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·论著·

白假丝酵母菌天冬氨酸蛋白酶犛犪狆２多克隆抗体的制备、纯化及鉴定

仇　萌，邹先彪，李　蕾

（中国人民解放军总医院第一附属医院，北京　１０００４８）

［摘　要］　目的　制备白假丝酵母菌天冬氨酸蛋白酶Ｓａｐ２多克隆抗体，并对其进行鉴定。方法　提取白假丝酵

母菌基因组ＤＮＡ为模板，经聚合酶链反应（ＰＣＲ）获取犛犃犘２目的基因；双酶切犛犃犘２基因与原核表达载体

ｐＭＡＬｃ２ｘ（＋），构建ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２重组质粒；在大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中经ＩＰＴＧ诱导表达出可

溶性的融合蛋白；用可溶性Ｓａｐ２免疫小鼠制备抗血清，间接酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测抗血清效价，亲和层

析法纯化抗血清后，利用Ｗｅｓｔｅｒｎ免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测抗体特异性。结果　该研究成功制备了抗Ｓａｐ２多

克隆抗体，抗体效价＞１∶５１２００；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果表明，该抗体可特异性识别Ｓａｐ２蛋白。结论　纯化后的

Ｓａｐ２作为抗原免疫小鼠，有较好的抗原性和免疫原性，可成功制备多克隆抗体，并具有高特异性，为快速检测侵袭

性白假丝酵母菌感染奠定了基础。

［关　键　词］　白假丝酵母菌；分泌型天冬氨酸蛋白酶；多克隆抗体；抗原；抗体
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介入治疗、导管插管等技术也普遍开展，艾滋病等免

疫障碍性疾病的逐渐流行，侵袭性白假丝酵母病呈

持续上升趋势。侵袭性白假丝酵母病在侵袭性真菌

病中居首位，且预后较差，病死率高。侵袭性白假丝

酵母菌感染临床表现多样，缺乏特异性，早期诊断非

常困难。常规的涂片检测操作简便，但检出率低，阴

性结果也不能排除诊断，常需其他辅助方法。血培

养阳性仍是假丝酵母菌菌血症诊断的金标准，但耗

时长（１～４周），阳性率低（５０％左右）。近年来，更

多研究集中在免疫学检测，即抗原、抗体及代谢产物

的血清学检测，如烯醇化酶、葡聚糖、甘露聚糖蛋白、

热休克蛋白９０及分泌型天冬氨酸蛋白酶等。本研

究针对白假丝酵母菌重要的毒力因子———天冬氨酸

蛋白酶，成功制备了多克隆抗体，为下一步建立快速

诊断侵袭性白假丝酵母菌感染奠定实验室基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验菌株与质粒　白假丝酵母菌标准株ＳＣ

５３１４由北京大学第一医院皮肤科真菌实验室惠赠；

原核表达载体ｐＭＡＬｃ２ｘ购自北京鼎国昌盛生物

技术有限公司。

１．１．２　实验动物　采用６周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠９只，

体重（２０±２）ｇ，ＳＰＦ级，由维通利华实验动物中心

提供。

１．１．３　工具酶及主要试剂　ＰｙｒｏｂｅｓｔＤＮＡ聚合

酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶、限制性

内切酶 ＥｃｏＲⅠ及ＳａｌⅠ均购自 ＴａＫａＲａ公司；

ＲＮａｓｅⅠ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＩＰＴＧ购自上海生工生

物工程公司；ＤＮＡ片段玻璃奶纯化回收试剂盒购自

北京博大泰克生物科技有限公司；酸化玻璃珠购自

ｓｉｇｍａ公司；克隆用大肠埃希菌（犈．犮狅犾犻）ＴＯＰ１０购

自康为世纪生物科技有限公司；表达用犈．犮狅犾犻ＢＬ２１

（ＤＥ３）感受态细胞购自天根生化科技北京有限公

司；Ａｍｙｌｏｓｅｒｅｓｉｎ（直链淀粉树脂）及ＦａｃｔｏｒＸａ蛋

白酶购自ＮＥＢ公司；弗氏完全佐剂及弗氏不完全

佐剂购自Ｓｉｇｍａ公司；羊抗鼠ＩｇＧＨＲＰ购自北京

索莱宝生物科技有限公司；ＨｉＴｒａｐＴＭｐｒｏｔｅｉｎＧＨＰ

亲和层析柱购自ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公

司；ＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔＫｉｔ高灵敏度化学发光检测

试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　白假丝酵母菌总ＤＮＡ提取　将白假丝酵

母菌ＳＣ５３１４株接种于马铃薯斜面培养基，３７℃孵

育４８ｈ，挑选数个大的、新鲜培养的克隆，通过玻璃

珠法提取白假丝酵母菌总ＤＮＡ。

１．２．２　聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增犛犃犘２目的片段

　查找 ＧｅｎＢａｎｋ中白假丝酵母菌ＳＣ５３１４株的

犛犃犘２核苷酸序列（Ｇｅｎｂａｎｋ，ＸＭ＿７０５９６９），根据

犛犃犘２的编码序列和原核表达载体ｐＭＡＬｃ２ｘ序列

的酶切位点设计引物，上游引物：５′犆犆犌ＣＡＡＴＴＣ

ＡＴＧＣＡＡＧＣＴＧＴＣＣＣＡＧＴＧＡＣ３′；下 游 引 物：

５′犆犆犌ＧＴＣＧＡＣＧＧＴＣＡＡＧＧＣＡＧＡＡＡＴＡＣ３′

（下划线部分为ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ酶切位点，斜体部分

为保护性碱基）。以白假丝酵母菌ＳＣ５３１４的全基

因组ＤＮＡ为模板，根据以上引物，利用Ｐｙｒｏｂｅｓｔ

ＤＮＡ合成酶进行ＰＣＲ扩增，获得犛犃犘２目的片段

（１６９～１１９４ｂｐ）。ＰＣＲ条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，

９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共

３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃贮存ＰＣＲ产

物。采用柱式胶回收，ＰＣＲ产物纯化试剂盒回收及

纯化犛犃犘２目的片段。

１．２．３　重组原核表达质粒的构建及鉴定　将含有

ｐＭＡＬｃ２ｘ的犈．犮狅犾犻ＴＯＰ１０接种至２ｍＬＡｍｐ
ｒ

ＬＢ液体培养基中（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ：１００μｇ／ｍＬ），于３７℃

剧烈振摇（２００ｒ／ｍｉｎ）培养过夜增菌，用ＳＤＳ碱裂

解法提取质粒ＤＮＡ。将纯化的犛犃犘２基因片段与

原核表达质粒ｐＭＡＬｃ２ｘ在３７℃下经过ＥｃｏＲⅠ和

ＳａｌⅠ双酶切２ｈ。双酶切产物经１％琼脂糖凝胶电

泳后，在紫外灯下收取双酶切目的片段及质粒，用

ＤＮＡ片段玻璃奶快速回收至纯化试剂盒纯化双酶

切产物。按载体ＤＮＡ与插入ＤＮＡ片段的比例

［１∶３～１∶４（摩尔比）］估算出连接中各自ＤＮＡ加

入的量，在Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下，充分混匀，

１６℃过夜连接，连接产物４℃保存。用ＣａＣｌ２ 法制

备并转化犈．犮狅犾犻ＴＯＰ１０感受态细胞，挑选阳性克

隆菌提质粒，进行酶切鉴定和测序分析。

１．２．４　犛犃犘２基因原核表达

１．２．４．１　少量ＩＰＴＧ诱导表达　将重组原核表达

载体 ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２ 转化感受态细胞 ＢＬ２１

（ＤＥ３），挑取单菌落至３ｍＬＡｍｐｒＬＢ培养基中

（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ：１００μｇ／ｍＬ，蔗糖０．２ｍｏｌ／Ｌ），３７℃剧

烈振荡过夜培养，次日分别取１５０μＬ过夜培养菌液

转接于２支含５ｍＬＡｍｐ
ｒＬＢ培养基的试管中，

３７℃振荡继续培养２．５ｈ；ＯＤ６００为０．６～０．８时，

向其中一支试管中加入ＩＰＴＧ至终浓度０．２ｍｍｏｌ／

Ｌ，以１６℃继续诱导培养１４ｈ，同时设不加ＩＰＴＧ诱
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导的菌液为对照组。４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集

菌体沉淀，重悬于１ｍＬ的ＰＢＳ中，诱导组利用超声

破碎仪破菌，并在１３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心样品２０

ｍｉｎ，留取诱导上清及诱导沉淀样品。最后取１０μＬ

留取的样品，加入５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ中，混匀后煮沸

２０ｍｉｎ，冷却后１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，采用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳检测目的蛋白的表达情况。

１．２．４．２　大量诱导表达目的蛋白　按照试表达的

条件扩大培养基至１Ｌ，其余条件同上。

１．２．５　目的蛋白纯化　从４℃冷柜中取出Ａｍｙ

ｌｏｓｅＲｅｓｉｎ１０ｍＬ装入２．５ｃｍ×１０ｃｍ的层析柱

中，自然沉降后装好柱头，利用平衡缓冲液（２０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．４；０．２ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ；１

ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）平衡约９个柱体积，超声破碎后离

心上清（１３０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ）４０ｍＬ上柱，控制流

速１ｍＬ／ｍｉｎ，流穿样品收集后再次上柱，重复３次，

以确保蛋白与层析柱充分结合。用平衡缓冲液冲洗

纯化柱约１２个柱体积，至检测不到蛋白洗出为止。

取出介质（１０ｍＬ）装入５０ｍＬ离心管中，加入３００

μＬＸａ因子封好管口后，置于静音螺旋混合仪上，

４℃混合过夜酶切。酶切后的介质重新装柱，收集流

穿，再用平衡缓冲液冲洗约２个柱体积收集流穿液，

即为酶切后目的蛋白。

１．２．６　鼠抗血清制备　取可溶性Ｓａｐ２蛋白用ＰＢＳ

稀释后配制成０．５ｍｇ／ｍＬ溶液，初次免疫时，将等

量ｒＳａｐ２和弗氏完全佐剂各５００μＬ混合后充分乳

化。选取９只６周龄ＢＬＡＢ／ｃ小鼠，经左／右侧后肢

胫前肌注射ｒＳａｐ２蛋白，初次免疫剂量为每只５０

μｇ。初次免疫后第１４、２１、２８ｄ加强免疫，免疫剂量

为每只２５μｇ，共加强免疫３次。加强免疫时与弗

氏不完全佐剂１∶１混匀，方法同上。末次免疫后７

ｄ采尾静脉血５０～１００μＬ，并以１３０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，获取血清约３０～５０μＬ，采用间接酶联免疫

吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测定效价。

１．２．７　间接ＥＬＩＳＡ法测定抗血清效价　用包被缓

冲液将ｒＳａｐ２稀释至终浓度５μｇ／ｍＬ，加入９６孔酶

标板中，每孔１００μＬ，４℃过夜。ＰＢＳＴ洗板３次，加

１５０μＬ／孔封闭液，３７℃封闭２ｈ，ＰＢＳＴ洗板３次，将

抗血清倍比稀释，稀释比例依次为１∶１００、１∶２００、

１∶４００、１∶８００、１∶１６００、１∶３２００、１∶６４００、１∶

１２８００、１∶２５６００、１∶５１２００，每孔１００μＬ，３７℃孵育

１ｈ。同时用ＰＢＳ作空白对照，正常小鼠血清作阴性

对照。洗板４次。取辣根酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ按

１∶２０００稀释后，每孔１００μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗

涤４次。每孔加入１００μＬＴＭＢ底物缓冲液，３７℃

显色１５ｍｉｎ后，每孔加入５０μＬ终止液（２ｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２ＳＯ４），将酶标板放入酶标仪，以４５０ｎｍ单波长

测定各孔ＯＤ值，以ＯＤ４５０＞２．１倍阴性对照孔的

血清最高稀释倍数作为抗血清ＥＬＩＳＡ效价。

１．２．８　抗血清的纯化　将抗血清用ＰＢＳ稀释４

倍，０．４５μｍ微孔滤膜过滤备用。准备５ｍＬｐｒｏ

ｔｅｉｎＧ亲和层析填料，装入层析柱，利用１０倍于床

体积并经过预冷的ＰＢＳ缓冲溶液平衡亲和柱至基

线平稳，将流速调整为１ｍＬ／ｍｉｎ，并将预装柱与蠕

动泵和检测仪、记录仪连接好，注意避免气泡进入。

按１ｍＬ／ｍｉｎ流速，将抗血清样品上柱，收集流穿

液；将流穿液再次上柱，继续平衡至基线平稳。加入

２倍柱体积的ｐＨ２．７甘氨酸洗脱液洗脱，夹住流出

管，静置５ｍｉｎ后收集洗脱液，重复３次。之后立即

加入１００μＬ１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）的中和缓

冲液，使其ｐＨ值接近７．０。用结合液冲洗柱子至

ｐＨ值与结合液相同，再用 ＰＢＳ平衡至基线。用

ＢＣＡ法测定纯化后多克隆抗体的浓度。

１．２．９　鼠抗ｒＳａｐ２多克隆抗体的特异性鉴定　将

可溶性Ｓａｐ２蛋白上样５μｇ行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜

后将抗Ｓａｐ２多克隆抗体１∶１０００稀释作一抗，ＨＲＰ

标记的羊抗鼠ＩｇＧ（工作浓度１∶１００００）作二抗，使

用ＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔＫｉｔ高灵敏度化学发光检测试剂

盒显色，行Ｗｅｓｔｅｒｎ免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）分析。

２　结果

２．１　犛犃犘２目的片段　ＰＣＲ扩增犛犃犘２目的片

段，１％琼脂糖凝胶电泳显示，在约１０２６ｂｐ处有一

清晰条带，与预期分子量大小一致。见图１。
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图１　ＰＣＲ扩增产物犛犃犘２基因

犉犻犵狌狉犲１　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ犛犃犘２
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２．２　重组载体的酶切鉴定结果　酶切后，质粒

ＤＮＡ在凝胶上出现一条与ｐＭＡＬｃ２ｘ质粒大小

（６７００ｂｐ）相符的条带和一条与犛犃犘２基因片段大

小 （１０２６ｂｐ）相符的条带。见图２。
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Ｍ：ＤＬ２０００ｐｌｕｓＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２ｆｒａｇｍｅｎｔ

图２　重组载体ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２双酶切鉴定

犉犻犵狌狉犲２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＭＡＬｃ２ｘ／

ＳＡＰ２ｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．３　重组载体的测序结果　将重组载体ｐＭＡＬ

ｃ２ｘ／ＳＡＰ２送至公司测序，测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中

白假丝酵母菌标准株ＳＣ５３１４的犛犃犘２基因序列进

行同源性对比，发现１处发生碱基置换，即４６８位Ａ

→Ｔ，但编码的氨基酸相同，且犛犃犘２基因插入的方

向正确，保证了氨基酸序列的编码正确性，表明重组

质粒构建成功。

２．４　重组载体ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２的可溶性表达　

转入犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）的ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２在

１６℃下经ＩＰＴＧ诱导１４ｈ表达出目的蛋白，通过

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析目的蛋白主要以可溶性蛋白

形式存在，表达量约占总蛋白的１０％，沉淀占总表

达量的１０％。见图３。

２．５　目的蛋白纯化　将诱导表达的蛋白超声破碎

后，用淀粉树脂对其亲和层析纯化及蛋白酶切后，结

果显示，４１ｋＤ处有一明显条带，蛋白纯度＞９０％。

见图４。

２．６　抗血清的效价检测　通过间接ＥＬＩＳＡ法检测

抗体，其滴度值见表１，滴度曲线见图５。效价达到

１∶５１２００以上，以免疫前小鼠血清作为阴性对照，

显色呈阴性，表明ｒＳａｐ２蛋白免疫小鼠产生了较高

滴度的抗体。
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１：ＴｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＭＡＬｃ２ｘ

ｗｉｔｈｏｕｔＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：ＴｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＭＡＬｃ２ｘｗｉｔｈＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

（ｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍ：１１６，６６，４５，３５，２５，１８，１４．４ｋＤ）；３：Ｔｏｔａｌｂａｃ

ｔｅｒｉａｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２ｗｉｔｈｏｕｔ

ＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；４：ＴｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈ

ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２ ｗｉｔｈＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；５：ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＢＬ２１

（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２ｗｉｔｈＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；６：

ＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２

ｗｉｔｈＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

图３　重组载体ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２的诱导表达

犉犻犵狌狉犲３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＭＡＬｃ２ｘ／

ＳＡＰ２ｗｉｔｈＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
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１：ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＢＬ２１（ＤＥ３）ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐＭＡＬｃ２ｘ／

ＳＡＰ２ｗｉｔｈＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ｔｈｅｅｌｕｅｎｔｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇｔｈｅ

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｉｎｔｏＡｍｙｌｏｓｅＲｅｓｉｎｃｏｌｕｍｎ；３：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ（ｆｒｏｍ

ｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍ：１１６，６６，４５，３５，２５，１８，１４．４ｋＤ）；４：Ｔｈｅｅｌｕｅｎｔｃｏｌ

ｌｅｃｔｅｄａｆｔｅｒｗａｓｈｉｎｇｔｈｅｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ；５：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ＭＰＢＳａｐ２ｐｒｏｔｅｉｎ；６：ＴａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｃｌｅａｖｅｄｂｙＸａｆａｃｔｏｒ

图４　目的蛋白的纯化

犉犻犵狌狉犲４　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ
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表１　间接ＥＬＩＳＡ法测定抗血清的滴度值

犜犪犫犾犲１　ＴｉｔｅｒｏｆａｎｔｉｓｅｒｕｍｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ

Ｔｉｔｅｒ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ
Ｂｌａｎｋ

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｉｏ

１∶１００ １∶２００ １∶４００ １∶５００１∶１６００１∶３２００ １∶６４００ １∶１２８００１∶２５６００１∶５１２００

ＯＤ ０．０４ ０．０３ ２．９５ ２．４９ ２．１３ １．７５ １．４２ １．１３ ０．８３ ０．４８ ０．２６ ０．１３
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图５　间接ＥＬＩＳＡ法测定抗血清的滴度曲线图

犉犻犵狌狉犲５　Ｃｕｒｖｅｃｈａｒｔｏｆｔｈｅｔｉｔｅｒｏｆａｎｔｉｓｅｒｕｍｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡ

２．７　抗血清的纯化　将抗血清进行ＰｒｏｔｅｉｎＧ亲

和层析纯化后行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测，２５ｋＤ和５５

ｋＤ处可见２条清晰的条带，即抗体的轻链和重链，

无杂蛋白带出现，见图６。纯化后的抗体经ＢＣＡ法

测定浓度为１．５ｍｇ／ｍＬ。
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ａｄｄｉｎｇａｎｔｉｓｅｒｕｍｉｎｔｏａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎ；３：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ
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图６　ＳＤＳＰＡＧＥ分析纯化的抗Ｓａｐ２多克隆抗体
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ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

２．８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析多克隆抗体的特异性　经

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析，多克隆抗体能与Ｓａｐ２蛋白特异

性结合，在分子量约为４１ｋＤ处有蛋白杂交带，见

图７。
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图７　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析抗Ｓａｐ２多克隆抗体特异性
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ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

３　讨论

白假丝酵母菌归于隐球菌科假丝酵母菌属，致

病力强，在人体免疫力极低情况下，易发生侵袭性感

染，常危及生命。白假丝酵母菌毒力因子包括其黏

附性、菌丝形成、表型转换及胞外水解酶等。胞外水

解酶中的Ｓａｐ与白假丝酵母菌的致病性密切相关，

可水解宿主细胞的膜蛋白，通过黏附、入侵组织破坏

宿主的防御系统来避免或抵御杀菌剂的进攻［１］。

本研究从白假丝酵母菌标准菌株ＳＣ５３１４中克

隆出犛犃犘２基因，与原核载体ｐＭＡＬｃ２ｘ双酶切后

成功构建重组表达质粒ｐＭＡＬｃ２ｘ／ＳＡＰ２。载体的

选择对后期表达出大量可溶性蛋白至关重要。

ｐＭＡＬｃ２ｘ载体是一种高效的蛋白融合表达及纯化

系统，含有ＭＢＰ的犈．犮狅犾犻犿犪犾犈基因，其下游的多

克隆位点有利于目的基因插入，利用ｔａｃ强启动子

和犿犪犾犈翻译的转录起始信号可以高效表达目的基

因。我们选用了犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）作为蛋白表达

的宿主菌，此菌种具备ｏｍｐＴ蛋白酶缺陷和Ｌｏｎ蛋

白酶缺陷的特点［２］，使得ＢＬ２１（ＤＥ３）表达外源蛋白

时，不但细胞裂解后的蛋白酶解作用降低，同时胞内

转化也减少，从而提高蛋白表达水平。外源基因在

犈．犮狅犾犻中高表达时，为尽量避免包涵体出现，本研究

摸索了ＩＰＴＧ浓度、低温诱导、最佳温度等影响融合

蛋白表达效率的条件。于３７℃用０．５ｍｍｏｌ／Ｌ、
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１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ分别诱导４、８、１２ｈ表达重组蛋

白，得到的均为包涵体，将诱导温度降至１６℃，

ＩＰＴＧ浓度降至０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导时间延长至１４

ｈ，得到了理想的诱导效果。为获得高纯度的目的

蛋白，选用直链淀粉树脂对带 ＭＢＰ亲和标签的融

合蛋白进行亲和层析纯化，并用生理缓冲液洗脱，避

免了去污剂对蛋白活性的影响。一般来讲，犈．犮狅犾犻

中合成的融合蛋白通常都是较好的免疫原，但目的

蛋白Ｎ端ＭＢＰ标签的存在，可能会影响其生物活

性，故获得天然的具有生物活性的靶蛋白，需要将标

签去除，犈．犮狅犾犻ｍａｌＥ蛋白编码序列下游是编码Ｘａ因

子识别位点的序列，通过载体上带有位点专一性的蛋

白酶ＦａｃｔｏｒＸａ切除ＭＢＰ标签，获得高纯度融合蛋

白，为下一步免疫动物制备多克隆抗体奠定基础。

单克隆抗体虽具备较高的特异性、稳定性和重

复性，但存在制备复杂、耗时、成本昂贵等缺点。与

之相比，多克隆抗体制备周期短、成本低，制备方法

快速、简单，可广泛应用于检测领域，具备良好的应

用前景。多克隆抗体成功制备的关键取决于抗原的

质量。抗体的高效价、高特异性与抗原的纯度、浓度

密切相关。本研究免疫动物的抗原为纯化后的

Ｓａｐ２可溶性蛋白，不带任何标签，纯度＞９０％，浓度

为６．５ｍｇ／ｍＬ，具备较强的免疫原性。

单纯使用免疫原免疫动物，免疫效应低，联合佐

剂可增强机体对抗原的特异性免疫应答，从而扩大

免疫应答效应。与不使用佐剂相比，使用佐剂抗原

的剂量可减少１０～２０倍
［３］。免疫得到的抗血清经

纯化后可提高特异性，有利于实验室检测Ｓａｐ２抗原

的研究。因为抗血清中含白蛋白等其他蛋白成分，

可干扰抗体标记反应及抗原抗体反应，应进行纯化

提取单一的ＩｇＧ抗体成分。多克隆抗体纯化方法

包括硫酸铵沉淀法、凝胶过滤层析法、离子交换层析

及亲和层析法等。大量研究［４－８］证明，亲和层析法

是一种最有效的生物活性物质纯化方法，与其他纯

化方法相比，除通过对抗体特异性吸附和分离就提

纯数百倍外，抗体在纯化过程中得到浓缩，结合到亲

和配基后，其余能破坏蛋白成分的蛋白水解酶可以

被去除，性质更加稳定，提高了活性回收率。故亲和

层析法纯化抗体可以减少纯化步骤，缩短纯化时间，

具备耗时短、效率高的优点。ＰｒｏｔｅｉｎＧ是从链球菌

表面分离出的一种胞壁蛋白，具有ＩｇＧＦｃ段结合位

点，与金黄色葡萄球菌的ＰｒｏｔｅｉｎＡ相比，可与人、

山羊、绵羊、兔、豚鼠、马、猪、猴、小鼠等更多种哺乳

动物的ＩｇＧ特异性结合，尤其对小鼠的ＩｇＧ有高亲

和力［９］，目前，已广泛应用于纯化多克隆抗体和单克

隆抗体。ＰｒｏｔｅｉｎＧ是通过基因工程制备的重组蛋

白，去除了天然链球菌Ｇ蛋白与白蛋白结合的区

域，减少了交叉反应和非特异性结合，故具有更高的

特异性［１０－１１］。本研究中使用的是 ＨｉＴｒａｐＴＭ Ｐｒｏ

ｔｅｉｎＧＨＰ亲和层析柱，这是一种新的基于重组蛋

白Ｇ的层析介质，使用了多位点交联技术，捕获抗

体效率高且经济实惠，其动态结合能力比市面上其

他基于蛋白Ｇ的层析介质要高２０％，可获得高纯度

高质量的多克隆抗体。将纯化后的抗体进行 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎＢｌｏｔ分析，结果显示在４１ｋＤ位置形成特异性

条带，制备的抗Ｓａｐ２多克隆抗体能够特异性识别

Ｓａｐ２抗原，表明抗体特异性高，为下一步建立快速

诊断侵袭性白假丝酵母菌感染奠定了实验室基础。
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