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腐败梭菌!毒素基因的克隆表达及其类毒素的免疫原性研究
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摘 要 根据 T2-V,-E公布的腐败梭菌!毒素基因序列，设计了一对引物，并以腐败梭菌基因组为模板，经 YL1特异性扩增出
腐败梭菌菌株 H2V$#的!毒素基因。序列分析表明，该基因产物大小为 #"!"@=，与 T2-V,-E报道的 O个腐败梭菌参考菌株!毒
素基因序列同源性高于 ZZAK[。将扩增的!毒素基因定向克隆到原核表达载体 =XI"$中，得到重组质粒 =XI"$N!，将重组质粒
转化大肠杆菌 \#K中，得到重组菌株 \#K（=XI"$N!），经 WYBT诱导后，>]>NY7TI分析可见表达的 O; E]特异条带；̂ 29:2/- @(’:
和 I_W>7检测实验表明：表达的!毒素与抗天然!毒素抗体发生特异性反应，说明!毒素蛋白具有较好的免疫原性。将表达
的!毒素蛋白制成类毒素疫苗，免疫小鼠后，具有一定的保护能力，表明该重组菌株有望作为腐败梭菌基因工程类毒素疫苗的
候选生产菌株。
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腐败梭菌是一个厌氧致病微生物，对畜禽养殖

业危害极大［!］。腐败梭菌所引起的疾病一般为急性

传染病，病程短，死亡快，来不及治疗，必须加强平时

防疫工作［"］。但国内广泛使用的灭活菌苗制备复

杂，效果不尽理想。因此，该研究采用基因工程手段

制备!类毒素疫苗具有十分重要的理论意义和应用
前景。国内外许多研究表明，腐败梭菌可分泌多种

毒素和扩散因子，其中的!毒素和致病性有密切关
系。它是一个分子量大约为 #$%&的细胞溶解蛋白
分子，同时它又具有很强的抗原性［’］。因此，对!毒
素基因的研究将对腐败梭菌引起疾病的诊断、预防

和治疗具有重要的意义。为了制备高保护效力的!
类毒素疫苗，本实验扩增得到了!毒素基因，构建了
原核表达载体，并对它的反应原性和免疫原性进行

了研究。

! 材料与方法

!" ! 菌株、质粒
腐败梭菌菌株 ()*+! 由吉林大学柳增善教授

惠赠；,-./01载体购自上海生工生物技术有限公
司；表达载体 ,23’+，受体菌 ! 4 "#$% 5!6由本校细胞
组惠赠；质粒 ,23’+ 共 ’#7"8,，多酶切位点上游含
有噬菌体 16 启动子和两个 9:; 操纵子序列以及
<=8>?>/)结合和识别位点 @*A "。
!"# 腐败梭菌 $%&’!的培养
将配制好的牛肉膏蛋白胨培养基分装于试管

中，每管 6/9，再往每个试管中加入一小片猪肝。
!"!B灭菌 "+/=C。培养基经灭菌冷却后，随即接种
腐败梭菌菌株 ()*+!，再用无菌的石蜡油封闭液面。
置于恒温培养箱中 ’DB培养 "#E，可见培养液变混
浊。经灭菌的培养基若不立即使用，则可置于 #B
保存，但在接种前应将其置于沸水浴中再加热

!+/=C，以除去溶氧，待冷却后，再行接菌［#］。
!"( 腐败梭菌!毒素基因的克隆与序列分析
!"("! 腐败梭菌!毒素基因的 F.@ 扩增：根据
G)C*:C%公布的腐败梭菌!毒素基因序列而设计一
对引 物 F! 和 F"，引 物 序 列 分 别 为：F!：6H0
GII11.I1G1.IIIIIII1.11110’H； F"： 6H0
.1G.IG11II11II1I1.II11110’H。以提取的腐败
梭菌基因组 &JI为模板进行 F.@反应。F.@反应
在 6+K9 体系中进行，扩增条件为：L#B 6/=C、L#B
!/=C、#6B !/=C、D"B "/=C，’+ 个循环后，D"B延伸
!+/=C。

!"("# 腐败梭菌!毒素基因的克隆：将!毒素基因
F.@产物连接到 ,-./01载体上，反应体系：回收的

!毒素基因 F.@产物 7 K9，,-./01 M);N>< +O$ K9，1#
连接酶 ! K9，于 !7B连接过夜。将 6 K9连接产物转
化到感受态细胞 &(6!中，经 PF1GQR0S:T琼脂平板蓝
白菌落筛选，随机挑选白色菌落，提取质粒后进行

!"#@ #和 &’( #酶切鉴定。
!"("( 腐败梭菌!毒素基因的序列分析：将克隆的

!毒素基因片段送上海生工生物技术服务有限公司
进行序列测定。并采用 &JIAN:<软件对基因序列进
行同源性分析。

!") 腐败梭菌!毒素基因原核表达载体的构建和
表达

!")"! 腐败梭菌!毒素基因的 F.@扩增：根据表达
载体 ,23’+的酶切位点和!毒素基因序列，设计另
一对 引 物 F’ 和 F#，引 物 序 列 为：F’：6H0
.G.GGI1...I1G1.IIIIIII1.11110’H； F#： 6H0
I.G.G1.GI.11II11II1I1.II11110’H。以提取的
,-./010!质粒为模板进行 F.@反应。F.@反应在
6+$9 体系中进行，扩增条件为：L#B 6/=C、L#B
!/=C、#6B !/=C、D"B "/=C，’+个循环，再 D"B延伸
!+/=C。
!")"# 腐败梭菌!毒素基因表达载体的构建：将!
毒素基因 F.@ 回收产物克隆到 ,23’+ 载体的
)*+(#和 ,*$#位点上，并转化到感受态细胞
&(6!中，在含氨苄青霉素的选择培养板上 ’DB孵
育过夜，酶切鉴定含重组质粒的阳性克隆菌。再将

阳性重组质粒转入感受态细胞 5!6中，涂布于含氨
苄青霉素和卡那霉素的培养板上。

!")"( 重组菌株!毒素基因的诱导表达：重组菌接
种于 6/9含氨苄青霉素和卡那霉素的 9*液体培养
液中，’DB活化过夜后，按 "U（- Q-）接种于含氨苄
青霉素和卡那霉素的新鲜 9*液体培养液中，培养
至对数生长期（./7++为 +O7 V !O+），加 PF1G至终浓
度为 +O6//>TQ9诱导表达重组蛋白，另一试管作为
对照，于 "+B下继续培养 $E。收集菌体，重悬于 13
（,($O+）中，并加入等量的 " W蛋白 8KXX)<，煮沸 6/=C
后，进行 A&A0FIG3分析［6］。
!")") 表达产物在大肠杆菌细胞中的分布：取诱导
的菌液 !/9，在冰浴中进行超声波破菌，每次超声
’+?，间隔 ’+?，共超声 $ 次。裂解后的菌液于 #B
6+++<Q/=C离心 6/=C，分别收集上清和沉淀，取样进
行 A&A0FIG3电泳分析，确定表达产物在大肠杆菌
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细胞中的分布。

!"#"$ 表达产物的 !"#$"%& ’()$ 分析：参照文献
［*］，将重组菌 +,-（./0123!）和粗提包涵体经 4543
6780电泳后转印硝酸纤维素膜，以鼠抗!毒素高免
血清为一抗，9:6 标记的兔抗鼠 ;<8 为二抗进行
!"#$"%& ’()$分析。
!"$ 腐败梭菌类毒素疫苗的制备和免疫原性的研
究

!"$"! !毒素包涵体粗提物的制备：挑单个重组菌
株 +,-（./0123!）的菌落接入 1=>含 ,22">?=> 7=.
的 >@液体培养基中，1AB ,*2%?=C&培养过夜进行活
化，按 ,D-E的量接种 F22=>（同时诱导 F 瓶，每瓶
F22 =>）含 ,22G>?=> 7=.的 >@液体培养基中进行
扩大培养，1AB ,*2%?=C& 培养至对数生长期时
（!"*22 H 2D* I ,D2），加入 ;6J8 使其终浓度为 2D-
==)(?>。然后再在 1AB恒温震荡器上以 ,*2%?=C&继
续诱导培养 -K后，收集菌体，参照文献［A］，按常规
方法获取包涵体。

!"$"% 天然!毒素的提取：将 2D-=>过夜的细菌培
养物接种于 -22=> 的含有 7=. 的 >@ 液体培养基
中，1AB ,*2%?=C& 振荡培养 FLK。培养上清液离心
收菌（LB 1-222%?=C&，F2=C&）。沉淀物用磷酸盐缓冲
液（.9ADL，2DF=<?=> 6)(M=MNC&@ #G(OP$"）洗涤 F次，再
用 -22=>的磷酸盐缓冲液悬浮细胞。轻轻振荡 FK，
将悬浮液再次离心（LB 1-222%?=C&，F2=C&）。其上清
液里含有 6)(M=MNC&@，用纤维素膜（2DL"=孔径）进行
过滤。

!"$"& 类毒素的制备：将得到的包涵体和天然!毒
素用 ,=)(?> QPR9调 .9值至 ADF，然后加入甲醛溶
液至终浓度为 2D1E，振荡混匀，1AB作用 1FK，其间
振摇 S I ,2次，制成类毒素。
!"$"# 安全性测定：取包涵体和天然毒素两种类毒
素疫苗分别接种 -只小鼠，每只腹腔接种 2DF=>，对
照组腹腔注射 2DF=>培养基，观察 F周，观察小鼠存
活情况。

!"$"$ 小鼠!毒素最小致死剂量（+>5）的确定：将
腐败梭菌 9"@2,株用培养基分别稀释成含菌量 , T
,2S、F T ,2S、, T ,2U、F T ,2U、, T ,2,2 VWX?=>的菌液，
每个浓度接种 -只健康小鼠，每只腹腔注射 2DF=>；
另设培养基对照组小鼠 -只。接种后观察 ,周，确
定最小致死剂量。

!"$"’ 动物免疫实验：将天然!毒素、包涵体灭活
疫苗分别和等量弗氏不完全佐剂乳化，分点进行皮

下注射免疫小鼠。将健康小鼠雌雄各半随机分成 1
组，每组 ,*只，每组分别进行腹腔注射免疫制剂或
对照用培养基与佐剂混合物。第 ,组注射灭活天然
毒素制剂，第 F组灭活包涵体制剂，第 1组注射培养
基和佐剂的等量混合物作为对照。注射量为

2DF=>。1Y后加强免疫 ,次。从最后 ,次免疫结束
算起，F周后尾静脉采血并分离血清，参照文献［S］
介绍的毒素间接 0>;47检测血清样品。
!"$"( 攻毒实验：免疫结束 F周后，每组同时接种
最小致死剂量的腐败梭菌 9"@2,。同时进行未免疫
小鼠接种作为对照。观察 ,周统计其死亡情况。

% 结果

%"! 腐败梭菌!毒素基因的克隆与序列分析
%"!"! !毒素基因的 6V:扩增结果：以提取的基因
组5Q7 为模板，采用 6V: 扩增得到!毒素基因。
6V:产物!毒素基因大小约为 ,D1 Z’，与实验设计
相符。

%"!"% 腐败梭菌!毒素基因的克隆：将!毒素基因
与 .XV=3J 载体连接，构建重组质粒 .XV=3J3!，转化
受体菌 59-!后提取质粒后进行酶切鉴定，可以看
出#$%:#和 &’(#双酶切后得到 F 个片段，即 J载
体质粒的 1Z’片段和目的基因的略大于 ,D1Z’的片
段。

%"!"& !毒素基因的序列测定与同源性比较：对!
毒素基因测序结果表明：该基因长度为 ,1F1’.，含
有完整的开放性读框架（R:W）。利用 5Q74$P%软件
将得到的序列与 8"&@P&Z公布的与 L个参考毒株的

!毒素基因进行比对，并进行同源性分析，结果表明
五种毒株的!毒素基因高度同源，达到 UUD-E以上，
说明该基因是非常保守的。将所得!毒素基因序列
登录 8"&@P&Z，获得登录号为 5/L21F-,。
%"% 腐败梭菌!毒素基因原核表达载体的构建和
表达

%"%"! !毒素基因的 6V: 扩增结果：以提取的
.XV=3J3!质粒为模板，采用 6V:扩增得到!毒素基
因。从图 ,可以看出，6V:产物!毒素基因大小为
,D1Z’，与实验设计相符。
%"%"% 腐败梭菌!毒素基因重组质粒的酶切鉴定：
将!毒素基因与 ./012载体连接，转化受体菌 +,-，
提取质粒后进行酶切鉴定（见图 F），可以看出
)*+9#和 ,*-#双酶切后得到 F个片段，即 ./012
载体质粒的 1 Z’ 左右片段和目的基因的略大于
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图 ! 腐败梭菌!毒素基因的 "#$扩增结果
%&’(! )*+,&-&./0&12 1- /,+3/4015&2 ’626 78 "#$
!：9:) */;<6;；=："#$ /*+,&-&./06> /,+3/4015&2 ’626(

!?@<7的片段，酶切结果表明获得了含!毒素基因的
阳性重组质粒，将其命名为 +AB@C4!。

图 = 重组质粒 +AB@C4!的酶切鉴定
%&’(= D>620&-&./0&12 1- ;6.1*7&2/20 +,/E*&> +AB@C4!

!：9:) */;<6;；=：+AB@C4!F!"#G" H $"%" (

!"!"# 表达产物的 I9I4")JB分析：大肠杆菌 K!L、
大肠杆菌 K!L（+AB@C）和重组菌株 K!L（+AB@C4!），
以 =M的接菌量接种到新鲜培养基中，待进入对数
生长期后，加入 D"NJ 诱导 O P L3。收集菌体进行
I9I4")JB分析，重组菌株 K!L（+AB@C4!）可见分子
量 OQ <9左右的目的条带，这与预期的!毒素基因
表达的相对分子量一致，说明重组质粒 +AB@C4!在
大肠肝菌中得到了表达。

!"!"$ 表达产物在大肠杆菌中的分布：将重组菌株
K!L（+AB@C4!）超声破碎后，将上清液（可溶性蛋白）
和沉淀（包涵体）分别经 I9I4")JB 电泳鉴定，结果
如图 O所示。可见表达蛋白主要以包涵体的形式存
在于菌体内。

图 @ 表达产物的 I9I4")JB分析
%&’(@ I9I4")JB /2/,8E&E 1- 036 65+;6EE6> ;6.1*7&2/20

+;106&2 &2 & ( ’(%)
!：N36 010/, +;106&2E 1- K!L+AB@C）；=：N36 010/, +;106&2E 1- K!L（+AB@C4

!）R&031S0 &2>S.0&12；@：N36 010/, +;106&2E 1- K!L（+AB@C4!）&2>S.6> 78

D"NJ；O：N36 *1,6.S,/; R6&’30 +;106&2 */;<6;E(

图 O 表达蛋白在大肠杆菌中的分布
%&’(O 9&E0;&7S0&12 1- 65+;6EE&12 / 015&2 +;106&2 &2 & ( ’(%)

!，=：E1,S7,6 +;106&2 1- 65+;6EE&12 +;106&2；@：036 *1,&.S,/; R6&’30 +;106&2

*/;<6;E；O，L：&2.,SE&12 71>8 1- 65+;6EE&12 +;106&2(

!"!"% 表达产物的 T6E06;2 7,10检测：将重组菌 K!L
（+AB@C4!）和粗提包涵体经 I9I4")JB电泳后转印硝
酸纤维素膜，以鼠抗!毒素高免血清为一抗，G$"标
记的兔抗鼠 D’J为二抗进行T6E06;2 7,10分析，9)U显
色后，仅在 OQ<9左右出现特异性阳性带，证实 OQ<9
为特异性表达产物并具有反应原性，见图 L。

图 L 表达产物的 T6E06;2 7,10分析
%&’(L )2/,8E&E 1- 65+;6EE6> +;1>S.0&12E R&03 T6E06;2 7,10

!：.120;1, 1- & ’(%) K!L（+AB@C）；=：65+;6EE6> +;1>S.0&12E 1- & ( ’(%)

K!L（+AB@C4!）；@：&2.,SE&12 71>8 1- & ( ’(%) K!L（+AB@C4!）(
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!"# 腐败梭菌类毒素疫苗的制备和免疫原性的研
究

!"#"$ 最小致死剂量（!"#）的确定：小鼠接种后，
对实验小鼠和对照小鼠观察 $ 周，记录致死情况。
经确定最小致死剂量为 $ % $&’()*+,"。

表 $ 小鼠%&’测定结果
()*+, $ -,./+0. 12 %&’ 213 04, 567,

(-.//0120 3450（()*+,"） $ % $&6 7 % $&6 $ % $&’ 7 % $&’ $ % $&$&

#803 ,890+:4:./ ,890 7+; <+; ;+; ;+; ;+;

!"#"! 免疫抗体的 =">?@检测：将得到的包涵体和
天然!毒素分别做包被抗原，用得到的天然!毒素
和包涵体高免血清分别做一抗，进行交叉 =">?@检
测实验。第 $组：抗原为天然!毒素，抗体为包涵体
产生的高免血清；第 7组：抗原为包涵体，抗体为天
然!毒素产生的高免血清；第 A组：阳性对照组，抗
原抗体均为天然!毒素及其产生的高免血清；第 <
组：阴性对照组，大肠杆菌 !$;（BC=A&）和天然!毒
素产生的高免血清。=">?@ 结果表明，阴性对照组
不与高免血清特异结合，而包涵体和天然!毒素均
可和交叉的高免血清特异结合。说明表达产物与相

应抗体可发生特异性反应。

表 ! 免疫抗体的 8&9:;检测结果
()*+, ! 8&9:; <,0,7061= 3,./+0. 12 04, )=06>!

01?6= )=06*1<@（5,)= !"A#B）

DE4FB5 DE4FB $ DE4FB 7 DE4FB A DE4FB <
!"GA& &H;7G I &H$6 &H<’7 I &H$; &H;;G I &H$7 &H$$; I &H&6

!"#"# 类毒素免疫保护结果：表达的毒素与天然毒
素制成类毒素，分别经过免疫小鼠 7 次后，进行攻
毒，$周后结果为：对照第 A 组小鼠全部死亡，死亡
时口鼻流出血样泡沫状液体，剖检死亡小鼠，发现胃

部严重的出血膨胀，从心血和胃部都分离出了很纯

的攻毒用的腐败梭菌；第 $组：死亡 A只；第 7组死
亡 <只；其余小鼠攻毒后第三天和攻毒前无异。攻
毒结果见表 A。
可以看出组间保护率差异不显著，说明表达的

毒素与天然毒素相比，免疫原性和产生抗体的能力

相差不大，表达的蛋白可以替代天然毒素作为候选

疫苗。

表 # 类毒素免疫保护结果测定
()*+, # -,./+0. 12 655/=1C,=,760@ )..)@ 213! 01?6= 01?16<

DE4FB5 DE4FB $ DE4FB 7 DE4FB A
#803 ,890 A+$G <+$G $G+$G

JE4:09:8K0 E.:0（L） 6$L M;L &

# 讨论
腐败梭菌（#$%&’()*)+, &-.’)+,）是人类创伤性气

性坏疽和多种动物传染病的病原，广泛分布于土壤

及动物的消化道内，具有重要的病原学和公共卫生

学意义。该菌所引起的畜禽疾病是一类急性传染

病，以突然发病、病程很短、多呈急性死亡为特征，给

畜禽养殖业造成了很大的损失［6］。在腐败梭菌产生

的!、"、#和$四种毒素中，!毒素是最主要的致死性
毒力因子和保护性抗原，并且是唯一经过鉴定的毒

力因子，该毒素具有溶血、致死和坏死三种生物活

性，能使消化道粘膜（尤其是真胃粘膜）发生炎症和

坏死，同时经血液循环进入体内，刺激中枢神经系

统，引起畜禽急性休克而迅速死亡［’］。

由于!毒素是腐败梭菌的主要致死性毒力因子
和保护性抗原，所以从分子生物学角度对该毒素的

研究具有重要实际意义，将对该病的预防和诊治起

到不可忽视的作用。但多年以来，国内对腐败梭菌

的研究长期停留在其所引起的羊快疫的诊断与防治

上，从未涉及对其主要毒力因子的分子生物学研

究［$&］。如何有效地预防腐败梭菌引起的疾病一直

是国内外急于解决的问题。目前，国内对腐败梭菌

的研究尚处于基础研究，对于其引起疾病例如羊快

疫等所用疫苗多为常规灭活疫苗如“羊快疫、肠毒学

症、猝击三联苗”等［$$］。但我国生产这些疫苗所用

的培养基需要大量的牛肉、肝脏和胃酶，不仅成本较

高，而且来源困难，制造工艺复杂，费时费力，影响生

产厂家的经济效益。而且灭活疫苗需多次接种，所

诱发的免疫力强度和保持时间均不是很理想。因此

有必要研究一种可以避免上述缺点的新型疫苗。国

外正在研究的用纯化的腐败梭菌!毒素制成!类毒
素的方法恰好为此提供了可能［$7］。

本研究首先克隆了腐败梭菌 N0O&$分离株的!
毒素基因，并对插入重组质粒的!毒素全基因进行
了序列分析和同源性比较，然后将扩增得到的!毒
素基因定向克隆于原核表达载体 BC=A&中，构建了
重组质粒 BC=A&P!，并成功地在大肠杆菌 !$; 中进
行了表达。在此基础上将表达的产物制成疫苗，免

疫小鼠，进行了初步安全性和有效性试验。结果表

明腐败梭菌 N0O&$分离株的!毒素基因与国外其它
菌株相比，其!毒素基因的变异率都相当低，这就极
大地有利于将来进一步研制基因工程疫苗以及建立

新型诊断方法。将表达的!毒素产物制成疫苗，免
疫小鼠，虽然抗体效价较低，但免疫原性较好，可能

$M张 燕等：腐败梭菌!毒素基因的克隆表达及其类毒素的免疫原性研究



的原因是得到的抗体是线性表位的。鉴于以上实验

结果，该重组菌株有希望作为腐败梭菌基因工程类

毒素疫苗的候选生产菌株。
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会议消息

第五届国际纺织生物技术学术会议将于 566O年在江苏无锡召开

国际纺织生物技术学术会议（W=$#%=C$)3=C( @3=4#%#=D# 3= 1#N$)(# F)3$#D2=3(3>/）是一个国际性系列学术会
议，是纺织生物技术这一交叉学科领域内规模最大、最具影响的国际会议，主要以促进现代生物技术在纤维

与纺织工业应用为目标，为加强该领域的国际合作与交流，推动国际纺织生物技术的发展发挥着重要作用。

首届会议于 5666年在葡萄牙举行，之后分别在美国、奥地利和韩国举行了第二、三、四届会议。第五届会议
由江南大学、东华大学、天津工业大学、苏州大学、浙江理工大学以及中国纺织工程学会、中国生物工程学会

联合主办，将于 566O年 !6月 5! : 57日在江苏无锡召开。
本次会议共设六个方面主要论题，分别为酶学、合成纤维生物技术、纤维素纤维生物技术、蛋白质纤维

生物技术、纺织废水及废弃物生物处理以及前景与展望。会议将邀请到本领域国际知名学者出席会议，并

就纺织生物技术的发展及前沿问题作特邀报告，会议将面向国内外进行论文征集，并由专家审阅后推荐在

V=‘/-# C=B *)D%3.)C( 1#D2=3(3>/、F)3$#D2=3(3>/ &3,%=C(等国际知名刊物上发表。具体论文稿件要求、提交方式、
截止时间以及其他会议详细信息请参见会议网站：2$$M：aa)=$.6O 0 A/$, 0 #B,0 D=a。

5O %2)/!’! =&+(/#$ &4 >)&"!.2/&$&56 生物工程学报 566O，X3(Z58，P3Z!




