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　　[摘　要 ]　对破伤风毒素C 基因 (T T C )进行了克隆, 在大肠杆菌中构建了C 基因- 硫氧还蛋白融合表达系统

并对其进行了重组表达, 对表达后蛋白进行了纯化和 rT TC 的免疫原性初步研究。结果表明, 该系统可高水平表达

可溶性rT TC, rT TC 表达量占可溶性蛋白的28. 19% , 纯化后纯度为96. 92% ; 所获得的rT TC 具有良好的免疫原性,

可为开发新一代破伤风亚单位疫苗奠定基础。
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　　破伤风毒素是一种神经毒素, 由破伤风梭菌分

泌产生, 分子质量为 150 ku, 由一个大质粒编码, 整

个毒素基因包括 3 945 个核苷酸。毒素经菌体释放

后, 在蛋白水解酶的作用下, 被“裂开”成一条轻链

(50 ku) 和一条重链 (100 ku) , 但轻链和重链之间仍

有二硫键相连[1 ]。轻链是锌依赖蛋白酶, 通过水解突

触囊泡蛋白2Ê 来阻断神经抑制性介质的释放。C 蛋

白是重链的一部分, 分子质量为 50 ku, 不具备神经

毒素的活性, 却保留了完整毒素与神经节苷脂结合

等许多性质, 是毒素的保护性抗原[2 ]。C 蛋白还能将

小分子蛋白靶向传递到运动神经元, 所以也可作为

蛋白载体促进低免疫原性抗原的免疫反应。由于C

蛋白是破伤风毒素的非毒性片段, 且有较高的免疫

原性, 因此用其作为亚单位疫苗是现代破伤风疫苗

的理想选择[3 ]。

虽然对破伤风毒素C 基因克隆后表达的研究比

较多, 但是大多数表达的蛋白是非可溶性的, 而且产

量比较低, 纯化也很困难。为了克服表达的C 蛋白的

上述缺点, 本试验通过pET 32a (+ ) 载体, 在大肠杆

菌中建立了C 基因- 硫氧还蛋白融合表达系统, 以

便高水平地表达易于纯化的可溶性重组破伤风毒素

C 蛋白 ( rT TC) , 并进一步对其进行了纯化和免疫原

性研究, 以期为破伤风亚单位疫苗的研制奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌种与试剂　破伤风梭状芽孢杆菌产毒株

(N o. 64008) 由中国生物制品研究所李岩教授惠赠;

菌株DH 5Α、BL 21 (D E3)、载体pET 32a (+ )均由军事

医学科学院微生物流行病研究所免疫室保存; 克隆

载体 PGEM 2T 购自 P rom ega 公司; T aq DNA 聚合

酶, 限制性内切酶, DL 2 000, DL 15 000 DNA

m arker, T 4DNA 连接酶和 IPT G, 均购自大连宝生物

公司; DNA 纯化回收试剂盒购自博大泰克公司; 低

分子量标准蛋白为中科院上海生物化学研究所产

品; 蛋白纯化层析介质为Pharm acia 公司产品; 其余

试剂均为进口或国产分析纯。

1. 1. 2　试验动物　6～ 8 周的雌性Balböc 小鼠, 由

军事医学科学院实验动物中心提供。

1. 1. 3 　引　物　根据 GenBank 中登陆号为

A F154828 的序列, 利用P rim er 5. 0 软件设计引物,

由博亚生物技术有限公司合成。上、下游引物分别设

有B am H É 和H indË 酶切位点。引物序列如下:

P1: 5′2CGC GGA T CC AAA AA T CT G GA T T GT

T GG GT T G 3′;

P2: 5′2CCC A A G CT T T TA A TC A T T T GT CCA

TCC T TC A TC 3′。
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1. 2　方　法

1. 2. 1　破伤风毒素C 片段基因 (T T C )的PCR 扩增

　用上海生工生物公司试剂盒提取破伤风梭状芽孢

杆菌总DNA。取上述总DNA 1 ΛL 为模板, 上、下游

引物各 1 ΛL , T aq DNA 聚合酶 0. 25 ΛL , dN T P 2. 5

ΛL , 10×T aq DNA 聚合酶 2. 5 ΛL , 去离子水 16. 75

ΛL , 反应体系共25 ΛL , 进行PCR 扩增。反应条件为:

94 ℃预变性 5 m in; 94 ℃变性 1 m in, 56 ℃退火 1

m in, 72 ℃延伸 2 m in, 共 30 个循环; 最后 72 ℃延伸

10 m in。PCR 产物经10 göL 琼脂糖电泳, 按纯化试

剂盒提供的方法回收DNA 片段。

1. 2. 2　破伤风毒素C 基因的克隆与序列分析　

PCR 产物回收后与克隆载体PGEM 2T 连接, 构建克

隆载体 pGEM 2T 2T TC, 4 ℃过夜, 转化大肠杆菌

DH 5Α, 37 ℃培养 12～ 16 h, 有蓝白相间菌落出现

时, 挑取白色菌落进行菌落PCR 和B am H É、H ind

Ë 双酶切鉴定, 阳性克隆送北京三博公司测序。

1. 2. 3　破伤风毒素C 基因的重组表达　将质粒

pGEM 2T 2T TC 和质粒pET 32a (+ )分别用B am H É
和 H ind Ë 双酶切, 并回收纯化的 pET 32a (+ ) 和

T TC, 16 ℃连接16 h, 构建表达载体pET 32a2C 转化

BL 21 感受态细胞, 提取质粒, 酶切鉴定筛选出阳性

菌。培养阳性菌至菌液OD 600为0. 4～ 0. 6, 按体积比

1∶100 的比例接种于氨苄抗性LB 培养基中, 37 ℃

培养过夜, 再取 2 mL 过夜培养的菌液接种于 200

mL LB 培养基中继续培养至菌液OD 600为 0. 4～

0. 6, 取出1 mL 菌液作为诱导前的对照, 其余菌液加

IPT G 至终浓度为 0. 8～ 1. 0 mmo löL 诱导表达, 37

℃培养3 h, 4 ℃ 12 000 röm in 离心15 m in 后收集菌

体。菌体经超声裂解液洗涤悬浮, 冰浴中超声破碎细

菌, 10 000 röm in 离心 25 m in, 对上清液、沉淀及全

菌体取样进行SD S2PA GE 分析。

1. 2. 4　rT TC 的纯化　取 15 mL 超声离心后的上

清液, 经 0. 45 Λm 滤膜过滤后缓慢通过结合镍的

H iT rap chela t ing 5 mL ×1 柱子, 用 50, 100, 150,

200, 300, 400 和 500 mmo löL 不同浓度的咪唑进行

洗脱, 收集洗脱液进行SD S2PA GE, 薄层扫描。将含

有 rT TC 的洗脱液透析浓缩后, 用Bandfo rd 法测蛋

白浓度。

1. 2. 5　动物免疫　向 rT TC 中加入等体积的弗氏

完全佐剂混合乳化, 200 Λgö只皮下多点免疫Balböc

小鼠。加强免疫采用与弗氏不完全佐剂等体积混合

乳化液, 剂量为100 Λgö只, 分别于第3 周和第5 周各

加强免疫1 次, 全程免疫共3 次。同时设立类毒素标

准品 (T T )对照组和PBS 对照组。

1. 2. 6　rT TC 免疫印迹分析　用 SD S2PA GE 分离

得到 rT TC 后, 切胶, 采用半湿法电转移到PVD F 膜

上。转移条件: 电流低于300 mA , 时间2 h。一抗为

马抗破伤风毒素多抗, 二抗为辣根过氧化物酶标记

的兔抗马 IgG,DAB 染色。以含空载体的菌体作为阴

性对照。

1. 2. 7　间接EL ISA 法检测血清抗体水平　用碳酸

盐缓冲液 (pH 9. 6) 稀释标准类毒素, 使其终浓度为

10 ΛgömL , 加入96 孔EL ISA 板中, 每孔100 ΛL , 4 ℃

过夜, 用50 göL 的脱脂奶于37 ℃包被2 h, 然后加入

一抗 (待检血清) , 将待检血清按1ö100, 1ö200, 1ö400

⋯⋯1ö12 800 倍比稀释, 37 ℃孵育 1 h, PBST 洗 3

次, 每次2 m in, 再加入二抗 (辣根过氧化物酶标记的

羊抗小鼠 IgG) , 37 ℃孵育 0. 5 h, PBST 洗板, TM B

显色后, 用 2 mo löL H 2SO 4 终止反应, 用酶标仪于

450 nm 波长处测定A 450值, 并利用SPSS 11. 0 软件

进行分析。

2　结果与分析

2. 1　T T C 的扩增及pGEM 2T 2T TC 双酶切鉴定结

果

PCR 产物经电泳鉴定扩增出约 1 356 bp 的片

段, 与预期产物大小相同 (图 1) ; pGEM 2T 2T TC 经

PCR 和双酶切鉴定为阳性 (图 2)。测序结果显示阳

性菌的序列与原序列完全一致。

2. 2　表达载体的构建

pET 32a (+ ) 2C 转化BL 21 感受态细胞后, 对菌

落进行PCR 鉴定得到1 400 bp 左右的片段, 双酶切

鉴定得到5 900 bp 和1 400 bp 左右的片段 (图3) , 表

明目的片段插入正确。

2. 3　rT TC 的表达与纯化

重组BL 21 转化菌经 IPT G 诱导后, 进行 SD S2
PA GE, 结果显示, 诱导表达样品在M r 为 62 ku (包

括 rT TC 50 ku 和硫氧还蛋白 12 ku) 处可见明显条

带, 表明 rT TC 以可溶形式高表达; 而pET 32a (+ )

空载体对照在该处则无特异条带; 未诱导的样品在

该处条带不明显 (图4)。经薄层扫描分析, 目的蛋白

的表达量占可溶性总蛋白的28. 19%。表达产物经镍

柱亲和层析纯化后得到蛋白纯度为96. 92%。
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图 1　C 片段PCR 产物扩增图谱
1. DL 2 000 标准分子量; 2. PCR 产物

F ig. 1　PCR amp lication of C fragm ent
1. DL 2 000 m arker; 2. PCR p roduct

　

　

图 2　pGEM 2T 2T TC 的PCR 和载体酶切鉴定图谱
1. pGEM 2T 2T TC 经B am H É 和H indË 双酶切产物;

2. DL 15 000 标准分子量; 3. PCR 产物

F ig. 2　R estrict ion enzym e digest ion of pGEM 2T 2T TC
1. pGEM 2T 2T TC digested w ith B am H É and H indË ;

2. DL 15 000 m arker; 3. PCR p roduct

图 3　pET 32a2C 的PCR 和双酶切图谱
1. PCR 产物; 2. pET 32a2C 经B am H É 和H indË 双酶切;

3. DL 15 000 标准分子量

F ig. 3　R estrict ion enzym e digest ion of pET 32a2C
1. PCR p roduct; 2. pET 32a2C digested w ith

B am H É and H indË ; 3. DL 15 000 m arker

　
　

　

图 4　rT TC 表达及纯化电泳图
1. 低分子量标准蛋白; 2. 空载体pET 32a 菌体裂解液样; 3. pET 32a2C
未经 IPT G 诱导样; 4. pET 32a2C 经 IPT G 诱导后的超声裂解样; 5. 纯
化后的 rT TC

F ig. 4　SD S2PA GE analysis of the recom binan t

fragm ent2C2th io redox in fusion p ro tein in E. coli
1. Standard p ro tein m arker; 2. L ysate of E. coli cells carrying p lasm id pET32a;

3. Samp le befo re IPT G induction; 4. Supernatan t of lysate of E. coli after

son ication and cen trifugation; 5. Purified rT TC fusion p ro tein

2. 4　免疫印记分析

由图5 可以看出, 经 IPT G 诱导的样品, 在62 ku

附近有一阳性特异条带, 而空载体对照没有。可见表

达的 rT TC 与破伤风毒素抗体有免疫反应, 而空载

体对照则说明硫氧还蛋白在重组蛋白中的存在不影

响 rT TC 的免疫原性, 表明 rT TC 有很好的免疫原

性。

图 5　重组蛋白免疫印迹分析
A. 考马斯亮蓝染色SD S2PA GE 胶; B. W estern b lo tt ing 结果; 1. pET 32a2C 经 IPT G 诱导超声后离心上清液; 2. pET 32a 空载体

F ig. 5　A nalysis of tetanus tox in fragm ent C in E. coli BL 21 (D E3)
A. Cooassie B rillan t B lue2stained gel; B. Resu lt of W estern b lo tt ing; 1. Supernatan t of lysate of E. coli

after son ication and cen trifugation; 2. Samp le carrying p lasm id pET 32a
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2. 5　小鼠血清总 IgG 水平的测定

用间接 EL ISA 法测小鼠血清抗体水平, 结果

(图6)显示, 初次免疫后, rT TC 和T T 两组小鼠均可

检测到特异性抗体; 3 次免疫后, rT TC 和 T T 诱发

的 IgG 均显著增高 (P < 0. 05)。三免后14 d 时rT TC

组小鼠抗体效价仍能达到1∶16 000。

图 6　免疫小鼠血清抗体水平

F ig. 6　Comparison of t iters of an tibodies

against tetanus tox in in the sera from

imm unized m ice rT TC group and T T group

3　讨　论

T T C 含有大量稀有密码子, 一般诱导后表达的

蛋白比较少, 且多以包涵体形式存在[428 ] , 因此利用

实验室常用的仪器和试验设备纯化蛋白十分困难。

所以本研究提取破伤风梭菌基因组总DNA , 经PCR

扩增出的T TC, 与GenBank 中登录号为A F154828

的基因序列完全相同, 并且不带毒性, 诱导表达后的

rT TC 仍保留完整抗原性。将T TC 克隆到硫氧还蛋

白融合表达载体pET 32a (+ )中, 表达产物占可溶性

蛋白的28. 19% , 1 L 菌液中可得到rT TC 4 m g, 是已

有报道中表达量较高的一例。

用大肠杆菌表达破伤风毒素C 片段蛋白, 对预

防破伤风和控制其他疾病具有重要意义。主要表现

在: (1) 破伤风梭菌能形成芽孢形式, 可造成环境污

染, 同时因其分泌具有较强神经毒性的外毒素, 在生

产类毒素疫苗时对工作人员存在危险性; 另一方面,

用甲醛处理后制成的类毒素, 常因含有甲醛以及大

量无关蛋白, 易引起被接种人员的过敏反应。而采用

原核细胞表达具有高免疫原性的 rT TC 以用于生产

疫苗及免疫接种, 可以避免出现上述危险性和过敏

反应。本研究采用大肠杆菌硫氧还蛋白融合表达系

统, 高效表达可溶性 rT TC, 并通过W estern b lo t t ing

试验证明12 ku 的硫氧还蛋白在重组蛋白疫苗中的

存在不会影响 rT TC 的免疫原性, 同时也在小鼠试

验中证实了 rT TC 与T T 对照组相比有相同的免疫

原性, 以上都说明rT TC 可以替代T T 用于预防破伤

风疾病。(2)大肠杆菌pET 32a (+ )表达量很高, 利用

H is 标签纯化重组蛋白的纯化方法简单易行, 适合

大批量蛋白的生产, 可用于低免疫原性蛋白及蛋白

靶向传递运动神经元的载体。可见, 在pET 32a (+ )

表达宿主中表达的破伤风毒素C 片段蛋白, 作为亚

单位疫苗和促进抗原免疫反应的蛋白载体, 将具有

广阔的开发前景。
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Effect of L actobacillus on grow th perfo rm ance, nu tr ien t d ige2
st ib ility and d igest ive enzym e act ivit ies of w eaned p ig le ts

W ANG Zh i-x iang1, QIAO J ia-yun 1,W ANG Z i-heng2, QI X in 1

(1 Colleg e of A n im al H usband ry and V eterinary , H enan A g ricu ltu ra l U niversity , Z heng z hou, H eπnan 450002, Ch ina;

2 Q ingf eng Coun ty F ood B u reau , Q ingf eng , H eπnan 457300, Ch ina)

Abstract: Seven ty2tw o 82day2o ld w eaned p ig lets (D u roc×Yo rk sh ire×L andrace) w ere divided in to

th ree group s of fou r repeats. A n experim en t w as conducted to study the effects of the supp lem en ta t ion of

L actobacillus agen ts and the com b inat ion of L actobacillus and flavom ycin in the basic d iet on grow th

perfo rm ance, nu trien t d igest ib ility and digest ive enzym e act ivity of w eaned p ig lets. T he resu lts show ed that

L actobacillus increased average daily feed in take (P < 0. 05) , average daily gain and decreased the feedögain

ra t io (P < 0. 01). L actobacillus increased apparen t ly the digest ib ility of ether ex tract (P < 0. 05) and the

act ivit ies of am ylase and lipase in pancreat ic g land and duodenum chym e (P < 0. 01) mo st sign if ican t ly. T he

com b inat ion of L actobacillus and flavom ycin decreased the perfo rm ance of p ig lets and the act ivit ies of

analyse and lipase in pancreat ic p land and doudenum chym e (P < 0. 01) comparing w ith the single u se of

L actobacillus. T he resu lts ind ica ted that adding of L actobacillus in the diet cou ld p romo te the perfo rm ance

of w eaned p ig lets and the act ivity of lipase and digest ib ility of ether ex tract apparen t ly.

Key words: w eaned p ig let; L actobacillus; d igest ib ility; d igest ive enzym e
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Study on clon ing, exp ression and imm unogen icity of the

fragm en t C of te tanu ss tox in

J IANG Hui- t ing1, 2,Y U San -ke1, FENG Peng1, J IANG Ha i-yan 2,W ANG X i- l iang2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Institu te of M icrobiology and Ep id em iology , A cad emy of M ilita ry M ed icine,B eij ing 100071, Ch ina)

Abstract: To clone, exp ress, pu rify p ro tein and analyse the imm unogen icity of the fragm en t C of

tetanu s tox in, the fragm en t C gene of tetanu s tox in w as amp lif ied from C lostrid ium tetan i genom ic DNA by

PCR. It w as in serted in to the h igh2exp ression vecto r pET 32a, and exp ression of th is p lasm id in E scherich ia

coli BL 21 (D E3) resu lted in the p roduct ion of a fu sion p ro tein. T he recom b inan t fragm en t2C2th io redox in

p ro tein s w ere pu rif ied sign if ican t ly in one step by aff in ity ch rom atography, and then u sed to imm un ize m ice

and test the an t ibody t iters. T he resu lt of SD S2PA GE show ed that a specif ic recom b inan t p ro tein w as

exp ressed, accoun t ing fo r 28. 19% of the so lub le p ro tein. W estern b lo t analysis indica ted that th is p roduct

had certa in an t igen icity, and the final pu rity w as 96. 92%. 14 days after the th ird imm un izat ion the an t i2
tetanu s an t ibody t iters of the m ice of the group rT TC w ere detected. T he recom b inan t p ro tein is an

imm unogen icity an t igen of tetanu s tox in and thu s con structs a basis fo r the developm en t of vaccine in the

fu tu re.

Key words: tetanu s tox in; fragm en t C; imm unogen icity; p ro tein C
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