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摘 要院 A型肉毒神经毒素的轻链渊BoNT/A LC冤是一种锌依赖性的金属内肽酶. 通过 X射线分析其结构并结
合一些文献报道表明袁 轻链上的 Arg362和 Tyr365直接参与了酶的催化作用袁 而 Glu350则处于其活性位点的
中心位置. 采用定点突变技术袁 对编码这 3个关键性的氨基酸位点的碱基进行突变渊Arg362Ala尧Tyr365Phe尧
Glu350Ala冤袁 获得了 BoNT/A LC突变体. 突变体蛋白与 BoNT/A的底物蛋白 SNAP鄄25进行切割反应袁 结果表
明袁 未经突变的 BoNT/A轻链蛋白能够特异性地识别 SNAP鄄25蛋白上的 Q197鄄R198位点袁 而突变体蛋白则完
全无法识别该位点袁 不具有金属内肽酶活性袁 成功地去除了肉毒神经毒素的毒力袁 为下一步的全长肉毒神经
毒素重组疫苗的研究打下了基础.
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Abstract：The light chain of botulinum neurotoxin is the catalytic domain as zinc dependent metallopro鄄
tease. By X ray analyze its structure and some literature reports suggested that，Arg362 and Tyr365 of
BoNT/A light chain may be directly involved in catalysis，Glu350 apparently occupies a central position in
the active site. Site directed mutagenesis have been used to change these amino acids（Arg362Ala，
Tyr365Phe，Glu350Ala），then the mutation of the BoNT/A light chain was gotten. When the SNAP鄄25 was
mixed with BoNT/A Lc，the reaction result between the enzyme and substrate showed that BoNT/A Lc can
cleave its substrate at Q197鄄R198，but the BoNT/A LC mutant has no enzymatic activity. It certificates that
the toxicity of BoNT/A was removed successfully，and can be considerd as foundation of studying recombi鄄
nant holotoxoid vaccine against Botulism serotype A.
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肉毒神经毒素（Botulinum neurotoxin，BoNT）
是世界上已知毒性最强的物质之一，由肉毒梭状

芽孢杆菌（Clostridium botulinum）在厌氧条件下产
生，共有 7种血清型（A耀G）. 其中，A型 BoNT毒
性最强，人的半数致死量 LD50仅为 0.1耀1 ng/kg 咱1暂.
尽管肉毒中毒并非一个常见的疾病，但肉毒中毒

的致死率高、中毒后需要进行长时间综合的医学

治疗等. 特别是 BoNT一直以来都被国际社会认
为是最具危险性的生物恐怖剂之一，也是重要的

生物毒素战剂咱2暂. 近年来，我国的新疆、西藏和甘
肃等西部地区时有肉毒中毒发生，因此，对

BoNT疫苗的研究具有十分重要的意义.
BoNT/A 在结构上分为两部分：轻链（LC，50

kD）为活性结构域，具有锌依赖性金属内肽酶活
性，是毒素的毒性部分，BoNT/A 的底物是
SNAP鄄25，LC 可以识别 SNAP鄄25 上的 Q197鄄
R198 位点，从而对其进行特异性的切割，最终
引起中毒反应. 重链（HC，100 kD）的主要作用是
与神经细胞膜上相应受体结合、在内体膜上形成

离子通道并辅助 LC转位，包含两个结构域———
转位结构域（HN）和结合结构域（HC），HC又可分
为 HC1和 HC2两部分咱3暂. 要制备出性能优越的BoNT
疫苗，首先要保证其安全性，即如何去除 BoNT
的毒力. 其次要保证其具有良好的抗原性. 国内
外的许多学者都对 BoNT疫苗进行了研究，但往
往是安全性很好，但疫苗的抗原性不好，或者是

疫苗抗原性较好，但制备过程中存在很大的危险

因素咱4~8暂. 针对此问题，我们决定采取对 BoNT/A
轻链酶活性中心关键的氨基酸位点定点突变的方

法，以去除其金属蛋白酶的活性，有效地保证了

疫苗的安全性，从而为后期全长、无毒的重组

BoNT/A疫苗的制备打下基础.
1 材料与方法

1.1 菌株和质粒

A型肉毒梭菌（Clostridium botulinum）62A为
本室保存的国际标准株 （GenBank 登录号：
M30196.1）；E.coli 宿主菌，BL21（DE3）购自
Takara公司；原核表达载体 pET32a 和用于表达
A型肉毒毒素作用底物 SNAP鄄25的质粒 pET22b鄄
SNAP质粒为本室保存.
1.2 工具酶和主要试剂

T4DNA连接酶，限制性内切酶 BamH I、Xho I
购自美国 NEB公司；质粒提取试剂盒、凝胶回收

试剂盒及 IPTG 购自 Promega 公司；PMD鄄18T 载
体、rTaqDNA聚合酶购自 Takara 公司；抗 BoNT/
A马血清购自卫生部兰州生物制品所；HRP标记
的羊抗马 IgG购自 Santa公司. QuikChange Light鄄
ing定点突变试剂盒购自 STRATAGENE公司.
1.3 BoNT/A LC基因的 PCR扩增

根据 GenBank 中的 BoNT/A 轻链基因序列，
设计一对上下游引物：5忆 鄄CGggatccCAATTTGT鄄
TAATAAACAATT 和 5忆 鄄GTAAActcgagTGCCT鄄
TATTGTATCCTTT，分别引入 BamH I、Xho I酶切
位点，引物由 Invitrogen 公司合成 . 以 A 型肉毒
梭菌基因组为模板进行 PCR扩增，扩增产物经
1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ，以 TaKaRa 公 司 的
DL2000Marker确定其大小.
1.4 原核表达载体 pET32a鄄LC及其突变体的构
建与鉴定

将纯化的 PCR产物连接 T载体，转化 E.coli
DH5a，PCR 鉴定的阳性重组质粒用 BamH I 和
Xho I 双酶切，回收 BoNT/A 鄄LC 片段，使用 T4
DNA连接酶与经同样用双酶切处理的 pET32a载
体进行连接，构建出原核表达载体 pET32a鄄LC.
以 pET32a鄄LC为模板，使用 STRATAGENE 公司
的定点突变试剂盒对轻链上编码影响酶活力的关

键性氨基酸位点的碱基进行突变（Glu350Ala、
Arg362Ala、Tyr365Phe），以去除其与底物作用的
能力，新获得质粒命名为 pET32a鄄mLC. 将该质粒
转化 DH5a感受态，挑选阳性菌落送交 Invirtogen
公司进行测序鉴定.
1.5 重组 BoNT/A轻链蛋白及其轻链突变体蛋
白的诱导表达

将鉴定正确的重组质粒转化表达菌株 E.coli
BL21，挑选阳性菌落接种于含氨苄青霉素（100
mg/L）的 LB培养基中，37 益 过夜培养，1颐100接
种于 LB培养基中，37 益振荡培养至 OD600为 0.6
左右，加入 IPTG至终浓度 1 mmol /L，25 益继续
培养过夜，4 益、6 000 r/min 离心 20 min 收集菌
体 . 重悬菌体后，放置冰上超声破碎 30 min，4
益、10 000 r/min离心 20 min，分别取上清和沉淀
进行 SDS鄄PAGE电泳，分析目的蛋白.
1.6 蛋白纯化

菌体沉淀重悬于镍柱上样缓冲液（0.02 mol/L
Na3PO4、0.5 mol/L NaCl、0.04 mol/L C3H4N2， pH
7.4），超声后取上清使用镍柱上样，用洗脱缓冲
液（0.02 mol/L Na3PO4、0.5 mol/L NaCl、0.4 mol/L
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图 1 BoNT/A轻链及其突变体基因 PCR扩增结果
M院分子标准带曰 1院阳性对照 BoNT/A LC基因曰 2袁 3院 BoNT/
A 轻链基因曰 4袁 5院 BoNT/A轻链突变体基因曰 6院阴性对照.
Fig.1 The amplification of BoNT/A LC and BoNT/A
mLC
M：Marker；1：Positive contrast；2，3：BoNT/A LC ampli鄄
fication；4，5：BoNT/A mLC amplification；6：Negative
contrast.

C3H4N2，pH 7.4）洗脱. SDS鄄PAGE电泳分析经镍
柱纯化的重组 BoNT/A 轻链和其轻链突变体蛋白.
1.7 Western印迹鉴定

纯化的重组 BoNT/A轻链蛋白及其轻链突变
体蛋白经 SDS鄄PAGE电泳后，使用转移缓冲液转
移 1.5 h，将胶中蛋白通过微型半干电泳转移仪
（美国 EC公司）转移至硝酸纤维素膜上，以WB鄄
B液封闭 1 h，WB鄄D液洗膜 3次后，以抗 BoNT/
A 全毒素的马血清（1颐500）为一抗，HRP标记的
羊抗马 IgG（1颐2 000）为二抗，加 DAB 显色液进
行 Western印迹检测. 待出现特异性显色区带后，
用 2 mol/L硫酸终止反应，以去离子水洗膜并干
燥，避光保存.
1.8 蛋白活力的检测

用梯度剂量的重组 BoNT/A LC蛋白、BoNT/
A mLC 蛋白加入等量的重组 SNAP鄄25 蛋白，对
轻链及其轻链突变体蛋白的活性进行 SDS鄄PAGE
检测（表 1）.

2 结果

2.1 PCR扩增 BoNT/A轻链基因及其突变体基
因的序列分析

利用 PCR从 A型肉毒梭菌菌体中扩增到一
条目的基因片段，与预期 1 364 bp的 BoNT/A轻
链基因大小一致，并以其为模板获得一条新的突

变体基因（图 1）.

2.2 BoNT/A轻链及其轻链突变体表达载体的构
建与鉴定

PCR 产物在 T4 DNA 连接酶作用下克隆到
pMD鄄18T载体中，转化 E.coli DH5a 后挑选阳性
克隆，测序正确的 DNA片段经 BamH I和 Xho I
双酶切鉴定，获得大小为 1 364 bp的目的条带，
表明目的基因已经插入到载体中（图 2）.

2.3 重组蛋白在大肠杆菌中的诱导表达

将鉴定正确的 pET32a鄄LC和 pET32a鄄mLC质
粒转化表达菌株 E.coli BL21（DE3）中，经 1mmol/
L IPTG于 25 益，120 r/min培养过夜后，通过超
声破碎和 SDS鄄PAGE电泳分析，发现目的蛋白在
上清和沉淀中均有分布，相对分子质量大小约为

60伊103 kD，与推测的重组蛋白大小相符（图 3）.

2.4 蛋白的纯化

以镍柱纯化重组 BoNT/A轻链和轻链突变体
的上清样品，经 SDS鄄PAGE 电泳和 BCA 蛋白定
量法分析，重组的 BoNT/A 轻链蛋白浓度较高，
能达到 1.89 g/蕴，经 TotalLab 图像软件分析，结
果表明，其纯度约为 89%，而轻链突变体蛋白的
浓度较低，为 0.97 g/蕴，但纯度达到了 98%援

表 1 切割反应的体系
Table 1 The system of cleave reaction

Protein
SNAP-25
LC
mLC

System of reaction/滋L
30
0
0

30
5
25

30
10
30

30
15
35

30
20
40

30
25
45

0
25
45

M 1 2 3 4 5 6bp
2 000
1 000

图 2 质粒的双酶切验证
M院 分子标准带曰 1耀3院 pET32a鄄LC 质粒曰 4耀6院 pET32a鄄
mLC质粒.
Fig.2 The digested vector pET32a鄄LC and pET32a鄄
mLC
M：Marker；1耀3：The vector pET32a鄄LC；4耀6：The vector
pET32a鄄mLC.

M 1 2 3 4 5 6bp8 0003 0001 500

图 3 蛋白质表达纯化结果
M院 蛋白标准带曰 1院 诱导前的 LC蛋白曰 2院 诱导后的 LC
蛋白曰 3院 纯化后的 LC蛋白曰 4院 诱导前的 mLC蛋白曰 5院
诱导后的 mLC蛋白曰 6院 纯化后的 mLC蛋白.
Fig.3 Expression and purification of the protein
M：Marker；1：LC before induced；2：LC after induced；3：
LC expression product after purification；4：mLC before in鄄
duced；5：mLC after induced；6：mLC expression product
after purification.

M 1 2 3 M 4 5 6kD
80.060.0
40.0
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2.5 Western印迹分析
Western印迹分析结果显示，重组的 BoNT/A

轻链及轻链突变体蛋白可以很好的被抗 BoNT马
血清识别，在相对分子质量 66伊103 kD处有特异
的印迹条带，具有良好的抗原性（图 4）.

2.6 活性检测

将重组的轻链及轻链突变体蛋白与毒素切割

反应缓冲液（50 mmol/L HEPES，2 mmol/L DTT，
10 滋mol/L ZnCl2，pH 7.5）按 2颐1的比例于 37 益
孵育 15 min，然后按表 1 的配比与 SNAP鄄25 蛋
白在 37 益下共孵育 1 h，经 SDS鄄PAGE电泳分析
重组蛋白与 SNAP鄄25的反应结果. 结果显示，随
着重组 BoNT/A轻链蛋白量的增加，SNAP鄄25的
量逐渐减少，出现浓度梯度效应，而突变体蛋白

则无此现象，说明经过关键性氨基酸位点的突变

后，已经成功地去除了轻链蛋白的酶活性（图 5）.

3 讨论

由于 BoNT的中毒剂量小、潜伏期短、致死率
高，而又易于制备获得，所以对于相关疫苗的研

究越来越受到研究学者们的重视. 近年来，国内
对肉毒毒素的研究也取得了很大的进步，现已有

多个研究小组利用非融合型、融合型载体在大肠

杆菌、毕赤酵母中分别表达过 BoNT/A的轻链、重
链的 HC和 HN片段，而且相当一部分以上清的形
式获得，具有一定的抗原性. 如本室的贾宏丽等
利用 pET鄄21a质粒成功表达出的 BoNT/A轻链蛋
白咱9暂；军事医学科学院的孙志伟教授采用 pTIG鄄Trx
质粒表达出的可溶性 BoNT/BHc蛋白咱10暂等等，但
是仍有许多问题需要进一步研究，如：1）BoNT/A
片段的表达量不高，不利于疫苗的大量制备；2）
用抗原免疫小鼠后，血清效价不高；3）攻毒实验
中发现所表达的 BoNT/A 片段蛋白的保护性不
好，不能很好的结合天然毒素等等. 为了解决这
些问题，加强疫苗的抗原性，提高保护性，国外

的很多课题组都采取了表达大片段，多价苗串联

体等方法，如 Simpson 等咱11暂研制的 BoNT/A、B、E
三价苗；Shone 等咱12暂通过表达 BoNT的轻链及重
链的转位结构区制备出的 BoNT/A、B疫苗. 因此，
如何表达全长的重组肉毒毒素蛋白，从而获得免

疫效价高，保护性和安全性好的肉毒毒素疫苗就

成为了当前的重点研究方向.
想要成功表达出肉毒毒素的全长重组蛋白疫

苗，首先要考虑如何去除其毒力，BoNT/A 的轻
链具有金属内肽酶活性，是 BoNT全毒素的活性
功能区域，决定了 BoNT的毒性作用. 在 BoNT/A
LC中，锌结合模体 HEXXH位于第 223耀227位，
高度保守，对 LC生物学活性的发挥起着重要作
用. 从 BoNT/A LC的晶体结构预测的锌配位模型
显示，His223、His227、Glu262直接与 Zn2+形成配
位键，而 Glu224借一个水分子与 Zn2+相连接. 其
中，Glu224对 LC的催化活性非常重要，类似于
嗜热菌蛋白酶中的 Glu134，可能参与了肽键水
解的各个环节. 在 LC活性中心，还存在一些次
层残基，如 Arg362、Tyr365、Phe266、Glu350 等，
其主要功能在于维持和稳定 LC活性中心严格的
结构或其与被结合底物的相对位置来保证 LC的
最佳酶解能力 . 特别是 Arg362 和 Tyr365，根据
Binz等咱13暂的研究发现，这两个位点直接参与了肉
毒毒素轻链与底物的催化作用，共同保证了嗜热

图 4 Western Blotting 检测轻链及轻链突变体蛋白
M院 蛋白标准带曰 1院 转膜前的 LC蛋白曰 2院 转膜前的 mLC
蛋白曰 3院 LC蛋白曰 4院 mLC蛋白.
Fig. 4 Western blotting of the protein of LC and mLC
M：Marker；1：The protein of LC after SDS鄄PAGE；2：The
protein of mLC after SDS鄄PAGE；3：Western blotting of the
protein of LC；4：Western blotting of the protein of mLC.

M 1 2 3 4kD
66.0

图 5 切割反应的结果
Fig.5 The result of cleave reaction
渊A冤LC蛋白和 SNAP蛋白作用 渊 LC cleaves SNAP冤
M院 Marker曰 1院 30 滋L SNAP曰 2院 30 滋L SNAP+5 滋L LC曰
3院 30 滋L SNAP+10 滋L LC曰 4院 30 滋L SNAP+15 滋L LC曰
5院 30 滋L SNAP+20 滋L LC曰 6院 30 滋L SNAP+25 滋L LC曰
7院 25 滋L LC.
渊B冤mLC蛋白和 SNAP蛋白作用 渊mLC cleaves SNAP冤

M院 Marker曰 1院 30 滋L SNAP曰 2院 30 滋L SNAP +25 滋L
mLC曰 3院 30 滋L SNAP+30 滋L mLC曰 4院 30 滋L SNAP+35
滋L mLC曰 5院 30 滋L SNAP+40 滋L mLC曰 6院 30 滋L SNAP+
45 滋L mLC曰 7院 45 滋L mLC.

M 1 2 3 4 5 6 7kD80.060.040.0
30.0

（A）

（B）

M 1 2 3 4 5 6 7kD80.060.040.0
30.0
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菌蛋白酶过渡态的稳定，是典型的隶属于谷氨酸

锌化总科的金属蛋白酶. 而对 Glu350进行突变，
则能显著的降低酶的水解活性，导致这一现象的

原因主要是改变了活性位点的精细结构，使得酶

对热变性更加敏感并降低其对锌离子的亲和力.
本实验选取编码影响 BoNT/A 轻链活性中心的关
键性氨基酸位点 Glu350、Arg362 和 Tyr365 的碱
基进行突变，采用相同的表达条件，成功的获得

了可溶性的 LC和 mLC蛋白. 将这两种蛋白分别
于 BoNT/A的底物蛋白 SNAP鄄25共孵育，进行切
割反应后，其结果经过 SDS鄄PAGE电泳分析，发
现未突变的 BoNT/A LC 具有蛋白酶活性，能与
其底物 SNAP鄄25 蛋白发生切割反应，并出现一
个明显的梯度效应，而突变体 BoNT/A mLC则不
具有该现象，证明我们通过关键性氨基酸位点的

改变，成功地去除了其内肽酶活性，从而消除 A
型肉毒毒素的毒力，为后期表达重组全长 BoNT/
A疫苗的研究打下一个坚实的基础.
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