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摘　要:目的　构建牛乳腺炎无乳链球菌菌毛岛屿PIＧ２a亚单位重组抗原 AP１ＧAP２ＧBP,并制备其多亚单位抗体,为后期

研制新型免疫疫苗和检测试剂提供实验基础.方法　利用延伸PCR技术构建了 AP１ＧAP２ＧBP三联基因,并将该串联基因进

行转化,诱导,表达,纯化,并将纯化蛋白制作为抗原,对家兔免疫,制备多亚单位抗体,并通过亲和层析的方式从免疫后的血

清中获得纯化的IgG,完成多亚单位抗体的制备.结果　AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工程菌株通过诱导、表达,对产物亲和

层析等方法获得的纯化蛋白,其相对分子质量为６５kDa,其含量达到３．３mg/mL,并具有较好的免疫原性.经间接 ELISA可

知,经过４周的免疫抗体的滴度已达到１∶５６００的水平.通过 ProteinA２８０测量数据表明,纯化后的IgG 的含量高达９．１
mg/mL.结论　牛乳腺炎无乳链球菌的菌毛岛屿 AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工程菌经诱导、表达后获得的纯化蛋白 AP１Ｇ
AP２ＧBP多亚单位抗原有较好的免疫原性,为制备相应多亚单位抗体的制备提供了良好的多价抗原,同时为将研制新型工程

疫苗及检测试剂提供了科学研究基础.
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Abstract:Inthisexperiment,thesubunitrecombinantantigenAP１ＧAP２ＧBPofthepiliislandPIＧ２aofbovinemastitis
StreptococcusagalactiaewasconstructedanditsmultiＧsubunitantibodywasprepared,whichprovidedtheexperimentalbasis

forthedevelopmentofanewimmunevaccineanddetectionreＧ
agentinthelaterstage．ThetriplexgeneofAP１ＧAP２ＧBPwas
constructedbyextendedPCRtechnique,andthetandemgene
wastransformed,induced,expressedandpurified,andthepuＧ
rifiedproteinwasmadeintoanantigen,therabbitswereimＧ
munizedwithit,andpreparemultiＧsubunitantibodies．ThepuＧ
rifiedIgGwasobtainedfromtheimmunizedserumbyaffinity
chromatography,andthepreparationofmultiＧsubunitantibodＧ
ies．TheAP１ＧAP２ＧBPthreeGenetandem RecombinantEngiＧ
neeringstrainswastransformed,induced,expressed．Andthe

purifiedproteinobtainedbyAffinityChromatography．TherelＧ
ativemolecularweightofpurifiedprotein was６５kDa．The
contentofpurifiedproteinwas３．３mg/mL．ThepurifiedpolyＧ

６０２



unitantigenhadgoodimmunogenicity．TheresultsofEILSAshowedthatthetiterofantibodyintheserumreached１∶５６００
afterthefourthimmunization．ThemeasureddataofProteinA２８０showedthatthecontentofpurifiedIgGwasashighas９．１
mg/mL．ThepurifiedproteinAP１ＧAP２ＧBPmultiＧsubunitantigenobtainedfromtheAP１ＧAP２ＧBPthreeGenetandemRecombiＧ
nantEngineeringstrainsofbovinemastitisStreptococcusagalactiaehasgoodimmunogenicity,whichprovidesagoodpolyvaＧ
lentantigenforthepreparationofthecorrespondingmultiＧsubunitantibody．Atthesametime,itprovidesascientificbasisfor
thedevelopmentofnewengineeringvaccinesanddetectionreagent．

KeyWords:Streptococcusagalactiae;AP１ＧAP２ＧBP;proteinpurification;subunitantibody

SupportedbyNationalnaturalsciencefoundationproject(Nos．３１５６０６８９,３１７６０７２５);openingprojectofengineeringtechnoloＧ

gyresearchcenterforpreventionandcontrolofmilkＧbornepathogenicbacteriainInnerMongoliaautonomousregion (Nos．
MDK２０１７０１６,MDK２０１７０１８);socialdevelopmentplanningprojectofInnerMongoliascienceandtechnologydepartment(reＧ
searchonkeytechnologiesoffoodsafety,２０１７);theseventhbatchofindustrialinnovationteamconstructionprojectof＂grassＧ
landtalents＂inInnerMongoliaautonomousregion(２０１７)．
Correspondingauthor:BuRiＧe,Email:wjhbre＠aliyun．com

　　无乳链球菌(Streptococcusagalactiae)是牛乳

腺炎(Bovinemastitis)的主要致病菌之一,它不仅

会对奶牛的产乳量造成影响,同时可通过“乳腺乳”
的传递感染人类,是人兽共患病的典型的致病菌之

一[１Ｇ４].近年来由于生态保护政策的不断提升,“禁
牧”政策的严格实施,造成乳牛乳房炎的发病机率逐

年增多.因此,奶牛乳腺炎的有效防控就显得极为

重要[５Ｇ８].但是目前全球尚无有效防治牛乳房炎的

疫苗上市,传统的疫苗都存在免疫保护不佳,散毒,
潜伏感染等现象[９].因此,寻找和探索一种安全,有
效,多价的非全菌体型基因工程亚单位疫苗是解决

奶牛乳腺炎防控难的全球性的科学解决途径[１４Ｇ１５].
无乳链球菌中致病的因子有很多,除了荚膜,溶血

素,链道酶素,链激酶以外,更为重要的是其具有的

粘附功能,致病因子是其表向的菌毛,其菌毛有PIＧ１
及PIＧ２(又称PIＧ２a,PIＧ２b)[１６Ｇ１８].有研究显示,粘膜

免疫可以阻止细菌有效定植目标细胞.因此,无乳

链球菌的菌毛结构成为了众多学者关注和研究的热

点[１９].我们针对无乳链球菌中具有致病性的PIＧ２a
菌毛岛屿的三个亚基基因 AP１、AP２、BP进行探究,
将与 GBS黏附有关的 AP１ 基因、具有菌毛锚定的

AP２ 基因和菌毛骨架蛋白 BP基因进行三基因串

联,建立表达的载体,从而获得多表位融合的蛋白,
通过动物的免疫实验,获得血清,并将血清纯化,并
制备多亚单位抗体[２０Ｇ２１].为后期研制新型基因工程

免疫疫苗及快速检测试剂提供可靠的实验基础,同
时也为进一步研究牛乳房炎致病菌无乳链球菌的致

病机理提供了理论依据.

１　材料与方法

１．１　重组质粒构建　AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组

原核BL２１工程菌由内蒙古乳源性致病菌防控工程

技术研究中心构建.

１．２　主要试剂　在该实验中利用的主要试剂为

NaCl、琼脂、NaOH 颗粒、卡那霉素、IPTG(异丙基Ｇ

βＧDＧ硫 代 半 乳 糖 苷 )、KCl、NaHPO４、甘 油、

KH２PO４、考马斯亮蓝 RＧ２５０、Tris、浓 HCl、SDS、过
硫酸铵、Acrylamide、BIS、酵母浸粉、Glycine、胰蛋

白胨、BPB、异丙醇、醋酸等,均购自哈尔滨博仕生物

科技有限公司.

１．３　实验动物　３只家兔,由山东中医药大学实验

动物室提供.

１．４　AP１ＧAP２ＧBP克隆基因的表达及样品处理　将

AP１ＧAP２ＧBP三联基因重组工程菌(pETＧ３０(a＋)Ｇ
AP１ＧAP２ＧBP/BL２１)用 终 浓 度 为 １．０ mmol/L 的

IPTG进行３０℃恒温诱导表达８~９h.将诱导完

成的培养液分装、离心,并将获得的沉淀用 PBS缓

冲液以１∶１０的比例悬浮,再对其超声破碎２０min
左右,将破碎完全的菌液４℃离心２０min,取上清

并用孔径为０４５μm 的滤膜过滤.

１．５　AP１ＧAP２ＧBP蛋白粗提取及纯化　选用１５％
~５０％的硫酸铵颗粒对已获得的样品进行粗提取,
优化确定其最佳质量浓度,并将其４℃离心,将获得

的蛋白质沉淀用含有２０mmol/L咪唑的PBS缓冲

液进行悬浮,并将混合液放入透析袋中处理２４h.
利用亲和层析的方法对获得样品进行纯化,蛋白层

析柱的填料选用 NiNTABeads６FF,恒流泵的流

速保持在４．５,将样品过柱处理.将获得的纯化蛋白

AP１ＧAP２ＧBP进行SDSＧPAGE凝胶电泳及 Protein
A２８０测量.

１．６　家兔抗 AP１ＧAP２ＧBP融合抗原的亚单位抗体

制备　将饲养的３只家兔进行分组,其中２只家兔

７０２３期 王雪吟等:牛乳腺炎无乳链球菌PIＧ２a菌毛岛屿 AP１ＧAP２ＧBP基因亚单位抗体的制备



为实验组,另１只为对照组.用铝胶水溶性佐剂与

纯化后的 AP１ＧAP２ＧBP蛋白以１∶５的比例混合,采
用腹部皮下肌肉多点注射的方式进行免疫,每只家

兔免疫抗原含量为０５ mg/mL,免疫剂量为５００

μL/只.每次免疫 前 采 集 家 兔 耳 静 脉 血 液 约 １０
mL,每隔７d进行１次免疫,共免疫４次,从第３次

免疫开始,免疫剂量调整为１．０mL/只.

１．７　间接ＧELISA检测亚单位抗体滴度　根据检测

需求将包被抗原 AP１ＧAP２ＧBP、待测血清、羊抗兔

IgGHRP标记抗体进行倍比稀释,根据检测试剂盒

的说明进行操作,并通过全自动酶标检测仪读取检

测数据,并进行统计学处理.

１．８　AP１ＧAP２ＧBP亚单位抗体的纯化　根据天地人

和抗体的亲和层析柱说明书配置纯化 Buffer,并用

层析柱对血清IgG进行纯化,将纯化获得的IgG进

行SDSＧPAGE凝胶电泳及ProteinA２８０检测.

２　结　果

２．１　重组质粒诱导表达结果　将 AP１ＧAP２ＧBP三

基因串联重组工程菌进行IPTG诱导后,对其SDSＧ
PAGE凝胶电泳,通过实验图片的条带对比可以确

定 AP１ＧAP２ＧBP蛋白的分子量大小约为６５kDa,该
结果与预测分子质量大小相符,条带清晰,见图１.

１:IPTG诱导前的 AP１ＧAP２ＧBP 三基因串联重组工程菌;２:

IPTG诱导前的 AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工程菌破碎沉淀;

３:低分子质量蛋白 Marker(１１６~１８kDa);４:IPTG诱导前的

AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工程菌破碎上清;５:IPTG 诱导

后的 AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工程菌;６:IPTG诱导后的

AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工程菌破碎上清;７:IPTG 诱导

后的 AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工程菌破碎沉淀

图１　表达产物AP１ＧAP２ＧBP蛋白的SDSＧPAGE分析

Fig．１　SDSＧPAGEanalysisofexpressionproductofAP１Ｇ

AP２ＧBP

２．２　IPTG诱导剂浓度的优化结果　通过５组(０４
mmo１/L,０６mmo１/L,０８mmo１/L,１．０mmo１/

L,１．２mmo１/L)不同IPTG终浓度对菌液进行相同

条件的８h培养,经SDSＧPAGE凝胶电泳鉴定后可

知,伴随着IPTG终浓度的不断提高,其蛋白的表达

量有所增强,但持续升高IPTG 终浓度并没有显著

变化,因 此,确 定 IPTG 诱 导 剂 终 浓 度 为 １０
mmo１/L,见图２.

１:低分子量蛋白 Marker;２:IPTG 诱导前的 AP１ＧAP２ＧBP三基

因串联重组工程菌破碎上清;３Ｇ７:分别为０４~１．２mmo１/L５
个浓度梯度的IPTG诱导后的 AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工

程菌破碎上清

图２　不同浓度的IPTG对 AP１ＧAP２ＧBP蛋白诱导表达

的影响

Fig．２　EffectofdifferentconcentrationofIPTGonexＧ
pressionofAP１ＧAP２ＧBPprotein

２．３　诱导温度优化结果　用最佳的IPTG浓度,分
别在２７℃、３０℃、３３℃、３６℃、３９℃条件下对AP１Ｇ
AP２ＧBP菌液诱导８h,经SDSＧPAGE凝胶电泳鉴定

结果发现,随着温度的升高,其蛋白的表达量也有所

提升,而且在３０℃的时候,蛋白表达量有显著提高.
但再继续升温,蛋白表的达量无明显变化,可判定

３０℃是最佳的诱导温度,见图３.

２．４　抗原蛋白盐析处理硫酸铵质量浓度优化结果

通过对硫酸铵的质量浓度设置,将上清液分为８组

进行 AP１ＧAP２ＧBP蛋白的粗提取,经SDSＧPAGE电

泳可知,在硫酸铵的浓度为２０％时,AP１ＧAP２ＧBP蛋

白的粗提取最理想,该浓度下其杂带最少,见图４.

２．５　AP１ＧAP２ＧBP重组蛋白悬浮缓冲液的优化结果

　通过SDSＧPAGE凝胶电泳实验结果表明,利用含

２０mmol/L咪唑的PBS溶液做悬浮液处理后的回

收率比利用pH 值为８．５的 TrisＧCl溶液处理后的

回收率更高,其效果更为理想,见图５.

８０２ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１９,３５(３)



１:低分子量蛋白 Marker;２:IPTG 诱导前的 AP１ＧAP２ＧBP三基

因串联重组工程菌破碎上清;３Ｇ７:在２７℃、３０℃、３３℃、３６℃、

３９℃诱导的 AP１ＧAP２ＧBP三基因串联重组工程菌破碎上清

图３　不同诱导温度对AP１ＧAP２ＧBP蛋白诱导表达的影响

Fig．３　EffectofdifferentculturetemperatureonexpresＧ
sionofAP１ＧAP２ＧBPprotein

１:IPTG诱导后三基因串联重组工程菌;２:IPTG诱导后的 AP１Ｇ

AP２ＧBP三基因串联重组工程菌破碎上清;３Ｇ５:１５％~２５％硫酸

铵粗提 AP１ＧAP２ＧBP重组蛋白;６:低分子量蛋白 Marker;７Ｇ１１:

３０％~５０％硫酸铵粗提 AP１ＧAP２ＧBP重组蛋白

图４　不同浓度硫酸铵对AP１ＧAP２ＧBP蛋白的粗提的影响

Fig．４　Effectsofdifferentconcentrationsofammonium
SulfateonthecrudeextractionofAP１ＧAP２ＧBP

protein

２．６　AP１ＧAP２ＧBP重组蛋白最优纯化结果　通过对

AP１ＧAP２ＧBP蛋白纯化过程的优化与改良,经SDSＧ

PAGE电泳分析,纯化的 AP１ＧAP２ＧBP蛋白质量浓

度达到４．３５３mg/mL,与优化前直接纯化相比回收

率提高了８１％,见图６.

２．７　血清中抗体的滴度测定结果　对家兔血清中

抗体的滴度进行了 ELISA 测定,测定结果显示,家
兔血清在免疫后抗体的水平逐渐上升,且从第３周

开始抗体的水平明显提升,在第４周时抗体滴度达

１∶５６００,该结果表明家兔经过免疫所产生的抗体

１:低分子量蛋白 Marker;２:IPTG 诱导后的 AP１ＧAP２ＧBP三基

因串联重组工程菌破碎上清;３:含有２０mmol/L咪唑的PBS缓

冲液的悬浮液;４:pH 值为８．５的 TrisＧCl缓冲液的悬浮液

图５　不同悬浮缓冲液对AP１ＧAP２ＧBP蛋白的粗提的影响

Fig．５　Effectsofdifferentsuspensionbuffersonthecrude
extractionofAP１ＧAP２ＧBPprotein

１:低分子量蛋白 Marker;２:洗涤液洗涤;３Ｇ６:洗脱液洗脱

图６　最优条件的AP１ＧAP２ＧBP蛋白纯化

Fig．６　PurificationofAP１ＧAP２ＧBPproteinunderoptimal

conditions

具有很高的滴度水平,见图７.

图７　抗体滴度的检测

Fig．７　Detectionofantibodytiter
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２．８　抗体的制备　通过亲和层析的方法对血清进

行纯化,纯化得到的IgG 的浓度非常理想,通过

ProteinA２８０的测量,IgG的最高浓度为９．１０２mg/

mL,表明抗体含量达到要求,符合实验预期,见

图８.

１Ｇ４:洗脱液洗脱;５Ｇ６:洗涤液洗涤;７:纯化的 AP１ＧAP２ＧBP蛋白;

８:低分子量蛋白 Marker

图８　血清IgG纯化

Fig．８　SerumIgGpurification

３　讨　论

本实验用层析的方法对 AP１ＧAP２ＧBP重组的蛋

白进行了多次相同条件的纯化,经SDSＧPAGE电泳

可知,在初步纯化过程中在分子量约为３３kDa处出

现了明显杂带,效果不是很理想.因此,本实验对重

组蛋白的纯化过程进行了系统的优化处理,首先采

用硫酸铵沉淀法对重组蛋白进行了粗提取,其次为

提高蛋白回收率对粗提蛋白悬浮液的选择进行了比

对实验,最后再对回收蛋白进行亲和层析纯化,并将

获得的纯化蛋白进行SDSＧPAGE电泳处理,且通过

ProteinA２８０比对了重组蛋白的回收率.
实验优化前测得 AP１ＧAP２ＧBP纯化蛋白浓度最

高为２．３９６mg/mL,浓度最低为１．３７０mg/mL.实

验优化后测得 AP１ＧAP２ＧBP纯化蛋白浓度最高为

４３５３ mg/mL,最 低 为 ３．０３２ mg/mL.且 通 过

SDSＧPAGE凝胶电泳图对比分析,不难发现实验优

化后的 SDSＧPAGE 凝胶电泳图中分子量约为３３
kDa处的杂带明显减少,而且ProteinA２８０测得的

重组蛋白的纯化程度也有显著提升.
本实验首次制备兔源牛乳腺炎致病性无乳链球

菌PIＧ２a菌毛岛屿 AP１ＧAP２ＧBP重组蛋白抗原的亚

单位抗体,为下一步制备快速检测牛乳中致病性无

乳链球菌奠定了坚实的基础.
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