雷伯氏菌等多种病原［３－４］。

肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）属于肠
杆菌科克雷伯菌属。自 Ｆｒｉｅｄｉａｎｄｅｒ（１８８２年）首次
从病人的肺组织中分离得到该菌后，在大熊猫、疣

猴、金丝猴和林麝等多种珍稀动物体内均分离得到

该菌［５－８］。该菌为条件性致病菌，在机体免疫力下

降或长期使用抗生素导致菌群失调时，可引起人或

动物感染肺炎、脑膜炎、肝脓肿、肠炎、腹膜炎等多

种疾病［９］。在肺炎克雷伯氏菌基因组中分布着大

量转录调节因子，其中ＬｙｓＲ家族转录因子是最大的
调节蛋白家族［１０］，其调控的目的基因参与了细菌的

毒力、新陈代谢、运动性、抗氧化、黏附和分泌等［１１］。

前期研究中，课题组在患化脓性肺炎和腹泻林麝的

肠道中分离出１株肺炎克雷伯氏菌，该菌株对小鼠
具有强致病性，全基因组测序分析发现，该菌株基

因组序列中有１段序列大小为９０９ｂｐ的编码序列
（登录号：ＫＸ０２６６５９），命名 ｋｐ０５３７２，通过生物信息
学方法分析发现，该基因为１个新的ＬｙｓＲ家族转录
因子，可能具有ＬｙｓＲ家族转录因子相似的功能［１２］。

因此，本研究拟通过对该基因进行原核表达，以期

为该基因的功能研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验菌株与质粒
林麝源肺炎克雷伯氏菌菌株由笔者所在实验

室保存；感受态大肠杆菌ＤＨ５α和 ＢＬ２（ＤＥ３），购自
天根生化科技有限公司；克隆载体 ｐＭＤ１９－Ｔ
ｓａｍｐｌｅ载体，购自大连 ＴａＫａＲａ公司；表达载体
ｐＥＴ－３２ａ（＋）为笔者所在实验室保存。
１．２　主要试剂

细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒及 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
（ＤＬ２０００）、ＤＮＡ纯化回收试剂盒、质粒抽提试剂
盒、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶试剂盒、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ试剂盒；
限制性内切酶 ＫｐｎⅠ、ＥｃｏＲⅠ、Ｄ２０００ｐｌｕｓＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒ、Ｔｒａｎｓ２ＫｐｌｕｓⅡＤＮＡＭａｒｋｅｒ、蛋白质Ｍａｒｋｅｒ、
ＤＮＡＴ４连接酶、ＰＶＤＦ膜、考马斯亮蓝 Ｒ２５０、ＩＰＴＧ
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和２×ＳＤＳ凝胶上样缓冲液、抗 Ｈｉｓ标签单克隆抗
体、二抗（兔抗鼠）等。

１．３　ｐＭＤ１９－Ｔ／ｋｐ０５３７２重组克隆载体构建与
鉴定

运用Ｐｒｉｍｅｒ５．０和Ｏｌｉｇｏ６．０设计扩增ｋｐ０５３７２
基因的特异性引物（Ｐ１：５′－ＧＧＴＡＣＣＡＴＧＡＡＣＧＧＧＡ
ＴＣＡＧＴＴＴＣＡＡＣＣ－３′，下划线碱基为 ＫｐｎⅠ酶切位
点；Ｐ２：５′－ＧＡＡＴＴＣＴＴＡＧＣＴＧＣＧＡＣＧＣＴＣＣＴＧ－３′，
下划线碱基为 ＥｃｏＲⅠ酶切位点）。以 ＧＰＫＰ菌株
ＤＮＡ为模板，进行 ｋｐ０５３７２基因的 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ
反应体系为：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，
１０ｍｍｏｌ／ＬＰ１引物 １．０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬＰ２引物
１．０μＬ，ＤＮＡ模板 １０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。ＰＣＲ反
应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６３℃
退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。将扩增产物进行电泳、胶回收和
测序，测序结果与目标序列进行比对、验证，然后利

用Ｔ４连接酶将其与 ｐＭＤ１９－Ｔ载体 １６℃连接过
夜，将连接产物转化至Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞中，
然后取 １００μＬ涂于含 ０．１ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素
（Ａｍｐ）的ＬＢ培养基上，３７℃恒温培养１６ｈ后，挑
取单菌落分别接种于 ＬＢ液体培养基中，３７℃恒温
振荡１６ｈ。随后分别提取质粒，以 Ｐ１、Ｐ２为引物，
进行ＰＣＲ和用ＫｐｎⅠ、ＥｃｏＲⅠ单、双酶切验证。
１．４　ｐＥＴ－３２ａ（＋）／ｋｐ０５３７２重组表达质粒构建与
鉴定

利用 ＫｐｎⅠ和 ＥｃｏＲⅠ酶对重组克隆质粒
ｐＭＤ１９－Ｔ／ｋｐ０５３７２和表达质粒 ｐＥＴ－３２ａ（＋）双
酶切。ｐＭＤ１９－Ｔ／ｋｐ０５３７２质粒 ３７℃酶切 ２ｈ，
ｐＥＴ－３２ａ（＋）质粒３７℃酶切１２ｈ，电泳分离酶切
产物，然后胶回收目的片段，１６℃连接过夜。连接
反应体系如下：目的片段５．０μＬ；ｐＥＴ－３２ａ（＋）片
段 １．０μＬ；Ｔ４ Ｌｉｇａｓｅ０．５μＬ；Ｔ４ ＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ
１．０μＬ；Ｈ２Ｏ２．５μＬ。最后将连接产物转入感受态
细胞Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，涂布于含０．１ｍｇ／ｍＬＡｍｐ的ＬＢ
固体培养基，于３７℃培养箱中培养１２ｈ，分别挑取
阳性克隆菌株，提取质粒进行 ＰＣＲ和 ＫｐｎⅠ、
ＥｃｏＲⅠ单、双酶切验证，对鉴定正确的重组表达质
粒送公司进行测序。

１．５　重组蛋白的诱导表达及条件优化
将 ｐＥＴ－３２ａ（＋）／ｋｐ０５３７２重组质粒阳性 Ｅ．

ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）接种于含０．１ｍｇ／ｍＬＡｍｐ的ＬＢ液
体培养基中，３７℃温度振荡培养至Ｄ６００ｎｍ约为０．６，

分别加入ＩＰＴＧ至终浓度为０．０、０．２、０．４、０．６、０．８、
１．０、１．２、１．４ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导培养 ４ｈ，各取菌液
１ｍＬ。同时，取部分 ＩＰＴＧ浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ菌液
离心，收集上清，用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值 ＝８．０）洗涤沉
淀，超声波裂解菌体，离心，收集沉淀。同时，在

ＩＰＴＧ浓度０．６ｍｍｏｌ／Ｌ组设置２８、３０、３７℃温度梯
度及１、２、３、４、５、６、７、８、９ｈ的诱导时间梯度。最
后，分别在０．６ｍｍｏｌ／Ｌ菌液上清、裂解上清、裂解沉
淀、不同ＩＰＴＧ浓度菌液、不同诱导时间菌液、不同
温度梯度菌液沉淀样品中，加入 ２５μＬＰＢＳ和
２５μＬ２×ＳＤＳ凝胶上样缓冲液，混匀后沸水煮
５ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，取１０μＬ上层液体
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，经考马斯亮蓝Ｒ２５０染色后脱色，
利用凝胶成像系统分析目的蛋白的表达情况。同

时，设置诱导的空载体 ｐＥＴ－３２ａ（＋）ＢＬ２１（ＤＥ３）
转化菌作为对照。

１．６　重组蛋白免疫印迹分析
重组蛋白经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，蛋白转印至 ＰＶＤＦ膜

上，ＴＢＳＴ重复洗膜３次，５ｍｉｎ／次；然后４℃ ５％脱
脂奶粉封闭过夜，加入抗Ｈｉｓ标签单克隆抗体３７℃
孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ重复洗膜 ３次，５ｍｉｎ／次；加入
１∶４０００倍稀释后的兔抗小鼠 ＩｇＧ／ＨＲＰ３７℃孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ重复洗膜３次，５ｍｉｎ／次；最后用 ＥＣＬ显
色分析。

２　结果与分析

２．１　ｐＭＤ１９－Ｔ／ｋｐ０５３７２重组克隆质粒构建
采用 ＰＣＲ和单、双酶切对重组克隆质粒

ｐＭＤ１９－Ｔ／ｋｐ０５３７２进行验证，胶回收目的片段并
进行测序，测序结果（图１和图２）分析表明扩增的
基因片段序列及读码框正确，扩增片段长度为

９２１ｂｐ。
２．２　ｐＥＴ－３２ａ（＋）／ｋｐ０５３７２重组表达载体构建

采用ＰＣＲ和单、双酶切对重组表达质粒 ｐＥＴ－
３２ａ（＋）／ｋｐ０５３７２进行验证，由图３和图４可知，鉴
定结果与理论结果相符，表明目的基因片段已成功

连上表达质粒。

２．３　重组菌最优表达条件的优化
重组阳性菌在不同温度（２８、３０、３７℃），不同

ＩＰＴＧ浓度 （０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２、
１．４ｍｍｏｌ／Ｌ），不同时间（１、２、３、４、５、６、７、８、９ｈ）诱
导后，收集菌体和上清。将菌体超声波裂解，收集上

清和沉淀，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，结果见图５、图６和图
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７，重组质粒在 ３７℃、０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、诱导表达
６ｈ的重组蛋白表达量最高，大小约为５３．２ｋｕ。

２．４　重组蛋白免疫印迹分析
将抗组氨酸标签单克隆抗体作为一抗，ＨＲＰ偶

联ＩｇＧ作为二抗，用增强型化学荧光（ＥＣＬ）试剂作
为底物显色液，免疫印迹分析结果见图８。
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３　讨论

自人工养殖林麝以来，林麝的驯化期还较短，

仍然保持警觉胆怯、易受惊和不易近人等野性。林

麝患细菌性肺炎后一般不易发现，发现患病时已经

处于较严重阶段，基本上无救治希望，以死亡而告

终［２］。目前，对林麝细菌性肺炎的研究仍处于初始

阶段，主要是集中在血液生理生化指标测定、病原

分离鉴定、病理组织学观察及病原菌小鼠体内感染

模型的构建上［１３－１５］，尚未有林麝化脓性肺炎发病机

理研究。ＬｙｓＲ家族转录因子在原核生物中参与了
多种功能的调节，在细菌特定功能中扮演着重要角

色［１６］。对林麝源肺炎克雷伯氏菌新转录因子进行

表达，对后期研究其参与的调控机制具有重要作

用，可为探究肺炎克雷伯氏菌介导的林麝化脓性肺

炎的发病机理奠定基础。

在蛋白的表达过程中，随温度、ＩＰＴＧ浓度、时间
等诱导条件的改变，重组蛋白的表达量也发生改

变。目标蛋白在３７℃时表达量最高，ＩＰＴＧ浓度为
０．６ｍｍｏｌ／Ｌ时，目的蛋白表达量最高，诱导时间为
１～９ｈ时，ＫＰ０５３７２蛋白的表达量都比较高，当诱
导时间为６ｈ时，目的蛋白的表达量达到最高，这说
明目的蛋白最佳诱导时间为６ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ结果
表明，目的蛋白可与 Ｈｉｓ标签的单抗发生特异性结
合，说明重组菌可正确地表达。本研究成功构建了

肺炎克雷伯氏菌 ＧＰＫＰ菌株 ＬｙｓＲ家族转录因子原
核表达载体，且在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中成功表达
出目的蛋白，为进一步研究该蛋白的结构和功能奠

定了基础。
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