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摘 要
:
采用 PCI 丈方法

,

从 C
.

Te t(lI 11 64 00 8 菌株中扩增大 小 为 1 353 !〕p 的破伤风毒素与靶细胞起结合作用 的

重链 C 端基 因 (Te l。 )
,

直接连接 pG E M
一

T 载体进行测序
,

并 以 pPIC g K 为表达载体构建重组表达质粒
,

经线形化

的重组质粒电转化毕氏酵母细胞 G SI 巧 和 K M 71
,

甲醇诱导获得 了分泌表达
,

表达产物存在于培养上清中
,

占

分泌蛋 白的 10 %
.

通过 免疫印迹可 以检测到重组表达产物
.

活性测定表明
,

重组蛋白具特异结合活性
.

本研

究通过实现破 伤风毒素保护性杭原在酵母系统中的分 泌表达
,

研 究其影响因素
,

为其 它细菌毒素蛋 白高效可

溶性表达
,

及进一步杭原片段介导保护性免疫研究及杭毒素制备莫定 了基础
.
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:
破伤风毒素保护性抗原在毕氏酵母中的分泌表达

破伤风毒素 (Te t) 是由破伤风梭菌在厌氧环

境中产生的外毒素
,

可引起破伤风
,

是一种严重的

急性病
,

平均死亡率 20 % 一
30 %

,

重症可达 70 %
.

虽然破伤风毒素功能片段
{’ 一 4 ’已在大肠杆菌

‘’
·

“’、

鼠细胞
”’、

及酵母 {8〕中获得了表达
,

但表达产物存

在于胞浆
.

本研究则希望实现分泌表达
,

并对表

达影响因素进行研究
.

获得的重组表达蛋白对破

伤风抗毒素血清进行特异性结合活性测定和免疫

印迹鉴定
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 菌株和载体

破伤风梭菌 C
.

Te tan i 64 008 购自卫生部中

国生物制品检定所 ; E. 。01 1 D H 5 a 为本室保存; 克

隆载体 p G EM
一

T 为 Pr o m eg a
公司产品 ; 表达载体

p pICg K
,

毕氏酵母菌株 G S lls
,

KM 7 1 均为 In vitro
-

ge n
公司产品

.

1
.

1
.

2 试剂

限制性内切酶 Xh
o z l

、

肠 t l和 sa 。 I
,

T 4 n N A

连接酶
,

D N A 和蛋白标准分子量
,

质粒提取试剂

盒为 Pro m eg a
公司产品 ; PCR 试剂为宝生物公司

产品 ; PCR 产物及酶切产物回收采用博大公司玻

璃奶 D N A 快速回收纯化试剂盒 ; 培养基配制及其

它均为进 口试剂
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 破伤风毒素重链 C 端片段 (Te tC )的 PC R

扩增

依据 EM BL 的 D NA 数据库中破伤风毒素基

因全序列
”’
设计引物

,

引物 5
‘

端引人限制性内切

酶 Xh ol l和 No 月位点
.

上游引物
:

5
‘e e g e te g a g a a a a g a a a a a a te tg g a ttg ttg g g tt3

‘
;

下游引物
:

5
’a a tg e g g e e g e tta a te a tttgt e e a ta a tte a te 3

‘.

引物由赛百盛公司合成
.

取产毒破伤风梭菌 C
.

Te tan i 6 4 0 08 菌株冻干

粉少许
,

以 0
.

0 1 m o l/ L T r is
.

CI(p H 7
.

4 ) 5 0 卜l溶

解
,

加人 0
.

5 m o l/ L K o H 5 0 林l
,

9 6 ℃ 煮 10 m in
,

加人 0
.

5 m o l/ L T ri s
.

C I(pH 6
.

5 ) 10 0 林l
,

12 0 0 0 9

离心 10 m in
,

取上清 15 林l做 p CR 模板
.

pCR 5 0 卜l反应体系 9 4 ℃ 预变性 10 m in
,

再

按 9 4 ℃ 4 0 5 、

5 5 ℃ 6 0 5 、

7 2 ℃ 6 0 5 3 0 个循环
,

最后 72 ℃延伸 7 m in
.

扩增产物行 1% 琼脂糖凝

胶电泳
,

以 人D N A / Hi nd lll 酶切片段为标准分子

质量确定产物大小
.

1
.

2
.

2 Te t。基 因的克隆

将 PCR 产物直接连接进人 p G E M
一

T 载体
,

转

化到 E
.

。
011 D H 5 a

,

通过 。
一

互补的蓝白筛选挑选

重组子
.

经酶切电泳鉴定后
,

选出重组质粒
,

送赛

百盛公司测序
.

1
.

2
.

3 重组表达质粒 p PIC g K
一

Te tc 的构建

利 用 Xh ol l和 No t l双酶 切
,

将表达载体

pPI Cg K 进行消化
,

回收纯化
,

与用相同酶切的目

的片段 T et C 连接
,

并转化感受 态 细胞 E
.

。01 1

D H 5 a
,

经酶切电泳鉴定
,

确定重组子
.

1
.

2
.

4 重组表达质粒 p PI C g K
一

Te te 的线形化和

电转化酵母细胞

利 用 S a 。 I酶 切
,

将 重 组 表 达 质 粒

pPI c g K
一

Te tC 进行线形化
,

纯化回收
.

分别将 ro

此 线形 D N A 加 人 致敏的酵母 细 胞 G SI 巧 和

K M 7 1
,

进行电转化 (1 so o v
,

Zoo n
,

5 0 卜F)
.

转化

的 细胞涂布 YPD
一

G4 18 板 (以 18 浓度梯 度 为

0
.

2 5
、

0
.

5
、

1
.

0
、

2
.

0 9 / L)
,

进行筛选
.

随机挑取 G S 1 15 和 K M 7 1 单克隆进 行 PC R

鉴定
,

选出阳性重组子用于诱导表达
.

1
.

2
.

5 酵母重组克隆的活化和甲醇诱导表达

接种 G S I15 (Mu t
十

)单菌落于 5 m lYPD
一

G 4 1 8

培养基 (含 A m p 1 0 0 m g / L
,

Ka n 2 5 m g / L )3 0 ℃培

养过夜
.

按 1 : 5 0 转接于新鲜 2 ml B MG Y 培养

基
,

3 0 ℃
,

2 5 O r / m in 培养至菌液 O D
6 。。 = 2 一 6

,

3 0 0 0 9 室温离心 5 m in
,

弃上清
,

1 5 m l BM MY 培

养液悬浮细胞沉淀
,

30 ℃ 诱导表达培养
,

每 24 h

补加甲醇至终浓度 1%
,

连续培养 s d
,

离心收集

上清
,

浓缩后 4 ℃保存
.

接种 K M7 一(M
u t

。

) 单菌落于 5 m l YPD
一

G 4 1 8

培养基 (含 A m p 10 0 m g / L
,

K a n 2 5 m g / L )3 0 ℃培

养过夜
.

按 1 : 5 0 转接于新鲜 50 ml BM G Y 培养

基
,

3 0 ℃
,

2 5 0 r / m in 培养至菌液 o D 6 00 = 1
.

0
,

3 0 0 0 9 室温离心 5 m in
,

弃上清
,

10 m l BMMY 培

养液悬浮细胞沉淀
,

30 ℃诱导表达培养
,

每 24 h

补加甲醇至终浓度 1%
,

连续培养 s d
,

离心收集

上清
,

浓缩后 4 ℃保存
.

表达中对不同诱导剂量 (0
.

5%
,

1%
,

2% 甲

醇 )
,

不同 pH 值 (pH 3 一 4
,

pH 6 一 7 )
,

蛋白酶抑制

剂
,

不同培养基等因素对诱导表达的影响作用进

行观察
.

1
.

2
.

6 重 组表 达 蛋 白 的 SD S
一

PA G E 分 析 和
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W e s te rn blo t鉴定

取浓缩的培养上清与等量的 SD S
一

PA G E 样品

处理液混合
,

加热后上样进行蛋白分析
.

1
.

2
.

7 表达产物特异活性测定 (E LI SA 试验 )

用破伤风重组蛋白包被酶联板
,

分别加人破

伤风抗毒素和 A 型肉毒抗毒素马血清 (马血清购

自卫生部中国药品生物制品检定所 )
,

测定表达产

物 (rT et C )的特异结合活性
,

以含空载体的酵母培

养上清(C o n tro l)作为对照
.

克隆在蛋 白质相对分子质量大小为 50 kD 处多一

条诱导表达的蛋白带
,

与预期的分子质量一致
,

结

果见图 2
.

经薄层扫描分析
,

表达的 目的蛋白占培

养上清分泌蛋白的 10 % 左右
.

结果如图 2 所示
.

诱导与含空载体酵母细胞的培养上清浓缩样

品进行 W es ter n Bl ot 分析
,

诱导的重组 阳性克隆在

蛋 白质相对分子质量大小为 50 kD 处有一条特异

免疫印迹带
,

与预期的分子量一致
,

结果见图 3
.

MW / (k D )

�03八04

2 结果

2
.

1 Te tc 基因的 PC R 扩增

扩增产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳
,

以 人D N A /

Hi nd lll 为标准分子质量
.

结果获得了大小为 1
.

3

kb 左右的扩增带
,

结果见图 1
.

n一421

MW / (kb )

q丫llQ622,4哎减J工JO

图 1 Te tc 基 因的 PC R 扩增

1 : D N A 标准分子量 入D NA / H ind lll ; 2
,

3 : Te t。 的 PCR 产物
.

Fi g
.

1 A n a lys贻 o f Te t c a m Plin e d fr o m C
.

T e ta ni b y a ·

ga ro se g e l e lec tr o Pho re si s

l : D NA m ole e u lar w e ig }I t , n a rk er 入D NA / H in d lll : 2
,

3 : PCR

Pro d u e t (, f 及t c
.

图 2 含 pPI C. T e tc 菌株的诱导分泌表达结果

1 2 :
未诱导的重组酵母菌; 3 , 6 一

10
:
诱导的重组菌 G SI 巧

0 : KM 71 的浓缩上清; 4 :
诱导的含空载体酵母菌 G SI 15 ; 5 :

蛋 白相对分子质量
.

Fig
.

2 A n a ly sis o f Te t e e x Pr e sse d in Pic h必 p 召‘to ris h a r ·

bo r i n g th e Pla s m id PPIC
·T e tc by S D S

·PA G E

l
,

2 : Pr e in d u o e d pPIC 一

Te t e / G S ] 15 : 3
,

6 一 1 0 : I n d u e e d G S I 1 5

.) r KM7 1 }la迁) o r in g pPIC 一T e t e s u sp e n s io n

aft
e r e o n e e : 一zra te d ;

4 : In d u 、 e d P ie h ia Pa
,

、￡o ri s PPIC / G S I 1 5 s u s Pe n s i o n aft e r ( 一) n -

e e n t r a te d : 5 : R e la t iv e m o le e u la r w e ig ht m a rk e r
.

2
.

2 Te te 基因的克隆与序列分析

序列分析结果表明
,

克隆到的基因长度为

1 3 5 3 bp
,

可编码 4 5 1 个氨基酸
,

经与 G e n b a n k 的

已知序列对照分析
,

其与已知的破伤风毒素的重

链 C 端 (Te tC ) 基因的同源性高达 99 %
,

可以认为

此基因序列即为 Te tc.

2
.

3 重组表达质粒 (pH C- T e tc )的构建

重组表达质粒经 Xho ll 和 No 八双酶切
,

能得

到与外源 目的片段 T et c 和 pPI C 酶切片段大小相

同的两条带
,

图略
.

2
.

4 Te tc 基因在毕氏酵母 中的诱导表达和重

组蛋白 rT e te 的鉴定 (W B )

诱导的重组阳性克隆和空酵母细胞的培养上

清浓缩样品进行 SD S
一

PAG E 分析
,

诱导的重组阳性

图 3 重组 Te tc 的分泌表达的鉴定 (W est er n Bl ot )结果

l :
诱导的重组菌 GSI 巧 的浓缩上清

: 2 :
转移标记

.

Fig
.

3 Id e n ti6 c a t i o n o f re e o m b i n an t Te tc ex Pre sse d in

尸葱‘h纽 Pa sto ris b y W B

l : I n d u e e o l G S ] 1 5 h a rb o r in g PPIC
一

Te te s u s Pe n si o n

aft
e r e o n -

( e n tr a te d ; 2 : tra n sfe r m o le ( : u la r m ar k e r
.

2
.

5 重组蛋白的活性测定 (E L IS A )

经酶联免疫检测
,

重组蛋白 rT et C
与破伤风抗
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毒素血清具有特异结合活性
,

而与 A 型肉毒抗毒 素不具有结合活性
,

结果见表 l

表 1 重组表达产物 rT et c 蛋 白的特异结合活性的测定

T a ble 1 Id e n tin e a tio n o f the s衅e in e a e ti 讨ty o f r T ete to a n tise r u m

抗原蛋白

A n tig e n

重组蛋白

IT
e te

重组蛋白

IT
e te

又寸只食

Co n tr o l

抗毒素马血清
A n tis e ru m

破伤风抗毒素
A n ti

一 te t

A 型肉毒抗毒素
A n ti

一

B o NT a

破伤风抗毒素
A n ti

一te t

1
.

06 7 0
.

0 9 3 0
.

05 1

3 讨论

目前
,

对于外源蛋 白的表达
,

有多种表达系统

可供选择
:
各种原核高效表达载体

,

昆虫细胞表达

系统
,

杆状病毒表达系统
,

哺乳细胞表达系统以及

酵母表达系统等
,

而酵母表达系统具有特有的优

势
,

正在被越来越广泛的应用
.

本研究我们选择

利用新型的 Pi ch ia 高拷贝基因表达载体 pPIC gK,

可通过对单拷贝克隆基因的 HI
S 十
重组子进行加

压筛选
,

获得高拷贝整合的超抗 G 4 18 的克隆株
,

而且
a 一

因子信号肤可使甲醇诱导表达的外源蛋

白分泌到胞外
.

首先将 Te 比 基因克隆人表达载体 p PI c g K
,

用

Sa
o l将重组质粒 pPIC g K

一

Te tC 线形化
,

分别电转

化 Pi eh ia p a s to r is G S I 15 和 K M 7 1 细胞
,

G4 18 抗

性筛选出阳性整合子
,

M ut
+

和 M ut
·

表型株分别进

行 甲醇快速和慢 速利用诱导
.

结果均筛选 出

G SI 巧 和 K M 71 高表达株
,

而不 同的诱导条件对

表达水平及表达产物的状态有非常大的影响
.

第

一
,

营养条件
:
在营养丰富的培养基 BM M Y 中实

现了分泌表达
,

在 M MH 中则是胞内表达 ; 第二
,

pH 值
:
低 pH 值使 Te t 表达产物降解

,

而 Te t 稳定

表达在 p H 5
.

0
.

第三
,

酵母宿主
:
20 个 G S lls 克

隆有 2 个克隆有高表达
,

10 个 K M71 克隆有 2 个

克隆有高表达
,

宿主的甲醇利用表型会影响表达

水平
.

其它一些因素如蛋 白酶抑制剂的添加
、

通

气量
、

湿度等对诱导表达结果也都有影响
.

经过条件的优化
,

最终筛选到蛋白表达量占

上清蛋白约 10 % 的分泌高表达株 ; 控制条件
,

同

时获得了胞 内表达的高表达株
,

表达量占全菌蛋

白的 2 6 %
.

酶联免疫检测结果表明
,

纯化的重组

蛋白与破伤风抗毒素具有特异结合活性
,

提示重

组表达蛋白具有天然蛋白的分子构象
,

可以被特

异性抗毒素所识别
.

破伤风毒素保护性抗原的高

表达为进一步的免疫学研究打下了基础
,

而酵母

表达系统中影响因素的评价为今后的其它外源蛋

白的表达提供了借鉴
.
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