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大肠杆菌 O157：H7外膜蛋白 C 重组表达及

免疫原性研究

陈 鹏 1 卢帅臣 1 韩迎珊 1 王文彬 1,2,3*

（1. 江苏海洋大学海洋食品与生物工程学院，江苏  连云港  222005； 2. 江苏海洋大学江苏省海洋生物技术重点实

验室，江苏  连云港  222005； 3. 江苏海洋大学江苏省海洋生物产业技术协同创新中心，江苏  连云港  222005）

摘要：【目的】探究大肠杆菌（Escherichia coli， E. coli） O157：H7外膜蛋白 C （OmpC）的免疫原性。【方法】分别

构建 pET-28a-ompc、pET-22b-ompc-SUMO 重组质粒，表达纯化重组蛋白 OmpC，并验证大肠杆菌 O157：H7菌

体免疫制备的 2G12抗体的识别抗原是否为 OmpC。【结果】作者成功构建了 2种重组质粒，其中 pET-28a-ompc

在 E. coli BL21 中成功表达；重组蛋白 OmpC 的最佳诱导表达条件为：0.2 mmol/L IPTG、37 ℃诱导 12 h；在

800 mmol/L 咪唑洗脱时得到含有 His 标签的包涵体 OmpC，通过尿素梯度复性结合 Ni-NTA 柱纯化，在

500 mmol/L 咪唑洗脱时获得可溶性 OmpC。【结论】可溶性 OmpC 和包涵体 OmpC 均能与单克隆抗体 2G12发

生特异性反应。该研究为后续利用 OmpC制备高亲和力的大肠杆菌 O157：H7单克隆抗体奠定了基础。
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Abstract: [Objective] This study aims to investigate the immunogenicity of the outer membrane protein C 

(OmpC) of Escherichia coli (E. coli) O157: H7. [Method] The recombinant plasmids pET-28a-ompc and 

pET-22b-ompc-SUMO were constructed, and the recombinant protein OmpC was expressed and purified. Then, 

whether the target antigen of the 2G12 antibody prepared by E. coli O157: H7 cells was OmpC was determined. 

[Result] Two recombinant plasmids were successfully constructed and pET-28a-ompc was successfully expressed 

in E. coli BL21. The optimal induction conditions for expression of recombinant OmpC were 0.2 mmol/L IPTG, 

37 ℃, and 12 h. The OmpC inclusion bodies containing His tags were obtained through elution with 800 mmol/L 

imidazole. The soluble OmpC was renatured by urea gradient dialysis and then eluted from the Ni-NTA column 

with 500 mmol/L imidazole. [Conclusion] OmpC in both the soluble form and the inclusion body form 

specifically react with the monoclonal antibody 2G12. The findings lay a foundation for the further preparation of 

high-affinity E. coli O157:H7 monoclonal antibodies with OmpC.
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大肠杆菌 O157：H7是肠出血性大肠杆菌的典

型代表，对人类具有致病性，而对牛等反刍动物无

致病性，这使得该菌在牛及牧场其他动物中的检出

率较高［1］。此外，大肠杆菌 O157：H7在环境中分布

广泛，易通过水、土壤、动物粪便等途径传播至食物

链，进入人体后可产生志贺毒素并导致疾病暴发，

典型症状包括肠胃炎、出血性腹泻及溶血性尿毒症

等［2-7］。研究表明，大肠杆菌 O157：H7 存在于多种

受污染和未煮熟的食物中，如牛肉、猪肉、鸡肉、海

鲜、野生动物、多叶蔬菜、夏季泡菜、水果、牛奶

等［8-9］。其中牲畜肉类、生禽肉类、凉拌类、海产类、

蔬菜类食品中致泻性大肠杆菌检出率分别为

38.89%、45.00%、5.00%、10.00%、4.55%［10］。

作者前期通过菌体免疫结合单克隆抗体筛选，

基于单克隆抗体 2G12 和 12B1 建立了一种快速检

测大肠杆菌 O157：H7 的双抗体夹心 ELISA 方法。

通过双向电泳、免疫印记、免疫亲和层析、生物质谱

等技术鉴定发现，单克隆抗体 2G12 可识别大肠杆

菌 O157：H7 OmpC（相对分子质量为 40 480），而检

测抗体 12B1 可特异性识别 O157 脂多糖的 O 特异

性侧链［11］。OmpC 是大肠杆菌 O157：H7 的主要外

膜蛋白，属于三聚体结构的非特异性孔道蛋白

质［12］，呈 β桶状结构，参与渗透压调节等生理功能。

其表达丰度高，可激发机体的体液免疫和细胞免

疫，从而抵抗大肠杆菌对机体的感染［13］，是潜在的

候选疫苗蛋白质。

目前，含单克隆抗体 2G12 的细胞株制备腹

水后，纯化的抗体浓度和效价较低，亚克隆后仍

无阳性克隆，推测可能是杂交瘤细胞的部分染

色体丢失所致。因此 ，制备重组蛋白 OmpC 并

验证其是否可与 2G12 抗体识别具有重要意义，

可为后续通过 OmpC 免疫小鼠制备高亲和力、

高特异性的单克隆抗体奠定基础。大肠杆菌原

核表达系统是蛋白质重组表达的常用体系，具

有遗传背景清楚、表达效率高、发酵成本低、操

作简便、培养迅速等优点［14-16］。但其缺点是蛋

白质表达量高、合成速度快，可能导致表达产物

无法正确折叠并造成蛋白质堆积，进而生成包

涵体蛋白质［17-18］。包涵体蛋白质虽具有结构紧

密、不易降解、表达量高等特点［19］，但与正确折

叠的蛋白质在结构和活性上可能存在差异。研

究 中 常 用 的 解 决 方 案 包 括 增 加 促 溶 标 签

（SUMO）蛋白质或通过尿素等试剂进行蛋白质

复性。基于此，作者采用普通 His 标签和 SUMO

这 2 种策略表达大肠杆菌 O157：H7 OmpC，并通

过尿素梯度复性制备可溶性 OmpC，进而验证可

溶性 OmpC 及包涵体 OmpC 与单克隆抗体 2G12

的结合能力。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株与试剂　

大肠杆菌 O157：H7（CICC21530）：中国工业

微生物保藏管理中心 ；pET-28a、pET-22b-ompk-

SUMO：作 者 所 在 实 验 室 保 存 ；E. coli DH5α、

E. coli BL21（DE3）、E. coli Rosetta：武汉淼灵生物

科技有限公司。

基因组 DNA 提取试剂盒、质粒 DNA 提取试

剂盒、胶回收试剂盒、TAE 缓冲液、DNA Marker、

琼脂糖、6×甘油凝胶上样缓冲液、Redred核酸染色

剂、硫酸卡那霉素、氨苄青霉素钠、TrueColor 蛋白

预染 Marker、2×SDS-PAGE 上样缓冲液、过硫酸

铵、三氯乙酸、尿素、考马斯亮蓝 G-250：生工生物

工程（上海）股份有限公司；核酸限制性内切酶

BamH I、Xho I、Hind Ⅲ、T4 DNA 连接酶、Taq PCR 

Mix：宝日医生物技术（北京）有限公司；乙二醇、明

胶、柠檬酸、四甲基联苯胺（TMB）：上海阿拉丁生

化科技股份有限公司；甘氨酸、SDS、丙烯酰胺、三

羟甲基氨基甲烷（Tris）、氯化钙、氯化钠、冰乙酸、

无水乙醇：中国医药集团有限公司；2G12 抗体：江

南大学生物界面与生物检测研究中心提供；Ni 柱

填料：美国通用电气公司。

1.1.2　仪器与设备　

细胞超声破碎仪：JY92-IIN 型，上海领成生物

科技有限公司；振荡培养箱：IS-2102C 型，哈尔滨

市东联电子技术开发有限公司；单人净化工作台：

SW-CJ-1D 型，苏州净化设备有限公司；电泳仪：

041BR75963 型，北京六一仪器厂；PCR 仪：T100 

Thermal Cycler型，伯乐生命医学产品（上海）有限

73



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  301 期  | 2025 年  4 月  | 食品与生物技术学报

公司；凝胶成像系统：GelDoc Go型，伯乐生命医学

产品（上海）有限公司。

1.2　方法

1.2.1　引物设计与合成　

从美国国家生物技术信息中心（NCBI）网站

下载大肠杆菌 O157：H7 ompc（GeneID：916811）的

核苷酸序列。以该序列为模板在 Primer 5 软件中

设计引物。根据 pET-28a 和 pET-22b 质粒的多克

隆位点，选择不会切割 ompc基因的 2个酶切位点，

并在引物的 5′端添加保护碱基。质粒测序采用 T7

启动子通用引物，具体引物信息见表 1，引物由上

海生工生物工程有限公司合成。

1.2.2　ompc基因扩增　

按照基因组 DNA提取试剂盒说明书提取大肠

杆菌 O157：H7的基因组 DNA。使用扩增引物分别

扩增 2种带有限制性内切酶识别位点的 ompc基因

片段。PCR 反应体系为：100 ng/μL DNA 模板 1.0 

μL、100 nmol/L 上下游引物各 1.0 μL、Taq PCR Mix 

12.5 μL，加灭菌后的超纯水补至 25.0 μL。PCR程序

为：98 ℃预变性 3 min；98 ℃变性 15 s、64 ℃退火 30 

s、72 ℃延伸 1 min，30 个循环；最后 72 ℃终延伸 10 

min。扩增产物经核酸限制性内切酶双酶切后，获

得OmpC的基因片段。

1.2.3　重组质粒的构建　

将 pET-28a（宿主菌 E. coli DH5α）和 pET-22b-

ompk-SUMO （宿主菌 E. coli BL21）载体进行过夜

培养，按质粒 DNA提取试剂盒说明书提取质粒，并

使用核酸限制性内切酶进行双酶切（其中 pET-22b-

ompk-SUMO 质粒需切除 ompk 基因片段），获得双

酶切后的空质粒。将双酶切后的空质粒与 ompc基

因片段按摩尔比 1∶3~2∶3混合，添加T4 DNA连接酶

后，于 16 ℃恒温培养箱中连接 16 h。取 5 μL连接产

物，上样至 10 g/dL的琼脂糖凝胶进行电泳验证。

1.2.4　重组质粒的转化与鉴定　

参照 CaCl2 法制备 E. coli DH5α和 E. coli BL21

感受态细胞［20］。将 10 μL 连接产物加到 100 μL 

E. coli DH5α感受态细胞中，轻轻混匀后冰浴 35 min，

于 42 ℃水浴锅中热激 90 s，再冰浴 5 min。随后加入

900 μL无菌 LB液体培养基（胰蛋白胨 1.0 g/dL、NaCl 

1.0 g/dL、酵母提取物 0.5 g/dL），于 37 ℃恒温振荡培

养箱中复苏 50 min。于 6 000 r/min离心 10 min后，取

100 μL上清液吹吸混匀沉淀，涂布于含 50 μg/mL硫

酸卡那霉素或氨苄青霉素钠的LB固体平板（胰蛋白

胨 1.0 g/dL、NaCl 1.0 g/dL、酵母提取物 0.5 g/dL、琼脂

粉 3.0 g/dL）上，于 37 ℃倒置培养 16 h。挑取单菌落

置于 30 μL裂解液中，80 ℃水浴裂解 15 min，以此为

模板，分别用 ompc、质粒通用引物与 ompc扩增引物，

交叉进行 PCR 验证。验证正确的单菌落经摇菌抽

提质粒后进行双酶切验证，送至生工生物工程（上

海）股份有限公司测序。测序正确的重组质粒按相

同方法转入 E. coli BL21（DE3）感受态细胞，鉴定方

法同上。

1.2.5　重组蛋白的诱导表达与纯化　

将测序正确的 2 种重组质粒接种于含有抗生

素的 LB 液体培养基中，在 37 ℃、180 r/min 条件下

振荡培养至 OD600 值为 0.6~0.8，加入 IPTG 诱导过

夜。诱导后的菌液以 5 000 r/min 离心 20 min，然

后加入 1×PBS 缓冲液重悬，于冰浴中用细胞破碎

仪以 300 W 的功率超声破碎（开 3 s、停 6 s）1 h。破

碎液于 12 000 r/min 离心 20 min 后，收集上清液和

沉淀，分别进行 SDS-PAGE验证。

用 8 mol/L 尿素将沉淀溶解，于 5 000 r/min 离

心 5 min 去除沉淀，上清液采用 Ni 柱纯化。先用

5 倍柱体积的超纯水清洗，再用 5 倍柱体积平衡缓

表  1　引物序列

Table 1　Sequences of primers

序号

1

2

3

4

5

6

引物名称

28a-ompc-F

28a-ompc-R

22b-ompc-F

22b-ompc-R

T7-F

T7-R

引物序列（5′—3′）

CGGGATCCATGAAAGTTAAAGTACTGTCCCTCC

CCGCTCGAGTTAGAACTGGTAAACCAGACCC

CGGGATCCATGAAAGTTAAAGTACTGTCCCTCC

CCCAAGCTTTTAGAACTGGTAAACCAGACCC

TAATACGACTCACTATAGG

GCTAGTTATTGCTCAGCGG

注：下划线为酶切位点。
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冲液平衡。将蛋白质溶液重复过柱 2次，然后分别

用 20、40、60、80、100、200、300、500、600、

800 mmol/L 的咪唑进行洗脱，收集各洗脱液。洗

脱后用 3 倍柱体积的 8 mol/L 尿素洗涤，最后用 5

倍柱体积的纯水冲洗柱子，并用体积分数 20% 的

乙醇密封保存 Ni 柱。可溶性 OmpC 纯化过程为：

首先对包涵体进行复性，依次在 6、4、2、1、0 mol/L

的尿素溶液中透析，透析液经 0.45 μm 滤膜过滤

后，按上述 Ni柱纯化步骤处理上清液。

1.2.6　直接 ELISA 法和免疫印迹法检测　

采用直接 ELISA 法和免疫印迹法检测纯化后

的 OmpC［21］与作者所在实验室前期制备的单克隆

抗体 2G12-HRP 的免疫原性。直接 ELISA 法检测

过程为：用包被缓冲液将蛋白质分别稀释至 1.0 

μg/mL 和 0.5 μg/mL，按 100 μL/孔加入 96 孔酶标

板，37 ℃包被 2 h。弃去包被液，拍干后每孔加入

250 μL 洗涤液，于水平摇床上振荡 3 min，重复 3

次。每孔加入 200 μL 封闭液，37 ℃封闭 2 h，洗板

3次。用抗体稀释液将抗体 2G12-HRP 稀释 100倍

后进行 3 倍梯度稀释 ，按 100 μL/孔加入抗体 ，

37 ℃孵育 30 min，洗板 4 次。将底物显色液 A 液

和 B 液按体积比 5∶1 混合 ，每孔加入 100 μL，

37 ℃反应 15 min 后加入 50 μL 终止液，用酶标仪

测定 450 nm 处的吸光度。当待测抗原某稀释梯

度的 OD450 值大于阴性对照 OD450 值的 2.1 倍时，

该稀释度即为抗原的血清效价，吸光度与效价呈

正相关。

免疫印迹法的方法参考文献［11］进行，由于

2G12-HRP 已带 HRP，无需额外添加羊抗鼠二抗。

将 2G12-HRP 酶标抗体用 Western blot抗体稀释液

稀释 1 000 倍，置于水平摇床上室温孵育 1 h，随后

用 PBST 洗涤液洗涤 5 次，加入 TMB 沉淀型底物

显色，5~10 min出现清晰条带后水洗以终止反应。

2　结果与讨论

2.1　大肠杆菌 O157：H7 ompc 基因扩增及质粒双酶

切结果

使用针对 pET-28a 和 pET-22b-SUMO 质粒的

多克隆位点设计的 2 对扩增引物均成功扩增出

ompc片段，见图 1（a）。条带在 1 000 bp上方，与预

期片段 1 104 bp 基本一致。抽提得到的 pET-28a

质粒经 BamH I、Xho I双酶切，pET-22b-ompk-SUMO

质粒经 BamH I、Hind Ⅲ双酶切后，切胶回收 5 000 bp

以 上 的 质 粒 条 带 ，见 图 1（b）。 由 于

pET-22b-ompk-SUMO 质粒携带 ompk 基因片段，双

酶切后会出现 2个条带，回收 5 000 bp以上的 pET-

22b-SUMO 质粒条带。

2.2　重组质粒构建

将双酶切后的目的基因片段与双酶切后的质粒

片段用 T4 DNA 连接酶连接，琼脂糖凝胶电泳验证

结果见图 2（a）。双酶切后的 pET-28a 质粒（5 318 

bp）和 pET-22b-SUMO 质粒（5 759 bp）条带均位于

5 000 bp上方，双酶切后的 ompc条带位于 1 000 bp上

方，连接产物在质粒双酶切条带上方均出现新的条带

（泳道 3、4、7、8），与理论值一致。将疑似重组质粒转

图  1　ompc片段扩增和 pET-28a、pET-22b-ompk-SUMO 质粒双酶切结果

Fig. 1　Amplification of ompc and double digestion of pET-28a and pET-22b-ompk-SUMO
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化至抗性平板后获得单菌落，提取质粒经双酶切后出

现质粒条带和 ompc条带，条带位置均与理论值接近，

见图 2（b）。重组质粒经T7启动子通用引物测序得到

的测序结果与 ompc核酸序列完全一致。

2.3　重组蛋白的诱导与纯化

将 pET-28a-ompc 重 组 质 粒 转 化 至 E. coli 

BL21（DE3）后 ，用 IPTG 诱导过夜并超声破碎 ，

SDS-PAGE 结果见图 3（a）。随着 IPTG 浓度从

0.2 mmol/L 增加至 1.0 mmol/L，所有样品沉淀中

均存在目的蛋白质，且条带深浅不随浓度变化而

变化。因此后续试验选择 0.2 mmol/L 作为 IPTG

的诱导浓度。由图 3（b）可知，通过尿素梯度透

析复性结合 Ni 柱纯化成功制备出纯度较高的可

溶性 OmpC，包涵体 OmpC 则通过超声破碎、尿素

溶解后直接经 Ni 柱纯化制备。 pET-22b-ompc-

SUMO 重组质粒测序结果显示，ompc 基因在质

粒内的插入方向与翻译方向一致。然而，将其转

入 E. coli BL21（DE3）和 E. coli Rosetta 表达菌株

后，经不同浓度 IPTG 诱导均未成功实现 OmpC

表达。

图  2　ompc重组质粒构建验证及转化后双酶切验证

Fig. 2　Construction and transformation verification of recombinant plasmids carrying ompc

图  3　重组蛋白的诱导与纯化结果

Fig. 3　Induced expression and purification of the recombinant protein
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2.4　直接 ELISA 法和免疫印迹法检测结果

直接 ELISA 结果显示，包涵体 OmpC 和可溶

性 OmpC 均能与 2G12-HRP 发生反应，且效价相

当，见图 4。当包被质量浓度为 1.0 μg/mL 时，包

涵体 OmpC 和可溶性 OmpC 与 2G12 的效价均为

8 100；当包被质量浓度为 0.5 μg/mL 时，包涵体

OmpC 和可溶性 OmpC 与 2G12 的效价均为 900。

免 疫 印 迹 结 果 表 明 ，包 涵 体 OmpC 和 可 溶 性

OmpC 与稀释 1 000 倍的 2G12-HRP 孵育后，在相

对分子质量 40 000 左右均出现反应条带，条带位

置与理论值一致，见图 5。上述结果证实，前期

通过大肠杆菌 O157：H7 菌体免疫制备的 2G12

抗体可识别重组蛋白 OmpC，确定 2G12 的识别

抗原为 OmpC。

2.5　讨论

OmpC 作为大肠杆菌 O157：H7 主要的外膜

蛋白［11］，表达丰度高，具有调节细胞内外渗透压

平衡等作用。OmpC 的表达受渗透压胁迫、pH、

温度、营养水平和肠道环境的调节［22-24］。其三聚

体空间结构在细胞膜上形成的孔径，使其在菌体

上能够被抗体识别［25］。有研究表明，大肠杆菌

O157：H7 在低温和营养水平较低的环境下长期

培养时，OmpC 表达丰度下降［26］；而作者所在课

题组前期研究发现，大肠杆菌 O157：H7 在低 pH

和低营养环境下生长时，OmpC 的表达及与单克

隆抗体 2G12 的识别反应相对稳定 ，与 Sleator

等［27］和 Thomas 等［28］的研究结果一致，即大肠杆

菌在较低 pH 和饥饿环境中，OmpC 表达较为稳

定，说明 OmpC 适用于免疫磁分离、免疫分析等

多种场景的广泛应用。

在构建重组质粒过程中常面临转化后抗性平

板无菌落、T4 DNA 连接酶连接效果未知、抗性平

板出现假阳性菌落等问题。以往研究鉴定重组质

粒时，通常采用目的片段扩增引物进行菌落 PCR

验证、测序验证和诱导验证［29-31］，但这些方法假阳

性的概率较高，且试验周期较长。为此，作者在质

粒和目的基因经 T4 DNA 连接酶连接后，先通过

琼脂糖凝胶电泳验证再进行转化。从图中可明显

观察到重组质粒条带，表明转入感受态细胞的连

接产物中存在成功连接的重组质粒，有效提高了

试验效率。针对转化后在抗性板上长出假阳性菌

落的问题（即 ompc 引物扩增出现目的条带，但双

酶切后仅出现空载体条带），采用载体的 T7 启动

子通用引物与 ompc引物进行交叉 PCR 验证，有效

提升了筛选效率。

本研究中表达出的重组蛋白 OmpC 是以包涵

体的形式存在于超声破碎后的沉淀中，这与其他

外膜蛋白的重组表达情况一致［32-35］。不同于其他

研究使用 2 mmol/L 尿素的包涵体洗涤液［36］，作者

采用 8 mol/L 尿素溶解超声破碎后的沉淀，使 His

标签充分暴露以利于与 Ni结合［37］，经低速离心去

除细胞碎片等难溶杂质［38］，0.45 μm 滤膜过滤后通

过 Ni柱纯化［39］。在 Ni柱纯化重组蛋白时，通常用

250 mmol/L 咪唑即可获得高纯度的重组蛋白［40］，

而本研究中 600 mmol/L咪唑洗脱未能得到目的蛋

白质，800 mmol/L 咪唑洗脱时才获得纯净的包涵

体 OmpC，这可能是由于 GE 公司的 Ni柱填料对包

涵体蛋白的结合力更强。本研究中，通过 8 mol/L

图  4　ELISA 试验结果

Fig. 4　ELISA results

图  5　免疫印迹试验结果

Fig. 5　Western blot results
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尿素溶解并离心去除杂质后，先经尿素溶液梯度

复性，再通过 Ni 柱纯化，在 500 mmol/L 咪唑洗脱

时可获得纯净的可溶性 OmpC。

直接 ELISA 法和免疫印迹法是评价抗体对目

标蛋白质特异性识别的常用技术［41］。直接 ELISA

法操作简便、敏感度高，且测定时目标蛋白质结构

无显著变化［42］。免疫印迹法结果直观，但操作复

杂、耗时长、影响因素较多，测定时目标蛋白质的

空间结构会因 SDS 的变性作用发生改变。本研究

中，2G12-HRP在 ELISA 和免疫印记中均能识别可

溶性和包涵体形式的 OmpC，进一步证实其识别

抗原为 OmpC，且识别表位在 OmpC 中具有良好的

暴露性。

3　结论

作者成功构建了 pET-28a-ompc 重组质粒，经

诱导表达、尿素梯度复性及 Ni柱纯化后获得了可

溶性 OmpC 和包涵体 OmpC。 2 种重组蛋白在

ELISA 和免疫印迹中均可与大肠杆菌 O157：H7

菌体免疫筛选的单克隆抗体 2G12 特异性结合，表

明 OmpC 是大肠杆菌 O157：H7 的免疫检测靶点。

该研究为后续探究大肠杆菌 O157：H7 OmpC 的

免疫原性及制备高亲和力单克隆抗体奠定了

基础。
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