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空肠弯曲菌Pen：19 cadF基因真核表达 

重组质粒的构建与表达 

郑 惠，蔡方成，邓 兵，钟 敏 

(重庆医科大学儿童医院神内科 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：构建空肠弯曲菌Pen：19 cadF基因真核表达重组质粒，并证实其能在COS一7细胞中表达。方法：以含有KpnI和 

0尺I酶切位点的同一对引物行 PCR反应，获得空肠弯曲菌 Pen：2、Pen：8、Pen：19和 Pen：21 cadF基因DNA片段。并选择与格 

林 一巴利综合征最为相关的空肠弯曲菌 Pen：19 PCR产物为目的基因片段，插入到真核表达载体 pcDNA3．1(+)中，以构建重组质 

粒 pcDNA3．1(+)一cadF。重组质粒经双酶切 、PCR反应鉴定和 DNA双向测序确认后转染至 COS一7细胞。运用 RT—PCR方法检测 

重组质粒在细胞 mRNA水平的表达。结果：双酶切反应 、PCR反应和 DNA双向测序证实 cadF基因插入成功。采用 RT—PCR方 

法能够从重组质粒转染的COS一7细胞中扩增出与 目的基因大小一致的 DNA片段。结论：空肠弯曲菌 Pen：19 cadF基因真核表 

达重组质粒 pcDNA3．1(+)一cadF构建成功，并能在 COS一7细胞中表达。为空肠弯曲菌 DNA疫苗的研究奠定了良好的基础。 
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Construction and Expression of the eukaryotic expression recombi nant 

plasmid of CadF gene of Campylobacter jejuni Pen：1 9 
ZHENG Hui，et al 

(Department ofNeurology,the Children’S Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct the eukaryotic expression recombinant plasmid of cadF gene of Campylobacter jejuni Pen：19 and to 

identify its express in COS-7 cells．Methods：Total DNA of Campylobacter jejuni Pen：2、Pen：8、Pen：19 and Pen：21 were used as tem- 

plates respectively and cadF gene DNA with nI and EcoRI sites were amplified by PCR reactions using same primer． Because of its 

closest association with Guillain—Barr∈ syndrome．the PCR product of Pen：19 was selected as target gene and inserted into the eukaryotic 

expression vector pcDNA3．1(+)and the recombinant plasmid pcDNA3．1(+)-cadF was constructed．The recombinant plasmid Was identi- 

fled by restriction enzyme digestion an d PCR reaction and Was confirmed by sequencing． Th e recombinant plasmid Was then transfected 

into mammalian cell COS-7 for mRNA expression an d the expression were investigated by RT—PCR reaction．Results：It Was confirm ed 

with restriction enzyme digestion and PCR reaction and sequencing that cadF gene was cloned into pcDNA3．1(+)successfully．The ob— 

jective gene Was am plified from COS一7 cell transfected with the recombinant plasmid pcDNA3．1 (+)-cadF by RT-PCR． Conclu— 

sion：The eukaryotic expression recombinant plasmid pcDNA3．1 (+)-cadF is constructed and expressed in COS一7 cell successfully． 

The results obtained lay the foundation for research on development of Campylobacter jejuni DNA vaccine． 

【Key words】Campylobacter jejuni；CadF gene；Recombinant plasmid；DNA vaccine 

空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni，CJ)属微需 

氧革兰氏阴性鞭毛螺旋菌，为人及动物胃肠道共同 

易感菌。许多家禽和家畜为该菌宿主，人类主要通过 
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饮用被污染的水源、乳制品及食物或与动物直接接 

触而感染。目前 CJ感染已成为全球范围内急性胃肠 

炎最常见的病因之一『ll，即使在工业化国家，由CJ引 

起的腹泻也已超过沙门氏菌。在发展中国家，CJ更 

是儿童腹泻死亡的重要病原。CJ感染除引起急性胃 

肠炎外，更具严重后果的是该菌与格林 一巴利综合 

征(Guillain—Barr6 syndrome，GBS)有非常密切的关 
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系，是导致儿童发生急性迟缓性瘫痪的重要病因圜。 

由于目前对 cJ的遗传学特性、毒力因子和致病作 

用了解甚少，故至今尚无有效的预防和治疗措施。 

因此 ，研究有效措施来预防和控制 CJ感染及其相 

关疾病成为国内外学者关注的一项重要课题。使用 

安全有效的 DNA疫苗可能是控制和预防 CJ感染 

的最佳途经。 

DNA疫苗就是把外源基因克隆到真核表达载 

体质粒上，然后将重组的质粒 DNA导人动物体内， 

使外源基因在活体内表达，产生的抗原激活机体免 

疫系统，引起细胞和体液免疫反应。大量研究表明， 

DNA疫苗的有效性与抗原基因的正确选择密不可 

分 ，所选择的抗原基因应具有高度的保守性。而 

Parkhill等[ 1对 CJNCTC 1 1 168基因组序列分析发现： 

该基因组序列为一超变量序列。CJ基因组序列的高 

变异，尤其是编码膜表面抗原性蛋白的基因序列的 

高变异，可能与 cJ逃逸宿主免疫系统的清除和 cJ 

感染后引起不同疾病有关。因此，对 CJ这种抗原基 

因和表型多样的细菌，抗原基因的正确选择显得尤 

为重要。研究发现，cJ cadF基因编码表达一种 37kd 

的膜蛋白[41，该蛋白介导 CJ与宿主肠道细胞表面的 

纤维连结蛋白结合，从而促进 cJ与宿主肠道细胞 

的结合。Datta等【5J采用 PCR方法分析来自临床、禽 

肉、家畜家禽排泄物共 111株 cJ，结果发现在所测 

试的 111株 CJ中 cadF基因的检出率为 100％，提 

示CJ cadF基因具有高度的保守性。以此构建的CJ 

Pen：19 pcDNA3．1(+)一cadF DNA疫苗，应具有预防不 

同 cJ血清型感染的免疫保护力 ，为空肠弯曲菌 

DNA疫苗的实验研究奠定基础。 

l 材料与方法 

1．1 试 剂 

PCR试剂 、各种限制性 内切酶 、T4DNA连接酶 、DNA 

marker和 RT—PCR一步法试剂盒等购自大连宝生生物公司； 

细菌基因组 DNA抽提试剂盒、PCR产物纯化试剂盒、胶回收 

试剂盒 、质粒小量抽提试剂盒和组织 ／细胞 RNA抽提试剂 

盒等购 自上海华瞬生物有限公司；质粒大量抽提试剂盒和 

PolyFect转染试剂购自QIAGEN公司。 

1．2 菌种、质粒和细胞 

空肠弯曲菌 Pen：2、Pen：8、Pen：19和 Pen：21菌株均 由本 

研究室保存；E．Coli．TOpl0菌株和真核表达载体质粒 pcDNA 

3．1(+)由重庆医科大学微生物研究室朱道银教授惠赠；COS一7 

细胞由重庆医科大学病理生理研究室提供。 

1_3 买验方法 

1．3．1 引物设计 根据GeneBank中登录的空肠弯曲菌 Pen：2 

标准株 cadF基因的编码序列，设计引物P1(5-ggggtaccAT 

GAAAAAAATATTCTTATGT丌AGG一3)和 P2(5-ggaattcTrAT 

cTTAAAATAAATITAGcATcc一3)，其酶切位点分别为 KpnI 

和 EcoRI。上述引物由赛百盛生物工程公司合成。 

1．3．2 扩增目的基因 将空肠弯曲菌 Pen：2、Pen：8、Pen：19和 

Pen：21分别接种于心脑浸液肉汤 (Brain—Heart infusion broth， 

BHIB)培养基中，当需要观察菌落形态时 ，划线接种于 sti卜 

rOW培养基，置于含 85％N 、10％cO2、5％O 的CO 培养箱， 

恒温 42~C培养 24h一48h，收获细菌。采用细菌基因组 DNA抽 

提试剂盒分别提取空肠弯曲菌 Pen：2、Pen：8、Pen：19和 Pen：21 

基因组 DNA，测其质量浓度为 1 IX g，IXl，以此为模板进行 

PCR反应。反应条件为 94℃ 5min，60℃40s，60℃ 45s，62℃ 

40s，72~C 1rain，循环30次，72~C延伸5min结束反应。分别取 

5 l上述 PCR反应产物进行 1％琼脂糖凝胶电泳。采用 PCR 

产物纯化试剂盒纯化后，用于 pcDNA3．1(+)一cadF重组质粒 

的构建。 

1．33 载体质粒 pcDNA3．1(+)的小量提取 用接种环沾取 

少许含高效表达载体质粒 pcDNA3．1(+)的 E．Coli．Top10细 

菌冻存液 ，接种于 3ml LA(LB中含 100ug／ml Amp)培养基 

中，37℃、230r／min振荡过夜。次日参照质粒小量抽提试剂盒 

说明书进行载体质粒 pcDNA3．1(+)的小量提取 ，并取 5 l 

洗脱液进行 1％琼脂糖凝胶电泳。 

1．3．4 重组质粒的构建 将 CJ Pen：19 cadF基因 PCR纯化 

产物与载体质粒 pcDNA3．1(+)分别经 nI和 oRI双酶 

切回收后进行连接反应 ，转化感受态细菌 E．Coli．Top10，并以 

氨苄青霉素进行筛选。选取生长良好的阳性克隆菌落，增菌 

后小量提取重组质粒用于双酶切鉴定 、PCR鉴定和 DNA双 

向测序确认。 

1．3．5 重组质粒转染 COS一7细胞 参照质粒大量抽提试剂 

盒 (EndoFree Plasmid Giga Kit)说明书进行重组质粒 pcDNA 

3．1(+)一cadF的大量提取。紫外分光光度仪定量后，无菌生 

理盐水将其稀释为 1 g／ 1o同时，收获处于指数生长期细胞 

数约为 1×105-1×106的 COS一7细胞，接种于 6孑L细胞培养 

板中，置37℃、5％ CO 培养箱中培养24h，使70％～80％细胞 

汇片。设立空细胞、空质粒对照孑L和重组质粒实验孑L，采用 

PolyFect转染试剂介导的转染法进行细胞转染，置37℃、5％ 

COz培养箱中培养 24h。由于重组质粒 DNA进入宿主细胞 

后 ，先在细胞核内转录为 mRNA，再在细胞浆中翻译成蛋 白 

质。因此，参照组织 ／细胞 RNA抽提试剂盒的操作步骤，分 

别收集实验孑L和对照孔细胞，提取 RNA，用于检测重组质粒 

pcDNA3．1(+)一cadF在 COS一7细胞中的瞬时表达。 

1．3．6 RT—PCR法检测重组质粒在 COS一7细胞 中的表达 

采用紫外分光光度仪测定所提 RNA的 A260／A280比值后， 

按照 RT—PCR一步法试剂盒的操作步骤进行逆转录反应和 

多聚酶链反应。逆转录反应条件为 42℃ 30min．99~C 5min． 
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2，3 RT—PCR法检测重组质粒在 COS一7细胞中的 

表达 

紫外分光光度仪测定所提 RNA的 A260~280 

比值均在 1．9～2，0之间，说明所提 RNA的纯度较 

高。逆转录反应和多聚酶链反应结果显示，只有重 

组质粒 pcDNA3，1(+)一cadF转染的 COS一7细胞能够 

扩增出相应的 目的条带 (图 6)。表明重组质粒 

pcDNA3，1 f+1一cMF转染成功，并能在 COS一7细胞中 

表达。 

图6 RT-PCR检测重组质粒在 COS一7细胞中的表达 

1：pcDNA3．1(+)；2：I-ecombinant pl~mid；3：ne~tive cont' ；M 

DNAm~ker 

3 讨 论 

空肠弯曲菌系人畜共同易感菌，该菌通常导致 

腹泻 ，然而可并发 GBS、肝炎、胆囊炎 、溶血性尿毒 

症和脑膜炎等，其临床表现的不同可能反应了cJ 

不同血清型间基因表达的多样性。Do~ell等同采用 

DNA Microbes方法比较了 11株 CJ型间基因组 

水平的多样性。与 CJ标准株基因组序列比较，1300 

(78．6％)基因存在于所测试的11株 cJ中(核心基 

因)，另有 345个基因(21．4％)在至少一株 CJ中缺 

失(可变基因 )。核心基因主要编码具有管家功能 

的蛋白活性物质，与细菌代谢 、生物合成及代谢调 

节过程相关。另外，编码细胞扩张毒素、鞭毛结构蛋 

白、磷脂酶 A、PEB抗原表面蛋白和参与宿主病原 

体相互作用的蛋白编码基因(如 cMF、ciaB和 cheY 

基因)，也存在于所测试的 11株 cJ中。即使在不同 

血清型 CJ之间也未见其基因序列的多样性，提示 

这些基因编码的蛋白在 CJ致病中是不可缺少的。 

而参与编码 CJ表面结构的相关基因，如荚膜多糖 

生物合成基因群 (cj1413～Cjl~8)、LOS生物合成 

基因群 (Cjl 131～cj1 152)和鞭毛蛋白转录后修饰的 

基因群 (Cj1305～cj1345)等，均可在一个或多个 cJ 

株中缺失或高变异 ，提示编码 CJ表面结构的相关 

基因随 cJ生存环境的影响而产生变化，导致 cJ型 

间基因和表型的多样性，引起宿主出现不同疾病。 

并且，cJ基因组序列的多样性可能有助于其在动态 

环境里生存 、定植和逃逸人类免疫系统的清除。同 

样也使当前预防 cJ感染的措施难以奏效，迄今尚 

无安全有效的 CJ疫苗正式在疾病防治中应用。 

当前 cJ疫苗研制的主要形式和存在问题包 

括 ：(1)亚单位疫苗：目前用于亚单位疫苗研究的 CJ 

抗原主要有鞭毛抗原、PEB1蛋白、外膜蛋白、趋化 

蛋白等。但是，由于亚单位疫苗诱导长期免疫反应 

的效果较差 ，并且不能进入 MHCI类抗原呈递途 

经，故不能有效诱导细胞免疫反应。而细胞免疫反 

应对杀菌免疫或病原体的清除具有十分重要的作 

用。(2)灭活疫苗：采用灭活 CJ制备的疫苗，尽管具 

有多种重要的保护性抗原，但因灭活的 cJ全菌中 

可能包含有引起 GBS的神经节苷脂模拟物，而存在 

潜在的神经毒性危险。并且，灭活疫苗的细胞免疫 

力弱，免疫效果有一定的局限性。(3)减毒活疫苗：使 

用人工同源重组 DNA技术研制减毒活疫苗是近年 

常用的方法。尽管可通过人工同源重组 DNA技术， 

有目的的仅消除 cJ某种毒力因子而其余的抗原成 

分不发生缺失 (如保留鞭毛抗原、PEB1蛋白、外膜 

蛋白、趋化蛋白等多种有保护作用的抗原 )来研制 

cJ减毒活疫苗。但是根据 Datta等同采用 PCR方法 

对来 自临床 、禽肉及家禽家畜排泄物共 111株 cJ 

进行的致病基因流行病学调查发现：有许多致病基 

因分别与 cJ的粘附、侵袭、定植和毒素产生，以及 

GBS的发生有关。因此 ，对 CJ这种抗原多样 、致病 

因子和保护性抗原均不十分确定的细菌 ，要选择一 

种适当的 cJ株作为减毒活疫苗的侯选株变得十分 

复杂。相比而言，DNA疫苗以其安全、免疫保护性完 

全而备受重视。 

尽管 目前还未见有关 CJ DNA疫苗的研究报 

道，但近十年国内外对其它致病菌 DNA疫苗的成 

功研究工作【81，为本研究打下了坚实的理论基础。 

本研究通过 PCR扩增获得 CJ Pen：2、Pen：8、Pen：19 

和 ~n：21 cadF基因 PCR产物，并选择与格林 一巴 

利综合征最为相关的空肠弯曲菌 Pen：19 cadF基 

因的 PCR产物为目的基因片段。将 目的基因片段 

与真核表达载体peDNA3．1(+)相连，以构建重组质 
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粒 pcDNA3．1(+)一cadF。重组质粒经双酶切鉴定、PCR 

反应鉴定和 DNA测序，其结果表明真核表达重组 

质粒 pcDNA3．1(+)一cadF构建成功。为证实所构建的 

重组质粒具有应用价值，我们采用 PolyFect转染试 

剂介导的转染法把重组质粒转入真核细胞 COS一7 

进行表达 ，并采用 RT—PCR法检测重组质粒在 

COS一7细胞中的瞬时表达。结果表明，重组质粒 

pcDNA3．1(+)一cadF转染成功，并能在 COS一7细胞中 

表达，为进一步研究 DNA疫苗在预防和控制 cJ感 

染及其相关疾病中的作用奠定了基础。 
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