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·短篇论著·
双歧杆菌表达肠致病性大肠埃希菌EspA蛋白的体外研究
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摘要：目的 构建肠致病性大肠埃希菌（Enteropathogenic E.coli，EPEC）EspA蛋白双歧杆菌表达重组菌株，并验证

蛋白表达。方法 采用常规PCR扩增EspA片段，体外构建重组质粒pBAD-EspA，转化大肠杆菌BL21感受态细胞培

养，挑取单克隆提取质粒，双酶切和PCR对重组质粒鉴定。pBAD-EspA电转化长双歧杆菌感受态细胞，挑取阳性克隆

并PCR鉴定，经木聚糖诱导表达，蛋白质印迹试验（Western blot）分析验证EspA蛋白在双歧杆菌中的表达。结果 经

酶切后琼脂糖凝胶电泳及测序结果证明pBAD-EspA重组质粒构建成功。pBAD-EspA重组质粒转化双歧杆菌后经阿

拉伯糖诱导，在诱导表达不同时间点菌液沉淀均有良好的蛋白表达。结论 体外成功构建表达EPEC EspA蛋白的长

双歧杆菌，为制备ESPA口服疫苗提供科学依据。
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Abstract: Objective To construct the expression vector of Enteropathogenic E．coli（EPEC）EspA gene and identify
the induced expression of EspA protein in Bifidobacteria. Methods The EspA gene fragment was amplified and the
recombinant plasmid pBAD-EspA was constructed in vitro, then were transformed it the BL21 competent bacteria. The positive
bacteria cells was picked and verified by PCR. The expression of EspA protein in Bifidobacteria was induced by arabinose in
vitro and detected by western blotting. Results The recombinant plasmid pBAD-EspA was successfully constructed and
demonstrated by agarose gel electrophoresis and DNA sequencing. The expression of EspA protein in Bifidobacteria induced by
arabinose was demonstrated by western blotting in vitro.Conclusion The recombinant Bifidobacteria expressing EspA
protein was constructed in vitro.
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肠 致 病 性 大 肠 杆 菌（Enteropathogenic E.coli，
EPEC）感染是一种严重危害儿童健康的肠道传染病，

EPEC主要通过黏附和脱落损伤（Attaching and effac⁃
ing injury, A/E injury，即 A/E 损伤）导致肠粘膜损伤，

目前尚无疫苗应用于该细菌感染的预防[1-2]。在EPEC
的A/E损伤启动过程中，早期起核心作用的是EspA,
EspB,EspD 蛋白形成的“鞘样”转导管连接菌体和宿

主细胞，因此 EspA, EspB, EspD 蛋白在 EPEC 早期粘

付过程中起关键作用，靶向这些蛋白阻断EPEC致病

一直是研究热点 [3-5]。目前已有靶向 EspA 蛋白阻断

EPEC感染上皮细胞的研究报道；同时EspA具有较好

的抗原活性，提示通过EspA抗体或作为免疫原可能

是阻断EPEC侵袭上皮细胞的潜在策略；由于EspA蛋

白在EPEC致A/E损伤过程中起着至关重要的作用，

同时该蛋白具有良好的免疫源性，在细菌的黏附和定

植中起着关键作用，可能作为候选免疫原制备EPEC
疫苗[6-8] 。 双岐杆菌是重要肠道益生菌，近年已有通

过双岐杆菌肠道调控表达蛋白制备免疫调节剂或疫

苗的研究报道，为探讨双岐杆菌表达EPEC的EspA蛋

白功能特点及制备EspA口服疫苗的可能性，本文构

建和验证双岐杆菌 EspA 蛋白的体外诱导表达研

究[9-10]。

1 材料与方法

1.1 pBAD-EspA重组质粒构建 采用常规PCR从1
株 EPEC 菌株（PID: PRJNA186398）的基因组 DNA 中

扩增 EspA基因，两端加BamHI和XhoI酶切位点，同
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时在最外侧加 CG 和 GG 保护性碱基，以提高酶切效

率。XhoI 和BamHI双酶切EspA基因和pBAD-gIII质
粒，产物大小分别为 580bp（EspA - XhoI and BamHI）
和 5.4bp（pBAD-XhoI and BamHI）。将 EspA 基因和

pBAD质粒重组连接，将重组质粒 pBAD–EspA转化

入BL21感受态细菌培养。采用质粒提取试剂盒（E.Z.
N.A.® Plasmid Mini Kit I）提取重组质粒，严格按照说

明书进行操作。XhoI 和BamHI双酶切提取的重组质

粒，并经琼脂糖凝胶电泳和测序鉴定。

1.2 pBAD–EspA转化长双歧杆菌诱导表达及鉴定

长双歧杆菌（ATCC 15707）在含 0.05%L-半胱氨酸的

MRS培养基中培养，采用37℃厌氧环境培养。根据文

献描述方法制备双岐杆菌感受态细菌[9]，将pBAD-Es⁃
pA和pBAD-gIII质粒电转化双岐杆菌，转化后的感受

态涂于 MRS 平板中筛选（含氨苄西林 100mg/mL）。

36h后挑取阳性克隆放入MRS液中震荡厌氧培养（含

氨苄西林100mg/mL），次日收集0.15mLOD600的菌液

接种于15mL MRS培养基并置于37℃培养3h，另取部

分用于提取双岐杆菌质粒酶切鉴定。加L-阿拉伯糖

(0.01, 0.05，0.1% w/v）用于刺激EspA在双岐杆菌菌体

中的表达。经过6~12h的刺激培养后离心，取菌体裂

解离心后上清液置于-20℃保存Western blotting分析

蛋白表达水平。

1.3 Western blotting分析EspA蛋白 用菌体裂解液

离心后上清液冰上解冻 15min，加入 10mL 的 native
Lysis Buffer 重悬沉淀。冰上孵育 30min 钟，每 10min
温和混匀一次。14 000g 4℃ 离心 30min，保留上清。

取 5μL 的上清，细菌裂解物上清液中的蛋白质通过

SDS-PAGE和电转染到硝酸纤维膜上做蛋白印记分

析而分离。重组EspA蛋白用免疫印迹法测定。小鼠

抗 人 HA 单 克 隆 抗 体（preproTech）作 为 一 抗（1：
1 000），采用ECL试剂盒检测纤维膜上的蛋白表达。

2 结果

2.1 pBAD -EspA重组质粒 pBAD-EspA重组质粒

经XhoI 和BamHI双酶切后，琼脂糖凝胶电泳结果见

图1。 pBAD-EspA重组质粒经酶切后，产生了2条明

亮的条带，大小与设计相符，分别约为 580bp（EspA -
XhoI and BamHI）和 5.4kb（pBAD-XhoI and BamHI）。

EspA送测序结果提示其序列与EPEC菌株（PID: PRJ⁃
NA186398）中对应序列一致（测序图略）。

2.2 EspA 基因诱导表达及鉴定结果 双岐杆菌

pBAD-EspA 质 粒 诱 导 表 达 及 鉴 定 结 果 见 图 2。
pBAD-EspA重组质粒经L-阿拉伯糖诱导后获得了高

表达。如图 2所示，在诱导表达不同时间点，在 6h和

12h 培养后菌体裂解液离心上清中均有良好的表

达。而阴性对照则无任何表达条带。
M N1 N2 N3 N4 12

5.4kb

580bp

M: DNA分子marker, DL15000(TAKARA)；N1和N3为空白质粒酶

切对照，N2为完全空白对照；1和2为 大肠杆菌和双岐杆菌pBAD-Es⁃
pA质粒BamHI/XhoI酶切电泳图。

图图11 酶切鉴定酶切鉴定pBAD-EspApBAD-EspA凝胶电泳图凝胶电泳图

1 2 3 4 5 6 7 8

30kD

1,2为阴性对照；3，4，5为6h上清蛋白表达；7，8，9为12h菌体裂解

液离心上清蛋白表达。

图图22 pBAD-EspApBAD-EspA表达表达western blottingwestern blotting
3 讨论

利用双歧杆菌作为载体或宿主菌表达一些特定

功能的蛋白或多肽制备口服疫苗及恶性肿瘤基因治

疗已经成为生物医药领域的研究热点之一。有研究

将双歧杆菌经尾静脉途径注射于鼠肿瘤模型表明双

歧杆菌能显著抑制瘤组织快速增长；长型双歧杆菌

（B.longum）静脉注射能选择性地在肿瘤组织缺氧区

生长繁殖并抑制肿瘤的生长 [10]。近年来的研究已表

明双歧杆菌是安全的肿瘤靶向治疗的新型载体之一，

主要应用于大肠杆菌表达系统，由于宿主差异性这些

质粒在双歧杆菌中表达有一定限制，表达效果并不理

想，本研究通过体外成功构建了含有EspA基因重组

质粒，并经 L-阿拉伯糖诱导后获得了高表达蛋白产

物，这一结果为进行制备表达EspA蛋白双歧杆菌的

应用的奠定基础[9]。由于EspA是EPEC转导管形成的

关键蛋白，目前已有多项研究证明阻断EspA蛋白的

功能活性可望沉默或降低EPEC的致病性，本研究证

实通过体外可制备诱导EspA蛋白表达的双歧杆菌，

该双岐杆菌可望成为阻断EPEC致腹泻的有效方法，

但其效果仍有待后续的体内功能研究进一步证实。
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脑病发展为严重的进行性痴呆，多数因恶病质而死

亡。目前尚无特效治疗，饮食治疗能减少内源性毒性

代谢产物的产生。推荐高蛋白、高碳水化合物、低脂

肪饮食。高碳水化合物饮食能代偿受损的糖异生，减

少脂肪分解。主要药物治疗包括各种维生素和辅助

因子，补充辅酶Q10可增加呼吸链的功能，清除由于呼

吸链功能障碍产生的活性氧簇(ROS)，对抗氧化应激

反应，改善MELAS患者的病情，包括神经系统体征以

及血和脑脊液乳酸、丙酮酸浓度。核黄素对累及脂质

代谢患者疗效较好，ATP补充能量，联合肉碱、多种维

生素长期治疗，能激活丙酮酸脱氢酶，促进有氧氧化，

可使MELAS患者幻听、幻视等症状消失，并改善患者

不耐受疲劳的状态。如血清肌酶谱明显升高或组织

病理学检查发现脂肪堆积者，则可选用皮质激素治

疗。运动及感染可加重乳酸中毒，可用NaHCO3治疗；

癫痫治疗药物首选卡马西平类，应避免使用干扰呼吸

链药物如丙戊酸钠、巴比妥类、四环素、氯霉素等[7]。

MELAS综合征临床表现复杂多样，远期预后差，

死亡率较高，故早期诊断及积极治疗，对于改善患者

整体预后具有重要的临床意义。应掌握该病的诊断

要点，在今后的工作中不断积累总结，对该病的诊断

必须与临床、神经影像学、病理、基因检测相结合，才

能作出正确诊断。
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