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　 　 摘要:　 研究分析羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株中编码脂多糖的ＷｂｄＡ 基因和ＷｂｋＥ 基因的原核表达以及蛋白

的生物信息学信息ꎮ 以 ０４３ 菌株为模板ꎬ构建重组质粒 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｄＡ 和 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｋＥꎬ转化至 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)
菌株ꎬＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ然后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析检测目的蛋白的表达ꎬ最后运用 ＤＮＡＭＡＮ 和 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２.０
软件等对 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因编码的氨基酸序列进行分析ꎮ 结果显示ꎬ成功构建了 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因的

原核表达载体 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｄＡ 和 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｋＥꎬ并且在大肠杆菌中成功表达ꎮ 生物信息学分析结果显示ꎬ０４３ 菌株

的 ＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白与标准菌株 １６Ｍ 的 ＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白的同源性高ꎮ ＷｂｄＡ 蛋白有 １ 个跨膜结构

区ꎬ没有信号肽ꎬ２０ 个抗原决定簇ꎬ二级结构主要由 α￣螺旋构成ꎬ利用 Ｐｈｙｒｅ２ 在线软件成功构建了该蛋白的 ３Ｄ 模

型ꎮ ＷｂｋＥ 蛋白没有跨膜结构区ꎬ没有信号肽ꎬ有 １７ 个抗原决定簇ꎬ二级结构主要由 α￣螺旋构成ꎬ并利用 Ｐｈｙｒｅ２ 在

线软件成功构建了该蛋白的 ３Ｄ 模型ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｂｒｕｃｅｌｌａꎻ ＷｂｄＡ ｇｅｎｅꎻ ＷｂｋＥ ｇｅｎｅꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

　 　 布鲁氏菌(Ｂｒｕｃｅｌｌａ)是一种兼性胞内寄生病原

菌ꎬ可感染包括人在内的多种哺乳动物[１￣３]ꎮ 动物感

染后表现为流产、睾丸炎等[４]ꎬ人感染后多引发关

节炎、心内膜炎、脑膜炎和神经损伤ꎬ严重时患者可

能会丧失劳动力[５￣７]ꎮ 因此布鲁氏菌病不仅会在畜

牧生产上造成巨大的经济损失ꎬ而且严重威胁到公

共卫生安全[８]ꎮ 布鲁氏菌病的致病机制比较复杂ꎬ
目前控制和根除布鲁氏菌病的唯一途径是对易感动

物进行免疫并对感染动物进行销毁ꎮ 但是目前常用

的疫苗有一定毒力ꎬ容易感染人ꎬ孕前使用会引起流

产ꎬ并且难以区别免疫与自然感染产生的抗体ꎮ 胞

壁表面脂多糖(ＬｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)是布鲁氏菌

外膜的主要成分ꎬ在逃逸宿主先天免疫和靶定细胞

复制到小环境中起重要作用[９]ꎬ是一种重要的毒力

因子ꎬ它的缺损会严重影响该菌在体内外的生存能

力ꎮ 同时 ＬＰＳ 也是布鲁氏菌重要的表面抗原ꎬ在布

鲁氏菌的诊断和防控中起重要作用ꎮ
本研究拟通过对羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株

ＬＰＳ 合成相关的 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因进行克隆

和表达ꎬ再利用生物信息学解析这 ２ 个基因编码的

蛋白的结构功能ꎬ以期为进一步研究这 ２ 个基因的

功能提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌株、载体来源及其他试剂　 本研究所用菌

株和载体见表 １ꎮ ２×Ｅｘ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、快速琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、高纯度质粒小提试剂盒均购

于北京康为世纪生物科技有限公司ꎬＴ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ
和 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购于 ＴａＫａＲａ 公司ꎬ琼脂糖购于 Ｂｉｏ￣
ｗｅｓｔ 公司ꎬ氯化钠购于上海生工生物工程股份有限

公司ꎬ胰蛋白胨、酵母提取物、布鲁氏菌固体培养基

(ＴＳＡ)和布鲁氏菌液体培养基(ＴＳＢ)均购于 ＯＸＯＩＤ
公司ꎬ琼脂粉购于金鑫天佑公司ꎬ卡那霉素和 ＮＣ 膜

购于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎬＨｉｓ￣Ｎｉ 柱购于 ＧＥ 公司ꎬ其他为

国产分析纯ꎮ
１.１.２　 引物设计与合成　 羊种布鲁氏菌 ０４３ 菌株为

新疆地区分离株ꎬ尚未公布基因组序列ꎬ因此参照

ＧｅｎＢａｎｋ 上发布的羊种布鲁氏菌国际标准株 １６Ｍ
的 ＷｂｄＡ 和 ＷｂｋＥ 基因序列ꎬ分别利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉ￣

ｅｒ ５.０ 软件设计相应的引物序列ꎬ引物序列为 ＷｂｄＡ￣
Ｂａｍ Ｉ￣原￣Ｆ: ５′￣ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＴＡＡＧＣＴＣＧＧＣＧＴ￣
ＧＴＴＴ￣３′ꎬ ＷｂｄＡ￣Ｓａｃ Ｉ￣原￣Ｒ: ５′￣ＧＡＧＣＴＣＣＴＡＧＴＣＴＧ￣
ＣＡＡＣＡＧＡＴＴＴＡＡＧＣＡＧＡ￣３′ꎬＷｂｋＥ￣Ｂａｍ Ｈ Ｉ￣原￣Ｆ:
５′￣ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣＧＣＡＴＣＴＧＴＡＴＴＧＧＡ￣３′ꎬ ＷｂｋＥ￣
Ｓａｃ Ｉ￣原￣Ｒ: ５′￣ＧＡＧＣＴＣＴＣＡＣＴＧＣＡＴＣＡＧＣＧＡＣＧ￣
ＴＡ￣３′ꎬ下划线加斜为对应的酶切位点ꎬ引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成ꎮ

表 １　 所用菌株和载体

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｖｅｃｔｏｒｓ

　 菌株或载体 用途 来源

大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３) 表达菌株 本研究室保存

大肠杆菌 ＤＨ５α 克隆菌株 本研究室保存

ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｓｉｍｐｌｅ 克隆载体 购自 ＴａＫａＲａ 公司

ｐＥＴ￣３０ａ 表达载体 本研究室保存

１.２　 方法

１.２.１　 ＷｂｄＡ、ＷｂｋＥ 基因的 ＰＣＲ 扩增及克隆　 以热

灭活的羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株为模板进行扩

增ꎮ 反应体系为 ２５􀆰 ０ μｌ:上、下游引物各 ０􀆰 ４ μｌꎬ
ｄｄＨ２Ｏ １７􀆰 ８ μｌꎬｄＮＴＰ １􀆰 ４ μｌꎬ１０ ×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５
μｌꎬ模板 ２􀆰 ０ μｌꎬＰｆｕ ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ５ μｌꎮ ＰＣＲ 反应

条件:９５􀆰 ０ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４􀆰 ０ ℃变性 ４０ ｓꎬ６４􀆰 １
℃退火 ３０ ｓꎬ７２􀆰 ０ ℃延伸 １１０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２􀆰 ０ ℃
延伸 ８ ｍｉｎꎮ 产物用 １％琼脂糖胶凝电泳检测ꎬ用
ＤＮＡ 胶回收试剂盒纯化 ＰＣＲ 产物ꎮ 将产物分别克

隆入 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｓｉｍｐｌｅ 载体并进行双酶切鉴定ꎮ
１. ２. ２ 　 重组质粒 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｄＡ 和 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｋＥ
的构建　 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶和 Ｓａｃ Ｉ 酶双酶切的 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣
ＷｂｄＡ 和 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ＷｂｋＥ 重组质粒ꎬ相同双酶切的

ｐＥＴ￣３０ａ 载体用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ１６ ℃过夜ꎬ转
化至 Ｅ.ｃｏｉｌ ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ筛选阳性单克

隆ꎬ摇菌提取质粒后ꎬ用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶和 Ｓａｃ Ｉ 酶进行双

酶切鉴定ꎬ将阳性克隆送至上海生工生物有限公司进

行测序ꎮ
１.２.３　 目的蛋白的表达及鉴定 　 取鉴定正确的阳

性菌液ꎬ过夜振荡培养ꎮ 加入浓度为 ２４ ｍｇ / ｍｌ的
ＩＰＴＧ 诱导剂ꎬ继续振荡培养ꎮ 取诱导 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６
ｈ、８ ｈ 的菌液ꎬ分别收集菌体ꎬ加入 ８０ μｌ 蒸馏水ꎬ再
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加入 ２０ μｌ 蛋白上样液(５×ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ Ｌｏｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ)
混匀ꎬ沸水煮沸 １０ ｍｉｎꎬ取 １５ μｌ 蛋白样品进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥꎬ凝胶于考马斯亮蓝 Ｒ￣２５０ 液中染色ꎬ并进行

薄层扫描分析ꎮ 将 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 后的样品转移到硝酸

纤维膜上ꎬ５％脱脂奶粉封闭 ３ ｈꎬ用 ＴＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ１
次 １５ ｍｉｎꎬ加入接种羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株

１４ ｄ 后的小鼠血清ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ
１ 次 １５ ｍｉｎꎬ加入 ３ μｌ 辣根过氧化物酶标记的羊抗

鼠二抗ꎬ室温孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ１ 次 １５ ｍｉｎꎬ
最后加入 １０ ｍｌ ＤＡＢ 显色液ꎬ蛋白带显色后用去离

子水终止显色ꎮ
１.２.４　 ＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白的生物信息学分析

　 用 ＤＮＡＭＡＮ 软件、ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２.０ 在线软件

和 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ 在线软件分别分析同源性、跨

膜结构和信号肽ꎬ并用 Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ Ｐｅｐｔｉｄｅｓ 在线软件、
ＳＯＰＭＡ 在线软件、Ｐｈｙｒｅ２ 在线服务器分别预测 Ｗｂ￣
ｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白的抗原决定簇以及蛋白质的

二、三级结构ꎮ 最后用 ＰＤＢｓｕｍ Ｇｅｎｅｒａｔｅ 在线评估

软件对 ＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白的 ３Ｄ 结构进行评

估ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因的 ＰＣＲ 扩增及克隆

以羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株为模板ꎬ高保

真酶扩增出 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因ꎬ其片段大小分

别为 １ ５６０ ｂｐ 和 １ １３４ ｂｐ (图 １)ꎮ 然后连接至

ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｓｉｍｐｌｅ 上ꎬ转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 中ꎬ并利

用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶和 Ｓａｃ Ｉ 酶进行双酶切验证结果ꎮ

１、２:ＷｂｄＡ 基因ꎻ３:阴性对照ꎻ４、５:ＷｂｄＥ 基因ꎻ６:阴性对照ꎻＭ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎮ
图 １　 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＷｂｄＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＷｂｋＥ ｇｅｎｅ

２.２ 重组质粒 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｄＡ 和 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｋＥ 的

构建

　 　 利用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶和 Ｓａｃ Ｉ 酶双酶切目的基因和

ｐＥＴ￣３０ａ 载体ꎬ连接并转化至 Ｅ.ｃｏｉｌ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎮ 双

酶切阳性质粒得到片段分别为１ ５６０ ｂｐ 和１ １３４ ｂｐ
(图 ２)ꎬ与预期相符ꎮ

１、２:ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｄＡ 酶切产物ꎻ３、６:质粒对照ꎻ４、５:ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｋＥ 酶切产物ꎻＭ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ １００００ꎮ
图 ２　 重组质粒的酶切鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

９６３王红红等:羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因的原核表达及生物信息学分析



２.３　 目的蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定

将鉴定正确的菌液ꎬ利用 ＩＰＴＧ 进行诱导表达ꎮ
最后分别取大肠杆菌 ＢＬ２１ (ＤＥ３) 菌液、ｐＥＴ￣３０ａ￣
ＤＥ３菌液以及诱导 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ 的菌液ꎬ进

行聚丙烯酰氨凝胶电泳ꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ在预期

位置出现了表达蛋白的特异性条带ꎮ 诱导 ６ ｈ 时菌

液中重组蛋白表达量最高ꎮ

Ａ:Ｈｉｓ￣ＷｂｄＡ 蛋白ꎻＢ:Ｈｉｓ￣ＷｂｋＥ 蛋白ꎻ１:Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎻ２:ｐＥＴ￣３０ａ￣ＤＥ３ꎻ３~７:诱导 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ 的 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｄＡꎻ８:Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３)ꎻ９:ｐＥＴ￣３０ａ￣ＤＥ３ꎻ１０~１４:诱导 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ 的 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＷｂｋＥꎻＭ:蛋白分子 Ｍａｒｋｅｒꎮ

图 ３　 重组蛋白 ＷｂｄＡ 和 ＷｂｋＥ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷｂｄＡ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＷｂｋＥ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 将羊种布鲁氏菌新疆流行株免疫小鼠 １４ ｄ 后

的血清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ
ＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白均有条带ꎮ

Ａ:ＷｂｋＥ 蛋白ꎻＢ:ＷｂｄＡ 蛋白ꎮ
图 ４　 ＷｂｋＥ 蛋白和 ＷｂｄＡ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＷｂｄＡ ａｎｄ ＷｂｋＥ
ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.４　 目的蛋白的生物信息学分析

通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件对 ＷｂｄＡ 基因碱基序列进

行同源性分析ꎬ羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株与

羊种布鲁氏菌 １６Ｍ 标准株的同源性为 ９９􀆰 ９４％ꎬ第
３４７ 位碱基由 Ｔ→Ｃꎮ 羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行

株 ＷｂｄＡ 氨基酸序列与羊种布鲁氏菌 １６Ｍ 标准株

的同源性为 ９９􀆰 ８１％ꎬ第 １１６ 位氨基酸由 Ｌ→Ｓꎮ 羊

种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株 ＷｂｋＥ 基因碱基序列

与羊种布鲁氏菌 １６Ｍ 标准株的同源性为 ９９􀆰 ９１％ꎬ
第 ９４２ 位碱基由 Ｇ→Ａꎮ 羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆

流行株 ＷｂｋＥ 氨基酸序列与羊种布鲁氏菌 １６Ｍ 标

准株的同源性为 １００􀆰 ００％ꎮ 通过 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ
ｖ􀆰 ２􀆰 ０ 在线软件分析ꎬＷｂｄＡ 蛋白有 １ 个跨膜结构

区ꎬ位置是从第 １１９ 位氨基酸到第 １５３ 位氨基酸ꎬ
而 ＷｂｋＥ 蛋白没有跨膜结构区ꎮ 通过 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １
Ｓｅｒｖｅｒ 在线预测ꎬＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白均没有

信号肽ꎮ 经 Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ Ｐｅｐｔｉｄｅｓ 在线软件分析ꎬ羊种

布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株 ＷｂｄＡ 蛋白有 ２０ 个抗原

决定簇ꎬ而 ＷｂｋＥ 蛋白只有 １７ 个抗原决定簇ꎮ
经 ＳＯＰＭＡ 在线软件分析ꎬＷｂｄＡ 蛋白中有 ２４３

个氨 基 酸 参 与 形 成 α￣螺 旋ꎬ 占 所 有 氨 基 酸 的

４６􀆰 ８２％ꎬ９０ 个氨基酸参与延伸链的形成ꎬ占所有氨

基酸的 １７􀆰 ３４％ꎬ４０ 个氨基酸参与 β￣折叠的形成ꎬ占
所有氨基酸的 ７􀆰 ７１％ꎮ 另外ꎬ还有 １４６ 个氨基酸参

与无规卷曲结构的形成ꎬ占所有氨基酸的 ２８􀆰 １３％ꎬ
而 ＷｂｋＥ 蛋白中有 １８９ 个氨基酸参与 α￣螺旋的形

成ꎬ占所有氨基酸的 ５０􀆰 １３％ꎬ６６ 个氨基酸参与延伸

链的形成ꎬ占所有氨基酸的 １７􀆰 ５１％ꎬ２８ 个氨基酸参

与 β￣折叠的形成ꎬ占所有氨基酸的 ７􀆰 ４３％ꎮ 另外ꎬ
还有 ９４ 个氨基酸参与无规卷曲结构的形成ꎬ占所有

氨基酸的 ２４􀆰 ９３％ꎮ 通过 Ｐｈｙｒｅ２ 在线服务器分析预

测ꎬＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白的三级结构如图 ５ 显

示ꎮ
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Ａ:ＷｂｄＡ 蛋白ꎻＢ:ＷｂｋＥ 蛋白ꎮ
图 ５　 ＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白的三级结构预测

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＷｂｋＥ
ａｎｄ ＷｂｄＡ

　 　 经 ＰＤＢｓｕｍ Ｇｅｎｅｒａｔｅ 在线评估ꎬ在 ＷｂｄＡ 蛋白

的 ３Ｄ 同源模型拉氏图(图 ６Ａ)中可以看出ꎬ９０􀆰 ０％
以上氨基酸在允许范围内ꎬ可以认为该模型的构象

符合立体化学的规则ꎬ只有 １􀆰 ０％的氨基酸位于不

允许区域ꎮ 从 ＷｂｋＥ 蛋白的 ３Ｄ 同源模型拉氏图

(图 ６Ｂ)中可以看出ꎬ９０􀆰 ０％以上氨基酸在允许范围

内ꎬ可以认为该模型的构象符合立体化学的规则ꎬ但
仍有 ２.８％的氨基酸位于不允许区域ꎮ

Ａ:ＷｂｄＡ 蛋白ꎻＢ:ＷｂｋＥ 蛋白ꎮ
图 ６　 ＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白的 ３Ｄ 同源模型拉氏图

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ３Ｄ Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ ｐｌｏｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＷｂｋＥ ａｎｄ ＷｂｄＡ

３　 讨 论

在生物分类学上ꎬ 布鲁氏菌属于 α￣２ 变形

菌[１０]ꎮ 根据宿主偏爱性分为 １０ 个种[１１]ꎬ除经典的

羊种、牛种、猪种、犬种、绵羊附睾种和沙林鼠种外ꎬ
还包括从海洋哺乳动物中分离到的鳍种和鲸种布鲁

氏菌ꎬ从红狐狸和土壤中分离到的田鼠型布鲁氏菌ꎬ
从乳房移植物中分离到的湖浪布鲁氏菌[１２]ꎮ 外膜

含有的 ＬＰＳ 是布鲁氏菌主要的毒力因子ꎮ ＬＰＳ 对于

革兰氏阴性细菌外膜结构和功能的完整性至关重

要ꎮ ＬＰＳ 在革兰氏阴性细菌中广泛存在ꎬ含有结构

高度保守的部分ꎬ是引起哺乳动物免疫的主要抗原

之一ꎮ ＬＰＳ 的表型分为光滑型和粗糙型 ２ 种ꎬ对
ＬＰＳ 合成所需的编码基因进行突变可能产生结构不

完整的 ＬＰＳꎬ也可能导致布鲁氏菌的表型由光滑型

转变为粗糙型ꎮ 大部分粗糙型布鲁氏菌菌株的毒力

较弱ꎬ经常被当作减毒活菌苗候选株进行研究ꎮ

ＮＣＢＩ 数据库已经公布了许多布鲁氏菌的基因组序

列(包括相关蛋白)ꎬ这为生物信息学分析布鲁氏菌

奠定了基础ꎮ 蛋白质的生物功能主要是由蛋白质结

构决定的ꎬ本研究对蛋白质进行了生物信息学分析ꎬ
有助于了解蛋白质的相关功能ꎬ也可以进一步揭示

布鲁氏菌 ＬＰＳ 相关毒力蛋白与宿主细胞的相互作

用ꎮ
本试验成功构建了羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行

株 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因的原核表达载体ꎬ经过

ＩＰＴＧ 诱导以及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定ꎬ
成功表达了 ＷｂｄＡ 蛋白和 ＷｂｋＥ 蛋白ꎮ 本研究发

现ꎬ羊种布鲁氏菌新疆流行株 ０４３ 与羊种布鲁氏菌

１６Ｍ 标准株相比ꎬＷｂｄＡ 蛋白第 １１６ 个氨基酸由 Ｌ→
Ｓꎮ 这或许是由羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株与羊

种布鲁氏菌 １６Ｍ 标准株基因组的差异造成的ꎮ Ｗｂ￣
ｄＡ 蛋白有 １ 个跨膜区ꎬ这表明该蛋白参与胞内外信

号转导ꎬ可能与宿主细胞相互作用ꎮ 而 ＷｂｋＥ 蛋白

１７３王红红等:羊种布鲁氏菌 ０４３ 新疆流行株 ＷｂｄＡ 基因和 ＷｂｋＥ 基因的原核表达及生物信息学分析



没有跨膜结构ꎬ不能像 ＷｂｄＡ 蛋白那样进行胞内外

信号转导等生命活动ꎮ 二者都没有信号肽ꎬ这意味

着这 ２ 种蛋白属于非分泌性蛋白ꎮ ＷｂｄＡ 蛋白和

ＷｂｋＥ 蛋白作为布鲁氏菌 ＬＰＳ 的结构蛋白ꎬ保持

ＬＰＳ 的相对稳定ꎬ这为布鲁氏菌抵御不良环境提供

了保证ꎮ 二者都有一定数量的抗原表位ꎬ表明这 ２
种蛋白作为抗原都能引起良好的免疫应答反应ꎮ 二

者的二级结构都以 α￣螺旋为主ꎬ都是通过骨架上的

羰基和酰胺基团之间形成的氢键维持二级结构的稳

定ꎮ 通过 ３Ｄ 结构可视化这 ２ 种蛋白ꎬ利于对其生

物功能、药物靶点等进行进一步研究ꎮ
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