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实验室研究·

霍乱毒素B亚单位与志贺毒素2B亚单位
融合表达及抗原性检测

李振军 孙强正 景怀琦徐建国

【摘要】 目的 克隆表达出血性大肠埃希菌(EHEc)0157：H7志贺毒素2B亚单位(stx2B)与霍

乱毒素B亚单位(CTB)的融合蛋白(CTB—Stx2B)，并检测其抗原性和与神经节苷脂((；M1)结合能力。

方法 设计引物扩增融合蛋白CTB—Stx2B的编码基因c￡6一耽r26，T—A克隆测序验证后克隆入原核表

达质粒pET30a(+)C，构建表达质粒pET30a(+)一c￡6一s船26，转化E．∞雎BL21(DE3)，IPTG诱导表达、

纯化，获得目的蛋白CTB—St)【2B，sDS—PAGE和western-blot检测其抗原性和形成五聚体的能力；

GMl一ELIsA法检测其与GMl结合能力。结果 扩增出约750 bp的目的片段，测序鉴定与设计序列

一致；原核表达质粒pET30a(十)一c￡6一s￡z26转化E．∞训BL21(DE3)后，经酶切和PcR扩增鉴定正确；

IPTG诱导后SDs—PAGE初步测定CTB—Stx2B单体的相对分子质量(M．)约为20×103；westem七lot

检测CTB．St】【2B能与CTB单克隆抗体结合，纯化产物经复性后大多以五聚体形式存在；ELIsA检测

cTB．St】(2B具有结合GMl活性。结论 成功克隆、表达了融合蛋白cTB—St)(2B；表达的蛋白具有良

好的CTB抗原性和GMl结合能力。
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【Abstract】 objective To clone and express the fusion gene encodjng E札￡Pro矗已mr砌口g站酷c^8ric^缸

∞如0157：H7(EHEC 0157：H7)Shigela toxin 2B subunit(Stx2B)and vibrio cholera toxin B subunit

(CTB)as well as to detect the immunogenicity and GMl南inding ability of fusion protein．Methods To

design a primer to amplify 5￡z26 gene and c￡6—5妃26 fusion gene encoding Stx2B and CTB．Stx2B

respectiVely and t。clone the genes into express plasmid pET30a(+)C in order to construct pET30a—cf6一

s红26 after T—A sequencing was va“fied，then to transform constructed plasmid into E．co比BL21(DE3)

induced by IPTG and purified by a purify kit and to detect molecular weight and immunogenicity by SDS—

PAGE and Western—blot． Results The amphfied c￡6—5fz26 fragments appeared to be 750 bp and gene

sequence was identical to designed sequence．The prokaryotic expression system pET30a—f￡6一s￡z26／BL21

could express protein weight about M，20×103 and the expressed protein could react to CTB monoclone

anti—body．The fusion protein CTB—Stx2B could bind GMl．Conclusion CTB—Stx2B had successfully been

expressed in prokaryotic whiIe the expressed protein had g∞d immunogenicity and GIⅥ1一Binding ability．

This study provided information on further EHEC 01 57：H7 vaccine research．

【Key words】 E卵fPro矗g优rr忍ngic舀c矗gric^i盘co“0157：H7；Shiga toxin 2B subunit；cholera toxin B

subunit； Immunogenicity

出血性大肠埃希菌(EHEC)0157：H7是引起人

出血性结肠炎的主要病原菌，可引发溶血性尿毒综

合征(HUS)及血栓性血小板减少紫癜(TTP)等严

重并发症⋯川；而多数EHEC 0157：H7产生志贺毒
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素2(Stx2)∞。。研究表明，克隆表达的Stx2B亚单

位无毒，具有良好的免疫保护性，可作为疫苗的免疫

抗原。霍乱毒素(CT)是引起腹泻的主要作用物质，

其B亚单位(CTB)没有毒性，是霍乱弧菌主要的保

护性抗原，能刺激血液和肠道产生特异性保护抗体；

另外CTB是有效的免疫载体和免疫佐剂，可介导携

带的靶抗原进入与肠黏膜有关的免疫途径及增强与
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其融合的抗原分子的抗原反应性。4’“。本文利用原

核表达系统克隆、表达EHEC 0157：H7的Stx2B和

CTB融合蛋白CTB—Stx2B，并对其抗原性和与神经

节苷脂(GMl)结合能力进行了初步研究，为研制

EHEC 0157：H7和霍乱联合疫苗提供参考依据。

材料与方法

1．菌株及质粒：EHEC 0157：H7、霍乱弧菌

0139、受体菌E．∞zi DH5a及E．∞ziBL21(DE3)为

本研究室保存；质粒pET30a(+)C由中国疾病预防

控制中心传染病预防控制所基因室惠赠；克隆载体

pMDl8 T购自大连TaKaRa公司。

2．试剂：限制性内切酶HindⅢ、EcoR工、

TaqDNA聚合酶购自华美公司；T。DNA连接酶由美

国Promeg公司提供；质粒抽提试剂盒、DNA回收纯

化试剂盒为上海生工生物工程技术服务有限公司产

品；兔抗一CTB、蛋白纯化试剂盒(His．Bind protein

purification Kit)购自美国Novagen公司；HRP标记

的羊抗兔为北京华美公司产品；引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成；其他化学试剂均为

分析纯。

3．目的基因c￡6—5妞26的扩增：根据GenBank

公布的EHEC 0157：H7的s尬26基因核苷酸序列

(accession number：NC 000902)和霍乱弧菌0139

c如基因核苷酸序列(accession：x76390)设计引物

(表1)，以EHEC 0157：H7和霍乱弧菌0139染色

体为模板，分别扩增c幻(引物对l、2)和s妞26(引物

对3、4)。扩增产物经纯化后，以Kpn I酶切，T。连

接酶连接，取1“1连接产物为模板，以引物对1、4扩

增“6埘z26融合片段。PCR反应条件为94℃

7 min，94℃l min，60℃1 min，72℃1 min，31个循

环；72℃延伸10 min。

表1 目的基因扩增所用引物

基因 引物序列(5’～3’) 翟絮蕙攀
c曲 1：GGOGAA爪：A(：A(XjrCAAA芦Ⅱ≯ⅡnCTG

2：(XXX；，【螂戌rr、GCC芦([A(了IAA丁n)0G
皿r26 3：GCGGTAOCAAGAA(j衄17nvIK【1GG(b

4：GCAAGCTl、AA(X：(：(了rG’r0GpdAp(【bA芦ⅡX：

甜6_趾z26 1：(K瞄AⅨrr(：ACA(X汀CAAAAⅣ(兀’A(蕊
4：(；CAAGCTTAA(XXX；TGTCG芦鼢AT(≥气AI℃

Ec。RI 326

Kpnl

KmI 460

讳ndⅢ

Ec。R T 778

HndⅢ

4．重组表达质粒的构建、转化与鉴定：PCR扩

增产物经1％琼脂糖凝胶电泳回收并纯化，克隆入

pMD 18T载体，转化感受态受体菌E．∞zi DH5d

中，在含有氨苄(100弘g／m1)及xGal／IPTG的LB琼

脂平板上37℃过夜培养，挑取白色菌落送上海生工

生物工程技术服务有限公司测序。从测序正确的克

隆子提取质粒，以HindⅢ和EcoR I双酶切，酶切产

物经琼脂糖凝胶电泳，回收目的片段并纯化，与同样

酶切的表达质粒pET30a(+)C连接，连接产物转化

感受态细胞BL21(DE3)，在含有50肛g／ml卡那霉素

的平板上筛选阳性克隆子，提取质粒进行PCR扩增

鉴定和HindⅢ和EcoR I双酶切鉴定。

5．目的蛋白的诱导表达及检测：将重组菌和

pET30a(+)C／BL21接种于含有卡那霉素的LB液

体培养基，37℃振荡培养至吸光度值(A)约为0．6时

加入诱导剂IPTG(1 mm01／L)，继续培养4 h，取

100肚l菌液4000 r／min离心收集菌体，进行全菌

15％胶SDS—PAGE，考马斯亮蓝染色初步测定目标

蛋白的表达率和相对分子质量(M，)。

6．表达蛋白的纯化和复性：基因工程菌的培养

和诱导同上文。收集100 m1诱导后重组菌菌体，在

冰浴中超声波破碎细胞，12 000 r／min离心，分别取

上清和沉淀进行SDS—PAGE。表达蛋白纯化按试剂

盒操作说明进行。沉淀用含2 m01／L尿素的PBS

(137 mmol／L NaCl，2．7 mmol／L KCl，4．3 mm01／L

Na：HP04·7H20，1．4 mmol／L KH2P04)及PBS洗涤

2次，离心收集沉淀。洗涤后的包涵体溶解在裂解

缓冲液(8 mol／L尿素，0．1 mol／L NaH2P04，

0．0l m01／L Tris，pH值8．0)，离心，取上清过柱，洗

涤缓冲液清洗，最后以含不同浓度咪唑(10～

100 mm01／L)的洗脱缓冲液洗脱融合蛋白。洗脱的

融合蛋白用超滤离心管浓缩、去除尿素、复性，最后

溶解在PBS(pH值7．4)溶液中，进行蛋白定量。

7．融合蛋白的CTB抗原性检测：将上述诱导和

未诱导的菌体样品进行SDS—PAGE，采用半干式转

移仪进行转印，针对CTB蛋白，以兔源抗CTB单克

隆抗体为一抗，以辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG为第二抗体，以4一氯一1萘酚(4一CN)作为显色反

应底物，进行蛋白质印迹检测。

8．融合蛋白形成五聚体及与GMl结合能力检

测：复性的融合蛋白与1／5的5×SDS上样缓冲液混

合，加热5 min后或不加热直接上样，用15％SDs—

PAGE电泳进行分析；另外，蛋白电泳后，采用半干

式转移进行转印，以兔源抗CT抗体为第一抗体，辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG为第二抗体，进行
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蛋寓质印迹检测。

利用GMl一ELISA方法测定加热和不加热的融

合蛋白与GMl的结合能力。用每孔100 l上l含GMl

2耀的碳酸盐缓冲液(35 mm01『L NaHC0，，

15 mmol／L Na，Co，)包被96孔酶联板，4℃过夜，

PBST(含0．1％Tween一20的PBS溶液)洗涤3次，

用10％胎牛血清37℃封闭2 h，每孔加入含20 ng纯

化的融合蛋白，37℃保温2 h。PBST洗涤后，加兔源

抗CTB抗体，37℃保温2 h。PBST洗涤3次后，加

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG，37℃保温1 h；

洗涤后加入100肛l底物(400 mg／L邻苯二胺，0．2％

H：02和0．1 mol／L磷酸一柠檬酸缓冲液，pH值5．0)，

用等体积2 mol／L H：SO。终止反应，测紫外吸光度

值(A。。。)，以PBS为阴性对照。

结 果

20×103左右位置有明显增加的蛋白条带，证实所

构建的基因重组菌能够被诱导表达外源蛋白，诱导

表达蛋白约占细菌总蛋白的40％～60％，M。约为

20×103左右，与预期蛋白大小吻合。

注：M：Marker DL2000；1：pET30a一以6一s托26质粒；2：pET30a—

c拍吲z26质粒HindⅢ、EcoRI酶切产物；3：f￡6一s￡z26扩增产物

图2 重组质粒pET30a—c￡6一s￡z26酶切

及PCR扩增电泳结果

1．目的基因扩增、克隆和重组表达质粒的构建：

c幻、妣26基因片段经PCR扩增和1％琼脂糖电泳检
测，所得产物片段分别为308 bp和443 bp，符合预期片

段长度。将扩增产物以6和s妞26酶切后连接，以连

接产物为模板扩增c≠6一s纽26片段，经琼脂糖电泳检

测，所得产物片段约为750 bp，符合预期片段长度(图

1)。目的基因经T-A克隆测序，融合基因c幻一蹴26与

设计完全吻合。从测序正确的克隆子提取质粒，酶

切、回收目的基因条带，克隆到表达载体pET30a(+)
注：M：蛋白分子M。，k。，；1：pET30a／BL21诱导后；2：pET30。一

C中，构建重组表达质粒pE]鸭0a(+)一c办s红26，转化 。tx2b／BL21(未诱导)；3：pET30。科b／BL21诱导4 h后；4：pET30。．

BL21(Ⅸ玲)。经PCR扩增和酶切鉴定，在750 bp位置 “妇。26／BL21诱导4 h后

有相应的条带，表明重组表达质粒构建成功，获得含 图3 sDs—PAGE检测融合蛋白表达

有重组质粒的工程菌(图2)^o

3．表达蛋白的纯化：收集诱导后重组菌菌体，超

声破碎进行蛋白纯化。结果显示，在咪唑浓度为

40～100 mmol／L时，洗脱效率最高(图4)。

注：M：Marker DL2000；l：c拍；2：sfz26；3：c￡6一s缸26

图1 PCR扩增产物电泳结果

2．基因重组菌的诱导表达及融合蛋白鉴定：收

集诱导前后的重组菌和空载体菌菌体进行SDS—

PAGE，结果如图3所示。诱导后的重组菌与诱导

后的空载体菌及未诱导的重组菌比较，在M。为

注：1～8：不同浓度的咪唑洗脱液洗脱效果，咪唑浓度分别为

100、80、50、40、30、20、15、10 mmoUL；9：诱导前；10：Marke‘

图4 不同咪唑浓度的洗脱缓冲液洗脱效果观察(S【8PAGE)
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4．融合蛋白五聚体形成能力检测：纯化蛋白与

蛋白上样缓冲液混合，直接上样或沸水浴后上样，结

果融合蛋白沸水浴后，只在M，为20×103左右出现

一条蛋白带；而未煮过的融合蛋白分别在M，为

20×103和100×103左右出现两条蛋白带；免疫杂

交结果也出现同样的结果。结果提示，部分表达的

融合蛋白能够形成具有活性的五聚体(M，为100×

103左右)，经与蛋白上样缓冲液混合加热后，五聚

体间的二硫键被破坏，五聚体解体形成单体(M，

20×103)，见图5、6。

注：1：融合蛋白(未煮过)

2：融合蛋白(煮过)；3：Marker

图5 加热与未加热融合

蛋白SDS—PAGE

注：1：Marker；2：融合蛋白

(未煮过)；3：融合蛋白(煮过)

图6 加热与未加热融合

蛋白的免疫印迹分析

5．融合蛋白GMl结合活性的检测：为检测表

达的融合蛋白是否能够形成五聚体及形成的五聚体

与GMl的结合能力，将纯化蛋白加热煮过后，与未

煮蛋白样品一起进行GMl一ELISA。结果发现未加

热样品A。。。／阴性对照样品A。。。≥2．0，而加热样品

A。。。／阴性对照样品A。。。<2．0。五聚体形式的CTB

能够与GMl结合，进而与抗体发生反应；而单体形

式却不能与GMl结合。GMl一ELISA结果进一步证

实表达的融合蛋白能够形成五聚体，而且形成的五

聚体具有活性，能够与GMl结合。

讨 论

EHEc 0157：H7自1982年被确认为致病菌以

来，在世界各地多次引发大规模的暴发或流行。我

国江苏、安徽省曾于1999年发生EHEC 0157：H7

感染性腹泻的大规模暴发，死亡170余人‘6。。由于

EHEC 0157：H7的感染具有爆发性流行的趋势、很

强的致病性与致死性以及抗生素治疗可加剧病情的

危险性等特点，疫苗研究就显得尤为重要。7‘；但至今
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尚无可用于人或易感动物的疫苗研制成功。早期疫

苗研究的抗原选择集中于细菌脂多糖。7’引，而该菌

脂多糖所诱生的抗体可类似抗生素促使EHEC

0157：H7释放致死性志贺毒素。其他保护性抗原亚

单位包括Intimin、StxlB及EHEC 0157：H7溶血素

(Hly)也未能进入实质性的疫苗研究。在EHEC

0157：H7的致病机理中，Stx2因其能引起HUS和

TTP等严重的并发症而成为疫苗的候选抗原，其中

只有黏附作用而没有毒性的B亚单位是研究的热

点。Stx2B与真核细胞上的球状三糖基神经酰胺

(Gb3)或球状四糖基神经酰胺(Gb4)黏附，介导A

亚基进入细胞凹]，是已知最小的具有识别并结合受

体能力的亚单位在制造疫苗方面有很大的安全优

势H0I，但因其免疫原性较低，单个亚单位抗原所产

生的免疫保护作用有限，难以有效预防病菌的感染，

因此，通过Stx2B与载体或佐剂融合来提高Stx2B

的抗原性和免疫原性，是一种很好的思路。

CTB不但是很好的霍乱疫苗抗原，而且具有载

体蛋白和免疫佐剂的作用，能显著提高交联或融合

蛋白的免疫原性。目前为止，已经有很多CTB融合

蛋白表达。刘相国等‘1“构建CTB与乙肝病毒表面

抗原a表位的融合基因，并在原核表达系统中获得

以包涵体形式的高效表达。表达产物能够像CTB

那样形成五聚体，以腹腔注射、灌胃、鼻饲形式免疫

小鼠均能产生抗HBsAg抗体。米凯霞等u2。表达了

CTB—CS3融合蛋白，CTB增强CS3的免疫强度。

本研究在C1B基因的C端融合St)(2B成熟肽的

编码基因，构建了原核表达系统，经诱导后实现了融

合蛋白的高效表达(表达目的蛋白约占总蛋白90％

以上)。经免疫印迹检测，表达的融合蛋白能与口噶

单克隆抗体反应，展示良好的抗原性；融合蛋白具有

与GMl结合的能力，表明融合蛋白能以五聚体的形

式存在，五聚体形式的融合蛋白可通过arB与GMl

结合，介导融合蛋白的摄入、传递。本文为CrB—StX2B

双价疫苗的研究进行了初步实验，但融合蛋白是否具

有良好St)(2B抗原性、是否具有明噶和St)(2B免疫反

应性，需要进一步的实验来验证。
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福建省诺如病毒腹泻暴发的流行病学研究

吴冰珊谢剑锋 沈晓娜 王美爱 靳淼段招军

对福建省三个地区出现的四起疑似诺如病毒腹泻暴发

事件进行了流行病学调查，并对分离病毒进行核苷酸序列对

比与分析。

1．材料与方法：从具有典型临床症状的腹泻患者中采集

53份粪便标本。采用ELISA检测轮状病毒、诺如病毒、星状

病毒和腺病毒抗原。粪便标本提取病毒核酸，取部分RNA

进行反转录，扩增人类杯状病毒(HuCv)基因。PCR产物胶

回收纯化后，分别克隆至pGEM—T Easy载体，转化至DH5q

宿主菌，通过蓝白斑筛选和酶切鉴定，阳性克隆送TaKaRa

公司测序。全部核苷酸及氨基酸序列分析和同源性比较利

用Clustalx和DNAstar软件完成；诺如病毒参考序列来自

GenBank。

2．结果：ELISA检测，从53份粪便标本检出轮状病毒1

份，诺如病毒22份，总阳性率为41．5％，未检出星状病毒和

腺病毒。采用HuCV引物H289／290对53份粪便标本进行

RT—PCR检测，HuCV阳性标本共30份，总阳性率为56．6％。

选择10株HuCV阳性标本进行PcR产物的克隆和测序。

对去除引物后的DNA片段(274 bp)进行序列分析(图1)。

10株HuCV均为诺如病毒GⅡ．4型，彼此同源性为96．9％～

100％，产物序列核苷酸距离接近。

3．讨论：结果表明诺如病毒是引起福建省病毒性腹泻暴

发的主要病原体。四起暴发在流行病学上有其共同特点：①

每起疫情病例呈人群聚集性，水源共用，生活密切接触；②首

发病例为腹胀、恶心、腹泻水样便、呕吐等症状；③未出现重

症患者；④病例发生冬末春初季节。这与Anth。ny等¨1的研

究一致。但这四起暴发的病例年龄分布存在差异；两起暴发

病例以老年人为主，另两起以青壮年为主。本研究检测这四

作者单位：350001福州，福建省疾病预防控制中心病毒科(吴冰

珊、谢剑锋、沈晓娜、王美爱)；中国疾病预防控制中心病毒病预防控

制所腹泻室(靳淼、段招军)

·疾病控制·

起病毒性腹泻的病原基因比对属于“GⅡ一4”基因型诺如病

毒，虽然在地区来源有一定的跨度，但核苷酸序列同源性差

异不大(96．9％～100％)。与GenBank中的日本Nijmegen、

Kobe和荷兰Denhaag病毒参考株同源性最接近(98．5％)；表

明与全球2006年末、2007年初引发的诺如病毒属于同一基

因型，基因进化地域来源相近；也与我国GⅡ一4优势株流行

相同‘⋯。

552

500 400 300 200 1U0 U

核荷酸序列(×lOO)

图1 福建省分离的10株HuCv与14株HuCV参考株

RDRP基因区核苷酸序列种系进化树
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