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肺炎链球菌毒力因子 PspA的原核表达、纯化及鉴定 
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【摘 要】目的：通过构建原核表达载体，获得肺炎链球菌毒力因子PspA重组蛋白。方法：分离培养肺炎链球菌TIGR4，获取其 

染色体 DNA，采用基因体外重组法将PspA序列克隆到原核表达载体PET一32(a)上，用酶切及测序鉴定。将重组质粒转化到大 

肠杆菌 BL21(DE3)中，经 IPTG诱导，进行蛋白纯化，获得的重组蛋白用 SDS—PAGE和 Western blot鉴定。结果：克隆的 DNA序 

列与 GenBank中的数据相符，获得的重组蛋白 PspA纯度达到 90％。结论：成功表达和纯化了 PspA，为肺炎链球菌多肽联合疫 

苗研制和该蛋白的结构生物学分析奠定了基础。 
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【Abstract】Objective：To obtain purified PspA produced by prokaryotic expression system．Methods：Template DNA was isolated 

from cultured Streptococcus pneumonia TIGR4．By gene recombination technology in vitro，sequence encod ing PspA an tigen epi— 

tope was cloned into PET-32 (a)expression vector．After being confirmed by sequencing，expressed antigen protein Wilts identi— 

fled by SDS—PAGE and Western blot．Results：The DNA sequence ana[ysis confi rm ed that the cloned PspA gene Wilts according 

to GenBan k data．Th e PspA fusion protein Wilts proved by Western blot．Conclusion：A highly expressed recombinant PspA pro— 

tein Wilts successfully obtained ． 

【Key words]Streptococcus pneumonia；PspA；Vaccine 

肺炎链球菌是一种广泛传播的条件致病菌，目 

前仍然是严重侵袭性感染如脑膜炎、肺炎、败血症 

等最重要的病原体之一，全球每年死于肺炎链球菌 

感染的总人数大致与结核相仿【1】。流行病学调查显 

示 ，即使应用抗生素，肺炎链球菌感染后的死亡率 

仍然较高，并且耐药菌株还在不断增加 ，因此疫苗 

在其感染防治中的作用越来越重要。目前主要应用 

的是 23价多糖疫苗和7价结合疫苗 ，但前者覆盖 

的血清型有限且不是 T细胞依赖性的，对免疫系统 

发育不完善的 2岁以下小孩和老年人的保护性弱闭； 

后者存在荚膜血清型转换和载体携带的荚膜多糖 

血清型数量有限以及生产成本很高，不适合在发展 
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中国家大量使用，并且在肺炎高发人群中的保护作 

用小等问题[31，因此必须发展新型的肺炎链球菌疫 

苗，肺炎链球菌蛋白质(多肽)疫苗是 目前发展前景 

最好的一种。肺炎链球菌自身的一些蛋白质如肺炎 

链球菌表面蛋白 A(PspA)、溶血素(plv)及肺炎链球 

菌胆碱结合蛋白 A(CbpA)等是肺炎链球菌蛋白疫 

苗的候选组分，它们作为肺炎链球菌毒力因子在肺 

炎链球菌引起的感染性疾病中起着重要的作用 。 

我们用基因重组技术表达并纯化肺炎链球菌毒力 

因子 PspA，为肺炎链球菌蛋白疫苗研制和 PspA的 

结构生物学分析奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 
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都无明显的影响。在经过镍离子亲和层析，透析除 

咪唑后 ，得到了纯度达到 90％的重组蛋白。从一级 

结构的序列分析、融合蛋白的分子量以及其带有的 

6个组氨酸接头等几方面，证实了该表达蛋白为 

PspA。PspA的成功表达为研制其单克隆抗体、动物 

免疫奠定了物质基础。 

PspA缺陷菌株在小鼠体内毒力明显下降，作为 

肺炎链球菌重要的毒力因子，其主要作用是与乳铁 

蛋白结合使其丧失功能并抑制补体活化 ，降低 c站 

在肺炎链球菌表面的沉淀从而干扰补体介导的吞 

噬调理作用，而吞噬调理作用被认为是宿主清除肺 

炎链球菌最主要的途径【8，91，但 PspA在肺炎链球菌 

致病中所起的作用还没有完全阐明。目前还没有任 

何有关 PspA结构生物学方面的报道，我们期待在 

实现其高效可溶性表达的基础上，能够研究其结构 

生物学，进一步阐明其功能。 

(通讯作者：尹一兵 ，电话 023—68485658，E—mail：yib— 

ingyin@21cn．con。) 
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深入的研究，以阐明羊水膜内转运和平衡调控的分 

子机制，有望为羊水量异常的治疗提供新的策略。 
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