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淋球菌ＭｌａＡ重组蛋白表达及多克隆抗体的制备与应用
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（１．南方医科大学皮肤病医院，广东广州５１００００；２．三峡大学医学院）

【摘要】　目的　原核表达、纯化淋球菌 ＭｌａＡ蛋白，制备并鉴定其多克隆抗体。　方法　构建原核表达载体ｐＥＴ２８ａ

ＭｌａＡ，转化ＢＬ２１（ＤＥ３）大肠埃希菌，经ＩＰＴＧ诱导重组蛋白的表达。通过亲和层析法纯化目的蛋白，并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ鉴定。以纯化的重组蛋白作为抗原，与佐剂乳化后免疫６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，３次免疫后取小鼠静脉血并分离

血清，采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定抗体效价，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、间接免疫荧光试验（ＩＦＡ）和流式细胞术（ＦＣＭ）检测

ＭｌａＡ多克隆抗体的反应性和特异性。　结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ转化ＢＬ２１后表达相对分子质量为

３５×１０
３ 的淋球菌 ＭｌａＡ重组蛋白。ＥＬＩＳＡ检测 ＭｌａＡ免疫小鼠血清抗体效价为１∶８０００～１∶３２０００。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、

ＩＦＡ和流式细胞术检测制备的抗体能识别淋球菌变性和非变性 ＭｌａＡ蛋白。　结论　成功表达并纯化淋球菌 ＭｌａＡ重

组蛋白，免疫小鼠制备多克隆抗体，将制备的抗体血清作为一抗对淋球菌及其他不同类菌株进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测后发

现，制备的多克隆抗体可以特异性识别淋球菌中的 ＭｌａＡ蛋白。经ＩＦＡ及ＦＣＭ 检测，结果均表明制备的多克隆抗体与

淋球菌 ＭｌａＡ有良好的反应性。
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　　淋病是由革兰阴性双球菌淋病奈瑟氏菌（淋球菌）

引起的一种常见泌尿生殖系统性传播疾病。抗菌药治

疗淋病通常有效，然而淋球菌已经形成了对磺胺类、青

霉素类、四环素、环丙沙星以及阿奇霉素和头孢曲松的

耐药机制［１］。世界卫生组织（ＷＨＯ）对淋球菌临床菌

株的监测结果显示淋球菌对大多数可用抗生素均产生

了耐药［２］。抗生素耐药严重影响了淋病治疗的有效

性，淋病至今仍是全球性重大公共卫生问题。

革兰阴性菌包膜由内膜（ＩＭ）和外膜（ＯＭ）组成，

其不对称外膜是具有选择性的渗透屏障［３］。维持脂质

不对称（Ｍｌａ）途径因其在细菌细胞包膜生理学中的作

用而越来越受到重视。Ｍｌａ系统由 ＭｌａＡＦ６种蛋白

组成［４］。ＭｌａＡ（ＶａｃＪ）位于外膜内，充当从外小叶穿梭

磷脂的通道，ＭｌａＡ缺失会破坏外膜的完整性
［５６］。而

跨越革兰阴性菌膜正是抗生素发挥作用的主要障

碍［７８］。因此，了解外膜的合成和调节机制对研究抗生

素耐药至关重要。本实验通过将淋球菌 ＭｌａＡ基因构

建至ｐＥＴ２８ａ载体中进行原核表达，用纯化的重组蛋

白免疫小鼠制备 ＭｌａＡ蛋白多克隆抗体，为淋球菌的

基础研究和应用提供基础。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株、载体及实验动物　６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠购自广州南方医大实验动物科技发展有限公司；淋

球菌菌株由南方医科大学皮肤病医院保存；ｐＥＴ２８ａ

载体和ＢＬ２１（ＤＥ３）大肠埃希菌感受态购自生工生物

工程（上海）股份有限公司。

１．２　主要试剂　异丙基硫代βＤ半乳糖苷（ＩＰＴＧ），

ＨＲＰ标记山羊抗鼠ＩｇＧ二抗及ＥＬＩＳＡ套装试剂盒均

购自生工生物工程（上海）股份有限公司；Ｈｉｓ标签蛋

白纯化试剂盒（耐变性剂型），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂

盒，脱脂奶粉及抗荧光淬灭封片液（含ＤＡＰＩ）购自上

海碧云天生物技术有限公司；ＰＶＤＦ膜购自广州洛孚

生物科技有限责任公司；蛋白 Ｍａｒｋｅｒ购自广州市迅

益生物科技有限公司；重组克隆试剂盒购自广州真知

生物科技有限公司；增强型ＥＣＬ化学发光检测试剂盒

购自广州卓升生物科技有限公司；弗氏完全／不完全佐

剂购自广州鼎国生物技术有限公司。

２　方法

２．１　原核表达载体ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ的构建及鉴定　

以ＮＣＢＩ中淋球菌 ＭｌａＡ（ＮＣＢＩＲｅｆｅｒｅｎｃｅＳｅｑｕｅｎｃｅ：

ＮＣ＿００２９４６．２；ＧｅｎＢａｎｋ：ＣＰ０４１５８５．１）作为参考序

列，去掉２０个氨基酸信号肽序列，序列两端酶切位点

分别为ＮｃｏＩ和ＸｈｏＩ，Ｃ端连接６×Ｈｉｓ用于蛋白纯

化。将序列送生工合成部，通过密码子优化后合成相

应核苷酸序列，连接于ｐＥＴ２８ａ（＋），构建淋球菌

ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ重组质粒，测序分析正确后将质粒转

化至大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态中，均匀地涂布于

含卡那霉素的ＬＢ平板，置３７℃恒温培养箱过夜培

养，挑取单个菌落进行重组蛋白 ＭｌａＡ的表达与纯化。

２．２　重组蛋白的原核表达及鉴定　取上述转化了

ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ的ＢＬ２１（ＤＥ３）菌液２０μＬ接种于２

ｍＬ含有卡那霉素（５０μｇ／ｍＬ）抗性的ＬＢ培养基，在

３７℃摇床２２０ｒ／ｍｉｎ条件下过夜培养；次日，取过夜

菌液以１∶２０加至２ｍＬ含有卡那霉素的ＬＢ培养基，

继续培养２．５ｈ后加入终浓度１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱

导剂，诱导表达４ｈ，收集菌液，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ。弃上清，用裂解液重悬沉淀，冰浴下超声破碎后

离心，分别收集上清和沉淀，经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，鉴定重组蛋白的表达。

２．３　重组 ＭｌａＡ蛋白的纯化与鉴定　获得的重组蛋

白经镍柱亲和层析纯化目的蛋白。在变性条件下按照

Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒（耐变性剂型）说明书对目的

蛋白进行纯化，并用ｐＨ 值为７．４的ＰＢＳ透析复性，

按ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒说明书测定其浓度，８０

℃保存。

２．４　多克隆抗体制备　免疫前取小鼠尾静脉血作为

阴性血清。以纯化的重组蛋白为免疫原，采用腹腔注

射方式免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，每只小鼠０．５μｇ／μＬ。初

次免疫时，重组蛋白与等体积弗氏完全佐剂混匀乳化，

加强免疫时与弗氏不完全佐剂等体积混匀。总共免疫

３次，每次间隔３周。第３次免疫后３周小鼠尾部采

血，测定其抗体效价。

２．５　多克隆抗体效价的测定　采用ＥＬＩＳＡ法。重组

ＭｌａＡ蛋白包被浓度为１μｇ／ｍＬ，１００μＬ／孔。小鼠抗

ＭｌａＡ多克隆抗体血清经１∶２０００稀释后再作倍比稀

释。ＨＲＰ标记山羊抗鼠ＩｇＧ抗体作１∶８０００稀释，

显色液为 ＴＭＢ。反应结束后用酶标仪测各孔 Ａ４５０

值。实验设免疫前小鼠血清作阴性对照，封闭液做空

白对照。样品孔Ａ４５０ 值除以阴性对照孔Ａ４５０ 值≥２．１

即为阳性。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定多克隆抗体活性　重组蛋白

经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后湿法转印至ＰＶＤＦ膜上，用５％

脱脂牛奶室温封闭１ｈ后以６×Ｈｉｓ或免疫小鼠血清

为一抗，ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠ＩｇＧ 为二抗进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＥＣＬ显影。

２．７　间接免疫荧光试验（ＩＦＡ）　将淋球菌接种于淋

球菌选择培养皿，于３５℃、５％ＣＯ２ 温箱培养１８ｈ，取

菌落至生理盐水中制成３×１０
８
ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液。取

菌悬液滴至玻片涂布均匀，用预冷丙酮室温固定１０

ｍｉｎ，０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤

·０２·
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样品３次，每次３ｍｉｎ；用含２％ＢＳＡ的封闭液室温封

闭３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，每次３ｍｉｎ；加入用含１％

ＢＳＡ的一抗稀释液１∶５００稀释小鼠抗 ＭｌａＡ多克隆

抗体，正常小鼠血清作为阴性对照，室温孵育３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ洗涤３次，每次３ｍｉｎ；加入用ＰＢＳ１∶２００稀释

的ＦＩＴＣ标记山羊抗鼠ＩｇＧ二抗，室温避光孵育３０

ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤玻片３次，每次３ｍｉｎ；加入抗荧光淬灭

封片液（含ＤＡＰＩ）封片，于激光共聚焦显微镜下观察

菌体荧光图像。

２．８　流式细胞术检测（ＦＣＭ）　用液体培养基培养淋

球菌菌株，于３５℃、５％ ＣＯ２ 摇床１５０ｒ／ｍｉｎ培养１８

ｈ，收取菌液，８０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清；加入１

ｍｌＰＢＳ重悬菌株沉淀，清洗１次；用０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ

１００冰上通透３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗１次；加入１∶２００比

例稀释的小鼠抗 ＭｌａＡ 多克隆抗体，每个样品１００

μＬ，正常小鼠血清作为阴性对照，冰上孵育３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ清洗１次；加入１∶１０００稀释的ＦＩＴＣ标记山羊

抗鼠ＩｇＧ，每个样品１００μＬ，冰上避光孵育３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ清洗１次，沉淀用５００μＬＰＢＳ重悬，用２００目滤

膜过滤后用流式细胞分析仪进行检测。

结　果

１　犕犾犪犃质粒的构建和鉴定

设计合成的淋球菌 ＭｌａＡ基因片段插入ｐＥＴ２８ａ

（＋）载体的ＮｃｏＩ和ＸｈｏＩ酶切位点（图１Ａ），经Ｎｃｏ

Ｉ和ＸｈｏＩ双酶切鉴定，获得的插入片段大小与预期一

致（图１Ｂ）。对重组表达质粒测序，插入序列与理论一

致且读码框正确，重组质粒ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ构建成功。

　　Ａ　ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ图谱及克隆位点　Ｂ　电泳鉴定结果　（Ｍ　

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ质粒　２　ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ质粒双酶

切产物）

图１　狆犈犜２８犪犕犾犪犃质粒构建示意图及酶切鉴定

Ａ　ＰＥＴ２８ａＭｌａＡ ｍａｐａｎｄｃｌｏｎｉｎｇｓｉｔｅ　Ｂ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ　（Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　１　ｐＥＴ２８ａＭｌａＡｐｌａｓｍｉｄ

　２　ｐＥＴ２８ａＭｌａＡｐｌａｓｍｉｄｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ）

犉犻犵．１　犛犽犲狋犮犺犿犪狆狅犳狆犈犜２８犪犕犾犪犃狆犾犪狊犿犻犱犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀

犪狀犱犱犻犵犲狊狋犻狅狀犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

２　犕犾犪犃蛋白的诱导表达和鉴定

应用原核表达菌ＢＬ２１（ＤＥ３）表达ｐＥＴ２８ａＭｌａＡ

质粒，用１．０ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导，收集菌体细胞进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果如图２Ａ。诱导后的菌液沉淀与免

疫鼠血清反应条带位于３５×１０
３ 处，与预期一致。应

用６×Ｈｉｓ抗体对表达和纯化蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，

结果如图２Ｂ，反应条带位于３５×１０
３ 处。上述结果表

明 ＭｌａＡ蛋白诱导表达和纯化成功。

　　Ａ　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定纯化后蛋白　（Ｍ　蛋白 Ｍａｒｋｅｒ　１　ＭｌａＡ

诱导后超声上清　２　ＭｌａＡ诱导超声后沉淀　３　ＭｌａＡ诱导后沉淀　

４　ＭｌａＡ诱导前沉淀）　Ｂ　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析目的蛋白　（Ｍ　蛋白

Ｍａｒｋｅｒ　１　ＭｌａＡ诱导前沉淀　２　ＭｌａＡ诱导后沉淀　３　空载诱导

前沉淀　４　空载诱导后沉淀）

图２　犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋鉴定 犕犾犪犃蛋白的诱导表达和纯化

Ａ　ＴｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　（Ｍ　

ｐｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　１　ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｕｌｔｒａｓｏｕｎｄａｆｔｅｒＭｌａＡｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　２　

ＳｅｄｉｍｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｕｎｄａｆｔｅｒＭｌａＡｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　３　ＳｅｄｉｍｅｎｔａｆｔｅｒＭｌａＡ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　４　ｓｅｄｉｍｅｎｔｂｅｆｏｒｅＭｌａＡｉｎｄｕｃｔｉｏｎ）　Ｂ　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ　 （Ｍ　ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ　１　 ＭｌａＡ ｐｒｅ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　２　ＭｌａＡｐｏｓｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　３　Ｎｏ

ｌｏａｄ ｐｒｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ 　 ４ 　 ｎｏｌｏａｄ ｐｏｓｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ）

犉犻犵．２　犐狀犱狌犮犲犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犕犾犪犃狆狉狅狋犲犻狀

犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋

３　犕犾犪犃蛋白多克隆抗体效价

采用间接ＥＬＩＳＡ法检测 ＭｌａＡ免疫小鼠血清抗

体效价，结果如图３。其中，样品Ａ为１∶１６０００，样品

Ｂ为１∶３２０００，样品本Ｃ为１∶８０００。

图３　犈犔犐犛犃法检测免疫小鼠的血清抗体效价

（犃～犆分别为不同个体小鼠）

犉犻犵．３　犛犲狉狌犿犪狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉狅犳犻犿犿狌狀犻狕犲犱犿犻犮犲犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犈犔犐犛犃
（犃犆狉犲犳犲狉狋狅犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾犿狅狌狊犲狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔）
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４　犕犾犪犃蛋白多克隆抗体反应性鉴定

分别以淋球菌标准株或临床分离株的 ＭｌａＡ蛋白

以及其它多种病原体蛋白为抗原，以制备的小鼠血清

多克隆抗体为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果如图４。制

备的小鼠抗 ＭｌａＡ蛋白多克隆抗体能识别淋球菌标准

株或临床分离株的 ＭｌａＡ蛋白，链球菌、粪肠球菌、葡

萄球菌、梅毒螺旋体、沙眼衣原体等多种临床病原菌均

为阴性。

　　Ａ　Ｍ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ　１～５　淋球菌质控株（ＷＨＯＬ／Ｇ／Ａ／Ｐ／Ｊ）　

６～１０　淋球菌临床分离株（ＳＧＲＭ／ＱＹＲＭ／ＨＺＲＭ／ＺＪＭＢ／ＪＹＰＮＭＢ）

　Ｂ　Ｍ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ　１　淋球菌质控株（ＷＨＯＬ）　２～９　Ｇ群链球

菌；粪肠球菌；葡萄球菌；无乳链球菌；屎肠球菌；肺炎链球菌；梅毒螺旋

体；沙眼衣原体　Ｃ　Ｍ蛋白 Ｍａｒｋｅｒ　１　淋球菌质控株（ＷＨＯＬ）　２

～６　嗜麦芽窄食单胞菌；化脓性链球菌；表皮葡萄球菌；洛菲不动杆

菌；粪肠球菌　７～９　淋球菌质控株（ＷＨＯＬ／Ｇ／Ａ）

图４　犕犾犪犃蛋白的抗体特异性鉴定

Ａ　ＭＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ１５犖．犵狅狀狅狉狉犺狅犲犪犲ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｉｎ：

（ＷＨＯＬ／Ｇ／Ａ／Ｐ／Ｊ）　６１０　犖．犵狅狀狅狉狉犺狅犲犪犲ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ：ＳＧＲＭ／

ＱＹＲＭ／ＨＺＲＭ／ＺＪＭＢ／ＪＹＰＮＭＢ　Ｂ　 Ｍ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ　１　犖．

犵狅狀狅狉狉犺狅犲犪犲ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｉｎ：（ＷＨＯ Ｌ）　２９　犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊

犵狉狅狌狆犌；犈．狊犳犪犲犮犪犾犻狊；犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊；犛．犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲；犈．狊犳犪犲犮犻狌犿；犛．

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲；犜．狆犪犾犾犻犱狌犿；犆．犪狋狉犪犮犺狅犿犪狋犻狊　Ｃ　ＭＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　

１　犖．犵狅狀狅狉狉犺狅犲犪犲ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｉｎ：（ＷＨＯ Ｌ）　２６　犛．

犿犪犾狋狅狆犺犻犾犻犪；犛．狆狔狅犵犲狀犲狊；犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊；犃．犔狅犳犳犲犻　７９　犖．
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５　犕犾犪犃蛋白抗体的应用

５．１　间接免疫荧光（ＩＦＡ）试验　将抗 ＭｌａＡ蛋白抗

体用于ＩＦＡ试验检测淋球菌，结果显示小鼠抗 ＭｌａＡ

多克隆抗体可识别淋球菌中的 ＭｌａＡ蛋白，在淋球菌

中观察到绿色荧光（图５），表明抗 ＭｌａＡ蛋白抗体可

结合非变性状态的淋球菌蛋白。

图５　犕犾犪犃蛋白抗体用于间接免疫荧光试验（犐犉犃试验）

犉犻犵．５　犕犾犪犃犪狀狋犻犫狅犱狔狌狊犲犱狋狅犱犲狋犲犮狋犖．犵狅狀狅狉狉犺狅犲犪犲犻狀犻狀犱犻狉犲犮狋

犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狋犲狊狋（犐犉犃狋犲狊狋）

５．２　流式细胞术（ＦＣＭ）检测　将抗 ＭｌａＡ蛋白抗体

用于ＦＣＭ对淋球菌进行定量分析。结果显示，以正

常小鼠血清为对照，淋球菌阳性率为１．７４％，而抗

ＭｌａＡ蛋白抗体的阳性率为１３．１％（图６），表明小鼠

抗 ＭｌａＡ多克隆抗体可识别淋球菌中的 ＭｌａＡ蛋白。

注：蓝色：正常小鼠血清；红色：ＭｌａＡ多克隆抗体

图６　犕犾犪犃蛋白抗体用于流式细胞术（犉犆犕）检测淋球菌

Ｎｏｔｅ：Ｂｌｕｅ：ｎｏｒｍａｌｍｏｕｓｅｓｅｒｕｍ；Ｒｅｄ：ＭｌａＡｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ
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讨　论

淋球菌是适应宿主的人类病原体，可引起以泌尿

生殖系统化脓性感染为主要表现的性传播疾病。因

此，对于淋球菌的生物学活性及其相应治疗靶点的研

究具有重要意义。但对于淋球菌相关的研究工具，但

鲜有商品化的淋球菌相关的特异性蛋白及抗体产品，

给淋球菌基础研究带来不便。因此，通过分子生物学

方法进行淋球菌 ＭｌａＡ基因的蛋白表达及其抗体制

备，可为淋球菌实验研究提供基础。

Ｍｌａ通路被认为是通过参与磷脂逆行转运来维持

不对称的革兰阴性菌外膜［９］。但 Ｍｌａ复合物在不同

的细菌物种之间其表达也不相同。有研究表明，大肠

埃希菌中 ＭｌａＡ与渗透素ＯｍｐＣ形成复合物，在维持

外膜 脂 质 不 对 称 方 面 发 挥 着 功 能 性 作 用［１０１１］。

Ｋａｍｉｓｃｈｋｅ等
［１２］则证明 Ｍｌａ系统是维持鲍曼不动杆

菌外膜完整性所必需的，且对抗生素敏感性有重要作

用。另有研究表明 Ｍｌａ系统的突变会造成鲍曼不动

杆菌外膜脂质不对称性缺陷［１３１４］。Ｂａａｒｄａ等
［１５］研究

了 ＭｌａＡ 在淋球菌中的作用，同样发现当淋球菌

ＭｌａＡ不存在时，细菌更容易受到多种抗生素的影响，

证明淋球菌 ＭｌａＡ蛋白是维持淋球菌细胞外膜不对称

性的关键因子。本研究前期预实验也发现淋球菌

ＭｌａＡ蛋白与其耐药性可能具有密切关系，但由于缺

少商品化淋球菌 ＭｌａＡ抗体，因此无法进行蛋白水平

的相关研究和验证。 （下转２９页）

·２２·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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　　本实验表达了淋球菌 ＭｌａＡ蛋白，纯化后免疫小

鼠，制备了多克隆抗体。将制备的抗体血清作为一抗

进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果显示该抗体可识别淋球菌中

的 ＭｌａＡ蛋白而不与其他不同类菌株反应。ＩＦＡ 及

ＦＣＭ检测均表明该抗体与淋球菌 ＭｌａＡ有良好的反

应性，为淋球菌的基础及应用研究提供了实验基础。
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［Ｊ］．ＡＣＳＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１９，５（１２）：２０９６２１０４．
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ＭｌａＡＢＣｔｒａｎｓｐｏｒｔｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＮａｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１９，４（１０）：１６９２
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ｔｈｅｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ［Ｊ］．Ｅｌｉｆｅ，２０１９（８）：ｅ４０１７１．
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ｂａｒｒｉｅｒｔｏｌａｓｔｒｅｓｏｒｔａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，

２０１８，１１５（３６）：Ｅ８５１８Ｅ８５２７．
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ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＰａｔｈｏｇ，２０１９，１５（３）：ｅ１００７３８５．

【收稿日期】　２０２２０９３０　【修回日期】　２０２２１２０５

·９２·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２３年１月　第１８卷第１期

Ｊａｎ．２０２３，　Ｖｏｌ．１８，Ｎｏ．１


	2023-01

