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肺炎克雷伯菌菌毛粘附素克隆表达及其对体外培养细胞的粘

附活性
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摘要：【目的】肺炎克雷伯菌（. > /-）与宿主细胞的粘附是致病的首要条件，粘附过程主要通过菌毛粘附素
):MN蛋白介导。为了进一步分析 ):MN蛋白与宿主细胞间的粘附机制，进一步确定 ):MN蛋白的粘附阻断
作用。【方法】构建肺炎克雷伯菌菌毛粘附素融合蛋白原核表达质粒 6OIPH!CH@:MN，转入大肠杆菌 QR(0，优
化诱导表达条件，表达产物经亲和层析纯化、凝血酶切除融合蛋白 O.C标签后，进行 .N.HSTOI和 UD=5D:;
V<85鉴定。激光共聚焦显微镜定位 ):MN蛋白在宿主细胞上的结合部位；通过粘附活性试验与粘附动力学试
验研究了 ):MN蛋白的生物活性。【结果】试验得到了分子量为 %# MN*的 ):MN蛋白，定位了 ):MN蛋白在宿
主细胞上的结合部位，并证明了 ):MN蛋白可以显著影响肺炎克雷伯菌对宿主细胞的粘附力。【结论】本试
验首次证实了 ):MN蛋白的粘附阻断作用并观察到其与宿主细胞的作用位点，为研究肺炎克雷伯菌的致病
机制，寻找粘附素功能表位奠定了基础。
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肺炎克雷伯菌菌毛粘附素 ):MN蛋白，是介导
肺炎克雷伯菌粘附肾基底外层表面膜、肺支气管上

皮细胞和其他组织基底膜的粘附蛋白［0］。已证实肺

炎克雷伯菌对宿主细胞的粘附是致病的首要条

件［( ’ !］，如果失去粘附能力，细菌无法有效地侵袭宿

主细胞，产生的毒素也会很快被酶和化学物质灭活，

毒力会大大降低［# ’ $］，因此研究其致病粘附的分子

机制，对肺炎克雷伯菌感染的诊断和防治具有重要

意义［B］。

目前，对 ):MN 蛋白与宿主细胞间的粘附机制
尚不明确，为更深入的开展对肺炎克雷伯菌感染的

防治，阻断肺炎克雷伯菌与宿主细胞的特异性受体

结合。本文进行了 ):MN蛋白的融合表达、纯化鉴

定以及粘附定位和粘附活性研究。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株、表达载体与细胞株：肺炎克雷伯菌 . >
/- ! 株（!型菌毛），由本实验室分离鉴定和保
存［&］；大肠杆菌 QR(0由本室保存；6)NHN克隆质粒
由本室构建；表达载体 6OIPH!CH0 为 T@D:=4*@
S4*@?A?*公司产品；永生化人支气管上皮细胞（QISH
(N）由军事医学科学院放射医学研究所惠赠。
!"!"# 主要试剂和仪器：O<95*54?8;D .D64*:8=DH!Q为
T@D:=4*@ S4*@?A?*公司产品；凝血酶（54:8@V?;）购自
.?X@*公司生产；苯甲脒琼脂糖凝胶 EE 0@R预装柱



购自北京天来生物医学科技有限公司；兔抗肺炎克

雷伯菌阳性血清本室自制；!"#标记羊抗兔 $%&抗
体、异硫氰酸荧光素标记（’$()）的羊抗兔 $%&抗体
和 *+,显色试剂盒购自中杉金桥生物公司；无血清
无抗生素 !)-./培养液为 &$,)0公司产品；激光共
聚焦显微镜（’12333 4 $5/2 型号），日本 06789:; 公
司。

!"# 融合蛋白的表达、纯化鉴定及 $%&标签的切
除

根据 8<=*1> 基因序列（&?@,A@= +BB?;;CD@ EDF
+GHHIJKJ ） 设 计 特 异 性 引 物 #2 （ IL.
)&)&&+())+(&++++++)(&+)&)(((((+(.>L） 和
#H（ IL.))&)()&+&((++()& (+)&()+&&((+++&.
>L）（下划线表示引入的 !"#!!和 $%&!酶切位
点），以 9M*.* 重组载体的大肠杆菌为模板扩增
8<=*1>基因。将 8<=*1> 基因及载体 9&N5.J(.2 经
!"#!!和 $%&!双酶切回收、连接、转化 ,-.H2。将
阳性菌接种于 2 - -,培养基（氨苄抗性），置 >OP、
HH3 <Q8C@摇床培养至 ’(K33约 3RI，加 $#(&至终浓度
3RJ 88D6Q-，诱导 J S后经超声离心，加入谷胱苷肽
（&T(）亲和层析柱纯化融合蛋白。纯化后的融合蛋
白加入 I3"-凝血酶（233 U）切割 &T(标签，在 HHP
条件下保持 2K S，用苯甲脒琼脂糖凝胶 ’’亲和层析
柱回收凝血酶。T*T.#+&N和 V?;W?<@ X6DW鉴定纯化
的 M<=*蛋白。V?;W?<@ X6DW所用的一抗为兔抗肺炎
克雷伯菌阳性血清，二抗为 !"#标记羊抗兔 $%&抗
体。

!"’ ()*+粘附活性检测
!"’"! 细菌培养：肺炎克雷伯菌经 -, 平板复苏，
>OP培养 HJ S；挑单菌落接种于 I 8- -,液体培养
基，>OP培养 2/ S；再按 2Y比例接种于 -,液体培
养基，培养 2H S后 23333 Z %离心 2 8C@，用无抗生素
的 !)-./ 无血清培养液洗涤 H 次，并制成 2 Z 23/

)’UQ8-的菌悬液。
!"’"# 细胞培养：,N#.H* 细胞，无血清无抗生素
!)-./培养液传代培养，置含 IY )0H 的饱和湿度

细胞培养箱，>OP培养至对数期时，用 HJ 孔板传代
培养，2/ S后即可长满单层，每孔 J33"-细胞悬液，
约含 2 Z 23I个细胞。
!"’"’ 细胞吸附试验：参照 )SA<6A@[［\］的粘附计数
法。用 !)-./培养液将 M<=*稀释至蛋白含量分别
为 I3"%、HI"%、2HRI"%，对照组 #,T，分别取 23"-
与上述菌悬液 233"- 混匀，每个处理均设 > 个重
复，>OP孵育 2 S。用 !)-./培养液洗 H次，接入已

长满单层 ,N#.H*细胞的 HJ孔培养板，置含 IY)0H

的饱和湿度细胞培养箱，>OP培养 HRI S。#,T洗 >
次，加入 3RI 8-去离子水，>OP放置 2 S，反复吹打，
悬液做 23] 2 ^ 23] K的递倍稀释，各稀释度取 233"-
接种 -,平板，>OP培养 HJ S，记录平均菌落数。
!"’", M<=* 蛋白对肺炎克雷伯菌粘附动力的影
响：取 M<=*蛋白 I3"%与上述菌悬液 233"-混匀，
>OP孵育 2 S，分别于接种细胞后 3RI、2、H、J、/ S做
细菌粘附计数；以相同细菌悬液作对照；每个处理均

设 >个重复，方法同上。
!"’"- 细胞吸附抑制试验：取上述蛋白含量分别为
I3、HI、2HRI"%的蛋白悬液各 23"-加入到已长满单
层细胞的培养孔中，置含 IY)0H 的饱和湿度细胞培

养箱，>OP孵育 2 S，接入上述菌悬液 233"-，置细胞
培养箱继续孵育 HRI S。粘附计数方法同上。
!"’". 统计分析：本试验所有测试结果采用
T#TT2>R3软件一维方差分析，以 ) _ 3R3I为差异显
著，以 ) _ 3R32 为差异极显著，以 ) ‘ 3R3I 为差异
不显著。

!", 免疫荧光双标记
!","! 细胞爬片孵育、固定：灭菌的盖玻片，在 OIY
乙醇中浸泡，2/3P干烤 H S；把干燥的玻片放在 HJ
孔培养板的孔中；将悬浮的细胞放入组织培养皿中，

培养至少 2K S，让细胞贴附在玻片上；细胞爬片与
M<=*蛋白在 >OP孵育 2 S，之后用多聚甲醛固定，备
用。

!","# 免疫荧光双标：固定的细胞爬片用 #,T洗涤
>次；蛋白酶 a（H3"%Q8-）室温消化 2 8C@；#,T洗涤
>次；IY(b??@.H3室温作用 >3 8C@；正常羊血清室温
封闭 >3 8C@；孵育用一抗为 3R2Y(<CWD@稀释的兔抗
肺炎克雷伯菌阳性血清，稀释度为 2 c H33，>OP孵育
2 S；3R2Y (<CWD@洗涤 >次，每次 H 8C@；加入 ’$()标
记的羊抗兔 $%&，稀释度为 2 c >33，>OP孵育 2 S，二
抗孵育及以后所有步骤都应避光；3R2Y (<CWD@洗涤
>次；#$（碘化丙碇）复染细胞核 I 8C@；3R2Y (<CWD@
洗涤 >次，每次 H 8C@；甘油覆盖 JP即可［23］。
!","’ 激光共聚焦显微镜观察：样品在激光共聚焦
显微镜（0-GM#UT ’-U0d$NV ’d2333）下扫描，光源
分别用 J// @8 和 IK2 @8 波长的激光器激发绿色
（代表免疫荧光标记的肺炎克雷伯菌和 M<=*蛋白）
和红色荧光（#$标记的 ,N#.H*细胞），扫描分辨率
23HJ Z 23HJ 9Ce?6，计算机数据采集，数字成像。激光
共聚焦图片用 06789:; ’6:D1C?b d?<F 2RK dC?b?<软件
处理。
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! 结果

!"# $%&’蛋白纯化
!"!#$%&’表明，用亲和层析柱纯化，并使用凝

血酶切割得到了约 () *"+的蛋白，与目的蛋白大小
一致（图 ,）。-./0.12 3450 结果显示，出现一条与
!"!#$%&’上 () *"+对应的蛋白条带（图 ,），说明兔
抗肺炎克雷伯菌阳性血清能与原核表达系统表达的

61*"蛋白结合，原核表达的 61*"蛋白有反应原性。

图 # (’()*+,-及./01/%2 3451结果
789:, ;<. 1./=40 5> !"!#$%&’ +2? -./0.12 3450 : 6@ A150.82 B+1*.1；,

C D@ A=18>8.? 61*" 3E !"!#$%&’；)@ A=18>8.? 61*" 3E -./0.12 3450 :

!"! $%&’在肺炎克雷伯菌粘附中的作用
!"!"# 上皮细胞粘附试验：试验结果表明，经过
61*"预处理的肺炎克雷伯菌再与 F’$#G"细胞作用
后，粘附菌数明显上升，且粘附菌数与 61*"浓度呈
正相关。经 !$!!,(@H软件一维方差分析表明，各组
别间差异均极显著（图 G）。

图 ! 不同浓度 $%&’蛋白孵育肺炎克雷伯菌后对其粘
附力的影响

789:G %?<.1829 +I08J80E 5> ! : "# K80< ?8>>.1.20 61*" 4.J.4 : %/0.18/*
（!）82?8I+0./ /8928>8I+20 ?8>>.1.2I. >15B I520154（61*" H!9）: "5=34.

+/0.18/*（!!）82?8I+0./ /8928>8I+20 ?8>>.1.2I. 350< >15B I520154 +2?

61*" ,G@)!9: ;18A4. +/0.18/*（!!!）82?8I+0./ /8928>8I+20 ?8>>.1.2I.

350< >15B I520154 +2? 61*" ,G@)!9 +2? 61*" G)!9:

!"!"! 肺炎克雷伯菌粘附动力学测定：试验结果表
明（图 (），经过 61*"预处理的 ! : "# 与 F’$#G"细
胞作用后，在 H@) L G < 期间粘附菌数缓慢上升，之

后趋于平缓，经 !$!!,(@H 软件一维方差分析，$ M
H@H)差异均不显著；未经 61*" 预处理的 ! : A2 与
F’$#G"细胞作用后，在 H@) L G <期间粘附菌数迅
速上升，之后趋于平缓，H@) <与 G <的粘附菌数经
!$!!,(@H一维方差分析，$ N H@H)差异显著；同时，
61*"预处理与对照组间 $ N H@H)差异显著。结果
表明 61*"不仅可以提高 ! : "# 的粘附率，同时可以
提高其粘附速度；但是两组均在 G L D <时达到粘附
高峰。

图 6 肺炎克雷伯菌粘附细胞的动力学曲线
789:( O59+180<B8I I=1J. 5> P: A2 +?<.1829 +I08J80E:

!"!"6 上皮细胞吸附抑制试验：试验表明，经过
61*"预处理的细胞再同肺炎克雷伯菌孵育，粘附菌
数明显下降，且粘附菌数与 61*" 浓度呈负相关。
经 !$!!,(@H软件一维方差分析表明各组差异均极
显著（图 D）。表明 61*"可以显著抑制肺炎克雷伯
菌对宿主细胞的粘附。

图 7 不同浓度 $%&’蛋白孵育宿主细胞后对肺炎克雷
伯菌粘附力的影响

789:D %?<.1829 +I08J80E 5> ! : "# 1./01+82.? 3E ?8>>.1.20 61*" 4.J.4 :

%/0.18/*（!）82?8I+0./ /8928>8I+20 ?8>>.1.2I. >15B 61*" )H!9: "5=34.

+/0.18/*（!!）82?8I+0./ /8928>8I+20 ?8>>.1.2I. 350< >15B 61*" G)!9 +2?

61*" )H!9: ;18A4. +/0.18/*（!!!）82?8I+0./ /8928>8I+20 ?8>>.1.2I.

350< >15B 61*" ,G@)!9 +2? 61*" G)!9 +2? 61*" )H!9:

!"6 激光共聚焦显微镜定位粘附蛋白
用 Q4EB5=/ 74=5J8.K R.1: ,@S+ R8.K.1 软件处理

HDT U+29 O8 .0 +4 : V%&’( )*&+,-*,.,/*&( 0*#*&(（GHHW）DW（)）
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分析所采集到的图像，结果显示（图 !），!肺炎克雷
伯菌可以粘附到宿主细胞表面。""#$%可以封闭
细胞表面的肺炎克雷伯菌粘附受体，进一步证实

"#$%可以阻断肺炎克雷伯菌对宿主细胞的粘附

（&’&试验结果）。因此拮抗 "#$%的粘附作用，可望
阻断肺炎克雷伯菌对宿主的感染，对疫苗设计有重

要参考价值。

图 ! 激光共聚焦显微镜观察粘附定位
()*+! ,-./# 012310-4 5)0#1.0167 5)0#1*#-68. 13 9:;<&% 0/44. -3=/# >? 5)2 )20@A-=)12 B)=8 ! + "# .=#-)2（9）-2C A4-2$ 012=#14（D）+ ")0#1*#-68. 13 9:;<&%

0/44. -3=/# >? 5)2 )20@A-=)12 B)=8 "#$% 6#1=/)2（E）+ E/44. B/#/ =8/2 .=-)2/C B)=8 =8/ -2=)<"#$% ;DA -2C 01@2=/#.=-)2/C B)=8 (FGE<012H@*-=/C -2=)<51@./+

" 讨论
肺炎克雷伯菌是重要的呼吸系统感染疾病，对

缺乏抵抗力的个体来说有明显的发病率和死亡

率［II J I&］。虽然抗生素仍然是处理肺炎克雷伯菌感

染的最有效手段，但随着抗生素的滥用，肺炎克雷伯

菌的多重耐药性使治疗其感染变成一个非常棘手的

问题。因此，发现另一种控制肺炎克雷伯菌感染的

方法是必要的。疫苗是另一种有效抵抗肺炎克雷伯

菌感染的方法［I>］。

目前，报道的多数肺炎克雷伯菌感染疫苗是使

用肺炎克雷伯菌菌体天然成分构成，如菌毛，荚膜多

糖和 ,;K［IL J I!］。这类疫苗可以引起强大的体液免

疫，但即使在有炎症的粘膜中检测出大量的特异性

抗体，肺炎克雷伯菌感染却仍然无法消除，表明通过

菌体天然成分激发的免疫应答并不是消除病原菌的

方法。寻找有效的功能表位，进行新型表位疫苗的

研究是一种可行的消除肺炎克雷伯菌感染的方法，

前提是鉴定到合适的候选表位。细菌的粘附是决定

病原菌能否感染的关键一步，肺炎克雷伯菌菌株能

粘附于人畜组织细胞上，其中菌毛尖端的 >! $%-粘
附蛋白 "#$% 是主要的粘附素［IM］。国内外目前对
"#$%蛋白与宿主细胞间的粘附机制尚不明确，为更
深入的开展对肺炎克雷伯菌感染的防治，阻断肺炎

克雷伯菌与宿主细胞的特异性受体结合。本试验通

过原核表达、亲和层析纯化及融合标签的切割，得到

了"#$%蛋白并采用同一菌株与 "#$%蛋白作用后

进行细胞粘附试验的方法以及免疫荧光染色激光共

聚焦显微镜观测，证实了 "#$%蛋白可以阻断肺炎
克雷伯菌粘附宿主细胞，可能富含粘附功能表位，可

以对 "#$%蛋白粘附功能表位进行分析，对新型表
位疫苗的设计有重要的参考价值。
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