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摘要：【目的】通过对布鲁氏菌 gntR 基因进行原核表达，分析其诱导机体产生的 Th1 和 Th2 型免疫反

应。【方法】以布鲁氏菌 S2308 基因组为模板，根据 GenBank 上公布的 S2308 gntR 基因序列设计引物，

利用分子克隆技术，将 gntR 基因片段克隆至原核表达载体 pET-30a，转化至大肠杆菌 BL21 感受态细

胞中，诱导 GntR 蛋白表达；利用 SDS-PAGE 对 GntR 重组蛋白(rGntR)进行分析；利用 AKTAxpress

智能多维纯化系统对 rGntR 进行纯化；利用 Western blotting 分析其免疫反应性；用 rGntR 刺激小鼠巨

噬细胞 RAW 264.7 和小鼠脾细胞，利用 ELISA 试剂盒检测细胞因子 IFN-γ、IL-2、IL-4 和 IL-5，以及

IgG 抗体的水平。将 rGntR 免疫小鼠，检测小鼠血清中 IFN-γ 和 IL-4 的水平。【结果】gntR 基因大小为     

735 bp，编码 245 个氨基酸，大约在 35 kDa 处出现蛋白条带，纯化后为单一条带。WB 显示，rGntR 具

有较好的免疫反应性。rGntR 可诱导宿主细胞和小鼠产生较高水平的 IFN-γ、IL-4 和 IgG。【结论】rGntR

可在体内或体外诱导辅助性 T 细胞(Th1 和 Th2 型)免疫反应。本研究可为布鲁氏菌病疫苗的研发提供科

学依据。 
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布鲁氏菌病(Brucellosis)是一种在全世界范围

内都广泛分布的人畜共患传染病，全世界 200 多

个国家和地区中，有近 170 多个国家存在此病[1]。

每年有超过 50 万人被感染，造成巨大经济损失[2]。

自 2000 年以来，布鲁氏菌病的人畜疫情在世界范

围内均出现了回升势头，并呈持续增长态势，愈

演愈烈。全世界每年因布鲁氏菌病造成的直接经

济损失近 30 亿美元，我国布鲁氏菌病的疫区主要

集中在西北、东北、华北等地。布鲁氏菌病的病

原为布鲁氏菌(Brucella)，是一种革兰氏阴性细胞
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内寄生的寄生菌。布鲁氏菌主要感染反刍动物和

人类，感染动物后可引起公畜的睾丸炎、附睾炎

和母畜的流产、不孕；感染人后可引起全身症状，

如发热、出汗、关节痛、关节炎、心内膜炎、肝

脾肿大和败血症等[3]。 

通过对布鲁氏菌基因组功能的研究发现，布

鲁氏菌中有 184 个已知功能的毒力基因[4]。其中转

录调控因子是一类重要的毒力调控系统，通过结

合到其识别的 DNA 序列(位于启动子区)上，介导

靶基因转录的上调或下调。除了 RNA 聚合酶外，

转录调控因子还是参与基因转录起始过程中不可

缺少的重要元件之一。转录调控因子 GntR 具有 α

螺旋-β 转角-α 螺旋的特征，具有保守的 N 端 DNA

结合区域和多样化的 C 端效应子结合区域和寡聚

化结构域，以此来调节和影响基因的转录和其他

生物学过程[5]。转录调控因子 GntR 调控的靶基因

包括脂肪酸代谢、氨基酸代谢、有机酸代谢、碳

源代谢等多种重要的代谢过程以及复杂有机物降

解等相关功能的基因[5]。细菌生存相关的基因也受

GntR 调控，GntR 主要通过调控基因的转录，使

细菌感应和应答胞内和胞外的信号[6–7]。由此可见

GntR 在细菌致病过程中发挥了重要作用，是重要

的调控因子。然而，GntR 在布鲁氏菌致病过程中

的免疫反应和免疫机制还尚不清楚。 

IFN-γ 是 Th1 型细胞因子，可刺激细胞免疫应

答；而 IL-4 是 Th2 型细胞因子，可刺激体液免疫

应答。因此，在本研究中，我们构建了 GntR 重组

蛋白(rGntR)，并检测了其在免疫应答中的作用。

另外，我们用间接 ELISA 检测了 Th1 和 Th2 型细

胞因子。本研究的目的是确定 rGntR 是否可能作

为有用的诊断布鲁氏菌病的蛋白抗原。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、试剂及实验动物：流产布鲁氏菌

S2308 基因组、S2308 免疫小鼠的血清由石河子大

学张辉教授馈赠。大肠杆菌 DH5α、DE3(BL21)感

受态细胞、DNA Marker、蛋白 Marker、2×Es Taq 

MasterMix、普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、

高纯度质粒小提试剂盒、辣根过氧化物酶标记山

羊抗鼠 IgG (H+L)购自北京康为世纪生物科技有

限公司。T-Vector pMD19 (Simple)、限制性内切酶、

T4 DNA 连接酶购自宝生物工程(大连)有限公司。

pET-30a 表达载体购自 Promega 公司。卡那霉素、

氨苄青霉素、IPTG 诱导剂、NC 膜购自 Solarbio

公司。His-Ni 柱购自美国 GE 公司。膜封闭液、

HRP-DAB 底物显色试剂盒购自天根生化科技有

限公司。Western blotting 所用一抗(S2308 免疫小

鼠的血清)由石河子大学张辉教授馈赠，辣根过氧

化物酶(HRP)标记的羊抗鼠 IgG 购自北京中杉金

桥生物有限公司。小鼠 IFN-γ、IL-2、IL-4 和 IL-5

细 胞 因 子 ELISA 检 测 试 剂 盒 购 自 美 国 R&D 

Systems 公司。DMEM 细胞培养液、RPMI 1640

细胞培养液、胎牛血清、一次性细胞培养板购自

美国 Gibco 生命科技公司。 

1.1.2  细胞：RAW 264.7 小鼠巨噬细胞系，购自

北京协和细胞资源中心。 

1.1.3  小鼠：6 周龄 SPF 级雌性 BALB/c 小鼠，

购自河南省实验动物中心[SCXK(豫)2017-0001]，

动 物 实 验 在 商 丘 美 兰 生 物 工 程 有 限 公 司

[SYXK(豫)2017-0006]完成。 

1.2  重组质粒的构建与鉴定 

根据 GenBank 上公布的布鲁氏菌 S2308 株的
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gntR 基因序列(BAB2_1138)，利用 Primer 5.0 软件

设计引物，引物序列见表 1，引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成。以布鲁氏菌 S2308 DNA

基因组为模板，以 GntR-F、GntR-R 为引物扩增

gntR 基因。PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测

回收后克隆至 T-Vector pMD19 (Simple)，转化至

E. coli DH5α 感受态细胞。提取质粒后，进行 PCR

鉴定；同时采用限制性内切酶 BamH I 和 Xho I 双

酶切后克隆至相同酶切后的 pET-30a 质粒中，构

建重组质粒 pET-GntR-30a。 

重组质粒经限制性内切酶 BamH I 和 Xho I 双

酶切鉴定，鉴定正确的质粒由生工生物工程(上海)

股份有限公司测序鉴定。 

1.3  重组蛋白的表达与纯化 

将含 GntR-30a 重组质粒的克隆菌培养 至

OD600 约为 0.4–0.6 时，取 2 mL 细菌悬液作为对

照，在剩余菌液中加入 IPTG 诱导剂至终浓度        

1 mmol/L，继续振荡培养，分别在诱导 2、4、6、

8 h 取 样 。 用 12% 的 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

(SDS-PAGE)进行检测，凝胶经染色、脱色后，观

察蛋白表达情况。rGntR 的纯化按照参考文献[8]

进行。 

1.4  Western blotting 分析 

按照参考文献[8]用 Western blotting 分析 rGntR

蛋白的表达。 

1.5  小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 中的细胞因子检测 

rGntR 刺激小鼠巨噬细胞 RAW 264.7，按照 
 

表 1.  gntR 基因的引物序列 

Table 1.  Primers of gntR 
Primer 
name 

Primer sequence (5′→3′) 

GntR-F GGATCCATGAATGTTGAATCGGATCAT (BamH I)
GntR-R CTCGAGCTACCTTGTCCGACGTGATAA (Xho I) 

参考文献[9]检测细胞因子水平，试验设 3 个重复。 

1.6  小鼠脾细胞中的细胞因子检测 

小鼠脾细胞中细胞因子水平的检测按照参考

文献[9]进行。每次试验有 3 次平行，试验设 3 个

重复。 

1.7  免疫小鼠 

rGntR 免疫 BALB/c 小鼠按照参考文献[10]进

行。将等体积的弗氏完全佐剂和纯化的 rGntR 制

成油包水疫苗后免疫小鼠，2 周后将等体积的弗氏

不完全佐剂和纯化好的 rGntR 制成油包水疫苗再

次加强免疫小鼠。每次注射蛋白量约为 50 μg；对

照组小鼠注射 PBS。 

1.8  rGntR 蛋白免疫小鼠后诱导 Th1 和 Th2 型

细胞因子水平分析 

rGntR 免疫 BALB/c 小鼠后小鼠脾细胞中 Th1

和 Th2 型细胞因子水平的检测按照参考文献[11]

进行。用小鼠细胞因子 ELISA 检测试剂盒测定

IFN-γ、IL-2、IL-4 和 IL-5 的水平。 

1.9  血清学分析 

小鼠免疫后 7、14、21、28 和 35 d 后采集外

周血，分离血清，按照参考文献[11]检测小鼠血清

中 IgG 和 IgG 亚型(IgG1 和 IgG2a)水平，试验设   

3 个重复。 

1.10  统计分析 

细胞因子水平的表达用平均细胞因子浓度±

标准差(SD)表示。抗体水平用平均 OD450±SD 表

示。用 t 检验方法统计显著性(P 值)，用 SPSS 17.0

软件对各组间的差异进行方差分析。P<0.05 表示

差异显著。 
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2  结果和分析 

2.1  重组质粒(pET-GntR-30a)的构建与鉴定 

利用 PCR 的方法，以流产布鲁氏菌 S2308 

DNA 基因组为模板，扩增 gntR 基因，获得大小为

735 bp 的基因片段，与预期大小相符，表明扩增

出 gntR 基因。 

将重组质粒 pET-GntR-30a 经 BamH I 和 Xho I

双酶切鉴定，结果表明重组质粒 pET-GntR-30a 构

建成功。 

2.2  rGntR 的表达纯化与 Western blotting 分析 

将重组质粒 pET-GntR-30a 转化至大肠杆菌

DE3(BL21)， 加 入 IPTG 诱 导 剂 诱 导 表 达后 经

SDS-PAGE 分析，在 35 kDa 处获得与预期蛋白分

子质量大小一致的融合蛋白(图 1-A)，表明 rGntR

得到表达。 

菌体超声破碎后，经 AKTAxpress 智能多维纯

化，SDS-PAGE 结果显示，在 35 kDa 处纯化出相

应的蛋白(图 1-B)。 

Western blotting 分析显示，在大约 35 kDa 处

出现特异性反应条带，表明 rGntR 具有良好的免

疫反应性(图 1-C)。 

2.3  rGntR 在 RAW 264.7 中可诱导 Th1 和 Th2

型免疫反应 

为了检测 RAW 264.7 中细胞因子水平，用

rGntR 刺激小鼠巨噬细胞 RAW 264.7，刺激后 4、

8、12、24 h 收集样品，检测细胞中的 Th1 型细

胞因子 IFN-γ 和 IL-2 以及 Th2 型细胞因子 IL-4

和 IL-5 的水平。结果发现，与对照组(PBS)相比，

rGntR 刺激的细胞中有较高水平的细胞因子产生

(P<0.05)，并且这种差异随着刺激时间的延长而

增加(图 2)。结果表明，rGntR 刺激小鼠巨噬细胞

RAW 264.7 后，可诱导 Th1 和 Th2 型细胞因子的

产生。 

 

 
 

图 1.  rGntR 的表达、纯化与 Western blotting 分析 

Figure 1.  Expression, purification and Western blotting analysis of rGntR. A: SDS-PAGE analysis of rGntR. Lane 
1: Sample of rGntR without induction; lanes 2–5: Samples of rGntR induced for 2, 4, 6, 8 h; lane M: Protein marker. 
B: Purification analysis of rGntR. Lanes 1–2: rGntR samples; lane M: Protein marker. C: Western blotting analysis 
of rGntR. Lane 1: rGntR sample; lane M: Protein marker. 
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图 2.  rGntR 刺激 RAW 264.7 细胞后 IFN-γ、IL-2、IL-4 和 IL-5 的水平检测 

Figure 2.  Productions of IFN-γ, IL-2, IL-4 and IL-5 in RAW 264.7 cells stimulated with rGntR. Productions of 
IFN-γ (A), IL-2 (B), IL-4 (C) and IL-5 (D) were induced in RAW 264.7 cells after stimulation with rGntR for 4, 8, 
12 and 24 h. *: The difference was significant between rGntR and PBS groups (P<0.05). 
 

2.4  rGntR 在小鼠脾细胞中可诱导 Th1 和 Th2

型免疫反应 

为了检测小鼠脾细胞中细胞因子水平，无菌

分离小鼠脾细胞后，用 rGntR 刺激小鼠脾细胞，

刺激后 12 h 和 24 h 收集样品，检测细胞中的 Th1

型细胞因子 IFN-γ 和 IL-2 以及 Th2 型细胞因子

IL-4 和 IL-5 的水平。结果发现，与对照组(1640)

相比，rGntR 刺激的细胞中有较高水平 Th1 型细

胞因子(IFN-γ 和 IL-2)的产生(P<0.05) (图 3-A 和

3-B)。特别是 rGntR 刺激细胞后，IFN-γ 的水平显

著高于对照组(P<0.05) (图 3-A)。在 rGntR 刺激细

胞 12 和 24 h 后，IFN-γ 出现较高的水平(P<0.05)。

此外，在 rGntR 刺激细胞中可发现较高水平的 Th2

型细胞因子(IL-4 和 IL-5) (图 3-C 和 3-D)。表明

rGntR 刺激小鼠脾细胞后，可诱导 Th1 和 Th2 型

细胞因子的产生。 

2.5  rGntR 可诱导细胞免疫反应 

为了检测 rGntR 诱导的细胞免疫反应，用

rGntR 免疫 BALB/c 小鼠后 35 d，无菌分离脾细胞，

检测脾细胞中 Th1 型细胞因子 IFN-γ 和 Th2 型细

胞因子 IL-4 的水平。免疫小鼠的脾细胞用 S2308

裂解物、ConA (阳性对照)或 RPMI 1640 (阴性对照)

进行刺激。当用热灭活 S2308 刺激时，免疫 rGntR

小鼠脾细胞产生 IFN-γ 和 IL-4 的水平显著高于免

疫 PBS 的小鼠(P<0.01) (图 4)；在所有组中，ConA

刺激小鼠脾细胞后，均可产生较高水平的 IFN-γ

和 IL-4；而 RPMI 1640 刺激的小鼠脾细胞没有细

胞因子产生，并且免疫 PBS 小鼠的脾细胞产生较

低水平的细胞因子(图 4)，表明小鼠免疫 rGntR 后，

可诱导 Th1 和 Th2 型细胞免疫反应。 



810 Shuli Wang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(4) 

actamicro@im.ac.cn 

 

 
 

图 3.  rGntR 刺激小鼠脾细胞后 IFN-γ、IL-2、IL-4 和 IL-5 的水平检测 

Figure 3.  Productions of IFN-γ, IL-2, IL-4 and IL-5 in mouse splenocytes stimulated with rGntR. Productions of 
IFN-γ (A), IL-2 (B), IL-4 (C) and IL-5 (D) were induced in mouse splenocytes stimulation with rGntR for 12 and 
24 h. **: The difference was evident significant between rGntR and 1640 groups (P<0.01). 

 

 

图 4.  rGntR 免疫小鼠后小鼠脾细胞中 IFN-γ 和 IL-4

的水平检测 

Figure 4.  Detection of IFN-γ and IL-4 levels in the 
splenocytes of the rGntR-immunized mice. A: IFN-γ 
levels; B: IL-4 levels. **: The difference was evident 
significant between rGntR and PBS groups (P<0.01). 

2.6  rGntR 可诱导体液免疫反应 

收集 rGntR 和 PBS 免疫小鼠后第 7、14、21、

28、35 天的血清，用 ELISA 方法检测血清中 IgG1、

IgG2a 和 IgG 的抗体水平。结果显示，免疫 rGntR

的小鼠可产生较高水平的 IgG1 和 IgG2a (图 5-A

和 5-B)。免疫 rGntR 的小鼠也可产生较高水平的

IgG，并且随着免疫时间的延长而升高(图 5-C)，

但是免疫 PBS 的小鼠产生较低水平的 IgG1、IgG2a

和 IgG。表明小鼠免疫 rGntR 后，可诱导机体产生

Th1 和 Th2 型体液免疫反应。 

3  讨论 

GntR 是一种广泛存在的转录调控因子，具有

N 端的 DNA 结合结构域和 C 端的效应分子结合结

构域。通过效应分子的结合，使蛋白构象发生变 
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图 5.  rGntR 免疫小鼠后小鼠血清中 IgG1、IgG2a 和

IgG 抗体的水平检测 

Figure 5.  Detection of IgG1, IgG2a and IgG 
antibodies level in the sera of the rGntR-immunized 
mice. A: IgG1 levels; B: IgG2a levels; C: IgG levels. *: 
The difference was significant between rGntR and PBS 
groups (P<0.05). 

 

化，从而调控相关靶基因的转录和其他众多生物

学过程。研究发现转录调控因子 GntR 在维持脂肪

酸浓度[12]、氨基酸分解代谢[13]、有机酸代谢[14]、

碳分子代谢[15]和复杂有机物降解[16]等方面发挥重

要作用。 

转录调控因子 GntR 在布鲁氏菌中发挥重要

作用[17]。最近我们的研究表明，在布鲁氏菌感染

巨噬细胞期间，转录调节因子 GntR 影响布鲁氏菌

IV 型分泌系统(T4SS)和密度感应系统(QS)相关基

因的转录[17]。此外，GntR 与布鲁氏菌的毒力有关，

是一类重要的毒力因子，布鲁氏菌缺失该蛋白后，

其在宿主体内外的毒力显著降低[18]。该蛋白在其

他病原菌中也具有毒力因子的作用，例如结核分

枝杆菌缺失该蛋白后，其在小鼠模型中的存活能

力下降[19]。另外，鉴于该蛋白对细菌毒力的重要

作用，我们的前期研究发现，小鼠免疫 GntR DNA

疫苗后，可产生较高的免疫保护力[20]。 

目前，对布鲁氏菌亚单位疫苗的研究主要集

中于可激活 T 细胞引起细胞免疫的分子，如

L7/L12 核糖体蛋白 [21]、外膜蛋白 OMP25[22]、

OMP10、OMP19 和 OMP28[23]、IV 型分泌系统相

关蛋白[24]等。这些分子均可激活 T 细胞，引起巨

噬细胞的活化或辅助性 T 细胞免疫反应。在本研

究中，我们发现转录调控因子 GntR 同样可诱导机

体或宿主细胞产生 Th1 和 Th2 型免疫反应。 

检测细胞因子(如 IFN-γ、IL-4 等)的产生情况，

可反映抗原刺激宿主后的免疫应答水平。本研究

评价了 rGntR 诱导的体液免疫和细胞免疫应答。

Th1 型免疫反应的主要特性是产生 IFN-γ，以抵抗

布鲁氏菌的感染[25]。在布鲁氏菌感染过程中，巨

噬细胞可分泌大量 IFN-γ 以杀死胞内的细菌[26]。

IL-2 由 Th1 型细胞产生，既是自分泌生长因子，

也是旁分泌生长因子，参与整个特异性免疫应  

答[27]。IL-4 由 Th2 型细胞产生，介导细胞免疫应

答，诱导 Th2 细胞的生长和分化[27]。IL-5 由 Th2

型细胞产生，可刺激免疫细胞的生长和分化，增

强其杀菌能力[27]。虽然 IFN-γ、IL-2、IL-4 和 IL-5

清除布鲁氏菌的具体机制不清楚，但它们在抵抗

布鲁氏菌感染过程中发挥重要作用。在本研究中，



812 Shuli Wang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(4) 

actamicro@im.ac.cn 

rGntR 刺激小鼠巨噬细胞后可诱导 IFN-γ、IL-2、

IL-4 和 IL-5 的产生。 

IgG1 抗体的产生依赖于 Th2 型细胞因子 IL-4

的分泌，而 IgG2a 抗体的产生依赖于 Th1 型细胞

因子 IFN-γ 的分泌[28]。在本研究中，我们发现免

疫 rGntR 后可诱导机体产生较高水平的 IgG。

rGntR 免疫小鼠血清中特异性 IgG1 和 IgG2a 抗体

的存在表明，rGntR 可诱导机体产生高水平的体液

免疫反应。 

布鲁氏菌亚单位除了产生免疫反应外，还应

具有一定的保护力。目前用于布鲁氏菌病亚单位

疫苗研究的蛋白有超氧化物歧化酶(rSodC)[29]、

L7/L12 核糖体蛋白以及外膜蛋白[30]等。本研究中

rGntR 可能也是一株合适的亚单位疫苗候选株。然

而，其保护效果还需要进一步研究。 
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Helper T cell immune responses induced by the Brucella abortus 
transcriptional regulator GntR in a mouse model 

Shuli Wang, Shujie Zhao, Yixin Luo, Lan Yang, Wenjing Guo, Tingting Tian,  
Zhiqiang Li*, Baodong Yuan* 
College of Biology and Food, Shangqiu Normal University, Shangqiu 476000, Henan Province, China 

Abstract: [Objective] The Th1 and Th2-type immune responses induced by the Brucella gntR gene were analyzed 

by prokaryotic expression of gntR. [Methods] To clone and express gntR gene of Brucella, a pair of primers for the 

gntR gene of Brucella S2308 was designed based on published GenBank sequence. The gntR gene was amplified by 

molecular cloning technology from Brucella S2308 and then cloned into pET-30a vector and transformed to E. coli 

BL21. The expression of GntR protein was analyzed by SDS-PAGE. The GntR recombinant protein (rGntR) was 

purified by AKTAxpress intelligent multidimensional purification system. The rGntR immunoreactivity was 

analyzed by Western blotting. Cytokines IFN-γ, IL-2, IL-4 and IL-5 in murine macrophages (RAW 264.7) and 

splenocytes stimulated with rGntR were detected by ELISA kit. Mice were immunized with rGntR and IFN-γ, IL-4 

and IgG in serum of mice were detected by ELISA kit. [Results] The full-length gntR gene was 735 bp, encoding 

245 amino acids. SDS-PAGE showed that rGntR appeared in the approximately 35 kDa position. The band was 

single after purification. WB indicated that rGntR had good immunoreactivity. The rGntR could induce higher 

levels of IFN-γ, IL-4 and IgG in host cells and mice. [Conclusion] The rGntR could induce helper T cells (Th1 and 

Th2-type) immune responses in vivo and in vitro. This study provides scientific basis for the development of 

brucellosis vaccines. 
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