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摘要：以大肠杆菌 &!%’ ()* 为模板扩增 +,"-. 亚单位，纯化后经 !"#/!和 $%#!酶切，连入表达载体 01234,-"，构

建重组表达质粒 01234,-" -+,"-.。转化到大肠杆菌 .5"! 中，经 67,1 诱导，实现了 +,"-.-18, 融合蛋白的可溶性表

达，表达量约占菌体总蛋白的 9%:。重组蛋白纯化后，免疫 .*5.;< 小鼠制备单克隆抗体，得到 " 株融合细胞，制备

了腹水单抗，测得单抗的 2568* 效价为 !#4。=>?@>AB CDE@ 表明，该单抗能与重组蛋白特异性的结合。特异性单抗的

获得为 +," 毒素检测方法的建立奠定了基础。
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!$F" 年美国亚特兰大疾病控制与预防中心首

次报道了由一种罕见的大肠杆菌血清型即 &!%’：\’
引起的出血性肠炎［!］，此后的 "# 多年中由 &!%’ 所

致的疾病在全世界范围内都有散发和暴发，尤其以

!$$I 年在日本的暴发流行最为大家熟知，我国也有

从患者、畜禽及肉制品中分离到该菌的报道［"］。而

+>AE 毒素（+>AE @E[KB，+,?）为该菌的主要毒力因子

之一，具有神经毒、细胞毒和肠毒 9 种生物活性，与

临床上的中毒性腹泻、出血性肠炎、溶血性尿毒征

等严重并发症密切相关［9］。

+>AE毒素又称志贺样毒素（85,），在生物学活

性上酷似志贺毒素（8@[）。而国内外有时也将志贺

样毒素和志贺毒素通用，目前还没有一致的命名

法。根据能否被志贺抗毒素中和分为能被志贺抗

毒素中和的志贺样毒素 !（8@[!）和不能被志贺抗毒

素中和的志贺样毒素 "（8@["）。

+>AE 毒素（+,）是由 ! 个 * 亚单位和 % 个 . 亚

单位组成的“!* b %.”结构，其中 * 亚单位发挥 /)*
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!"糖苷酶的活性，特异性裂解真核细胞 #$% &’!(，

从而抑制细胞蛋白合成过程中的肽链的延伸，致使

细胞死亡。) 亚单位是一种多聚体，能与细胞膜糖

脂受体结合，介导 ( 亚单位进入细胞发挥生物活

性。研究发现，) 亚单位无毒且具有保护性抗原的

作用。针对 ) 亚单位的免疫原性，国内外学者已经

开展了 ) 亚单位在大肠杆菌和酵母中的表达［*，+］。

本试验将 ,-#") 基因插入到原核表达载体 ./01*-"#

中，使 ,-#") 亚单位在大肠杆菌 )2#3 中的表达，并

制备了单克隆抗体，为 ,- 诊断抗体的研制奠定了

基础。

! 材料与方法

!"! 菌株和质粒

克隆宿主菌 ! 4 "#$% 56+!、表达宿主菌 ! 4 "#$%
)2#3 和筛选菌株 ! 4 "#$% 7839:3（,-#; ）及 ! 4 "#$%
<3+=：6=（,-#> ）为 本 实 验 室 保 存。 表 达 质 粒

./01*-"#由南京军事医学研究所唐家琪研究员所赠。

!"# 实验动物、细胞株

)(2)?8 雌性小鼠，9 @ $ 周龄，购自上海西普尔

必开凯实验动物公司。骨髓瘤细胞系 %.#?: 细胞由

本实验室保存。

!"$ 引物设计与合成

根据 /AB)CBD 上 ,-# 的 5!( 序列（登陆号为

!8"::#9++），设 计 两 条 引 物 E3：+F"GGGHCCIIGGHH"
GHHCIIHGHGIC"JF、E#：+F"GGHGIGHCHH"GGIGCHIGCIICII"JF，分别

在 +F端插入限制性内切酶 !"#’"和 &’#"的酶切

位点，扩增删除信号肽的 ,-#") 亚单位的基因序

列。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。

!"% 原核表达载体的构建及鉴定

以大肠杆菌 <3+= 5!( 为模板扩增 ,-#") 亚单

位。取 适 量 的 E8’ 产 物 和 载 体 质 粒 ./01*-"# 经

!"#’"和 &’#"（购自 -CKC’C 公司）酶切，用胶回

收试剂盒（购自上海天根公司）纯化回收 E8’ 片段

和载体质粒，加入 -*5!( 连接酶（购自 L0’70!-%
公司），39M连接 3#N @ 3$N。将连接产物转化到 ! 4
"#$% 56+!感受态细胞中，转化子在含 (O.（3::H?2）

的 2) 琼脂平板上 J=M培养 3#N @ 39N。随机挑取 3*
株个菌落，进行 E8’ 鉴定。选 3 株阳性菌落进行平

板划线，然后挑取单菌落接种 +O2 含 (O. 的液体

2)，J=M #::&?OPB 培养 39N @ 3$N。以质粒提取试剂

盒提取质粒 5!(，经 !"#’"和 &’#"双酶切鉴定，

于 3Q+R的琼脂糖凝胶电泳观察。对 E8’ 和双酶切

鉴定正确的重组质粒命名为 ./01*-"# ",-#")。

!"& ’(#)* 亚单位的核苷酸、氨基酸序列及抗原性

的比较

鉴定为阳性的菌株送到上海 -CKC’C 公司进行

测序后，在 )2(%- 上进行碱基及氨基酸序列的比

较。然后在 5!(%IC& E&SIACB 上进行抗原性比较。

!"+ 重组蛋白的表达及表达形式的鉴定

将重组质粒和空载体质粒分别转化到 ! 4 "#$%
)2#3 中，取 3::#2 涂平板，3#N @ 39N 后挑取单个菌

落接种到 +O2 2)（(O.> ）液体培养基中，3+:&?OPB 培

养 3#N 后转接到 +:O2 2)（(O.> ）液体培养基中，

J=M振 摇 培 养 #N @ JN，加 入 TE-/ 至 终 浓 度 为

3OOSU?2，继续培养 *N 后 3#:::&?OPB 离心 3+OPB 收集

菌体。用 .6=Q# E)% 漂洗 J 次，重悬于 #O2 E)% 中，

加入溶菌酶 至 终 浓 度 为 3OH?O2，冰 上 放 置 J:OPB
后，加入 +O2 :Q#R 的 -&PISB 1"3::，然后采用超声波

破碎仪破碎菌体（条件为 *::V、处理 3:W、间隔 3:W，
3:OPB）。*M 3::::&?OPB 离心 #:OPB，收集上清，沉淀

用 $OSU?2 的尿素溶解，离心取上清，分别进行 %5%"
E(/0。

!", 单克隆抗体的制备

用 /%- 重组蛋白亲和层析柱纯化的融合蛋白，

与等量弗氏完全佐剂混合成油包水的乳剂后，皮下

多点注射 )(2)?8 小鼠，间隔 3*X，共免疫 * 次。免

疫后 +X 测血清效价进行融合。参照免疫学常用实

验技术［9］制备单克隆抗体。其中在筛选的时候分别

用纯化的融合蛋白和饱和硫酸铵法提取的 ! 4 "#$%
7839:3（,-#; ）及 ! 4 "#$% <3+=：6=（,-#> ）的培养上

清中的粗毒素同时进行。

!"- 腹水制备及效价测定

每只 )(2)?8 小鼠注射 :QJO2 弗氏不完全佐

剂，# 周后腹腔注射 + Y 3:+ 个杂交瘤细胞，待小鼠腹

部膨大后，收集腹水离心取上清备用。用 02T%( 方

法测定效价。

!". /012034 5672 检测［,］

%5%"E(/0 电泳后通过半干电泳仪转移至硝酸

纤维素膜上后，进行蛋白质免疫印迹反应，一抗为

制备的阳性单抗，二抗为 6’E 标记的羊抗鼠 TH/，以
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!"# 显色。

! 结果

!"# $%&’()*! *+)!*, 重组表达质粒鉴定

重组质粒（$%&’()*+ *,)+*#）用 !"#-!和 $%#!
酶切和 ./- 鉴定，琼脂糖电泳显示在 +012$ 处都有

一条条带，大小与目的基因相符（图 3），说明重组质

粒的构建成功。

图 3 质粒鉴定图谱

3 456786 "，+ !"#-!9$%#!*:;<8=>8: $%&’()*+ *,)+*#，0 ./-

$6?:@A> ?B ,)+*#

!"! 核苷酸、氨基酸和抗原性的比较结果

测序后分别进行核苷酸和氨基酸序列的比较，

与登录号为 "#3CD331E3、"F+G3D3G、"#1H3D(IE3 等

多株大肠杆菌 J3IH：KH 的 ,)+*# 亚单位的核苷酸

同源性为 GGL，且都是在同一位置上的一个 " 碱基

变为 )。氨基酸的同源性为 GDL，其中的谷氨酰胺

（M）变为了亮氨酸（N），但抗原性比较结果显示抗原

性基本相似。

图 + 重组载体在 ! O "#&’ #N+3 中表达的 P!P*."%& 分析

3 Q?R S?Q8A@Q56 R8;<T> $6?>8;U S56786，+ >?>5Q A8QQ@Q56 QV=5>8 ?B W8A>?6

@U;U:@A8:，0 =@$86U5>5U> ?B W8A>?6 ;U:@A8:，( >?>5Q A8QQ@Q56 QV=5>8 ?B

68A?S2;U5U> =>65;U @U;U:@A8:，I A8QQ =@$86U5>5U> ?B 68A?S2;U5U> =>65;U

;U:@A8:，C A8QQ $8QQ8> ?B 68A?S2;U5U> =>65;U ;U:@A8:

!"- 重组蛋白表达及表达形式的鉴定

含有 ,)+*# 亚单位的重组质粒 $%&’()*+ *,)+*#

和空质粒 $%&’()*+ 的菌株经 X.)% 诱导后，全菌蛋白

的提取物经 P!P*."%& 显示：含重组质粒的宿主菌

的裂解上清中在相对分子量约 0(7! 处出现一条明

图 0 P!P*."%& 和免疫印迹检测 ,)+# 的单克隆抗体

3，+ A8QQ =@$86U5>5U> ?B 68A?S2;U5U> =>65;U ;U:@A8:，0 Y8=>86U 2Q?>

5U5QV=;= ?B =@$86U5>5U> ?B W8A>?6 ;U:@A8:，( Y8=>86U 2Q?> 5U5QV=;= ?B

68A?S2;U5U> =>65;U ;U:@A8:

显新带与预计的融合蛋白的分子量（D7! ,)+*# Z
+C7! %P)）基本相符（图 +），说明该蛋白是可溶性蛋

白。含空载体的菌株在 +C7! 处有一条明显的蛋白

带，与载体大小一致。经 )?>5QN52 W+11I 蛋白分析软

件分析，重组融合蛋白的表达量约占菌体总蛋白的

0IL。

!"( 单克隆抗体的制备及效价测定

两轮筛选后获得两株分泌单克隆抗体细胞株：

(# [ F31 [ !( 和 (# [ D% [ 33F。测得小鼠腹水单抗

的 &NXP" 效价为 31(。

!". 免疫印迹结果

Y8=>86U 2Q?> 结果表明此单抗仅与融合蛋白反

应，而与载体菌蛋白不反应（图 0），说明此单抗是针

对 ,)+*# 亚单位的单抗。

- 讨论

产生 ,86? 毒素是大肠杆菌 J3IH 致病的先决条

件，特别是 ,)+。大多数情况下只产生 ,)+ 的菌株

比只产生 ,)3 或产生 ,)3 和 ,)+ 混合型菌株毒力

强［D］。,)+ 对人的肾脏的微血管内皮细胞细胞毒性

作用比 ,)3 强 3111 倍，产 ,)+ 的大肠杆菌与 K\P
相关性反映了 ,)+ 更容易损害肾小球血管。这是

因为肾脏的微血管内皮细胞是 ,) 的靶细胞，,)+
对肾脏微血管内皮细胞的强毒力可能与 ,)+ 为优

势产物有关。因此对 ,)+ 的研究更具有意义。

,)+*# 亚单位是受体结合蛋白，介导与靶细胞

膜的结合，致使毒素分子内化。所以从理论上讲，

,)+*# 亚基可以封闭敏感细胞上的受体，从而阻止

毒素 " 亚基进入细胞；,)+*# 亚基与载体结合，可以
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使机体产生特异性抗体，起到预防大肠杆菌 !"#$
的感染的作用；另外 %&’() 亚基还可以作为肠出血

性大肠杆菌的诊断指标，所以 %&’() 亚基可用于肠

出血性大肠杆菌诊断、预防、治疗用生物制品，应该

加以充分的重视。但是由于 %&’ 分泌到胞外且量

比较少，若再将全毒素裂解以得到 %&’() 亚基则更

加困难。

目前表达外源蛋白的系统有大肠杆菌、酵母、

哺乳动物细胞、昆虫细胞等，而大肠杆菌因成本低、

表达量高、易于操作等特点，仍是许多外源蛋白首

选的表达系统。关于 %&’() 在大肠杆菌中表达及

其保护性抗原的特性，国外已有一些相关的报道。

国内喻华英［*］、郑峰［"+］、刘军［""］等也进行了相关研

究，但其表达的融合蛋白为包涵体，不利于纯化且

对抗原性也有影响。此外苏国富［#］等人的研究，表

达量低也不利于进一步的实验。本实验中所获得

的融合蛋白的表达量占菌体总蛋白的 ,#-，表达量

高，具有一定的优势。

)./0& 比 较 本 实 验 中 的 %&’() 亚 单 位 的 与

123)435 中许多 %&’() 亚单位的核苷酸同源性高，

免疫原性相似，且融合蛋白为可溶性蛋白，因此所

表达蛋白的免疫原性与天然毒素 ) 亚单位的免疫

原性应该相似，这将具有更广泛的检测和应用价

值。

本实验选择了无毒免疫原性好的 %&’() 亚单

位作为免疫原，既保证了安全性，又获得了良好的

免疫效果。筛选出的 ’ 株分泌 %&’() 亚单位单克隆

抗体的细胞株，经过 6278293 :;<8 鉴定说明所分泌的

单抗是针对 %&’() 亚单位的单抗。目前国内 %&’()

亚单位单克隆抗体制备的报道甚少，只有姜连连［",］

等制备了致猪水肿病的 %&’2 / 亚单位的单克隆抗

体，但由于 %&’2 与 %&’ 的抗原性不完全相同，所以

此两种单克隆抗体不能等同应用。由于产 %&’ 毒

素的菌株更多，因此相对而言本实验所得单克隆抗

体的应用范围更广，这为进一步建立检测 %&’ 毒素

提供了充足的单抗来源。
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稿件规范化与标准化

论文中阿拉伯数字的使用

凡是可以使用阿拉伯数字且很得体的地方均应使用阿拉伯数字。世纪、年代、年、月、日、时刻必须使用

阿拉伯数字，年份必须用全称。对科技期刊来说，凡处在计量单位和计数单位前面的数字，包括 * 以下的各

位数字，除个别特例外，均应使用阿拉伯数字。不是表示科学计量和有统计意义数字的一位数可以用汉字，

例如：一本教材，两种商品等。
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