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　 　 布鲁氏菌病(Ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ)是由布鲁氏菌(Ｂｒｕｃｅｌ￣
ｌａ)感染引起的人畜共患传染病ꎬ具有流行广泛、危
害极大的特点ꎮ 近年来ꎬ布鲁氏菌给中国的公共卫

生与安全带来了新挑战ꎮ 由于布鲁氏菌没有明显的

外毒素ꎬ其依靠外膜蛋白、脂多糖及Ⅳ型分泌系统发

挥毒力并通过抑制溶酶体的相关功能抵抗细胞凋亡

和逃离细胞死亡与降解ꎮ Ｂｒｕｃｅｌｌａ 在宿主发挥细胞

免疫和体液免疫时ꎬ具有逃避能力ꎮ Ｂｒｕｃｅｌｌａ 在侵入

机体后ꎬ主要侵染胚胎细胞及巨噬细胞ꎬ胞内生存和

繁殖是其主要致病机理ꎬ其免疫机制在逃离宿主的

免疫系统时发挥了重要作用[１]ꎮ
诸如 ＯＭＰ１０、ＯＭＰ１９和 ＢＰ２６ 等外膜蛋白刺激

ＢＭ￣ＤＣｓ(小鼠分离髓源树突状细胞)后ꎬＢＭ￣ＤＣｓ 表
面共刺激分子和 ＭＨＣ 分子的表达及培养上清液中

ＩＬ￣１２、ＩＬ￣１０、ＩＮＦ￣γ、ＴＮＦ￣α 的分泌均显著增加ꎮ 而

ＯＭＰ２５和 ＯＭＰ３１ 刺激 ＢＭ￣ＤＣｓ 后会显著抑制部分

表面分子的表达及炎性细胞因子 ＩＬ￣１２、ＩＬ￣６、ＩＮＦ￣
γ、ＴＮＦ￣α的分泌[２]ꎮ Ｄｏｈｍｅｒ 等[３]也发现了其他种

类的分泌蛋白质ꎬ但对这些蛋白质的功能仍处于探

索阶段ꎬ具体机制也尚未研究透彻ꎮ 刘景福等[４]发

现 ＢＰ２６蛋白在 ＢＰ２６ 免疫模型上能够形成明显的

迟发型变态反应ꎮ 王勇等[５]发现重组蛋白 ＢＰ２６ 作

为检测抗原建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法效果较为理想ꎬ
可适用于临床布鲁氏菌感染的检测ꎮ 王芳等[６]发

现基于 ＢＰ２６ 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法在检测

Ｂｒｕｃｅｌｌａ 时不能对细菌种属及其来源进行有效区分ꎬ
通过检测 ＢＰ２６抗体不能对羊布鲁氏菌病进行有效

区分和诊断ꎮ 对小鼠接种 ＯＭＰ 或 Ｌ７ / Ｌ１２ 抗原的

ＤＮＡ疫苗或重组蛋白质可有效对抗布鲁氏菌有毒

株的攻击感染ꎮ Ｓａａｄｉ 等[７]从 ＯＭＰ３１、ＢＰ２６、ＢＬＳ、
ＤｎａＫ和 Ｌ７ / Ｌ１２蛋白中筛选了 ５ 个新的 Ｔ 细胞表

位ꎬ并基于上述蛋白质制成多表位肽疫苗使其稳定

有效表达ꎬ在未来有可能用于预防或治疗布鲁氏菌

病ꎮ
虽然 ＢＰ２６能够产生强力的抗体ꎬ但有效的抗原

在细菌侵染宿主细胞时发挥的作用和分子机制尚不

明确ꎮ 本试验选取布鲁氏菌外膜蛋白基因 ＢＰ２６ 进

行全基因扩增ꎬ并成功将其构建到 ｐＥＴ￣３０ａ质粒中进

行稳定表达ꎬ获得了重组质粒 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＢＰ２６ꎮ 说明

该蛋白质可在大肠杆菌内稳定表达ꎮ 利用分子生物

学的方法对 ＢＰ２６ 蛋白进行分析ꎬ获得了 ＢＰ２６ 蛋白

的相关特性的基本信息ꎬ为未来研究布鲁氏菌侵袭宿

主后 ＢＰ２６蛋白会通过何种信号通路对机体产生影响

及相关调控机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１ 　 菌株和质粒 　 布鲁氏菌阳性基因组、质粒

ｐＥＴ￣３０ａ(＋)为中国农业科学院兰州兽医研究所草

食动物细菌病创新团队保存ꎮ 大肠杆菌 ＤＨ５α 和

ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞购自北京全式金生物技术

有限公司ꎮ
１.１.２　 血清与抗体 　 羊布鲁氏菌阳性血清为中国

农业科学院兰州兽医研究所草食动物细菌病创新团

队保存ꎬ辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记的兔抗羊 ＩｇＧ
购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司ꎮ
１.１.３　 主要生化试剂　 ２×ＥａｓｙＴａｑ􀅸 ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
(＋ｄｙｅ )、限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ、Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇ￣
ａｓｅ、胶回收试剂盒、质粒小提试剂盒、ＩＰＴＧ 购自宝

生物工程(大连)有限公司ꎬ卡那霉素、３０％ Ａｃｒ 制
胶液、ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基、ＰＢＳ(ｐＨ＝ ７.２)购自北

京索莱宝科技有限公司ꎬＨｉｇｈ Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｎｉ￣Ｃｈａｒｇｅｄ
Ｒｅｓｉｎ ＦＦ购自南京金斯瑞生物科技有限公司ꎬＴｒｙｐ￣
ｔｏｎｅ、Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ购自 ＯＸＯＩＤ公司ꎮ
１.１.４　 试验动物、病毒及试剂　 ２８~ ４２ 日龄 ＢＡＬＢ /
Ｃ小鼠由中国农业科学院兰州兽医研究所动物中心

提供ꎬ所有动物试验按照单位相关伦理要求进行ꎮ
胎牛血清购自美国 Ｇｌｂｃｏ 公司ꎮ 重组小鼠粒细

胞￣巨噬细胞集落刺激因子(ｒｍＧＭ￣ＣＳＦ)和重组小鼠

白介素￣４(ｒｍＩＬ￣４)购自美国 ＰｅｐｒｏＴｃｈ公司ꎮ 单克隆

抗体为兔抗鼠的 ＰＥ￣ＣＤｌｌＣ、 ＦＩＴＣ￣ＭＨＣ Ⅱ、 ＦＩＴＣ￣
ＣＤ８６、ＡＰＣ￣ＣＤ８０、ＡＰＣ￣ＣＤ４０ꎬ均购自美国 ＢＤ Ｂｉｏ￣
ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司ꎮ 阳性对照为布鲁氏菌脂多糖(ＬＰＳ)ꎬ
购自 Ｓｉｇｍａ公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 引物合成　 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 筛选出最

优引物ꎬ上下游引物两端添加保护性碱基并分别引入

ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ２个酶切位点ꎬ并对密码子进行适当优

化ꎬ引物:ＢＰ２６￣Ｆ:５′￣ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧ￣
ＧＡＧＡＡＴＣＡＧＡＴＧＡＣＧ￣３′ꎬＢＰ２６￣Ｒ:５′￣ＣＣＧＧＴＣＧＡＣ￣
ＴＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＣＡＡＡＡＡ￣
ＣＧＡＣ￣３′)ꎬ酶切位点以下划线标出ꎮ 设计完成的引

物由北京擎科新业生物技术有限公司合成ꎬ扩增片段

长度为 ６６６ ｂｐꎮ

５８９徐　 龙等:布鲁氏菌 ＢＰ２６蛋白对鼠源树突状细胞分化及抗原提呈作用



１.２.２　 布鲁氏菌 ＢＰ２６ 基因的 ＰＣＲ扩增及克隆　 以

布鲁氏菌基因组作 ＤＮＡ 模板ꎬ扩增体系参照说明书

进行配置ꎮ 采用 ２×ＥａｓｙＴａｑ􀅸ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ (＋ｄｙｅ)
和合成的引物在 ５６ ℃退火温度下扩增获得 ＢＰ２６ 目

的片段ꎬ将扩增后的产物在 １􀆰 １５％琼脂糖凝胶上电

泳ꎬ参照胶回收试剂盒说明书对切取的目的条带进行

回收ꎮ 用 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ对回收后的目的片段与 ｐＥＴ￣
３０ａ载体质粒在 ３７ ℃水浴锅中双酶切４~５ ｈ后回收ꎮ
用 Ｔ４连接酶体系 １６ ℃过夜连接线性化酶切的质粒

和目的基因产物ꎮ 将全部连接产物转入 ＤＨ５α 中ꎬ冰
浴 ３０ ｍｉｎ后 ４２ ℃ 热激 ９０ ｓꎬ迅速转移至冰上放置 ３
ｍｉｎꎮ 在含 ２００ ｍｇ / Ｌ的 Ｋａｎ＋抗性固体培养基上培养ꎬ
３７ ℃ 倒置过夜培养后挑取阳性克隆的菌落小摇后进

行 ＰＣＲ扩增及酶切鉴定ꎮ 将鉴定成功的质粒送至北

京擎科新业生物技术有限公司测序ꎮ
１.２.３　 布鲁氏菌 ＢＰ２６重组蛋白的表达及纯化　 将

构建成功的质粒转入 ＢＬ２１ 中保存ꎬ挑取单个阳性

克隆的菌落接种至 ５ ｍｌ 含 Ｋａｎ 抗性液体 ＬＢ 中 ３７
℃过夜培养ꎮ 吸取 ２ ｍｌ 培养的菌液至 ２００ ｍｌ 含
Ｋａｎ抗性液体 ＬＢ中ꎬ３７ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ培养ꎮ 当菌液

ＯＤ６００值达到０.６~０􀆰 ８ 时ꎬ设置诱导温度为 １６ ℃、２５
℃、３７ ℃ ３ 个梯度ꎬ设置 ＩＰＴＧ 的终浓度分别为

１.００× １０－３ ｍｏｌ / Ｌ、 ５.００× １０－４ ｍｏｌ / Ｌ、 ２.５０× １０－４

ｍｏｌ / Ｌ、１.２５×１０－４ ｍｏｌ / Ｌ、１.００× １０－４ ｍｍｏｌ / Ｌ ５ 个梯

度ꎬ设置诱导时间为 ３ ｈ、４ ｈ、５ ｈ、６ ｈ ４ 个梯度ꎮ 各

设置条件诱导结束后收获菌液ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ４ ℃ꎬ
离心 ３０ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ用少许 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ的 ＰＢＳ
再次悬浮沉淀后用同等条件离心ꎬ收集沉淀ꎮ 用

Ｌｙｓｉｓ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ (ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ)对沉淀进行悬

浮后ꎬ超声破碎仪裂解ꎬ超声 ５ ｓꎬ间歇 ２ ｓꎬ工作时间

为 １ ｈꎮ 破碎结束后以上述同等条件离心分离上清

液和沉淀ꎬ分别取上清液与沉淀 ４０ μｌ 和 １０ μｌꎬ ５×
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 充分混匀煮沸 １０ ｍｉｎ 后

进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ完成后使用考马斯亮蓝染色液对

蛋白质胶室温染色 ４ ｈ后ꎬ再以脱色液充分脱色ꎬ分
析重组蛋白质 ＢＰ２６的表达水平ꎮ

将成功鉴定的布鲁氏菌 ＢＰ２６蛋白表达液装入经

ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ平衡后的 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ Ｎｉ 柱中ꎬ收集流穿液后以

ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ洗脱４个柱体积后ꎬ以含２０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑

ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ为起点对柱内的沉淀进行洗脱ꎬ柱底端口液

体流速控制在１.０~１􀆰 ５ ｍｌ / ｍｉｎꎮ 含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪

唑 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ洗涤 ５个柱体积ꎬ 含 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑

ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ洗涤 ３个柱体积ꎬ含 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑 ＬＥ
Ｂｕｆｆｅｒ、含 １６０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ 各洗涤 １个
柱体积ꎬ含 ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ洗脱 ２个柱

体 积ꎬ含 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １６０
ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ流出液各收集 ２ ｍｌꎬ含 ２５０
ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ流出液全部收集ꎬ纯化获得

试验所需的目的蛋白质ꎮ
１.２.４　 布鲁氏菌 ＢＰ２６ 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣Ｂｌｏｔ 分
析　 参考文献[８]中的方法ꎬ将稀释液调整为 １０ 倍

稀释的 Ｃａｓｅｉｎ封闭液ꎬ优化一抗孵育时间为 １ ｈꎬ二
抗孵育时间为 ４５ ｍｉｎꎬ对 ＢＰ２６ 蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣
Ｂｌｏｔ分析ꎮ
１.２.５　 小鼠髓源树突状细胞的体外诱导培养 　 选

取 ４ 只 ＳＰＦ级的４２ ~ ５６ 日龄 ＢＡＬＢ / ｃ雌性小鼠ꎬ参
照文献[９]分离小鼠髓源树突状细胞(ＢＭ￣ＤＣｓ)ꎮ
参考文献[１０]中的方法用 ｒｍＧＭ￣ＣＳＦ 和 ｒｍＩＬ￣４ 刺

激ꎬ使分离制备的骨髓原代细胞分化为未成熟

ＤＣｓꎮ ＤＣｓ培养至第 ６ ｄꎬ调整 ＢＰ２６ 蛋白终浓度为

１００ μｇ / ｍｌ刺激 ＤＣｓ 细胞ꎻ调整 ＬＰＳ 终浓度为 １００
ｎｇ / ｍｌ刺激 ＤＣｓ 细胞ꎬ并将该组选作阳性对照ꎬ开
展后续试验ꎮ
１.２.６　 布鲁氏菌 ＢＰ２６蛋白刺激鼠源树突状细胞　
设置 ＬＰＳ与重组 ＢＰ２６ 蛋白分别刺激 ＢＭ￣ＤＣｓ ２４ ｈ
后ꎬ收集 ＤＣｓꎬ１ ５００ ｒ / ｍｉｎ离心 ７ ｍｉｎꎬ收集上清液进

行与介导细胞炎症相关细胞因子的检测ꎮ ＢＭ￣ＤＣｓ
沉淀用含有 ５％胎牛血清、ｐＨ 为 ７􀆰 ２ 的 ＰＢＳ 悬浮ꎬ
对 ＤＣｓ活性以 ＰＥ￣ＣＤｌｌＣ抗体 ４ ℃ 避光染色 ３０ ｍｉｎ
后经流式细胞仪进行分析ꎮ ＤＣｓ共刺激分子表达分

析: 设置 ＰＥ￣ＣＤ１１Ｃ、ＡＰＣ￣ＣＤ４０、ＦＩＴＣ￣ＭＨＣⅡ三色

共染为试验组一ꎬ设置 ＰＥ￣ＣＤ１１Ｃ、ＡＰＣ￣ＣＤ８０、ＦＩＴＣ￣
ＣＤ８６为试验组二ꎮ 同时设置同型对照和单染管ꎬ抗
体 ４ ℃染色 ３０ ｍｉｎꎬ加入 １ ｍｌ 含有 ５％胎牛血清的

ＰＢＳꎬ１ ５００ ｒ / ｍｉｎꎬ７ ｍｉｎ 离心收集 ＤＣｓꎮ 上述 ＰＢＳ
重悬细胞ꎬ用 ＦＡＣ ＳＣ ａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪进行检测ꎬ
ＦｌｏｗＪｏ软件进行数据分析ꎮ
１.２.７　 参与炎症反应的细胞因子检测　 将 ＢＭ￣ＤＣｓ
沉淀以 Ｔｒｚｏｌ法提取细胞 ＲＮＡ 并测定其浓度ꎬ使用

Ｑｉａｇｅｎ Ｏｍｎｉｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｋｉｔ 将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎮ
采用 ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ａｂｓｔａｒｔ ＰＣＲ Ｍｉｘꎬ以 ｃＤＮＡ为模

板ꎬ参考文献[１１]设计需要检测的细胞因子引物ꎬ
各体系与扩增条件参照说明书ꎮ 试验设置 ３个独立

重复ꎬ扩增结束后记录 Ｃｔ 值 ꎮ
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１.３　 统计学数据分析

采用 ＦｌｏｗＪｏ Ｖ１０ 软件对经流式细胞仪检测获

得的结果进行分析ꎬ采用统计软件 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８
进行绘图ꎬ采用 ＳＰＳＳ Ｖ２５.０软件对试验组和对照组

的流式数据与 Ｃｔ 值进行差异显著性分析ꎬ以Ｐ<
０􀆰 ０５为差异显著ꎬＰ<０􀆰 ０１为差异极显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 表达质粒的鉴定

基于挑取的阳性克隆菌落进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ并以

挑取的菌落培养的菌液作为 ＤＮＡ 模板再次进行

ＰＣＲ扩增ꎬ２ 次均扩增出 ６６６ ｂｐ 大小的条带ꎮ 参照

质粒小提试剂盒使用说明书提取菌液质粒ꎬ并用

ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ将重组表达质粒 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＢＰ２６ 双

酶切后琼脂糖电泳ꎬ分别得到大小正确的目的片段

和载体片段(图 １)ꎮ

Ｍ:２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ꎻ１:质粒 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＢＰ２６ 酶切产物ꎮ
图 １　 表达载体双酶切图谱

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｍａｐ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

２.２　 ＢＰ２６ 蛋白的重组表达

对纯化后的 ＢＰ２６ 蛋白进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后

经卡马斯亮蓝染色后脱色ꎬ最佳诱导条件为:温度

３７ ℃ꎬＩＰＴＧ 浓度５×１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎬ时间 ５ ｈ 时ꎮ 诱导

后可在３０ ０００左右出现条带(图 ２)ꎬ与预期条带大

小最符合ꎬ条带最为清晰ꎬ证明该条件下 ＢＰ２６ 蛋白

在 ＢＬ２１(ＤＥ３)中的表达量最高ꎮ
　 　 将纯化诱导表达上清液中的 ＢＰ２６ 蛋白的各浓

度咪唑洗脱液经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定分析ꎬ发现在泳道

１有 ＢＰ２６蛋白和大量杂蛋白质出现ꎬ证明诱导表达

上清 中 的 蛋 白 质 并 未 完 全 与 Ｈｉｇｈ Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｎｉ￣
Ｃｈａｒｇｅｄ Ｒｅｓｉｎ ＦＦ结合ꎻ泳道 ２出现了与泳道 １相同

的情况ꎬ证明 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ据有将蛋白质从高亲和力树

脂上洗脱下来的能力ꎬ泳道３~ ６ 并未出现明显的蛋

白质条带ꎬ但是从泳道 ７、泳道 ８ 可以观察出 ＢＰ２６

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＥＴ￣３０ａ￣ＢＰ２６ 上清液ꎻ２:ｐＥＴ￣３０ａ￣ＢＰ２６ 沉

淀ꎮ
图 ２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 鉴定 ｐＥＴ￣３０ａ￣ＢＰ２６ 表达结果

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ￣３０ａ￣ＢＰ２６ ｂｙ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ

蛋白的表达量较多ꎬ而杂蛋白质条带几乎没有ꎮ 说

明２０~１６０ ｍｍｏｌ / Ｌ浓度咪唑洗脱液可以充分将杂蛋

白质从亲和树脂上洗脱下来ꎬ洗脱效果最佳的咪唑

浓度为 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ(图 ３)ꎮ

Ｍ:蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＢＰ２６流穿液ꎻ２:ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ洗涤后结果ꎻ３:含
２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ 洗涤结果ꎻ４:含 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑 ＬＥ
Ｂｕｆｆｅｒ洗涤结果 ５:含 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ 洗涤结果ꎻ６:含
１６０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑 ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ 洗涤结果 ꎻ７、８:含 ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ咪唑

ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ洗脱结果ꎮ
图 ３　 ＢＰ２６ 蛋白纯化电泳检测

Ｆｉｇ.３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＰ２６ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.３　 ＢＰ２６ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果

表达产物经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ电泳后转印到 ０.４５ μｍ
ＰＶＤＦ 膜上ꎬ封闭液作用后、经一抗、二抗孵育后

ＥＣＬ显色ꎬ在３０ ０００左右出现目的条带(图 ４)ꎬ说明

表达产物的反应原性良好ꎬ符合后续试验要求ꎮ
２.４　 ＢＰ２６ 蛋白基本性质分析

ＥｘｐＡＳｙ在线软件分析结果显示ꎬＢＰ２６ 蛋白总
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Ｍ:蛋白 ｍａｒｋｅｒꎻ１、２: ｐＥＴ￣３０ａ￣ ＢＰ２６ (＋)ꎮ
图 ４　 布鲁氏菌 ＢＰ２６ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣Ｂｌｏｔ 结果

Ｆｉｇ.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ＢＰ２６ ｐｒｏｔｅｉｎ

长约为 ２５０个氨基酸ꎬ相对分子质量大小为２６ ５５０ꎬ
等电点为 ６􀆰 ３９ꎻ带正、负电荷氨基酸残基数均为 ２４ꎮ
ＢＰ２６蛋白在 ２８０ ｎｍ 处的摩尔消光系数为５ ９６０
ｍｏｌ / ＬꎻＢＰ２６蛋白 Ｎ端为 Ｍｅｔꎬ在哺乳动物体内半衰

期约为 ３０ ｈꎬ在酵母体内半衰期大于 ２０ ｈꎬ在大肠杆

菌体内半衰期大于 １０ ｈꎮ
ＢＰ２６蛋白在溶液中的不稳定指数为 ２７􀆰 ９３ꎬ推

测 ＢＰ２６蛋白性质稳定ꎮ ＢＰ２６ 蛋白的脂肪族指数

为 ９２􀆰 １６ꎬ亲水性平均系数为－０􀆰 ０３０ꎬＢＰ２６ 属跨膜

蛋白且其外膜蛋白质具有较高的亲水性ꎬ属亲水蛋

白质ꎮ 对 ＢＰ２６ 蛋白的二级结构进行预测ꎬ发现 α
螺旋比例为 ４１􀆰 ２０％ꎬβ 转角比例为 ４􀆰 ８０％ꎬ无规则

卷曲比例为 ３６􀆰 ８０％ꎬ延长链比例为 １７􀆰 ２０％ꎬ可见

ＢＰ２６蛋白的二级结构以 α 螺旋为主(图 ５)ꎮ ＢＰ２６
蛋白的信号肽区域为第１~２８位氨基酸ꎬ信号肽剪切

位点在２８~２９位氨基酸之间ꎮ 对 ＢＰ２６ 蛋白的氨基

酸序列中的抗原表位进一步进行分析ꎬ数据显示序

列中存在 ８个潜在的抗原表位ꎬ平均抗原倾向性系

数为１􀆰 ０１６ ４ꎮ

图 ５　 布鲁氏菌 ＢＰ２６ 蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ.５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ＢＰ２６ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５　 ＢＭ￣ＤＣｓ 体外诱导培养及纯度检测

在细胞因子 ｒｍＧＭ￣ＣＳＦ 和 ｒｍＩＬ￣４ 的共同作用

下ꎬ４ 只 ＢＡＬＢ / Ｃ 鼠分离的 ＢＭ￣ＤＣｓ 平均含量可达

到 １ ｍｌ １.３×１０６细胞ꎬ符合试验要求ꎮ 倒置显微镜

观察 ＤＣｓ的形态特征及生长状况ꎮ 在培养 ２４ ｈ 后ꎬ
可观察到 ＤＣｓ 体积较小ꎬ为均一的圆形ꎬ部分贴壁

生长ꎮ 至第 ３ ｄ可观察到 ＤＣｓ集落群并且 ＤＣｓ体积

较第 １ ｄ的体积大ꎮ 培养至第 ６ ｄꎬ部分 ＤＣｓ脱离集

落群ꎬ呈现不规则形态并形成类似于树杈状的突起

(图 ６)ꎮ 将培养第 ６ ｄ的 ＤＣｓ用 ＰＥ￣ ＣＤ１１Ｃ染色标

记后用流式细胞仪分析 ＤＣｓ 活性ꎬ结果显示:分离

制备的 ＤＣｓ活性可达到 ８５％以上(图 ７)ꎬ符合试验

要求ꎬ可用于后续试验ꎮ

Ａ:骨髓原代细胞培养 ２４ ｈꎻＢ:诱导第 ３ ｄꎻＣꎬＤ:诱导第 ６ ｄ ꎻＡꎬ
ＣꎬＤ:放大×２０ꎻＢ:放大×４０ꎮ
图 ６　 用含 ｒｍＧＭ￣ＳＦ 和 ｒｍＩＬ￣４完全培养基不同时间诱导的细

胞形态

Ｆｉｇ.６　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ｃｏｍ￣
ｐｌｅｔｅ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｍＧＭ￣ＳＦ ａｎｄ ｒｍＩＬ￣４

图 ７　 ＤＣｓ活性

Ｆｉｇ.７　 Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ

２.６　 布鲁氏菌 ＢＰ２６ 蛋白对 ＤＣｓ 成熟及细胞因子

表达

　 　 如图 ８所示ꎬＬＰＳ 组与 ＤＣ 对照组相比ꎬ经 ＬＰＳ
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刺激作用后ꎬＤＣｓ 的成熟呈促进趋势ꎮ 同时发现在

ＢＰ２６刺激 ＢＭ￣ＤＣｓ 后ꎬ试验组设置的 ＣＤ４０、ＭＨＣ￣
Ⅱ、ＣＤ８６ 和 ＣＤ８０ 的双染区域比值与空白 ＤＣ 组对

比后ꎬ有明显的上升趋势ꎬ故能判定布鲁氏菌 ＢＰ２６
蛋白对 ＢＭ￣ＤＣｓ 的成熟具有促进作用ꎮ ＳＰＳＳ 软件

分析结果显示ꎬＬＰＳ与 ＢＰ２６虽然对 ＢＭ￣ＤＣｓ的成熟

均有促进作 用ꎬ但 ＡＰＣ￣ＣＤ４０、 ＡＰＣ￣ＣＤ８０、 ＦＩＴＣ￣
ＣＤ８６组中差异不明显ꎬ而在 ＦＩＴＣ￣ＭＨＣⅡ组中呈现

出较明显的差异ꎮ

图 ８　 流式细胞术检测 ＢＰ２６ 和 ＬＰＳ 处理后 ＤＣ 表面共刺激分子的表达

Ｆｉｇ.８　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｎ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢＰ２６ ａｎｄ ＬＰＳ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

９８９徐　 龙等:布鲁氏菌 ＢＰ２６蛋白对鼠源树突状细胞分化及抗原提呈作用



２.７　 参与 ＤＣｓ 炎症反应细胞因子的检测

如图 ９ 所示ꎬＬＰＳ 组与 ＤＣ 对照组相比ꎬ经 ＬＰＳ
刺激作用后ꎬＴＮＦ￣α 的表达量差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
同时发现在 ＢＰ２６ 刺激 ＢＭ￣ＤＣｓ 后ꎬＩＬ￣１０ 的表达量

与 ＤＣ对照组相比呈下降趋势且差异极显著(Ｐ<

０􀆰 ０１)ꎬＩＬ￣１２ 的表达量与 ＤＣ 对照组相比呈现下降

趋势且差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 分析结果说明ꎬ布鲁氏

菌 ＢＰ２６蛋白能够引起细胞的炎症反应ꎬ促进炎性

细胞因子的释放ꎮ

图 ９　 参与 ＢＭ￣ＤＣｓ炎症反应细胞因子显著差异性分析

Ｆｉｇ.９　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＢＭ￣ＤＣｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

３　 讨 论

本研究获得了高效可溶的 ＢＰ２６ 重组蛋白ꎬ与
预测结果相一致ꎮ 纯化后刺激 ＢＭ￣ＤＣｓ 的研究结果

表明ꎬＢＰ２６蛋白能促进 ＢＭ￣ＤＣｓ分化成熟及诱导细

胞炎症的发生ꎬ发现其呈现 ＭＨＣⅡ抗原提呈作用ꎬ
并能对 ＩＬ￣１０与 ＩＬ￣１２的分泌产生抑制作用ꎮ

ＢＰ２６蛋白作为布鲁氏菌外膜蛋白质家族重要

的毒力因子[１２]ꎬ对该蛋白质的研究集中于利用

ＢＰ２６蛋白或其家族成员与其他毒力因子相连进而

制成多表位肽疫苗对动物进行相关免疫ꎬ从而预防

布鲁氏菌病的发生[１３]ꎮ 但是对于 ＢＰ２６在刺激细胞

后激活的信号通路和由此产生的活化信号的研究较

少ꎮ 此外ꎬ本试验通过生物信息学工具进行分析发

现该蛋白质有大量亲水性抗原区域暴露ꎬ亲水性高ꎬ
这与试验获得高效可溶性表达蛋白质的结果一致ꎮ
通过表达获得的可溶性活性高的重组蛋白质ꎬ为蛋

白质与宿主互作功能研究奠定了可靠的基础ꎮ
树突状细胞(ＤＣｓ)是在抗原提呈中扮演着重

要角色ꎬ目前研究认为ꎬＤＣｓ 为体内提呈功能最强

大的专职抗原提呈细胞(ＡＰＣ) [１４] ꎬ是机体免疫应

答的始动者 ꎮ 将此次试验构建的重组蛋白 ＢＰ２６
作为抗原刺激 ＢＭ￣ＤＣｓꎬ通过流式细胞术分析 ＢＭ￣
ＤＣｓ表面标志物的变化ꎬ发现布鲁氏菌 ＢＰ２６ 蛋白

能促进 ＢＭ￣ＤＣｓ成熟分化ꎬ表明该蛋白质参与细胞

炎症反应ꎬ在细菌对宿主细胞的侵入过程中发挥

重要作用ꎮ
ＣＤ８６是抗原呈递细胞上的表达分子ꎬ可提供 Ｔ

细胞活化和存活所必需的共刺激信号[１５]ꎮ 它是 Ｔ
细胞表面上 ２ 种蛋白质 ＣＤ２８ 抗原和 ＣＴＬＡ￣４ 的配

体ꎬ其主要与 ＣＤ２８ 结合[１６]ꎬ该蛋白质与 ＣＤ２８ 抗原

的结合是激活 Ｔ 细胞的共刺激信号ꎮ 这些分子与

ＣＤ８０抗原一起提供必要的刺激ꎬ以引发 Ｔ 细胞抵

抗抗原呈递细胞呈递的抗原[１７]ꎮ 本研究发现重组

ＢＰ２６蛋白刺激 ＢＭ￣ＤＣｓ 后这些表面分子表达不同

程度升高ꎬ表明该蛋白能够活化 Ｔ 细胞反应ꎬ而
ＭＨＣⅡ表面分子表达显著升高表明该蛋白质通过

ＭＨＣⅡ途径提呈抗原ꎮ
ＣＤ８０是 ＣＤ８６活化 Ｔ 淋巴细胞时的协同刺激

因子ꎬ在自身免疫监控、体液免疫应答及移植反应中

发挥重要作用[１８]ꎮ ＣＤ８０ 属于免疫球蛋白超家族ꎬ
其受体是 ＣＤ２８ 和 ＣＤ１５２(ＣＴＬＡ４) [１９￣２０]ꎮ ＣＤ８０ 在

活化 Ｂ淋巴细胞、活化 Ｔ 淋巴细胞、巨噬细胞、外周

血单核细胞及树突状细胞中均可表达ꎻ在非活化 Ｂ
淋巴细胞、红细胞、粒细胞及核细胞上不表达[２１￣２２]ꎬ
而多个研究结果表明ꎬ布鲁氏菌感染宿主后能够产

生强烈的 ＢＰ２６ 蛋白相关表位的抗体[２３￣２４]ꎬ细胞因

子检测结果证明 ＢＰ２６ 能够激发细胞炎症反应ꎬ刺
激免疫细胞活化ꎮ 本研究通过重组 ＢＰ２６ 蛋白抗原

刺激 ＢＭ￣ＤＣｓ后 ＣＤ８０表面分子升高ꎬ说明 ＢＰ２６ 在

细菌侵入宿主引起机体产生免疫效应的过程中发挥

着重要的作用ꎮ
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