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沙眼衣原体 !"#$%&基因编码蛋白为一包涵体膜蛋白
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摘 要：使用融合蛋白 RO.1P.#!@的抗体对假想蛋白 P.#!@的特性进行研究。使用 SPT方法从 U#型沙眼衣原体的
基因组中扩增编码 P.#!@蛋白的开放读码区基因，限制性内切酶 !"#N!和 $%&!消化、.!连接酶连接导入 FR4V1
&F# 载体，进一步把重组质粒 FR4V1&F#1P.#!@转化到 VU31=0*/细菌，并诱导表达融合蛋白 RO.1P.#!@。在融合蛋白
RO.1P.#!@免疫小鼠制备抗体后，应用直接免疫荧光技术对衣原体感染细胞内的 P.#!@基因表达的内源性蛋白进
行初步定位。成功克隆出沙眼衣原体基因 P.#!@，全长为 2’3=F，并表达了融合蛋白 RO.1P.#!@，分子量为 2%W#XE6。
制备了融合蛋白 RO.1P.#!@的抗体并初步定位假想蛋白 P.#!@于沙眼衣原体包涵体膜蛋白上。总之，使用融合蛋
白 RO.1P.#!@的抗体，鉴定假想蛋白 P.#!@为一种新的沙眼衣原体包涵体膜蛋白。该发现将为进一步深入研究衣
原体与宿主细胞间某些机制提供了有用的途径。
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衣原体是一类严格的活细胞内寄生的微生物，

有其独特的生活特性，包括原体和始体。其中，肺炎

衣原体和沙眼衣原体均为人类致病菌，但他们的组

织特异性和疾病的广谱性不同［3，#］。生殖道衣原体

（’()"#*+,") &-".(%#"&,/，P.）感染是全球范围内危害
妇女生殖健康的主要性传播疾病之一，主要表现为

宫颈炎，继而发生慢性盆腔炎、异位妊娠和不孕

等［2，!］。其感染特征是较隐匿，易迁延，常常造成病

原菌的广泛传播，给妇女健康带来很大的危害。由

于在体外培养比较困难，因而对其生物学特性了解

不多。衣原体在宿主细胞内生存和繁殖的关键特性

之一是能阻止包涵体与宿主细胞的溶酶体融合［’］。

因而了解衣原体包涵体的生物学作用和功能尤为重

要，寻找包涵体膜蛋白并进一步研究其特性及其作

用机制是该领域研究的热点之一。自从 3@@’ 年
TD?X/C EE 等［&］首次报道了来自衣原体性的豚鼠包
涵体关节炎的包涵体膜蛋白（命名为 J9?)）以来，已
经陆续发现在沙眼衣原体 P.33’ 到 P.33@ 和 P.###
到 P.#22 的基因组区域内包括有许多编码包涵体
膜蛋白基因，除此之外在其他区域也发现了包涵体

膜蛋白包括 P.$%@、P.!!#、P.’#@ 以及 P.%32［"，3$］。
Z69969-79/ [S等［%］.D< N等［@］基于已知衣原体基因

组的序列而利用计算机预测包涵体膜蛋白。虽然预

测出大约 3$$ 包涵体膜蛋白，但这些计算机预测的
结果并不是完全与实验并证据相符［%］，因此有必要

进一步用实验去证实。P.#!@时在克隆了大量基因
的基础上发现的又一个包涵体膜蛋白。

’ 材料和方法

’(’ 材料
’(’(’ 菌株：U#，为 P. 的一个菌株，由美国
K.NOPO)的钟光明教授的实验室提供。
’(’($ 试剂和仪器：SHM（3K\"U）、.6] E^)聚合酶
（’K\"U ）、.! E^) 连接酶（K\"U）、限制性内切酶
!"#NJ（3$K\"U）和 $%&!（3’K\"U）、SPT 扩增试剂
盒、以及 PC#标记的羊抗兔 J+R（绿）、PC2标记的羊
抗鼠 J+R（红）、ND/?<,-均购于 J9L7-GD+/9公司；8^.S
（3$55D0\U，,7+56）；质粒提取试剂盒（Z7D1T68公司）；
SPT仪（S.P#$$ F/0-7/G -</G560 ?C?0/G I[ G/,/6G?< J9?，
KO)）；P_# 培养箱（QDG5D KO)）；荧光生物显微镜
（)V1"$，[6F69）。
’($ 引物设计
根据 O.E 基因库（:::> ,-8+/9> 0690 > +DL）提供

信息选择沙眼衣原体 P.#!@基因的开放读码框的基



因序列以及所用的克隆和表达载体 !"#$%&!’设计
引物序列如下：()’*+：,-./0- 1（ !"#2!）：34%
("(""5)((5)""")5)(555(()(5)"5)(%64；,-./0-
’（$%&!）：34%))))(())))"(""(("( ()5("(()))
"55")55)("55%64；!"#$&,’：7,51：34%"""()"
"(55"((5"")))"")" 64；7,5’：34%(("""5"()"
(5)")")(5"5""%64。
!"# 衣原体基因组 $%&的提取和 ’() 扩增
取 38"9 预先制备的 9’菌液，加入 ’:3"9 18;

<=<，煮沸 18/.>，冰上冷却然后加 188"9 双蒸水，高
速离心 1/.>，储存于 ? ’8@备用。
采用 A>B.C-DE0>公司的 ,(F扩增试剂盒，反应体

系为 188"9。反应条件：+3@ ’/.>；+*@ 68G，3’@
+8G，&H@ */.>，68个循环；&H@ 18/.>；*@ 保存。琼
脂糖电泳。用酚%氯仿法纯化扩增产物。最后用
188"9的双蒸水溶解沉淀，? ’8@保存。按常规方
法使用限制性内切酶 IJ/2AK LDCA消化扩增产物、)*
连接酶连接，热休克法转化感受态菌 $91%MNO0。
!"* 阳性克隆的初步筛选
挑取在选择性培养基上生长的菌落进行阳性克

隆的筛选，挑取选定菌落的一半加入到 *8"9 双蒸
水，煮沸 18/.>，冰上冷却，离心取上清作模板。用
!"#$%&,’的引物进行扩增。反应体积为 ’8"9。扩
增条件：+3@ */.>；+*@ 68G，*&@ +8G，P’@ */.>，’3
个循环；P’@ 18/.>。琼脂糖电泳观察结果并拍照。
!"+ 重组质粒的鉴定
用质粒提取试剂盒（I.D%FJQ公司）对初步筛选

阳性克隆的纯培养物提取质粒。各选用与 ()’*+和
!"#$%&,’相对应的一条引物进行交叉%,(F，反应体
系及程序同 1:*。用提取的质粒，进行测序并进行
序列分析，使用 I95<)软件比对分析。
!", 融合蛋白的提取和纯化
将过夜的培养物按 1 R 38接种到含有氨卞青霉

素的 *88/9 )I 培养基中，6P@、’88-K/.> 培养到
’(&88为 8:H 时加入 A,)"，终浓度为 8:1//DNK9。

68@诱导 6S，*@、&888-K/.> 离心，收获细菌。加入
细胞裂解缓冲液，冰浴超声，*@ 13888-K/.> 离心
13/.>，将上清吸到另一干净的离心管中加入 ’88"9
预处理的 "NOCJCS.D>0 <0!SJ-DG0 )T *I（I0JQG），室温
转动吸附 &8/.>，离心弃上清，分别用 ,I<) 和 ,I<
各洗 6次，离心，吸取少量沉淀物加入 <=<上样缓冲
液，混匀后 188@ 18/.>，冷却，离心，取上清进行
,5"#凝胶电泳。凝胶浓度为 13;，’88U &8/.>，考
马氏亮蓝染色，观察结果并拍照。

!"- 抗体的制备
按常规方法免疫 IJNMK( 小鼠，首次免疫剂量

188"9 融合蛋白 "<)%()’*+与弗氏完全佐剂等体积
混合，* 周后第二次免疫剂量 38"9 融合蛋白 "<)%
()’*+与等体积的弗氏不完全佐剂混合，然后每隔
一周免疫一次，在第三或第四次后采血，用 AV5鉴定
血清效价。

!". 蛋白的定位
!"."! 抗原的制备：参照文献［P］，培养 209J细胞，
用 =T#T调至 H W 18*加入预先放置有盖片的 ’*孔
板中过夜培养，用 9’感染。6P@ P; (7’ 条件下培

养 6& X *’S。终止培养，用 ’; ,V室温固定 68/.>，
’; <J!D->.>室温 1S。1; I<5 6P@封闭 1S。
!"."/ 染色：用含 18;胎牛血清的 =T#T 按 1 R
’888稀释 ()6+3抗体［兔抗衣原体 9’菌体蛋白 ()%
6+3 的抗体，()6+3 蛋白为 "-!# 相关的伴侣
（YSJ!0-D>.>），在所有的衣原体中的氨基酸序列同源
性 Z P8;，由 [)2<(<5 的钟光明实验室提供］后，
在用此稀释物按 1：’88 稀释制备的抗体，加入相对
应的孔，6P@ 1S。然后加入含有 (\’标记的羊抗兔
AE"、(\6标记的羊抗鼠 AE"以及 2D0YSGC的混合物，
6P@ 1S，荧光显微镜下观察结果。试验中以已知的
沙眼衣原体包函体膜蛋白 ()11H（A>Y"）［18］的作为试
验对照，所用的检测抗体为鼠抗 ()11H蛋白的抗体
（由 [)2<(<5的钟光明实验室提供）。

/ 结果

/"! 基因的克隆与鉴定
扩增产物经过电泳分析发现约在 6P3M!处有扩

增带，与预期的设计相符。重组质粒 !"#$%&,’K
()’*+，经过 !"#$%&,’的引物和特异性引物进行交
叉 ,(F扩增，获得的扩增产物与预期结果一致。直
接以重组质粒 !"#$%&,’K()’*+为模板进行测序，得
到克隆片段的 =L5序列，与 <)= 基因库（实际长度
为 631M!G）比对一致，证实克隆基因序列正确。
/"/ (0/*1基因在大肠杆菌中的表达与鉴定
选取表达较好的克隆进行大规模的植被 "<)%

()’*+融合蛋白的粗提物，应用 "NOCJCS.D>0 <0!SJ-DG0
)T *I 纯化获得 "<)%()’*+ 融合蛋白。经过 <=<%
,5"#分析显示可见显示两条带，与蛋白参照分子
相比，较强的一条分子量约为 6H:’]=J，为 "<)%
()’*+的融合体，是目的蛋白带。较弱的一条为
’+]=J，为单独的 "<)。电泳显示的蛋白带谱与预期
的结果一致（图 1）。

&*& ^A5 ).J>%_O> )& "* ‘ K+,&" -.,/%0.%*%1.," 2.3.,"（’88P）*P（*）



图 ! 融合蛋白 "#$%&$’()的 #*#%+,"-分析
!"#$% &’&()*+, -.-/01"1 23 341"2. 56278". +&9(:9;<=$ % $ %;!> 23

546"3"8? +&9(:9;<=；; $ ;!> 23 546"3"8? +&9(:9;<=；@$ )6817-".

56278". A-6B86 $

’./ 蛋白的初步定位
经过 C!*可观察到三色标记：D28EF17对 ’G*进

行染色，显色为蓝色；:0; 对衣原体 >;菌体进行染
色，为绿色；而 :0H 则对目的蛋白进行染色显色为
红色，在衣原体的包涵体的膜上有目的蛋白的特异

的染色（图 ;），可见融合蛋白 +&9(:9;<= 的抗体所
对应的内源性抗原即 :9;<=定位在衣原体的包涵体
的膜上。

图 ’ &$’()基因编码蛋白的 01,染色
!"#$ ; C!* 17-".".# I"7F 52/0E/2.8 -.7"J2?0 72 68E2AJ".8? :9;<=

56278".$ *：:2.762/ ’%%K（C.E+）；L：:9;<=M N8?：C.E/41"2. A8AJ6-.8

56278". 17-".；+688.：:F/-A0?"-/ 26#-."1A 17-".；L/48：’G* 17-".$

/ 讨论
沙眼衣原体引起的泌尿生殖道感染是性传播疾

病的主要病原生物之一，然而其确切的致病机制还

不清楚，其独特的生活方式即始体!原体!始体，始
体具有感染性而代谢能力弱，原体没有感染性但代

谢能力相当活跃［%%］。其整个循环是在其感染宿主

细胞的胞浆内形成的包涵体内进行的。衣原体包涵

体的作用至少体现在两个方面，第一充当保护包涵

体内的微生物的正常的生长发育的屏障，第二充当

衣原体与宿主细胞相互作用的门户。为了建立和维

持包涵体内衣原体的生长，就必须通过包涵体膜与

外界交换营养物质和信号。衣原体不仅能够从宿主

细胞摄入营养和代谢中间产物，而且能够分泌效应

分子到宿主细胞和主动的操纵宿主的信号通路［O］。

尽管在衣原体和宿主细胞间经常进行物质和信号交

换，但如何通过包涵体膜交换的机制知道甚少。由

于包涵体膜蛋白很可能在此发挥重要作用。因此鉴

定新的包涵体膜蛋白和深入研究其特性的研究已经

成一个深受关注的领域。

本试验中所使用的克隆和表达载体 5+,P(Q);，

多克隆酶切位点含有 !"#D"R$%&"，该组酶切位
点通过检索发现在 :9;<=的完整序列中没有酶切位
点，因而选用该组限制性内切酶作为该基因克隆的

工具酶。另外由于使用该载体进行转化表达后的蛋

白为融合蛋白，为进一步分离纯化目的蛋白提供了

方便。设计引物时在两条引物的 ST端分别加上
!"#D"和 $%&"的酶切位点，可以使目的基因定向
插入到 5+,P(Q);载体中。使用针对载体和目的基
因的引物进行 ):N，由于使用的引物一条来自目的
基因 :9;<=，而另一条引物来自载体 5+,P(Q);，从而

进一步确保所扩增阳性的质粒为目的基因与载体的

重组体。

本研究使用 D8>-细胞作为沙眼衣原体 >;感染
的宿主细胞，建立感染模型。感染 HQ U <KF后可见
有包涵体的形成。通过免疫荧光染色，三色标记：

D28EF17对 ’G* 进行染色；:0; 对衣原体进行染色；
而 :0H 则对目的蛋白进行染色定位。用融合蛋白
+&9(:9;<=制备多克隆抗体，很有可能含有针对
+&9的抗体，但细胞感染模型中，不可能表达 +&9，
且由于编码 +&9的基因与衣原体 ’(;<= 基因没有
同源性，故本实验中只有针对衣原体 ’(;<=的抗体
可以显色。故图 ;(L中所见包涵体包膜上的红色当
为 :9;<=的抗体的显色。这一结果清楚地表明衣原
体 ’(;<=蛋白为包涵体膜蛋白。这对于进一步了
解衣原体与宿主细胞的相互作用即衣原体的抗宿主

反应、宿主抗衣原体的免疫反应具有重要的意义。

综上所述，我们成功地克隆出沙眼衣原体的

’(;<=基因，并置备了重组的 +&9融合蛋白，使用重
组的融合蛋白的抗体对培养的衣原体进行了 C!*，
显示该蛋白为包涵体膜蛋白，提示我们有必要进一

步深入研究其在整个发育过程中的表达时相、相互

作用的配体以及与宿主的关系，进一步探讨其生物

学作用，为未来的预防以及干预治疗提供策略。

O<Q贾天军等：沙眼衣原体 :9(;<=基因编码蛋白为一包涵体膜蛋白 $ R微生物学报（;VVO）<O（<）
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