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摘  要: 目前认为肺炎衣原体(Chlamydia pneumonia, Cpn)除导致呼吸道疾病外, 也是与冠心病相

关的重要病原体。作为一种细胞内寄生的病原菌, Cpn 激活宿主细胞信号通路, 维护其在细胞内生

长代谢, 并导致疾病。肺炎衣原体基因 Cpn0148 可编码真核细胞样的丝/苏氨酸蛋白激酶, 利用

PCR 技术扩增全长 Cpn0148 ORF, 将其定向插入 pGEX-6p 原核表达载体, 在大肠杆菌 XL-1blue
中表达, 测序显示Cpn0148 ORF全长 1860 bp, 编码 619个氨基酸, 分子量大约 70 kD, 将Cpn0148- 
GST 融合蛋白免疫 BALB/c 小鼠获得抗 Cpn0148 多克隆抗体, 间接免疫荧光法检测显示 Cpn0148
表达在菌体上。Cpn0148 蛋白质的获得为进一步研究 Cpn 与宿主细胞的相互作用奠定了基础。 
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Abstract: Chlamydia pneumonia(Cpn) is thought to be one of the important pathogens which are associated 
with coronary heart disease. It can induce the activation of host signaling pathways to maintain the survival 
and metabolism of itself in the cell, and finally leads to disease. The ORFs of Cpn0148 encoding eu-
karyote-like serine/threonine protein kinase was amplified from Chlamydia pneumonia serovar AR39 ge-
nomic DNA. The amplified product was cloned in pGEX-6p and expressed in XL-1blue. DNA sequencing 
showed that the whole ORF is about 1860 bp, encoding a protein with 619 amino acid. The molecular weight 
of Cpn0148 is about 70 kD. Polyclonal antibody was obtained from immune BALB/c mice with the 
Cpn0148-GST fusion protein, and the expressing of Cpn0148 was detected on the bacteria organism by im-
munoflouresence. The finding of Cpn0148 protein is very helpful foundation for further study of the 
host-bacteria interaction. 
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肺炎衣原体(Chlamydia pneumonia, Cpn)是一种
细胞内寄生的革兰氏阴性菌, 可导致多种疾病, 目
前研究显示 Cpn不仅可导致衣原体性肺炎、支气管

炎、哮喘等疾病 , 也与冠状动脉粥样硬化有关 [1,2], 
日益受到人们的关注。 

外界环境刺激真核细胞产生反应是通过信号转
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导来完成的, 蛋白磷酸化是信号转导主要机制, 信
号转导的调节主要通过蛋白激酶和磷酸酶对丝氨

酸、苏氨酸、酪氨酸残基磷酸化和去磷酸化而完成。

以往认为仅真核细胞才有这些蛋白激酶和磷酸酶 , 
但现在通过对原核细胞的基因组序列分析, 发现并
证实了原核细胞中也存在有真核细胞样的蛋白激 
酶[3−6], 具有参与原核生物的生长发育, 对环境压力
的反应以及致病等作用。细胞内寄生的 Cpn具有独
特的生活周期, 在包涵体中通过与宿主细胞的物质
交换, 改变宿主的信号通路, 以完成其生物合成、组
装和分化, 维护其在宿主细胞内生存, 并导致疾病。
Cpn不仅能从宿主细胞中摄取代谢所需的营养物质, 
也可分泌自身成分干扰宿主信号通路 [7], 结合较前
研究的原核生物中丝 /苏氨酸蛋白激酶的重要生物
学功能, 提示了 Cpn中的丝/苏氨酸激酶在其与宿主
细胞相互作用中可能存在的作用。本研究克隆并定

位了 Cpn 丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 Cpn0148 (Pkn1), 
对进一步研究其功能奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株  
肺炎衣原体菌株 AR39、HeLa229 细胞(ATCC)

由美国德克萨斯州圣安东尼奥科学健康中心

(UTHSCSA)钟光明教授实验室提供。 

1.2  试剂 
pfxDNA聚合酶、Taq DNA聚合酶、T4 DNA连

接酶、BamHⅠ、NotⅠ限制性内切酶 , 均购自于
Invitrogen 公司 , 原核表达载体 pGEX-6p-1 购自
Amersham Biosciences 公司 , 质粒抽提试剂盒购自
Qiagen公司, Cy2标记的羊抗兔 IgG、Cy3标记的羊抗
鼠 IgG购自 Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.。 

1.3  方法 
1.3.1  Cpn0148 基因序列分析和特异性引物设计：

根据由 GenBank 检索的肺炎衣原体 Cpn0148 ORF
全长序列, 以及 pGEX-6p-1 载体上的多克隆酶切位
点, 设计扩增 cpn0148 全长基因的 PCR 引物, 分别
在引物的 5′端和 3′端引入强制性酶切位点和保护性
碱基 , 引物如下 P1:5′-CGG▼GATCCCATGGAAAG 
TGAGAAAGATATAGGA-3′(forward primer), P2:5′- 
TTTTCCTTTTGC▼GGCCGCTTAAAAGATATTTTTA
GCGCACCTA-3′ (reversed primer)。 
1.3.2  肺炎衣原体基因组 DNA 的提取及 Cpn0148
基因 PCR 扩增：参照《精编分子生物学实验指南》

抽提肺炎衣原体基因组 DNA, 以基因组 DNA 为模
板扩增 Cpn0148基因, 循环条件如下： 95°C 2 min; 
95°C 30 s, 58°C 90 s, 72°C 2 min, 25 个循环; 72°C 
10 min。琼脂糖凝胶电泳观察扩增产物。 
1.3.3  pGEX-6p-Cpn0148 原核表达载体的构建：

PCR 产物经苯酚-氯仿方法纯化后, 同时 BamHⅠ、
NotⅠ于 37°C 双酶切 2 h, 酶切产物纯化后经 T4 
DNA连接酶连接至同样经 BamHⅠ、NotⅠ双酶切的
pGEX-6p 载体上, 通过热休克方法转染感受态细胞
XL-1blue。 
1.3.4  pGEX-6p-Cpn0148 阳性克隆的筛选和鉴定：

转染 pGEX-6p-Cpn0148 质粒的感受态细胞加入 LB
液体培养基中, 37°C温和振荡 40 min, 涂布于含有
氨苄青霉素的 LB固体培养基上 37°C倒置培养过夜, 
挑选菌落, 以菌落总 DNA 为模板, pGEX-6p 引物
PCR 扩增筛选阳性克隆。然后, 进一步扩增培养阳
性克隆, 提取质粒 DNA, 用于重组质粒 PCR 鉴定
(Cpn0148 特异性引物与 pGEX-6p 引物交叉扩增)、
双酶切鉴定和测序。 
1.3.5  pGEX-6p-Cpn0148 重组质粒融合蛋白的表

达与鉴定：将鉴定后的阳性单克隆菌落接种于含 
100 μg/mL氨苄青霉素的LB培养液中, 37°C 250 r/min
过夜, 然后以 1:50比例将过夜菌液接种到 400 mL含
氨苄的 LB 培养液中, 培养至 OD600为 0.8 时, 加入
终浓度为 200 μmol/L的 IPTG 30°C诱导 3 h; 离心
收集菌体, 重悬于 20 mL含蛋白酶抑制剂细胞裂解
液中, 超声裂解细胞, 4°C 1400 r/min 离心收集上清, 
将上清加入 200 μL PBS洗涤过的 Glutathione Sepha-
rose 4B Beads室温旋转 1 h, 离心收集谷胱苷肽琼脂
糖珠, 经 0.25% PBST和 1×PBS洗涤后, 得到纯化
的融合蛋白, 取适量融合蛋白加入 15 μL 2×SDS, 
加热变性, 于 200 V恒电压进行 12% SDS-PAGE胶
电泳, 考马斯亮蓝染色, 分析融合蛋白表达情况。 
1.3.6  Cpn0148 多克隆抗体制备：上述方法获得的

融合蛋白免疫 BALB/c 小鼠。首次免疫 , GST- 
Cpn0148融合蛋白与等体积弗氏完全佐剂充分混合, 
总体积 400 μL 小鼠腹腔注射; 首次免疫 21 d后再
次免疫, GST-Cpn0148 融合蛋白与等体积弗氏不完
全佐剂充分混合后小鼠腹腔注射; 此后, 每隔 1 周
分别进行第 3、第 4 次免疫, 免疫同再次免疫。于第
4 次免疫 7 d后收集小鼠血清, 进行抗体效价鉴定。 
1.3.7  Cpn0148 内源性蛋白表达定位：通过间接免

疫荧光法观察 Cpn0148基因的表达定位。肺炎衣原
体 AR39 菌株感染 HeLa229 细胞(MOI=0.5)96 h 后, 
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2%的多聚甲醛室温固定 30 min, PBS 洗涤后 2% 
Saponine室温 1 h , PBS洗涤细胞 3 次后含 10%小牛
血清的 DMEM封闭 1 h; 加入特异性抗体 37°C孵育
1 h, 鼠抗 Cpn0148 多克隆抗体(1:2000 稀释),兔抗
Cpn菌体抗体 R12AR39(1:2000稀释)(由UTSCSA钟
光明实验室提供); 加入 1:1 000稀释 Hoechst和 Cy2
和 Cy3 标记的相应的二抗(1:2000 稀释)的混合液, 
37°C孵育 1 h; PBS洗涤细胞后, 从 24 孔培养板中
取出玻片, 用封闭液固定, 干燥后荧光显微镜下观
察并拍照保存结果。 

2  结果 

2.1 激酶 Cpn0148DNA 序列分析 
通过对肺炎衣原体 CWL029株的基因组序列分

析显示 Cpn 共有 3 个开放阅读框(ORF)具有丝/苏氨
酸蛋白激酶同源性, 分别是 Cpn0148(编码 Pkn1)、 
Cpn0095(编码 PknD)、Cpn0703(编码 Pkn5), 这些同
源性同样也存在于肺炎衣原体其它菌株中, 同属衣
原体的沙眼衣原体也有 3个编码丝/苏氨酸蛋白激酶
ORF：CT145(Pkn1)、CT301(PknD)和 CT673(Pkn5), 
其中 CT145与 CT301均被证实具有激酶活性, 可以
自身磷酸化和相互磷酸化 [8]。同源性分析显示

CT145和 Cpn0148具有 58%的氨基酸同源性, 且丝/
苏氨酸蛋白激酶的同源序列在 ORF的氨基端。 

2.2  p-GEX-6p-Cpn0148 质粒的构建 
根据引物 P1 和 P2 扩增 Cpn0148 全长基因约

1860 bp, 纯化的 PCR产物经 BamHⅠ和 NotⅠ双酶
切, 定向插入同样双酶切的 p-GEX-6p载体中, 构建
成重组质粒。重组质粒转染感受态细胞 XL-1blue, 
PCR 扫描鉴定初步筛选阳性克隆进行扩增, 抽提质
粒交叉 PCR 和测序进一步鉴定, 经 Blast 后证实克
隆质粒序列正确。 

2.3  GST-Cpn0148 重组蛋白表达和纯化 
根据设定条件大规模诱导 Cpn0148 表达 , 经

Glutatheion sepharose TM B4获得纯化的Cpn0148融
合蛋白, 经 12% SDS PAGE胶电泳可见在 96 kD处
有蛋白条带与预测 Cpn0148融合蛋白分子量相一致
(GST分子量 26 kD, Cpn0148分子量约 70 kD)(图 1)。 

2.4  Cpn0148 的亚细胞定位 
将经 Cpn0148融合蛋白免疫小鼠获得的多克隆

抗体对倍稀释, 间接免疫荧光法检测多克隆抗体的
效价, 当以 1:2000 稀释抗体时可检测到阳性的荧光
染色(++)作为实验时抗体稀释度。Cpn感染 96 h后, 

 

图 1  Cpn0148 融合蛋白 SDS-PAGE 胶分析 
Fig. 1  Cpn0148 fusion protein analysis through SDS- 
PAGE gel 
Note: 1: Pre-stained protein marker; 2: The expression of Cpn0148 
fusion protein. 
 

间接免疫荧光观察 Cpn0148 表达情况, 从图 2 看出
Cpn0148 主要表达在肺炎衣原体菌体上(红色), 与
菌体(绿色)重叠呈黄色或橘黄色。蓝色是 Hochest
染的含有 DNA的细胞核。 
 

 
图 2  免疫荧光检测 Cpn0148 细胞内定位 
Fig. 2  Localization of Cpn0148 by immunofluorescence 
Note: a: Cpn0148 negative control serum; b: Cpn0148 immune serum. 

3  讨论 

冠心病的发生与多种因素有关, 微生物感染是
其中的一个因素, 肺炎衣原体感染与冠心病的发生
的关系越来越受到人们的关注。在动脉粥样硬化斑

块中可检测到 Cpn[9], 提示了 Cpn 感染与动脉粥样
硬化形成间存在着联系。Cpn 导致冠状动脉粥样硬
化具体机制目前还不是很清楚, 但认为与以下两个
方面有关：1) Cpn可以促进巨噬细胞、内皮细胞形
成泡沫细胞[10,11], 泡沫细胞是冠状动脉粥样硬化特
征性病理改变; 2) Cpn 也可通过导致局部炎症的产
生 , 促进冠状动脉粥样硬化。Cpn 感染可以激活
MAPK、NOD1-NF-κB信号通路参与炎症反应[12,13], 
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另外, TLR-2 受体途径参与了 Cpn 感染后巨噬细胞
形成泡沫细胞[14]。这些研究显示 Cpn与宿主细胞相
互作用, 活化宿主细胞信号通路, 参与致病。 

Mahony 研究证实了重组的 Cpn0148 具有激酶活
性[15]。对假结核耶尔森菌的 Ser/Thr蛋白激酶 YpkA和
酪氨酸蛋白激酶 YopH 研究发现它们可通过Ⅲ型分泌
机制分泌至宿主细胞浆参与致病[3]。目前已发现 3 种
能分泌到宿主细胞浆中的 Cpn 自身蛋白 [7,16,17]：

Cpn1016、Cpn0797 和 Cpn076, 其中 Cpn1016 编码
的 CPAFcp(Chlamydial Protease/Proteasome-like Ac-
tivity Factor in C. pneumoniae)可通过降解宿主细胞
转录因子 RFX5, 下调宿主细胞表面主要组织相容
性复合体 MHC 分子, 从而使 Cpn 逃避了宿主的免
疫监视 [7,18]。因此, 我们设想肺炎衣原体的 Ser/Thr
蛋白激酶 Cpn0148 是可分泌的衣原体胞浆蛋白, 通
过分泌至细胞浆行使激酶活性参与影响宿主细胞的

信号通路。但间接免疫荧光染色显示 Cpn0148 仅表
达在菌体 , 胞浆中没有检测到 Cpn0148。说明
Cpn0148 并非通过分泌到胞浆的方式参与宿主细胞
的相互作用。Anita Verma 研究显示与 Cpn0148同源
沙眼衣原体 CT145编码的 Pkn1可以磷酸化内源性的
包涵体膜蛋白 IncG[8], 沙眼衣原体感染细胞中可以
检测到磷酸化的 IncG, 通过双酵母杂交法发现 IncG
可以与调节蛋白 14-3-3β结合[19], 14-3-3β可与 Raf-1、
PKC、Cdc25C、KSR、Bcr、Ca2+/CaM激酶、Bad和
跨膜蛋白受体等多种信号蛋白结合发挥信号调节作

用。提示我们Cpn0148可能存在的底物和其作用方式。 
本研究仅克隆表达了 Cpn0148, 对其作了初步

的细胞定位。下一步将进一步探讨其功能, 通过免
疫共沉淀和双酵母杂交等方法寻找与其相互作用蛋

白分子, 寻找底物, 以及探索 Cpn0148 对 Cpn 生长
和对宿主细胞影响中的作用。 
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