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沙眼衣原体Ｔ３ＳＳ效应蛋白ＣＴ６２２的表达与多克隆抗体

制备以及对ＨｅＬａ细胞增殖的影响
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【摘要】　目的　原核表达沙眼衣原体（犆犺犾犪犿狔犱犻犪狋狉犪犮犺狅犿犪狋犻狊，Ｃｔ）ＣＴ６２２蛋白，制备ＣＴ６２２多克隆抗体，初步探讨

ＣＴ６２２蛋白对 ＨｅＬａ细胞增殖的影响，为进一步阐明ＣＴ６２２蛋白在沙眼衣原体致病中的作用提供实验依据。　方法　

以ＣｔＤ型基因组为模板构建原核表达重组载体ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２；重组载体经ＩＰＴＧ诱导表达，ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ

４Ｂｂｅａｄｓ纯化ＧＳＴＣＴ６２２融合蛋白，ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎＰｒｏｔｅａｓｅ酶切除ＧＳＴ标签后获取纯化的ＣＴ６２２蛋白；将纯化的ＣＴ６２２

蛋白去内毒素处理后，经皮下免疫新西兰兔获取抗ＣＴ６２２抗体，采用抗原亲和纯化层析柱进行抗体纯化，ＢＣＡ测定抗体

浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定多克隆抗体纯度，ＥＬＩＳＡ检测抗体效价；用不同浓度的ＣＴ６２２蛋白处理 ＨｅＬａ细胞２４ｈ，ＣＣＫ８

细胞活性检测试剂盒检测细胞存活率（％）。　结果　成功表达并纯化了ＣＴ６２２蛋白，该蛋白最佳表达条件为ＩＰＴＧ终

浓度０．８ｍｏｌ／Ｌ，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下诱导４ｈ。制备兔源性抗ＣＴ６２２多克隆抗体，纯化后抗ＣＴ６２２抗体浓度为０．７５

ｍｇ／ｍｌ，纯度＞７０％，ＥＬＩＳＡ检测免疫兔血清抗体效价为１∶５１２０００左右；经１～１５μｇ／ｍｌ浓度梯度的ＣＴ６２２蛋白处理

ＨｅＬａ细胞后，其细胞存活率高于对照组。　结论　成功表达、纯化了沙眼衣原体ＣＴ６２２蛋白，制备了高效价兔源性抗

ＣＴ６２２抗体。在一定浓度范围内，ＣＴ６２２蛋白能促进 ＨｅＬａ细胞的增殖。
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　　沙眼衣原体（犆犺犾犪犿狔犱犻犪狋狉犪犮犺狅犿犪狋犻狊，Ｃｔ）是一种

专性细胞内寄生革兰阴性病原体，感染后会导致失明

和泌尿生殖道疾病，严重危害人类生命健康。Ｃｔ是导

致性传播感染疾病常见病原体［１］，全球每年有超过

１．３亿人被感染
［２］。尽管患者常表现为不典型症状，

但生殖道衣原体感染是导致盆腔炎、输卵管因素不孕

和异位妊娠的主要原因［３］。同时，Ｃｔ的感染也会促进

ＨＩＶ的传播，并与宫颈癌的发病密切相关
［４］。然而，

Ｃｔ的致病机制目前尚不完全清楚，因此研究Ｃｔ的致

病机制，阐明其相关毒力因子的致病性，研发防治Ｃｔ

新型疫苗与靶点药物，对预防和控制Ｃｔ感染性疾病具

有十分重要的意义。

Ｃｔ作为严格的胞内寄生病原体，在其整个生长发

育过程中，需完全依赖于宿主细胞的营养物质。目前，

Ｃｔ已进化出逃避宿主免疫系统攻击的机制，并可在宿

主上皮细胞内持续感染［３］。研究表明，Ｃｔ通过分泌一

些效应蛋白与宿主细胞相互作用，进而改变宿主细胞

生物学行为，以完成在宿主细胞包涵体内的正常生长

发育［５］。在整个感染周期，Ｃｔ使用ＩＩＩ型分泌系统

（ＴｙｐｅＩＩＩＳｅｃｒｅｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）将其效应蛋白转

运至宿主细胞胞浆及包涵体膜上或包涵体腔隙［６７］，进

而操控宿主细胞信号通路，逃避宿主免疫防御，获取胞

内营养物质，建立适于生存的亚细胞环境，完成自身生

长发育［５，８，９］。研究表明，ＣＴ６２２蛋白是一种Ｔ３ＳＳ分

泌性效应蛋白，且在Ｃｔ生长周期及致病过程中起重要

作用［１０１１］。目前，对于Ｔ３ＳＳ效应蛋白ＣＴ６２２蛋白在

Ｃｔ致病过程中扮演的角色尚有待进一步阐明。

本研究采用基因工程技术构建ＣＴ６２２原核表达

载体，纯化 ＣＴ６２２蛋白并获取其多克隆抗体；运用

ＣＣＫ８分析ＣＴ６２２蛋白对宿主细胞增殖的影响，初步

探讨ＣｔＴ３ＳＳ效应蛋白ＣＴ６２２的功能，为进一步阐明

ＣＴ６２２在Ｃｔ致病机制中的作用提供实验依据。

材料与方法

１　材料

１．１　细胞与质粒　ｐＧＥＸ６ｐ１原核表达载体为南华

大学衡阳医学院病原生物学研究所保存；ＨｅＬａ２９９细

胞株购自中科院上海细胞库。

１．２　主要试剂　Ｔ４ＤＮＡ连接酶和限制性内切酶购

自日本ＴａＫａＲａ公司；ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎＰｒｏｔｅａｓｅ和Ｇｌｕｔａ

ｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ试剂盒购于美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ

公司；ＥｎｄｏｔｏｘｉｎＲｅｍｏｖａｌＫｉｔ内毒素去除试剂盒购于

上海翊圣生物科技有限公司；ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ购于美

国Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＩＰＴＧ和弗氏佐剂购于美国Ｓｉｇｍａ

公司；ＲＩＰＡ细胞裂解液和ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒

购于康为世纪公司；ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒

（１２．５％）购于上海雅酶生物医药科技公司；羊抗兔

ＨＲＰ二抗购于美国ＣＳＴ公司；ＥＣＬ蛋白印迹法检测

试剂盒购于美国Ｐｉｅｒｃｅ公司；其他试剂均为国产分析

纯。

２　方法

２．１　ＣＴ６２２蛋白的基因克隆及载体构建　从 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｐｕｂｍｅｄ／）查询ＣＴ６２２基因序列，该基因的 ＧｅｎＢａｎｋ

序列号为 ＮＣ＿０００１１７．１。分别选择ＢａｍＨＩ和 ＮｏｔＩ

为上游和下游引物的酶切位点，并加上保护性碱基，

ＣＴ６２２引物序列如下：

ＣＴ６２２Ｆ：５＇ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＡＴＣＡＧ

ＧＡＣＣＡＧＡＡＴＣＡ３＇（下划线部分为犅犪犿ＨＩ酶切位

点）；ＣＴ６２２Ｒ：５＇ＡＡＡＧＧＡＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡ

ＡＧＡＡＡＧＡＴＡＡＣＣＡＧＡＧＡＡＴＡ３＇（下划线部分为

犖狅狋Ｉ酶切位点）。

以ＣｔＤ型基因组为模板，以ＣＴ６２２特异性引物

ＰＣＲ 扩增 ＣＴ６２２ 基因，构建原核表达重组载体

ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２；ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２重组载体经

ＰＣＲ、双酶切后转化至ＢＬ２１犈．犮狅犾犻进行ＰＣＲ和测序

鉴定。

２．２　ＣＴ６２２蛋白的原核表达　取ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２

重组菌接种至含有 Ａｍｐ抗性的ＬＢ固体培养基，３７

℃恒温培养箱培养过夜；挑取单个阳性菌落，接种至含

有Ａｍｐ抗性的ＬＢ液体培养基，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ水

浴摇床振荡培养过夜；分别设置不同温度和不同

ＩＰＴＧ诱导浓度，按１∶１００（ｖｏｌ／ｖｏｌ）的比例扩大培养，

４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径９．５４ｃｍ）离心２０ｍｉｎ，收

集沉淀备检。
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２．３　ＣＴ６２２蛋白的纯化与鉴定　取上述重组菌沉淀

超声破碎后离心收集上清，加入５００μｌＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
ＴＭ
４ＢＢｅａｄｓ，充分摇匀，置于４℃孵育过夜；

４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８．３１ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，弃

上清，在沉淀中加入预冷ＰＢＳ洗涤６次；ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳鉴定ＣＴ６２２蛋白纯度。

２．４　ＧＳＴＣＴ６２２融合蛋白ＧＳＴ标签的切除　在上

述沉淀中加入２ｍｌ含 ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎＰｒｏｔｅａｓｅ（酶）的

ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎｃｌｅａｖａｇｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），充分混匀，４℃

孵育１７ｈ；４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８．３１ｃｍ）离心

１０ｍｉｎ，收集上清至灭菌的ＥＰ管，并留取沉淀，在沉

淀中加入２００μｌＰＢＳ，充分混匀再离心１０ｍｉｎ，收集

上清。重复３次。将以上收集的上清液混合即为纯化

蛋白。

２．５　目的蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　取上述纯化的

ＣＴ６２２蛋白，进行１２．５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜后用

５％（ｍ／ｖ）脱脂牛奶室温下封闭２ｈ，以兔源性抗

ＣＴ６２２蛋白抗体（１∶４００）为一抗，ＨＲＰ标记的抗兔

ＩｇＧ（１∶２０００）为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。

２．５　ＣＴ６２２蛋白对 ＨｅＬａ细胞增殖的影响　将生长

状态良好的 ＨｅＬａ细胞接种于细胞培养板中，置于含

５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养，当细胞融合度为７０％

～８０％时，分别用不同浓度的ＣＴ６２２蛋白处理 ＨｅＬａ

细胞２４ｈ，用ＣＣＫ８试剂盒检测经ＣＴ６２２蛋白处理

后的细胞存活率（％）。

２．７　ＣＴ６２２蛋白多克隆抗体的制备　将纯化的

ＣＴ６２２蛋白作去内毒素处理，ＢＣＡ法测定浓度与弗氏

完全佐剂超声乳化，皮下免疫新西兰兔（体重２～２．５

ｋｇ），４００μｇ／次。２～３周免疫１次，共免疫３次。末

次免疫７ｄ后采血，采用间接ＥＬＩＳＡ检测抗血清针对

ＣＴ６２２蛋白的效价，待效价＞１∶５００００后采血，制备

抗血清。将ＣＴ６２２蛋白与琼脂糖介质偶联制备成抗

原亲和纯化层析柱，将制备的抗血清与ＰＢＳ等量混合

后缓慢上样，待抗体结合后用甘氨酸洗脱缓冲液洗脱，

得到纯化抗体。纯化抗体在ＰＢＳ中４℃透析过夜，

ＢＣＡ测定抗体蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定抗体纯

度。

２．８　ＣＴ６２２蛋白多克隆抗体效价测定　用ＰＢＳ包被

液将ＣＴ６２２蛋白抗原稀释成需要的浓度，混匀后加入

ＥＬＩＳＡ板条中，每孔１００μｌ，４℃冰箱过夜，洗板３次；

每孔加入２００μｌ封闭液，３７℃恒温箱１ｈ，洗板１次；

将免疫兔血清按１∶５００作为起始稀释浓度，并做２倍

倍比稀释，每孔加入１００μｌ，３７℃恒温箱１ｈ，洗板３

次；每孔中加入１００μｌ山羊抗兔ＨＲＰ（１∶５００００），３７

℃恒温箱１ｈ，洗板４次；每孔加入１００μｌＴＭＢ显色

液，３７℃避光孵育１５ｍｉｎ；每孔加入１００μｌ终止液终

止反应。即刻在酶标仪上读取Ａ４５０ 值，将Ａ４５０ 值大于

设定的阴性对照 Ａ４５０ 值的２．１倍的孔对应的稀释度

定为免疫兔血清的抗体效价。

２．９　数据处理与统计学分析　采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．

６．２软件进行灰度值分析，采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进

行数据分析，犘＜０．０５为差异具有统计学意义。采用

软件ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８制作统计图。

结　果

１　沙眼衣原体犆犜６２２蛋白基因的克隆与载体构建

１．１　犮狋６２２目的基因的ＰＣＲ扩增　以ＣｔＤ型基因组

为模板，以犮狋６２２特异性引物ＰＣＲ扩增犮狋６２２基因，扩

增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳分析，大小约为２０００

ｂｐ，与预期片段大小相符（图１）。

Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　Ｃｏｎｔｒｏｌ　２　犮狋６２２基因ＰＣＲ产物

图１　犮狋６２２基因犘犆犚扩增产物１．５％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　Ｃｏｎｔｒｏｌ　２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犮狋６２２ｇｅｎｅ

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犮狋６２２犵犲狀犲犪狀犪犾狔狊犲犱犫狔犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾

１．２　ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２重组载体双酶切鉴定　取重

组转化菌ＢＬ２１，接种于３ｍｌＬＢ（Ａｍｐ
＋）固体培养基

中扩大培养。提取ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２重组质粒，将

重组质粒经犅犪犿ＨＩ与犖狅狋Ｉ双酶切后进行１．５％琼

脂糖凝胶电泳，得到５０００ｂｐ和２０００ｂｐ的酶切片段

（图２），与预期的片段大小相符，重组质粒转化成功。

Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２双酶切

图２　狆犌犈犡６狆１／犆犜６２２重组载体双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ

犉犻犵．２　犜犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狅犳狆犌犈犡６狆１／犆犜６２２狑犪狊

犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犲犱犫狔狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犱犻犵犲狊狋犻狅狀
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１．３　ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２原核表达载体的ＰＣＲ鉴定

以重组菌液为模板，以犮狋６２２Ｆ和犮狋６２２Ｒ为特异性

引物进行ＰＣＲ扩增，扩增产物进行１．５％琼脂糖凝胶

电泳分析，大小为２０００ｂｐ（图３），与预期大小（１９４４

ｂｐ）相符，表明质粒转化成功。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物　１～３　ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２原核表达载体ＰＣＲ

扩增产物

图３　狆犌犈犡６狆１／犆犜６２２原核表达载体菌液犘犆犚鉴定

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＧＥＸ６ｐ

１／ＣＴ６２２ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

犉犻犵．３　犜犺犲狆狉狅犽犪狉狔狅狋犻犮犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狏犲犮狋狅狉狅犳狆犌犈犡６狆１／犆犜６２２

狑犪狊犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犲犱犫狔犘犆犚

１．４　ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２重组质粒测序鉴定　提取重

组菌质粒后测序，将测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中的犮狋６２２

基因序列进行ＢＬＡＳＴ比对，结果吻合（图４），重组质

粒构建正确。

图４　狆犌犈犡６狆１／犆犜６２２重组质粒测序鉴定及犅犾犪狊狋比对分析

犉犻犵．４　犃犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳狆犌犈犡６犘１／犆犜６２２狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱

狋狅狋犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲犳狉狅犿狋犺犲犌犲狀犅犪狀犽

２　犆犜６２２蛋白的原核表达、纯化与鉴定

２．１　ＧＳＴＣＴ６２２融合蛋白的原核表达　将ｐＧＥＸ

６ｐ１／ＣＴ６２２转化ＢＬ２１菌经不同温度和不同ＩＰＴＧ

浓度（０．０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导表达

后，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测目的蛋白的表达，结果见图

５。表达产物分子质量单位约为１００ｋｕ，与目的蛋白

理论大小一致。其中在终浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ 的

ＩＰＴＧ，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ诱导４ｈ时ＧＳＴＣＴ６２２融合

蛋白表达较明显。

　　Ａ　Ｍ蛋白分子质量标准　１～６　２５℃条件下不同浓度ＩＰＴＧ诱

导４ｈ　７～９　３０℃条件下不同浓度ＩＰＴＧ诱导４ｈ　Ｂ　Ｍ Ｍａｒｋｅｒ　

１～３　３０℃条件下不同浓度的ＩＰＴＧ诱导４ｈ　４～９　３７℃条件下不

同浓度ＩＰＴＧ诱导４ｈ

图５　不同条件诱导犌犛犜犆犜６２２融合蛋白的原核表达

Ａ　Ｍ Ｍａｒｋｅｒ　１６　ＩｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＰＴＧ

ｆｏｒ４ｈｏｕｒｓａｔ２５ ℃；　７９　Ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ＩＰＴＧｆｏｒ４ｈｏｕｒｓａｔ３０℃　Ｂ　Ｍ Ｍａｒｋｅｒ　１３　Ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＰＴＧｆｏｒ４ｈｏｕｒｓａｔ３０℃　４９　Ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＰＴＧｆｏｒ４ｈｏｕｒｓａｔ３７℃

犉犻犵．５　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犌犛犜犆犜６２２犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

２．２　ＧＳＴＣＴ６２２融合蛋白的纯化　ＩＰＴＧ诱导４ｈ

的重组菌超声破碎上清经 ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ
ＴＭ

４ＢＢｅａｄｓ纯化后，取树脂沉淀作ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴

定，结果如图６。ｐＧＥＸ６ｐ１空载体组在２５ｋｕ处有

一明显条带，ｐＧＥＸ６ｐ１／ＣＴ６２２重组菌组在１００ｋｕ

处有一明显条带，与预期大小一致。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　ｐＧＥＸ６ｐ１空载体组　２　ｐＧＥＸ６ｐ

１／ＣＴ６２２重组菌组

图６　犛犇犛犘犃犌犈分析犌犛犜犆犜６２２融合蛋白

Ｍ　Ｍａｒｋｅｒ　１　ｐＧＥＸ６ｐ１ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ　２　ｐＧＥＸ６ｐ

１／ＣＴ６２２ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｇｒｏｕｐ

犉犻犵．６　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犌犛犜犆犜６２２狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀

狑犪狊犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犲犱犫狔犛犇犛犘犃犌犈

２．３　ＧＳＴＣＴ６２２融合蛋白ＧＳＴ标签的切除　在上

述树脂沉淀中加入含ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎＰｒｏｔｅａｓｅ酶的ＰｒｅＳ

ｃｉｓｓｉｏｎｃｌｅａｖａｇｅｂｕｆｆｅｒ，充分混匀，离心收集上清进行

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，在７０ｋｕ处有一明显条带（图

７），与预期大小（６９ｋｕ）相符。
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Ｍ　蛋白分子质量标准　１、２　纯化后ＣＴ６２２蛋白

图７　犛犇犛犘犃犌犈电泳分析切割犌犛犜标签后的犆犜６２２蛋白

Ｍ　Ｍａｒｋｅｒ　１，２　ＣＴ６２２ｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

犉犻犵．７　犜犺犲犆犜６２２狆狉狅狋犲犻狀犪犳狋犲狉犮狌狋狋犻狀犵狋犺犲犌犛犜狋犪犵狑犪狊犪狀犪犾狔狕犲犱

犫狔犛犇犛犘犃犌犈

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定ＣＴ６２２蛋白　取上述 ＧＳＴ

ＣＴ６２２融合蛋白和纯化的ＣＴ６２２蛋白，以兔源性抗

ＣＴ６２２蛋白抗体为一抗，ＨＲＰ标记的抗鼠和抗兔ＩｇＧ

为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果见图８。在相应的位置

处出现抗原抗体反应条带，即纯化的ＣＴ６２２能被兔源

抗ＣＴ６２２抗体识别。

　　Ａ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＳＴＣＴ６２２融合蛋白　Ｂ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测切割ＧＳＴ标签后的ＣＴ６２２蛋白

图８　纯化后的犆犜６２２蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

Ａ　ＧＳＴＣＴ６２２ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　Ｂ　

ＴｈｅＣＴ６２２ｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｃｕｔｔｉｎｇｔｈｅＧＳＴｔａｇｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ

犉犻犵．８　犜犺犲狆狌狉犻犳犻犲犱犆犜６２２狆狉狅狋犲犻狀狑犪狊犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

３　犆犜６２２蛋白对犎犲犔犪细胞增殖的影响

用不同浓度的ＣＴ６２２蛋白处理 ＨｅＬａ细胞２４ｈ

后，采用ＣＣＫ８细胞活性检测试剂盒检测经ＣＴ６２２

蛋白刺激后的细胞存活率（％）。结果如图９，经１～１５

μｇ／ｍｌ浓度梯度的ＣＴ６２２蛋白刺激 ＨｅＬａ细胞２４ｈ

后，ＨｅＬａ细胞存活率高于ＰＢＳ对照组。

４　犆犜６２２蛋白多克隆抗体的制备、鉴定与效价检测

４．１　ＣＴ６２２蛋白多克隆抗体的制备　纯化的ＣＴ６２２

蛋白经去内毒素处理后与弗氏完全佐剂超声乳化，皮

下免疫新西兰兔，２～３周免疫１次。将ＣＴ６２２蛋白

与琼脂糖介质偶联制备成抗原亲和纯化层析柱进行免

疫兔血清抗体纯化。ＢＣＡ测定ＣＴ６２２蛋白抗体浓度

为０．７５ｍｇ／ｍｌ。

４．２　ＣＴ６２２蛋白多克隆抗体的鉴定　将纯化抗体进

行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，显示分子质量单位为５５ｋｕ

的单一条带（图１０）。经ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行灰度

值分析，纯化抗体纯度＞７０％。

注：与ＰＢＳ对照组比较，犘＜０．０５，
犘＜０．０１，

犘＜０．００１。

图９　犆犆犓８检测犆犜６２２蛋白对犎犲犔犪细胞增殖的影响

Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＰＢＳｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
犘＜０．０５，

犘＜０．

０１，犘＜０．００１．

犉犻犵．９　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犆犜６２２狆狉狅狋犲犻狀狅狀犎犲犔犪犮犲犾犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀

狑犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犆犆犓８

Ｍ　蛋白分子质量标准　１　ＣＴ６２２蛋白多克隆抗体

图１０　纯化犆犜６２２蛋白多克隆抗体的犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

Ｍ　Ｍａｒｋｅｒ　１　ＣＴ６２２ｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

犉犻犵．１０　犜犺犲狆狌狉犻犳犻犲犱狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔狅犳犆犜６２２狑犪狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱

犫狔犛犇犛犘犃犌犈

４．３　ＥＬＩＳＡ 检测 ＣＴ６２２蛋白多克隆抗体效价　

ＥＬＩＳＡ检测ＣＴ６２２蛋白免疫新西兰兔抗血清效价为

１∶５１２０００时，其中阴性对照Ａ４５０ 值为０．１０８（表１）。

表１　犈犔犐犛犃检测犆犜６２２蛋白多克隆抗体效价

犜犪犫犾犲１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犆犜６２２狆狉狅狋犲犻狀狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉犫狔犈犔犐犛犃

编号

Ｎｏ．

免疫兔血清稀释度

Ｓｅｒｕｍｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｉｚｅｄｒａｂｂｉｔｓ

Ａ４５０值

Ａ４５０ｖａｌｕｅ

１ １∶５００ ３．２９９

２ １∶１０００ ３．３３０

３ １∶２０００ ３．１５３

４ １∶４０００ ３．０９５

５ １∶８０００ ２．９４６

６ １∶１６０００ ２．８０４

７ １∶３２０００ ２．７９４

８ １∶６４０００ ２．５５３

９ １∶１２８０００ ２．１０９

１０ １∶２５６０００ １．８８１

１１ １∶５１２０００ １．２２９
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讨　论

Ｃｔ为专性细胞内寄生原核细胞型微生物，具有独

特的发育周期，为了完成其在细胞质内的生长发育，Ｃｔ

通过将效应分子分泌到宿主细胞中，参与调控宿主细

胞信号通路［１２１３］，以获取必要的营养物质和能量。Ｃｔ

通过ＩＩＩ型分泌系统（Ｔ３ＳＳ）分泌效应蛋白与宿主细胞

相互作用是其致病的关键。Ｔ３ＳＳ主要的功能是通过

与宿主细胞膜接触将病原体效应蛋白转运到宿主细胞

胞浆［１４］，与宿主细胞相互作用，从而参与宿主细胞一

些关键信号通路的调控，如细胞骨架、细胞运输、细胞

炎症、细胞死亡与存活以及 ＮＦκＢ和 ＭＡＰＫ信号传

导［１５］。研究表明，ＣＴ６２２蛋白是一种Ｔ３ＳＳ分泌性效

应蛋白［１６］，且ＣＴ６２２的表达缺失严重影响Ｃｔ的生

长，并显著降低其感染性［１１］。目前，对于 Ｔ３ＳＳ效应

蛋白ＣＴ６２２蛋白在Ｃｔ致病过程中扮演的角色尚有待

进一步阐明。

有研究显示，Ｃｔ能够抑制细胞的凋亡以完成自身

生长发育［１７１８］。Ｚｏｕ等
［１９］报道，Ｃｔ质粒蛋白ｐＧＰ３通

过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路介导 ＭＤＭ２ｐ５３相互作

用轴抑制 ＨｅＬａ细胞凋亡。这些研究均表明Ｃｔ可通

过分泌效应蛋白影响宿主细胞的死亡途径。本研究通

过ＣＣＫ８分析ＣＴ６２２蛋白对细胞增殖的影响，发现

经ＣＴ６２２蛋白处理的细胞存活率高于对照组，表明

ＣＴ６２２可能参与Ｃｔ抑制宿主细胞死亡途径的调控，

对于该蛋白抑制细胞凋亡的作用还有待进一步证实。

本研究通过原核表达并纯化ＣＴ６２２效应蛋白，制

备了抗兔多克隆抗体。经ＥＬＩＳＡ检测免疫兔血清抗

体效价在１∶５１２０００左右，纯化抗ＣＴ６２２抗体浓度

为０．７５ｍｇ／ｍｌ，纯度在７０％以上，为研发防治Ｃｔ新

型疫苗与靶点药物奠定了基础。同时本研究结果显

示，ＣＴ６２２ 蛋白能 促进 ＨｅＬａ 细胞的增殖，然 而

ＣＴ６２２蛋白操纵宿主细胞死亡及相关信号通路仍然

不完全清楚，关于ＣｔＴ３ＳＳ效应蛋白ＣＴ６２２对细胞增

殖、细胞凋亡的影响有待进一步阐明。
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