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然后 亚克隆入带有二 氢叶酸还原酶 �� �  �� 的融合表达

载体 ��� ��
,

构 建重组质粒 �� � �  
一
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�

转化到 �
�

� � �� �  � 中
,

经 �盯� 诱导
,

实现了 ��� �
一

� � � � 融合 蛋白的

高表达
,

表达量约 占菌体总蛋白 的 ��
�

� �
,

为 包涵体形式
�

在变性条件下
,

包涵体蛋白 经婆合镍 离子的次氨基

三 乙酸���
一

� � � �亲和柱一步纯化
,

得到 了纯度为 ��
�

� � 的重组 �� �
一

�
�

以 纯化的 �� � �
一
� �  ! 融合蛋白免疫昆

明鼠
,

并结合腹腔注射 �� �� 细胞
,

成功制备了抗 �� � � 腹水 多克隆杭体
,

效价达 �� � � ��
�

�

间接 � �� �� 和

� � �� � 印迹结果表明
,

杭 �� �
一

� 多杭与重组蛋白和天然 �� � 均有特异性结合
�

本试验结果为毒素检测 方法的

研究莫定了基础
,
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:
志贺毒素 B (Sh T

一

B) 在 E
.
。

oli 中的融合表达及特异性抗体制备

fo r the deteetion of toxin and genetie vaeeine developm ent
.

K ey w ord s: Sh ig ella dys
enteriae:S higa toxin B :fu sion expression:antibody genera tion
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,

2 0 0 4

,

8
(
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细菌性痢疾是人群中常见的肠道传染病
,

广

泛流行于世界各地
,

特别是在发展中国家
.
志贺

菌属 (Sh 烤ell
o
sPP
.
)是细菌性痢疾的重要致病菌

群之一
,

全球每年有 60 万人死于志贺菌属引起的

急性血性痢疾
‘”
.

志贺菌属有 4 个种群
:A 群痢疾

志 贺菌 (sh
.
dys
e月e n ria e )

、

B 群 福 氏 志 贺 菌

(s人界
已t n e r i )

、

e 群鲍氏志贺菌 (sh
.
bo州11) 和 D

群宋内志贺菌 (Sh
.
、
on ne i )

、其中
,

以 I型痢疾志贺

菌引起的痢疾最为严重
,

主要是它能产生高水平

的志贺毒素(shig
a toxin ,

s h T
)

.

s h T 具有神经毒
、

细

胞毒和肠毒等 3 种生物活性
,

与临床上的中毒性

腹泻
、

出血性肠炎
、

溶血性尿毒症等严重并发症密

切相关
”

·

”
.

Sh T 是一种毒性极强的外毒素
,

小 鼠

LD
50 为 0

.
002 林g / k g

,

近年来已被国际社会列人

生物武器核查清单剂中
,

成为潜在的生物毒素战

剂和生物恐怖病原
14’. 因此

,

开展重组 Sh T 和诊断

抗体的研究
,

具有十分重要的医学和军事意义
.

Sh T 是由 l个 A 亚单位和 5 个 B 亚单位组成

的
“
I A

+
S B

”

结构
,

其中
,

Sh
T

一

A 亚单位为生物活性

的单体
,

具有 N
一
糖昔脂酶的活性;Sh T

一

B 亚单位是

一种多聚体
,

负责与细胞膜糖脂受体 G玩结合
,

介

导Sh T
一

A 进人细胞发挥生物活性
!’,

’
·

“’
.

本研究利用

已构建的含 sh T- B 基 因的克隆质粒 pG EM
一

Sh
T B

3

,”,

与原核融合表达载体 pQ E4 O 构建了重组表达质

粒pQE4 0
一

S h T B

,

并在 E. co li M 巧 得到高效表达
,

从

而为 ShT 诊断抗体的研制奠定了基础
.

材料与方法

1
.
1 菌株

、

质粒

宿主菌 E. 。
01 1 X LI

一

bl
u e

为本室保存
.
表达

宿主菌 君
.
。0

1 1 M 1 5 ( 含带 K
an
抗性的质粒 pR Ep4)

购 自德国 Qi ag en 公司
.
克隆质粒 pG EM

一

Sh
T B

3

系

作者构建
.
原核融合表达载体 pQE40 由本所王

希良博士惠赠
.

1
.
2 实验动物

、

细胞株

6 一 8 周龄昆明鼠( ? )
,

22
9

,

由北京军事科学

院实验动物中心提供
.
人纤维肉瘤(5180) 细胞购

自中国预防医学科学院肿瘤研究所
.

1
.
3 主要酶和试剂

Taq 尹lus D N A 聚合酶
,

溶菌酶
,

d N T p
s

均购 自

上海 Sa ng on 公司
.
限制性内切酶 仰

n L Hi nd lll 购

自美国 NE B 公司
.
T4 DN A 连结酶

、

I
Pr

G

、

X

一

G al 和

质粒 DN A 提取试剂盒购自Pr
om eg a 公司

.
D I2 00o

D N A M arker为大连 T
akara 公司

.
上海产的低分

子量蛋白 M ar ker
.
D N A 片段玻璃奶回收试剂盒为

北京博大泰克公司
.
福氏完全和不完全佐剂均购

自 si gm
a
公司

.
辣根过氧化物酶 (H R P) 标记的羊

抗鼠 IgG 华美生物工程公司生产
.
其他化学试剂

均为分析纯
.

1
.
4 原核表达载体的构建及鉴定

‘“,

用 勒
n l和 Hi

n d lll 分别双酶切 pG EM
一

s h T B
3

和 pQ E 4O
.
电泳观察酶切结果

,

切胶 以玻璃奶回

收试剂盒纯化目的片段及线性化 pQ E40
,

按插人

D NA 片段与载体片段 3
: 1 的摩尔数

,

取纯化的 目

的片段与 pQ E40
,

在 T4 DN A 连结酶的作用下
,

于

16 ℃进行连接反应 12 一
18 h

.

将连接产物转化到

CaC12 法制备的 X LI
一

hi
u e

感受态细胞中
,

涂 含

A m p 的 LB 琼脂平板
,

37
℃培养过夜

.
随机挑取

10 个菌落
,

进行 PC R 鉴定
.
挑取一个 PCR 阳性

克隆的菌落划线涂板 (LB
+ A m p)

,

然后单菌落接

种 5 m l含 A m p(100 9/ L)的 LB 培养基
,

3 7 ℃ 20 0

r/ m in 振荡过夜培养
.
以质粒 D N A 提取试剂盒

提取质粒 D N A
,

行 KP
n l和 Hi nd 班双酶切鉴定

,

并于 1% 的琼脂糖凝胶电泳观察
.
对菌落 PCR 和

双 酶 切 鉴 定 正 确 的 重 组 质 粒
,

命 名 为

PQ E4O
一

S h T B

.

1

.

5 p
Q

E
40

一

sh

T B 重组蛋 白表达及表达形式鉴

定 “ ’

将重组质粒 pQ E40
一

Sh
T B 转化到表达宿主菌

E
.eoziM 15 中

,

进行工程菌 M 15/pQ E40
一

s h T B 的

诱导表达
.
挑取新鲜单菌落

,

接种 s ml 含 Am p
+

K an 的 LB 培养液中
,

3 7 ℃ 20 0 r/ m in 振荡过夜
,

次 日按 l: 10 0 的比例重新转接同样的 LB 培养液

中
,

3 7 ℃ 200 r/ m in 振荡培养至 A 6。。 为 0
.
5 -

0
.
7 时

,

吸取 l ml 培养液作为诱导前对照
,

然后加

人 IPT G 至终浓度为 1 m m ol /L
,

继续培养并收集

诱导 l
、

2

、

3

、

4 h 的菌液 1 m l
,

然后取 50 m l诱导表

达菌液
,

于 4 ℃ 4 000 9 离心 10 m i
n ,

收集菌体
,

用

pH 7
.
2 PB s 漂洗 3 次

,

加 10 m l裂解缓冲液 (50

m m ol/ L N aH ZPo ;
、

3 0 0 m m
o

l / L N
a

e l

、

p H 8

.

0 ) 和
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10 0 闪溶菌酶 (1 9/L)
,

冰浴 30 m in
,

采用宁波产

KS一 1
50 超声波破碎仪破碎菌体 (条件为 200 W

、

处理 40
5 、

l可隔 30
, 、

2 5 次)
,

于 4 ℃ 10 000 9 离心

20 , ni tl, 分别收集上清和沉淀
,

并用 8 m ol / L 尿素

溶解沉淀
,

各取 30 闪
,

加人等量的 2
x SD s 凝胶

上样缓冲液
,

于 100 ℃煮沸 5 m i
n ,

并短暂离心
,

吸

取 15 闪 样品
,

行 15 % SD S
一

P A G E 电泳与染色
.

1
.
6 ShTB 特异性抗体制备

用经 Ni
一

N T A 亲 和层 析柱纯 化 的融合蛋 白

Sh TB
一

D H F R 与福氏佐剂混合成油包水的乳剂
,

免

疫昆明鼠
,

背部皮下多点注射
,

剂量为每只鼠每次
20 一 3 0 林g

,

Ibl 隔 15 一 Z o d
,

共免疫 4 次(第 4 次采

用腹腔直接注射抗原加强免疫 )
.
免疫后 5

(l
,

测

定抗体效价
.
然后腹腔注射 5 180 细胞

,

待腹腔膨

胀
,

皮毛无光泽
,

活动困难时
,

开始收集腹水
.

1
.
7 W

estern 印迹检测
“’

S D S
一

P A G E 电泳后将胶通过半干电泳仪 (大

连竞迈生物科技公 司生产) 转移至硝酸纤维素膜

上
,

以鼠抗 Sh T
一

B 多抗为一抗
,

H R P 标记的羊抗

鼠 IgG 为二抗
,

行 W es t
em 印迹检测

.

1
.
5 抗 Sh T B 多克隆抗体特性分析

用 间接 ELIS A 分析 抗 Sh T
一

B 多抗 对 重 组

ShT
一

B

、

天然 Sh T 粗提物的识别 (Sh T
一

B 粗提物为

适当稀释的产毒菌过夜培养物上清)
.
同样以鼠

抗 sll T
一

B 多抗为一抗
,

H R P 标记的羊抗 鼠 IgG 为

二抗
,

进行间接 E LISA 检测 A450
,

以测定孔与阴性

对照孔 击50 > 2
.
1判为阳性

.

Fig
.1 Identineation of re eom binan tPQ E40
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彻
n l/ Hi nd lll
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d i g
e s t e

d

P
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E 4 0

一

S l
l
T B

.

2

.

2 p Q E
40

·

s h T B 重组蛋 白表达及表达形式鉴定

pQE4o 是一种融合表达载体
,

本身携带一段

分 子 量 为 26 kD a 的 D H FR
.
工 程 菌 M 巧/

pQ E 40
一

sh
T B 经 I刃G 诱导后

,

收集菌体以及超声

破碎后 的沉淀和上清行 SDS
一

P A G E

.

结果表明在

34
.
4 kD a处有一条表达很强的蛋白区带

,

与预计

的融 合蛋 白分子 量 (0
.
84 kD a ShT

一

B
+

2 6 k D
a

D H F R
) 基本相符

,

主要以包涵体形式存在(图 2)
.

经 To ta ZL ab v2
.
ol 凝胶分析软件确定表达产物占

约占菌体总蛋白的 21
.
9%
.

2 结果

2.1 pQ E4o
·

s h T B 重组表达质粒鉴定

用 勒
n l和 Hi nd lll 双酶切 pQE40

一

sll
T B 重组

质粒
,

吸取适量酶切产物
,

行琼脂糖凝胶电泳
.

结果如图 l所示
,

切 出的 目的片段大小约为 225

bp
,

与 PcR 扩增结果相符
,

说明重组表达质粒构

建成功
.

图 2 重组载体 pQ E4 0- Sh
T B 在 E. co li M 15 中表达的

SD S
一
P A G E 分析

Fig
.
2 SD S

·

P A G E
a n a l y s

i
s o

f
e x

P
r e SS e

d P r o
d

u e t o
f

r e
·

e o
m b i n a n t

Pl
a s

m i d i
n

E.
e o

li M 1 5

1

.

l
o w , n ( )

l
e e u

l
a r w e

i g h
t p ro t e i

n r n a r
k

e r ;
2

.
t o t a

l
e e

l l
u

l ar l y
s a t e

w i t h
o l一t i

n
d
u c t i

o n ; 3 ro ta
l
e e
l l
u
l
a r

l y
s a te w i一h i

n
d
u e tio n ; 4

. e e
ll

, t l
p

e r n a t a n r o
f re

e o n l
b i

n a n t s t r a
i
n w i t

h i
n

d
u e t i

o n ; 5
.

e e
l l Pe l l

e r

o
f 比c爪)n lb i

n a rlt s tr a i
n w it h i

n
d
u e ti

o n
.

2

.

3 重组 Sh T- B 的抗原性

亲和纯化的重组 Sh T
一

B 蛋白与抗 Sh T
一

B 鼠多

抗 的 W es te m 印迹分析结果表明
,

表达的 Sh T
一

B

蛋白与鼠抗 Sh T
一

B 多抗发生了明显的抗原抗体反

应 (图 3)
.

42OC�.

…
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2 0

.

1

1 4

,

4

图 1 pQ E 40
·

s h T B 重组表达质粒的鉴定 图 3 重组 ShT
一
B 蛋白的 W

este rn 印迹结果



第 1期 喻华英等
:
志贺毒素 B (sh T

一

B
) 在 E. 。

oli 中的融合表达及特异性抗体制备

Fig
.
3 W estern blot of recom binant

elonalantibody against ShT ·

B

1

.

l

o w m
o
l
e c u

l
a r w e

i
gh

t p ro
t e i

n
m

a

rk

e r ;

o

f re
( , o

m b i
n a n t s t r a

i
n w i t h i

n
d

u e t i
o n :

3

.

t r a n s
g
e n e t i

e s t
ra i

n w i t h
o u t i

n
d

u e t i
o n

.

P
ro

t e i n u s
i
n g P o

ly

·

2

.

t o t a l
e e

l l

u

l

a r

l y
s a t e

t o t a l
e e

l l

u

l

a r
l y

s a t e o
f

2

.

4 抗重组 Sh T- B 腹水多抗的特性

间接 ELI SA 结果证实
,

以重组 Sh TB
一

D H F R

为抗 原 制备 的抗 Sh T
一

B 腹水多抗
,

既 可识别

sh TB
一

D H F R 融合蛋 白
,

也可识别天然 Sh T 粗提

物
,

且其效价高达 l:1 x 106(表 1)
.
这表明该腹水

多抗具有良好的特异性
.

Tabl e

表 1 抗 ShT
一
B 腹水多抗的特异性

SPec ifieity of aseitic Polyelonalantibodies agai nst reeom binant ShT
·

B

抗原

Antigen

稀释倍数 Dil
ution ratio

1 X 10 l x ]0 一

4

l

x

l o
1

x

1
0

1

x

1 0

一

7

N

e

g

a
t

i

v e e o n
t

r o

l

S
h

T B

一

D H F R 1

.

2 7

0

.

9 7

1

.

1 8

0

.

7 7

0

.

7 7

0

.

6 3

0

.

3 6 0

.

0 8 0

.

0 2 1

N
a t i

v e

S h T 0

.

4 4 0

.

0 6 0

.

0 2 0

注
:
每个值均为 3 个检测孔 A ;5。 的平均值

.

N ote: Eaeh value of A
4、0 r e

p
r e s e n ts t

h
e

m
e a n o

f tr i p li
e a t e

d
e te r m i

n a t i
o n v e

ll
s
.

[3]l4l

3 讨论

无论是在发达国家还是发展 中国家
,

痢疾志

贺菌均可引起胃肠炎的食源性暴发和肠道传染病

的地方性流行
,

而且
,

临床上志贺菌痢疾及其并发

症多发生在儿童
,

特别是 5 岁以下幼儿
,

死亡率为

3% 一
5 %

.

目前表达外源蛋白的系统有 E
.
。
oli

、

酵母
、

哺乳动物细胞
、

昆虫细胞等
,

其中大肠杆菌

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 Sh T

一

B 在 E
.
。
01 1

中表达及其保护性抗原的特性
,

国外已有一些相

关的研究报道
‘”,

.

国内仅有苏 国富等开展 了

Sh T
一

B 在 E
.
co li 中的表达研究

,

但表达量低
”“‘

.

本文将 Sh T
一

B 克隆到 pQ E40 融合表达载体上
,

并

实现 了 Sh T
一

B 融合蛋白在 E
.
。
ol i M 巧 中的高效

表达
,

表达量占细胞总蛋白的 21
.
9 % 左右

,

这是

目前国内外关于重组 Sh T
一

B 在 E
.
。
oli 中表达量

最高的报道
‘9

,

. 。,
.

本研究使用 的 pQ E4O 表达载体特点为
: N 端

带有 6
x HI S 标签和一个鼠源的 D H F R 基因

.
特

别是德国 Qi ag en 公司的试验结果证明
,

表达载体

中的 DH FR 缺乏对鼠本身的免疫原性
,

但有增强

目的蛋白免疫原性的功能;而 6
x Hi s标签便于通

过金 属鳌合作用
,

快速纯化和制备重 组抗原

Sh T
一

B

,

方便了 sh T 的诊断抗体的制备
.
鉴于表达

的重组蛋白以包涵体形式存在
,

对它的变性与复

性条件进行了研究 (另文发表 )
.

利用 5 180 细胞可以在鼠腹腔内迅速繁殖
,

刺

激机体产生大量腹水 的特性
’川

,

成功制备了鼠抗

shT
一

B 的腹水多克隆抗体
,

并可特异性识别天然

Sh T
,

可作为检测用抗体
.
该方法制备抗体的腹水

量大
、

成本低
、

抗体效价明显高于血清抗体的效价
.

一只昆明鼠可收集腹水 ro
~ 巧 ml

,

3
一 4 只鼠的

腹水抗体量就相当于一只兔血清抗体的量
,

所以
,

这是一种实验室中大量制备抗体的实用方法
.
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