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布氏杆菌分泌蛋白 ＢｓｐＤ 真核表达载体的构建及在
小鼠巨噬细胞中的表达

李志强１，２， 王书利２， 朱庆妍２， 蔺秋慧３， 高丰衣２， 马亚静２，
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（１􀆰 商丘医学高等专科学校基础医学教学部， 河南 商丘　 ４７６００５；
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３􀆰 河南师范大学生命科学学院， 河南 新乡　 ４５３０００）

摘要： 旨在构建布氏杆菌分泌蛋白 ＢｓｐＤ 基因的真核表达载体， 研究其在小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 中的表达情况。 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的牛种布氏

杆菌 ２３０８ ｂｓｐＤ 基因序列进行合成和设计特异性引物， 通过 ＰＣＲ 获得 ｂｓｐＤ 基因片段， 并将其克隆至 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 载体， 获得真核表达载体

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ； ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 经酶切和测序分析鉴定后， 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 脂质体转染至小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７， 采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢｓｐＤ 蛋白在 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞的表达， 用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测细胞上清中细胞因子 γ－干扰素 （ ＩＦＮ－γ） 和白细胞介素－４ （ ＩＬ－４）
的分泌水平， 利用水溶性四唑盐－１ （ＷＳＴ－１） 细胞毒性检测试剂盒检测细胞毒性水平， 利用细胞活力检测试剂盒－８ （ＣＣＫ－８） 检测细胞增殖情

况， 利用实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 技术检测细胞凋亡基因 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－８ 的表达水平。 结果： 阳性克隆载体经 ＰＣＲ 扩增出 ９３６ ｂｐ
的 ｂｓｐＤ 基因片段， 经限制性内切酶 ＫｐｎⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切验证正确， 测序分析显示与 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的序列信息同源性为 １００％， 表明真核表达载

体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 构建成功； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果为 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 转染组在 ３６ ｋＤａ 处出现条带， 与预期结果相符， 表明 ＢｓｐＤ
蛋白能够在 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞中表达； 细胞因子检测结果显示， ＢｓｐＤ 蛋白可诱导 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞分泌辅助型 Ｔ 细胞 １ （Ｔｈ１） 型细胞因子 ＩＦＮ－γ
和辅助型 Ｔ 细胞 ２ （Ｔｈ２） 型细胞因子 ＩＬ－４； 细胞毒性检测结果显示， ＢｓｐＤ 蛋白对细胞无毒性， ＢｓｐＤ 蛋白对细胞增殖和 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－８
的表达无显著影响。 综上， 布氏杆菌分泌蛋白 ＢｓｐＤ 能够在 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞中表达， 为进一步研究其功能及分子机制提供参考。
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ｏｆ ＢｓｐＤ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｂｒｕｃｅｌｌａ； ＢｓｐＤ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

　 　 布氏杆菌 （Ｂｒｕｃｅｌｌａ） 感染， 又称布氏杆菌病

（Ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ） 或布鲁氏菌病， 是一种全球范围内普遍

存在的疾病， 对人类和动物都有严重影响［１］。 人体

感染该病毒， 症状包括反复发热、 关节疼痛、 肝脏和

脾脏肿大， 并且可能伴随其他更严重的副作用， 如脊

椎炎症、 心脏瓣膜病变、 肺部积液， 以及肾脏损伤

等， 甚至会导致患者失去工作能力［２－６］。 公畜感染后

主要引起睾丸炎和附睾炎， 母畜主要表现为流产和不

孕［７］。 因此， 布氏杆菌病给公共卫生和畜牧业造成

重大威胁和经济损失。 布氏杆菌是一种革兰阴性细

菌， 同时也是一种能在细胞内寄生的病原微生物， 其

主要寄生于巨噬细胞、 树突状细胞和胚胎滋养层细

胞［８］。 此外， 其他几种细胞， 如上皮细胞、 人白血

病单核细胞、 破骨细胞、 脑微血管内皮细胞和肝星状

细胞等也易受布氏杆菌感染。
细胞凋亡是正常组织发育过程中调节组织质量和

结构的重要生理过程［９］。 细胞凋亡是一种活跃的细

胞死亡形式， 具有多种形态和生化特征［１０］。 研究发

现， 土拉杆菌能够诱导小鼠巨噬细胞凋亡［１１］， 布氏

杆菌也能调节巨噬细胞的凋亡［１２］。 细胞凋亡在调节

一系列重要的细胞生命活动中起着至关重要的作用。
Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－８ 是凋亡反应的关键调控因子，
它们在疾病过程中与半胱氨酸蛋白酶 ｃａｌｐａｉｎ 家族相

互作用［１３］。 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－８ 在凋亡的死亡受

体通路中被激活， Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－８ 的过表达

可增强细胞的凋亡活性［１４］。
Ⅳ型分泌系统 （Ｔ４ＳＳ）、 双组份系统 （ＴＣＳ） 和

密度感应系统 （ＱＳ） 等与布氏杆菌的毒力密切相

关［１５－１７］。 Ｔ４ＳＳ 是一个由 １２ 个蛋白组成的复合物，
由 ＶｉｒＢ 操纵子编码， 该系统能够将布氏杆菌的效应

蛋白转运至受感染的宿主细胞中， 从而调控布氏杆菌

适应胞内环境， 利于生存［１８］。 目前， 应用 ＴＥＭ－１β－
内酰胺酶 （ＴＥＭ－１） 报告系统和钙调蛋白依赖的腺

苷酸环化酶 （ ＣｙａＡ） 报告系统筛选出 １５ 种通过

Ｔ４ＳＳ 分泌的效应蛋白［１８］， 分别 是 ＶｃｅＡ、 ＶｃｅＣ、
ＲｉｃＡ、 ＢｔｐＡ、 ＢｔｐＢ、 ＢｓｐＡ、 ＢｓｐＢ、 ＢｓｐＣ、 ＢｓｐＥ、
ＢｓｐＦ、 ＳｅｐＡ、 ＢＰＥ００５、 ＢＰＥ２７５、 ＢＰＥ０４３ 以 及

ＢＰＥ１２３。 布氏杆菌中还有一类不依赖 Ｔ４ＳＳ 分泌的效

应蛋白， 如 ＢｓｐＤ、 ＢｓｐＧ、 ＢｓｐＨ、 ＢｓｐＩ、 ＢｓｐＪ、 ＢｓｐＫ
等［１９］。 ＢｓｐＤ 蛋白定位于细胞的内质网中［２０］， 但其

具体功能尚不清楚。 鉴于此， 本研究以布氏杆菌分泌

蛋白 ＢｓｐＤ 为靶标， 通过构建真核表达载体， 转染巨

噬细胞， 分析其表达和活性， 为进一步研究 ＢｓｐＤ 的

功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 载体和细胞

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － ＥＧＦＰ 载 体 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；
ＤＨ５α 超级感受态细胞购自碧云天生物技术有限公

司； Ｔ－Ｖｅｃｔｏｒ ｐＭＤＴＭ １９ （Ｓｉｍｐｌｅ） 购自 ＴａＫａＲａ 公司；
小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 由本实验室保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

连接试剂盒 ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ􀆰 ２􀆰 １、 Ｑｕｉｃｋ
ＣｕｔＴＭ ＫｐｎⅠ和 ＢａｍＨⅠ限制酶购自 ＴａＫａＲａ 公司； Ｌｉ⁃
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 脂质体购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；
ＢｓｐＤ 重组蛋白免疫小鼠多克隆抗体由本实验室保存。
辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ （Ｈ＋
Ｌ） 购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司； 小鼠 γ－干扰素 （ ＩＦＮ－
γ） 和白细胞介素－４ （ ＩＬ－４） 细胞因子酶联免疫吸

附试 验 （ ＥＬＩＳＡ） 检 测 试 剂 盒 均 购 自 美 国 Ｒ＆Ｄ
Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司； 水溶性四唑盐－１ （ＷＳＴ－１） 细胞毒性

检测试剂盒和细胞活力检测试剂盒－８ （ＣＣＫ－８） 购

自碧云天生物技术有限公司。
１􀆰 ３　 ｂｓｐＤ 基因的引物设计与 ＰＣＲ 扩增

根据布氏杆菌 Ｓ２３０８ 的 ｂｓｐＤ （ＢＡＢ１＿１６１１） 基

因序列， 采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设计引物， 引物上

·４８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ６



游和下游含有 ＫｐｎⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切位点 （表 １）。 该

基因片段和引物由上海生工生物工程有限公司合成。
以合成后的 ｂｓｐＤ 基因片段为模板， 使用 ｂｓｐＤ－Ｆ

和 ｂｓｐＤ－Ｒ 引物对 ｂｓｐＤ 基因进行 ＰＣＲ 扩增。 经过

１􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ 样品进行分析后， 从凝

胶中分离出目标序列。 将获得的序列与 Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ
ｐＭＤＴＭ １９ （ Ｓｉｍｐｌｅ） 连接， 并将其转化大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞。 随后挑取单克隆菌， 在含有氨苄

西林 （ Ａｍｐ＋ ） 的 ＬＢ 培养基中进行培养， 再利用

ＰＣＲ 技术对其进行筛选。 最后， 提取阳性菌的质粒，
使用 ＫｐｎⅠ和 ＢａｍＨⅠ进行酶切鉴定。 将鉴定正确的

质粒命名为 ｐＭＤ－ｂｓｐＤ， 送上海生工生物工程有限公

司测序。

表 １　 本研究所用的引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′）
产物大

小 ／ ｂｐ

ｂｓｐＤ－Ｆ ＧＧＴＡＣＣＴＧＡＴＴＣＡＡＴＣＣＧＣＴＣＴＣＴＴＴ

ｂｓｐＤ－Ｒ ＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴＴＧＣＡＴＧＴＣＧＣＧＧＡＴ
９３６

Ｃａｓｐａｓｅ－３－ＲＴ－Ｆ ＴＴＣＣＡＣＧＣＡＡＡＧＡＡＡＣＡＧＡＴ

Ｃａｓｐａｓｅ－３－ＲＴ－Ｒ ＧＧＡＧＧＡＣＣＧＴＣＡＧＡＴＴＡＧＡＴ
１７０

Ｃａｓｐａｓｅ－８－ＲＴ－Ｆ ＴＡＴＴＧＡＧＧＧＡＣＡＴＣＴＧＧＧＴＴＣ

Ｃａｓｐａｓｅ－８－ＲＴ－Ｒ ＡＡＡＴＣＡＧＴＣＴＧＧＣＧＧＴＴＣ
１８４

β－ａｃｔｉｎ－ＲＴ－Ｆ ＣＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧＣＣＧＴ

β－ａｃｔｉｎ－ＲＴ－Ｒ ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ
１３８

　 　 注： 上游引物下划线表示 ＫｐｎⅠ酶切位点， 下游引物下划线表示

ＢａｍＨⅠ酶切位点； ＲＴ 表示荧光定量 ＰＣＲ 检测引物。

１􀆰 ４　 真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 的构建

利用 ＫｐｎⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切 ｐＭＤ － ｂｓｐＤ 质粒和

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 载体， 回收酶切后的产物， 连接

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 载体。 按上述方法进行转化、 筛

选、 提取质粒和酶切鉴定， 将鉴定正确的质粒命名为

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ， 送上海生工生物工程有限公

司测序。
１􀆰 ５　 细胞转染

利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 脂质体转染试剂盒将

５ μｇ的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －ＥＧＦＰ － ｂｓｐＤ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －ＥＧＦＰ
质粒转染 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞［２１］。 转染后 ２４ ｈ 后弃掉培

养液， ＰＢＳ 漂洗 ３ 遍后利用荧光倒置显微镜检测转染

效果， 并使用 ＲＡＰＡ 裂解液裂解细胞， 获得细胞总

蛋白， 测定蛋白浓度， －２０ ℃保存。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢｓｐＤ 的表达

将细胞总蛋白加热变性后， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分

析。 电泳结束后， 将目的凝胶切下， 采用半干式电转

法， 以 ２００ ｍＡ 的电流在 １ ｈ 内将 ＢｓｐＤ 蛋白转印至硝

酸纤维素膜 （ＮＣ 膜） 上； 在 ３７ ℃下用含 ５％脱脂奶

粉的 ５ ｍＬ 封闭液封闭 １ ｈ； 用 ＴＢＳＴ 清洗膜 ３ 次， 加

入 ５ ｍＬ 一抗 （ＢｓｐＤ 重组蛋白免疫小鼠的血清或免疫

前的小鼠血清， 稀释比例为 １ ∶ ３００）， ３７ ℃下孵育

１ ｈ； 用 ＴＢＳＴ 清洗膜 ３ 次， 加入 ５ ｍＬ 二抗 （ＨＲＰ 标

记的山羊抗鼠 ＩｇＧ， 稀释比例为 １ ∶ ２ ０００）， ３７ ℃下

孵育 １ ｈ； 用 ＴＢＳＴ 清洗膜 ３ 次后， 进行显色［２２］。
１􀆰 ７　 细胞毒性检测

利用 ＷＳＴ－１ 细胞毒性检测试剂盒测定细胞毒

性［２３］。 将 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞在 ９６ 孔板中培养至单层，
按 １􀆰 ５ 中的方法转染细胞， 于转染后 １２ 和 ２４ ｈ 加入

２０ μＬ 的 ＷＳＴ－１ 溶液， 置于培养箱中继续培养 １ ｈ 后

将 ９６ 孔板置轻轻摇动 １ ｍｉｎ 充分混匀， 用酶标仪测

定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度。 以未转染的细胞作为空白对

照组。
１􀆰 ８　 细胞增殖检测

利用 ＣＣＫ－８ 试剂盒测定细胞增殖［２４］。 将 ＲＡＷ
２６４􀆰 ７ 细胞按每 １００ μＬ ２ ０００ 个接种于 ９６ 孔板， 每

孔加入 １００ μＬ 的细胞悬液培养至单层， 空白对照孔

加入 １００ μＬ 的 ＰＢＳ。 按 １􀆰 ５ 中的方法转染细胞， 于

转染后 １２ 和 ２４ ｈ 加入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ－８ 溶液， 置于

培养箱中继续培养 ４ ｈ 后， 用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处

的吸光度。
１􀆰 ９　 细胞因子检测

按 １􀆰 ５ 中的方法转染 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞， 分别在

转染后 １２ 和 ２４ ｈ 收集细胞培养液， 培养液经

０􀆰 ２２ μｍ 的滤膜过滤后， 检测细胞因子水平［２５］。
１􀆰 １０　 ＢｓｐＤ 蛋白对细胞凋亡相关基因表达的影响

按 １􀆰 ５ 中的方法转染细胞， 于转染后 １２ 和 ２４ ｈ
后弃去上清液， 用 ＰＢＳ 漂洗细胞 ３ 次， 加入 １ ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌ 裂解液裂解细胞， 利用 ＲＮＡ 提取试剂盒提取

ＲＮＡ， 经 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００Ｃ 分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度

后， 利用反转录试剂盒， 将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ。
利用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 技术， 分析 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－８
两个凋亡相关基因的 ｍＲＮＡ 相对表达水平， 在计算

相对表达量时采用 β－ａｃｔｉｎ 作为内参基因， 并使用

２－ΔΔＣｔ法［２６］。
１􀆰 １１　 数据统计与分析

试验数据使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行单因素方差分

析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 试验结果以 “平均值±标准

差” 表示， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示

差异极显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ｂｓｐＤ 基因的 ＰＣＲ 扩增

经 ＰＣＲ 扩增后获得了 ９３６ ｂｐ 的 ｂｓｐＤ 基因片段
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（图 １）， 通过 ＫｐｎⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切和测序鉴定

（图 ２）， 成功构建了 ｐＭＤ－ｂｓｐＤ 载体。

１􀆰 ｂｓｐＤ 基 因 ＰＣＲ 产 物； ２􀆰 阴 性 克 隆 ＰＣＲ 产 物； Ｍ． ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１０００。

图 １　 布氏杆菌 ｂｓｐＤ 基因的 ＰＣＲ 扩增

１􀆰 酶切 ｐＭＤ － ｂｓｐＤ； ２􀆰 未 酶 切 ｐＭＤ － ｂｓｐＤ； Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
ＤＬ５０００。 　

图 ２　 重组质粒 ｐＭＤ－ｂｓｐＤ 的酶切鉴定

２􀆰 ２　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 的酶切鉴定

　 　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － ＥＧＦＰ － ｂｓｐＤ 经 ＫｐｎⅠ和

ＢａｍＨⅠ双酶切和测序鉴定 （图 ３）， 成功构建了

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 真核表达载体。

１􀆰 酶切 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －ＥＧＦＰ － ｂｓｐＤ； ２􀆰 未酶切 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －ＥＧＦＰ －

ｂｓｐＤ； Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１００００。

图 ３　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 的酶切鉴定结果

２􀆰 ３　 ＢｓｐＤ 蛋白在巨噬细胞中的表达

真核表达载体转染 ２４ ｈ 后利用荧光倒置显微镜

检测发现 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 的试验组 （图 ４Ａ）
和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 空载体的对照组 （图 ４Ｂ） 均显

示绿色荧光， 表明转染成功。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示，
转染 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 空载体的对照组未出现特异性

条带， 而转染 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 组在 ３６ ｋＤａ 处

出现特异性目的条带 （图 ４Ｃ）， 表明 ＢｓｐＤ 蛋白可以

在 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞中表达。

Ａ． ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 转染效果； Ｂ． ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 转染效果； Ｃ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢｓｐＤ 蛋白的表达结果， 其中 Ｍ 为蛋白 Ｍａｒｋｅｒ， １ 为

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 载体， ２ 为 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 载体， ３ 为 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 载体， ４ 为 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 载体， １ 和 ２ 的一抗为 ＢｓｐＤ
蛋白免疫小鼠的血清， ３ 和 ４ 的一抗为 ＢｓｐＤ 蛋白免疫前小鼠的血清。

图 ４　 质粒转染效果及 ＢｓｐＤ 蛋白的表达
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２􀆰 ４　 ＢｓｐＤ 蛋白对细胞毒性的影响

真核表达载体转染 １２ 和 ２４ ｈ 后利用荧光倒置显

微镜检测发现 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－
ＥＧＦＰ 空载体均显示绿色荧光， 表明转染成功 （图
５Ａ）。 细胞毒性检测结果显示， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －ＥＧＦＰ －
ｂｓｐＤ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 重组质粒转染 １２ ｈ 后 ＯＤ４５０

值 分 别 为 １􀆰 １１ 和 １􀆰 １５， 空 白 对 照 组 为 １􀆰 ２２；

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 重组质粒

转染 ２４ ｈ 后 ＯＤ４５０值分别为 １􀆰 ０６ 和 １􀆰 １１， 空白对照

组为 １􀆰 ２５ （图 ５Ｂ）。 随着转染时间的延长， ＯＤ４５０值

略微降低， 但各组差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结果表

明， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ － ｂｓｐＤ 重组质粒转染细胞后，
对细胞无毒性反应。

图 ５　 质粒转染效果 （Ａ） 及 ＢｓｐＤ 蛋白对 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞的毒性 （Ｂ）

２􀆰 ５　 ＢｓｐＤ 蛋白对细胞增殖的影响

真核表达载体转染 １２ 和 ２４ ｈ 后利用荧光倒置显

微镜检测发现 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－
ＥＧＦＰ 空载体的均显示绿色荧光， 表明转染成功 （图
６Ａ）。 细胞增殖检测结果显示， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －ＥＧＦＰ －
ｂｓｐＤ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 重组质粒转染 １２ ｈ 后 ＯＤ４５０

值 分 别 为 ０􀆰 ８８ 和 ０􀆰 ７５， 空 白 对 照 组 为 ０􀆰 ６９；
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 重组质粒

转染 ２４ ｈ 后 ＯＤ４５０值分别为 １􀆰 ２８ 和 １􀆰 １７， 空白对照

组为 １􀆰 ０７ （图 ６Ｂ）。 随着转染时间的延长， ＯＤ４５０值

略微升高， 但各组差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结果表

明， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ － ｂｓｐＤ 重组质粒转染细胞后，
对细胞增殖无显著影响。
２􀆰 ６　 ＢｓｐＤ 蛋白对细胞因子分泌的影响

图 ７ 显示， 转染重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ

的细胞上清液中 ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－４ 的分泌水平显著高于

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 转染组和空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 转染组 Ｔｈ１ 型细胞

因子 ＩＦＮ－γ 的分泌水平与 Ｔｈ２ 型细胞因子 ＩＬ－４ 的分

泌水平相当。 结果表明 ＢｓｐＤ 蛋白可诱导 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７
细胞分泌 Ｔｈ１ 型细胞因子和 Ｔｈ２ 型细胞因子。
２􀆰 ７　 ＢｓｐＤ 蛋白对细胞凋亡相关基因表达的影响

由 图 ８ 可 知， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － ＥＧＦＰ － ｂｓｐＤ 和

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 重组质粒转染 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞 １２ ｈ
和 ２４ ｈ 后， ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－
８ 的相对表达水平略高于空白对照组， 但各组差异不

显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结果表明， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ
重组质粒转染细胞后， 对细胞中凋亡相关基因的表达

无显著影响。
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图 ６　 质粒转染效果 （Ａ） 及 ＢｓｐＤ 蛋白对 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞增殖能力 （Ｂ） 的影响

∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 质粒转染效果 （Ａ） 及 ＢｓｐＤ 蛋白对 ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－４ 分泌 （Ｂ） 的影响
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图 ８　 ＢｓｐＤ 蛋白对细胞凋亡相关基因 Ｃａｓｐａｓｅ－３ （Ａ） 和 Ｃａｓｐａｓｅ－８ （Ｂ） 表达的影响

３　 讨论

布氏杆菌病是一种世界流行性的传染病， 目前在

许多国家和地区仍有疫情报道。 Ｔ４ＳＳ 是布氏杆菌的

重要毒力调控系统， 在布氏杆菌的胞内存活中发挥关

键作用［２７］。 Ｍｙｅｎｉ 等［２０］ 的研究发现， ＢｓｐＤ 蛋白为分

泌蛋白， 并通过 ＴＥＭ－１ 和 ＣｙａＡ 报告子融合试验表

明， ＢｓｐＤ 蛋白只有 Ｃ 端融合 ＴＥＭ－１ 报告子显示依赖

于 Ｔ４ＳＳ 易位， 表明 ＢｓｐＤ 蛋白可能不只被 Ｔ４ＳＳ 易

位， 还可能被其他分泌系统通过转位信号混杂易位。
Ｍｙｅｎｉ 等［２０］ 还发现， Ｔ４ＳＳ 的功能受损并没有影响

ＢｓｐＤ 蛋白的分泌， 由此推测 ＢｓｐＤ 蛋白依赖两个或两

个以上的分泌系统。 根据生物信息学的研究结果显

示， ＢｓｐＤ 蛋白不具备信号肽， 具有亲水性， 且含有

跨膜结构， 同时具有 １７ 个磷酸化位点和 １１ 个抗原决

定簇， 其二级结构以 α－螺旋为主［２８］。 在此基础上，
本研究成功构建了真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ －
ｂｓｐＤ， 转染 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞后， ＢｓｐＤ 蛋白可在细胞

内表达， 并具有良好的反应原性， 为进一步筛选宿主

互作蛋白提供了材料。
本研究选取的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ 载体含有多克隆

位点， 可高效表达外源基因， 广泛用于基因表达检测

和 ＤＮＡ 疫苗的研究［２９－３０］。 马科锋等［３１］ 构建了结缔

组织生长因子 （ＣＴＧＦ） 的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 真核表达质粒

（ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＣＴＧＦ）， 转染人成骨样细胞 ＳａＯＳ－２ 后，
能够在其中稳定表达。 肖航等［３２］ 制备了血管紧张素

转化酶 ２ （ ＡＣＥ２） 的 ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １ 真核表达质粒

（ｐｃＤＮＡ． ３􀆰 １－ＡＣＥ２）， 转染中国仓鼠卵巢 （ＣＨＯ）
细胞后， 发现可以在 ＣＨＯ 细胞中表达 ＡＣＥ２ 蛋白。
姚燕 等［３３］ 构 建 鼠 源 核 孔 蛋 白 ８５ （ ＮＵＰ８５ ） 的

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 真核表达质粒 （ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － ３ × Ｆｌａｇ － ｃ －
ＮＵＰ８５）， 转染小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 后， ＮＵＰ８５
能够抑制脂多糖 （ＬＰＳ） 刺激的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞的增

殖并促进其凋亡， 并且 ＮＵＰ８５ 促进 ＬＰＳ 刺激的 ＲＡＷ
２６４􀆰 ７ 细胞中炎症因子白细胞介素－６ （ ＩＬ－６） 和肿

瘤坏死因子－α （ＴＮＦ－α） 的表达。 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞

同样 也 是 布 氏 杆 菌 的 靶 细 胞。 本 研 究 构 建 了

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ ＥＧＦＰ － ｂｓｐＤ 真核表达质粒， 转染 ＲＡＷ
２６４􀆰 ７ 细胞， 证实 ＢｓｐＤ 蛋白能够在细胞中表达， 为

研究 ＢｓｐＤ 蛋白对宿主细胞生理功能的影响奠定了

基础。
ＩＦＮ－γ 属于 Ｔｈ１ 型细胞因子， 能刺激活化的浆细

胞产生免疫球蛋白 ＩｇＧ２ａ［３４］。 ＩＦＮ－γ 是巨噬细胞杀菌

活性所必需的因子， 它可激活巨噬细胞以增强其杀伤

作用并抑制病原微生物的繁殖［３５］。 ＩＦＮ－γ 可由激活

的 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞、 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞和自然杀伤细胞 （ＮＫ）
细胞产生， 当布氏杆菌感染细胞时， 直接启动 ＩＦＮ－γ
基因的转录。 因此， ＩＦＮ－γ 在根除胞内布氏杆菌， 特

别是布氏杆菌感染早期发挥重要作用。 ＩＬ－４ 主要由

ＣＤ４＋ Ｔ 细胞产生， 调节细胞介导的免疫应答。 ＩＬ－４
属于 Ｔｈ２ 型细胞因子， Ｔｈ２ 反应可促进布氏杆菌的调

理作用。 ＩＬ－４ 是一种抗炎因子， 可抵抗病原微生物

的入侵［３６］。 去除 ＩＬ－４ 可抑制抗布氏杆菌的抗体反

应［３７］。 本研究发现， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － ＥＧＦＰ － ｂｓｐＤ 转染

ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞后可诱导细胞分泌较高水平的 ＩＦＮ－
γ 和 ＩＬ－４， 表明 ＢｓｐＤ 蛋白可诱导 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 型混合

免疫反应。
细胞凋亡是细胞的程序性死亡， 在病原体的致病

过程中起着重要作用。 布氏杆菌可抑制宿主细胞凋

亡， 达到在感染宿主中存活的目的［３８］。 然而， 具体

机制尚不清楚。 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ－８ 是细胞凋亡

的关键调节因子。 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 分布广泛， 可在淋巴细

胞来源的细胞系中高表达， 可能是免疫系统中细胞凋

亡的重要介质［３９］。 布氏杆菌感染宿主细胞后可抑制

Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 的表达［１２］。 本研究发现， ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －
ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 转染 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞后不影响 Ｃａｓｐａｓｅ－３
和 Ｃａｓｐａｓｅ－８ 的转录。

４　 结论

真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＧＦＰ－ｂｓｐＤ 转染 ＲＡＷ
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２６４􀆰 ７ 细胞后， ＢｓｐＤ 蛋白能够在 ＲＡＷ ２６４􀆰 ７ 细胞中

表达。 ＢｓｐＤ 蛋白可诱导细胞分泌 Ｔｈ１ 型细胞因子

（ＩＦＮ－ γ） 和 Ｔｈ２ 型细胞因子 （ ＩＬ － ４）， 对 ＲＡＷ
２６４􀆰 ７ 细胞无毒性反应。 此外， ＢｓｐＤ 蛋白对细胞增

殖和细胞凋亡相关基因的表达无显著影响。 本研究为

筛选 ＢｓｐＤ 蛋白在宿主细胞的互作蛋白， 并探讨其在

宿主细胞内的生物功能和影响机制奠定了基础。
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