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嗜吞噬细胞无形体 aph0653的克隆表达及重组蛋白的抗原性分析 *
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摘要 目的：克隆表达嗜吞噬细胞无形体（ ，AP）APH0653基因，并对表达产物进行抗原性分析。方法：

以嗜吞噬细胞无形体基因组 DNA为模板，使用特异性引物，PCR扩增 APH0653基因并克隆入原核表达载体进行表达。使用镍柱

亲和层析纯化重组蛋白，并应用免疫印迹方法检测 APH0653与嗜吞噬细胞无形体感染血清的免疫反应性。结果：菌落 PCR、DNA

测序和 SDS-PAGE蛋白凝胶电泳表明 APH0653基因已成功克隆入原核表达载体，并可诱导表达重组蛋白。免疫印迹实验表明

AP阳性血清可识别重组蛋白 APH0653，并产生明显的特异性条带。结论：嗜吞噬细胞无形体 APH0653蛋白可在原核表达系统中

高效表达，且重组蛋白具有较好的抗原性。

关键词：人粒细胞无形体病；嗜吞噬细胞无形体；APH0653；抗原性

中图分类号：Q78；R51；R384.4 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）01-20-04

Recombinant Expression of APH0653 and
Determination of its Antigenicity*

Recombinant expression of APH0653 and determination of its antigenicity.

Bioinformatical analysis of APH0653 amino acid sequence was performed. DNA fragment encoding APH0653 was amplified

by PCR using genomic DNA as template, followed by ligation with prokaryotic vector pET28a (+) after double di-

gestion with endonucleases . After the inserted DNA sequence was confirmed by colony PCR and sequencing analysis, the recombinant

plasmid was transformed into BL21 (DE3) for protein expression. After purification by Nickel affinity chromatography,

the recombinant APH0653 was subjected to western blot analysis to determine its antigenicity. Bioinformatical analysis results

showed that APH0653 is a hydrophilic protein with 5 antigenic determinants. The molecular mass of this protein was computed to be

18.5 kDa. The PCR product encoding APH0653 was cloned into pET28a(+) successfully as verified by colony PCR and sequencing anal-

ysis. Recombinant APH0653 was highly expressed in BL21 (DE3) after induction with IPTG, and purified with Nickel affinity

chromatography. Western blot analysis showed that APH0653 strongly reacted with positive sera.

APH0653 was highly expressed in a prokaryotic expression system. In addition, APH0653 is a protein with strong anti-

genicity.
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前言

人粒细胞无形体病（human granulocytic anaplasmosis，

HGA）是一种经蜱虫传播，由嗜吞噬细胞无形体（

，AP）感染引起的新发可致命性传染病。此病

最早于 1994年在美国的威斯康辛州被发现，目前已在我国广

泛流行[1,2]。由中国疾病控制中心组织的，对我国 10个城市或省

份的农业从业者的流行病学调查发现，AP感染血清阳性率平

均达到 13.9 %，并且在病患者中严重并发症的发生比率和死亡

率较高[3]。HGA临床症状常类似于感冒，极易误诊，可导致治疗

延误，并产生严重后果[4,5]。因此，建立一种简单可靠、敏感性高、

特异性强的诊断方法具有十分重要的意义。ELISA技术由于具

有操作简单、结果可靠和可自动化等优点已广泛用于血清学诊

断感染性疾病，但目前以嗜吞噬细胞无形体外膜蛋白 P44为单

一抗原的人粒细胞无形体病诊断 ELISA方法存在漏检现象，

灵敏度仅为 80-90 %[6,7]。本研究旨在鉴定嗜吞噬细胞无形体新

抗原，为后续提高 ELISA检测灵敏度的研究工作提供新线索。

在本研究中，我们鉴定出 APH0653为嗜吞噬细胞无形体一新
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抗原。

1 材料与方法

1.1 主要材料

血清样本来源于山东省单县中心医院检验科；AP基因组

DNA由美国俄亥俄州立大学 Yasuko Rikihisa博士提供；

感受态细胞 Top10、BL21（DE3）购自全式金科技有限公司。

1.2 主要试剂和仪器

Platinum誖 Pfx DNA Polymerase购自美国 Invitrogen公司；

限制性核酸内切酶 I、 I购自 TaKaRa公司；T4 DNA

连接酶购自 NEB 公司；EasyTaq誖 DNA Polymerase 购自全式

金科技有限公司；SafeViewTM Nucleic Acid Stains 购自 abm 公

司；Ni-NTA Agarose购自 QIAGEN公司；DNA Marker、DNA琼

脂糖凝胶 /PCR产物回收、质粒抽提试剂盒购自 Biomega 公

司；HRP-羊抗人 IgG购自美国 KPL公司；硝酸纤维素膜购自

Whatman 公司；IPTG购自美国 Merck公司；ECL化学发光显

色液购自联科生物技术有限公司；其他常规试剂为国产分析纯

试剂。

PCR仪为杭州朗基科学仪器有限公司产品；紫外凝胶成像

仪为英国 Syngene公司产品；Allegra X-15R低温高速离心机为

美国 Beckman-Coulter公司产品；ECL全自动化学发光图像分

析系统为上海天能科技有限公司产品。

1.3 方法

1.3.1 APH0653氨基酸序列的生物信息学分析

1.3.2 APH0653基因原核表达质粒的构建 根据 aph0653核

苷酸序列设计引物，上游引物为：5'-TCCGAATTCATGCAGT-

GTTTACAGGCACTG-3'，含 I酶切位点；下游引物为：

5'-GCACTCGAGCATAGGCACGTTCTGTACTAT-3'，含 I

酶切位点（下划线为酶切位点），以无形体基因组 DNA为模板

进行 Touchdown PCR扩增，反应条件为：预变性后进入 Touch-

down循环，起始温度为 58℃，终止温度为 50℃，每个循环降

低 2℃，结束后进入正常 PCR反应循环，退火温度为 62℃，共

34个循环。预计 PCR产物大小为 507 bp。

PCR产物应用 1.5 %琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，DNA纯化

回收试剂盒回收 PCR产物，对 PCR产物和 pET28a(+)质粒进

行 I和 I双酶切后连接并转化入 Top10感受态细菌，

菌落 PCR鉴定，并将菌落 PCR结果阳性的质粒委托金维智公

司进行测序鉴定。

1.3.3 APH0653 重组蛋白的表达和纯化 将 pET28a (+)

-aph0653转化入 BL21(DE3)表达菌感受态中，挑取单菌落接种

至 3 mL LB液体培养液（含 50 滋g/mL卡那霉素），37℃，250
rpm振荡培养 12-16 h。将培养的菌液 1:100 接种于新鲜的 3

mL LB 液体培养基中，37 ℃振荡培养至对数生长期，加入

IPTG（终浓度为 1 mM），37℃诱导培养 3 h，收集菌体进行

SDS-PAGE电泳检测蛋白。在同样条件下将表达菌在 200 mL

LB培养液中诱导表达，取 8 mL菌液低温离心，收集菌体超声

裂解，SDS-PAGE电泳检测包涵体和上清中蛋白以确定蛋白的

表达形式。变性条件下纯化 APH0653。将剩余菌液离心收集菌

体，超声裂解后低温离心，收集沉淀加入含 8 M尿素，pH为 8.0

的磷酸盐缓冲液溶解包涵体，Ni琼脂糖亲和层析，使用 pH为

4.8，含 250 mM咪唑的磷酸盐缓冲液洗脱目的蛋白，分管收集。

1.3.4 免疫印迹检测 将纯化的 APH0653 蛋白进行

SDS-PAGE电泳并湿转至硝酸纤维素膜上，50 g/L脱脂奶粉室

温封闭 30 min，AP阳性血清 1:1000稀释后作为一抗（AP阳性

血清来源于 IFA检测结果），室温孵育 1 h，1× PBS清洗 3次，

每次 5 min。HRP-羊抗人 IgG 1:2000稀释后作为二抗，室温孵

育 1 h，1× PBS清洗 4次，每次 5 min，ECL显色并拍照。

2 结果

2.1 应用生物信息学预测 APH0653特征

嗜吞噬细胞无形体基因组共有 610个编码未知功能蛋白

基因。为鉴定嗜吞噬细胞无形体新抗原，我们利用 PCR技术扩

增出其中 35个编码未知功能蛋白基因，并对其中部分基因进

行了克隆表达（未发表内容），aph0653为其中之一。APH0653

基因全长 507 bp，编码 169个氨基酸。本研究利用表 1中所列

的生物信息学方法对 APH0653氨基酸序列进行分析。ExPASy

网站 ProtParam软件预测其分子式为 C785H1281N229O262S11，理论分

子量为 18.59 kDa，不稳定系数为 58.90，表示此蛋白性质不稳

定。平均亲水系数（Grand average of hydropathicity，GRAVY）：

-0.162，表明其为亲水性蛋白。二级结构预测结果显示 59.76 %

蛋白片段为 琢 螺旋（Alpha helix），9.47 %蛋白片段为 茁 折叠
（Extended strand），30.77 %蛋白片段为无规则卷曲（Random

coil），表示该蛋白以 琢螺旋为主。抗原位点分析共预测到 5个抗

原位点，分别出现氨基酸序列的 19-26，51-68，94-105，123-132，

154-156位置。

2.2 pET28a(+)-aph0653原核表达质粒的构建与鉴定

以 AP基因组 DNA为模板，PCR扩增出两侧含有 I

和 I酶切位点的 DNA片段，PCR产物应用 1.5 %琼脂糖凝

胶电泳检测发现在 500 bp左右出现特异性条带，与理论预测

值一致，见图 1。PCR产物经 I和 I双酶切后克隆入

原核表达载体 pET28a (+)，经 T4 DNA连接酶连接后转化入

Top10感受态细菌，挑取菌落进行菌落 PCR鉴定。PCR结果阳

性的重组质粒（pET28a(+)-aph0653）再经测序确认，结果显示重

组质粒中插入的 DNA片段序列正确。

2.3 APH0653重组蛋白的表达及纯化

将 pET28a(+)-aph0653重组质粒转化入 BL21(DE3)表达菌

感受态中，挑取单菌落接种至 LB液体培养基（含 50 滋g/mL卡
那霉素）中，经 IPTG诱导，SDS-PAGE检测发现在25 kDa（APH0653

和载体来源的多肽分子量）处出现一条明显的蛋白诱导条带，

表 1 生物信息学分析 APH0653氨基酸序列方法

Table 1 Analysis of APH0653 amino acid sequence by bioinformatics

Items for analysis Analysis tools

Physical and chemical

properties

http://web.expasy.

org/=cgi-bin/protparam/protparam

Antigenic epitope prediction
http://www.cbs.dtu.dk/services/Bepi

Pred/

Protein secondary structures

prediction

https://npsa-prabi.ibcp.

fr/cgi-bin/secpred_phd.pl
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图 1 APH0653基因的 PCR扩增

Fig.1 PCR product of APH0653 gene

注：M：DNA marker；1：aph0653的 PCR产物。

Note: M: DNA marker; 1: PCR product of aph0653.

未经 IPTG诱导的菌液未见明显条带。BL21-pET28a-aph0653

扩大培养后经 SDS-PAGE分析重组蛋白 APH0653 在宿主菌

中表达形式，发现 APH0653蛋白主要以包涵体进行表达，见图

2。使用尿素裂解包涵体，通过 Ni琼脂糖凝胶在变性条件下进

行亲和层析纯化。 SDS-PAGE 电泳显示成功纯化重组

APH0653蛋白，见图 3。

2.4 免疫印迹检测 APH0653的抗原性

将纯化的重组 APH0653蛋白进行免疫印迹分析，结果显

示 APH0653与 AP感染者血清发生强烈的免疫反应，与阴性

血清不反应，说明 APH0653具有较强抗原性，人体感染 AP时

能产生抗 APH0653抗体，见图 4。

3 讨论

目前常用的 HGA实验室检查方法包括检测血清中抗 AP

图 2 SDS-PAGE电泳检测 APH0653重组表达及蛋白可溶性分析

Fig.2 Analysis of APH0653 expression and its solubility by SDS-PAGE

注：M：标准分子量蛋白 marker；Supernatant：超声裂菌离心后的上清；

Pellet：超声裂菌离心后的沉淀；

Lysate：超声裂解后的菌体裂解液；NO IPTG：未诱导的菌体沉淀；

*：重组蛋白 APH0653。

Note: M: Protein molecular weight marker; Supernatant: Supernatant

after centrifugalization of ultrasonic lysis of bacteria; Pellet: Pellet after

centrifugalization of ultrasonic lysis of bacteria; Lysate: Ultrasonic lysis

of bacteria; NO IPTG: Non induced bacteria; *: Recombinant protein

APH0653.

图 3 APH0653重组蛋白的亲和纯化

Fig.3 Recombinant protein APH0653 purified by affinity chromatography

注：NO IPTG：未诱导的菌体沉淀；Pellet：超声裂菌离心后的沉淀；

Flow-through：通过 Ni柱的流出液；Wash：清洗 Ni-NTA Agarose的

Buffer B溶液；M：蛋白分子量标准；1-10：分管洗脱的蛋白洗脱液；

*：重组蛋白 APH0653。

Note: NO IPTG: Non induced bacteria; Pellet: Pellet after

centrifugalization of ultrasonic lysis of bacteria; Flow-through: protein

solution after passing the Ni-NTA Agarose column; Wash: Buffer B after

being used for washing Ni-NTA Agarose; M: Protein molecular weight

marker; 1-10: Sequentially collected recombinant protein purified with

affinity chromatography; *: Recombinant protein APH0653.

图 4 免疫印迹检测 APH0653与 AP阳性血清的反应

Fig.4 The reaction of APH0653 with AP positive serum by western blot

analysis

注：1：免疫印迹检测 APH0653与 AP感染者血清的反应；2：阴性血清

对照。

Note: 1: The reaction of APH0653 with AP positive serum by western blot

analysis; 2: Negative serum control.
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抗体的间接免疫荧光技术（IFA）和 ELISA技术，以及扩增血标

本中病原体 16S rRNA特异性序列的 PCR等技术[8-10]。IFA是目

前应用最广泛的，敏感性最强的实验室检测手段，但这种方法

需要购买价格昂贵的抗原片，对操作人员经验要求高，而且在

疾病感染早期（<7 d），IFA敏感性较低 [10]。PCR技术可实现

HGA早期诊断，但实验室条件、人员操作、标本采集时间等多

种因素易对该技术敏感性造成影响[10,11]。JACOB W. IJDO等使

用以重组 AP P44蛋白作为包被抗原的 ELISA方法检测病人

血清中的抗 P44抗体，证明重组 P44蛋白可作为HGA诊断抗原[6]。

人体在感染 AP后形成多种抗 P44抗体，大部分 HGA患者血

清可特异性结合 P44蛋白[12,13]。以 P44为诊断抗原的 ELISA方

法，具有成本低，特异性强的特点且可以实现大规模自动化筛

查 AP感染[14,15]。但以 P44作为单一诊断抗原的 ELISA方法检

测灵敏度仅为 80-90 %，存在漏检现象，所以鉴定新的特异性诊

断抗原，对提高 HGA血清学检测灵敏度具有非常重要的现实

意义。

生物信息学技术是由分子生物学和计算机信息处理技术

相结合的一种新兴科学研究方法，具有效率高，成本低的特点，

在生物科学研究中得到广泛应用[16-18]。本研究应用生物信息学

方法分析了 APH0653氨基酸序列，预测其为亲水性蛋白，并有

五个抗原位点，提示其可能具有较强的抗原性。本实验将

aph0653克隆入原核表达载体并在 BL21(DE3)中高效表达，超

声裂解菌体后经 SDS-PAGE检测，结果显示该蛋白主要以包

涵体形式表达。重组蛋白经 Ni琼脂糖凝胶在变性条件下进行

亲和层析纯化，获得高纯度的 APH0653重组蛋白。免疫印迹分

析发现 APH0653能够与 AP阳性血清发生较强免疫反应，提

示其具有较强的抗原性，这与生物信息学预测结果一致。

HGA最早在美国的威斯康辛州被发现，此后每年的病例

报告数大幅度增加，HGA快速和准确的实验室诊断对病人的

及时有效治疗具有重要意义[19,20]。目前的诊断方法不仅敏感性

和特异性不是十分理想，而且成本较高，在一定程度上限制了

HGA的诊断水平，延误治疗，因此发展高特异性和高敏感性的

检测试剂具有重要的意义。本研究鉴定出 APH0653为嗜吞噬

细胞无形体的新抗原，这为后续提高血清学诊断 HGA灵敏度

的工作提供新的研究对象。
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