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类鼻疽伯克霍尔德菌AraC转录因子基因的
原核表达及纯化*

曾慧,黄玮晨,高洁,江昱颖,胡琪,修皓**

(海南医学院热带医学院,海南海口
 

571199)

【摘要】 目的 从海南类鼻疽伯克霍尔德菌菌株BPHN001中克隆得到AraC转录因子基因,构建类鼻疽伯克霍尔德菌

(Burkholderia
 

pseudomallei)AraC转录因子基因原核表达质粒,对该转录因子基因进行原核表达,并对表达产物进行

纯化。 方法 根据AraC转录因子基因设计特异性扩增引物,将PET-28a(+)质粒和扩增得到的AraC转录因子基因

产物同时用BamH
 

I和 Hind
 

III双酶切,构建带 His标签的重组质粒。经测序验证后,将重组质粒转化至大肠埃希菌

BL21(DE3),采用最佳浓度IPTG进行诱导,采用SDS-PAGE鉴定重组蛋白的表达情况。通过Ni2+柱纯化目的蛋白,采
用 Western

 

blot检测纯化蛋白的免疫反应性。 结果 特异性引物扩增得到的产物大小约为1
 

000
 

bp,与目的基因片段

1
 

032
 

bp基本一致。将扩增产物与PET-28a(+)载体连接后测序,与预期完全一致。重组载体转化BL21(DE3)后用最

适IPTG浓度(0.5
 

mmol/L)诱导过夜(约16
 

h),SDS-PAGE检测表达产物分子质量在40~55
 

ku之间,与预期相符。表

达蛋白纯化后进行 Western
 

blot,能被相应抗体识别。 结论 成功克隆得到AraC转录因子基因,,构建的含 AraC转

录因子基因原核表达载体转化DE3后经IPTG诱导可表达出融合蛋白,经Ni2+柱纯化得到具有免疫反应原性的 AraC
转录因子蛋白,为AraC转录因子的功能研究奠定了基础。
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【Abstract】 Objective Cloned
 

a
 

new
 

AraC
 

transcription
 

factor
 

from
 

BPHB001
 

which
 

was
 

isolated
 

from
 

HaiNan.
 

Con-

structed
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

plasmid
 

of
 

AraC
 

transcription
 

factor,
 

expressed
 

and
 

purified
 

the
 

AraC
 

transcription
 

factor
 

protein
 

in
 

prokaryotic
 

expression
 

system. Methods The
 

AraC
 

transcription
 

factor
 

gene
 

was
 

cloned
 

and
 

verified
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction(PCR)
 

and
 

sequencing.
 

The
 

recombination
 

vector
 

pET28a(+)-AraC
 

contain
 

His-taq
 

was
 

constructed
 

and
 

verified
 

by
 

PCR
 

and
 

enzyme
 

digestion
 

(BamH
 

I
 

and
 

Hind
 

III).
 

The
 

recombination
 

vector
 

pET28a(+)-
AraC

 

was
 

transformed
 

into
 

Escherichia
 

coli
 

BL21(DE3).
 

The
 

expression
 

of
 

fusion
 

protein
 

was
 

induced
 

with
 

Optimum
 

IPTG
 

concentration
 

and
 

detected
 

with
 

SDS-PAGE
 

and
 

purified
 

with
 

Ni2+
 

chelate
 

column.
 

Then
 

the
 

purification
 

products
 

was
 

identified
 

by
 

Western
 

blot. Results A
 

fragment
 

was
 

amplified
 

using
 

specific
 

primer,
 

the
 

size
 

of
 

the
 

fragment
 

was
 

bigger
 

than
 

1
 

000
 

bp
 

which
 

was
 

consistent
 

with
 

expectation(1
 

032
 

bp).
 

The
 

recombination
 

vector
 

pET28a(+)-AraC
 

was
 

verified
 

by
 

sequencing.
 

The
 

E.
 

coli
 

BL21(DE3)
 

strain
 

containing
 

pET28a(+)-AraC
 

vector
 

was
 

induced
 

with
 

IPTG(0.5
 

mmol/L)
 

and
 

cultured
 

for
 

overnight(
 

almost
 

16
 

hours).
 

The
 

expression
 

of
 

fusion
 

protein
 

was
 

detected
 

by
 

SDS-PAGE,
 

and
 

verified
 

by
 

western
 

blot
 

assay. Conclusion An
 

AraC
 

transcription
 

factor
 

gene
 

was
 

cloned
 

and
 

a
 

recombination
 

vec-
tor

 

carrying
 

AraC
 

gene
 

was
 

successfully
 

constructed.
 

The
 

target
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed
 

in
 

E.
 

coli
 

BL21
(DE3)

 

by
 

IPTG
 

inducing.
 

The
 

fusion
 

AraC
 

transcription
 

factor
 

protein
 

with
 

Immunoreactivity
 

was
 

purified
 

by
 

using
 

Ni2+
 

chelate
 

column.
 

These
 

results
 

will
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

further
 

function
 

study
 

on
 

AraC
 

transcription
 

factor.
【Key

 

words】 Burkholderia
 

pseudomallei;AraC
 

transcription
 

factor;prokaryotic
 

expression***
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  类鼻疽伯克霍尔德菌(Burkholderia
 

pseudomal-
lei,Bp)属兼性胞内菌,Bp感染引发的人畜共患病称

为类鼻疽。该病原菌热带及亚热带地区,广泛分布于

东南亚、澳洲北部、等地区,主要存在于土壤中[1-3]。非

洲地区也有Bp感染的报道,但由于医疗等条件的限

制,非洲地区报道的病例数较少[4]。尽管类鼻疽尚未

被世界卫生组织正式纳入被忽视的热带病行列,但类

鼻疽所带来的疾病负担和病死率比其他被忽视的热带

病还要高,特别是在中低收入国家[5]。在我国,类鼻疽

主要分布在地处热带的海南,亚热带的广东、广西及台

湾等地。感染Bp患者无典型症状,其临床表现与多

种疾病相似,如发烧,肺结核,局部脓肿等,极易导致误

诊[6-7]。Bp具有对多种常用抗生素天然耐药的特性,
由于广谱抗生素的不规范使用,Bp对抗生素的耐药率

也在不断上升[8]。

AraC家族转录调节蛋白是一类普遍存在的正向

调控转录因子之一,其家族成员约有100个,每个成员

含有200~300个氨基酸。该蛋白含有两个结构域:C
端的长度约为99个氨基酸的AraC

 

DNA结合结构域

及N端的可变结构域[9]。AraC家族转录调节蛋白根

据其功能可分为三类:碳代谢相关、胁迫反应相关及致

病性相关[10-13]。其致病性在不同病原微生物中存在差

异,主要表现在:影响细菌菌毛生长[14];调节细菌毒力

因子表达[15];干扰细菌生物被膜形成等[16-17]。

AraC家族转录调节蛋白作用非常广泛,且在不同

的致病菌中作用有所差异,前期研究在BPHN001发

现了一个 AraC家族转录调节蛋白,但BPHN001中

该AraC家族转录调节蛋白的具体功能尚不清楚。本

实验旨在克隆验证Bp的AraC转录因子基因,并原核

表达纯化得到该蛋白,为其功能研究奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株与质粒 BPHN001为本室分离的海南株;

PET-28a(+)表 达 载 体 由 本 室 保 存;E.coli
 

BL21
(DE3)菌株购于碧云天生物技术有限公司。

1.2 主要试剂 T4
 

DNA连接酶购于美国Thermo
公司;鼠源His一抗和山羊抗小鼠IgG(H+L)购于英

国Abcam公司;超敏ECL化学发光试剂盒,5×SDS-
PAGE上样缓冲液购于中国Biosharp公司;BCA法蛋

白定量测定试剂盒,His标签蛋白纯化试剂盒及SDS-
PAGE凝胶配制试剂盒均购于碧云天生物科技有限公

司;质粒小题试剂盒及DNA凝胶回收试剂盒购于诺

唯赞生物科技有限公司;Protein
 

ladder购于加拿大

Fermentas公司。

2 方法

2.1 AraC转录因子基因扩增

2.1.1 BPHN001基因组DNA提取 BPHN001用

含100
 

mg/L的庆大霉素液体LB培养基于37
 

℃、200
 

r/min震荡培养过夜,,按照细菌基因组DNA提取试

剂盒(DP302)操作说明书提取总DNA。

2.1.2 特异性引物的设计、合成 根据RNA文库中

筛选到的AraC转录因子基因序列设计带酶切位点的

原核表达引物。上游引物 F:5'-CGCGGATCCAT-
GCCGGTAGCCAACGTG-3'(下划线部分为BamH

 

I
酶 切 位 点);下 游 引 物 R:5'-CCCAAGCTTTCA-
ATCTCCAGCGAGCTTT-3'(下划线部分为 Hind

 

III
酶切位点)。引物由天一辉远生物科技有限公司合成。

2.1.3 目的基因扩增体系及程序 AraC转录因子基

因扩增体系为25
 

μl:2×TaqMaster
 

Mix
 

12.5
 

μl,上游

引物1
 

μl,下游引物
 

1
 

μl,基因组DNA
 

1
 

μl,ddH2O
 

9.5
 

μl。扩增程序:94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,58
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,共35个循环;72
 

℃
 

10
 

min。PCR产

物4
 

℃保存,并进行1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

2.1.4 扩增产物纯化 根据大量琼脂糖凝胶DNA
回收试剂盒(DP210)标准步骤胶回收PCR产物,用

nanodrop测定回收产物浓度。

2.2 原核表达质粒的构建、筛选及鉴定 将纯化的扩

增产物及PET-28a(+)用BamH
 

I和Hind
 

III进行双

酶切。酶切体系:目的基因/载体1
 

μg,10×Smart
 

buffer
 

5
 

μl,BamH
 

I
 

0.2
 

U,Hind
 

III
 

0.2
 

U,加ddH2O
补齐至50

 

μl。反应体系置37
 

℃水浴酶切1
 

h。酶切

产物经1%琼脂糖凝胶电泳后胶回收并测定回收产物

浓度。将酶切目的片段与酶切PET-28a(+)载体连

接。连接体系:线性化载体(PET-28a(+)100
 

ng,目
的基因与线性化载体摩尔比为5∶1,T4

 

DNA
 

ligase
 

buffer
 

2
 

μl,T4
 

DNA
 

ligase
 

5U,ddH2O补齐至20
 

μl。
反应体系置22

 

℃连接1
 

h或4
 

℃连接过夜。连接产

物转化大肠埃希菌DH5α感受态细胞,于固体LB培

养基(含50
 

mg/L卡那霉素)37
 

℃培养过夜,PCR筛

选阳性菌落,经测序验证后提取质粒并保存。

2.3 目的蛋白表达的最佳诱导IPTG浓度优化 测

序鉴定正确的重组质粒按标准步骤转化至大肠埃希菌

表达菌株BL21(DE3)中,PCR筛选阳性菌落。将含

重组质粒的BL21(DE3)菌株接种至5
 

ml加有100
 

mg/L卡那霉素的液体 LB培养基中,37
 

℃、200
 

r/

min震荡培养过夜。按1∶100的比例将重组菌株接

种至5
 

ml含100
 

mg/L卡那霉素100
 

mg/L的液体

LB培养基中,共接种168管,每2管为一组。菌液于

37
 

℃、200
 

r/min震荡培养至A600 值为0.4~0.6时,
取其中4组,每组中取1管分别加入对应终浓度为

0.5、1.0、,1.5、2.0
 

mmol/L的IPTG,另一管加入对

·267·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2022年07月 第17卷第07期

Jul.
 

2022, Vol.17,No.07



应体积的蒸馏水,于16
 

℃以200
 

r/min诱导24
 

h,取1
 

ml离心后收集菌体,处理后进行SDS-PAGE电泳,考
马斯亮蓝染色观察目的蛋白表达情况,确定IPTG最

佳诱导浓度。

2.4 目的蛋白的纯化及 Western
 

blot鉴定 将鉴定

正确的含重组质粒的BL21(DE3)菌株接种至5
 

ml加

有含100
 

mg/L卡那霉素100
 

mg/L
 

Kan+抗生素的

液体LB培养基中,37
 

℃、200
 

r/min震荡培养过夜。
按1∶100的比例将重组菌株接种至1

 

L含100
 

mg/L
卡那霉素100

 

mg/L的液体LB培养基中,37
 

℃、200
 

r/min震荡培养,待菌液A600 值为0.4~0.6时加入终

浓度为0.5
 

mmol/的IPTG,于16
 

℃、200
 

r/min震荡

培养诱导过夜(16
 

h左右)。将诱导表达后的大肠埃

希菌培养液以6
 

000
 

r/min离心15
 

min,收集菌体,称
重,以重悬缓冲液∶菌重=10

 

mL∶1
 

g的比例重悬在

含有100
 

mmol/L
 

Tris-HCl
 

pH7.5,300
 

mmol
 

NaCl,

2
 

mmol
 

DTT,10
 

mmol咪唑的重悬缓冲液中。菌体

经高压(800bar)
 

(超声)破碎后11
 

000
 

r/min离心35
 

min,取上清,选用镍柱(1~2
 

ml)进行蛋白纯化。镍

柱使用前用50倍柱体积含有100
 

mmol/L
 

Tris-HCl
 

pH7.5、300
 

mmol/L
 

NaCl、10
 

mmol咪唑的平衡缓冲

液进行平衡,加入重组菌超声破碎上清液后依次用20
倍柱体积含0、50、150、300

 

mmol/L咪唑的洗脱液进

行洗脱,收集洗脱液进行SDS-PAGE检测。最终确定

用含300
 

mmol/L咪唑的洗脱液对AraC目的蛋白进

行洗脱。将含有AraC目的蛋白的洗脱液再经凝胶层

析作进一步纯化(凝胶层析柱型号:SuperdexTM
 

200
 

Increase
 

10/300
 

GL。凝胶层析缓冲液:25
 

mmol/L
 

HEPES,300
 

mmol/L
 

NaCl,5
 

mmol/L
 

DTT,质量分

数5%的甘油)。收集出峰体积的液体,得到目的蛋白

并进行 Western
 

blot鉴定。

结 果

1 AraC转录因子基因的扩增及鉴定

以BPHN001基因组为模板,以设计的特异性引

物F、R
 

扩增AraC转录因子基因,扩增产物经1%琼

脂糖凝胶电泳分析,大小约为1
 

000
 

bp,与理论值

1
 

032
 

bp基本一致(图1)。

2 PET-28a(+)重组质粒构建及测序鉴定

特异性扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳后胶回

收,回收产物与PET-28a(+)质粒分别用BamH
 

I和

Hind
 

III双酶切,并分别进行琼脂糖凝胶回收,将目的

片段与载体用T4
 

DNA连接酶连接,连接产物转化大

肠埃希菌DH5α,经卡那霉素筛选后采用PCR对重组

菌株进行鉴定(图2)。阳性菌落提取重组质粒,交由

天一辉远生物科技有限公司测序,采用DNAMAN对

序列进行比对,结果显示重组质粒序列与目标序列完

全一致(图3)。

M DNA标志物(DL
 

2000) 1、2 AraC转录因子基因PCR产物
图

 

1 AraC转录因子基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker
 

2000 1,2 he
 

amplification
 

products
Fig.1 The

 

amplification
 

result
 

of
 

AraC
 

transcription
 

factor
gene

 

by
 

PCR

M DNA标志物(DL
 

2000) 1~4 重组菌单菌落PCR产物
图

 

2 重组子菌落PCR鉴定

M DNA
 

marker
 

2000 1-4 Single
 

colony
Fig.2 Verify

 

the
 

recombination
 

vector
 

by
 

colony
 

PCR

图
 

3 AraC转录因子基因扩增产物序列与RNA文库中的
序列Blast比对

Fig.3 Sequence
 

blast
 

between
 

PCR
 

amplify
 

products
 

and
 

original
 

sequences

3 重组菌蛋白表达IPTG最佳诱导浓度

将测序验证正确的PET-28a(+)重组质粒转化至

BL21(DE3)表达菌株,经抗生素和PCR筛选出阳性

菌落。挑取1个阳性菌落进行活化并接种转接8管,
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随机分为4组,每组随机取1管分别加入终浓度为

0.5、1.0、1.5、2.0
 

mmol/L的IPTG。余下4管分别

加入对应体积ddH2O作为对照。重组菌于16
 

℃、200
 

r/min诱导4
 

h,诱导产物进行SDS-PAGE电泳分析,
结果显示融合蛋白相对分子质量在40~55

 

ku之间

(目的蛋白大小约为43
 

ku),与预期相符。且重组菌

诱导后的蛋白表达量明显高于未诱导重组菌,但不同

浓度IPTG诱导表达的蛋白量无明显差别,故选择

IPTG终浓度为0.5
 

mmol/L(图4)。

  M 蛋白分子质量标准 1、3、5、7 未诱导对照 2、4、6、8 分别

为0.5、1.0、1.5、2.0
 

mmol/L
 

IPTG诱导4
 

h
图

 

4 不同浓度IPTG诱导AraC转录因子蛋白原核表达情况

M Protein
 

marker 1,3,5,7 Control
 

2,4,6,8 Induce
 

with
 

different
 

concentration
 

of
 

IPTG(0.5,1.0,1.5,2.0
 

mmol/L)
Fig.4 The

 

prokaryotic
 

expression
 

of
 

AraC
 

transcription
 

factor
 

induced
with

 

different
 

concentration
 

of
 

IPTG

4 融合蛋白的纯化及 Western
 

blot检测

目的蛋白经Ni2+柱纯化,收集含不同浓度咪唑的

洗脱液进行SDS-PAGE,确定最佳咪唑洗脱浓度(图

5),结 果 显 示300
 

mmol/L 咪 唑 为 最 佳 洗 脱 浓 度。

Ni2+柱纯化的目的蛋白经凝胶层析进行进一步纯化,
纯化后的蛋白采用SDS-PAGE检测蛋白纯度(图6),
结果显示经凝胶层析后目的蛋白条带单一,纯化效果

好。采用鼠源His一抗,山羊抗鼠二抗,对经凝胶层析

纯化得到的AraC转录因子蛋白进行 Western
 

blot检

测,在35~48
 

ku之间有一特性反应条带(图7),证明

纯化蛋白具有免疫反应性。

讨 论

转录因子是一类可调控DNA表达的蛋白质,通
过与基因启动子区域的特异性序列结合上调或下调基

因的表达[18]。AraC家族转录调节蛋白是一类普遍存

在的正向调控转录因子之一,其功能在不同微生物中

存在差异。目前对AraC家族蛋白的研究主要集中在

其致病性方面,如影响菌毛生长、调节毒力因子等,研
究的对象也主要集中在一些常见致病菌中,如霍乱弧

菌、化脓链球菌、肠球菌及金黄色葡萄球菌等[19],但针

对类鼻疽伯克霍尔德菌中AraC转录因子的研究鲜有

报道。海南地处热带,拥有其独特的地理环境,是热带

病高发地区,是类鼻疽伯克霍尔德菌的主要疫源地之

一,类鼻疽发病率居全国首位。

  M 蛋白分子质量标准 1 IPTG诱导重组菌裂解上清 2 
IPTG诱导重 组 菌 裂 解 流 穿 液 3、4、5、6 分 别 为0、50、150、300

 

mmol/L咪唑洗脱液
图

 

5 SDS-PAGE检测不同浓度咪唑液洗脱效果

M Protein
 

marker 1 Lysis
 

supernatant 2 Lysis
 

supernatant
 

after
 

flow
 

past
 

Ni2+
 

chelate
 

column 3,4,5,6 Elution
 

products
 

with
 

different
 

concentration
 

of
 

imidazole
Fig.5 SDS-PAGE

 

assay
 

to
 

detect
 

the
 

elution
 

effect

图
 

6 纯化重组蛋白的SDS-PAGE检测

Fig.6 The
 

proteins
 

corresponding
 

to
 

different
 

peak
 

volumes
 

were
 

detected
 

after
 

purification
 

by
 

SDS-PAGE

M 蛋白分子质量标准; 1、2 纯化的重组蛋白
图

 

7 纯化重组蛋白的 Western
 

blot检测

M Protein
 

marker; 1、2 The
 

purified
 

Recombinant
 

protein
Fig.7 The

 

purified
 

recombinant
 

prorein
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
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本研究从海南株类鼻疽伯克霍尔德菌BPHN001
中新克隆得到一个 AraC转录因子基因,并选用含有

强启动子的PET-28a(+)质粒对该AraC转录因子蛋

白进行原核表达。该质粒可在表达的蛋白N端加入6
个组氨酸重复标签,以用于蛋白的纯化。实验中观察

了IPTG浓度对蛋白的诱导情况,结果显示0.5~2.0
 

mmol/L的IPTG对蛋白的诱导表达并无显著差异,
故选择IPTG的终浓度为0.5

 

mmol/L。同时对诱导

温度进行了优化,结果显示16
 

℃和37
 

℃诱导效果并

无差别,16
 

℃低温诱导有利于蛋白活性的保持,因此

确定16
 

℃为最佳诱导温度。为了得到高纯度的目的

蛋白,对镍柱纯化的蛋白采用凝胶层析法进行了进一

步的纯化,最终得到了高纯度的目的蛋白。
本实验克隆表达得到的AraC转录因子蛋白来源

于海南株类鼻疽伯克霍尔德菌,可为开展 AraC转录

因子在调节鼻疽伯克霍尔德菌毒力等致病性方面的研

究奠定基础。
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