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摘　要：从长双歧杆菌 ＷＢＬ００１基因组中克隆了ｓｅｒｐｉｎ基因，构建重组Ｓｅｒｐｉｎ蛋白的原核表达体

系ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ，纯化表达产物作为抗原，免疫小鼠制备Ｓｅｒｐｉｎ的多克隆抗体。采用偶联Ｓｅｒｐｉｎ的

磁珠纯化多克隆抗体，并探究了不同溶剂对抗体洗脱效率的影响。纯化的多抗用于斑点杂交筛选

产Ｓｅｒｐｉｎ蛋白的 菌 株。结 果 表 明：磁 珠 纯 化 多 克 隆 抗 体 以１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 的 洗 脱 率 最 高，达

５０％；纯化后的Ｓｅｒｐｉｎ抗体消除了与部分乳酸菌和致病菌的非特异性反应；采用斑点杂交方法从

１１株双歧杆菌中筛选到婴儿双歧杆菌 ＷＢＡＮ０７具有类Ｓｅｒｐｉｎ蛋白。
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　　双歧杆 菌 作 为 人 体 肠 道 微 生 态 体 系 中 的 益 生

菌，发挥着生 物 屏 障、营 养、免 疫、控 制 内 毒 素 血 症

等生理作 用。目 前 国 内 外 报 道 双 歧 杆 菌 的 作 用 与

外膜蛋白密切相关［１－３］，如：Ｇｕｇｌｉｅｌｍｅｔｔｉ［２］在具有高

黏附力的两歧双歧杆菌 ＭＩＭＢｂ７５中纯化到一种外

膜脂蛋白ＢｏｐＡ，并证实其参与了双歧杆菌对Ｃａｃｏ－
２细胞的黏附；Ｃａｎｄｅｌａ［３］研究发现乳双歧杆菌ＢＩ０７
表面存在人纤溶蛋白酶原的受体蛋白烯醇酶，这使

得菌体表面获得蛋白水解性，进而推测有利于菌体

在人体肠道内定植。

Ｓｅｒｐｉｎ（ｓｅｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）也 存 在 于 双

歧杆 菌 表 面，具 有 丝 氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 剂 的 功 能，由

３５０至５００个氨 基 酸 组 成。２００６年 研 究 发 现 该 蛋

白起着保护菌体抵抗外源蛋白酶的消化作用，推测

其可能参 与 双 歧 杆 菌 在 人 体 肠 道 内 的 定 植［４］。目

前，Ｓｅｒｐｉｎ在原核生物特别是双歧杆菌中的存在和

分布及其功能的国内外研究报道甚少［５－６］。
由于ｓｅｒｐｉｎ基因的同源保守性较差［７］，通过保

守序列引物扩 增 的 方 法 很 难 达 到 分 离ｓｅｒｐｉｎ的 目

的，为此，通过制备Ｓｅｒｐｉｎ多克隆抗体，利用免疫学

斑点杂交方法筛选产Ｓｅｒｐｉｎ或类Ｓｅｒｐｉｎ蛋白的双

歧杆菌。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验菌株和质粒　金黄色葡萄球菌ｃｏｗａｎ
Ｉ（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　ｃｏｗａｎ　Ｉ）、白色假丝酵母

Ｚ１（Ｃａｎｄｉｄａ　ｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ　Ｚ１）、单 核 增 生 李 斯 特

菌５４００１（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ　５４００１）、阪崎肠杆

菌４５４０１（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓａｋａｚａｉｉ　４５４０１）、福 氏 志 贺

菌３０１（Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｌｅｘｎｅｒｉ　３０１）、副 溶 血 弧 菌１９９７
（Ｖｉｂｒｉｏ　ｐａｒａｈａｍｏｌｙｔｉｃｕｓ　１９９７）、粪 肠 球 菌 ＳＬ５
（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ　ＳＬ５）、大肠埃希菌 Ｏ１５７∶
Ｈ７ＥＤＣ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｏ１５７∶Ｈ７ＥＤＣ）、植 物

乳 杆 菌 １．１８５６ （Ｌａｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ
１．１８５６）、长 双 歧 杆 菌 ＷＢＬ００１（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｌｏｎｇｕｍ　ＷＢＬ００１）、两 歧 双 歧 杆 菌 ＷＢＢＩ０１
（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｉｆｉｄｕｍ　ＷＢＢＩ０１）、两 歧 双 歧 杆

菌 ＷＢＢＩ０２（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｉｆｉｄｕｍ　ＷＢＢＩ０２）、

婴 儿 双 歧 杆 菌 ＷＢＩＮ０３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｉｎｆａｎ－
ｔｉｓ）、短 双 歧 杆 菌 ＷＢＢＲ０４（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｒｅｖｅ
ＷＢＢＲ０４）、动物双歧杆菌 ＷＢＢＲ０５（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉ－
ｕｍ　ａｎｉｍａｌｉｓ　ＷＢＢＲ０５）、两 歧 双 歧 杆 菌 ＷＢＢＲ０６
（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｉｆｉｄｕｍ　ＷＢＢＲ０６）、婴儿双歧杆

菌 ＷＢＡＮ０７ （Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　 ｉｎｆａｎｔｉｓ
ＷＢＡＮ０７）、青 春 双 歧 杆 菌 ＷＢＡＤ０８（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅ－
ｒｉｕｍ　ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ　ＷＢＡＤ０８）、乳 双 歧 杆 菌 ＷＬＡ－
ＢＯ９（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌａｃｔｉｓ　ＷＬＡＢＯ９）、长双歧杆

菌Ｃ３（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｏｎｇｕｍ Ｃ３）、大 肠 埃 希 氏

菌 ＤＨ５α（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α）来源于南昌大学

食品科学与技术国家重点实验室。表达载体ｐＢＸ２
为中国科学院微生物研究所陶勇博士惠赠。

１．１．２　实 验 对 象　Ｂａｌｂ／ｃ小 鼠：南 昌 大 学 医 学 院

动物实验中心提供。

１．１．３　主要器 材　ＰＶＤＦ膜：Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公 司 产 品；
弗氏佐剂：Ｓｉｇｍａ公 司 产 品；Ｎｉ＋－ＮＴＡ 树 脂：Ｍｅｒｋ
公司产品。超声细胞破碎仪：宁波新芝生物科技股

份有限公司产品；ＰＣＲ仪：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品；离

心机：Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；凝胶成像系统：Ｂｉｏ－Ｒａｄ公

司产品。

１．２　方法

１．２．１　ｓｅｒｐｉｎ基因克隆　 设计引物，Ｐｓｆ上游：５’－
ＣＧＣＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＴＡＴＧＴＡＣＣＡＡＴＣＧＣＴ－
ＧＣＴＡＡＧＴＴＣＧＡ－３’（ＮｄｅⅠ），

Ｐｓｒ 下 游：５’－ ＣＡＧＣＴＧＣＡＧ　ＣＴＣＧＡＧ
ＧＡＡＣＣＧＧＴＧＴＣＧＡＴＣＡＴＣＴＴＧ－３’（ＸｈｏⅠ）。

使用２×ｐｆｕ　Ｍｉｘ 通 过 ＰＣＲ 从 长 双 歧 杆 菌

ＷＢＬ００１基因组中扩增目的片段后加ｐｏｌｙ　Ａ 尾并

连接至ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体，转入Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α，筛

选获得阳 性 克 隆 子 后 测 序。测 序 正 确 的 目 的 片 段

经ＮｄｅⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切后与表达载体ｐＢＸ２连接

构建重组表达载体ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ，挑取阳性克隆子，
双酶切验证及测序正确后，转入表达宿主 ＢＬ２１，备

用。

１．２．２　Ｓｅｒｐｉｎ蛋白的表达和纯化　 将携带重组表

达载体的 ＢＬ２１菌培养至Ａ６００＝０．４～０．６，加入 终

浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，３７℃诱 导 表 达３ｈ。
离心洗涤收 集 菌 体 后，采 用 超 声 波 破 碎，分 离 上 清
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和沉淀，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测蛋白表达情况。同时以空

质粒的ｐＢＸ２的Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１作为对照。参照 Ｎｉ＋－
ＮＴＡ　Ｈｉｓ·Ｂｉｎｄ树脂柱说明书对表达的Ｓｅｒｐｉｎ蛋

白进行特异 性 纯 化。用６ｍｏｌ／Ｌ尿 素 裂 解 液 裂 解

包涵体蛋白，制备包涵体蛋白的可溶液，３倍柱体积

的 洗 脱 缓 冲 液 （１００ ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ 值 为

８．０，３００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣＩ，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）可以将

目的蛋 白 大 量 洗 脱 收 集，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检 测 纯 化 结

果［８－１０］。

１．２．３　抗血清制备　将纯化的Ｓｅｒｐｉｎ蛋白与等量

的弗氏佐 剂 混 合 均 匀 后 免 疫 小 鼠。第 一 次 免 疫 用

弗氏完全佐剂，每只小鼠皮下注射２５０μＬ（约０．１

μｇ／μＬ），之后每隔７ｄ改用弗氏不完全佐剂加强

免疫５次，每只小鼠皮下注射５００μＬ（约０．１μｇ／

μＬ）。免疫６次后，小鼠眼眶取血，分离血清，待用。
采用间接ＥＬＩＳＡＳ法检测抗体效价，抗原Ｓｅｒｐｉｎ蛋

白包 被 质 量 浓 度 为 ２５μｇ／ｍＬ，抗 血 清 倍 比 稀 释

（Ｖ∶Ｖ）１∶１　０００、１∶２　０００、１∶３　０００、１∶４　０００、

１∶５　０００、１∶６　０００，实验操作步骤参见文献［１１］。

１．２．４　多克隆抗体的特异性纯化　采用磁珠纯化

抗体法。先用６．７５ｍｇ　ＥＤＣ和４ｍｇ　ＮＨＳ使２５０

μＬ磁珠（１５．７ｍｇ／ｍＬ）羧基活化，室温反应４０ｍｉｎ
后加０．４ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 调ｐＨ值至７．８，加入纯化

的抗原Ｓｅｒｐｉｎ蛋白５００μＬ（约０．１μｇ／μＬ），此 体

系室温反应３ｈ后放４℃ 过夜，使抗原蛋白充分偶

联到磁珠。次 日 吸 掉 未 结 合 的 蛋 白，加 入１．０ｍＬ
３％ ＢＳＡ 封 闭，３７℃ １８０ｒ／ｍｉｎ振 荡１．５ｈ，移 去

ＢＳＡ，用ＰＢＳＴ洗涤３次，加入稀释２０倍的抗血清

８００μＬ，反应５ｈ，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ，使抗原抗体充

分结合，ＰＢＳＴ洗涤３次，用５０μＬ　１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ
洗脱结合的抗体，洗脱下来的抗体要及时将ｐＨ 调

整到７．０，－２０℃保存［１２］。

１．２．５　抗体洗脱效率分析　取８０μＬ偶联了抗原

Ｓｅｒｐｉｎ蛋白的磁珠，每管１０μＬ，将其中７管加入抗

血清，结合５ｈ，另 一 管 加 入ＰＢＳ作 为 空 白 对 照，

ＰＢＳ洗去 未 结 合 的 抗 血 清，分 别 用１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ、１
ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ、质 量 分 数 为１０％ＴＣＡ、体 积 分 数

７５％乙醇、体积分数５０％丙酮、８０％饱 和 硫 酸 铵 洗

脱结合 抗 体，ＰＢＳ洗 脱 组 为 阴 性 对 照，洗 脱 时 间 均

为１ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，加入羊抗鼠二抗（稀释５　０００
倍）各２０μＬ，３７℃，３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，加入ＴＭＢ
显色液，显色１５ｍｉｎ，加入终止液（０．２ｍｏｌ／Ｌ浓Ｈ２
ＳＯ４），４５０ｎｍ检测每管ＯＤ值。洗脱率＝（阴性对

照ＯＤ４５０－各溶液ＯＤ４５０）／阴性对照ＯＤ４５０×１００％。

１．２．６　多克隆抗体的特异性检测　参照文献［１５］

做斑点杂 交，把 材 料１．１．１中 的 菌 株 分 别 活 化 培

养，取菌液各５μＬ（１０
９　ＣＦＵ／ｍＬ）分 别 点 于 膜 上，

加入抗血清（稀释５　０００倍）孵育１ｈ，再加羊抗鼠

ＩｇＧ酶标二抗，按 照 浓 缩 型 ＤＡＢ试 剂 盒 的 说 明 进

行显色［１３－１４］。

２　结　果

２．１　重组质粒ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ的构建

重组质粒ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ双酶切鉴定结果如图１
所示，在７５０ｂｐ左右酶切产生一条与目的片段ｓｅｒ－
ｐｉｎ大小相符 的 条 带，表 明 目 的 片 段ｓｅｒｐｉｎ已 成 功

连接入表达载体ｐＢＸ２。

Ｍ１：ＤＬ２０００；Ｍ２：λ－ＨｉｎｄⅢ；１：ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ

ＮｄｅⅠａｎｄ　ＸｈｏⅠ

图１　ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ双酶切鉴定电泳图

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ

ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｂｙ　ｔｗｏ　ｅｎｚｙｍｅｓ

　　阳性重组质粒序列分析表明：克隆获得的ｓｅｒ－
ｐｉｎ基因片段为７６８ｂｐ，与 ＧｅｎＢａｎｋ中Ｂ．ｌｏｎｇｕｍ
ＷＢＬ００１　ｓｅｒｐｉｎ序列完全一致。

２．２　抗原表达

携带ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ的Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１，３７℃ＩＰＴＧ
诱导表达，收集表达的上清与沉淀，以带ｐＢＸ２的Ｅ－
．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１表达蛋白为对照，Ｓｅｒｐｉｎ蛋白的诱导表

达结果如图２所示。诱导的ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ载体与空

质粒诱导带相比，在３３　０００附近出现一条显著的蛋

白过量表达条带，与目的蛋白预计大小相符。

２．３　Ｓｅｒｐｉｎ蛋白纯化

Ｓｅｒｐｉｎ包涵体蛋白用６ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解，经过

亲和柱纯化，得到纯度较高的蛋白带，如图３所示，
该纯化蛋白用于免疫小鼠，制备多克隆抗体。

２．４　多抗效价检测

小鼠 产 生 的 抗 血 清 经 稀 释 梯 度 后，其 间 接

ＥＬＩＳＡ结果表明：抗血清效价在１∶５　０００左右。

６３９ 食　品　与　生　物　技　术　学　报　　　　　　　　　　　　第３０卷　



１：ｐＢＸ２空载体诱导后全菌；２：ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ未诱导上清液；３：

ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ未 诱 导 沉 淀；４：ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ 诱 导 后 上 清；５：

ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ诱导后沉淀；Ｍ：蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ．箭 头 所 示 为 目 的

表达带

图２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测Ｓｅｒｐｉｎ蛋白表达图谱

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓ－
ｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｅｒｐｉｎ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｓｅｒｐｉｎ蛋白

图３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测Ｓｅｒｐｉｎ蛋白纯化图谱

Ｆｉｇ．３　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉ－
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｅｒｐｉｎ

２．５　特异性实验

２．５．１　抗体纯化　利用磁珠法对抗血清进行纯化

的结果如图４所示，电泳显示抗体被解链为重链和

轻链，可能是由于Ｌｏａｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ中含二硫苏糖醇

（ＤＴＴ）和ＳＤＳ使蛋白内部二硫键解聚所致。

２．５．２　不同溶液对抗体洗脱效率的影响　纯化抗

体实验中，６种溶液分别洗脱１ｍｉｎ，按１．２．６步骤

计算 出 洗 脱 率，如 图５所 示，可 知１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ
对抗体的洗脱效率最高。

２．５．３　交叉反应　２０株致病菌和益生菌与抗血清

和纯化的Ｓｅｒｐｉｎ抗体的交叉反应结果如表１所示。
抗血 清 与 金 黄 色 葡 萄 球 菌、白 色 假 丝 酵 母、阪 崎 肠

杆菌、福 氏 志 贺 菌、副 溶 血 弧 菌 和 部 分 乳 杆 菌 有 交

叉反应，纯化后的Ｓｅｒｐｉｎ抗体消除了对阪崎肠杆菌

和部分乳杆菌的交叉反应。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｓｅｒｐｉｎ纯化抗体

图４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测Ｓｅｒｐｉｎ抗体纯化图谱

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｕｒｉｆｉ－
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

图５　纯化抗体中不同溶液的洗脱率

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｏｆ　ｅｌｕｔｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｌｕ－
ｔｉｏｎｓ

表１　抗体特异性检测结果

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

编号 菌株 抗血清 纯化抗体

１ 抗原蛋白Ｓｅｒｐｉｎ ＋ ＋

２ 金黄色葡萄球菌ｃｏｗａｎ　Ｉ ＋ ＋

３ 白色假丝酵母Ｚ１ ＋ ＋

４ 单核增生李斯特菌５４００１ － －

５ 单核增生李斯特菌４ｂ － －

６ 阪崎肠杆菌４５４０１ ＋ －

７ 阪崎肠杆菌４５４０２ ＋ －

８ 福氏志贺菌３０１ ＋ ＋
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续表１

编号 菌株 抗血清 纯化抗体

９ 福氏志贺菌２４５７ ＋ ＋

１０ 副溶血弧菌１９９７ ＋ ＋

１１ 副溶血弧菌１６１６ ＋ ＋

１２ 大肠埃希菌 Ｏ１５７：Ｈ７ＥＤＣ ＋ ＋

１３ 粪肠球菌ＳＬ５ ＋ －

１４ 嗜酸乳杆菌ＡＴＣＣ４３５６ ＋ －

１５ 德氏乳杆菌１．２６２４ － －

１６ 鼠李糖乳杆菌１．２１３４ ＋ ＋

１７ 植物乳杆菌１．１８５６ － －

１８ 保加利亚乳杆菌Ｆ１ ＋ －

１９ ｐＢＸ２ＢＬ２１表达菌 ＋ ＋

２０ ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ　ＢＬ２１表达菌 ＋ ＋

２１ 金黄色葡萄球菌２６００３ ＋ －

２．５．４　斑点杂交　１１株 双 歧 杆 菌 作 为 实 验 组，抗

原Ｓｅｒｐｉｎ和ＰＢＳ为对照，分别与纯化抗体反应，杂

交检测结果显示除长双歧杆菌 ＷＢＬ００１有显色外，
婴儿双歧杆菌 ＷＢＡＮ０７也能与纯化抗体产生不同

程度的显色反应。结果见图６所示。

１．两歧双歧杆菌 ＷＢＢＩ０１；２．两歧双歧杆菌 ＷＢＢＩ０２；３．婴儿

双歧杆菌 ＷＢＩＮ０３；４．短双歧杆菌 ＷＢＢＲ０４；５．动物双歧杆菌

ＭＢ２５４；６．两 歧 双 歧 杆 菌 ＷＢＢＲ０６；７．婴 儿 双 歧 杆 菌

ＷＢＡＮ０７；８．青春双歧杆菌 ＷＢＡＤ０８；９．乳双歧杆菌 ＷＬＡ－

ＢＯ９；１０．长双歧杆菌 ＷＢＬ００１；１１．ＰＢＳ；１２．长双歧杆菌Ｃ３

图６　纯化抗体与１１株双歧杆菌斑点杂交检测结果

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｃｏｌｏｎｙ　ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

３　讨　论

双歧杆菌 外 膜 蛋 白 的 功 能 及 其 在 不 同 种 属 中

的分布是 双 歧 杆 菌 功 能 研 究 的 热 点 和 难 点。少 量

文献报道了 双 歧 杆 菌 外 膜 蛋 白 参 与 肠 上 皮 细 胞 的

黏 附、招 募 纤 溶 酶 原 以 促 进 菌 体 对 复 杂 基 质 的 分

解、吸收利用等功能［１－３］。然而，由于外膜的较强疏

水性、缺乏较 好 的 筛 选 模 型 等，使 得 双 歧 杆 菌 的 外

膜蛋白研究尚处于探索阶段。目前，鲜有文献报道

对特定外膜 蛋 白 在 双 歧 杆 菌 种 属 中 的 分 布 进 行 系

统筛查。本研究利用免疫学的技术原理，从已知产

Ｓｅｒｐｉｎ的双歧杆菌出发，筛选产Ｓｅｒｐｉｎ或类Ｓｅｒｐｉｎ
的双歧杆菌。

鉴于Ｓｅｒｐｉｎ是一个跨膜蛋白，具有较强的疏水

性，我们设计 特 异 性 引 物，从 长 双 歧 杆 菌 ＷＢＬ００１
基因组中克隆了去掉跨膜片段的ｓｅｒｐｉｎ基因，构建

了原核表 达 载 体ｐＢＸ２－ｓｅｒｐｉｎ，实 现 了Ｓｅｒｐｉｎ的 高

效表达。为 从 免 疫 血 清 中 获 得 特 异 性 强 的Ｓｅｒｐｉｎ
多克隆抗体，我们采用偶联Ｓｅｒｐｉｎ的磁珠进行了纯

化，消除了对 部 分 乳 杆 菌 的 交 叉 反 应，此 种 纯 化 抗

体的方法特异性强，为后续筛选产Ｓｅｒｐｉｎ的菌株奠

定了基础。斑点杂交是用来验证蛋白与蛋白之间、
蛋白与菌体之间相互作用的一种简便的研究方法，
在本研究中，我 们 应 用 斑 点 杂 交 的 原 理 从１１株 双

歧 杆 菌 中 筛 选 到 了 产 Ｓｅｒｐｉｎ的 婴 儿 双 歧 杆 菌

ＷＢＡＮ０７。类似地，Ｎｉｓｓｅｎ［１３］采用斑点杂交的方法

检测Ｓｅｒｐｉｎ蛋白在重组长双歧杆菌中的存在。Ｄｕ－
ｅｚ［１４］采用一种菌体免疫斑点杂交的方法，将制备的

动物双歧杆菌的多克隆抗体与粪便中的菌株杂交，
检测粪便中长双歧杆菌的存在，且证实了此多克隆

抗体能与动物 双 歧 杆 菌 表 面 的４５ｋＤ 蛋 白 产 生 免

疫反应。然而，国内外鲜有采用本研究的系统方法

从已知功能蛋白的益生菌菌株出发，筛选产类似功

能蛋白未知菌株的报道。

Ｓｅｒｐｉｎ作为２００６年瑞士雀巢公司发现的来源

于长双歧杆菌的丝氨酸蛋白酶的抑制剂，目前仅发

现其在长双 歧 杆 菌 和 短 双 歧 杆 菌 中 存 在。２０１０年

Ｔｕｒｒｏｎｉ［７］采 用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂 交，引 物 扩 增 和ｑＲＴ－
ＰＣＲ方法证实了短双歧杆菌中Ｓｅｒｐｉｎ的 存 在。本

研究发现的婴儿双歧杆菌存在Ｓｅｒｐｉｎ蛋白，丰富了

其在双歧杆菌种属中分布的信息。
研究中纯化后的抗体虽消除了与阪崎肠杆菌、

嗜酸乳杆菌和保加利亚乳杆菌的交叉反应，然而与

一些 致 病 菌 仍 有 交 叉 反 应。经 ＮＣＢＩ网 站 进 行

ＢＬＡＳＴ表明，Ｓｅｒｐｉｎ蛋白在肠杆菌、副溶血弧菌等

５２９个菌 种 广 泛 存 在，这 些 致 病 菌 和 双 歧 杆 菌 的

Ｓｅｒｐｉｎ存在哪些氨基酸序列组成、蛋白结构及功能

差异，尚需进一步研究。
研究利用 多 克 隆 抗 体 斑 点 杂 交 的 方 法 筛 选 功

能蛋白，为今后益生菌功能蛋白的筛选提供了方法

学参考。
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